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Die Synthese von N-(4-Hydroxyphenyl)-N-(1,1,1-trifluor-2-propyl)-4-hy-
droxybenzamid (1) wird beschrieben. Die Verbindung zeigt eine relative
Bindungsaffinitit zum Estrogenrezeptor (ER) von 2.4, Im Uterusge-
wichtstest an der juvenilen NMRI-Maus erweist sich 1 als starkes Anti-
estrogen. Schwache estrogene Nebenwirkungen werden nur in hohen Do-
sen festgestellt. Weder am hormonabhéngigen, transplantablen MXT-
Mammatumor der BD2F -Maus, noch am hormonabhéngigen 9,10-Di-
methyl-1,2-benzanthracen (DMBA)-induzierten Mammacarcinom der
SD-Ratte zeigt 1 eine signifikante tumorhemmende Wirkung.

N-(4-Hydroxyphenyl)-N-(1,1,1-trifluoro-2-propyl)-4-hydroxybenz-
amide: Synthesis and Pharmacological Evaluation of a New Anti-
estrogen

The synthesis of N-(4-hydroxyphenyl)-N-(1,1,1-trifluoro-2-propyl)-4-hy-
droxybenzamide (1) is described. The compound shows a relative binding
affinity for the estrogen receptor (ER) of 2.4. In the uterine weight test of
the juvenile NMRI-mouse 1 is a strong antiestrogen. Only in high doses 1
exhibits weak estrogenic side effects. Neither on the hormone-dependent,
transplantable MXT-mammary tumor of the BD2F, mouse, nor onthehor-
mone-dependent 9,10-dimethyl-1,2-benzanthracene (DMBA)-induced-
mammary carcinoma of the SD-rat compound 1 shows significant anti-
tumor activity.

In den letzten Jahren haben Antiestrogene in der Krebstherapie, insbe-
sondere bei der Behandlung des hormonabhingigen Mammacarcinoms,
groBe Bedeutung erlangt!. Durch Strukturmodifizierung der syntheti-
schen Estrogene Diethylstilbestrol (DES) und Hexestrol (HES) konnten
Antiestrogene unterschiedlichen Wirktyps erhaiten werden. Die Verlage-
rung der para-stindigen Hydroxygruppen in die meta-Position fiihrte zu
den ,,partiellen” Antiestrogenen Meta-DES? und Meta-HES3-5), Wihrend
die Einfiihrung weiterer Substituenten an den Phenylresten die Estrogen-
antagonistische Wirkung meist wieder reduzierte®), konnte durch Varia-
tion der Alkylreste an den C-Atomen 1 und 2 von Meta-DES und Meta-
HES eine Steigerung der antiestrogenen Potenz erzielt werden* 7. Als
starkes ,echtes” Antiestrogen erwies sich die ebenfalls in unserem Ar-
beitskreis synthetisierte Verbindung 1,1,2,2-Tetramethyl-1,2-bis(4-hydro-
xyphenyl)ethan (TMHES). Sie weist im Gegensatz zu ,,partiellen Anti-

estrogenen praktisch keine estrogenen Nebenwirkungen auf’-8). Mit dieser.

Verbindung war uns die Entwicklung des ersten in der Lit. beschriebenen
echten® Antiestrogens gelungen. Die mammatumorhemmende Wirkung
dieser Verbindung konnte durch Einfiihrung von F-Substituenten in die
o-Position beider Phenylreste erheblich gesteigert werden (D18957)% 10,

In der vorliegenden Arbeit wird im Rahmen der Entwick-
lung weiterer Antiestrogene als Briickenglied zwischen zwei
p-Hydroxyphenylresten eine Carbonsdureamidgruppe be-
nutzt und diese am Stickstoff zusétzlich durch einen 1,1,1-
Trifluorisopropylrest substituiert. Diese Substitution wurde
aus 2 Griinden vorgenommen: 1.) Im Fall von HES und
Meta-HES steigerte der Alsstausch von Ethyl durch i-Propyl
die Affinitit zum ER betrichtlich 'Y, 2.) Es war anzunehmen,
daf} dieser Effekt durch Fluorierung noch erhéht wird, da der
Austausch von H durch F in 1,2-stéindigen CH;-Resten von
Diphenylethan-Antiestrogenen zu einem beachtlichen An-
stieg der Affinitit zum ER fiihrte'?,
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Im folgenden wird die Synthese und biologische Priifung
des Antiestrogens N-(4-Hydroxyphenyl)-N-(1,1,1-trifluor-2-
propyl)-4-hydroxybenzamid (1) beschrieben.

Synthese

Die Darstellung des Vorprodukts N-(1,1,1-Trifluor-2-pro-
pyl)-4-methoxyanilin (1b) erfolgt analog dem von Zeifinan
et al.'® fiir N-Hexafluorisopropylanilin beschriebenen Weg.
Dabei wird 1,1,1-Trifluoraceton mit Triphenylphosphin-4-
methoxyphenylimin (1d) umgesetzt. Das in hohen Ausbeu-
ten anfallende N-(1,1,1-Trifluor-2-propyliden)-4-methoxy-
anilin (1¢) wird mit Lithiumaluminiumhydrid zu 1b redu-
ziert. Durch Umsetzung von 1b mit p-Methoxybenzoylchlo-
rid zu 1a und anschlief3ende Etherspaltung mit Bortribromid
wird  N-(4-Hydroxyphenyl)-N-(1,1,1-trifluor-2-propyl)-4-
hydroxybenzamid (1) in sehr guten Ausbeuten erhalten.

©

Meta -DES

Meta - HES
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Pharmakologische Ergebnisse

Nach dem von uns benutzten Screeningsystem ' wird im er-
sten Test die Affinitit von 1 zum ER bestimmt. Unter Ver-
wendung von Kalbsuteruscytosol wurde eine relative Bin-
dungsaffinitdt (RBA) von 2.4 ermittelt (E, = 100; DES =
60). Die neue Verbindung weist damit noch eine deutliche
Affinitdt zum ER auf, die im Vergleich zu DES allerdings
drastisch reduziert ist.

Zur Bestimmung der estrogenen und antiestrogenen Wir-
kung von 1 wird der Uterusgewichtstest nach Dorfiman'> be-
nutzt. Im niedrigen Dosierungsbereich von 1 und 10 pg fiihrt
1 zu keiner signifikanten Erhohung des Uterusgewichts.
Hoch dosiert, 146t sich eine schwache uterotrophe Wirkung
feststellen (Tab. 1).

Tab. 1: Uterotrophe Wirkung von Verbindung 1 an der juvenilen

NMRI-Maus
Verb. Dosis, Wirkung?+ ¢ &
: ug?
Kentr. 0 13.5+3.0
1 1 13.2%2.4
10 13.6£2.8
100 17.3 £2.5°)
1000 2431299
Estron 04 50.2£5.9°)

a) Tagesdosis/Tier.

b) [Uterustrockengewicht (mg)/Korpergewicht (g)] X 100.

¢) Mittelwerte von 10 Tieren * Standardabweichung.

d) Der U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whitney wurde angewandt.
e) Signifikant (p < 0.01).

Im Test auf antiuterotrophe Wirkung weist 1 starke
Hemmeffekte auf. Das durch Estron stimulierte Uterus-
wachstum wird in einer Dosierung von 0.5 mg um mehr als
60 % gehemmt (Tab. 2).

OH

Tab. 2: Antiuterotrophe Wirkung von 1 an der juvenilen NMRI-Maus

Verb, Dosis, ‘Wirkungb* © Hemmung,
g od. e)
Kontr. 0 125%1.9
1 1 325141
10 31.7%3.8
100 259+4.8 288)
500 19.1%2.8 65D
Estron 0.1 312137

a, b, ¢) Siehe Legende zu Tab. 1.

d) (Wg—-Wg p)/(Wg-W ), Wg: Wirkung des Estronstandards, W g:
Estronwirkung bei gleichzeitiger Applikation der Testverbindung,
Wy : Wirkung des Losungsmittels.

e,f) Siehe d) und e) Tab. 1.

g) Signifikant (p < 0.05).

Aufgrund der relativ starken antiestrogenen Wirkung
wurde 1 an zwei hormonabhingigen Mammacarcinom
(MC)-Modellen untersucht, am transplantablen MXT-MC
der BD2F;-Maus und am Dimethylbenzanthracen
(DMBA)-induzierten MC der Sprague-Dawley (SD)-Ratte.

. Wiéhrend am MXT-MC der Maus das Antiestrogen Ta-
moxifen und die operative Entfernung der Ovarien zu einem
praktisch vollstindigen Riickgang der Tumoren fiihren, re-
duziert 1 nur in hohen Dosen das Tumorgewicht (Tab. 3).
Die statistische Analyse zeigt allerdings, daf} dieser Effekt
nicht signifikant (p > 0.05) ist. Fine Wiederholung des Ver-
suchs in der Dosierung von 7.01 mg bestitigte dieses Ergeb-
nis. Die Behandlung mit 1 fiihrt in dieser Versuchsanordnung
auch zu keiner nennenswerten Erniedrigung der Uterusge-
wichte. '
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Tab. 3: Wirkung der Verbindung 1 auf das Wachstum des transplantablen, hormonabhingigen
MXT-Tumors der BD2F {-Maus

Verb. MG Dosis, Tumornafgewicht % T/CC) Uterotro&ahe
_ mg? mg?> 8 ‘ Wirkungd: 8)
Kontr. : 3521650 100 88.8 £27.0
TAM® 563.5 12.14 6t 6 2 88.0t 8.5
ovh 2t 4b 1 17.8% 1.9
1 325.3 3.51 2871274 82 95.3 £25.4
7.01 272 348 77 80.9 £18.5
14.02 107 £131 30 68.2 £15.8)
28.04 124 £187 35 70.5+17.5
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a) Dosis/kg Korpergewicht/Appl. (3 mal wochentlich).
b) Mittelwerte von 10 Tieren + Standardabweichung.

¢) (Durchschnittliches Tumorgewicht der behandelten Gruppe/Durchschnittliches Tumorgewicht

der Kontrollgruppe) X 100. .
d) [Uterustrockengewicht (mg)/Korpergewicht (g)] X 100.
e) Tamoxifencitrat.
f) Ovariektomierte Kontrollgruppe.
g) Der U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whitney wurde angewandt.
h) Signifikant (p < 0.01).
i) Signifikant (p < 0.05).

Die Ergebnisse am DMBA-induzierten MC decken sich
mit denen, die wir am MXT-MC erzielten. Verbindung 1
fiilhrt an dem letztgenannten Modell zu einer Verzégerung
des Tumorwachstums (Tab. 4). Allerdings ist auch dieser Ef-
fekt nicht signifikant. '

Diskussion

Der neue Wirkstoff N-(4-Hydroxyphenyl)-N-(1,1,1-trifluor-
2-propyl)-4-hydroxybenzamid (1) kommt dem Typ eines

wechten Antiestrogens nahe, da seine ausgeprégten anti-

estrogenen Eigenschaften erst im hohen Dosierungsbereich
von estrogenen Nebenwirkungen begleitet sind. Die Beob-
achtung, daf 1 im Dosisbereich von 3.51 bis 28.04 mg/kg
keine ausgeprigte tumorhemmende Wirkung an MC-Model-
len wie dem MXT-MC der Maus aufweist, steht im Einklang
mit Testresultaten anderer ,,echter Antiestrogene, iiber die
erstmals von uns? und spéter von anderen Autoren'® 7 be-
richtet wurde. Ursache diirfte eine durch 1 ausgeloste ver-
stérkte Gonadotropin-Ausschiittung sein. Sie fiihrt zu einer

gesteigerten ovariellen Estrogenbiosynthese, Die vermehrt
produzierten Estrogene verdringen 1 vom ER und verhindern
so einen optimalen Antitumoreffekt, der bei Antiestrogenen
durch das ER-System vermittelt wird. In Ubereinstimmung
mit diesem Konzept konnen ausgeprigte Antitumoreffekte
am hormonabhingigen MC mit ,echten® Antiestrogenen
erst in hohem Dosisbereich hervorgerufen werden”.
,Partielle Antiestrogene wie Tamoxifen unterscheiden
sich vermutlich in jhrem Wirkungsmechanismus von den
wechten® Antiestrogenen '®. Wir diskutieren einen Mechanis-
mus, der demjenigen hochdosierter Estrogene analog ist, die
wie ,partielle*. Antiestrogene zu einem Riickgang des hor-
monabhingigen MC fiihren'®, In diesem Zusammenhang ist
zu erwihnen, daf3 das nach Ovariektomie in Regression be-
findliche hormonabhingige MC der Ratte auf Estrogenap-
plikation ein biphasisches Verhalten zeigt: In niedriger Do-
sierung erfolgt eine Stimulierung des Tumorwachstums, in
hoherer Dosierung dagegen eine Hemmung'®, Ein durch An-
derung des hormonellen Milieus bedingter Tumorriickgang
kann nach Bruchovsky et al.2” mit der Ausldsung eines Auto-

Tab. 4: Wirkung von Verbindung 1 auf das DMBA-induzierte Mammacarcinom der SD-Ratte

Verb. Dosis, Tiet- Tumorzahl Wirkung Tumorflichen-
mg? zahl BY)  NT9 CRY PR NC®) ph) inderung
z8 % z % Z % z % %t
Kontr. 0 8 22 18 0 0 2 9 5 23 15 68 +288
ovm 0 8 24 1 20 83 4 17 0 0 0 0 —98h
1 10 8 24 18 0 0 3 13 5 21 16 67 +142

a) Dosis/kg Korpergewicht.
b) Bei Therapiebeginn.
c) Wihrend der Therapie neu auftretende Tumoren.

d) Complete remission (Tumoren bei Therapieende nicht mehr tastbar).

e) Anzahl der Tumoren.

f) Partial remission (Tumorfliche < 50 % der Ausgangsfliche).
g) No change (Tumorfliche 50150 % der Ausgangsfliche).

h) Progression (Tumorfliche > 150 % der Ausgangsfliche).

i) Mittelwert nach 4 Wochen Therapie.

k) Der U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whitney wurde benutzt.
1) Signifikant (p < 0.01).
m) Ovariektomierte Kontrollgruppe.
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phagievorgangs erkldrt werden. Dieser ist von einer Involu-
tion des Tumors begleitet, die durch phagozytierende Zellen
verursacht wird.

Obwohl ,,echte” Antiestrogene im Tierexperiment bei Na-
gern mit intakten Ovarien nur schwache MC-hemmende Ef-
fekte hervorrufen, knnten sie fiir die Brustkrebstherapie von
Interesse sein. Ein therapeutischer Einsatz ,echter Anti-
estrogene ist denkbar: 1. Aufgrund der niedrigen Estrogen-
spiegel bei Patientinnen in der Postmenopause. 2. Bei gleich-
zeitiger Gabe von GnRH-Analoga, z. B. Buserelin, bei Pa-
tientinnen in der Pridmenopause. Durch Verwendung von
GnRH-Analoga kann der hypothalamische-hypophysére
Feedback-Mechanismus und damit die Stimulation der
Estrogenbiosynthese in den Ovarien unterbunden werden',
Das ,,echte® Antiestrogen soll in diesem Fall den stimulieren-
den Effekt noch vorhandener endogener Estrogene auf das

Wachstum des MC verhindern. Diese werden durch periphe- -

re Aromatisierung adrenaler Androgene gebildet. Dieser
Weg der Estrogenbiosynthese wird durch keinen Regelme-
chanismus gesteuert; er ist also nicht durch GnRH-Analoga

beeinflufbar, kann aber durch Aromataseinhibitoren ge-

hemmt werden. Gleiche Uberlegungen gelten fiir den Einsatz
»echter Antiestrogene in der Therapie des MC von Postme-
nopause-Patientinnen.

Es sind weitere Untersuchungen zur Entwicklung klinisch
brauchbarer ,echter” Antiestrogene ausgehend von 1 ge-
plant.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Forderung
dieser Untersuchung (SFB 234). Fiir technische Unterstiitzung gilt unser
Dank Frau K. Frank und Frau L. Gottswinter.

Experimenteller Teil

Schmp. (nicht korr.): Biichi 510-Schmp.-apparat. ~ Elementaranalysen:
Mikroanal. Lab. Universitit Regensburg. - 'H-NMR-Spektren: Varian
EM 390 A (90 MHz), TMS inn. Standard.

Synthesevorschriften

Triphenylphosphin-4-methoxyphenylimin (1d)

1d wurde nach der Vorschrift von Horner und Oediger gewonnen?b,

N-(1,1,1-Trifluor-2-propyliden)-4-methoxyanilin (1¢)

Zu einer Losung von 0.1 mol 1d in 250 ml absol. Benzol wird 0.1 ‘mol
1,1,1-Trifluoraceton gegeben. Man erhitzt 2 h unter Riickfluf} und zieht
das Losungsmittel ab. Der 6lige Riickstand wird in 200 ml absol. Ether
aufgenommen. Das dabei ausfallende Triphenylphosphinoxid wird abfil-
triert. Nach Abziehen des Losungsmittels destilliert man den Riickstand
i. Vak.; zitronengelbes Ol, Sdp.q: 54 °C, Ausb. 79 %. - C,HF,NO
(217.2). - 'H-NMR (CDCl,): 8 (ppm) = 2.04 (s, 3H, CH,), 3.79 (s, 3H,
OCH,), 6.75, 6.93 (AA'BB’, J = 9 Hz, 4H, H arom.).

N-(1,1,1-Trifluor-2-propyl)-4-methoxyanilin (1b)

10 mmol 1e werden in 30 ml absol. Ether gel6st und zu einer Suspension
von 5 mmol LiAlH, in 50 ml Ether getropft. Nach 2 h Riickflu3kochen
wird vorsichtig mit Eiswasser hydrolysiert. Nach Zugabe von konz.
KOH-Losung wird die etherische Phase abgetrennt, mit geséttigter NaCl-
Losung gewaschen und liber MgSO, getrocknet, farbloses 01, Sdp.g,:
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83 °C, Ausb. 80 %. - C ,H,,F,NO (219.2). - 'H-NMR (CDCl,): 3 (ppm)
=1.35(d,J =7 Hz, 3H,CH,), 3.28(d, J =7 Hz, 1H, NH), 3.58-4.11 (m,
1H, CH), 3.72 (s, 3H, OCH,), 6.58, 6.78 (AA'BB’, ] = 9 Hz, 4H, H
arom.).

N-(4-Methoxyphenyl)-N-(1,1,1-trifluor-2-propyl)-4-methoxybenzamid
(1a)

0.01 mol 1b wird mit 0.03 mol getrocknetem, pulverisiertem K,CO, und
0.012 mol 4-Methoxybenzoylchlorid versetzt und 2 h unter Riihren auf
80 °C erhitzt. Nach Abkiihlen gibt man H,O zu, extrahiert mit Ether und
wischt mit geséttigter NaCl-Losung und H,0O. AnschlieBend wird iiber
MgSO, getrocknet und das Losungsmittel abgezogen. Der Riickstand
wird durch SC (SiO,, CHCI,/Essigsdureethylester 25:1) gereinigt, farblo-
ses Ol Ausb. 89 %. - C,H;F,NO, (353.3). - 'H-NMR (CDCL,):
8 (ppm) = 1.29 (4, } = 7 Hz, 3H, CH,), 3.70 (s, 3H, OCH,), 3.74 (s, 3H,
OCH,), 5.56-6.01 (m, 1H, CH), 6.56-7.37 (m, 8H, H arom.).

N-(4-Hydroxyphenyl)-N~(1,1,1-trifluor-2-propyl)-4-hydroxybenzamid (1)

Eine Losung von 14.7 mmol 1a in 220 mi absol. CH,Cl, wird auf -60 °C
gekiihlt. Unter N, gibt man 88.4 mmol BBr; zu. Nach 30 min wird 4 h bei
Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend wird die Losung im N,-Strom tropfen-
weise mit CH,OH versetat, bis keine Reaktion mehr eintritt. Nach Abzie-
hen des Losungsmittels bei Raumtemp. wird das Ol mit 2N NaOH ver-
setzt und mit Ether extrahiert. Die Etherextrakte werden verworfen. Dann
stellt man die alkalische Lésung mit 3N HCl auf pH 5-6 ein und extrahiert
erneut mit Ether. Die Etherextrakte werden mit NaHCO,-Losung und
H,0 gewaschen und tiber MgSO, getrocknet, farblose Kristalle, Schmp.
207-207.5 °C (CHCl,), Ausb. 89 %. - C,(H ,F;NO, (325.5). Ber. C 59.1
H 4.34 N 4.3 Gef. C 59.2 H 439 N 4.4, - 'H-NMR (d;-Aceton): § =
1.29 (d,J =7Hz, 3H, CH,), 5.52-6.01 (m, 1H, CH), 6.51-7.30 (m, 8H, H
arom.).

Testmethoden

Bestimmung der Affinitdt zum Estrogenrezeptor

Es wird die Fihigkeit der Testverbindung zur Hemmung der [*H]-Estra-
diol (E,)-Rezeptor-Wechselbeziehung untersucht, Bestimmt wird die rela-
tive Bindungsaffinitit (RBA) bezogen auf E, (= 100). Als Testverfahren
dient die ,,Dextran Coated Charcoal“ — Methode??), als Rezeptorquelle ein
aus Kalbsuterus gewonnenes Cytosol.

Test auf uterotrophe und anti’uterotrophe Wirkung

a) uterotrophe Wirkung: Verwendet wird der Dorfinan Uterusgewichts-
test!%), Bei den Tieren handelt es sich um juvenile, 20 Tage alte, weibliche
NMRI-Mdiuse. Die zu testenden Substanzen werden in Olivend! geldst
und an drei aufeinanderfolgenden Tagen subcutan appliziert. Eine Gruppe
von Kontrolltieren erhilt nur Olivendl, eine Standardgruppe téglich 0.4 ug
Estron/Tier. 24 h nach der letzten Injektion werden die Tiere getotet und
gewogen. Die Uteri werden herausprépariert, mit Bouin’scher Losung fi-
xiert, gewaschen, getrocknet und gewogen.

b) antiuterotrophe Wirkung: Die Durchfiihrung erfolgt analog a). Als
Standard dient 0.1 ug Estron/Tier/Tag. Die Testverbindung wird zusam-
men mit 0.1 pg Estron verabreicht.

Versuche zur Ermittlung der mammatumorhemmenden Wirkung

a) MXT, ER+*-Mammatumor-Maus: Bei der Testung am transplantablen,

. hormonabhéngigen MXT-Mammatumor der BD2F -Maus wird 8-10

Wochen alten, weiblichen BD2F -Méusen (Gewicht 20-22 g) je ein 1-2
mm? groBes Tumorstiick unter die Bauchdecke transplantiert?®, Einen
Tag nach-der Transplantation werden die Testsubstanzen, in Olivendl ge-
16st, dreimal wochentlich (Mo., Mi., Fr.) subcutan appliziert. Nach einer
Behandlungsdauer von sechs Wochen werden die Tiere getotet, gewogen
und deren Tumoren und Uteri entnommen. Man bestimmt die Na3ge-

Arch. Pharm. (Weinheim) 321, 497-501 (1988)
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wichte der Tumoren und die Trockengewichte der Uteri zur Ermittlung
tumorwachstumshemmender bzw. estrogener und antiestrogener Effekte.
b) DMBA, ER+-Mammatumor-SD-Ratte: Die Experimente am DMBA-
induzierten, hormonabhéngigen Mammacarcinom der SD-Ratte wurden
in der von uns beschriebenen Testanordnung” durchgefiihrt. Etwa vier
Wochen nach peroraler Verabreichung von DMBA an 50 Tage alte SD-
Ratten treten Tumoren auf, deren Wachstum durch wochentliches Mes-
sen verfolgt wird. Mit der Behandlung wird begonnen, wenn mindestens
ein Tumor eine Fliche von 140 mm? erreicht hat. Die Tumorfliche wird
durch percutane Messung mit einer modifizierten Schublehre bestimmt
und ist das Produkt aus dem groBten und dem dazu senkrechten Durch-
messer des Carcinoms. Die Testlosungen werden fiinfmal wochentlich als
Olivenolidsungen subcutan appliziert; freitags wird die doppelte Dosis ge-
geben. Die Behandlungsdauer betréigt 28 Tage.
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