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EINLEITUNG 1

Einleitung

1.1 Muscarinische Acetylcholinrezeptoren

1.1.1 Funktion und Aufbau

Innerhalb des vegetativen Nervensystems werden nach morphologischen und funktionellen
Gesichtspunkten zwei Teilsysteme unterschieden, der Sympathikus und der Parasympathikus.
Sowohl im sympathischen als auch im parasympathischen Nervensystem erfolgt die
Erregungsiibertragung von den praganglioniren auf die postganglionidren Neurone durch den
Neurotransmitter Acetylcholin. Im Parasympathikus ist Acetylcholin auerdem auch fiir die
Erregungsiibertragung auf die entsprechenden Erfolgsorgane verantwortlich. Diese Aufgabe
wird im sympathischen System vom Ubertrigerstoff Noradrenalin iibernommen. Durch
Acetylcholin kénnen nicotinische und muscarinische Rezeptoren stimuliert werden. Diese
unterscheiden sich sowohl im Aufbau als auch in ihren Eigenschaften deutlich voneinander.

Bei den ionotropen Nicotinrezeptoren handelt es sich um ligandengesteuerte Natriumkanéle,
deren Offnungswahrscheinlichkeit durch Stimulation mit Acetylcholin erhéht wird. Thren
Namen verdanken sie der Tatsache, dass an ihnen das Alkaloid Nicotin selektiv als Agonist
bindet. Sie sind im ZNS, in den vegetativen Ganglien und an den neuromuskulidren
Endplatten lokalisiert und werden nochmals in neuronale und muskuldre Nicotinrezeptoren

unterteilt.

Abb. 1. Schematische Darstellung eines G-Protein-gekoppel ten Rezeptors (GPCR)

Die metabotropen Muscarinrezeptoren sind in Ganglien und parasympathischen Synapsen
lokalisiert und werden unter anderem durch den Agonisten Muscarin, ein Gift des

Fliegenpilzes, stimuliert. Sie gehoren zur Superfamilie der G-Protein-gekoppelten



2 EINLEITUNG

Rezeptoren (GPCRs). Zwar gibt es in letzter Zeit einzelne Hinweise darauf, dass GPCRs als
Dimere oder Oligomere vorliegen kénnen,' jedoch soll in dieser Arbeit im Folgenden das
klassische, etablierte Rezeptormodell beschrieben werden.

GPCRs bestehen aus einem membranstandigen, kanal-&hnlichen Protein. Der Rezeptorkanal
wird aus sieben hydrophoben, transmembranéren o-Helices (TM1-TM?7) gebildet, die durch
drei intrazellulire und drei extrazellulire Schleifen, sog. Loops, miteinander verbunden sind.’
Der Aminoterminus befindet sich im Extrazellularraum, wihrend das carboxy-terminale Ende
im Cytoplasma liegt.

Lange Zeit hatte die Struktur der Protonenpumpe Bakteriorhodopsin, die ebenfalls aus sieben
Transmembranhelices besteht, Modellcharakter fiir den Aufbau vieler GPCRs. Dieses Modell
wurde intensiv und kontrovers diskutiert, da es zu den GPCR-Sequenzen keine nennenswerte
Homologie aufweist. Eine gewisse Bestitigung konnte jedoch durch die vorldufige
Strukturbestimmung des Rhodopsins, das zur Familie der GPCRs gehort, erzielt werden.” Vor
kurzem gelang es nun, durch hochauflosende Rontgenstrukturanalyse die Kristallstruktur des
Rinderrhodopsins zu ermitteln. Dessen dreidimensionale Struktur stellt ein Modell fiir alle
anderen Rezeptoren aus der Familie der GPCRs dar.’

Die Signaltransduktion erfolgt bei den GPCRs in der Weise, dass ein heterotrimeres G-
Protein nach dem Andocken eines Liganden am dulleren Rezeptor und der dadurch bedingten
Konformationsdnderung des Rezeptors eine Reaktionskaskade auslost. Das aktivierte G-
Protein kann dann entweder durch eine Erhohung oder Erniedrigung der Offnungs-
wahrscheinlichkeit direkt einen lonenkanal beeinflussen oder durch Interaktion mit einem
Enzym die Bildung eines zweiten Botenstoffes (second messenger) induzieren oder hemmen.
Den zahlreichen Funktionen entsprechend existiert eine Vielzahl verschiedener G-Proteine,
z.B. Cyclasen-stimulierende (Gs-Proteine), Cyclasen-inhibierende (Gi-Proteine) oder
Phospholipase-C-aktivierende G-Proteine (Gg-Proteine). Gg- und Gyj-, sowie Gi- und Go-

Proteine sind verschiedene G-Proteine, sie stimulieren jedoch den gleichen Effektor.’

1.1.2 Subtypisierung

Den ersten Hinweis auf die mogliche Existenz verschiedener Subtypen von
Muscarinrezeptoren gab die Entdeckung der cardioselektiven Wirkung von Gallamin im Jahre

1951.° Doch erst durch die Ergebnisse aus Bindungsstudien mit dem muscarinischen
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Antagonisten Pirenzepin in den achtziger Jahren begann die systematische Suche nach
verschiedenen Muscarinrezeptor-Subtypen.’

Bis heute sind fiinf verschiedene Subtypen des Muscarinrezeptors (M;-Ms) bekannt. Diese
sind sowohl pharmakologisch charakterisiert als auch gentechnisch hergestellt worden.*'" Sie
unterscheiden sich in ihren physiologischen Funktionen, dem Verteilungsmuster im Korper
und dem Bindungsverhalten gegeniiber bestimmten subtyp-privalenten Antagonisten und
Agonisten.'>"?

Auch die Signaltransduktion der verschiedenen Subtypen weist Unterschiede auf: Die M-,
M;3- und Ms-Rezeptoren koppeln an die a-Untereinheit von stimulierenden Ggii-Proteinen
und aktivieren darauthin die Phospholipase Cf. Dagegen koppeln die M»- und My-Rezeptoren
vorwiegend an die o-Untereinheiten der inhibitorischen Gi- und G,-Proteine und inhibieren so
die Adenylatcyclase.

M;-Rezeptoren kommen vor allem in Nervenzellen vor. Zentral beeinflussen sie Gedéachtnis
und Lernvorgdnge, peripher spielen sie bei der Magensduresekretion und der
Bronchokonstriktion eine Rolle. Der bekannteste M;-Antagonist ist das zur Ulcustherapie
eingesetzte bereits oben erwihnte Pirenzepin. M,-Rezeptoren sind vor allem im Gehirn, am
Herzen und in der glatten Muskulatur lokalisiert. Thre Aktivierung fiihrt u.a. zu einer
Abnahme der Herzfrequenz und zu einer Inhibition von Calciumkanilen. Driisen und die
glatte Muskulatur z.B. des Darms und der Bronchien weisen eine hohe Dichte an Mj3-
Rezeptoren auf. Sie sind auch im ZNS nachgewiesen worden, wo ihre physiologische Rolle
bisher jedoch noch nicht aufgekliart werden konnte. My-Rezeptoren werden in der Lunge und
im ZNS (z.B. im Striatum) gefunden, wo ihre Aktivierung ebenfalls zu einer Inhibition von
Calciumkanilen fiihrt.'> Auch die Ms-Rezeptoren werden vorwiegend im ZNS (v.a. in der
Substantia nigra) exprimiert, ihre physiologische Funktion ist allerdings noch nicht
vollstindig charakterisiert worden. Man spricht ihnen jedoch wie allen anderen Subtypen eine
Rolle in der Regulation zentraler Prozesse wie z.B. von Lernvorgingen, Gedichtnis,
Bewegungsabliufen, kognitiven Prozessen sowie dem Schmerzempfinden zu.'>'*

Allen Subtypen gemeinsam ist, dass sie untereinander eine sehr hohe Sequenzhomologie von
etwa 50% aufweisen. Innerhalb der transmembraniren Helices betrigt diese sogar 80%, so
dass vor allem die Loops spezifisch fiir die einzelnen Subtypen sind. Daraus wird deutlich,
dass die Entwicklung subtypspezifischer Liganden, die ohne Zweifel ein bedeutendes
therapeutisches Potential z.B. in der Behandlung von Schmerzen, Parkinson oder Morbus
Alzheimer besitzen, eine grofe Hiirde darstellt.'” Bis heute sind keine subtypselektiven

Muscarinagonisten oder -antagonisten verfiigbar.
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1.1.3 Ligand-Bindungs-Domanen
1.1.3.1 Orthostere Bindungsstelle

Die Bindungstasche fiir den endogenen Liganden Acetylcholin sowie fiir orthostere Agonisten
und Antagonisten von Muscarinrezeptoren befindet sich bei allen GPCRs innerhalb der sieben
transmembraniren o-Helices.”"> Diese Region des Rezeptors zeichnet sich wie bereits
erwdhnt durch einen hohen Konservierungsgrad von etwa 80% innerhalb der

Aminosduresequenzen aus.

i3 loop

Abb. 2. Schematische Darstellung der Bindung von Acetylcholin an den M,-Rezeptor (Aufsicht)

Die an der Bindung von Acetylcholin beteiligten Aminosduren konnten iiber Punktmutationen
ausfindig gemacht werden. Eine wichtige Rolle spielt hierbei die in der TM3 lokalisierte
Asparaginsdure'”’. Die Bindung von Acetylcholin erfolgt in diesem Fall iiber Ion-Ion-
Wechselwirkungen.'® Eine zusitzliche Stabilisierung erfihrt das Ionenpaar iiber Kation-mt-
Wechselwirkungen iiber die drei aromatischen Aminosduren Phenylalanin, Tyrosin und
Tryptophan. AuBerdem fixieren weiterhin Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der
Esterfunktion und den Hydroxylgruppen von Threonin®* in der TM5 bzw. Tyrosin'* in der

TM2 das Molekiil in der Bindungstasche.'”'®

1.1.3.2 Allostere Bindungsstelle

Neben der klassischen orthosteren Bindungsstelle weisen Muscarinrezeptoren jedoch auch
eine zweite, allostere Bindungsstelle auf, die im weniger konservierten extrazelluldren
Bereich des Rezeptors liegt.'** Sie befindet sich in direkter Nachbarschaft zur orthosteren
Bindungsstelle zwischen den extrazelluldren Schleifen E2 und E3 und dem oberen Drittel der

T™M7.2
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Einzelne an der Bindung verschiedener allosterer Modulatoren an M;-Rezeptoren beteiligte
Epitope konnten in den letzten Jahren durch Mutagenesestudien identifiziert werden.*”*
Unter anderem wurde als essentielles Epitop eine negativ geladene saure Aminosduresequenz
(Glu-Asp-Gly-Glu, EDGE) in der Schleife E2 aufgefunden.”” Vor allem Experimente mit
chimeren Rezeptoren und anschlieBende gezielte Punktmutationen konnten Aufschluss
dariiber geben, welche Bindungsareale fiir die hohe Affinitét allosterer Modulatoren zum M;-
Subtyp verantwortlich sind.*****° So sind fiir die Affinitit von Bis(ammonio)alkan-

verbindungen zum M;-Rezeptor relativ zum Ms-Rezeptor die Aminosduren Thr'?

am Beginn
der TM7 sowie Tyr'”” im mittleren Bereich der extrazelluldren Schleife E2 entscheidend.*®!

Mit Hilfe der so gewonnenen Erkenntnisse konnte nun erstmals ein dreidimensionales Modell
des mit dem orthosteren Antagonisten N-Methylscopolamin (NMS) besetzten M,-Rezeptors
entwickelt werden,32 anhand dessen sicherlich weitere Einblicke in den Mechanismus

allosterer Interaktionen gewonnen werden kdnnen.

1.2 Allostere Modulation von Muscarinrezeptoren

1.2.1 Definition und Funktionsweise

Der Begriff der ,,Allosterie” wurde erstmals im Rahmen enzymologischer Arbeiten von
Monod im Jahre 1963 eingefithrt.”> Man spricht von allosterer Modulation, wenn eine
Substanz am selben Rezeptor an einer topographisch anderen (allosteren) Stelle bindet als der
orthostere Ligand und gleichzeitig das Bindungsverhalten an der klassischen orthosteren
Bindungsstelle beeinflusst und umgekehrt. Wichtig ist dabei, dass es sich um eine reziproke
Beeinflussung handelt, d.h. Alloster und Orthoster beeinflussen sich gegenseitig. Generell
lasst sich bis auf wenige Ausnahmen sagen, dass allostere Modulatoren immer sowohl die
Assoziation als auch die Dissoziation orthosterer Liganden hemmen. Es wird lediglich in zwei
Féllen berichtet, dass ein allosterer Modulator (Gallamin) die Dissoziation des Orthosters
([’H]Methyl-N-chinuclidinylbenzilat (*"HJQNB) vom M,-Rezeptor beschleunigt.**~

Das bekannteste Beispiel aus der Arzneimitteltherapie fiir einen allosteren Wirkmechanismus
sind die Benzodiazepine. Durch die Interaktion der Benzodiazepine mit der allosteren
Bindungsstelle am GABAa-Rezeptor, einem Chloridkanal, wird die Affinitit von GABA zu
dessen orthosterer Bindungsstelle gesteigert. Dadurch kommt es zu einer erhohten

Offnungswahrscheinlichkeit des Chloridkanals und somit zu einer Hyperpolarisation.
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Auf molekularer Ebene wird die Beeinflussung des Bindungsverhaltens des Orthosters am
M,-Rezeptor mit einer durch die Bindung des allosteren Modulators ausgeldsten
Konformationsénderung des gebildeten Ligand-Rezeptor-Komplexes erklirt.’® Aufgrund der
rdumlichen Néhe der Bindungsstellen zueinander wurde jedoch auch eine mogliche sterische
Hinderung als Grund fiir die Dissoziations- bzw. Assoziationshemmung diskutiert. Beide
Vorstellungen werden durch das bereits oben erwidhnte 3D-Modell des M,-Rezeptorproteins
gestiitzt. Es wurde beobachtet, dass durch die Bindung des Allosters, der den Rezeptorkanal
von auflen verschlieft, die Aminosiure Tyr'’ eine Verdnderung ihrer rdumlichen Lage erfahrt
und so m—m-Wechselwirkungen mit dem benachbarten aromatischen Ring des allosteren
Modulators entstehen. Zusétzlich wird durch diese Bewegung die Verbindung zwischen der
allosteren und der orthosteren Bindungsstelle blockiert, so dass NMS den Bindungskanal
nicht mehr verlassen kann.*'

Die einfachste Moglichkeit zur Beschreibung allosterer Wechselwirkungen an GPCRs bietet

das abgebildete Modell eines terndren Komplexes.””®

v 4

|
Ka
L+R+A = > L+RA
I
allosterer Modulator
KL O(.KL
orthosterer Ligand
[
I
LR+A 3 > LRA V/
OCKA

Abb. 3. Terndres Modell zur Beschreibung allosterer Interaktionen

In einer Gleichgewichtsreaktion konnen an den unbesetzten Rezeptor R unter Ausbildung
eines bindren Komplexes entweder der orthostere Ligand L oder der allostere Modulator A
gebunden werden. Auf welcher Seite das Gleichgewicht dieser Reaktionen liegt, wird durch
die Dissoziationskonstanten K; bzw. K, bestimmt. Im néchsten Schritt kann dann die
Ausbildung des terndren Komplexes LRA erfolgen. Dieser ist durch die gleichzeitige Bindung
von Alloster und Orthoster an den Rezeptor charakterisiert und kann durch die
Dissoziationskonstanten oK; bzw. oK, beschrieben werden, wobei o den so genannten

Kooperativitdtsfaktor darstellt.
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Der Kooperativititsfaktor o eines allosteren Modulators berechnet sich aus dem Verhiltnis
zwischen der Affinitdt des Allosters zum orthoster-besetzten Rezeptor und der Affinitdt zum
orthoster-unbesetzten Rezeptor. Ist a<l (por>0), so spricht man von positiver Kooperativitat,
d.h. die Gleichgewichtsbindung des orthosteren Liganden zum Rezeptor wird erhoht.
Demnach ist das Ausmal} der Dissoziationshemmung durch den allosteren Modulator grofer
als das der Assoziationshemmung. Zeigt der allostere Modulator negative Kooperativitat
(o>1, pa<0), so wird die Gleichgewichtsbindung des Orthosters erniedrigt. Unter Umstdnden
kann eine sehr stark ausgeprdgte negative Kooperativitdt als kompetitive Wechselwirkung
gedeutet werden. Wenn o=1 (po=0) ist, bleiben die Bindungsverhiltnisse unverindert, d.h.
die Hemmung der Dissoziation des orthosteren Liganden und die Assoziationshemmung
halten sich die Waage. Im Zusammenhang mit der Beobachtung allosterer Interaktion muss
jedoch beachtet werden, dass der Kooperativitdtsfaktor oo immer vom betrachteten Rezeptor
und dem verwendeten Ligandenpaar abhédngt, er ist eine flir ein bestimmtes Modell

spezifische Grofle.

1.2.2 Vorteile und therapeutisches Potential allosterer Modulatoren

Es ist bekannt, dass neben den Muscarinrezeptoren auch weitere GPCRs wie z.B. Adenosin-
Aj-Rezeptoren, o-Adrenorezeptoren oder Dopamin-D,-Rezeptoren durch allostere
Modulatoren beeinflusst werden konnen. Im Folgenden sollen am Beispiel der bisher am
besten untersuchten Muscarinrezeptoren einige Vorteile und therapeutische Perspektiven, die
sich durch die Entwicklung allosterer Modulatoren ergeben, diskutiert werden.**

Wie bereits erwdhnt, weisen die bisher entwickelten Antagonisten und Agonisten des
Muscarinrezeptors nur eine Subtypprivalenz, aber keine Selektivitit auf.”” Ein Hauptgrund
dafiir ist die hohe Sequenzhomologie der Subtypen im Bereich der orthosteren
Bindungsstelle. Im Gegensatz dazu zeigen sehr viele allostere Modulatoren deutlich
unterschiedliche Affinitdten zu den verschiedenen Subtypen, da die allostere Bindungsstelle
sich in weiter extrazelluldr gelegenen, weniger konservierten Bereichen befindet. Somit stellt
der Einsatz allosterer Modulatoren einen interessanten Ansatz zur Erzielung hdoherer
Subtypselektivitdt dar, da beispielsweise gezielt die Dissoziation eines orthosteren Liganden
von einem bestimmten Rezeptorsubtyp gehemmt werden kann.

Aber nicht nur iiber die unterschiedliche Affinitit der allosteren Modulatoren zu

verschiedenen Subtypen kann Selektivitét erreicht werden, sondern auch tiber die Auspragung
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der Kooperativitit mit dem orthosteren Liganden. So konnten allostere Modulatoren, die die
Bindung des endogenen Agonisten Acetylcholin am M;-Rezeptor positiv kooperativ
(Dissoziationshemmung) beeinflussen, wihrend an allen anderen Subtypen neutrale oder
negative Kooperativitét besteht, in der Therapie von Morbus Alzheimer oder von Schmerzen
eingesetzt werden. Diese so genannte absolute Selektivitdt wird fiir einige Brucinderivate
beschrieben.” Auch in der Therapie von Organophosphatvergiftungen konnte der Einsatz
allosterer Modulatoren in Kombination mit Antagonisten wie Atropin zu grof3en Fortschritten
fiihren, da durch den dissoziationshemmenden Effekt des Allosters die ndtige Dosis des
Antidots Atropin deutlich verringert werden konnte.

Ein weiterer Vorteil der allosteren Modulatoren besteht darin, dass ithre Wirkstidrke nach oben
begrenzt ist, da der entsprechende biologischer Effekt, der ja durch den orthosteren Liganden
ausgelost wird, bei vollstandiger Besetzung der allosteren Bindungsstellen einer Séttigung
unterliegt. Es herrscht sozusagen ein natiirlicher Schutz gegen Uberdosierung. Dieses
Phéanomen kann am bekannten Beispiel der Benzodiazepine beobachtet werden. Diese bieten
durch ihr allosteres Wirkprinzip (siche Kap. 1.2.1) eine sehr hohe Arzneimittelsicherheit in
Bezug auf potentielle Intoxikationen. Direkt an der GABA-Bindungsstelle angreifende
Substanzen sind dementsprechend nicht am Markt.

Aus der geschilderten Funktionsweise allosterer Modulatoren wird auch deutlich, dass sie nur
eine Wirkung ausiiben konnen, wenn der endogene Agonist gleichzeitig in den synaptischen
Spalt freigesetzt wird. Das heift, dass sie bei niedrigen Konzentrationen des Orthosters einen
minimalen Effekt besitzen, aber dass andererseits auch die gewiinschte physiologische
Wirkung des orthosteren Liganden durch die gleichzeitige Anwesenheit des Allosters
deutlich gesteigert werden kann.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass allostere Modulatoren aufgrund ihres beschriebenen
Wirkmechanismus ein groBles therapeutisches Potential besitzen und gegeniiber vielen
klassischen orthosteren Agonisten und Antagonisten zahlreiche Vorteile fiir die
Arzneimitteltherapie aufweisen. Bisher werden allostere Modulatoren muscarinischer

Rezeptoren jedoch nicht therapeutisch angewendet.
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1.2.3 Klassische allostere Modulatoren des M,-Rezeptors

Die ersten Hinweise auf allostere Interaktionen an Muscarinrezeptoren wurden im Jahre 1968
von der Arbeitsgruppe Liillmann im Rahmen einer Studie zur Verbesserung der Therapie von
Organophosphatvergiftungen erhalten. Es wurden verschiedene Derivate des Ganglien-
blockers Hexamethonium an isolierten Organen und in Tierexperimenten an Méusen auf ihre
Wirksamkeit gegen Intoxikationen mit Diisopropylfluorophosphat (DFP) untersucht. Dabei
wurde festgestellt, dass die kombinierte Gabe von Atropin und der Hexamethonium-
verbindung W84 zu einem unerwartet hohen Schutz vor Organophosphatvergiftungen fiihrt.*'
Wurden die Versuchstiere vor der Intoxikation lediglich mit Atropin oder W84 vorbehandelt,
ergab sich ein Schutzfaktor (Quotient aus den LDsy Werten fiir DFP mit und ohne
Vorbehandlung) von zwei bis drei, d.h. der LDso-Wert lag etwa zwei- bis dreimal so hoch wie
ohne Prophylaxe. Der Schutzfaktor erhdhte sich jedoch bei der Gabe einer Kombination von
W84 und einer selbst unwirksamen Dosis Atropin auf 15 und ist somit erheblich gréBer als
die Summe der beiden Einzelfaktoren.** Die Vorbehandlung der Versuchsméuse mit W84
schiitzt also in diesem Fall vor dem Uberangebot an Acetylcholin, indem es die Dissoziation
des Antagonisten in entsprechender Konzentration nahezu verhindert. Dieser iiberadditive
Effekt der Kombination Atropin/W84 legt den Schluss nahe, dass es sich nicht um einen
kompetitiven Antagonismus handelt, sondern dass ein allosterer Wirkmechanismus
angenommen werden kann. Die qualitativ gleichen Beobachtungen wurden ebenfalls fiir das
entsprechende Heptamethoniumderivat C-/3’phth gemacht.*?

In den achtziger Jahren standen die zunédchst scheinbar antagonistischen Eigenschaften des
neuromuskuliren Ganglienblockers Gallamin im Mittelpunkt zahlreicher Studien.* Durch die
Einflihrung radioaktiv markierter Liganden wurde es nun moglich, die vermuteten allosteren
Wechselwirkungen indirekt an den beteiligten Rezeptoren zu messen. So konnte auch fiir
Gallamin in Gleichgewichtsbindungsstudien mit den radioaktiv markierten Antagonisten
[3H]N—Methylscop01amin (PHINMS) und [3H]Methyl—N—chinuclidinylbenzilat ('H]QNB) ein
allosterer Wirkmechanismus festgestellt werden. Die Gleichgewichtsbindung beider
Antagonisten wird am Mj-Rezeptor durch Gallamin negativ kooperativ beeinflusst
(erniedrigt).”” Analoge Beobachtungen konnten auch fiir das Ligandenpaar W84/["H]NMS
gemacht werden. Mit anderen Worten besitzt W84 zum freien Rezeptor eine groBBere Affinitit
als zum NMS-besetzten Rezeptor. W84 zeigt wie Gallamin und fast alle anderen allosteren
Modulatoren zu den verschiedenen Muscarinrezeptor-Subtypen ein Affinititsprofil in der

Reihenfolge M, > My > M, > M3 > M5.35
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Abb. 4. Srukturformeln einiger klassischer allosterer Modulatoren von M,-Rezeptoren

Neue Perspektiven in der Entwicklung allosterer Modulatoren erdffnete die Beobachtung von
Tucek und Proska, dass das Muskelrelaxans Alcuronium, ein Derivat des Alkaloids Toxiferin,
die Gleichgewichtsbindung von ["H]NMS an den Ma-Rezeptor erhoht und damit positive
Kooperativitit (po. = 0.42) erzielt wird.*** Die Gleichgewichtsbindung von [*H]QNB wird
dagegen erniedrigt. In diesem Zusammenhang wurde somit festgestellt, dass allostere
Wechselwirkungen stark von der Art des verwendeten Orthosters beeinflusst werden. Auch
die Subtypspezifitit des allosteren Effekts konnte bewiesen werden, da positive
Kooperativitét fiir Alcuronium nur an M,- und Ms-Rezeptoren, nicht aber an M;-, M3- und
M;s-Rezeptoren beobachtet wurde. Die Affinitdtsreihenfolge fiir Alcuronium an verschiedenen
Subtypen entspricht der von W84 (s.0.).* Therapeutisch lisst sich Alcuronium wegen seiner
neuromuskulér-blockierenden Wirkung nicht als allosterer Modulator nutzen. Als Leitstruktur
fiir die Bestimmung der pharmakophoren Elemente von Hexamethoniumanalogen und zur
Charakterisierung der allosteren Bindungsareale von M,-Rezeptoren besitzen Alcuronium und

seine Derivate jedoch einen hohen Stellenwert.
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1.2.3.1 Gemeinsame allostere Bindungsstelle

Ellis und Seidenberg machten sich die Eigenschaften des Bispyridiniumoxims Obidoxim
zunutze, die Wirkung allosterer Modulatoren antagonisieren zu konnen.*® Obidoxim selbst
besitzt nur einen schwachen allosteren Effekt. In Dissoziationsexperimenten konnte bewiesen
werden, dass Obidoxim Verbindungen wie Gallamin, C;/3’phth und Alcuronium von der
allosteren Bindungsstelle verdringen kann. Es wurde beobachtet, dass die genannten
Verbindungen untereinander kompetitiv um die so genannte ,,gemeinsame allostere
Bindungsstelle* am M,-Rezeptor konkurrieren.*”**

Es ist unabdingbar, dass Struktur-Wirkungsbeziechungen (SARs) fiir eine Serie von
Verbindungen nur aufgestellt werden konnen, wenn eindeutig geklart ist, dass alle Substanzen
an derselben Bindungsstelle auf die gleiche Art und Weise binden. Generell werden allostere
Effekte indirekt tiber den ECsp-Wert bestimmt. Der ECso-Wert ist diejenige Konzentration an
allosterem Modulator, bei der die Dissoziation des Radioliganden um die Hilfte reduziert
wird.* Mit der Entwicklung des hochaffinen tritiierten Radioallosters ["H]Dimethyl-W84
wurde es erstmals moglich, allostere Effekte direkt zu messen. So konnte auch auf diese

Weise in Dissoziationsexperimenten die Bindung der klassischen allosteren Modulatoren

W84, Gallamin und Alcuronium an der gemeinsamen allosteren Bindungsstelle bewiesen

werden.”%!
0 Q
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Abb. 5. Der radioaktiv markierte allostere Modulator Dimethyl-W84. Die durch Tritium
ausgetauschten Wasser stoffatome sind gekennzeichnet

In den letzten Jahren sind vermehrt Hinweise auf die Existenz einer zweiten allosteren
Bindungsstelle aufgetreten, die bisher noch nicht lokalisiert werden konnte. So konnte fiir die
Bispyridiniumverbindung DUO 3 ein von den iiblichen Modulatoren abweichender
Bindungsmodus festgestellt werden und Obidoxim war nicht in der Lage, den allosteren
Effekt dieser Verbindung zu antagonisieren.””' Interessanterweise gehdren jedoch die sehr
gut untersuchten Derivate der Bispyridiniumverbindung W-DUO 3, die beidseitig - analog zu
W84 - lateral Phthalimide tragen, wiederum zur Gruppe der Liganden der gemeinsamen

Bindungsstelle.
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Abb. 6. Einige weitere allostere Modulatoren, die teilweise nicht an der gemeinsamen allosteren
Bindungsstelle binden

Ein weiterer allosterer Modulator, der nicht mit Gallamin um die gemeinsame allostere
Bindungsstelle zu konkurrieren scheint, ist der Proteinkinaseinhibitor KT5720 aus der Gruppe
der Staurosporinderivate.’> KT5720 erhoht die Gleichgewichtsbindung von Acetylcholin am
M;-Rezeptor. Um jedoch die komplexen allosteren Interaktionen, die bei der gleichzeitigen
Bindung zweier allosterer Liganden auftreten, beschreiben zu kénnen, muss das weiter oben
beschriebene terndre Modell auf ein kubisches Modell mit vier Kooperativititsfaktoren

erweitert werden.

In der folgenden Tabelle sind die Bindungskonstanten einiger muscarinischer allosterer
Modulatoren am freien und am NMS-besetzten Rezeptor angegeben. Die Messung erfolgte
jeweils in Mg/Tris-Puffer (pH 7.3). Es ist zu beachten, dass die allostere Potenz der
Verbindungen auch vom verwendeten Inkubationsmedium abhingt. Mg**-Ionen binden
schwach an die allostere Bindungsstelle und konnen den allosteren Modulator zum Teil
kompetitiv verdringen. Deshalb sind die erhaltenen Werte nicht direkt mit den in Na-K-

Phosphatpuffer gemessenen zu vergleichen.>

Bindungskonstante Bindungskonstante
am freien am NMS-besetzten
Verbindung M,-Rezeptor [nM] M;-Rezeptor [nM]
Wwg4 389 1348
Dimethyl-W84 120 288
DUO 3 63 1230
W-DUO 3 331 229
Gallamin 150 12 882
Alcuronium 275 60

Tabelle 1. Bindungskonstanten einiger ausgewahiter allosterer Modulatoren von M,-Rezeptoren
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1.2.4 Strukturvariationen von Hexamethonium-Derivaten

Die Hexamethoniumverbindung W84 ist in der Lage, die Bindung von Antagonisten wie z.B.
Atropin oder N-Methylscopolamin (NMS) alloster zu beeinflussen. Man beobachtet eine
leichte Erniedrigung der Gleichgewichtsbindung von NMS am M,-Rezeptor, die Affinitit von
W84 zum freien Rezeptor ist etwa drei Mal so gro3 wie die Affinitdt zum NMS-besetzten
Rezeptor (pECso=5.87; pa=-0.47). Aus mehreren Griinden stellt W84 trotzdem eine
wichtige Leitstruktur fiir die Entwicklung neuer allosterer Modulatoren dar:*

e Die bereits oben erwdhnten Tierversuche legen den Schluss nahe, dass W84 in Dosen,
die zu allosterisch wirksamen Konzentrationen fiithren, vertraglich ist.

e In Bindungsstudien mit anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, wie z.B. o,;- und
Bi-Rezeptoren, Adenosin-A;-Rezeptoren und Histaminrezeptoren, konnte gezeigt
werden, dass der allostere Wirkmechanismus von W84 spezifisch fiir
Muscarinrezeptoren ist .>*>

e W84 verhilt sich subtypselektiv mit einer Priaferenz fiir den M,-Subtyp und ist ein

Ligand, der an die gemeinsame allostere Bindungsstelle bindet (siche oben).

e Der relativ einfache chemische Aufbau von W84 erlaubt strukturelle Verdnderungen

an zahlreichen Positionen im Molekiil.

Auf die im Arbeitskreis Holzgrabe in den letzten Jahren durchgefiihrten strukturellen
Modifikationen und deren Einfluss auf die allostere Potenz der hergestellten W84-Derivate
soll im Folgenden niher eingegangen werden.***’

Die schrittweise einseitige Verkiirzung von W84 (Entfernung eines lateralen Aromaten und
des positiv geladenen Stickstoffs) fithrte zu einem deutlichen Wirkungsverlust. Daraus kann
man schlieBen, dass das komplette W84-Molekiill in Wechselwirkung mit dem
Rezeptorprotein tritt.**>’

Der sukzessive Ersatz der Phthalimide durch geséttigte Ringsysteme fiihrt zu einer starken
Abnahme der Affinitédt. Der vollige Verlust des Ringsystems geht mit einer Erniedrigung der
Affinitit um den Faktor 400 einher.”®*® An diesen Ergebnissen kann man erkennen, dass das

Vorhandensein planarer, hydrophober Reste auf beiden Seiten des Molekiils fiir die allostere

Wirkung essentiell ist.

" Dieselben Beobachtungen wurden auch fiir die klassischen allosteren Modulatoren Alcuronium und Gallamin

gemacht.
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Eine Verkiirzung der aliphatischen Kette zwischen den beiden Stickstoffatomen auf bis zu
drei Methylengruppen bewirkt eine Erniedrigung der allosteren Potenz. Dagegen hat die
Verldngerung der Zwischenkette von sechs auf sieben Methylengruppen in der Verbindung
C+/3’phth eine Erhohung der Affinitdit um das dreifache zur Folge. Jedoch fiihrt eine
Kettenverldngerung iiber sieben Methylengruppen hinaus zu keiner weiteren
Wirkungssteigerung, da der optimale Abstand der positiven Ladungen von 10A iiberschritten

wird.*

Einfihrung von Variation der Sattigung und Abbau

i Kettenlange
Benzylidengruppen tertidre Derivate 9 des Aromaten

Einflhrung verschiedener
\ e} 0O Substituenten
\CHS CHj

/\/\ |+ +| /\/\
N N— (CHz)e—/N N
T CHs  HsC \ 28r
O Dimethylierung Ersatz durch o
Silicium

schrittweiser Abbau

Ersatz durch Ringsysteme
mit groRem Volumen ws4

Abb. 7. Durchgefiihrte strukturelle Veranderungen an der Leitstruktur W84

Durch den Austausch eines quartdren Stickstoffs gegen Silizium wird die Affinitdt zum NMS-
besetzten Rezeptor erhoht, die Affinitit zum freien Rezeptor bleibt jedoch unverindert.®' Dies
resultiert in einer Erhohung der Gleichgewichtsbindung des Antagonisten (poa = 0.44). Der
Austausch beider Stickstoffe gegen Siliziumatome fiihrt hingegen zu einem volligen Verlust
der allosteren Wirksamkeit. Daraus ldsst sich schlielen, dass fiir den allosteren Effekt das
Vorhandensein eines positiv geladenen Stickstoffatoms unverzichtbar ist. Die Ladung muss
allerdings nicht in Gestalt eines quartidreren Salzes permanent vorhanden sein, da analoge
Wa84-tertidare Amine unter den Bedingungen der pharmakologischen Testung (pH 7.3)
ebenfalls zum groBen Teil doppelt protoniert vorliegen und somit keinen Wirkungsverlust
aufweisen.”

Die Einfithrung von zwei Methylgruppen in die Propylseitenkette auf einer Seite des
Molekiils fiihrt zu neutraler Kooperativitdt und zu einer Erh6hung der allosteren Wirkung um
eine Zehnerpotenz. In Kombination mit einer Methylierung des benachbarten Phthalimid-

ringes in Position 5 wird sogar positive Kooperativitit erzielt (po. = 0.19).%
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Entscheidenden Einfluss auf die Affinitdt zur allosteren Bindungsstelle hat der Aromat bzw.
die Art der Substitution des Phthalimidringes. Durch die Einfithrung einer Methylgruppe in
Position 5 entstand der allostere Modulator Dimethyl-W84 (DMW84).** Er besitzt eine
deutlich erhdhte Affinitdt zum NMS-besetzten M,-Rezeptor als W84 (pECso=6.77) und
dessen tritiiertes Derivat wird als bisher einziger alloster wirksamer Radioligand in
Bindungsstudien eingesetzt (siche oben).

Der Austausch eines Sauerstoffatoms der Imidfunktion gegen Hydroxy-, Alkoxy- und
Phenylgruppen beeinflusst die Affinitdt nicht, wihrend sie durch einen rigiden Benzyliden-
substituenten an derselben Position zwanzigfach gesteigert wird.®> Somit hingt die allostere
Potenz unter anderem von einer hohen Polarisierbarkeit und der Anwesenheit eines sp’-
hybridisierten Kohlenstoffatoms ab.

Eine teilweise deutliche Steigerung der Affinitdt kann durch den Ersatz der Phthalimide durch
Aromaten mit einem groBBeren Volumen erzielt werden, da die lipophile Kontaktfliche zur
Bindungsstelle zunimmt.®*®” Die besten Resultate werden durch die beidseitige Einfiihrung
eines Naphthalimidrests erzielt (WB64), was die Affinitdt im Vergleich zu W84 um den
Faktor 100 erhoht (pECsy = 7.86). WB64 stellte vor Beginn dieser Arbeit das W84-Derivat
mit der hochsten allosteren Potenz dar.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass durch zahlreiche Strukturmodifikation die Affinitdt
der W84-Derivate zum M;-Rezeptor zum Teil deutlich erhoht werden konnte. Kaum
beeinflusst wurde dagegen die Gleichgewichtsbindung des Antagonisten NMS. Lediglich
durch die Substitution des Stickstoffs mit Silizium sowie durch die Kombination der
doppelten Methylierung mit der Einfiihrung der Methylgruppe in den Phthalimidring konnte
positive Kooperativitit erzielt werden. Dieser Sachverhalt sowie die hohe allostere Potenz der
Naphthalimidderivate stellen einen wichtigen Ansatzpunkt fiir die Zielsetzung dieser Arbeit

dar.

1.2.5 Pharmakophormodell

Durch die Struktur der Bindungstasche eines Proteins wird festgelegt, welche funktionellen
Gruppen des Liganden wichtig fiir eine Bindung sind. Die rdumliche Anordnung dieser
funktionellen Gruppen und Strukturmerkmale bezeichnet man als den Pharmakophor einer

Verbindung oder einer Leitstruktur.
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Um die pharmakophoren Elemente von W84 zu bestimmen, wurden zunédchst Vergleiche mit
anderen Liganden der gemeinsamen allosteren Bindungsstelle durchgefiihrt. So konnte vor
allem Alcuronium wegen seiner hohen allosteren Potenz und der rigiden Struktur als Vorlage
fiir die Bis(ammonio)alkanverbindungen dienen.

In Molecular-Modelling-Studien wurden das elektrostatische Potential sowie die molekulare
Oberfliche von Alcuronium, Gallamin und W84 berechnet. Mit Hilfe neuronaler Netze
konnte so fiir W84 eine verdrillte Sandwich-Struktur als aktive Konformation postuliert
werden. Es wurde festgestellt, dass die zwei positiv geladenen Stickstoffatome im Abstand
von 10 A (entsprechend sechs bzw. sieben Methylengruppen) sowie die lateralen
aromatischen Reste im Abstand von 4 A oberhalb bzw. unterhalb des aliphatischen Spacers
fir die allostere Potenz von W84 essentiell sind.®® Eine ausreichende Kettenlinge von
mindestens drei Methylengruppen zwischen dem Amin- und dem Imidstickstoff soll dem

Molekiil erlauben, die aktive Konformation einzunehmen.

Abb. 8. Vereinfachte Darstellung der phar makophoren Elemente von W84

Eine zusitzlich durchgefiihrte Studie zur Analyse dreidimensionaler Struktur-Wirkungs-
beziehungen (3D-QSAR) stiitzt dieses Pharmakophormodell und kam zu dem Ergebnis, dass
auch die DUO- und W-DUO-Verbindungen in der Lage sind, in der verdrillten
Sandwichstruktur vorzuliegen.®

Legt man W84 in seiner aktiven Konformation auf die rigide Struktur von Alcuronium, in der
die Lage der genannten Pharmakophorelemente optimal verwirklicht ist, wird erkennbar, dass
sich alle essentiellen Strukturmerkmale der beiden Verbindungen rdumlich tiberlagern. Vor
kurzem wurde von Stiefl ein neuartiges 3D-QSAR-Modell entwickelt, dass mit hoher Giite

die zu Alcuronium analoge Anordnung der pharmakophoren Elemente bestitigt.”’
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Abb. 9. Uberlagerung der pharmakophoren Elemente der aktiven Konformation von W84 und
Alcuronium

1.3 Aufgabenstellung

Die bisher synthetisierten Derivate der Leitstruktur W84 fiihrten zur Entwicklung eines
aussagekriftigen Pharmakophormodells und halfen, mehr Einblick in den Mechanismus
allosterer Interaktionen am M;-Rezeptor zu gewinnen. Es gelang unter anderem, hochaffine
Verbindungen herzustellen und die Gleichgewichtsbindung des Antagonisten NMS an der
orthosteren Bindungsstelle zu erhohen.

Ziel dieser Arbeit war zunichst, diejenigen Strukturmerkmale, die auf die allostere Potenz
und die Gleichgewichtsbindung positiven Einfluss haben, in neuen W84-Derivaten zu

vereinen.

. Alkylierung der
Einfiihrung verschiedener tertiares Derivat Propylkette
lipophiler Substituenten

N

o)
CHs CHg

0 \
A
N/\/\N\— (CHz)e—/N/\/\N
2Br  cp, HsC
o)
] w84

Ersatz des Phthalimides durch Abbau des Molekuls
Naphthalimide bzw. Aminonaphthalimide -

Abb. 10. Geplante Strukturvariationen an der Leitstruktur W84
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Da die hochste Affinitit durch den Austausch der Phthalimidstruktur gegen
Naphthalimidreste erreicht wurde, sollten Verbindungen hergestellt werden, die einseitig
oder beidseitig Naphthalimide tragen. Auflerdem sollten 5-Methylphthalimidderivate, die
ebenfalls hohe Affinititswerte aufweisen, synthetisiert werden. Zusitzlich dazu sollten
Methylgruppen in die lateralen Propylketten eingefiihrt werden, da {iiber eine
Dimethylierung der Propylkette erstmals positive Kooperativitdt fiir ein W84-Derivat
erzielt werden konnte. Um aufzukldren, ob die Symmetrie der Verbindungen in
Zusammenhang mit der allosteren Wirksamkeit steht, sollten sowohl symmetrische als
auch unsymmetrische Strukturvariationen durchgefiihrt werden.

Von der bisher aktivsten Verbindung WB64, die beidseitig Naphthalimide tragt, sollte
ein tertidres Derivat hergestellt werden, fiir das eine hohere Wahrscheinlichkeit besteht,
die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden zu kénnen.

Da der einseitige Abbau von W84 zu einem starken Wirkungsverlust fiihrte, sollte durch
die Herstellung eines ,,halben* dimethylierten Naphthalimidderivates iiberpriift werden,
ob derselbe Effekt auch bei Verbindungen mit hoher allosterer Potenz zu beobachten ist.
Offensichtlich wird die allostere Wirksamkeit durch die Art der Aromaten beeinflusst. Es
wurde die Beobachtung gemacht, dass Aromaten mit einem gréBeren Volumen, d.h.
einer grofleren lipophilen Kontaktfliche zum Rezeptor, die Affinitidt der Verbindungen
erhohen. Deshalb sollten Substituenten in die Phthalimidreste eingefiihrt werden, die die
Lipophilie steigern. So sollten die Methylgruppen von Dimethyl-W84 isoster durch
Trifluormethylgruppen ersetzt werden. Analog zu vielen Beispielen aus der
Arzneistoffentwicklung sollte durch die Erhéhung der Lipophilie bei nahezu gleich
bleibender Grofle des Substituenten eine Steigerung der Affinitdt zu erwarten sein. Eine
weitere Moglichkeit stellt die Einfiihrung eines Trifluormethylthioethers dar. Dieser
Substituent zeichnet sich durch noch ausgeprigtere lipophile Eigenschaften aus.

Im Laufe der Arbeit stellte sich die Methylierung der Propylketten als kritische Position
zur Beeinflussung der Gleichgewichtsbindung heraus. Aus diesem Grund sollten
Verbindungen hergestellt werden, die an der Propylkette sowohl unverzweigte als auch
verzweigte Alkylgruppen verschiedener Lénge tragen. AuBlerdem sollten an derselben
Stelle Methoxy- und Halogensubstituenten eingefiihrt werden.

Es ist bekannt, dass N-substituierte Naphthalimide fluoreszierende Eigenschaften
besitzen. Diese Tatsache konnte in Zukunft zur direkten Charakterisierung allosterer

Interaktionen in Bindungsstudien ausgenutzt werden. Aus diesem Grund sollten intensiv
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fluoreszierende Verbindungen hergestellt werden, was durch geeignete Substitution der

Naphthalimide mit Aminogruppen erreicht werden sollte.

o) N ‘
CHy CHg CHj 5
N/\k\[\]/-'- CH +’L \ \ :
- 2l ' PIOEN '

| A T Yy

CH; C : o

CHs o
H3C\ |+ \
'?l/\/N\b

CHs3

Oxotremorin-M

Abb. 11. Allgemeine Struktur der hergestellten Hybridmolekiile sowie von Oxotremorin-M

(7) W84-Derivate beeinflussen in nennenswertem Male bisher nur die Bindung von
Antagonisten am Rezeptor. Da die allostere und die orthostere Bindungsstelle raumlich
nahe zusammenliegen, soll der Versuch unternommen werden, Agonist und allosteren
Modulator in einem Molekiil unterzubringen. Deshalb sollten in einem weiteren
Teilprojekt in Kooperation mit Prof. De Amici, Universitit Mailand, Hybridmolekiile aus
einem hochaffinen allosteren Modulator und Derivaten des Muscarinagonisten
Oxotremorin-M, verbunden durch Spacer verschiedener Lédnge, hergestellt werden. Es
soll aufgeklart werden, ob es mdglich ist, mit einem Agonist/Alloster-Hybridmolekiil

gleichzeitig die orthostere und die allostere Bindungsstelle zu besetzen.
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2 Synthese der Zielverbindungen

2.1 Synthese symmetrischer und unsymmetrischer W84-Derivate

Zur Synthese der symmetrischen und unsymmetrischen W84-Derivate wurden aus Griinden

der préaparativen Zugénglichkeit zwei verschiedene Wege gewihlt.

Weg A:
o) (0]
X X
CH //<
Ar@ 5+ HZN/\F\’}I/ 3 Ar@ N/\(/\N/CHa
|
\< CH, CH,
o) (6]
X =H, CH; !
Uberschuss
1,6-Dibromhexan 0.5 Aquivalente

1,6-Dibromhexan

/[< X FH3 Br o)
w A 0
\\< o //< CU\/

0 unsymmetrische Verbindungen

Abb. 12. Syntheseweg A zur Herstellung symmetrischer und unsymmetrischer W84-Derivate

Die erste Serie von Verbindungen wurde nach Weg A hergestellt. Auf diesem Syntheseweg
war es moglich, Verbindungen mit unterschiedlichen aromatischen Resten (siche unten) zu
synthetisieren. AufBlerdem konnten Methyl- und Dimethylgruppen in die lateralen

Propylketten eingefiihrt werden.

o (1 O
phth 5-mephth O l O l O l
FsC FsCS
O,N NO,
1,8-naphth 3-nitro-naphth 2-nitro-naphth

5-CF4-phth 5-SCF-phth

Abb. 13. Die im Syntheseweg A eingesetzten aromatischen Reste
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Die Phthalsdure- bzw. Naphthalsdureanhydride werden in einer Kondensationsreaktion in
Toluol mit dem entsprechenden Amin zum jeweiligen Phthalimidopropylaminderivat 1
umgesetzt. Durch die Reaktion von zwei Aquivalenten des Amins mit einem Aquivalent 1,6-
Dibromhexan in Acetonitril erhdlt man die symmetrischen W&84-Derivate. Um
unsymmetrische W84-Derivate zu erhalten, muss zundchst das jeweilige Phthalimido-
propylamin einseitig durch 1,6-Dibromhexan ohne weiteres Losungsmittel alkyliert werden.
Im letzten Schritt werden dann dquimolare Mengen der alkylierten Verbindung 2 und eines

Phthalimidopropylamins 1 in Acetonitril umgesetzt.

Weg B:
Um in die Propylseitenkette weitere Substituenten wie Ethyl-, Propyl- und iso-Butylgruppen

einflihren zu kénnen, wurde Syntheseweg B entwickelt. Auf die Herstellung der substituierten
1,3-Dibromderivate wird erst spiter eingegangen. Es konnten auf diese Weise nur

symmetrische W84-Derivate hergestellt werden, die auf beiden Seiten einen Phthalimidrest

tragen.
O
Xy X1
NK + Br/\(/\ Br - N Br
XZ XZ
O
O
O
0.5 Aquivalente X, +CHs (I:T?’ Xa
(CHa),N— (CHz)s— N(CHy), N/\(/\“i !\‘v)v N
| H3C X2
x2 CH3 o) _
O 2Br
X1 = Methyl-, Ethyl-, Propyl-, i-Butyl
X2 =H

Abb. 14. Syntheseweg B zur Herstellung symmetrischer W84-Derivate

Es wurde Kaliumphthalimid in DMF mit unterschiedlich substituierten 1,3-Dibromderivaten
zum jeweiligen 3-Brompropylphthalimidderivat umgesetzt. Zwei Aquivalente der
Brompropylphthalimide reagierten dann in Acetonitril mit einem Aquivalent N,N,N’ N’-

Tetramethyl-1,6-hexandiamin zu den entsprechenden symmetrischen W84-Derivaten.

In den folgenden Kapiteln soll jeweils zundchst auf die Synthese der zur Herstellung der
Zielverbindungen bendtigten Vorstufen eingegangen werden. Im Anschluss daran werden die

oben als Weg A bzw. Weg B bezeichneten Reaktionsfolgen beschrieben.
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2.1.1 Synthese trifluormethyl- und trifluormethylthiosubstituierter
Phthalsdureanhydride

2.1.1.1 Synthese von 5-Trifluormethylphthalsdureanhydrid

FsC COOH
_NaCN__ _L NaOH/EtOH _ A0
“DMF abs. o
COOH

Abb. 15. Syntheseweg zur Herstellung von 5-Trifluormethyl phthal sAureanhydrid

In einer von Bender hergestellten Serie von W84-Derivaten wurde durch die Einfiihrung von
Alkyl- und Halogensubstituenten und die VergroBBerung des aromatischen Systems gezielt die
Lipophilie der Verbindungen erhoht. Dies flihrte durch die VergroBerung der lipophilen
Kontaktfliche zum Rezeptor zu einem deutlichen Anstieg der allosteren Wirksamkeit.*®
Durch die Analyse quantitativer Struktur-Wirkungsbeziehungen (QSARs) konnte eine gute
Korrelation zwischen dem Volumen der lateralen aromatischen Reste und der biologischen
Aktivitit gefunden werden. Da jedoch in diesem Fall die Lipophilie und das Volumen des
aromatischen Bereichs ebenfalls in engem Zusammenhang stehen, sollten im Rahmen dieser
Arbeit Substituenten in das aromatische Ringsystem eingefiihrt werden, die ohne eine
wesentliche VergroBBerung des Volumens die Lipophilie der Verbindungen erhdhen. Auf diese
Weise sollte gepriift werden, ob die ermittelten Korrelationen weiterhin aufrecht gehalten
werden konnen. So kann beispielsweise durch den Austausch einer Methylgruppe gegen eine
Trifluormethylgruppe bei vergleichbarer GroBe des Substituenten die Lipophilie einer
Verbindung deutlich gesteigert werden. Der Lipophilieparameter 7, der die Lipophilie eines
Substituenten relativ zu einem Wasserstoffatom beschreibt, betrdgt fiir die Methylgruppe
0.56", fiir die Trifluormethylgruppe betrigt er 0.88.”" Es gibt zahlreiche Beispicle aus der
Arzneistoffentwicklung, bei denen dieser isostere Austausch mit einer Steigerung der
biologischen Wirkung einherging.

Die Synthese von 5-Trifluormethylphthalsdureanhydrid 11 erfolgte in Analogie zu
Lombardino und Pawlowski in zwei Schritten.””” Zunichst wurde 4-Chlor-3-

cyanobenzoltrifluorid mit Natriumcyanid im Sinne einer nucleophilen Substitution umgesetzt,

* Der logP-Wert als MaB fiir die Lipophilie einer Verbindung setzt sich additiv aus den Lipophilieparametern 1t

der verschiedenen Substituenten und dem logP-Wert der entsprechenden Grundstruktur zusammen.
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indem der Reaktionsansatz zwei Stunden in DMF unter Riickfluss erhitzt wurde. Das
entstandene 4-Trifluormethylphthalsduredinitril wurde nicht isoliert, sondern direkt mit
wassriger NaOH/Ethanol in der Siedehitze zur Dicarbonsdure 10 hydrolysiert. Nach einer
basischen und einer sauren Extraktion mit Diethylether wurde der erhaltene Feststoff aus
Benzol unter Zusatz weniger Tropfen Ethanol umkristallisiert, so dass Verbindung 10 in einer
Ausbeute von 52% erhalten wurde. Die Umsetzung zu 5-Trifluormethylphthalsdureanhydrid
erfolgte durch Erhitzen in Acetanhydrid unter Zusatz einer katalytischen Menge
Schwefelsdure. Nach der Aufreinigung durch Destillation wurde das halbfeste Produkt zur
Entfernung von restlichem Acetanhydrid mit einer Mischung aus Diethylether/Petrolether
(3:5) gewaschen. Nach dem Trocknen erhielt man Verbindung 11 als wei3en, kristallinen

Feststoff in einer Ausbeute von 41%.

2.1.1.2 Versuch der Synthese von 5-Trifluormethylthiophthalsaureanhydrid

O,N CN HoN CN "N, CN
Pd/C/H, NaNO,/HCI
EtOH
CN CN CN
12
NC S—S CN CF3COOK F3sCS CN
Na,S, Sulfolan
PR — —_—
230°C
NC CN CN
13 14
(¢]
F3CS COOH F3CS
---------- > P
i : ”
COOH
o

Abb. 16. Syntheseplan zur Herstellung von 5-Trifluor methylthiophthal sdureanhydrid

Trifluormethylthioether zeichnen sich gegeniiber trifluormethylierten Verbindungen durch
eine noch héhere Lipophilie aus (Lipophilieparameter 1t = 1.44).”" Ubertroffen werden sie in
dieser Hinsicht nur durch langkettige Alkylreste und aromatische Systeme. Es konnte jedoch
von Bender in QSAR-Studien gezeigt werden,”® dass das Volumen des aromatischen

Ringsystems in W84-Derivaten ein Optimum von 600-650 A® aufweist”. Aus diesem Grund

* Die hohe allostere Potenz erzeugenden Naphthalimidreste besitzen ein nahezu optimales Volumen von 604 A.
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kann der aromatische Bereich nicht beliebig erweitert werden, da sonst das Molekiil wegen
seines zu hohen Volumens in der Bindungstasche nicht mehr die fiir die Bindung wichtigen
aromatischen Wechselwirkungen eingehen kann.

Die Synthese von S5-Trifluormethylthiophthalsdureanhydrid sollte in mehreren Schritten
erfolgen. Zundchst wurde 4-Nitrophthalsduredinitril in Ethanol unter Verwendung von
Palladium/Kohle-Katalysator an der Schiittelapparatur iiber Nacht zum entsprechenden
primdren aromatischen Amin 12 reduziert. Die Verbindung konnte ohne Aufreinigung fiir die
weitere Umsetzung verwendet werden. Zur Bildung des Diazoniumsalzes wurde Verbindung
12 unter leichtem Erwérmen in 20%iger Salzsdure gelost. Dann wurde auf 0-5 °C abgekiihlt
und ein leichter Uberschuss 2.5 M wissrige Natriumnitritlosung zugetropft. Uberschiissige
salpetrige Sdure wurde mit Harnstoff zerstort. Das Diazoniumsalz wurde nach Negrimovsky
sofort weiter zum Bis(3,4-dicyanophenyl)disulfid 13 umgesetzt.74 Dazu musste zunéchst eine
5 mM Natriumdisulfidlosung frisch hergestellt werden, indem pulverisierter Schwefel und
Natriumsulfid bei 80°C in Wasser bis zur Bildung einer intensiv gelben Ldsung erhitzt
wurden. Die erkaltete Losung wurde bei 0-5°C langsam zur Losung des Diazoniumsalzes
zugetropft. Dabei bildete sich spontan ein volumindser oranger Niederschlag, der abfiltriert
und getrocknet wurde. Geméal der Literaturvorschrift sollte dieser Feststoff dann zwei
Stunden an einer Soxhletapparatur mit Ethanol extrahiert werden. Dabei war jedoch eine
Zersetzung des Produktes zu beobachten, so dass dieser Schritt durch eine Extraktion mit
kaltem Aceton ersetzt wurde. Nachdem der unldsliche Riickstand abfiltriert worden war,
wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, CH,Cl,/Aceton 15:1,
R¢ 0.66), da die beschriebene Umkristallisation aus Ethanol ebenfalls zu einer Zersetzung der
Verbindung fiihrte. Der gelbe Feststoff 13 wurde nicht ganz sauber und in einer geringen
Ausbeute von 16% (Literatur 53%) isoliert. Diese Reaktion war sehr schlecht reproduzierbar.
Die Trifluormethylthiogruppe sollte dann nach Quiclet-Sire durch thermische
Decarboxylierung von Kaliumtrifluoracetat eingefiihrt werden.”” Dazu wurden das Disulfid
13 und Kaliumtrifluoracetat mit Sulfolan als Losungsmittel in einer Destillationsapparatur in
ein auf 180°C vorgeheiztes Olbad eingebracht. Es entstand eine dunkelbraune Losung. Die
Temperatur des Olbades wurde auf 230°C erhoht und es ging bei 168°C / 50 mbar eine gelbe
Losung iiber. Diese bestand im Gegensatz zur Literaturvorschrift, in der ein Sulfolangehalt
von ca. 3% beschrieben ist, hauptsdchlich aus Sulfolan. Dieses konnte nicht durch
Destillation, sondern nur durch mehrfaches Ausschiitteln mit Wasser und Diethylether
abgetrennt werden, da Sulfolan eine sehr schlechte Loslichkeit in Ether besitzt. Der halbfeste

Riickstand erwies sich bei der DC-Kontrolle (Kieselgel, CH,Cl,, R 0.55) als einheitliches
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Produkt. Die Ausbeute lag jedoch nur im Milligrammbereich. Das von dieser Probe
angefertigte Massenspektrum lie3 darauf schlieBen, dass das gewlinschte Produkt entstanden
war (m/z = 228). Die Synthese von Verbindung 14 war jedoch nicht reproduzierbar, so dass
die weitere Umsetzung zur Dicarbonsdure und schlieBlich zum Anhydrid nicht mehr
durchgefiihrt werden konnte.

Andere Synthesewege zur Einfilhrung der Trifluormethylthioethergruppe wurden nicht
verfolgt, da viele in der Literatur bekannte Methoden nur fiir elektronenreiche Aromaten
angewendet werden konnen oder die verwendeten Reagenzien (z.B. Trifluormethylthiosilber

bzw. -kupfer) sehr toxisch oder sehr teuer sind.”

2.1.2 Synthese von 3-Amino-1,8-naphthalsaureanhydrid

0 o)
Q o, _PdiCIH, Q 5
s e—

o) o)

OzN HZN 15
Abb. 17. Syntheseschema zur Herstellung von 3-Amino-1,8-naphthal sdureanhydrid

Wie in Kapitel 1.3 erldutert wurde, konnten die fluoreszierenden Eigenschaften
N-substituierter Naphthalimide zur Charakterisierung allosterer Interaktionen in Bindungs-
studien mittels Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie genutzt werden. Um die Fluoreszenz der
synthetisierten Verbindungen noch zu intensivieren, sollten deshalb elektronenliefernde
Aminogruppen in das 1,8-Naphthalimidringsystem eingefiihrt werden.”” Durch Reduktion von
3-Nitro-1,8-naphthalsdureanhydrid unter Verwendung von Palladium-Kohle-Katalysator
wurde 3-Amino-1,8-naphthalsdureanhydrid 15 erhalten. Die Reaktion erfolgte tiber Nacht bei
einem Druck von 3atm an der Schiittelapparatur. Die Reaktionskontrolle erfolgt
diinnschichtchromatographisch (Kieselgel, Ethylacetat, Ry 0.75). Das Produkt fluoresziert
unter UV-Licht intensiv gelb und weist zusétzlich einen geringeren R-Wert als das Edukt auf.
Nach der Entfernung des Katalysators durch Filtration wurde die braune Losung auf
Eiswasser gegossen. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert und im Vakuum {iber

P,0s getrocknet. Verbindung 15 fiel als gelber Feststoff in einer Ausbeute von 81% an.
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Abb. 18. Anregungs- und Emissionsspekirum der Verbindung 15, gemessen in Aceton (1uM),
Anregung bei 427 nm

2.1.3 Synthese einfach substituierter N,N-Dimethylpropan-1,3-diamine

2.1.3.1 Synthese von N,N,2-Trimethylpropan-1,3-diamin

CHs HaC_ CN HaC_
P G NH(CHg), ITI/\( LiAIH, T/\(\NHZ
,CL—C— _— _
CH3;0H CHs CHs Ether CHs CHs
16 17

Abb. 19. Syntheseweg zur Herstellung von N,N,2-Trimethyl propan-1,3-diamin

In eine Losung von 0.5 mol Methacrylnitril in wasserfreiem Methanol wurde nach
Marcinkiewicz unter Eiskithlung und Rithren 1 mol Dimethylamin eingeleitet.”® Der Ansatz
wurde vier Tage bei Raumtemperatur stehen gelassen und dann im Vakuum fraktioniert
destilliert. Das erhaltene 3-(N,N-Dimethylamino)-2-methylpropannitril 16 (84%) wird dann in
wasserfreiem Diethylether nach einer Standardvorschrift mit Lithiumaluminiumhydrid zu
N,N,2-Trimethylpropan-1,3-diamin reduziert. Nach der Destillation erhilt man das Produkt

17 als farblose Fliissigkeit in einer Ausbeute von 69%.
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2.1.3.2 Versuch der Synthese von 2-Chlor-3-(N,N-dimethylamino)propannitril

Cl Cl
H3C

H,C=—C—CN + HN(CHz), ------- > /N—CHZ—CH—CN

HyC 18

Abb. 20. Syntheseplan zur Herstellung von 2-Chlor-3-(N,N-di methylamino) propannitril

Analog zur Synthese der methylierten Verbindung 16 sollte 2-Chlor-3-(N,N-dimethylamino)-
propannitril 18 hergestellt werden. Es wurden unter Eiskiihlung in eine Losung von
2-Chloracrylnitril in absolutem Methanol zwei Aquivalente Dimethylamin eingeleitet. Die
Losung verfirbte sich innerhalb eines Tages von gelb nach braun. Nach dem Entfernen des
Losungsmittels blieb eine braune, o6lige Fliissigkeit zuriick, die sich bei der Destillation
schwarz verfarbte und nicht aus dem gewiinschten Produkt bestand. Um eine eventuelle
Polymerisation zu vermeiden, wurde die Reaktion nochmals unter Zusatz einer Spatelspitze
Kupfer(IT)acetat als Polymerisationsinhibitor durchgefiihrt. Jedoch wurde nach der
Destillation nur eine geringe Menge einer NMR-spektroskopisch nicht definierbaren
Verbindung erhalten. Da man vermuten konnte, dass die Substanz einer zu hohen thermischen
Belastung nicht Stand hilt, wurde im dritten Ansatz auf die Destillation zur Aufreinigung
verzichtet und stattdessen die Losung mit Ether sauer und basisch ausgeschiittelt. Zusétzlich
wurde entsprechend Stewart noch der Katalysator Benzyltrimethylammoniumhydroxid
(Triton B) zugesetzt.”” Es wurde nach dem Entfernen des Losungsmittels jedoch erneut ein
braunes Ol erhalten, in dem NMR-spektroskopisch die Zielverbindung nicht identifiziert
werden konnte. Weitere Versuche zur Synthese der Verbindung 18 wurden nicht

unternommen.

2.1.3.3 Versuch der Synthese von 2-Ethacryinitril

I K,COs Ac,0
H,C==C—C—H * NH,OHXHCI --------- >~ H,C=C—C==NOH ---------- ~ H,C=C—CN
H,0 | H
CH,CHs CH,CHs CH,CH,
19 20

Abb. 21. Syntheseplan zur Herstellung von 2-Ethacrylnitril
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Da iiber die Umsetzung von Methacrylnitril mit Dimethylamin und der anschlieBenden
Reduktion des Nitrils zum primidren Amin N,N,2-Trimethylpropan-1,3-diamin 17 hergestellt
werden konnte, sollte versucht werden, auf dem gleichen Reaktionsweg ein einfach ethyliertes
1,3-Propandiaminderivat zu synthetisieren. Dazu musste allerdings erst entsprechend den
Vorschriften von Mowry und Marvel die Ausgangsverbindung Ethacrylnitril hergestellt
werden.**™!

2-Ethylacrolein wurde langsam zu einer Losung von Hydroxylamin-HCI und K,COs in
Wasser zugetropft. Es wurde fiir eine Stunde bei 5°C geriihrt. Nach der Extraktion mit
Diethylether sollte das gebildete Oxim 19 im zweiten Schritt zum Nitril 20 dehydriert werden.
Dazu wurde das Oxim unter Riihren bei 110°C zu einem Uberschuss Acetanhydrid, das als
wasserentziehendes Agens dient, zugetropft. AnschlieBend wurde iiber eine Kolonne
destilliert. Die zwischen 70°C / 300 mbar und 60°C / 100 mbar iibergehenden Fraktionen des
Destillats konnten jedoch nicht identifiziert werden, auch der Brechungsindex entsprach nicht
dem Literaturwert. Da zur Einfiihrung verschiedener Alkylgruppen in die Propylketten von

W84 spiter ein alternativer Reaktionsweg entwickelt wurde, wurden an dieser Stelle keine

weiteren Versuche zur Synthese von Ethacrylnitril 20 unternommen.

2.1.4 Synthese der N-[3-(N',N’-Dimethylamino)propyl]-phthalimide bzw.

—naphthalimide

e} O
Xl R xl
Toluol _CHs
0 + H,N N(CHg), ———> N N
p-TSS |
X, Xz CHs
(e} (0]

Xl = H, CH3

R =H, CHs, CF3 X = H, CHs la-1g

O — O
X

X
O o + HN CH Toluol \ / N N/CH3
2 (CH3), pTSS |
O X
(@]

\ X X CHg

Ry R2 R1 Rz 1h-1m

Rl =H, NOZ, NH2
R, = H, NO, X = H, CHy

Abb. 22. Synthesawege zur Herstellung der Verbindungen 1a-1m
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Zur Herstellung der Verbindungen 1 wurden dquimolare Mengen der Phthalsdureanhydrid-
bzw. Naphthalsdureanhydridderivate und des jeweiligen N,N-Dimethylpropan-1,3-
diaminderivates in Toluol unter Zusatz einer katalytischen Menge p-Toluolsulfonsidure am
Wasserabscheider unter Riickfluss erhitzt. Die Reaktion erfolgte entsprechend den
Vorschriften von Bender®® fiir die Verbindungen 1a, 1b und 1h und von Scharfenstein® fiir
die Verbindungen 1f und 1g. Der Reaktionsverlauf wurde diinnschichtchromatographisch
verfolgt. Nach zwei bis zehn Stunden wurde kein Wasser mehr abgeschieden und das
Losungsmittel wurde entfernt. Die Aufarbeitung des Reaktionsansatzes erfolgte auf zwei
verschiedenen Wegen. Einige Verbindungen wurden aus Ethanol umkristallisiert. Diejenigen
Substanzen, die als Rohprodukt 6lig anfielen (1a-le) oder durch Umkristallisation nicht
aufgearbeitet werden konnten (1h), wurden sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel,
CH,CI,/CH3;0H 1:1, R¢ 0.4-0.6). Bis auf die 6lige Verbindung 1b lagen alle Phthalimido- und

Naphthalimidopropylamine 1 als weif3e bis braunliche Feststoffe vor.

(0] (0] (0]
H3C FsC
CHj; /\/\ CHs /\/\ CHj;
N/\/\'i‘/ N 'i‘/ N ’il/
CHj CHj CHg
O 1la ° 1b o 1c
(0] (0] (0]
CHs - HsC CHs oH CHs oH
3 /\V\ 3 3
N/\V\T/ N ITI/ N/\k\,il/
CH3 CH3 CH3 CH3
° 1d o 1e o 1f
(0] (0] O
i Ao O CH B
/\/\ 3 3
N/\k\’il/ 3 N li]/ N ’il/
CH; CHg O CHs O CHz  CHg
o] o) o] .
19 1h 1i
(0] (0] (0]
O CH3 CH O CH3 CH O CH3 CH
3 3 3
Y Y Y
L OTLL O
o o o
H,N 1j O,N 1l NO, im

Abb. 23. Strukturformeln der synthetisierten Verbindungen 1a-1m
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2.1.5 Synthese der Zwischenprodukte 2 zur Herstellung

unsymmetrischer W84-Derivate

o o)
X CH,

/« 3 CHsz  1,6-Dibromh /[< / Br

Ar N/\(/\’il/ .6-Dibromhexan __  Ar N T+ -
RT bzw. 50°C r
\\< ! L ﬁ X CHs
S o)
1 2

Abb. 24. Syntheseweg zur Herstellung der Zwischenprodukte 2

Um unsymmetrische W84-Derivate synthetisieren zu konnen, miissen zundchst die einfach
positiv geladenen Zwischenstufen 2 hergestellt werden. Dies erreicht man durch Umsetzung
der entsprechenden Verbindung 1 mit einem mindestens zehnfachen Uberschuss 1,6-
Dibromhexan ohne Verwendung eines weiteren Losungsmittels.”® Die gebildeten
Verbindungen 2 fallen aufgrund ihrer Ladung sofort aus der unpolaren Reaktionsldsung aus,
wodurch die Entstehung der symmetrischen, zweifach alkylierten Produkte verhindert wird.
Der entstandene volumindse Niederschlag wurde nach zwei bis elf Tagen abfiltriert. Um noch
vorhandene Dibromhexanreste zu entfernen, wurde der Feststoff anschlieBend noch einige
Minuten in reichlich Diethylether zum Sieden erhitzt und erneut abfiltriert. Die fast
quantitative Umsetzung der Verbindungen 1a und 1b erfolgte bei Raumtemperatur innerhalb
von zwei Tagen. Die Umsetzung aller anderen Verbindungen erfolgte bei 50-60°C und
erforderte wegen der sterischen Hinderung durch die doppelte Methylierung der Propylkette
deutlich ldngere Reaktionszeiten von bis zu elf Tagen. Die Herstellung von 2i-C4 und 2i-C8
wurde analog zu der beschriebenen Vorschrift mit 1,4-Dibrombutan (C4) bzw. 1,8-

Dibromoctan (C8) durchgefiihrt.
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Abb. 25. Srukturformeln der synthetisierten Verbindungen 2
2.1.5.1 Versuch der Synthese der amino-substituierten Verbindung 2j

CH3 CH3

(0]
CHj
1,6- D|bromhexan
O /\k\ /CH3 ___________ /+/ (CHZ)G\
N N
| Br-
CHs3 CHs3 Hj CH3

(0]

Abb. 26. Syntheseplan zur Herstellung der Verbindung 2j

Verbindung 1j wurde in einem fiinfzehnfachen Uberschuss 1,6-Dibromhexan bei 50°C
geriihrt. Die DC-Kontrolle (Kieselgel, CH;0OH/0.2 M NH4NOs-Losung 3:2) der rot gefarbten
Losung zeigte, dass kein einheitliches Reaktionsprodukt, sondern ein Gemisch von mehreren
fluoreszierenden Substanzen entstanden war. Die Reaktion wurde nach zwolf Tagen
abgebrochen. Der rot-braune Feststoff wurde in Ether aufgenommen, einige Minuten zum
Sieden erhitzt und anschlieBend abfiltriert und getrocknet. Aus der NMR- und
massenspektroskopische Analyse konnte geschlossen werden, dass neben der Alkylierung des
aliphatischen Stickstoffs auch eine Alkylierung des primédren aromatischen Amins
stattgefunden hatte. Dieses Produktgemisch konnte nicht getrennt werden. Deshalb sollte zur

Einfilhrung von Aminogruppen in den Naphthalimidring der W84-Derivate die Reduktion der
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Nitrogruppe erst als letzter Schritt durchgefiihrt werden, um diese Nebenreaktionen zu

vermeiden.

2.1.6 Synthese der unsymmetrischen W84-Derivate

@w“ {]ﬁ%//w\

© X =H, CHs

1 2

Acetonltrll @ t — (CHy)e~ /Y\ [} r2
\( X, CH3 2Br H3C >//

Xl—X2:X3:H,CH3

3,56, 7

Abb. 27. Syntheseweg zur Herstellung der unsymmetrischen W84-Derivate

Die unsymmetrischen W84-Derivate wurden durch Umsetzung von 1.05 Aquivalenten der
Verbindungen 1a-1h, 11 und 1m mit einem Aquivalent der entsprechenden Verbindung 2a,
2b, 2g bzw. 2i erhalten. Beide Substanzen wurden unter Zusatz einer Spatelspitze einer
Mischung von KI/K,COj; (1:1) in Acetonitril gelost und ein bis zwolf Tage unter Riickfluss
erhitzt. Der Reaktionsverlauf wurde kontinuierlich diinnschichtchromatographisch verfolgt
(Kieselgel, CH;0H/0.2 M NH4NO;-Losung 3:2). Der R-Wert der Produkte lag zwischen 0.3
und 0.5, der R-Wert der Edukte bei etwa 0.7. Analog zur Synthese der Verbindungen 2 hat
auch hier eine eventuelle Methylierung der Propylkette groBen Einfluss auf die
Reaktionsgeschwindigkeit. Die Reaktion der zweifach methylierten Derivate wurde in den
meisten Fillen nach elf bis zwdlf Tagen abgebrochen, da keine weitere Umsetzung mehr
feststellbar war. Die Aufarbeitung erfolgte auf zwei unterschiedlichen Wegen. Bei einigen
Verbindungen war bereits beim Abkithlen auf Raumtemperatur die Bildung eines
Niederschlags zu beobachten. Einige Reaktionsansdtze mussten dagegen auf etwa die Hélfte
der Losungsmittelmenge eingeengt werden, und der Niederschlag bildete sich erst nach

einigen Stunden bis mehreren Tagen bei 4°C. Es ist nicht sinnvoll, die Fallung durch Zugabe
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apolarer Losungsmittel wie Diethylether zu beschleunigen, da auf diese Weise nur
Niederschlige von halbfester Konsistenz entstehen. Uberraschend scheint zunichst die gute
Loslichkeit der zweifach geladenen Verbindungen in vielen organischen Losungsmitteln.
Diese ist wohl auf die gute Abschirmung der Ladung durch die benachbarten Methylgruppen
zuriickzufiihren, was dem Molekiil lipophile Eigenschaften verleiht (siche Kapitel 3.2). Der
Niederschlag wurde abfiltriert und nochmals mit einer kleinen Menge Acetonitril und
anschlieend mit Pentan gewaschen. Wichtig ist die intensive Trocknung der Feststoffe im
Vakuum, um eventuelle Riickstinde von Acetonitril zu entfernen. Die unsymmetrischen
W84-Derivate wurden in stark variierenden Ausbeuten von 8-78% erhalten. Verbindung 3a
soll im Folgenden mit dem Trivialnamen ,,Naphmethoniunt bezeichnet werden. Die
Verbindungen 3 weisen auf der einen Seite alle ein Naphmethonium-Grundgeriist auf, einen
Naphthalimidring mit einer benachbarten Dimethylierung der Propylkette. Dagegen besitzen

die Verbindungen 5 keinen gemeinsamen Grundautbau.

[e) \
o)
X+ CHs 3 3
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Abb. 28. Strukturformeln der Verbindungen 3a, 3b, 3f-3h, 3l und 3m
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Abb. 29. Srukturformeln der Verbindungen 5c¢-5e, 6 und 7

2.1.6.1 Diskussion des *H-NMR-Spektrums der Verbindung 3a

Nachfolgend soll stellvertretend fiir die anderen unsymmetrischen W&84-Derivate das
'H-NMR-Spektrum der Verbindung 3a, aufgenommen in DMSO-dg, besprochen werden. Im
aromatischen Bereich sind zwei Multipletts erkennbar. Das Signal bei 6 = 8.49 ppm wird
durch vier Protonen des Naphthalimidringes hervorgerufen, wéihrend das Multiplett bei
6=7.87 ppm durch zwei Protonen des Naphthalimides und die vier Protonen des
Phthalimidringes entsteht. Das Singulett der zum Imidstickstoff benachbarten
Methylengruppe H, ist beim Naphthalimidteil etwas weiter tieffeldverschoben (6 = 4.13 ppm)
als das entsprechende zum Triplett aufgespaltene Signal der Methylengruppe H, des
Phthalimidteils (8 =3.65 ppm), da in Analogie zu frither hergestellten Verbindungen der
entschirmende Effekt des Naphthalimides groBer als der des Phthalimides ist.** Die Signale
der Protonen H, und H, sind als scharfe Singuletts erkennbar. Eine starke Verbreiterung ist
wegen des benachbarten positiv geladenen Stickstoffatoms bei den Signalen der Protonen H,-,
Hg und Hy- feststellbar. Diese zeichnen sich durch eine sehr dhnliche chemische Verschiebung
aus (0 =3.3-3.5 ppm) und sind teilweise durch das Signal des Wassers verdeckt. Durch den

unsymmetrischen Aufbau des Molekiils werden die Signale der am positiv geladenen
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Stickstoff gebundenen Methylgruppen in zwei Singuletts (6=3.03 bzw. 3.20 ppm)
aufgespalten, wobei das Signal der zur zweifach methylierten Propylkette benachbarten
Methylgruppen eine groBlere Tieffeldverschiebung erfdhrt. Alle Signale der aliphatischen
Mittelkette erscheinen stark verbreitert. Als Grund dafiir kann die aufgrund der GréBe des
Molekiils eingeschrinkte Rotationsfdhigkeit der Methylengruppen angenommen werden. Es
ist eine Tieffeldverschiebung zu beobachten, die mit zunehmender Distanz der
Methylengruppen zum Stickstoffatom geringer wird, da der Einfluss des entschirmenden
Effekts abnimmt. Eine Differenzierung der beiden Molekiilhélften ist noch bis zu den
Protonen He und He erkennbar. Die beiden mittleren Methylengruppen der Mittelkette
scheinen jedoch bereits zu weit von den lateralen Enden des Molekiils entfernt zu sein, als
dass ihr lokales magnetisches Feld durch die verschiedenen Reste unterschiedlich beeinflusst
werden konnte. Diese Aufspaltung der aliphatischen Signale kann bei allen unsymmetrischen
W84-Derivaten beobachtet werden und ist somit auf die anderen Verbindungen, deren NMR-

Daten in Tabelle 26-31 (Kap. 8.2.10, Experimenteller Teil) aufgefiihrt sind, tibertragbar.

o
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Abb. 30. *H-NMR-Spektrum der Verbindung 3a, aufgenommen in DMSO- ds, 400 MHz



SYNTHESE DER ZIELVERBINDUNGEN 37

2.1.6.2 Synthese aminosubstituierter Naphmethonium-Derivate

O
CHs CH3 CH3
Pd/C/H
O N/\k\ /+/ (CHp)g~— N/V\ - OH2
O CHy  Chg o M ° H3 CH3
(o) r

Ry Rz

3 R;=NO, R,=H 3] R;=NH, R,=H
3m Rl:H RZ:NOZ 3k Rl:H R2=NH2

Abb. 31. Syntheseweg zur Herstellung der aminosubstituierten Verbindungen 3j und 3k

Die Nitrogruppen der Verbindungen 31 bzw. 3m wurden unter Verwendung von Palladium-
Kohle-Katalysator bei 3.5 atm zu den Aminen 3j und 3k reduziert. Die Umsetzung erfolgte in
Methanol an der Schiittelapparatur. Die Reaktion konnte durch die intensive Fluoreszenz der
Produkte sehr gut diinnschichtchromatographisch verfolgt werden (Kieselgel, CH;0H/0.2 M
NH4NO;-Losung 3:2, Ry 0.15). Nach beendeter Reaktion wurde der Katalysator mehrmals
abfiltriert und das Losungsmittel entfernt. Es blieb ein DC-reiner, dliger Riickstand zuriick.
Dieser wurde in Ethylacetat erhitzt, worauf sich der Riickstand nach einigen Minuten
verfestigte. Der orange bzw. braune Feststoff wurde abfiltriert und getrocknet und fiel in einer
Ausbeute von etwa 60% an. Die Diskussion der Anregungs- und Emissionsspektren der
Verbindungen 3a und 3j-3m erfolgt in Kapitel 3.3. Die Fluoreszenzspektren der genannten
Verbindungen, gemessen in Methanol und Magnesium/Tris-Puffer, sind in Kapitel 8.5

dargestellt.
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2.1.7 Synthese von Vorstufen zur Herstellung symmetrischer W84-

Derivate

Uber den oben beschriebenen Reaktionsweg A war es nur moglich, Methylgruppen in die
lateralen Propylketten von W84-Derivaten einzufiihren. Die Art der Substitution an dieser
Position im Molekiil scheint einen entscheidenden Einfluss auf die Gleichgewichtsbindung
des orthosteren Liganden zu besitzen, da durch eine doppelte Methylierung erstmals neutrale
bzw. sogar positive Kooperativitit flir eine Bis(ammonio)alkanverbindung erzielt wurde.

Um an dieser Stelle des Molekiils weitere Strukturvariationen durchfiihren zu kénnen, wurde
der bereits zu Beginn des Kapitels beschriebene Weg B entwickelt. Im Folgenden soll nun die
mehrstufige Synthese von substituierten 1,3-Dibrompropanen beschrieben werden. Diese
dienen als Vorstufen zur Herstellung symmetrischer, an der Propylkette unterschiedlich

alkylierter W84-Derivate.

2.1.7.1 Synthese einfach und zweifach alkylierter Malonséurediethylester

COOCH,CH;4 COOCH,CH3 COOCH,CHj4
Na/EtOH Na/EtOH
CHZ > Alk 21 _— ch_C_CHZCH3
Alk—DBr Methyliodid
COOCH,CH3 COOCH,CH3 COOCH,CHj3
21 Al = -ethyl 24

22 Ak = -propyl
23 Alk = -iso-butyl

Abb. 32. Syntheseweg zur Herstellung der alkylierten Malonsdureester 21-24

Nach einer allgemeinen Synthesevorschrift* wurde in eine noch heiBe, frisch hergestellte
Natriumethanolatlosung eine &dquimolare Menge Malonsdurediethylester zugetropft.
AnschlieBend wurden unter miBigem Sieden 1.05 Aquivalente des entsprechenden
Alkylbromids zugegeben. Nach 2-5 Stunden war die Reaktion beendet und der Ansatz zeigte
keine basische Reaktion mehr. Das Losungsmittel wurde abdestilliert und das in groBem
Umfang abgeschiedenen Natriumbromid in Wasser gelost. Nach der Extraktion mit
Diethylether wurde die organische Phase getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Die
Reinigung erfolgte mittels fraktionierter Destillation, die Ausbeuten fiir die farblosen
Fliissigkeiten lagen bei etwa 65%. Da die Siedepunkte der Edukte und der Produkte 21-23

sehr nah beieinander liegen, war die Trennung nur iiber eine Vigreux-Kolonne mdglich.
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Zur Herstellung der zweifach alkylierten Verbindung 24 wurde zu einer Losung von
Diethylethylmalonat 21 und Methyliodid (1.1 Aquivalente) eine dquimolare Menge einer
frisch hergestellten Natriumethanolatldsung zugetropft. Die Zugabe erfolgte unter Wasser-
kiihlung, um ein Verdampfen des leicht fliichtigen Methyliodids zu verhindern. Nach zwei
Stunden wurde der Ansatz noch fiir drei Stunden auf 40°C erwdrmt und dann liber Nacht
stehen gelassen. Die weitere Aufarbeitung erfolgte analog zu den Verbindungen 21-23.
Verbindung 24 wurde nach fraktionierter Destillation als leicht rosa gefarbte Fliissigkeit in

einer Ausbeute von 74% erhalten.

2.1.7.2 Synthese einfach und zweifach alkylierter 1,3-Propandiolderivate

COOCH,CH; CH,OH 25 R, =-ethyl, R, = H
LiAIH 26 R, =-ethyl, R, = -methyl
R;—C—R, 4 » R—C—R, 1= -ethyl, Rz = -methy
| Ether abs. | 27 Ry =-propyl, R, =H
COOCH,CHs CH,OH 28 R, =-iso-butyl, R, =H

Abb. 33. Synthesaweg zur Herstellung der 1,3-Propandiole 25-28

Die substituierten Malonsdureester 21-24 wurden in wasserfreiem Diethylether mit
Lithiumaluminiumhydrid zu den entsprechenden Diolen 25-28 reduziert.* Der Reaktions-
ansatz wurde etwa vier Stunden unter Riickfluss erhitzt und anschlieBend mit Eiswasser
vorsichtig hydrolysiert. Nach der Abtrennung des gebildeten Niederschlags und der
Trocknung wurde das Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde fraktioniert destilliert

und es wurden die 1,3-Propandiolderivate 25-28 als viskose, farblose Fliissigkeiten erhalten.

2.1.7.3 Synthese einfach alkylierter 1,3-Dibromderivate

CH,OH CH,Br
PBr3 | 29 R=-ethyl
TR bzw g HE—R 30 R =-propyl
| H,SO,/HBr 48% | 31 R =-iso-butyl
CH,0H CH,Br

Abb. 34. Zwei Synthesewege zur Herstellung der 1,3-Dibrompropane 29-31
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Die Synthese der ethylsubstituierten Verbindung 29 erfolgte durch Umsetzung des
entsprechenden 1,3-Propandiols 25 nach Haramoto.** Es wurde unter Eiskithlung eine
Mischung aus Schwefelsdure und Bromwasserstoffsdure 48% hergestellt. Bei 0°C wurde
unter heftigem Riihren erst Verbindung 25 und dann nochmals konzentrierte Schwefelsdure
zugetropft. Die Losung wurde 16 Stunden auf 100°C erhitzt, wobei sie sich dunkelbraun bis
schwarz verfirbte. Nach dem Erkalten wurde die Mischung auf Eiswasser gegossen, das
Produkt abgetrennt und die Wasserphase noch mehrmals mit Diethylether extrahiert. Die
organischen Phasen wurden zur Entfernung von Sdureresten mit NaHCO;-Losung und
Wasser gewaschen und anschlieBend getrocknet. Das braune Rohprodukt wurde durch
Destillation gereinigt, so dass Verbindung 29 als griinliche Fliissigkeit in einer Ausbeute von
maximal 51% erhalten werden konnte.

Da im nichsten Reaktionsschritt ein groBer Uberschuss der Dibromverbindungen eingesetzt
werden sollte, und die Ausbeute der oben beschriebenen Reaktion nur 40-50% betrug, sollte
zur Herstellung der propyl- und iso-butylsubstituierten Verbindungen 30 und 31 ein
alternativer Syntheseweg gewihlt werden.

Entsprechend einer Vorschrift von Escale® wurde ein zweifacher Uberschuss Phosphor-
tribromid bei einer Temperatur von unter 70°C langsam zu den Diolen 27 bzw. 28 zugetropft.
Die Losung wurde flinf Stunden auf 100°C erhitzt, wobei keine Braunfarbung, sondern nur
die Bildung einer orangefarbenen Emulsion zu beobachten war. Zur Zerstdrung des
iberschiissigen PBr; wurde der Ansatz auf Eiswasser gegossen. Die Dibromverbindung
wurde abgetrennt und die Wasserphase noch mehrmals mit Diethylether extrahiert. Die
organischen Phasen wurden mit NaHCOs-Losung und Wasser gewaschen und getrocknet. Die
Reinigung erfolgte durch fraktionierte Destillation, die Ausbeuten fiir die farblosen Produkte

30 und 31 betrugen 60 bzw. 64%.

2.1.7.4 Versuch der Synthese von 2-Ethyl-2-methyl-1,3-dibrompropan

CHon CHzBr
PBrs
H3C_C_CH2CH3 """""" > H3C_C_CH2CH3
bzw.
CH,OH H,SO,4/HBr 48% CH,Br
26 32

Abb. 35. Syntheseplan zur Herstellung des zweifach alkylierten Dibrompropans 32
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Die Herstellung der zweifach alkylierten Dibromverbindung 32 war auf den beiden oben
geschilderten Reaktionswegen nicht moglich. Aus der Reaktion mit H,SO4/HBr wurde eine
geringe Menge (ca. 8%) eines gelben Destillates erhalten, das nicht als das gewiinschte
Produkt identifiziert werden konnte. Bei der Analyse des Destillates aus den Umsetzungen
mit PBr; wurde mehrfach festgestellt, dass es sich entweder um das eingesetzte Edukt 26 oder
um ein nicht identifizierbares Produktgemisch handelte. Im weiteren Verlauf der Arbeit
wurde die Beobachtung gemacht, dass zweifach substituierte Dibromderivate mit rdumlich
anspruchsvolleren Substituenten (Diethyl-, Dimethoxygruppen) aufgrund der sterischen
Hinderung nicht mehr zu den gewiinschten Endstufen reagieren (Kap. 2.1.8.3). Es konnten
lediglich Verbindungen hergestellt werden, die an Position 2 der Propylkette zwei
Methylgruppen tragen. Aus diesem Grund wurde die Synthese von Verbindung 31 nicht

weiterverfolgt.

2.1.7.5 Synthese alkylierter N-(3-Brompropyl)phthalimidderivate

0 0
CH,Br R;
DMF
NK + R—C—R; N Br
CH,Br R2

33 R;=-ethyl, R, =H

34 R; =-ethyl, R, = -ethyl
35 R;=-propyl, R, = H
36 R, =-iso-butyl, R, = H

Abb. 36. Syntheseweg zur Herstellung der N-(3-Brompropyl)phthalimide 33-36

In Anlehnung an eine Vorschrift von Pfammatter®™ wurde Kaliumphthalimid mit einem
dreifachen Uberschuss der entsprechenden Dibromverbindung 29-31 bzw. 2,2-Diethyl-1,3-
dibrompropan (kommerziell erhiltlich) in DMF fiir etwa sieben Stunden auf 80°C (bei
Verbindung 34 auf 95°C) erhitzt. Wurde eine héhere Temperatur gewéhlt, verfarbte sich die
Losung dunkel bzw. kam es zu einer doppelten Alkylierung des 1,3-Dibrompropans. Es war
zu beobachten, dass sich das Kaliumphthalimid erst nach einigen Stunden vollstindig 16ste,
gleichzeitig fiel im Laufe der Reaktion KBr aus der Losung aus. Der Verlauf der Reaktion
wurde diinnschichtchromatographisch verfolgt (Kieselgel, CH,Cly/Aceton 15:1, Rr 0.8-0.9).

Nach beendeter Reaktion wurde die Losung vom in groBer Menge ausgefallenen KBr
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abdekantiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der fliissige Riickstand wurde in
Diethylether aufgenommen und mehrfach mit viel Wasser ausgeschiittelt, um einen Teil des
noch vorhandenen Uberschusses des Eduktes zu entfernen. Das Rohprodukt konnte
anschlieBend mittels Saulenchromatographie (Kieselgel, CH,Cl,, Rf 0.45-0.65) von den 1,3-
Dibrompropanderivaten abgetrennt werden. In den meisten Féllen war es notwendig, die
Sdulenchromatographie zu wiederholen. Die erhaltenen farblosen Ole erstarrten nach einigen
Tagen bei 4°C zu wachsartigen Feststoffen. Die Ausbeuten aus der Synthese der

Brompropylphthalimide 33-36 betrug 41-64%.

2.1.7.6 Synthese von N-(3-Brompropyl)-1,8-naphthalimid

(0] (0]
O /\/\ NaOCHS O
—_— /\/\
O NH + Br Br DME ' N Br
O O
37

Abb. 37. Syntheseweg zur Herstellung von N-(3-Brompropyl)-1,8-naphthalimid 37

Naphthalimid wird nach einer Vorschrift von Middleton mit einem vierfachen Uberschuss
1,3-Dibrompropan in DMF suspendiert.”” In diese Mischung wurden zur Deprotonierung
1.25 Aquivalente einer frisch hergestellten Natriummethanolatldsung gegeben. Der
Reaktionsansatz wurde 1.5 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, wobei nach etwa 15
Minuten eine klare braune Losung entstand. Nachdem die Reaktion beendet war (DC-
Kontrolle: Kieselgel, CH,Cl,, R¢ 0.5), wurde die Mischung auf Eiswasser gegossen. Der
entstandene hellbraune Niederschlag wurde abfiltriert und getrocknet. Das Rohprodukt wurde
aus Ethanol umkristallisiert. Zur Vervollstindigung der Fillung wurde die Mutterlauge
nochmals eingeengt und es konnte bei 4°C erneut ein Niederschlag erhalten werden. N-(3-

Brompropyl)-1,8-naphthalimid 37 kristallisierte in Form kleiner hellbrauner Nadeln aus.
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2.1.7.7 Versuch zur Synthese von N-(3-Brom-2,2-dimethoxypropyl)phthalimid

OCHj4 OCH,
NK + Br Br -------e- > N Br

OCH, OCH3
o) o)
38

Abb. 38. Syntheseplan zur Herstellung von N-(3-Brom:-2,2-dimethoxypropyl) phthalimid 38

Die Umsetzung von Kaliumphthalimid mit 2,2-Dimethoxy-1,3-dibrompropan zur Verbindung
38 fiihrte unter den fiir die Verbindungen 33-36 angegebenen Bedingungen nicht zum Erfolg.
Laut DC-Kontrolle (Kieselgel, CH,Cl,/Aceton 15:1, Ry 0.75) war nach einer Reaktionszeit
von 24 Stunden nur eine minimale Umsetzung zum gewiinschten Produkt erkennbar. Eine
weitere Erhohung der Reaktionszeit fiihrte lediglich zu einer starken Erh6hung der Anzahl der
Nebenprodukte, so dass eine sdulenchromatographische Trennung nicht moglich war. Es
wurde versucht, durch eine Temperaturerhohung die Reaktion zu beschleunigen, doch auch
bei Temperaturen von bis zu 130°C verlief die Umsetzung nicht wesentlich schneller. Auch
der Versuch der mikrowellenunterstiitzten Synthese unter Variation der Temperatur und der
Reaktionszeit (bis zu 60 min/130°C) fiihrte nur zur Bildung eines Produktgemisches, dessen
Trennung in den meisten Féllen nicht zum Erfolg fiihrte. Es konnten nur wenige Milligramm
des vermuteten Produktes isoliert werden. Die massenspektroskopische Analyse lieferte im
EI-Spektrum den Molekiilpeak m/z = 299. Da die Molekiilmasse von Verbindung 38
328 g/mol betrigt, kann man auf eine Spaltung einer Methoxygruppe der Acetalstruktur unter
den Messbedingungen schlieen. Wegen der minimalen Ausbeute konnte Verbindung 38

jedoch nicht weiter umgesetzt werden.

2.1.7.8 Synthese von N-(3-Brom-2-hydroxy-2-methylpropyl)phthalimid

Die Synthese von N-(3-Brom-2-hydroxy-2-methylpropyl)phthalimid 41 erfolgte in drei
Stufen.®” Im ersten Schritt wurde Kaliumphthalimid mit 3-Chlor-2-methyl-1-propen in DMF
umgesetzt. Die Mischung wurde drei Stunden auf 95°C erhitzt, wobei der Reaktionsansatz
sich durch ausfallendes Kaliumchlorid triibte. Nach dem Abkiihlen wurde auf Eiswasser

gegossen. Der ausgefallene weile Feststoff (87%) wurde abfiltriert, im Vakuum getrocknet
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und konnte ohne Aufreinigung fiir die weitere Umsetzung verwendet werden. Die

Literaturausbeute fiir diesen Reaktionsschritt betrug 71%

(0]

0
CH,
Cl—H,C (|: CH, —DMF N cH
+ Cl— —Cc=
NK ) — /Y
CHs
0 0 139
CHCly .
_wcPs __HBrasy%
T EoH

Abb. 39. Syntheseweg zur Herstellung von N-(3-Brom-2,2-dimethoxypropyl)phthalimid 41

Im zweiten Schritt wurde zur Bildung des Epoxids Verbindung 39 in Chloroform geldst und
eine dquimolare Menge 3-Chlorperoxybenzoesdure (MCPB) in Chloroform zugetropft. Der
Reaktionsansatz wurde iiber Nacht stehen gelassen und am néichsten Tag noch eine Stunde
unter Riickfluss erhitzt. Es wurde nacheinander mit NaHCO;-Losung, Wasser, 5%iger
Na,SOs3-Losung und erneut Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde getrocknet und
abdestilliert. Verbindung 40 wurde nach der Trocknung im Vakuum als weier Feststoff in
einer Ausbeute von 90% erhalten. SchlieBlich wurde der Epoxidring mit Brom-
wasserstoffsdure in Ethanol zum Alkohol gedffnet. Verbindung 40 wurde in Ethanol bei 70°C
geldst. Der Ansatz wurde mit 48%iger Bromwasserstoffsdure versetzt und iiber Nacht stehen
gelassen. Es wurde dann Wasser bis zur Bildung eines bleibenden Niederschlags zugegeben
und die Féllung wurde bei 4°C vervollstindigt. Der Niederschlag wurde abfiltriert. Zur
Reinigung wurde das Rohprodukt unter Warmezufuhr in Ethanol geldst. Es wurde wiederum
Wasser bis zur bleibenden Triibung zugegeben und der Ansatz wurde nochmals erhitzt, bis
eine klare Losung entstand. Der bei 4°C entstandene Niederschlag der hydroxylierten

Verbindung 41 (73%, Literatur 63%) wurde abfiltriert und im Vakuum iiber P,Os getrocknet.
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2.1.7.9 Synthese von N-(3-Brom-2-hydroxypropyl)phthalimid

(0] 0]
0 OH
/\/ \ HBr 48%
N N Br
EtOH
H
(0] (0]
42

Abb. 40. Synthesaweg zur Herstellung von N-(3-Brom-2-hydroxypropyl)phthalimid 42

In einer fritheren Arbeit des Arbeitskreises Holzgrabe wurde bereits ein W84-Derivat
synthetisiert, das in Position 2 der Propylkette eine Hydroxygruppe tridgt. Um die Lipophilie
dieser Verbindung zu erhohen, sollte das analoge Methoxyderivat hergestellt werden. Zu
diesem Zweck wurde zunichst analog zur Synthese der Verbindung 41 der Epoxidring des
kommerziell erhéltlichen N-(2,3-Epoxypropyl)phthalimid mit Bromwasserstoffsdure in
Ethanol geoffnet. Der iiber Nacht bei Raumtemperatur entstandene Niederschlag wurde
abgesaugt und mit Ethanol gewaschen. N-(3-Brom-2-hydroxypropyl)phthalimid 42 wurde als
weiller Feststoff in einer Ausbeute von 46% erhalten und sollte im Folgenden weiter zum

entsprechenden Methylether 43 umgesetzt werden.

2.1.7.10 Versuche zur Synthese von N-(3-Brom-2-methoxypropyl)phthalimid

CHgsl, Hunig-Base, THF

O
CHs3),S0,, Al,O5,Cyclohexar \
o ( 3)2 4, Al203,LY .

N/\k\Br (CH3),S04, K,CO4, DMF N/\k\Br

H H

0o CHgl, BuLi, THE / o
42 43

Abb. 41. verschiedene Syntheseplane zur Herstellung von N-(3-Brom-2-methoxypropyl)phthalimid 43

Es wurden verschiedene Versuche unternommen, Verbindung 42 durch Alkylierung der
Hydroxygruppe in den Methylether 43 zu iiberfiihren.

Verbindung 42 wurde in absolutem THF geldst und es wurden 1.4 Aquivalente Methyliodid
als Alkylans und zwei Aquivalente Hiinig-Base (N-Ethyldiisopropylamin) zum Abfangen der

gebildeten Protonen zugegeben. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur geriihrt. Zunéchst
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war eine Farbvertiefung nach gelb zu beobachten. Nach einigen Minuten entfarbte sich die
Loésung wieder und es bildete sich ein Niederschlag. Dieser war sehr leicht in Wasser, jedoch
nicht in organischen Losungsmitteln wie Aceton, Dichlormethan und Diethylether 16slich und
konnte somit nicht dem erwarteten Produkt entsprechen. Auch nach einer Reaktionszeit von
12 Stunden hatte laut DC-Kontrolle der Reaktionslosung (Kieselgel, CH,Cl,/Aceton 15:1)
noch keine Umsetzung des Eduktes stattgefunden. Es ist anzunehmen, dass die Hilfsbase,
obwohl sie sterisch stark gehindert ist, alkyliert wurde und als Ammoniumsalz aus der Losung
ausgefallen ist.

Im nichsten Versuch wurde entsprechend Ogawa Dimethylsulfat als Alkylierungsmittel unter
Einsatz von Aluminiumoxid als Adsorbens verwendet.*® Zunichst wurde 1 mol 42 in wenig
THF gelost und es wurden 2 g Al,O3 zugegeben. Dann wurde das Losungsmittel entfernt, so
dass die Verbindung an Al,Os; adsorbiert vorlag. Diese Probe und 1.2 Aquivalente
Dimethylsulfat wurden in wasserfreiem Cyclohexan suspendiert und zwei Stunden unter
Riickfluss erhitzt. Das Adsorbens wurde abfiltriert und die Substanz mit Aceton wieder
eluiert. Die DC-Kontrolle ergab jedoch, dass wiederum keine Umsetzung zum Produkt
stattgefunden hatte. Der Grund dafiir konnte eine ungilinstige Adsorption der
Carbonylgruppen an Al,Os sein, die eine Methylierung des Alkohols verhindert.

Auch bei der Durchfiihrung der Reaktion von 42 mit Dimethylsulfat und K,CO3 in DMF bei
80°C war selbst nach mehreren Stunden keine Umsetzung erkennbar. In wéssrigen
Losungsmitteln wurde die Reaktion nicht durchgefiihrt, da unter diesen Bedingungen eine
Hydrolyse des Phthalimidringes zu beobachten ist.*”"

In einem weiteren Versuch wurde Verbindung 42 in absolutem THF gelost. Bei 0°C wurden
erst 1.6 Aquivalente Methyliodid und dann tropfenweise eine Lésung von Butyllithium in
Hexan zugegeben. Der Ansatz wurde zwei Stunden geriihrt, wobei sich die Losung gelb
verfarbte. Die DC-Kontrolle ergab, dass eine Umsetzung stattgefunden hatte. Es wurde
Wasser zugegeben und die Wasserphase wurde mit Diethylether extrahiert. Nach der
Trocknung wurde das Losungsmittel entfernt und die Probe NMR-spektroskopisch
vermessen. Das erhaltene Spektrum deutete auf die Entstehung eines Multiproduktgemisches
hin. Vermutlich wurde teilweise wieder das Epoxid gebildet oder es fanden inter- und
intramolekulare Nebenreaktionen statt, bevor der Alkohol zum Ether methyliert werden
konnte. Ebenso war im aromatischen Bereich ein unsymmetrisches Substitutionsmuster
erkennbar, was auf die Entstehung des bereits oben erwidhnten Hydrolyseproduktes hindeutet.

Die Synthese von Verbindung 43 wurde daraufhin nicht weiter verfolgt.
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2.1.7.11 Versuch der einseitigen Alkylierung von N,N,N’,N’-Tetramethyl-1,6-
hexandiamin mit N-(3-Brompropyl)phthalimid

O

O
CH
., (HaON— (CH2)s— N(CHy), A~ on
N Br -m-----msmmemeeeeooe- - N ll\l/( 26™~N(CHj),
CHs Br
@) ¢

44

Abb. 42. Syntheseplan zur Herstellung des Zwischenproduktes 44

Die Synthese unsymmetrischer W84-Derivate nach Weg A verlief iiber die einfach positiven
Verbindungen 2 als Zwischenprodukte (Kapitel 2.1.5). Diese wurden durch eine einseitige
Alkylierung von 1,6-Dibromhexan mit den Phthalimidopropylaminen 1 hergestellt. Um auch
iiber Weg B die Synthese unsymmetrischer Verbindungen {iiber die Zwischenstufe 44
zuganglich zu machen, sollte N,N,N’,N’-Tetramethyl-1,6-hexandiamin ebenfalls einseitig
durch N-(3-Brompropyl)phthalimid alkyliert werden. Dies sollte analog zu Weg A iiber den
Einsatz eines groBen Uberschusses des Diamins ohne weiteres Losungsmittel erreicht werden.
Der Reaktionsansatz wurde iiber mehrere Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Dabei ging nach
einiger Zeit N-(3-Brompropyl)phthalimid in Lésung und ein Niederschlag begann sich
abzuscheiden. Die Reaktion wurde diinnschichtchromatographisch verfolgt (Kieselgel,
CH;0H/0.2 M NH4NO;-Losung 3:2). Nach vier Tagen waren das Edukt (Ry 0.86) sowie der
vermutete Produktfleck (R¢ 0.4) erkennbar.

Der Niederschlag wurde abfiltriert und mit Petrolether gewaschen. Bei der NMR-
spektroskopischen Analyse des weillen Feststoffs zeigte sich jedoch, dass die Reaktion auf
beiden Seiten des Diamins erfolgt und somit W84 entstanden war. Die gleiche Beobachtung
wurde bei der Umsetzung von Verbindung 37 mit N,N,N’,N’-Tetramethyl-1,6-hexandiamin
gemacht. In diesem Fall wurde die beidseitig mit Naphthalimiden substituierte, symmetrische
Verbindung WB64 erhalten. Somit ldsst sich die in Kapitel 2.1.5 fiir die einseitige
Alkylierung von Dibromhexan mit Phthalimidopropylaminen beschriebene Synthese nicht
ohne weiteres auf die Umsetzung von Tetramethylhexandiamin mit Brompropylphthalimiden
iibertragen.” Aus diesem Grund war die Herstellung unsymmetrischer W84-Derivate, die
verschiedene Alkylgruppen (Ethyl-, Propyl-, iso-Butyl-) in der Propylkette tragen, nicht

moglich.

* Diese Beobachtung wurde auch in fritheren Arbeiten des Arbeitskreises Holzgrabe gemacht.™
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2.1.8 Synthese der symmetrischen W84-Derivate

Die symmetrischen W84-Derivate wurden auf zwei verschiedenen Wegen hergestellt. Im Fall
der Verbindungen 4c-4e und 4i (Abb. 44) wurde der am Anfang des Kapitels beschriebene
Weg A gewihlt, die Synthese der Verbindungen 4n, 40 und 4p (Abb. 44) erfolgte dagegen
nach Weg B.

O O
R X X R
_CHz _1,6-Dibromhexan s
2 N N N s — (CHz)e\ N N
| Acetonltrll \
H CHj 2Br CH, H

o) o
Weg A R = H, CHg, CFs dc-de
X=H, CH;
o o
X N,N,N'N"-Tetramethyl- X
N/\(/\Br _L6-hexandiamin /\(/\N/(CHZ)G\ N/\%N
v Acetonltrll 2Br \CH H
o
o 4n-4p
Weg B X = -ethyl, -propyl,
-iso-butyl

Abb. 43. Herstellung der symmetrischen W84-Derivate auf zwei ver schiedenen Wegen

2.1.8.1 Umsetzung von Phthalimidopropylaminen mit 1,6-Dibromhexan

Es wurden zwei Aquivalente der Phthalimidopropylamine 1c-le in Acetonitril unter Zusatz
einer Spatelspitze einer Mischung aus KI/K,;CO; (1:1) unter Riickfluss erhitzt. Die
Reaktionszeit betrug zwei bzw. vier Tage und der Reaktionsverlauf wurde diinnschicht-
chromatographisch verfolgt (Kieselgel, CH;OH/0.2 M NH4NO;-Losung 3:2, R 0.35 - 0.5).
Wihrend die trifluormethylsubstituierte Verbindung 4c¢ bereits aus der siedenden Ldsung
ausfiel und direkt abfiltriert werden konnte, musste zur Féllung der Verbindungen 4d und 4e
die Losung auf etwa die Hélfte eingeengt werden. Der Niederschlag bildete sich nach etwa 24
Stunden bei 4°C. Die erhaltenen Feststoffe wurden jeweils mit Acetonitril und Pentan
gewaschen und anschlieBend im Vakuum iiber P,Os getrocknet.

Die Herstellung der dimethylierten Naphthylverbindung 4i erfolgte analog zur Synthese der
unsymmetrischen W84-Derivate liber Verbindung 2i als Zwischenstufe (siche Kap. 2.1.6).
Durch diese Vorgehensweise konnte die wegen der beidseitigen Dimethylierung der
Propylkette ohnehin schon sehr lange Reaktionszeit auf zwolf Tage verkiirzt werden.

Verbindung 4i fiel nach zehn Tagen aus der siedenden Lésung aus und wurde zur Entfernung
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der noch vorhandenen Edukte mit heiBem Acetonitril gewaschen. Bemerkenswert ist die sehr
schlechte Loslichkeit der Substanz in DMSO und Methanol, was an der Abschirmung der
positiven Ladung des Stickstoffs durch die Methylgruppen und die beiden Naphthalimidreste

liegt.
"""""""""" 6"""""""' E,""'""'"C')""""""""""
X c CHy ! Xy %
I+ + 1 .
Ar N/\PN— CH, G—/N ' N Ar
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Abb. 44. Strukturformeln der synthetisierten symmetrischen W84-Derivate

2.1.8.2 Umsetzung von Brompropylphthalimiden mit N,N,N’,N’-Tetramethyl-1,6-

hexandiamin

2.1 Aquivalente der alkylierten Verbindungen 33, 35 bzw. 36 wurden mit einem Aquivalent
N,N,N’,N’-Tetramethyl-1,6-hexandiamin unter Zusatz einer Spatelspitze einer Mischung aus
KI/K,COs (1:1) in Acetonitril geldst und drei bis sieben Tage unter Riickfluss erhitzt. Der
Reaktionsverlauf wurde kontinuierlich diinnschichtchromatographisch verfolgt (Kieselgel,
CH;0H/0.2 M NH4NOs-Losung 3:2, R¢ 0.3-0.45). Nach beendeter Reaktion wurde die
Losung auf etwa die Hélfte eingeengt und es bildete sich nach zwei bis drei Tagen bei 4°C ein
Niederschlag. Dieser wurde abfiltriert, mit wenig Acetonitril und Diethylether gewaschen und

im Vakuum iiber P,Os getrocknet.



50 SYNTHESE DER ZIELVERBINDUNGEN

2.1.8.3 Diskussion des *H-NMR-Spektrums der Verbindung 4n

Stellvertretend fiir die symmetrischen W84-Derivate soll das 'H-NMR-Spektrum der
Verbindung 4n, gemessen in DMSO-ds, besprochen werden. An diesem soll exemplarisch
die NMR-spektroskopische Auswirkung einer einfachen Alkylierung an Position 2 der
Propylkette dargestellt werden.

o)
0 CHsy
CHg +|
b + //\e/\/\/N/\’/\N
NMN d f /
| HsC CH, HOD
g CH, CHs | o
| CH
[e) 3
h CH; 4n
N(CHs)2
Haromat.
Hn
Herd
Hs
H
Ha e
Hp
L )
D

(ppm)

Abb. 45. *H-NM R-Spektrum der Verbindung 4n, DMSO-dg, 400 MHz

Die 'H-NMR-Spektren der symmetrischen Verbindungen 4 zeichnen sich erwartungsgemsf
durch einen halben Signalsatz aus. Der aromatische Bereich zeigt fiir die Protonen des
Phthalimidringes ein schmales Multiplett bei 6 = 7.87 ppm. Die Methylgruppen am Stickstoff
erscheinen als scharfes Singulett bei 3.09 ppm. Bei den Verbindungen 40 und 4p, die in der
Propylkette Propyl- bzw. iso-Butylreste tragen, erscheinen fiir die zwei Methylgruppen zwei
Signale, da die Verbindungen in mehreren isomeren Formen vorliegen. Durch das
Vorhandensein eines stereogenen Zentrums an der Position 2 der Propylkette sind die beiden
Protonen der Methylengruppe H, magnetisch indquivalent und werden zum Multiplett
aufgespalten. Stereochemisch besteht 4n aus einem Gemisch aus zwei Enantiomeren und der
entsprechenden meso-Verbindung. Die Signale fiir die Protonen H, der beiden Diastereomere

iiberlagern sich jedoch und es besteht kein Unterschied in der chemischen Verschiebung, so
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dass sich 4n als NMR-spektroskopisch einheitliche Verbindung darstellt. Die Aufspaltung in
zwei Dubletts vom Dublett des entsprechenden Signals des Eduktes 33 (Kap. 8.2.15), das als
Racemat vorliegt, ist dementsprechend nicht mehr erkennbar. Die Aufspaltung der Signale der
Protonen H, und Hg, die sich fast vollstindig tiberlappen, ist nur noch andeutungsweise zu
erkennen. So ist aulerdem nur das Signal der Methylgruppe Hj sauber in ein Triplett
aufgespalten, alle anderen Signale erscheinen stark verbreitert. Als Grund dafiir kann die
aufgrund der GroBe des Molekiils eingeschrankte Rotationsfahigkeit der Methylengruppen
angenommen werden. Die Tieffeldverschiebung der Signale der Protonen Hy, He und Hg
nimmt erwartungsgemédl mit zunehmender Distanz vom entschirmenden Feld des
Stickstoffatoms ab. Durch den Einfluss des benachbarten Asymmetriezentrums wird das
Signal fiir die chemisch indquivalenten Protonen H, in zwei Multipletts aufgespalten, von
denen eines unter dem Signal der Methylengruppen Hy liegt. In H,H-COSY-Messungen
konnte eine geminale Kopplung zwischen den beiden Signalen fiir H, beobachtet werden. Es
kann also aus dem 'H-NMR-Spektrum nicht entschieden werden, ob sowohl die Enantiomere
als auch die meso-Verbindung entstanden sind, obgleich dies aufgrund der fehlenden chiralen
Induktion zu erwarten war. Die exakten NMR-Daten der Verbindungen 4 sind in den Tabellen

47-50 (Kapitel 8.2.21, Experimenteller Teil) angegeben.

2.1.8.4 Versuche zur Synthese weiterer symmetrischer W84-Derivate

1) O
e M I PN

5 N/\(/\Br _________________ /\(/\N/(CHZ)B\ N/\V\N
X, Acetonitril 2Br CHs X2

0 o

4q X4 = -ethyl, X, = -ethyl
4r  Xq =-methyl, X, = -hydroxy

Abb. 46. Syntheseplan zur Herstellung weiterer symmetrischer W84-Derivate

Die Herstellung der Verbindungen 4q und 4r sollte zunédchst analog zu der in Kap. 2.1.8.2
beschriebenen Reaktion erfolgen.

Bei der Synthese der jeweils zweifach ethylierten Verbindung 4q war jedoch laut DC nach
einer Reaktionszeit von zwei Wochen noch keine Umsetzung zu erkennen. Auch bei der
Durchfiihrung der Reaktion unter erh6htem Druck war diinnschichtchromatographisch nur ein
winziger Produktfleck erkennbar. Dies ist sicherlich auf die beiden sterisch anspruchsvollen

Ethylgruppen in der Seitenkette zurlickzufiihren, deren groBer Platzbedarf eine Alkylierung
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der beiden Stickstoffatome verhindert. Der Versuch, diese Reaktion in der Labormikrowelle
durchzufiihren (5 Stunden, 150°C), fiihrte ebenfalls nicht zum Erfolg.

Aus diesen Beobachtungen ldsst sich schlieen, dass die GroBe der Alkylgruppen, die auf
dem beschriecbenen Weg in das Molekiil eingefiihrt werden konnen, begrenzt ist. Eine
zweifache Alkylierung an Position 2 der Propylkette war nur im Falle der zweifachen
Methylierung erfolgreich, Verbindungen mit rdumlich anspruchsvolleren Alkylgruppen
reagieren nicht mehr zum gewiinschten Produkt.

Die Synthese von Verbindung 4r, die in der Propylkette jeweils durch eine Methyl- und durch
eine Hydroxygruppe substituiert ist, verlief ebenfalls nicht erfolgreich. Die Reaktion wurde
nach zwolf Tagen abgebrochen, da das Edukt diinnschichtchromatographisch kaum noch
sichtbar war. Es waren jedoch zwei unmittelbar aneinander liegende Produktflecken
entstanden (R¢ 0.38), die nicht getrennt werden konnten. Da die Kristallisation bei niedrigen
Temperaturen und auch durch die Zugabe von Diethylether nicht gelang, wurde das
ausgefallene Ol in Ethylacetat erhitzt, worauf es als schaumiger Feststoff aus der Losung
ausfiel. Die Analyse des NMR-Spektrums dieses Feststoffs ergab, dass mit hoher
Wahrscheinlichkeit das gewlinschte Produkt entstanden war. Jedoch war auch eine grof3e
Anzahl an Peaks vorhanden, die nicht der Verbindung 4r zugeordnet werden konnten. Das
Nebenprodukt konnte weder identifiziert noch durch Umkristallisation entfernt werden. Um
die Bildung des Nebenprodukts zu verhindern, wurde die Reaktion darauthin bei
verschiedenen Temperaturen durchgefiihrt. Wenn es zu einer Umsetzung kam, entstand
jedoch laut DC-Kontrolle immer ein verunreinigtes Produktgemisch aus zwei Substanzen, so

dass es nicht moglich war, Verbindung 4r zu synthetisieren.
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2.1.9 Synthese eines verkilrzten (,halben*) W84-Derivates

(0] — (0]
CHs CH; CHj,
O N/\k\N/CHB 1-Brompropan - \ / Y ,LJ,/\/CHS
| | Br
O CHs CH, \ CH;  CHs
o o)
1i 8

Abb. 47. Syntheseweg zur Herstellung des halben W84-Derivates 8

Bei der pharmakologischen Testung (Kapitel 4) der hergestellten Substanzen stellte sich
heraus, dass Verbindungen mit einer ,,Naphmethonium®-Teilstruktur, d.h. einem Naphthal-
imidrest mit einer benachbarten Dimethylierung der Propylkette, sehr potente allostere
Modulatoren sind. Bisher fiihrte der einseitige Abbau von W84-Derivaten immer zu einem
drastischen Verlust an allosterer Potenz. Deshalb sollte ein ,,halbes® Naphmethonium-Derivat
hergestellt werden, um zu tberpriifen, ob diese Beobachtungen auch bei hochaffinen und
gleichzeitig positiv kooperativen Verbindungen gemacht werden konnen.

Verbindung 1i wurde in einem zwanzigfachen Uberschuss 1-Brompropan ohne weiteres
Losungsmittel bei 80°C fiir acht Tage geriihrt. Der gebildete Niederschlag wurde abfiltriert,
mit Diethylether zur Entfernung von Brompropanresten gewaschen und im Vakuum

getrocknet. Der weille Feststoff 8 wurde in einer Ausbeute von 71% erhalten.

2.1.10 Synthese eines tertidaren W84-Derivates (tertidres WB64)
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Abb. 48. Syntheseweg zur Herstellung des tertidren W84-Derivates 9
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Die bisquartdre Verbindung WB64 wies bisher die hochste allostere Potenz aller bekannten
W84-Derivate auf. Deshalb sollte von dieser Verbindung das bistertidre Analogon 9, fiir das
eine hohere Wahrscheinlichkeit zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke besteht, hergestellt
werden. Aufgrund der besseren Loslichkeit im wéssrigen Puffermedium sollte die freie Base
dann als Hydrochlorid gefallt werden.

1 Aquivalent N-(3-Brompropyl)-1,8-naphthalimid 37 und 2 Aquivalente N,N’-Dimethyl-1,6-
hexandiamin wurden in Acetonitril unter leichter Warmezufuhr geldst. Der Ansatz wurde
zwel Tage unter Zusatz von K,CO; und einer Spatelspitze KI bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach etwa einem Tag bildete sich ein volumindser Niederschlag, der nach zwei Tagen
abfiltriert wurde. Zur Reinigung wurde das Rohprodukt in Chloroform aufgenommen und zur
Entfernung der Salze mit NaHCOs-Losung gewaschen. Es war auf dem Diinnschicht-
chromatogramm nur noch der Produktfleck sichtbar (Kieselgel, CHCl;/Methanol/NH;
10:1:0.3). Nach der Entfernung des Losungsmittels wurde die freie Base der Verbindung 9 als
gelbes Ol (86%) erhalten, das nach einigen Tagen zu einem wachsartigen Feststoff erstarrte.
AnschlieBend wurde versucht, die Base als Perchlorat zu féllen. Dazu wurde die Verbindung
in wenig Chloroform geldst und es wurde im Uberschuss 70%ige Perchlorsiure zugetropft.
Diese Mischung wurde kurz erhitzt. Aus der kalten Losung fiel bei -20°C eine geringe Menge
feiner Nadeln aus, die sich jedoch bei Raumtemperatur wieder 16sten. Dies war vermutlich auf
den Wassergehalt der Perchlorsdure zuriickzufiihren. Deshalb wurde versucht, die Fallung mit
etherischer Salzsdure durchzufiihren. Die Base wurde in einer CHCl;-Ethanol-Mischung in
der Wirme geldst und es wurde ein etwa zweifacher Uberschuss etherische HCI zugetropft.
Es bildete sich bei 4°C ein Niederschlag, der abfiltriert werden konnte. Die Messung des
NMR-Spektrums musste aus Loslichkeitsgriinden in D,O statt im normalerweise verwendeten
DMSO durchgefiihrt werden.

Uber den geschilderten Reaktionsweg ist es moglich, symmetrische tertiire W84-Derivate
herzustellen. Aufgrund der im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen pharmakologischen Daten
bietet es sich an, auch von Verbindung 4i, die in den lateralen Propylketten auf beiden Seiten
zusitzlich Dimethylgruppen tréagt, die analoge tertidre Verbindung herzustellen. Im Gegensatz
zu WB64 (pa = -0.28) erhoht die positiv kooperative Verbindung 4i (po=0.53) die
Gleichgewichtsbindung von NMS und weist gleichzeitig eine etwas hohere allostere Potenz

auf (Kapitel 4.3, Pharmakologische Testung).
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2.2 Synthese von Agonist/Alloster-Hybridmolekulen

Durch W84-Derivate wird bisher nur das Bindungsverhalten von Antagonisten am M,-
Rezeptor beeinflusst. Wegen der rdumlichen Nidhe der allosteren und der orthosteren
Bindungsstelle sollte der Versuch unternommen werden, einen muscarinischen Agonisten und
einen allosteren Modulator in einem Hybridmolekiil zu vereinen. Fiir Agonisten des
Muscarinrezeptors konnte bisher nur eine Prévalenz, aber keine Selektivitidt fiir die
verschiedenen Subtypen erzielt werden. So besteht durch die Verkniipfung mit einem
subtypselektiven allosteren Modulator die Moglichkeit, den Agonisten gezielt zu einem
bestimmten Subtyp zu dirigieren und somit indirekt Subtypselektivitit entsprechend einem
Rezeptor-Targeting zu erzeugen. Die beiden Molekiilteile sollten durch aliphatische Spacer
verschiedener Kettenldnge verbunden werden. In der pharmakologischen Testung soll
anschlieBend aufgeklirt werden, ob es auf diese Weise moglich ist, gleichzeitig die allostere
und die orthostere Bindungsstelle zu besetzen. Ein dhnliches Konzept wird im Arbeitskreis
Holzgrabe bereits mit der Entwicklung von Hybriden aus dem subtyp-privalenten M,-

Antagonisten AFDX-384 und dem allosteren Modulator W84 verfolgt.”
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Abb. 49. Allgemeine Struktur eines Agonist/Alloster-Hybridmolekils und Strukturformeln der
Muscarinagonisten Oxotremorin und Oxotremorin-M sowie der synthetisierten Oxotremorin-M-
Analoga 45, 46 und 49

Die Synthese der Agonist/Alloster-Hybridmolekiile wurde an der Universitit Mailand im
Arbeitskreis von Prof. Dr. Marco De Amici durchgefiihrt. In dessen Arbeitsgruppe werden

Derivate des Muscarinagonisten Oxotremorin entwickelt. Vor allem am Lactamringsystem
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wurden bisher Strukturvariationen durchgefiihrt. So wurde es beispielsweise durch Isoxazol-,
Isoxazolin- und Isoxazolidinonreste ersetzt, die auf verschiedene Weisen iliber eine Butinkette
mit einem tertidren oder quartéren Stickstoffatom verbunden sind. Es wurden nicht nur hoch
affine Agonisten, sondern auch Oxotremorin-Analoga, die einen analgetischen Effekt
besitzen, aufgefunden.””® Ein Vertreter der analgetisch wirksamen Oxotremorinderivate ist
Verbindung 45. Die Verbindungen weisen allerdings wie alle anderen bisher bekannten
Muscarinagonisten keine Subtypselektivitit auf, die jedoch durch die Verkniipfung mit dem
allosteren Modulator erreicht werden konnte. Die in-vitro-Potenzen an M-, M-, und M3s-
Rezeptoren (pD,-Werte) der zur Synthese der Hybridmolekiile eingesetzten Agonisten 45, 46
und 49 und von Oxotremorin-M sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.”* Verbindung 46 iibertrifft an
M;-Rezeptoren die muscarinische Potenz von Oxotremorin-M, wihrend Verbindung 49 die
geringste Potenz aufweist. Eine gewisse Subtypprivalenz ist fiir die Verbindungen 45 und 46

an Ms-Rezeptoren feststellbar.

pD, pD> rD;
Vas deferens, Hase Meerschweinchen, linker Vorhof  Meerschweinchen, Ileum
Verb (M,-Rezeptor) (M,-Rezeptor) (M;-Rezeptor)
Oxo-M 7.85 7.94 8.40
45 6.82 6.62 8.01
46 8.16 7.94 8.23
49 6.47 6.66 6.37

Tabelle 2. In-vitro-Potenzen (pD,-Werte) von Oxotremorin-M (Oxo-M) und den Verbindungen 45, 46
und 49 an den Muscarinrezeptor-Subtypen M;-Mz

Der alloster wirksame Teil des Hybridmolekiils sollte aus den Verbindungen 2i-C4, 2i-C6
und 2i-C8 bestehen, die sich in der Linge der aliphatischen Kette unterscheiden. Die Linge
dieser Kette konnte entscheidend dafiir sein, ob es mdglich sein wird, allostere und orthostere
Bindungsareale gleichzeitig zu besetzen. Zusétzlich sollte eine Verbindung ohne den
aliphatischen Spacer hergestellt werden.

Durch die Verkniipfung eines allosteren Modulators mit einem Agonisten konnte das Molekiil
in der Lage sein, sich selbst am Rezeptor ,(festzuhalten. Dieses Konzept stellt in
Kombination mit der moglichen Subtypselektivitit einen interessanten Ansatz flir die

Behandlung von Schmerzen oder Morbus Alzheimer dar.
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2.2.1 Synthese der Oxotremorinanaloga®

2.2.1.1 Synthese von 2-(4-Dimethylamino)but-2-inyl)isoxazolidin-3-on®*

O O
CH
N\/\Cl NH(CHz), N\/\T/ 3
\ ! DMF \ ! SH,
45

Abb. 50. Synthesaweg zur Herstellung von 2-(4-Dimethylamino)but-2-inyl)isoxazolidin-3-on 45

Zu einer Losung von 2-(4-Chlor-but-2-inyl)isoxazolidin-3-on in DMF wurde ein kleiner
Uberschuss bei -20°C verfliissigtes Dimethylamin, zugetropft. Die Mischung wurde zwei
Stunden dicht verschlossen bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte
mittels Diinnschichtchromatographie (Kieselgel, CH,Cl,/CH;OH 9:1, Rg 0.40).# Nach
beendeter Reaktion wurde der Ansatz mit wenig Wasser versetzt, mit Salzsdure angesduert
und mit Diethylether extrahiert. Dann wurde mit festem K,COj; alkalisiert und mehrmals mit
Ethylacetat ausgeschiittelt. Die organische Phase wurde getrocknet und das
Losungsmittelgemisch im Vakuum entfernt. Die Reinigung des braunen Rohprodukts erfolgte
mittels Sdulenchromatographie, so dass 2-(4-Dimethylamino)but-2-inyl)isoxazolidin-3-on 45

als gelbes Ol in einer Ausbeute von 63% erhalten wurde.

2.2.1.2 Synthese von 3-[4-(Dimethylamino)but-2-inylJoxy-4,5-dihydro-isoxazol *

CH
o \/\O—SOZ_CHs NH(CHa), o \/\N/ 3
o Toon (1 |

O—N O—N

Abb. 51. Syntheseweg zur Herstellung von 3-[4-(Dimethyl amino)but-2-inyl] oxy-4,5-dihydr o-i soxazol

* Die Edukte zur Synthese der Oxotremorin-Analoga wurden freundlicherweise von Prof. Marco De Amici und
seiner Mitarbeiterin Teresa Disingrini zur Verfiigung gestellt.

* Zur DC-Kontrolle der Synthese der Verbindungen 45-49 wurden die Kieselgelplatten zur Detektion mit einer
basischen KMnQO,4-Losung bespritht und kurz erhitzt, da die Substanzen keine Fluoreszenzloschung unter UV-

Licht bei 254 nm aufweisen.
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3-(4-Hydroxy-2-butinyl)oxy-4,5-dihydro-isoxazolmesylat wurde in Methanol geldst und mit
einem Uberschuss Dimethylamin versetzt. Die Mischung wurde iiber Nacht bei
Raumtemperatur ~ dicht  verschlossen  geriihrt. =~ Nachdem die  Reaktion laut
Diinnschichtchromatographie (Kieselgel, CH,Cl,/CH;0OH 9:1, Rs 0.50) beendet war, wurde
das Losungsmittel entfernt. Der olige Riickstand wurde in Wasser aufgenommen, mit
Salzsdure angesduert und mit Diethylether extrahiert. Anschliefend wurde mit K,CO;
alkalisiert und mehrmals mit CH,Cl, ausgeschiittelt. Die organische Phase wurde nach der
Trocknung entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch gereinigt. 3-[4-
(Dimethylamino)but-2-inylJoxy-4,5-dihydro-isoxazol 46 fiel als gelbes Ol in einer Ausbeute

von 65% an.

2.2.1.3 Synthese von 3-[4-(Dimethylamino)but-2-inylJoxyisoxazol

Hydroxylaminhydrochlorid wurde in Ethanol gelost und mit wéssriger NaOH versetzt. Unter
Riihren wurde eine Losung von Methylpropiolat in Ethanol zugetropft. Der Reaktionsansatz
wurde iiber Nacht geriihrt. Das Ethanol wurde abdestilliert und die verbleibende wéssrige
Losung mit Salzsdure auf pH 2 eingestellt. Die wissrige Phase wurde aufgrund der schlechten
Loslichkeit von 3-Hydroxyisoxazol 47 15 Stunden an einer Soxhlet-Apparatur mit
Diethylether kontinuierlich extrahiert. Nach der Trocknung und der Entfernung des
Losungsmittels wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel,
Petrolether/Ethylacetat 1:1, Ry 0.53), so dass Verbindung 47 als weiller Feststoff in einer

Ausbeute von 41% anfiel.

OH
=" 0—50,-CH, yzZ
NHZOHXHCI 7 //\ 7 0\//
HC=C—C—OCH; —— N /
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CuCl = N~
> Vi o = |
NH(CHy), / CH3;
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Abb. 52. Syntheseweg zur Herstellung von 3-[ 4-(Dimethylamino)but-2-inyl] oxyisoxazol 49

Im zweiten Schritt wurde entsprechend einer Vorschrift von Nilsson’’ zundchst eine

Mischung aus 1.3 Aquivalenten KOH und 0.2 Aquivalenten Tetrabutylammoniumiodid fiir
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30 Minuten in absolutem THF gertihrt. Dann wurde bei 0°C eine Mischung aus 1.1
Aquivalenten Propargylmesylat und 1 Aquivalent 3-Hydroxyisoxazol in THF zugetropft.
Falls sich der Reaktionsansatz verfestigte, wurden nochmals 10 ml THF zugegeben. Es wurde
sechs Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, wobei sich der Reaktionsansatz orange verfarbte.
Als keine weitere Umsetzung mehr zu beobachten war (DC-Kontrolle, Kieselgel,
Petrolether/Ethylacetat 7:3, R¢ 0.65) wurde der Feststoff abfiltriert und mehrmals zur
Extraktion des Zwischenprodukts 48 mit Diethylether gewaschen. Das Lésungsmittel wurde
abdestilliert und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt. Verbindung 48 wurde als
gelbes Ol in einer geringen Ausbeute von 25% (Literatur 93%) erhalten.

SchlieBlich wurde Verbindung 49 durch eine Aminomethylierung (Mannich-Reaktion)
aufgebaut.”’ 1.5 Aquivalente Paraformaldehyd, 0.6 Aquivalente Eisessig und eine katalytische
Menge CuCl wurden in Dioxan gelost bzw. suspendiert. Zu dieser Mischung wurden
Verbindung 48 sowie ein Uberschuss Dimethylamin gegeben. Der Reaktionsansatz wurde
drei Tage dicht verschlossen auf 50°C erhitzt. Wahrend der Reaktion verdndert sich die Farbe
des Ansatzes von blau nach griin. Der Reaktionsverlauf wurde diinnschicht-
chromatographisch verfolgt (Kieselgel, CH,Cl,/CH30H 9:1, R¢ 0.45). Nachdem die Reaktion
beendet war wurde das Losungsmittel entfernt und der Riickstand in Wasser aufgenommen.
Erst wurde die angesduerte Losung mit Diethylether und dann die mit festem K,CO;
alkalisierte Losung mit Dichlormethan extrahiert. Nach der Trocknung und der Entfernung
des Losungsmittels wurde das Rohprodukt mittels Sdulenchromatographie gereinigt. 3-[4-
(Dimethylamino)but-2-inyl]oxyisoxazol 49 wurde als gelb-braunes Ol erhalten. Die Ausbeute

des letzten Reaktionsschritts betrug lediglich 23% (Literatur 96%).
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2.2.2 Synthese der Hybridmolektle
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Abb. 53. allgemeiner Syntheseweg zur Herstellung der Hybridmolekile und Srukturformeln der
eingesetzten Oxotremorinanaloga

Aquimolare Mengen der Verbindungen 2i-C6, 2i-C4 bzw. 2i-C8 und des entsprechenden
Oxotremorin-Analogons wurden in Acetonitril gelost. Unter Zusatz einer Spatelspitze einer
Mischung aus KI/K,CO; 1:1 wurde der Reaktionsansatz zwei bis drei Tage zum Sieden
erhitzt. Die Reaktionskontrolle erfolgte diinnschichtchromatographisch (Kieselgel,
CH;0H/0.2 M NH4NOs-Losung 3:2). Der R=Wert der Verbindungen lag bei 0.4 -0.5.
Problematisch war in vielen Féllen die Aufarbeitung der Reaktionsprodukte, die nach
verschiedenen Methoden erfolgte. In den meisten Fillen war noch nicht umgesetztes Edukt im
Diinnschichtchromatogramm erkennbar, was aber auch bei ldngeren Reaktionszeiten nicht
reagierte. Die Trennung der einfach und zweifach positiv geladenen Verbindungen war nur
durch Umkristallisation moglich, wobei die Verbindungen 50 und 51 zunéchst 6lig anfielen.
Es wurden zahlreiche Versuche zur Auffindung eines geeigneten Ldsungsmittels
unternommen. So wurden u.a. verschiedene Mischungen aus Acetonitril, Diethylether,
Dichlormethan, Ethanol, Ethylacetat und Isopropanol getestet. In den meisten Losungsmitteln
gingen die Produkte jedoch bereits in der Kélte in Losung oder waren im Fall von Ethylacetat

vollig unloslich. Als am besten geeignet erwies sich Isopropanol. Es bildete sich bei 4°C ein
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Niederschlag von halbfester Konsistenz. In DC-Versuchen war erkennbar, dass sich die
Edukte in der iiberstehenden Losung angereichert hatten. Der Uberstand wurde abpipettiert
und falls noch immer Eduktspuren im Niederschlag vorhanden waren, wurde die
Umkristallisation wiederholt. Leider war es auf diesem Weg nicht mdglich, die Verbindungen
50 und 51 zu kristallisieren. Auch die Zugabe apolarer Losungsmittel wie Diethylether fiihrte
stets zur Abscheidung einer zihen Masse. Deshalb wurden die Substanzen als sauberes Ol in
Dichlormethan gelost. Das Losungsmittel wurde dann im Vakuum entfernt und die
Substanzen im Feinvakuum getrocknet, so dass sie als schaumartige, sehr hygroskopische
Feststoffe anfielen.

Da die Reaktionslosungen und die erhaltenen 6ligen Rohprodukte der Verbindungen 50-C4
und 51-C8 sich sehr dunkel verfarbt hatten, wurden diese zuséitzlich mit Aktivkohle entférbt.
Die Losung wurde anschlieBend iiber Cellite filtriert und erneut aus Isopropanol
umkristallisiert. Die Gewinnung der Substanzen als leicht gelbe Feststoffe erfolgte dann auf
die oben beschriebene Weise.

Verbindung 53-C8 war extrem hygroskopisch und verfliissigte sich sofort beim Kontakt mit
Luft und konnte deshalb nicht weiter aufgearbeitet werden. Zur Aufarbeitung der
Verbindungen 53 und 54 wurde die Reaktionslosung auf die Hilfte eingeengt. Es bildete sich
iiber Nacht bei 4°C ein Niederschlag, der abfiltriert und nochmals aus Acetonitril
umkristallisiert wurde. Die erhaltenen hellbraunen Feststoffe wurden mit Diethylether

gewaschen und im Vakuum getrocknet.

2.2.2.1 Diskussion des *H-NMR-Spektrums der Verbindung 52-C6

An dieser Stelle soll stellvertretend fiir alle hergestellten Hybridmolekiile das 'H-NMR-
Spektrum der Verbindung 52-C6 besprochen werden. Die Protonen des Naphthalimidringes
sind als Multiplett bzw. Triplett bei & = 7.90 ppm/8.50 ppm erkennbar. Ebenso erfahren die
beiden Dubletts (J 1.9) der Protonen des Isoxazolringes eine starke Tieffeldverschiebung bis
0 =8.75 ppm bzw. 6.44 ppm. Die Zuordnung dieser beiden Signale erfolgte durch Vergleiche
mit in friiheren Arbeiten des AK De Amici hergestellten Oxotremorin-Analoga,”* die
ebenfalls einen Isoxazolring tragen. Die Signale von H,, Hy, H; und Hj, erscheinen als scharfe
Singuletts, wobei die chemischen Verschiebungen von H, und H, exakt den Werten der
unsymmetrischen W84-Derivate 3 entsprechen und in allen Hybridmolekiilen konstant sind.
Die Signale der Protonen H, und Hj konnten durch Vergleiche der 'H-NMR-Spektren

verschiedener synthetisierter Hybridmolekiile zugeordnet werden. Die chemische
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Verschiebung des Signals der dem positiv geladenen Stickstoffatom benachbarten
Methylengruppe H, ist in allen hergestellten Hybridmolekiilen konstant (& = 4.54 ppm). In
den Féllen, in denen der Heterozyklus iiber eine Etherbriicke mit der Methylengruppe Hy
verbunden ist (52 und 53), dndert sich deren Verschiebung. In diesem Fall betrdgt sie
0 =5.10 ppm. Eine fast identische chemische Verschiebung von etwa 3.4 ppm besitzen die
dem Stickstoffatom benachbarten Protonen H. und H; Sie werden teilweise durch das
Wassersignal tiberlagert. Die Signale der Methylengruppen Hy/Hg> und He/H, fallen trotz des
unsymmetrischen Molekiilautbaus zusammen und sind nicht unterscheidbar. Im Fall von
H4/Hg erscheinen sie stark verbreitert. Der Einfluss der unterschiedlichen lateralen Reste
scheint somit fiir eine Differenzierung der Signale nicht mehr ausreichend zu sein. Der
entschirmende  Effekt der positiv  geladenen  Stickstoffatome  bewirkt eine
Tieffeldverschiebung der Signale der Hexamethylenkette, die mit zunehmender Distanz zum
Stickstoff kleiner wird. Die exakten NMR-Daten aller synthetisierten Hybridmolekiile sind in
den Tabellen 53-56 (Kap. 8.2.25, Experimenteller Teil) aufgefiihrt.

52-C6

N(CHs)2
i
J\ C(CHg),

Haromat. Hp

He/e'
Hes
Ha/ar

T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5
(ppm)

Abb. 54. 'H-NMR Spektrum des Hybridmolekiils 52-C6
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2.2.2.2 Synthese des monoquartaren Hybridmolekuls 54

Verbindung 54 verfiigt iiber keinen aliphatischen Spacer zwischen den beiden Molekiilteilen,
sondern  wurde durch Umsetzung von  N-[3-(N’,N’-Dimethylamino)propyl]-1,8-
naphthalimid 1i mit 3-[4-Chlorbut-2-inyl]oxy-4,5-dihydro-isoxazol erhalten. Da beide Edukte
in Ethylacetat 16slich sind, konnte das Produkt einfach durch Riihren in Ethylacetat gereinigt

werden. Der hellbraune Feststoff wurde dann abfiltriert und getrocknet.

Abb. 55. Syntheseweg zur Herstellung des Hybridmol ekiils 54
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3 Physikochemische Eigenschaften

3.1 Stabilitatsmessungen mittels UV-Spektroskopie

Stabilitidtsuntersuchungen der Leitstruktur W84 und anderer N-substituierter Phthalimide
zeigten, dass der Phthalimidring in gepuffertem Medium in unterschiedlichem AusmaR einer
Hydrolyse zum Phthalsiureamid und weiter zur Phthalsiure unterliegt.**®' Die in Abbildung
56 dargestellte Hydrolysereaktion verlduft iber mehrere Stufen. Da die Reaktion zusitzlich
auf beiden Seiten des Molekiils ablduft, entsteht wéhrend der Hydrolyse ein komplexes

Produktgemisch.

OH OH

o} o (6]

Abb. 56. Hydrolyse eines N-substituierten Phthalimids zur Phthalsure

Aufgrund der Tatsache, dass die pharmakologische Testung der synthetisierten Verbindungen
in Magnesium/Tris-Puffer (pH 7.3) erfolgt, ist es von groBBem Interesse, ob die Substanzen
unter den Testbedingungen eine hinreichende Stabilitdt besitzen. Da die Hydrolyse des
Phthalimidringes mit einer Abnahme der Absorption bei einer Wellenldnge von 300 nm

9091 oollte die Stabilitit der Substanzen iiber einen definierten Zeitraum mit Hilfe

einhergeht,
der  UV-Spektroskopie  untersucht  werden.  Aufgrund des relativ  kleinen
Absorptionskoeffizienten bei der genannten Wellenldnge wurden die Messungen jedoch im
jeweiligen Maximum durchgefiihrt. In friiheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die iiber
die Messungen im Maximum bestimmten Halbwertszeiten in der gleichen Gréfenordnung
liegen, so dass diese Vorgehensweise gerechtfertigt scheint.®

Es wurden Losungen der Substanzen in Magnesium/Tris-Puffer in einer Konzentration von
20 pg/ml hergestellt und UV-spektroskopisch vermessen, so dass zundchst die jeweiligen
Absorptionsmaxima ermittelt werden konnten. Darauthin wurde iiber einen Zeitraum von 24
Stunden jeweils nach 60 Minuten der Absorptionswert im Maximum aufgenommen. Einige
Substanzen zeigten eine exponentielle Abnahme der Absorption, was auf eine Zersetzung der
Verbindungen hindeutet. Nach endlicher Zeit nahm die Absorption in diesen Fillen einen

konstanten Wert an, so dass sich die jeweilige Halbwertszeit t;, berechnen lie. Aufgrund der

oben Dbeschriebenen Komplexitit der Hydrolysereaktion stellen die ermittelten
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Halbwertszeiten jedoch nur grobe Niherungen fiir die Hydrolyseempfindlichkeit der
Verbindungen dar. Die Absorptionsmaxima der Substanzen und die Halbwertszeiten sind in

Tabelle 3 zusammengefasst.

Maxima Messwellen- Halbwertszeit
Verb. [nm] linge [nm] ti2
3a 220, 235, 345 220 6h
3b 225, 345 225 stabil
3f 220, 235, 345 220 stabil
3g 230, 345 230 stabil
3h 235, 345 235 stabil
3j 245, 275, 348, 422 275 7h
3k 245, 275, 445 275 7h
31 220, 275, 335 220 10.5h
3m 220, 275, 355 220 10 h
4c 215, 240, 295 215 3h
4d 220, 300 220 I11h
4i 235, 345 235 stabil
4n 220, 300 220 9.5h
40 220, 300 220 10.5h
4p 220, 300 220 10.5h
Sc 220, 240, 300 220 5h
5d 220, 300 220 12h
Se 225,300 225 I11h
6 225, 345 225 stabil
7 225, 305 225 stabil
8 235, 345 235 stabil
9 235, 345 235 stabil

Tabelle 3. UV-spektroskopische Daten zur Messung der Hydrolyseempfindlichkeit der synthetisierten
W84-Derivate

Es ist zu beobachten, dass besonders die Dimethylierung der lateralen Propylketten eine
wichtige Rolle in Bezug auf die Hydrolysestabilitit der Substanzen spielt. So sind die
Verbindungen 3f, 3g, 4i und 7, bei denen die Propylketten beidseitig durch Dimethylgruppen
substituiert sind, iiber den gesamten Messzeitraum von 24 Stunden stabil. Die Methylgruppen
erschweren wohl durch ihren elektronenliefernden Effekt sowie durch die sterische Hinderung
einen nucleophilen Angriff an der Carbonylgruppe durch Wassermolekiile oder die
Aminkomponente des Puffermediums. FErwartungsgemd wird durch eine einfache

Alkylierung der Propylseitenkette (4d, 4n, 40, 4p, 5d, Se) der nucleophile Angriff an der
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Carbonylgruppe wesentlich weniger erschwert als durch die zweifache Alkylierung, so dass
die Halbwertszeiten dieser Verbindungen im Bereich von neun bis zwdlf Stunden liegen.
Deutlich erhdht wird die Stabilitdt der Verbindungen durch den +I-Effekt der Methylgruppe
am Phthalimidrest, was besonders am Paar 3a/3b sowie an Verbindung 6 erkennbar wird.
AuBlerdem ist zu beobachten, dass die Verbindungen 3b, 3h, 6 und 9, die eine
Naphthalimidstruktur ohne gleichzeitige beidseitige Dimethylierung der Propylkette besitzen,
sich im Vergleich zu den phthalimidsubstituierten Substanzen ebenfalls durch eine sehr hohe
Hydrolysestabilitit auszeichnen. Die Substitution am Naphthalimidring durch eine Nitro- (31,
3m) bzw. eine Aminogruppe (3j, 3k) hat im Vergleich zur unsubstituierten Verbindung 3a
dagegen keinen entscheidenden Einfluss auf die Stabilitdt der Substanzen, da die Hydrolyse
vermutlich hauptséchlich auf der Seite des Phthalimides stattfindet.

Die beiden instabilsten Substanzen der Testreihe sind die trifluormethylsubstituierten
Verbindungen 4¢ und 5c. Durch den starken -I-Effekt der Trifluormethylgruppe wird die
Hydrolyse stark beschleunigt, was besonders ausgeprégt bei der symmetrischen Verbindung
4c¢ erkennbar ist. Die Halbwertszeiten der Substanzen 4c¢ und 5S¢ betragen drei bzw. fiinf
Stunden.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass strukturelle Unterschiede im aromatischen Bereich
sowie die Alkylierung in den lateralen Propylketten entscheidenden Einfluss auf die
Hydrolysestabilitdt der untersuchten Verbindungen besitzen. Es ist festzustellen, dass exakt
diejenigen Strukturmerkmale, die fiir eine hohe allostere Potenz (1,8-Naphthalimidrest) bzw.
fiir die Erzielung positiver Kooperativitit (Dimethylierung der Propylkette) verantwortlich
sind, auf die Hydrolysestabilitit ebenfalls einen positiven Einfluss haben. Es besteht jedoch
keine Korrelation zwischen der Halbwertszeit der Hydrolyse und der biologischen Aktivitét.
Mit anderen Worten, ein kausaler Zusammenhang konnte fiir diese Beobachtung nicht
gefunden werden. Die Hydrolyse wird bei den Substanzen 3b, 3f-3h, 4i und 6-9 sogar nahezu
vOllig unterbunden. Alle Substanzen weisen eine fiir die Durchfiihrung der

Radioligandbindungsstudien ausreichende Stabilitdt auf.
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3.2 Lipophiliebestimmung

3.2.1 Lipophilie von Arzneistoffen

Biologische Systeme bestehen aus wéssrigen Phasen, die durch Lipidmembranen voneinander
getrennt sind. Somit ist leicht nachvollziehbar, dass die Resorption, die Verteilung, der
Transport und damit auch die biologische Wirkung von Arzneistoffen in hohem Maf3e durch
deren Lipophilie beeinflusst wird. Zu polare Substanzen sind nicht in der Lage, die
Lipidbarrieren zu iiberwinden, wédhrend zu lipophile Substanzen in den wissrigen Phasen
schlecht 19slich sind und somit bevorzugt in den Membranen verbleiben. So ist es nur
Arzneistoffen mittlerer Lipophilie moglich, sowohl wéssrige Systeme als auch Lipidphasen
zu durchwandern und in ausreichender Konzentration an den Wirkort zu gelangen.”

Eine Moglichkeit zur Bestimmung der Lipophilie von organischen Verbindungen ist die
Ermittlung der Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten. Octanol simuliert in diesem Fall die
Lipidphase, ein wissriges Puffersystem die biologische wéssrige Phase. Durch UV-
spektroskopische Messungen kann nach mehrstiindigem Schiitteln im beschriebenen
Zweiphasensystem der Ubergang der Verbindungen von der wissrigen in die organische
Phase und somit deren Verteilungskoeffizient beschrieben werden. Der Logarithmus des
Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten ist der logP-Wert einer Substanz, der zur
Charakterisierung der Lipophilie von Arzneistoffen verwendet wird. Substanzen, die an
membrangebundenen Proteinen angreifen oder zentral-nervos wirksam sind, sollten eine
Lipophilie von logP=1.5-2.5 aufweisen, um die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden zu

. 99
konnen.

3.2.2 Bestimmung der logP-Werte

Das Verfahren zur Ermittlung von logP-Werten {iber die Octanol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten ist jedoch sehr zeitaufwindig und wird zudem durch die
Hydrolyseanfilligkeit vieler Verbindungen limitiert. Deswegen sollte im Rahmen dieser
Arbeit zur Simulation von Verteilungsvorgingen und zur indirekten Bestimmung von logP-
Werten die Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) angewendet werden. Es konnte in
zahlreichen Untersuchungen gezeigt werden, dass zwischen dem Kapazitétsfaktor k’ bzw.
log k’, der mittels HPLC auf RP18-Phasen ermittelt wurde, und dem logP-Wert gute

Korrelationen bestehen. '
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Zur Bestimmung der k’-Werte der synthetisierten Verbindungen wurden die Substanzen in
einer Konzentration von 40 pg/ml in Methanol gelost. Zur HPLC-Messung wurde eine RP18-
Sdule als stationdre Phase und eine Mischung aus Methanol/Phosphatpuffer (pH 7.4/DAB 9,
Verhiltnis 70:30) als mobile Phase verwendet. Zur mobilen Phase wurden 0.02% N,N-
Dimethylhexylamin zugesetzt, um ein zu starkes Tailing der Substanzen zu vermeiden. Die
Standardsubstanzen und die Testverbindungen wurden jeweils zwei Mal vermessen. Die
Abweichung der Retentionszeiten beider Lédufe betrug jeweils weniger als 1%. Der

Kapazititsfaktor k’ errechnet sich nach folgender Gleichung:

k’= (Tr-To) / To
T, = Retentionszeit der Substanz

Ty = Totzeit

Zusitzlich zu den Kapazitatsfaktoren der Testsubstanzen wurden die k’-Werte einer Serie
einfach gebauter Standardverbindungen ermittelt. Mit Hilfe ihrer aus der Literatur
entnommenen logP-Werte”' wurde durch lineare Regression eine Kalibriergerade erstellt, die
die Korrelation zwischen den gemessenen log k’-Werten und den bekannten logP-Werten
darstellt (sh. Kap. 8.4, Experimenteller Teil). Uber die zugehdrige Geradengleichung konnten
dann fiir die Testverbindungen ausgehend von den jeweiligen Retentionszeiten die logP-
Werte berechnet werden. Als Standardsubstanzen wurden 2-Phenylethanol, 2-
Phenylethylamin, Benzol, N,N-Dimethylanilin, Chlorbenzol, Toluol, Ethylbenzol, Cumol,
Biphenyl und Anthracen eingesetzt. In dieser Reihe steigt die Lipophilie der Substanzen und
es wird ein relativ groBer Lipophiliebereich von logP = 1.36 - 4.45 abgedeckt. Die ermittelten
k’-, log k’- und logP-Werte der Testsubstanzen sind in Tabelle 4 dargestellt.

Die ermittelten logP-Werte der Testreihe liegen alle innerhalb des Kalibrierbereichs und
zeigen deutlich den Einfluss verschiedener Strukturmerkmale und Substituenten auf die
Lipophilie der Verbindungen. Erwartungsgemdfl geht die Erweiterung des aromatischen
Ringsystems von der Phthalimid- zur Naphthalimidstruktur mit einer Erhéhung der Lipophilie
einher. So weisen bis auf das ,halbe® W84-Derivat 8 alle Verbindungen, die einen
Naphthalimidrest tragen (3a, 3b, 3f-3h, 3j, 31, 3m, 4i, 6) einen logP-Wert von zum Teil
deutlich iiber 2.0 auf. Uber die hochste Lipophilie aller getesteten Substanzen verfiigt
Verbindung 4i (logP = 3.16), die beidseitig Naphthalimidreste trdgt und zusitzlich in beiden
lateralen Propylketten jeweils zweifach methyliert ist. Das 4-aminosubstituierte
Naphthylderivat 3j besitzt eine geringere Lipophilie als die entsprechende Nitroverbindung 31.
Auch die Substitution des Phthalimidringsystems spielt eine entscheidende Rolle. So erhoht



70 PHYSIKOCHEMISCHE EIGENSCHAFTEN

die Methylgruppe in Position 5 des Phthalimidrestes die Lipophilie der Verbindung 3b
deutlich im Vergleich zu Verbindung 3a. Ein dhnlicher Effekt ldsst sich flir das Paar 3f/3g
beobachten. Wie erwartet fiihrt auch die Einfiihrung des Trifluormethylsubstituenten in
Position 5 (4¢, S¢) zu einer weiteren Steigerung der Lipophilie, die im Fall der symmetrischen

Verbindung 4c¢ sogar einige Naphthalimide tibertrifft.

Verb. k' log k' logP
3a 1.87 0.27 2.26
3b 2.92 0.47 2.70
3f 2.47 0.39 2.54
3g 3.44 0.54 2.86
3h 3.69 0.57 2.93
3j 1.73 0.24 2.06
31 2.60 0.42 2.49
3m 2.88 0.46 2.59
4c 2.83 0.45 2.67
4d 0.82 -0.08 1.46
4i 4.68 0.67 3.16
4n 1.44 0.16 2.01
40 2.93 0.47 2.61
4p 4.56 0.66 3.07
5¢ 1.55 0.19 2.08
5d 0.96 -0.02 1.61
Se 1.14 0.06 1.78
6 1.82 0.26 2.24
7 1.89 0.28 2.28
8 0.98 -0.01 1.46

Tabelle 4. Experimentell bestimmte k- und log k'-Werte und daraus berechnete logP-Werte der
Testver bindungen

Nicht zu vernachléssigen ist auch der Einfluss der Substitution der Propylketten und damit die
Abschirmung der positiven Ladung am Stickstoffatom auf die Lipophilie der Testsubstanzen.
Eine doppelte Methylierung der Propylkette erhoht beispielsweise den logP-Wert von 3f im
Vergleich zu 3a um eine halbe Einheit. Wihrend die einfach methylierten Verbindungen 4d,
5d und Se logP-Werte von unter 2.0 aufweisen, bewirkt eine doppelte Methylierung (7) eine
Erhohung des logP-Werts auf 2.28. Die symmetrische Verbindung 4d und die
unsymmetrische Verbindung 5d weisen iiberraschenderweise eine vergleichbare Lipophilie
auf (logP = 1.46 bzw. 1.61). Gut nachvollziehbar ist die Erhohung der Lipophilie mit
zunehmender Grofle des Alkylsubstituenten. So steigt die Lipophilie in der Reihe 4n (Ethyl-),
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40 (Propyl-), 4p (iso-Butylsubstitution) von einem logP-Wert von 2.01 auf einen Wert von
3.07 an. Dies ist auf die zunehmende Abschirmung der positiven Ladung am Stickstoffatom
durch die sterisch anspruchsvollen Alkylgruppen zuriickzufiihren. Der logP-Wert der tertidren
Verbindung 9 war nicht bestimmbar, da die Substanz unter den gewéhlten HPLC-
Bedingungen nicht eluiert werden konnte.

Die Fihigkeit der Verbindungen zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke stellt bei der
Entwicklung zentral wirksamer allosterer Modulatoren ein wichtiges Ziel dar. Deshalb besitzt
die Lipophilie der Testsubstanzen in Bezug auf ihr potentielles therapeutisches Potential einen
hohen Stellenwert. Alle getesteten Verbindungen zeichnen sich durch eine relativ hohe
Lipophilie mit logP-Werten von 1.46 bis 3.16 aus. Dies iiberrascht zundchst, da alle
Substanzen (mit Ausnahme der einfach geladenen Verbindung 8) permanent zweifach positiv
geladen vorliegen. Jedoch wird die positive Ladung bei vielen Verbindungen durch die
benachbarten Alkylsubstituenten sehr effektiv abgeschirmt. AuBerdem scheinen die Molekiile
in der Lage zu sein, eine rdumliche Konformation einzunehmen, bei der die hydrophoben
aromatischen Reste ebenfalls in der Lage sind, die Ladung nach auflen abzuschirmen. Somit
resultiert fiir die Verbindungen eine relativ hohe Lipophilie.

Wie bereits erwihnt, liegt der optimale logP-Wert zum Durchtritt durch die Blut-Hirn-
Schranke im Bereich von 1.5-2.5. Ein grofler Teil der Verbindungen liegt innerhalb dieses
Bereichs, so dass fiir die getesteten allosteren Modulatoren die Uberwindung der Blut-Hirn-
Schranke nicht ausgeschlossen scheint. Ein Hindernis konnten dennoch die permanenten

positiven Ladungen der Verbindungen darstellen.
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3.3 Fluoreszenzmessungen

Allostere Effekte sind im Allgemeinen nur indirekt iiber Dissoziationsexperimente mit
Radioliganden messbar. Im Fall der W&84-Derivate wird die allostere Potenz der
Verbindungen durch die Messung der Dissoziationshemmung des radioaktiv markierten
Antagonisten ["TH]NMS bestimmt (siche Kapitel 4, Pharmakologische Testung). Eine direkte
Messung allosterer Wechselwirkungen von W&84-Derivaten ist momentan nur durch den
Einsatz des tritium-markierten allosteren Modulators DMW84 moglich.

Einen interessanten neuen Ansatz zur direkten Messung allosterer Interaktionen stellt die
Entwicklung stark fluoreszierender allosterer Modulatoren dar, da sich fluoreszenz-
spektroskopische  Analysenverfahren durch hohe Empfindlichkeit und Selektivitét
auszeichnen. Fluoreszierende Verbindungen konnten in Bindungsexperimenten und zur
Verfolgung des ,Rezeptortraffickings® mittels Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie
eingesetzt werden.

Es ist bekannt, dass N-substituierte Naphthalimide stark fluoreszierende Eigenschaften
besitzen. Middleton et al.”’ konnten zeigen, dass eine unterschiedliche Alkylsubstitution am
Imid-Stickstoff kaum Einfluss auf das Fluoreszenzspektrum der Substanzen besitzt. Dagegen
kann die Fluoreszenzintensitit der Verbindungen durch geeignete Substitution der
Naphthalimide mit elektronenliefernden Gruppen (Amine, Sulfide) stark erhoht werden,
wihrend elektronenziehende Substituenten die Intensitit der Fluoreszenz deutlich
herabsetzen.

Aus diesem Grund sollte am W84-Derivat Naphmethonium (3a), welches die hochste
allostere Potenz der pharmakologisch getesteten Verbindungen aufweist, der Naphthal-
imidring in Position 3 bzw. Position 4 mit primdren Aminogruppen substituiert werden (3k
und 3j). Die Synthese dieser Verbindung, ausgehend von den 3-Nitro- bzw. 4-Nitroderivaten
3m und 31, wurde in Kapitel 2.1.6.2 beschrieben.

Von den Verbindungen 3a und 3j-3m wurden jeweils in Magnesium/Tris-Puffer pH 7.3, dem
Puffermedium der pharmakologischen Testung, und in Methanol Anregungs- und

Emissionsspektren aufgenommen.
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0
CH;  CHs R
N [ i,
Q \\/V\/\N/V\N
CH;  CHs _
) X 5 2Br CHj
o)
Methanol Mg/Tris-Puffer, pH 7.3
Verb. | Ry R, | Anregung [nm] Emission [nm] | Anregung [nm] Emission [nm]
3a H H 274 387, 546 345 397, 689
3j NH, H 345 557, 684 345 398, 756
3k H NH; 440 535 440 551
31 |[NO, H 275 312, 548 275 343, 547
3m H NO; 275 316, 549 275 548
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Tabelle 5. Substitutionsmuster sowie Anregungs- und Emissionswellenlangen der Verbindungen 3a
und 3j-3m

Alle fiinf getesteten Verbindungen weisen fluoreszierende Eigenschaften auf. Exemplarisch
fiir die anderen Verbindungen sind an dieser Stelle die Anregungs- und Emissionsspektren der
Verbindungen 3a und 3j, gemessen in Methanol, abgebildet. Die librigen Fluoreszenzspektren

sind in Kapitel 8.5 (Experimenteller Teil) abgebildet.
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Abb. 57. Anregungs- und Emissionsspektren der Verbindungen 3a und 3j, gemessen in Methanol

Es ist deutlich erkennbar, dass durch die Einflihrung der Aminogruppe in Position 4 des
Naphthalimidringes (3j) die Emissionsmaxima eine Verschiebung zu hoheren Wellenldngen
erfahren sowie die Intensitit der Fluoreszenz der Verbindung im Vergleich zur
unsubstituierten Verbindung 3a gesteigert wird. 3j weist Emissionsbanden bei 557 und

684 nm (gemessen in Methanol) auf und besitzt von allen fluoreszenzspektroskopisch
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vermessenen Verbindungen die hochste Fluoreszenzintensitit. Allgemein lagen bei allen
getesteten Verbindungen die Emissionsbanden bei der Messung in Methanol bei etwas
hoheren Wellenlingen als bei der Messung in Mg/Tris-Puffer. Uberraschenderweise scheint
die Aminogruppe in Position 3 des Naphthalimidringes (3Kk) nicht in der Lage zu sein, einen
positiven Einfluss auf die Fluoreszenz der Verbindung auszuiiben. Zwar ist das Maximum des
Anregungsspektrums von 3k in Methanol mit 441 nm im Vergleich zur 4-Nitroverbindung
3m (276 nm) weit bathochrom verschoben, die Maxima der Emissionsspektren liegen bei
beiden Verbindungen jedoch bei vergleichbaren Wellenlingen (535 bzw. 549 nm). Nicht
bestitigt werden konnte die Beobachtung von Middleton, dass mit Nitrogruppen substituierte
Naphthalimide praktisch {iber keine fluoreszierenden Eigenschaften verfiigen. Die
Nitronaphthyl-Verbindungen 31 und 3m weisen in beiden Losungsmittel intensive Banden im
Emissionsspektrum bei 545-550 nm auf.

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass durch die Substitution der lateralen aromatischen
Reste von W84-Derivaten durch 1,8-Naphthalimide stark fluoreszierende Verbindungen
entstehen. Die Fluoreszenz dieser Verbindungen wird durch eine Substitution des
Naphthalimidringes durch Nitrogruppen nicht beeinflusst, wihrend sie durch die Einflihrung
einer Aminogruppe in Position 4 noch deutlich intensiviert werden kann. Da in der
pharmakologischen Testung der Verbindungen festgestellt wurde, dass das 4-
Aminonaphthylderivat 3j zusétzlich auch {iber eine hohe allostere Potenz im niedrigen
nanomolaren Bereich verfiigt (pECso giss = 7.93), bietet sich der Einsatz fluoreszierender W84-
Derivate zur Charakterisierung allosterer Interaktionen in Bindungsstudien oder zur
Verfolgung des ,Rezeptortraffickings® von Muscarinrezeptoren an. Entsprechende
Untersuchungen werden zurzeit im Institut fiir Physiologische Chemie an der Universitét

Bonn durchgefiihrt.
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4 Pharmakologische Testung

Wie bereits ausfiihrlich erldutert wurde, binden allostere Modulatoren an denselben Rezeptor
an einer topographisch anderen Stelle als die klassischen orthosteren Liganden. Dadurch
kommt es zu einer kooperativen, gegenseitigen Beeinflussung des Bindungsverhaltens beider
Liganden. Allostere Interaktionen kdnnen demnach durch zwei KenngroBen - die Affinitét des
allosteren Modulators zur Bindungsstelle am orthoster-besetzten Rezeptor (ECsg giss-Wert)
sowie dessen Einfluss auf die Gleichgewichtsbindung (Kooperativitétsfaktor o) - beschrieben
werden. Die pharmakologische Testung der synthetisierten Verbindungen iiber Dissoziations-
und Gleichgewichtsbindungsexperimente erfolgte in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Klaus

Mohr, Universitdt Bonn.

4.1 Dissoziationsexperimente

Der allostere Effekt der synthetisierten Verbindungen ist nicht direkt messbar. Daher erfolgt
die indirekte Bestimmung der Affinitit der Testsubstanzen iiber deren Fihigkeit, die
Dissoziation des radioaktiv  markierten = muscarinischen  Antagonisten [*H]N-
Methylscopolamin ([*’HJNMS) vom Rezeptor zu verzdgern. Allostere Modulatoren von
M,-Rezeptoren bewirken typischerweise sowohl eine Assoziationshemmung als auch eine
Dissoziationshemmung des orthosteren Liganden. Wéhrend die Assoziation auch durch
kompetitive Antagonisten beeinflusst werden kann, stellt eine Verzogerung der Dissoziation
eine fiir allostere Modulatoren spezifische Verdnderung des Bindungsverhaltens dar. Somit ist
gewihrleistet, dass die in Dissoziationsexperimenten gemessenen Effekte ausschlieBlich {iber
die Besetzung der allosteren Bindungsstelle vermittelt werden.

Die Kinetik der Dissoziation von ["THJNMS vom Rezeptor wurde in Membransuspensionen
aus Herzventrikeln des Hausschweins verfolgt. Dazu wird das Membranhomogenat bei 37°C
fir 30 Minuten in Magnesium/Tris-Puffer (pH 7.3) mit ["HINMS inkubiert. Nach der
Einstellung des Bindungsgleichgewichts wird dann entweder Atropin alleine oder gemeinsam
mit verschiedenen Konzentrationen des allosteren Modulators zugegeben. Aufgrund der
hoheren Affinitit des im Uberschuss eingesetzten Antagonisten Atropin zur orthosteren
Bindungsstelle wird die Dissoziation von PHINMS ausgelost. Die nach bestimmten
Abstinden iiber einen Zeitraum von 120 Minuten entnommenen Proben werden filtriert und
es wird die membrangebundene Radioaktivitit des Radioligand-Rezeptor-Komplexes mit

einem Fliissigkeits-Szintillations-Messgerdt bestimmt. Auf diese Weise kann fiir die
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Dissoziation des Radioliganden, die einer Reaktionskinetik 1. Ordnung folgt, eine
Halbwertszeit t;, ermittelt werden. Diese gibt an, wann die Hilfte des Radioliganden vom
Rezeptor verdrangt wurde. Fiir jede eingesetzte Konzentration des allosteren Modulators
werden so die [’H]NMS-Dissoziationshalbwertszeit und die Dissoziationsgeschwindigkeits-
konstante k.; berechnet. Wird die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante k_; in Prozent des
Kontrollwertes (erhalten durch die alleinige Zugabe von Atropin) gegen den Logarithmus der
Konzentration des allosteren Modulators aufgetragen, erhdlt man eine sigmoide
Konzentrations-Wirkungskurve, die die Dissoziationsverzogerung von ["H]NMS durch den
allosteren Modulator darstellt.

Diejenige Konzentration, bei der die Dissoziation des Radioliganden um die Hélfte reduziert
wird, ist als der ECsg giis-Wert definiert. Der ECsg giss-Wert, der durch den Wendepunkt der
Kurve beschrieben wird, stellt ein MaB fiir die Affinitét des allosteren Modulators zum NMS-

besetzten Rezeptor dar.

4.2 Gleichgewichtsbhindungsexperimente

Uber Gleichgewichtsbindungsexperimente kénnen Informationen iiber die Affinitit des
allosteren Modulators zum freien Rezeptor sowie liber die Kooperativitit zwischen dem
allosteren und dem orthosteren Liganden gewonnen werden. Dazu wird eine konstante
Konzentration des radioaktiv markierten orthosteren Liganden [H]NMS mit steigenden
Konzentrationen des allosteren Modulators inkubiert. Wie in den Dissoziationsexperimenten
wurden die Untersuchungen in Magnesium/Tris-Puffer bei 37°C durchgefiihrt.

Die getesteten Verbindungen bewirken alle sowohl eine Hemmung der Assoziation als auch
eine Verzogerung der Dissoziation von [’H]NMS. Der Einfluss des allosteren Modulators auf
die Gleichgewichtsbindung wird somit durch die Summe beider Effekte bestimmt. Ist die
Dissoziationshemmung grofer als die Hemmung der Assoziation spricht man von positiver
Kooperativitit (o<1, po>0) und es resultiert eine Erhohung der NMS-
Gleichgewichtsbindung. Bei negativer Kooperativitit (a>1, po<0) Tiliberwiegt die
Assoziationshemmung, bei neutraler Kooperativitidt (o= 1, po = 0) erfolgt in der Summe der

Effekte keine Beeinflussung der Gleichgewichtsbindung.
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4.3 Ergebnisse

Bis auf die Verbindungen 3k und 4e wurden alle Substanzen unter den beschriebenen
Versuchsbedingungen pharmakologisch getestet. Die Ergebnisse sind zusammen mit den
Vergleichswerten der in fritheren Arbeiten synthetisierten Verbindungen W84, DMW§4,
WB64,* 0828 und 0S30'” in den Tabellen 6 und 7 aufgefiihrt. Alle Messungen erfolgten in
Magnesium/Tris-Puffer (pH7.3) bei 37°C. Der pKa-Wert beschreibt die Affinitdt zum freien
Rezeptor, der pECsp,qiss-Wert ist ein MaB fiir die Affinitdt zum NMS-besetzten Rezeptor. Der

po-Wert ist der negative dekadische Logarithmus des Kooperativitdtsfaktors o.

Abbildung 58 zeigt den Effekt der Verbindungen 4d, 40 und 7 auf die NMS-
Gleichgewichtsbindung, wéhrend die in Abbildung 59 gezeigten Kurven der Verbindungen
W84, 3a, 4i und 6 exemplarisch fiir alle anderen Verbindungen den Kurvenverlauf fiir die
durchgefiihrten Dissoziationsexperimente darstellen. Die erhaltenen Kurven aus den
Dissoziationsexperimenten der Testreihe besitzen fiir alle getesteten Verbindungen dieselbe
Steilheit, was auf einen einheitlichen Bindungsmodus fiir alle Substanzen schlieen ldsst. Aus
diesem Grund wurde auf die graphische Darstellung der Testergebnisse der iibrigen

Verbindungen verzichtet.
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Abb. 58. Einfluss der allosteren Modulatoren 4d (neg. kooperativ), 40 (neutral kooperativ) und 7 (pos.
kooperativ) auf die NMS-Gleichgewichtsbindung am M,-Rezeptor. Ordinate: spezifische Bindung von
[®H]NMS in Prozent des Kontrollwertes. Abszisse: Logarithmus der Konzentration der jeweiligen
Testverbindung
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Abb. 59. Verzogerung der NMS-Dissoziation vom M,-Rezeptor in Anwesenheit der allosteren
Modulatoren W84, 4c, 6 und 3a. Ordinate: Dissoz ationsgeschwindigkeitskonstante k ; in Prozent des
Kontrollwertes. Abszisse: Logarithmus der Konzentration der jeweiligen Testver bindung
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4d R=H X1=CH3 XZzH
40 R=H Xl = CH2CH2CH3 XZ =H
7 R= CH3 Xl = CH3 X2 = CH3
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W84 Ar; =phth X=H R=H
4c  Ar, =5-CFyphth X=H R =CF,
6 Ar; =5-mephth  X=H R = CHg
3a  Ar;=18-naphth X=CH; R=H

Abb. 59a. Substitutionsmuster der in den Abbildungen 58 und 59 dargestellten Verbindungen; die
Srukturen der aromatischen Imide sind in Tabelle 6 auf der folgenden Seite dargestellt
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H3C\©:

5-mephth

et

5-CF4-phth

RS oAkt e

Verb. Ar'! X! x? Ar’ pKa pa PECso.giss
W84 phth H H phth 6.19 -0.47 5.87
DMW8§4 5-mephth H H 5-mephth 7.08 -0.33 6.77
WB64 1,8-naphth H H 1,8-naphth 8.11 -0.28 7.86
Sc¢ 5-CF3-phth H H phth 6.32 -0.21 6.30
4c 5-CF3-phth H H 5-CFs-phth | 6.37 -0.22 6.35
3a 1,8-naphth CH; H phth 8.29 0.37 8.36
3f 1,8-naphth CH; CH; phth 7.41 0.56 7.73
6 1,8-naphth H H 5-mephth 8.01 -0.22 7.60
3b 1,8-naphth CH; H 5-mephth 7.90 0.32 8.12
3g 1,8-naphth CH; CH; 5-mephth 7.90 0.29 7.85
3h 1,8-naphth CH; H 1,8-naphth 8.07 0.17 8.11
4i 1,8-naphth CH; CH;  1,8-naphth 7.51 0.53 8.07
3j 3-amino-naphth  CHj H phth 8.03 0.12 7.93
31 3-nitro-naphth  CHj3 H phth 7.69 -0.01 7.68
3m 4-nitro-naphth  CHj3 H phth 7.82 0.14 7.77
8 1,8-naphth CH; - - 5.50 -0.02 5.45
9" 1,8-naphth H H 1,8-naphth 7.87 -0.26 7.56

Tabelle 6. Ergebnisse der pharmakol ogischen Testung der Substanzen 3a, 3b, 3f-3h, 3j, 4c, 4i, 5¢, 6, 8
und 9, * dietertidre Verbindung 9 ist das Dichlorid der analogen quartaren Verbindung WB64

Zunichst sollen die in Tabelle 6 dargestellten pharmakologischen Ergebnisse diskutiert

werden.

Wie erwartet besitzen die trifluormethylsubstituierten Verbindungen 4¢ und Sc eine hohere

allostere Potenz als die Leitstruktur W84. Dies ist auf die lipophilen Eigenschaften des

Substituenten und die damit verbundene VergréBerung der lipophilen Kontaktfliche zum

Rezeptor zuriickzufiihren. Uberraschend ist jedoch, dass die Affinitéitswerte der methylierten

Verbindung DMW84 von 4c¢ und Sc nicht erreicht werden. Somit fiihrte der isostere
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Austausch der Methylgruppen durch Trifluormethylgruppen bei gleich bleibender Grof3e des
Substituenten trotz der erhohten Lipophilie des Molekiils nicht zu einer Steigerung der
Wirksamkeit. Von Bender wurde bereits in einer fritheren Arbeit des Arbeitskreises durch die
Einfiihrung von Alkyl- und Halogensubstituenten und die Vergroferung des aromatischen
Systems gezielt die Lipophilie einer Serie von W84-Derivaten erhoht. Dies filihrte zu einem
deutlichen Anstieg der allosteren Wirksamkeit.®®

Durch die Analyse quantitativer Struktur-Wirkungsbeziehungen (QSARs) konnte von Bender
eine parabolische Korrelation zwischen dem Volumen der lateralen aromatischen Reste und
der Affinitit zum NMS-besetzten Rezeptor gefunden werden. Jedoch ging mit einer
Vergroferung des Volumens auch immer eine Erhéhung der Lipophilie einher. Durch die
unerwartet schwache allostere Potenz der lipophilen trifluormethylierten Verbindungen, die in
ithrem Volumen nahezu den methylierten Derivaten entsprechen, wird die beschriebene
Korrelation durchbrochen und kann nicht mehr aufrecht erhalten werden. In Kapitel 5 soll
noch ausfiihrlich auf QSARs von W&4-Derivaten mit unterschiedlichen lateralen
aromatischen Substituenten eingegangen werden.

Es ist auch bemerkenswert, dass kein signifikanter Unterschied zwischen den Affinitdtswerten
der symmetrischen Verbindung 4¢ und der unsymmetrischen Verbindung 5c besteht. Diese
Beobachtung konnte ebenfalls bereits fiir eine Reihe symmetrischer und unsymmetrischer
W84-Derivate mit unterschiedlicher aromatischer Substitution gemacht werden.®

Es ist bekannt, dass die Affinitdit von W84-Derivaten zum M;-Rezeptor von der Art des
Aromaten abhingt und in der Reihenfolge Phthalimid < 5-Methylphthalimid < Naphthalimid
zunimmt.*® AuBerdem konnte durch eine zweifache Methylierung der Propylkette erstmals
positive Kooperativitit erzielt werden.”> Mit dem Ziel, hochaffine und positiv kooperative
Substanzen herzustellen, wurden diese strukturellen Variationen in den Verbindungen 3a, 3b,
3f-3h, 4i und 6 vereint. So konnte durch die Kombination der Naphthalimidstruktur mit einer
benachbarten zweifachen Methylierung der Propylkette (3a) ein pECso-Wert von 8.36 erzielt
werden. Dieser Wert im einstelligen nanomolaren Bereich tibertrifft den Affinititswert der
bisher wirksamsten Verbindung WB64 (pECsy = 7.86) um den Faktor 3 und den
Affinitdtswert des allosteren Modulators Alcuronium um den Faktor 14. Somit stellt die
unsymmetrische Verbindung 3a (Naphmethonium) den potentesten bekannten allosteren
Modulator fiir den NMS-besetzten M,-Rezeptor dar. Zusitzlich weist 3a positive
Kooperativitit auf (po = 0.37), d.h. die NMS-Gleichgewichtsbindung wird durch den

allosteren Modulator deutlich erhoht.
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Es ist erkennbar, dass durch die Einfithrung von Methylgruppen in die lateralen Propylketten
der getesteten Verbindungen positive Kooperativitdt erzielt werden kann. AuBlerdem wird
durch die Methylierung auch die Affinitdt der Substanzen erhoht. Das Ausmal dieses Effektes
ist jedoch vom Ort und dem Grad der Methylierung abhingig. So bewirkt eine beidseitige
Dimethylierung zwar bei den Verbindungen 3f und 4i nochmals einen Anstieg der
Kooperativitit (po = 0.56 bzw. 0.53), die allostere Potenz nimmt im Vergleich zu den
einseitig dimethylierten Verbindungen 3a und 3h dagegen ab. Die hochsten Affinititswerte in
Kombination mit positiver Kooperativitit werden somit von W84-Derivaten erzielt, die
mindestens einen Naphthalimidrest tragen, der mit einer 2,2-Dimethylpropylkette verkniipft
ist. Diese Beobachtungen konnten auch mathematisch durch QSARs bestitigt werden,'®*
worauf in Kapitel 5 ausfiihrlich eingegangen werden wird.

Das am Naphthalimidring in Position 4 aminosubstituierte Naphmethoniumderivat 3j weist
im Vergleich zu 3a eine etwas geringere allostere Potenz auf, die mit pECso = 7.93 aber
dennoch im unteren nanomolaren Bereich liegt. Die Affinititswerte der 4- bzw. 3-
nitrosubstituierten Verbindungen 31 und 3m liegen in einer vergleichbaren Gré3enordnung.
Verbindung 9 ist das Dichlorid eines tertidiren W84-Derivates und liegt mit seiner allosteren
Wirksamkeit (pECso= 7.56) im Bereich der analogen bisquartiren Verbindung WB64
(pECso = 7.86). Es war zu erwarten, dass WB64 und Verbindung 9 eine vergleichbare
allostere Potenz besitzen, weil unter den Bedingungen der pharmakologischen Testung bei pH
7.3 auch das bistertidre Amin 9 zu einem grof3en Teil doppelt protoniert vorliegt.
Interessanterweise besitzt das ,,halbe® Naphmethonium 8 eine gegeniiber W84 nur um den
Faktor 2.6 verringerte allostere Potenz (pECso= 5.45) und weist zusitzlich neutrale
Kooperativitidt auf (po = -0.02). Bei hochaffinen allosteren Modulatoren vom W&84-Typ
scheint ein einseitiger Abbau der Struktur somit einen deutlich geringeren Verlust an
allosterer Wirksamkeit hervorzurufen als dies bei nicht-methylierten Phthalimidderivaten der

Fall ist.”’
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Durch die Variation der lateralen aromatischen Reste von W84-Derivaten ist es moglich, die
Affinitdt zum freien und zum NMS-besetzten Rezeptor zu erhdhen. Eine Erhdhung der
Gleichgewichtsbindung von NMS wurde jedoch erstmals durch die Einfiihrung von
Dimethylgruppen in die lateralen Propylketten erzielt. Deshalb sollte mit der in Tabelle 7
dargestellten Serie von Substanzen der Einfluss verschiedener Alkylsubstituenten auf die

Gleichgewichtsbindung beleuchtet werden

O 0]
R X;  CHg CHz X3
U +|
N/\k\ll\l_[CHZ]G_ /N/#/\N
X,  CHg HiC X4
(0] (6]

2Br
R x! X2 x? X4 pKa po PECso, giss

W84 | H H H H H 6.19 -0.47 5.87
5d H CH; H H H 5.87 -0.33 6.05
0OS30| H CH; CH; H H 6.90 -0.04 6.87
S5e¢ | CH; CH; H H H n.a. -0.06 6.55
4d H CH; H CH; H 6.23 -0.34 6.08
0828 | H CH; CH; CH; CH; | 7.08 -0.21 6.75
7 CH; CH; CH; CH; CH; | 6.73 0.17 6.92
4n H CH,CHj3; H CH,CHj3; H 6.43 -0.35 6.14
40 H CH,CH,CHj; H CH,CH,CHj; H 7.63 -0.04 6.89
4p | H CH.CH(CHs), H CHCH(CHs», H | 705 -028 681

Tabelle 7. Ergebnisse der pharmakologischen Testung der Substanzen 4d, 4n-4p, 5d, 5e und 7,
n.a.= noch keine Daten verfligbar

Die Testverbindungen unterscheiden sich vor allem durch unterschiedliche Alkylsubstituenten
an Position 2 der Propylkette. Eine entweder einseitige oder beidseitige Monomethylierung
(5d bzw. 4d) bewirkt im Vergleich zu W84 nur einen vernachléssigbar geringen Anstieg der
allosteren Potenz und der Kooperativitit, wihrend eine einseitige Dimethylierung (OS 30)
bereits zu neutraler Kooperativitdt fiihrt. Dagegen wird bei Verbindung S5e, die am
aromatischen Ring zusitzlich eine Methylgruppe trdgt, durch dieselbe strukturelle
Modifikation eine deutliche Erhohung der Affinitdt zum NMS-besetzten Rezeptor erreicht
(neutrale Kooperativitit, o =-0.06). In diesem Fall hat also die Kombination

5-Methylphthalimid/Monomethylierung den gleichen fordernden Effekt auf die
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Gleichgewichtsbindung wie die Kombination Phthalimid/Dimethylierung (OS30). Dies
bedeutet, dass die Beeinflussung der Gleichgewichtsbindung nicht nur von der Substitution an
Position 2 der Propylkette abhéingt, sondern immer in Zusammenhang mit dem aromatischen
Substituenten in direkter Nachbarschaft zur alkylierten Propylkette zu betrachten ist.

Die Verbindungen 4n-4p tragen auf beiden Seiten des Molekiils Phthalimidreste. Die
beidseitige Einfiihrung von Ethylgruppen (4n) bewirkt im Vergleich zur Monomethylierung
(4d) keine Zunahme der allosteren Potenz. Dagegen bewirkt eine Propylsubstitution (40)
sowohl eine deutliche Erhohung des pECso-Wertes auf 6.89 als auch einen Anstieg der
Kooperativitit (pa. = -0.04), so dass die Gleichgewichtsbindung praktisch nicht mehr
beeinflusst wird. Derselbe Einfluss auf die Gleichgewichtsbindung, der hier zu neutraler
Kooperativitét fiihrt, kann also sowohl durch eine einseitige Dimethylierung (OS30) als auch
durch eine beidseitige einfache Propylsubstitution (40) erreicht werden. Werden Substituenten
mit noch groBerem Raumbedarf, wie iso-Butylreste in das Molekiil eingefiihrt (4p), bleibt die
Affinitdt zum NMS-besetzten Rezeptor nahezu gleich. Dagegen nimmt die Affinitit zum
freien Rezeptor jedoch deutlich ab und es resultiert wieder negative Kooperativitit
(=-0.28). Die an Position 5 des Phthalimides und beidseitig an den Propylketten
dimethylierte Verbindung 7 ist die einzige Substanz dieser Serie, die positive Kooperativitit
mit NMS aufweist (paw = 0.17). Gleichzeitig stellt sie die Verbindung mit der hochsten
Affinitdt zum NMS-besetzten Rezeptor dar (pECso = 6.92).

Aus den geschilderten Ergebnissen kann man schlieen, dass die Position 2 der lateralen
Propylkette die kritische Stelle in Bezug auf das Kooperativitdtsverhalten der Verbindungen
darstellt. Durch geeignete Substitution mit verschiedenen Alkylresten ldsst sich in
Kombination mit verschiedenen aromatischen Resten negative, neutrale oder positive

Kooperativitit mit NMS erzeugen.
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5 Quantitative Struktur-Wirkungsbeziehungen

Durch quantitative Struktur-Wirkungsbeziehungen (QSARs) werden Zusammenhinge
zwischen chemischen Strukturmerkmalen bzw. physikalischen Eigenschaften und der
biologischen Wirkung von Substanzen mit Hilfe mathematischer Modelle beschrieben. Um
QSARs fiir eine bestimmte Reihe von Substanzen beschreiben zu konnen, sollten alle
Verbindungen aus einer chemisch einheitlichen Serie stammen. Auflerdem miissen sie am
Wirkort einen identischen Bindungs- und Wirkmechanismus aufweisen.'” Alle diese
Voraussetzungen sind fiir die im Folgenden beschriebenen beiden Serien von W84-Derivaten
erfiillt. Durch eine QSAR-Analyse sollte fiir zwei verschiedene Serien von W84-Derivaten
gepriift werden, ob die in den pharmakologischen Testungen ermittelten Affinititen zum
freien und zum NMS-besetzten Rezeptor sowie die Kooperativitdtswerte mit verschiedenen

physikochemischen Eigenschaften der Verbindungen erklért werden konnen.

Serie 1 besteht aus 19 Verbindungen, an denen die lateralen aromatischen Reste und die
Substituenten an diesen Resten systematisch verdndert wurden. Diese Substanzen wurden bis
auf die beiden trifluormethylierten Verbindungen alle von Bender in einer fritheren Arbeit des
Arbeitskreises Holzgrabe hergestellt.*> Die strukturellen Modifikationen wurden sowohl an
symmetrischen als auch an unsymmetrischen W84-Derivaten, die auf einer Seite des
Molekiils immer einen Phthalimidrest tragen, durchgefiihrt. Die Affinitdt der Substanzen zum
NMS-besetzten Rezeptor, die durch den pECsq 4iss-Wert beschrieben wird, liegt im Bereich
von pECsggiss = 5.2 bis 7.9. Somit kann die allostere Potenz der Verbindungen {iber einen
Bereich von fast drei Zehnerpotenzen durch die Art der lateralen Aromaten beeinflusst
werden. Mit Ausnahme der beidseitig mit 1,8-Naphthalimidresten substituierten Verbindung
sind in der Affinitdt zum NMS-besetzten Rezeptor keine erkennbaren Unterschiede zwischen
symmetrischen und unsymmetrischen Verbindungen feststellbar. Alle Verbindungen
reduzieren in unterschiedlichem Ausmal} die Gleichgewichtsbindung von NMS, d.h. sie sind

negativ kooperativ.
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unsymmetrisch symmetrisch
Ar PKa  pe  pECs p@Ka)| pKa  pe  pECs p(aKy)
phth (W84) - - - - 6.19 -0.47 5.87 5.73
pyr 6.25 -0.59 5.79 5.66 5.44 -0.44 5.20 5.00
5-CF;-phth (5c/4¢c) | 6.32 -0.21 6.30 6.12 6.37 -0.22 6.35 6.15
5-mephth 6.73 -0.31 6.49 6.42 7.08 -0.33 6.77 6.75

tert.-butyl-phth 7.25 -0.81 6.51 6.43 7.38 -0.89 6.52 6.49
5,6-difluoro-phth 6.68 -0.37 6.34 6.31 6.47 -0.39 6.13 6.08
5,6-dichloro-phth 7.08 -0.17 6.94 6.90 6.83 -0.29 6.64 6.57

Diels-ald 7.78 -1.21 6.69 6.56 8.12 -1.38 6.40 6.74
1,2-naphth 7.27 -0.47 6.84 6.80 7.62 -0.85 6.69 6.77
1,8-naphth 7.24 -0.20 6.94 7.04 8.11 -0.28 7.86 7.83

Tabelle 8. Pharmakol ogische Daten und Substitutionsmuster der Verbindungen der Serie 1

Fiir die Berechnung der physikochemischen Eigenschaften der Verbindungen der Serie 1
wurden lediglich die variablen lateralen N-Methylimide der jeweiligen Substanzen in Betracht
gezogen (Abb. 60), da sich der aliphatische Bereich der Molekiile nicht voneinander
unterscheidet und damit keinen direkten Einfluss auf das Ergebnis der QSAR-Analyse hat.

Die N-Methylimide wurden mit dem Programm HyperChem™ 5.1 (Hypercube Inc. Waterloo,
Ont. Canada 1997) aufgebaut. Die Geometricoptimierung wurde mit dem in Hyperchem
implementierten MM+ Programm durchgefiihrt. Mit Hilfe von ChemPlus™ wurden dann
jeweils getrennt fiir beide Seiten des Molekiils folgende physikochemischen Eigenschaften
berechnet: die Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten (logP;, logP,) als Mal} fiir die
Lipophilie der Verbindungen, die sterischen Parameter Volumen (Vol;, Vol,) und Oberfléche
(Sur) sowie die Polarisierbarkeit (Pol) und die Refraktivitit (Ref). Die Polarisierbarkeit
bezeichnet die Tendenz eines Molekiils, Ladung innerhalb seiner Elektronenhiille
umzuverteilen. Die Refraktivitit ist ein Mischparameter, der sowohl sterische als auch
elektronische Eigenschaften (Polarisierbarkeit) eines Molekiils beinhaltet.'”® Die QSAR-

Analyse fiir alle Kombinationen der beschriebenen Parameter erfolgte fiir Serie 1 und 2
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mittels einer Kombination aus Variablenselektion und multipler linearer Regression mit Hilfe

des Programms BILIN.'”’

o) o o 0 o
N FsC HsC HsC)sC
= 3 3 ( 3 )3
N—CHj | N—CHj N—CHs N—CHj N—CHj
>
N
o o o o o

phth-im pyr-im 5-CF3-phth-im 5-mephth-im tert.-butyl-phth-im
O o
) o] ] o]
F c “ N—CHj, O
N—CHg N—CHjz O N—CHjs N—CHg
F c. O v,
(0] o (¢] o
5,6-difluoro-phth-im 5,6-dichloro-phth-im diels-ald-im 1,2-napth-im 1,8-naphth-im

Abb. 60. Strukturen der zur Berechnung der physikochemischen Parameter eingesetzten
N-Methylimide

N-Methylimid logP Volumen Oberfliche Polarisier- Refraktivitit
[AY] [A%] barkeit [A%] [AY]
phth-im (W84) 1.46 496.87 326.86 16.69 43.51
pyr-im -0.36 468.20 314.38 15.27 38.45
5-CF;-phth-im 2.35 579.54 374.63 18.25 49.49
5-mephth-im 1.93 549.14 355.44 18.52 48.55
tert.-butyl-phth-im 3.09 681.02 421.81 24.03 62.18
5,6-difluoro-phth-im 1.74 515.32 338.43 16.52 43.94
5,6-dichloro-phth-im 2.50 578.06 368.74 20.54 53.12
Diels-ald-im 2.84 747.84 451.46 29.24 75.89
1,2-naphth-im 247 624.05 387.88 23.96 59.96
1,8-naphth-im 2.47 604.22 372.55 23.96 59.96

Tabelle 9. Berechnete physikochemische Parameter der lateralen N-Methylimide

Die besten Korrelationen zwischen den physikochemischen Parametern und den Affinititen
zum freien (pKA) und zum NMS-besetzten Rezeptor (p(aK,)) sind in Tabelle 10 dargestellt.

Dabei wurde folgende allgemeine Gleichung verwendet:

PBE = Bo+ Bvoii-Xvorl + Bvoiz-Xvorz + Piogp1-Xiogp1 + BrolXpol + Pref XRref

Fiir die Regressionsanalyse wurden nicht fiir alle Gleichungen alle aufgefiihrten physiko-
chemischen Eigenschaften beriicksichtigt, so dass die entsprechenden Korrelations-
koeffizienten B in diesem Fall den Wert null annehmen. pBE stellt den vorhergesagten Wert

des negativen dekadischen Logarithmus des entsprechenden biologischen Effektes dar.
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y =p(eK,)
Vol; Vol, logP, Pol Bvon Bvonz BlugPl Brot Bo R’ S F Qz SPRESS
- - + - - - 0.443 +£0.22 - 5.519+0.51| 0.510 0432 17.696 0378 0.487
- - + + - - 0.327+033  0.0349+ 5.029+1.15| 0.540 0.432 9.372 0335 0.519
0.073
+ - + - 0.000742 - 0.494 +0.39 - 5.850£2.10|1 0.514 0.444 8.449 0.345 0.515
+0.0046
+ - + + -0.0145 + - 0.611+0.27 0.251+0.12 8469+ 1.89( (0.792 0.299 19.131 0.621 0.405
0.0072
+ + + + -0.0150+ 0.00102+ 0.611+0.27 0.251+£0.12 8.250+2.01 0.805 0.301 14.375 0.631 0.414
0.0074 0.0024
y=pKa
Vol; logP;  Pol Ref | Byon Bvon Brogr1 Brol Bo R’ S F Q" seress
+ _ _ _ [0.00693 £ - - - 2.875+1.48| 0.669 0.414 34381 0.600 0.455
0.0025
_ _ + _ - - 0.143 + - 3.970+0.80( 0.792 0.327 65.013 0.734 0.371
0.037
_ + _ _ - 0.535+0.25 - - 5.846+0.57| 0.548 0.483 20.634 0.404 0.555
- + + - - 0.135+0.25 0.121 = - 4.150+0.86( 0.808 0.324 33.808 0.678 0.421
0.055
+ _ + _ -0.00313 - 0.200+0.13 - 4.630+1.62| 0.804 0.328 32.962 0.712 0.398
+0.0067
+ 4 _ _ 10.00536 + 0.166 +0.36 - - 3.456+1.96| 0.687 0414 17.594 0.541 0.502
0.0043
+ + + _ -0.00693 0.270+0.27 0.224+0.12 - 5.792 £1.86| 0.852 0.295 28.594 0.696 0.422
+0.0071
+ + + + -0.00964 0.250+0.24 0.240+£0.11 0.0208+ 5.970+1.70| 0.887 0.267 27.409 0.761 0.388
+0.0070 0.021

Tabelle 10. Ergebnisse der Regressionsanalyse, Darstellung der besten Korrelationen zwischen den
physikochemischen Parametern und der Affinitat zum freien (y = pKa) und zum NMSbesetzten
Rezeptor (y = p(oKa)) der Verbindungen der Serie 1

R? ist der quadrierte multiple Korrelationskoeffizient, s ist die Standardabweichung, F stellt
das Verhéltnis von erkldrter zu nicht-erklarter Varianz dar. Q2 ist der nach dem ,,leave-one-
out“-Verfahren kreuzvalidierte quadrierte multiple Korrelationskoeffizient und sprgss ist die
Standardabweichung des Vorhersagefehlers der Summe der quadrierten Abweichungen. Im
Idealfall sollte Q2 den Wert 1 und spress den Wert 0 annehmen. In der folgenden Diskussion
werden nur Gleichungen mit signifikanten Korrelationskoeffizienten () beriicksichtigt. Bei
nicht-signifikanten Korrelationskoeffizienten nimmt die Standardabweichung einen groferen
Wert an als der Korrelationskoeffizient selbst.

Interessanterweise bestehen fiir die Affinitdt zum freien und zum NMS-besetzten Rezeptor
unterschiedliche Korrelationen mit den berechneten physikochemischen Parametern. So kann
die Affinitit zum freien Rezeptor (pKa) alleine durch die Polarisierbarkeit beschrieben
werden (R* = 0.79, Q* = 0.73). Die Einbeziehung der Lipophilie oder des Volumens eines
lateralen aromatischen Restes fiihrt zwar zu etwas besseren Modellen, jedoch wurden diese

aufgrund des Auftretens nicht-signifikanter Korrelationskoeffizienten nicht beriicksichtigt.
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Dagegen sind die mit der Affinitit zum besetzten Rezeptor (p(oKa)) gefundenen
Korrelationen deutlich schwicher. Das beste Modell (R* = 0.79, Q* = 0.62) konnte bei der
Verwendung des Volumens eines lateralen N-Methylimids, der Lipophilie und der
Polarisierbarkeit erzielt werden. Die Regressionsanalyse wurde auch mit einem parabolischen

108 \vas aber ebenfalls nicht zu besseren Resultaten fiihrte.

Regressionsmodell durchgefiihrt,
Dennoch geben die in dieser QSAR-Studie aufgefundenen unterschiedlichen Korrelationen
einen Hinweis darauf, dass sich die allosteren Bindungsstellen des freien und des orthoster-
besetzten Rezeptor strukturell voneinander unterscheiden und die Substitution mit
verschiedenen aromatischen Resten die Bindung der W&84-Derivate am freien und am

besetzen Rezeptor in unterschiedlichem Ausmal beeinflusst.

In Serie 2 (Tabelle 11) bestanden die lateralen Aromaten der 21 Substanzen entweder aus
einem Phthalimid-, einem 5-Methylphthalimid oder einem 1,8-Naphthalimidrest, wobei durch
den 1,8-Naphthalimidrest die hochste allostere Potenz erzielt wird. Zusétzlich wurden in die
lateralen Propylketten einseitig oder beidseitig Dimethylgruppen eingefiihrt, so dass ebenfalls
symmetrische und unsymmetrische Verbindungen resultierten. Ein Teil dieser Verbindungen
wurde in fritheren Arbeiten von Scharfenstein und Bender synthetisiert.**'"

Es ist erkennbar, dass durch eine zweifache Methylierung an Position 2 der Propylkette die
Affinitdt zum NMS-besetzten Rezeptor im Vergleich zu den nicht-methylierten Verbindungen
erhoht wird. Doch wie bereits in Kapitel 4.3 (Pharmakologische Testung) erwidhnt wurde, ist
das AusmalB dieser Affinititserhbhung stark davon abhéngig, welcher aromatische Rest der
dimethylierten Propylkette benachbart ist. In Serie 1 konnte bereits festgestellt werden, dass
die Affinitdt der Verbindungen in Abhéngigkeit von der Art der lateralen Aromaten in der
Reihenfolge Phthalimid < 5-Methylphthalimid < 1,8-Naphthalimid steigt. Erfolgt die
Einfiihrung der Dimethylgruppen auf der Seite des Aromaten, der die hohere Affinitét
erzeugt, wird positive Kooperativitit erzielt. Falls die 2,2-Dimethylpropyl-Kette dem
aromatischen Imid benachbart ist, das die geringere Affinitdt zum NMS-besetzten Rezeptor
bewirkt, bleibt die Kooperativitit im negativen Bereich oder wird hochstens neutral. Diese
Beobachtungen lassen sich beispielsweise an den Verbindungen WB4i, 3a und OS33
verdeutlichen. WB4i weist negative Kooperativitit auf (po = -0.20). Durch die
Dimethylierung der dem 1,8-Naphthalimid benachbarten Propylkette (3a) wird positive
Kooperativitét erzielt (pa. = 0.37), wihrend die Einfilhrung der Dimethylgruppe auf der Seite
des Phthalimids (OS33) lediglich zu neutraler Kooperativitit fiihrt (pa. = -0.005). Die
Betrachtung der Substanzreihen WB4¢, OS32 und OS27 sowie von 6, 3b und OS35 fiihrt



90 QUANTITATIVE STRUKTUR-WIRKUNGSBEZIEHUNGEN

zum selben Ergebnis. Die hochste allostere Potenz in Verbindung mit positiver Kooperativitit
wird somit bei Verbindungen erzielt, die mindestens einen mit einer 2,2-Dimethylpropylkette

verbundenen 1,8-Naphthalimidrest tragen.

0 0
AP T %G
Ary N*— |CH,|— N N Ary
G%N/\L/\ém ngé \dz\/ >ﬁ
(0] (0]
Ar! x' X2 Ar’ pKa po PECsoaiss  p(0Ky)

W84 phth H H phth 6.19 -047 5.87 5.73
0S30 phth CH; H phth 6.90 -0.04 6.87 6.86
0S28 phth CH; CH; phth 7.08 -0.21 6.75 6.87
WB4c 5-mephth H H phth 6.73 -0.31 6.49 6.42
0S32 5-mephth CH; H phth 726  0.19 7.26 7.45
0827 5-mephth H CH; phth 7.20 -0.13 7.15 7.07
7 5-mephth CH; CH; phth 6.73 0.17 6.92 6.90
WBd4i 1,8-naphth H H phth 724  -0.20 6.94 7.04
3a 1,8-naphth CH; H phth 829 037 8.36 8.66
0S33 1,8-naphth H CH; phth 7.28 -0.005 7.28 7.28
3f 1,8-naphth CHj3; CH; phth 741  0.56 7.73 7.97
DMW8§4 5-mephth H H 5-mephth | 7.08 -0.33 6.77 6.75
0S34 S5-mephth CH; H S5-mephth | 7.41  0.03 7.44 7.44
0S31 S-mephth CH; CHj; 5-mephth | 7.21 0.17 7.33 7.38
6 1,8-naphth H H S5-mephth | 8.01 -0.22 7.60 7.79
3b 1,8-naphth CH; H 5-mephth | 7.90 0.32 8.12 8.23
0835 1,8-naphth  H CH; 5-mephth | 7.48 -0.04 7.44 7.44
3g 1,8-naphth CH; CH; S5-mephth | 790 0.29 7.85 8.19
WB3i 1,8-naphth H H  1,8-naphth | 8.11 -0.28 7.86 7.83
3h 1,8-naphth CH; H 1,8-naphth | 8.07 0.17 8.11 8.24
4i 1,8-naphth CH; CHj; 1,8-naphth | 7.51 0.53 8.07 8.04

Tabelle 11. Pharmakol ogische Daten und Substitutionsmuster der Verbindungen der Serie 2

Zur Quantifizierung dieser beobachteten Struktur-Wirkungsbeziehungen wurden analog zu
Serie 1 fiir alle 21 Substanzen der Serie 2 auch wieder einzeln fiir beide Molekiilhélften die
oben beschriebenen physikochemischen Eigenschaften der lateralen N-Methylimide
berechnet. Um die zusétzliche eventuelle Dimethylierung der Propylketten der Verbindungen
zu berlicksichtigen, wurde in diesem Fall zusitzlich zwei Indikatorvariablen (Met;, Met,)
eingefiihrt, die fiir die nicht-methylierten Strukturen den Wert 0 und fiir die dimethylierten

Strukturen den Wert 1 annehmen.
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Die besten Korrelationen sind in Tabelle 12 aufgefiihrt. Es wurde folgende allgemeine

Gleichung verwendet:

PBE = Bo+ Bvolr-Xvol1 T Bvolz'Xvol2 + PMet1 X Met1 + P Met2 X Met2

Y =pa
Vol; Vol, Met; Met, Bvon Bvorz Buett Bmee2 Bo R’ S F Q! SPRESS
- - + - - - 0432+ - -0.220+0.14| 0.573 0.194 25.574 0.485 0.213
0.180
- - + + - - 0408+ 0.143+ -0.268=+0.14| 0.635 0.184 15.645 0.511 0.213
0.170 0.170
+ - + - 0.00380 + - 0.455 + - -2402+0.81 0.848 0.119 50.213 0.793 0.139
0.0014 0.110
+ + + - 0.00440 £ -0.00130+ 0.466 = - -2.063+0.86| 0.889 0.112 38.765 0.789 0.144
0.0015 0.0015 0.110
+ - + + 0.00367 £ - 0435+ 0.117+ -2365+0.72( 0.889 0.105 45.101 0.815 0.135
0.0012 0.099 0.099
+ + + + 0.00418 £ -0.00107+ 0446+ 0.105+ -2.089+0.77] 0904 0.100 37.940 0.815 0.139
0.0014 0.0014 0.096 0.096

y = p(aKa)
Vol; Vol, Met; Met,| PByon Byon Butett Butetz Bo R’ s F Q  Spress

+ - - - 0.0135 + - - - -0.294 +£3.10( 0.588 0.463 27.130 0.476 0.523
0.0054

+ + - - 0.0121+ 0.00315+ - - -1.145+3.52| 0.613 0.462 14.240 0.449 0.551
0.0061 0.0062

+ - + - 0.0142 + - 0.731 + - -1.111+1.86| 0.863 0.274 57.102 0.816 0.319
0.0032 0.25

+ - + + 0.0143 + - 0.753+ -0.120+ -1.149+1.87| 0.870 0.274 38.277 0.800 0.341
0.0033 0.26 0.26

+ + + - 0.0133+ 0.00185+ 0.715+ - -1.593+2.10( 0.872 0.273 38.680 0.798 0.343
0.0037 0.0037 0.26

+ + + + 0.0136 = 0.00162+ 0.734+ -0.103+ -1.568+2.13 0.878 0.276 28.621 0.775 0.374
0.0038 0.0038 0.27 0.27

y =pKja
Vol;  Vol, Met; Met, Bvou Bvorz Bument Bumeer Bo R’ S F Q’ SPRESS

+ - - - 0.01010 + - - - 1.594+233( 0.590 0.347 27.247 0.479 0.391
0.0041

+ + - - 0.00851 £ 0.00359 + - - 0.625+2.53  0.646 0.331 16411 0.483 0.400
0.0044 0.0044

+ - + - 0.01040 + - 0.277 + - 1.285+221 | 0.659 0.325 17.421 0.533 0.380
0.0038 0.30

+ - + + 0.01070 £ - 0318+ -0.238+ 1.210+2.11 | 0.709 0.309 13.856 0.537 0.390
0.0037 0.29 0.29

+ + + - 0.00895+ 0.00314+ 0.249+ - 0469+241( 0.702 0313 13.344 0.510 0.401
0.0042 0.0042 0.29

+ + + + 0.00940 £+ 0.00268 = 0290+ -0.210+ 0.521+2.33| 0.740 0.301 11.393 0.508 0.414
0.0041 0.0042 0.29 0.29

Tabelle 12. Ergebnisse der Regressionsanalyse, Darstellung der besten Korrelationen zwischen den
physikochemischen Parametern und der Kooperativitat (pe), der Affinitdt zum freien (y = pKa) und
zum NMS-besetzten Rezeptor (y = p(aKa)) der Verbindungen der Serie 1
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Wiederum wurden fiir die Affinitit zum freien und zum NMS-besetzten Rezeptor
unterschiedliche Korrelationen gefunden. Die Affinitit zum NMS-besetzten Rezeptor
(p(aK4a)) und der Einfluss auf die Kooperativitit (pot) lassen sich mit hoher Giite durch das
Volumen des lateralen N-Methylimides in Kombination mit der benachbarten Dimethylierung
der Propylkette beschreiben (R* = 0.86, Q> = 0.82 bzw. R? = 0.85, Q* = 0.79). Dieses
Ergebnis bestitigt die oben beschriebenen Beobachtungen. Somit besitzen die Verbindungen
eine ,,dominante Seite”, durch die eine hohe Affinitidt zum besetzten Rezeptor sowie positive
Kooperativitit erzeugt wird. Die Verwendung weiterer Parameter, wie z.B. des Volumens
oder der Methylierung auf der nicht-dominanten Seite des Molekiils, fiihrt zu keiner besseren
Korrelation in Bezug auf die Affinitit zum NMS-besetzten Rezeptor. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen der Serie 1 wurden fiir die Affinitdit zum freien Rezeptor (pKa) deutlich
schlechtere Korrelationen festgestellt. Es treten keine offensichtlichen Unterschiede bei der
Verwendung beider Volumina, des Volumens und der dazu benachbarten Methylierung oder
bei Kombinationen aus drei oder vier Parametern auf. Somit lasst sich die Affinitdt zum freien
Rezeptor in Serie 2 nicht durch die Kombination verschiedener berechneter physiko-
chemischer Parameter modellieren.

Durch die erhaltenen Ergebnisse konnten die Struktur-Wirkungsbeziehungen in Bezug auf die
Affinitdt zum NMS-besetzten Rezeptor bestéitigt werden. Es wurde deutlich, dass zur
Erzielung von positiver Kooperativitit die Kombination aus einem hochaffinen aromatischen

104 .
Durch eine

Imid in direkter Nachbarschaft zu einer 2,2-Dimethylpropylkette essentiell ist.
Dimethylierung auf der gegeniiberliegenden Seite des Molekiils kann hochstens neutrale

Kooperativitét erzielt werden.

Wie in Kapitel 4 erldutert wurde, kann durch die Einfithrung von Alkylsubstituenten
verschiedener Linge in Position 2 der lateralen Propylketten von W84-Derivaten (Methyl-,
Ethyl-, Propyl-, iso-Butylgruppen) das Kooperativititsverhalten der Verbindungen beeinflusst
werden (po. =-0.47 - 0.17). Daher sollte {iberpriift werden, ob die in den pharmakologischen
Testungen ermittelten Kooperativititswerte der in Tabelle 7 (Seite 82) dargestellten
Verbindungen mit dem Volumen der substituierten Propylketten der Substanzen erklért
werden konnen. Zur Erweiterung des Datensatzes auf 13 Verbindungen wurde die Serie noch
um drei in friiheren Arbeiten®™'® hergestellte W84-Derivate erginzt, die in Position 5 des
Phthalimidringes durch eine Methylgruppe substituiert sind und in den Propylketten entweder
keine oder eine zweifache Methylierung aufweisen. Es wurden fiir die Testverbindungen

getrennt fiir beide Seiten des Molekiils nach der oben beschriebenen Vorgehensweise die
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Volumina der lateralen Propylketten berechnet. Die Methylierung des Phthtalimidringes
wurde durch die Einflihrung einer Indikatorvariablen, die den Wert 0 oder 1 annehmen kann,
beriicksichtigt. Der Einfluss der Alkylsubstitution der Propylketten auf die
Gleichgewichtsbindung konnte weder durch ein lineares noch durch parabolische oder
bilineare Modelle erklirt werden. Der kreuzvalidierte multiple Korrelationskoeffizient Q
nahm fiir die verschiedenen Kombinationen der beschriebenen Parameter Werte von maximal
0.3 an. Um das Kooperativititsverhalten der Verbindungen mit einem aussagekriftigen
Modell beschreiben zu konnen, ist es sinnvoll, weitere in Position 2 der Propylkette
substituierte Verbindungen zu synthetisieren und somit den Datensatz noch zu vergréfern.
Vor allem die Einfilhrung rdumlich anspruchsvoller Substituenten konnte Aufschluss dartiiber
geben, ob das Volumen der Alkylketten zur Erzielung von positiver Kooperativitit einen

bestimmten Wert nicht {iberschreiten sollte und einem ,,cut-off**-Phdnomen unterliegt.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Synthese und Charakterisierung allosterer
Modulatoren muscarinischer Rezeptoren. Allostere Modulatoren binden an einer
topographisch anderen Stelle am Rezeptor als klassische orthostere Liganden (Agonisten,
Antagonisten) und sind so in der Lage, die Dissoziation und die Assoziation orthosterer
Agonisten und Antagonisten zu beeinflussen. Die Beeinflussung des Bindungsverhaltens ist
vom allosteren Modulator selbst, vom betrachteten orthosteren Liganden und vom
Rezeptorsubtyp abhingig. Durch allostere Modulatoren kann die Gleichgewichtsbindung des
Orthosters erhoht (= positive Kooperativitit) oder erniedrigt werden (= negative
Kooperativitit).

Die fiinf bekannten Subtypen des Muscarinrezeptors M;-Ms unterscheiden sich vor allem in
der Aminosduresequenz der in den dulleren Bereichen des Rezeptorproteins vorhandenen
Loops, wihrend sie im Bereich des Rezeptorkanals, wo die orthostere Bindungsstelle
lokalisiert ist, eine sehr hohe Sequenzhomologie aufweisen. Die gemeinsame Bindungsstelle
allosterer Modulatoren des Mj-Rezeptors befindet sich im weniger konservierten
extrazelluldren Bereich des Rezeptors. Somit sind allostere Modulatoren im Gegensatz zu
muscarinischen Agonisten oder Antagonisten, die bisher lediglich Subtypprivalenz
aufweisen, in der Lage, spezifisch an einen der Rezeptorsubtypen zu binden. Dies erdffnet
zahlreiche Moglichkeiten fiir den potentiellen therapeutischen Einsatz allosterer Modulatoren
von Muscarinrezeptoren.  Beispielsweise kann gezielt die Dissoziation eines
subtypprivalenten orthosteren Agonisten oder Antagonisten von einem bestimmten
Rezeptorsubtyp gehemmt werden, so dass fiir diesen orthosteren Liganden indirekt
Subtypselektivitit erzielt wird. Ein allosterer Modulator kann auflerdem in der Lage sein, die
Gleichgewichtsbindung des Orthosters nur an einem Subtyp zu erh6hen, wihrend er sie an
den anderen Subtypen erniedrigt. Durch den beschriebenen Wirkmechanismus und aufgrund
der hohen Therapiesicherheit allosterer Modulatoren erdffnen sie neue Mdoglichkeiten in der
Behandlung von Morbus Alzheimer, Schmerzen oder Organophosphatvergiftungen.

Als Leitstruktur zum Entwurf der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen
diente die Bis(ammonium)alkanverbindung W84. Das Ziel der Arbeit bestand zunéchst darin,
diejenigen Strukturmerkmale, die auf die allostere Potenz und die Gleichgewichtsbindung
positiven Einfluss haben, in neuen symmetrischen und unsymmetrischen Hexamethonio-
Derivaten zu vereinen. Die hochste allostere Potenz konnte bisher durch die beidseitige

Einfilhrung eines 1,8-Naphthalimidrestes erzielt werden. Die doppelte Methylierung der
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Propylkette in Kombination mit der Einfiihrung einer Methylgruppe in den Phthalimidring
filhrte erstmals zu positiver Kooperativitit bei einem Hexamethonio-Derivat. Zur Synthese
der Zielverbindungen wurden aus Griinden der priparativen Zuginglichkeit zwei

verschiedene Wege gewihlt.

Weg A: Weg B:
O 0
N X cn X,
Ar@ o + HzN/\f/\ S — Ar@ /\f/\ NK + Br/\f/\Br
~ X CH, CHs Xz
o X =H, CHg 1 o]
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0 Ly i e
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- Di N,N,N',N'-Tetramethyl-
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o) o . :
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unsymmetrische Verbindungen
3,5,6,7 phth 5-CFz-phth 5-mephth  1,8-naphth

Abb. 61. Darstellung der zur Synthese der Zielverbundungen gewahlten Reaktionswege A und B

Uber Weg A wurden Phthalsiure- bzw. Naphthalsiureanhydridderivate in einer
Kondensationsreaktion mit dem entsprechenden N,N-Dimethylpropan-1,3-diaminderivat, das
in Position 2 eine bzw. zwei Methylgruppen tragen kann, zum jeweiligen
Phthalimidopropylaminderivat 1 umgesetzt. Durch die Reaktion von zwei Aquivalenten des
Amins mit einem Aquivalent 1,6-Dibromhexan wurden dann die symmetrischen W84-
Derivate 4 erhalten. Um die unsymmetrischen W84-Derivate 3, 5, 6 und 7 zu erhalten, musste
zundchst das jeweilige Phthalimidopropylamin einseitig durch 1,6-Dibromhexan ohne
weiteres Losungsmittel alkyliert werden. Im letzten Schritt wurden dquimolare Mengen der
alkylierten Verbindung 2 und eines Phthalimidopropylamins 1 umgesetzt. Uber Weg A war es
moglich, verschiedene laterale aromatische Reste, wie Phthalimide, 5-Methylphthalimide und
1,8-Napththalimide in die Molekiile einzufiihren. AuBerdem konnte die Position 2 der
lateralen Propylketten mit einer Methyl- bzw. Dimethylgruppe substituiert werden. Mit der
Absicht, die Lipophilie der Verbindungen bei gleich bleibendem Volumen zu erhdhen,
erfolgte die Herstellung der zwei 5-Trifluormethylphthalimiderivate 4¢ und 5S¢, in denen die

aromatische Methylgruppe isoster durch eine Trifluormethylgruppe ersetzt wurde.
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Da sich im Laufe der Arbeit die Methylierung an Position 2 der Propylketten als kritische
Position zur Beeinflussung der Gleichgewichtsbindung herausstellte, wurden Verbindungen
hergestellt, die an den Propylketten sowohl unverzweigte als auch verzweigte Alkylgruppen
verschiedener Lénge tragen. Aus diesem Grund wurde Syntheseweg B entwickelt. Zunéchst
wurden in mehreren Stufen, ausgehend von Malonsdurediethylester, einfach und zweifach mit
Ethyl-, Propyl- und iso-Butylgruppen substituierte 1,3-Dibrompropanderivate hergestellt.
Diese wurden dann mit Kaliumphthalimid zu den jeweiligen 3-Brompropyl-
phthalimidderivaten umgesetzt. Zwei Aquivalente dieser 3-Brompropylphthalimide reagierten
mit einem Aquivalent N,N,N’,N’-Tetramethyl-1,6-hexandiamin zu den entsprechenden
symmetrischen W84-Derivaten. Es gelang jedoch auf diesem Weg nur die Synthese an der
Propylkette einfach alkylierter Verbindungen, da bereits im Fall einer zweifachen Ethylierung
aufgrund des Raumbedarfs der Alkylgruppen die Reaktion zu den Endstufen verhindert

wurde.

Einfuhrung verschiedener Alkylierung der Propylkette
lipophiler Substituenten (CH3 CF3) tertiéres Derlvat (Methyl, Ethyl, Propyl i-Butyl)
CH3 |
/\/\ (CHz)e— /\/\
W84
Ersatz des Phthallmldes durch Abbau des Molekiils

Naphthalimide bzw. Aminonaphthalimide

Abb. 62. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich durchgeflhrte strukturelle Variationen an der
Leitstruktur W84

Von einer bisquartiren Hexamethonio-Verbindung, die auf beiden Seiten des Molekiils
1,8-Naphthalimide trdgt und vor Beginn dieser Arbeit das potenteste W84-Derivat darstellte,
wurde das analoge tertidre Derivat 9 hergestellt, fiir das eine hohere Wahrscheinlichkeit
besteht, die Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden.

Da der einseitige Abbau von Hexamethonio-Derivaten, der in fritheren Arbeiten durchgefiihrt
wurde, zu einem starken Wirkungsverlust fiihrte, wurde ein ,halbes” dimethyliertes
Naphthalimidderivat 8 hergestellt. Dadurch sollte tiberpriift werden, ob derselbe Effekt auch
bei Verbindungen mit hoher allosterer Potenz zu beobachten ist.

Ein weiteres Ziel der Arbeit bestand darin, stark fluoreszierende W84-Derivate herzustellen.
Die fluoreszierenden Eigenschaften N-substituierter Naphthalimide konnten zur direkten
Charakterisierung allosterer Interaktionen oder zur Verfolgung des ,,Rezeptor-Traffickings*

mittels Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie genutzt werden. Deshalb wurden in Position 3
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und 4 des Naphthalimidringes des potentesten allosteren Modulators 3a zur Verstarkung der
Fluoreszenz Aminogruppen eingefiihrt (3j, 3k). Die Synthese erfolgte durch Reduktion der
entsprechenden Nitro-Derivate. In fluoreszenzspektroskopischen Messungen konnte gezeigt
werden, dass die Fluoreszenz der Verbindungen durch die Einfithrung einer Aminogruppe in
Position 4 des Naphthalimidringsystems deutlich verstarkt werden kann.

Hexamethonio-Derivate beeinflussen in nennenswertem Mafe bisher nur die Bindung von
Antagonisten am Mj-Rezeptor. Da die allostere und die orthostere Bindungsstelle rdumlich
nahe zusammenliegen, wurde der Versuch unternommen, einen orthosteren Agonisten und
einen allosteren Modulator in einem Molekiil miteinander zu verkniipfen. Es wurden zwolf
Hybridmolekiile aus einem Teil des hochaffinen allosteren Modulators 3a und Derivaten des
Muscarinagonisten Oxotremorin-M, verbunden durch aliphatische Spacer verschiedener
Linge, hergestellt. Dazu wurden die synthetisierten agonistisch wirksamen Oxotremorin-M-
Analoga in Acetonitril mit den Verbindungen 2i-C4, 2i-C6 und 2i-C8 umgesetzt. In
pharmakologischen Testungen soll aufgekldrt werden, ob es moglich ist, mit einem
Agonist/Alloster-Hybridmolekiil gleichzeitig die orthostere und die allostere Bindungsstelle

zu besetzen.

Abb. 63. Strukturen der hergestellten Agonist/Alloster-Hybridmolekiile

Es ist von groflem Interesse zu wissen, ob die synthetisierten Phthalimidderivate unter den
Bedingungen der pharmakologischen Testung, die in einem wissrigen Puffermedium
durchgefiihrt wird, eine hinreichende Stabilitit besitzen. Die Stabilitdtsuntersuchung der
Verbindungen erfolgte UV-spektroskopisch in Magnesium-Tris-Puffer (pH 7.3) iiber einen
Zeitraum von 24 Stunden. Die Substanzen 3b, 3f-3h, 4i und 6-9 waren {iber den gesamten
Messzeitraum stabil, wéhrend bei allen iibrigen Verbindungen eine Hydrolyse der
Phthalimidstruktur und somit eine exponentielle Abnahme der Absorption zu beobachten war.

Die Halbwertszeiten der Zersetzung lagen zwischen drei und zwolf Stunden. Somit wiesen
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alle Verbindungen eine fiir die Durchfiihrung der Radioligandbindungsstudien ausreichende
Stabilitét auf.

Da die Lipophilie von Arzneistoffen ein entscheidender Parameter fiir die Verfiigbarkeit am
Wirkort ist, wurden zusétzlich Lipophiliebestimmungen mittels Hochdruckfliissigkeits-
Chromatographie durchgefiihrt. Mit Hilfe von Korrelationen literaturbekannter logP-Werte
einer Reihe einfach gebauter Standardsubstanzen mit deren logk’-Werten konnten iiber eine
Kalibriergerade die logP-Werte der neu synthetisierten Verbindungen bestimmt werden. Alle
getesteten Verbindungen weisen trotz der permanenten zweifach positiven Ladung eine
tiberraschend hohe Lipophilie mit logP-Werten von 1.46 bis 3.16 auf. Offensichtlich wird die
positive Ladung der Verbindungen durch die benachbarten Alkylsubstituenten sehr effektiv
abgeschirmt. Ebenso trigt die VergrofBerung des aromatischen Ringsystems erwartungsgemal
zur Erhohung der Lipophilie bei. Die logP-Werte der Verbindungen 3a, 3f, 3j, 31, 4n, 5c-Se, 6
und 7 liegen innerhalb des zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke optimalen Bereichs von
1.5-2.5.

Die pharmakologische Testung der synthetisierten Verbindungen erfolgte durch Radioligand-
bindungsstudien an Membransuspensionen der Herzventrikel des Hausschweins. Der allostere
Effekt der Testsubstanzen wurde indirekt iiber die Verzogerung der Dissoziation des
radioaktiv markierten orthosteren Antagonisten ['H]N-Methylscopolamin ([PH]NMS)
bestimmt. Diejenige Konzentration, bei der die Dissoziation des Radioliganden um die Hélfte
reduziert wird, ist als ECsggiss-Wert definiert, der ein Mal fiir die Affinitidt des allosteren
Modulators zum NMS-besetzten Rezeptor darstellt. Uber Gleichgewichtsbindungs-
experimente wurden Informationen tiber die Affinitdt der allosteren Modulatoren zum freien
Rezeptor sowie iiber die Kooperativitit zwischen dem allosteren und dem orthosteren
Liganden gewonnen.

Alle bisquartdren Testverbindungen weisen deutlich hohere Affinititswerte als die
Leitstruktur W84 auf. Die Trifluormethylderivate 4c und Sc verfiigen liberraschenderweise
iiber eine geringere allostere Potenz als die entsprechenden methylsubstituierten
Verbindungen. Somit konnte die Vermutung, dass eine Erhohung der Lipophilie mit einer
Steigerung der allosteren Potenz einhergeht, nicht bestétigt werden. Die 1,8-Naphthalimid-
substituierten Verbindungen mit gleichzeitiger zweifacher Methylierung (Verbindungen 3 und
4i) erwiesen sich als hochaffine und zugleich positiv kooperativ. Die wirksamste Verbindung
dieser Serie ist Verbindung 3a (Naphmethonium), deren Affinitit zum NMS-besetzten
Rezeptor im einstelligen nanomolaren Bereich liegt (pECsyp = 8.36). Somit stellt

Naphmethonium den potentesten in der Literatur bekannten allosteren Modulator des
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M,-Rezeptors dar. Gleichzeitig erh6ht Naphmethonium die Gleichgewichtsbindung von NMS,

d.h. es resultiert positive Kooperativitit (po. = 0.37).
o) CHs
BaN:Y. o
+
/\k\N/\/\/\// ~

3a (Naphmethonium)

Abb. 64. Strukturformel des potentesten synthetisierten allosteren Modulators 3a

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass zur Erhohung der Gleichgewichtsbindung und
fiir eine groBe Affinitdt die Kombination aus dem hochaffinen 1,8-Naphthalimidrest mit einer
2,2-Dimethylpropylkette auf der gleichen Molekiilseite notwendig ist. Die tertiire Verbindung
9 sowie Verbindung 8, die aus einem unilateralen Abbau der Struktur von Naphmethonium
hervorgeht, weisen ebenfalls eine hohe allostere Potenz auf.

Durch die Einfilhrung verschiedener Alkylgruppen in die Propylkette konnte im
Zusammenhang mit der aromatischen Substitution die kritische Stelle im Molekiil zur
Beeinflussung des Kooperativititsverhaltens von W84-Derivaten bestétigt werden. So kann
neutrale Kooperativitit fiir beidseitig mit Phthalimidresten substituierte W84-Derivate sowohl
durch eine einseitige Dimethylierung als auch durch eine Einfiihrung von Propylresten (40)
auf beiden Seiten des Molekiils erzielt werden. Der Einsatz von Alkylgruppen mit hdherem
Raumbedarf (iso-Butylgruppen, 4p) fiihrt zu einer Verminderung der Gleichgewichtsbindung
von NMS.

Mittels QSAR-Analysen wurden die in den pharmakologischen Testungen ermittelten
Affinitdten zum freien und zum NMS-besetzten Rezeptor sowie die Kooperativitdtswerte in
Zusammenhang mit verschiedenen physikochemischen Parametern gebracht. Fiir die Affinitét
zum freien und zum NMS-besetzten Rezeptor wurden unterschiedliche Korrelationen mit den
physikochemischen Eigenschaften gefunden. Dies deutet darauf hin, dass sich die
Bindungsstellen des freien und des besetzten Rezeptors strukturell voneinander unterscheiden.
Die Affinitdt zum NMS-besetzten Rezeptor der Verbindungen der Serie 2 lésst sich durch das
Volumen eines lateralen N-Methylimids in Kombination mit der benachbarten

Dimethylierung der Propylkette mit folgender Gleichung beschreiben:

p(aK4) = 0.0142 (£0.0032) Vol; + 0.731 (£0.25) Met, -1.111+1.86
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Somit wird deutlich, dass die Verbindungen eine in Bezug auf die allostere Potenz dominante
Seite besitzen und dass zur Erzielung von positiver Kooperativitit die Kombination aus einem
hochaffinen aromatischen Imid in direkter Nachbarschaft zu einer 2,2-Alkylpropylkette

essentiell ist.
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7 Summary

The present work deals with the synthesis and characterization of allosteric modulators of
muscarinic receptors. Allosteric modulators bind to a topographically different site than
classical orthosteric ligands and, thus, are capable of influencing both the dissociation and the
association of orthosteric agonists and antagonists. The effect on ligand binding depends on
the type of allosteric modulator, the type of orthosteric ligand and the receptor subtype.
Equilibrium binding of orthosteric ligands can either be increased (= positive cooperativity) or
decreased (= negative cooperativity) by allosteric modulators.

The five known subtypes of muscarinic receptors M;-Ms can be discriminated by the amino
acid sequence of the external loops of the receptor protein. The orthosteric binding pocket is
located deeper in the receptor channel and exhibits a highly conserved structure whereas the
common allosteric site is located in less conserved, extracellular regions. In contrast to
muscarinic agonists or antagonists exhibiting subtype prevalence only, allosteric modulators
are capable of binding selectively to specific subtypes opening numerous possibilities for the
therapeutic use of allosteric modulators of muscarinic receptors. For instance, the dissociation
of a subtype prevalent orthosteric agonist or antagonist from a given receptor subtype can be
inhibited resulting in indirect subtype-selectivity for that orthosteric ligand. An allosteric
modulator can also have the ability to increase equilibrium binding at one subtype only
whereas equlibrium binding at other subtypes is decreased. As a result of the described mode
of action and because of their therapeutic safety, allosteric modulators open new perspectives
for the treatment of Alzheimer’s disease, pain or organophosphate poisoning.

The bis(ammonio)alkane-type compound W84 served as a lead for the compounds
synthesized in this work. The goal of this work was to combine the structural features that
influence allosteric potency and equilibrium binding in new symmetrical and non-
symmetrical hexamethonio-derivatives. The highest allosteric potency was achieved so far by
the introduction of 1,8-naphthalimide moieties on both sides. Double methylation of the
propyl chain in combination with the introduction of a methyl group into the phthalimide ring
system led to positive cooperativity for a hexamethonio-derivative for the first time. Because
of the synthetical accessibilty two different pathways for the synthesis of the target
compounds were developed.

Via pathway A, phthalic- and naphthalic anhydride derivatives were converted in a
condensation reaction with the corresponding N,N-dimethylpropane-1,3-diamines to the

phthalimidopropylamine derivatives 1. Some N,N-dimethylpropane-1,3-diamines were
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substituted by one or two methyl groups, respectively. The symmetrical W84-derivatives 4
were obtained by the conversion of two equivalents of the amine with one equivalent
1,6-dibromohexane. To obtain the non-symmetrical W84-derivatives 3, 5, 6 and 7 the
corresponding phthalimidopropylamines were unilaterally alkylated by 1,6-dibromohexane. In
the last step equimolar amounts of the monoalkylated compound 2 and a
phthalimidopropylamine 1 were connected. Using this pathway it was possible to introduce
different aromatic moieties into the molecules, for example phthalimides, 5-methyl-
phthalimides and 1,8-naphthalimides. Moreover, position 2 of the lateral propylene chains
could be substituted with methyl and dimethyl groups. To elevate the lipophilicity without an
increase in the volume compounds 4c¢ and S¢ were synthesized. The methyl group was
replaced isosterically with a trifluoromethyl group.

During our studies the methylation of position 2 of the propylene chains was identified as
critical position for the influence on equilibrium binding. Therefore, compounds with varying
alkyl substituents of different length in the propylene chains were synthesized. For that reason
reaction pathway B was developed. First, starting from malonic diethyl ester, 1,3-dibromo-
propane derivatives carrying one or two ethyl-, propyl- or iSo-butyl groups, respectively, were
synthesized first. The latter were converted to the corresponding 3-bromopropylphthalimid
derivatives with potassium phthalimide. In the last step two equivalents of the bromopropyl-
phthalimides reacted with one equivalent N,N,N’,N’-tetramethyl-1,6-hexane-diamine to the
symmetrical hexamethonio-derivatives. However, on this pathway only the synthesis of
double alkylated compounds was successful. Due to the sterical requirements of alkyl groups
larger than the diethyl moiety the reaction to the target compounds did not occur.

Prior to this work, a hexamethonio-derivative carrying the 1,8-naphthalimide moiety on both
sides of the molecule was the most potent allosteric modulator. Hence, the analogous tertiary
Wa84-derivative 9 for which the propability to pass the blood-brain-barrier is higher was
synthesized.

In earlier studies the unilateral shortening of W84-derivatives resulted in a strong decrease in
allosteric potency. Thus, a ,.half** dimethylated naphthalimide derivative 8 was synthesized to
verify if the same is true for compounds with high allosteric potency.

A further aim of the work was to synthesize highly fluorescent W84-derivatives. The
fluorescent properties of N-substituted naphthalimides could be utilized for the direct
characterization of allosteric interactions or for the tracing of receptor trafficking by means of
fluorescence correlation spectroscopy. Therefore, to intensify the fluorescence, amino groups

were introduced in positions 3 and 4 of the naphthalimide moiety of the most potent allosteric
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modulator 3a, resulting in compounds 3j and 3k. The synthesis was carried out by reduction
of the corresponding nitro derivatives. In fluorescence measurements it was demonstrated that
the intensity of the fluorescence is increased by the introduction of an amino group in position
4 of the naphthal imide ring system.

Until now, only the binding of antagonists of the M, receptor was influenced by
hexamethonio-derivatives in a noteworthy dimension. Because of the spatial proximity of the
orthosteric to the allosteric binding site it was tried to combine an agonist and an allosteric
modulator in one molecule. Twelve hybride molecules consisting of a part of the highly affin
allosteric modulator 3a and of derivatives of the muscarinic agonist oxotremorine-M,
connected by aliphatic spacers of different chain lengths, were synthesized. For this purpose,
the synthesized oxotremorine-M analogues were converted with compounds 2i-C4, 2i-C6 und
2i-C8. In the subsequent pharmacological evaluation it will be elucidated if it is possible for
an agonist/alloster-hybride molecule to bind simultaneously to the orthosteric and the
allosteric site.

As the pharmacological testing of the target compounds is effected in an aqueous buffer
medium it is of high interest whether the compounds are stable under the course of the testing.
The analysis of the stability of the compounds was carried out by means of UV-spectroscopy
in magnesium/Tris-buffer (pH 7.3) over a period of 24 hours. Compounds 3b, 3f-3h, 4i and 6-
9 were stable over the whole period whereas all other compounds exhibited the hydrolysis of
the phthalimide structure. The half times of the hydrolysis were between three and twelve
hours, indicating sufficient stability for the binding studies.

As the lipophilicity of drugs is an important parameter for their availability at the site of
action the lipophilicity of the compounds was determined by high performance liquid
chromatography. Using the correlation of the logP-values of a series of simple standard
substances with their logk’-values, the logP-values of the synthesized compounds were
determined by regression analysis. Despite their twofold permanent positive charge all tested
compounds exhibit a surprisingly high lipophilicity, resulting in logP-values in the range from
1.46 to 3.16. It seems that if the neighbored alkyl groups are able to shield the charge
effectively. As expected, the enlargement of the aromatic moieties contributes to the increase
in lipophilicity as well. The logP-values of the compounds are found within the logP-range of
1.5 to 2.5 that is required for the passage of the blood-brain barrier.

The pharmacological testing of the compounds was accomplished by radioligand binding
studies in homogenates of porcine heart ventricles. The allosteric effect of the compounds was

determined by measurement of the inhibition of the dissociation of the radioactive marked
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orthosteric antagonist ["H]N-methylscopolamine ("H]NMS). The concentration at which the
dissociation of the radioligand is half-maximally reduced is defined as the ECsq 4iss-value that
serves as a measure for the affinity of the allosteric modulator to the NMS-liganded receptor.
In equilibrium binding studies information about the affinity of the allosteric modulators to
the free receptor and about the cooperativity between the allosteric and the orthosteric ligand
were obtained.

All bisquaternary compounds revealed higher affinitiy values than the lead structure W84.
Surprisingly, the trifluoromethyl-derivatives 4¢ and 5c¢ exhibit a smaller allosteric potency
than the corresponding methylsubstituted compounds. Accordingly, the presumption that an
increase in lipophilicity is associated with an increase in allosteric potency could not be
confirmed. By the simultaneous introduction of an 1,8-naphthalimide moiety and a double
methylation at position 2 of the neighbored propylene chain (compounds 3 and 4i) highly
affin and at the same time positively cooperative compounds could be synthesized. The most
potent compound of that series is compound 3a (naphmethonium) that reveals an affinity to
the NMS-occupied receptor in the low nanomolar range (pECso=8.36). Thus,
naphmethonium represents the most potent allosteric modulator of the M, receptor known in
the literature. At the same time equilibrium binding of NMS is elevated, resulting in positive
cooperativity (po.=0.37). Taking all results together, the highest affinity values in
combination with positive cooperativity were obtained for W84-derivatives carrying at least
one naphthalimide moiety directly connected to a 2,2-dimethylpropyl chain. The synthesized
tertiary compound 9 and compound 8, resulting from an unilateral shortening of
naphmethonium, also showed high allosteric potency.

By the introduction of different alkyl groups in the propylene chains it was possible to verify
the critical position with respect to the cooperative behaviour of W84-derivatives. For
compounds carrying phthalimide moieties on both sides neutral cooperativity can be achieved
by unilateral introduction of a dimethyl group as well as by introduction of a propyl group on
both sides of the molecule (40). The use of alkyl groups with higher spatial requirements
(iso-butyl groups, 4p) resulted in reduced NMS equilibrium binding.

QSAR-studies were performed in order to check whether the pharmacologically determined
affinities to the free and to the NMS-occupied receptor and for the cooperativity values,
respectively, can be explained by physicochemical properties of the compounds. Different
correlations were found for the affinity to the free and to the NMS-liganded receptor,
indicating that the binding sites of the free and of the occupied receptor are structurally

different. The affinity to the NMS-occupied receptor of the compounds of series 2 can be
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described using the volume of one lateral N-methylimide in combination with the

dimethylation of the neighbored propylene chain by the following equation:

p(0K4) = 0.0142 (£0.0032) Vol + 0.731 (£0.25) Met; -1.111+1.86

Summarizing these results it can be concluded that the compounds feature a dominant side
with regard to allosteric potency. To achieve positive cooperativity the combination of an
affinity generating lateral aromatic imide moiety connected to a 2,2-alkylated propylene chain

is essential.
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8 Experimenteller Teil

8.1 Allgemeine Angaben

8.1.1 Gerate

'H-NMR-Spektren: Bruker Kernresonanzspektrometer AV 400 (400.132 MHz)
Bruker Kernresonanzspektrometer AC 250 (250.132 MHz)
Fa. Bruker Biospin GmbH, Rheinstetten, D

Varian Mercury VxWorks Kernresonanzspektrometer (300.062 MHz)
Fa. Varian Inc., Palo Alto, CA, USA
Als interner Standard wurden die Mittelpunkte der Signale der deuterierten Losungsmittel
DMSO-ds (2.50 ppm), CDCl; (7.27 ppm), D,O (4.79 ppm) und CH;OH-ds (3.31 ppm)

verwendet.

PC-NMR-Spektren: Bruker Kernresonanzspektrometer AV 400 (100.613 MHz)
Bruker Kernresonanzspektrometer AC 250 (62.9 MHz)

Als interner Standard wurden die Mittelpunkte der Signale der deuterierten Losungsmittel

DMSO0-ds (39.7 ppm), CDCI; (77.0 ppm) und CH30H-d4 (49.8) ppm verwendet.

Bei der Beschreibung der 'H-NMR-Spektren werden folgende Abkiirzungen verwendet:
s = Singulett, d = Dublett, dd = Dublett vom Dublett, t = Triplett, ¢ = Quartett, qu = Quintett,
sext = sextett, sept = septett, m = Multiplett, br = verbreitertes Signal. Die chemischen

Verschiebungen sind in ppm, die Kopplungskonstanten J in Hz angegeben.

IR-Spektren: Biorad PharmalyzIR FT-IR Spektrometer,
Fa. Biorad, Cambridge, MA, USA
Fliissigkeiten wurden als Film zwischen NaCl-Platten, Feststoffe mit einer Diamant-ATR-

Einheit aufgenommen.

UV-Spektren: Varian Cary 50 Bio UV-VIS Spectrophotometer
Fa. Varian GmbH, Darmstadt, D

Fluoreszenzspektren: Varian Cary Eclipse Fluorescence Spectrometer

Fa. Varian GmbH, Darmstadt, D
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Schmelzpunkte: Sanyo Gallenkamp Schmelzpunktbestimmungsapparatur

Fa. Sanyo Gallenkamp, Loughborough, UK
alle Werte sind unkorrigiert

8.1.2 Chromatographie und Lésungsmittel

Diinnschichtchromatographie: DC-Alufolien Kieselgel 60 F,s4, Fa. Merck (Darmstadt, D)

Sdulenchromatographie: Kieselgel 60, 0.063-0.2 mm (70-230 mesh), Fa. Merck

HPLC: Die HPLC-Messungen wurden an einem Agilent System 1100 LC (Fa. Agilent,
Boblingen, D), bestehend aus einem Vakuumentgaser, einem bindren Pumpensystem, einem
Autosampler, einem Sdulenofen, einem UV/VIS-Diodenarraydetektor und einer LC 3D
ChemStation, ausgestattet mit 3DSoftware (Version 8.04), durchgefiihrt.

Séule: LiChroCART® 125-4 HPLC Cartridge, LiChrospher® 100, RP18e (5um) (Fa. Merck)

Chemikalien und Losungsmittel:

Chemikalien und Losungsmittel wurden von den Firmen VWR International (Darmstadt, D),
Acros Organics (Geel, Belgien), Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D) und Lancaster
(Frankfurt a. M., D) bezogen. Falls erforderlich wurden Diethylether und THF durch
Einpressen von Natrium-Draht, Methanol und Ethanol mit Magnesiumspénen und DMF {iber
Calciumhydrid chemisch getrocknet. Fiir die HPLC-Messungen wurden Methanol
LiChrosolv® (Fa. VWR International) und N,N-Dimethylhexylamin (Fa. Sigma-Aldrich)

eingesetzt.
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8.2 Synthesevorschriften und analytische Daten

8.2.1 Synthese von 4-Trifluormethylphthalsaure’

FsC COOH

COOH
10

5.55 g (0.027 mol) 4-Chlor-3-cyanobenzoltrifluorid und 1.32 g (0.027 mol) Natriumcyanid
werden in 50 ml wasserfreiem DMF zwei Stunden unter Riickfluss erhitzt. Der nach der
Entfernung des Losungsmittels erhaltene Riickstand wird 48 Stunden in einer Mischung aus
30 ml 40%iger Natronlauge und 15 ml Ethanol unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen
schiittelt man die basische Losung drei Mal mit 50 ml Diethylether aus. Danach wird die
wassrige Phase mit Salzsdure angesduert und ebenfalls drei Mal mit 50 ml Diethylether
ausgeschiittelt. Die organische Phase wird im Vakuum abdestilliert. Das braune Rohprodukt
wird aus Benzol unter Zusatz weniger Tropfen Ethanol umkristallisiert. Den resultierenden

hellbraunen Niederschlag filtriert man ab und trocknet ihn im Vakuum.

Molekulargewicht:  234.1 g/mol

Summenformel: CoHsF;04

Schmelzpunkt: 168°C (Lit.: 171°C)

Ausbeute: 3.25 g (52%, Lit.: 58%)

IR [em™]: 682, 850, 1091, 1128, 1261, 1330, 1698, 2891

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): 7.87 (d, J 7.8, 1H), 7.98 (m, 2H)

8.2.2 Synthese von 5-Trifluormethylphthalsdureanhydrid”®

O
F3C

(0]
11

3.24 g (0.014 mol) 4-Trifluormethylphthalsdure 10 werden in 40 ml Acetanhydrid zwei
Stunden unter Riickfluss erhitzt. Der Uberschuss Acetanhydrid wird durch Destillation
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entfernt und der Riickstand wird im Vakuum bei 145°C / 15 mbar destilliert. Man wéscht das
halbfeste Rohprodukt mit einer Mischung aus Diethylether und Petrolether (3:5) und trocknet

die erhaltenen weiflen Kristalle im Vakuum.

Molekulargewicht:  216.1 g/mol

Summenformel: CoH3F;03
Schmelzpunkt: 63°C (Lit.: 62°C)
Ausbeute: 1.22 g (41%, Lit.: 92%)

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): 8.19 (d, 2H, J 1.0), 8.30 (s, 1H)

8.2.3 Synthese von 4-Aminophthalsauredinitril

H,N CN

CN
12

5.19 g (0.03 mol) 4-Nitrophthalsduredinitril werden in 150 ml Ethanol 96% geldst. Der
Reaktionsansatz wird unter Verwendung von Palladium/Kohle-Katalysator (10%) fiir
24 Stunden bei 3.5 atm an der Schiittelapparatur hydriert. Nach beendeter Reaktion filtert man
den Katalysator ab und entfernt das Losungsmittel im Vakuum. Das rot-braune Rohprodukt
kann aus Methanol umkristallisiert werden, ist jedoch fiir die weitere Umsetzung sauber

genug.

Molekulargewicht:  143.2 g/mol

Summenformel: CgH3N3

Schmelzpunkt: 181°C

Ausbeute: 3.48 g (81%)

IR [em™]: 828, 862, 1263, 1348, 1595, 1624, 2211, 3377, 3482

'H-NMR (250 MHz, DMSO): 6.86 (dd, J 2.4, 8.6, 1H), 7.01 (d, J 2.4, 1H),7.63 (d, J 8.6, 1H)
PC-NMR: 97.9, 115.7, 153.3 (alle Cy), 117.1, 117.4, 135.1 (alle CHy), 116.6,

117.7 (beide CN)
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8.2.4 Synthese von Bis(3,4-dicyanophenyl)disulfid”

NC S—S CN

NC CN
13

Es werden 1.43 g (10 mmol) 4-Aminophthalsduredinitril 12 in 20 ml 20%iger Salzsdure unter
leichtem Erwérmen gelost. Die Mischung wird auf eine Temperatur von unter 5°C abgekiihlt.
Dann werden unter heftigem Riihren 10 ml einer 2.5 molaren Natriumnitritldsung in Wasser
zugetropft, so dass die Temperatur 5°C nicht iibersteigt. Das gebildete Diazoniumsalz wird
direkt weiter umgesetzt. Zur Herstellung einer 5 mM Na,S;-Losung werden 0.15 g (5 mmol)
pulverisierter Schwefel zu einer Losung von 1.2 g (5 mmol) NaSx9H,0O in 50 ml Wasser
gegeben. Man riihrt die Mischung bei 80°C bis der Schwefel komplett geldst ist und eine
intensiv gelbe Losung entsteht. Die erkaltete Na,S,-Losung wird dann bei 0-5°C zur Losung
des Diazoniumsalzes zugetropft, wobei sich sofort ein volumindser oranger Niederschlag
bildet. Der Niederschlag wird abfiltriert und getrocknet. AnschlieBend wird das Rohprodukt
mehrere Stunden bei Raumtemperatur in Aceton geriihrt. Man filtriert den unldslichen
Riickstand ab und entfernt das Losungsmittel im Vakuum, so dass man einen gelben Feststoff
erhélt. Dieser wird mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel, CH,Cl,/Aceton 15:1, Re= 0.66)

gereinigt.

Molekulargewicht:  318.4 g/mol

Summenformel: C16HgN4S»

Schmelzpunkt: 105°C (Lit.: 117-119°C)

Ausbeute: 0.13 g (16%, Lit.: 52%)

IR [cm™]: 771, 834, 1484, 1582, 1600, 2232, 3080, 3300

"H-NMR (400 MHz, DMSO-de): 8.05 (d, J 1.8), 8.10 (s), 8.34 (d, J 1.8)
3C-NMR: 113.3,115.5, 115.9, 128.5 ,131.2, 131.3, 134.7, 143.0
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8.2.5 Synthese von 3-Amino-1,8-naphthalsaureanhydrid’’
(3
{ )
(@]

H,N 15

4.86 g (20 mmol) 3-Nitro-1,8-naphthalsdureanhydrid und 0.7 g Palladium-Kohle-
Katalysator (10%) werden in 150 ml DMF gegeben. Man hydriert den Reaktionsansatz iiber
Nacht an der Schiittelapparatur bei 3 atm. Nach beendeter Reaktion wird der Katalysator

abfiltriert. Die resultierende Losung wird auf 400 ml Eiswasser gegossen. Der entstandene

gelbe, volumindse Niederschlag wird abfiltriert und im Vakuum iiber P,Os getrocknet.

Molekulargewicht:  213.2 g/mol

Summenformel: C12H/NO;s

Schmelzpunkt: >300°C (Lit.: >300°C)

Ausbeute: 3.43 g (81%, Lit.: 91%)

IR [em™]: 738,775, 876, 1011, 1280, 1329, 1446, 1575, 1720, 1752, 3372, 3479

'"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 7.35 (d, J 2.0, 1H), 7.64 (t, J 7.7, 1H), 7.95 (d, J 2.0, 1H),
8.06-8.11 (m, 2H)

BC-NMR: 118.6, 119.4, 123.0, 133.8, 148.3 (alle Cy), 112.8, 123.2, 127.3, 127.4,
132.7 (alle CHyy), 161.0, 161.2 (C=0)

8.2.6 Synthese von 3-(N,N-Dimethylamino)-2-methylpropannitril®

ch\N CN
Y

CH;  CHs
16

33.5 g (0.5 mol) Methacrylnitril werden in 100 ml wasserfreiem Methanol gelost. Man leitet
unter Eiskiihlung und Riihren langsam 45 g (1 mol) gasférmiges Dimethylamin in die Losung
ein. Der Ansatz wird vier Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel sowie nicht

umgesetztes Dimethylamin werden im Vakuum abgezogen. Man destilliert den fliissigen
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Riickstand fraktioniert im Vakuum (Edukt 30°C/30 mbar, Produkt 76°C/22 mbar), als
Endprodukt erhélt man eine farblose Fliissigkeit.

Molekulargewicht:  112.2 g/mol

Summenformel: CeH12N>

Siedepunkt: 76°C / 22 mbar

n?’p: 1.4219 (Lit.: 1.4220)
Ausbeute: 47 g (84%, Lit.: 91%)

'H-NMR (250 MHz, CDCl3): 1.28 (d, J 7.0, -CH3), 2.26 (s, N(CHz),), 2.30 (dd, J 6.1, 12.2,
-CH,-), 2.56 (dd, J 8.5, 12.2, -CH,-), 2.73 (m, -CH-)
BC-NMR: 15.8 (-CH3), 24.6 (-CH-), 45.4 (N(CH3),), 62.4 (-CH,-), 122.4 (CN)

8.2.7 Synthese von N,N,2-Trimethylpropan-1,3-diamin

HsC
R

CH;  CHs
17

10 g (0.26 mol) Lithiumaluminiumhydrid werden in 300 ml wasserfreiem Diethylether
suspendiert. Unter Eiskiihlung werden 20.2 g (0.18 mol) der Verbindung 15, geldst in 25 ml
wasserfreiem Diethylether, langsam zugetropft, so dass die Losung schwach siedet. Der
Reaktionsansatz wird vier Stunden bei Raumtemperatur geriihrt; dann hydrolysiert man
vorsichtig mit Eiswasser unter Eiskiihlung. Der Niederschlag wird abfiltriert und die Losung
iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird abdestilliert und der Riickstand im

Vakuum fraktioniert destilliert.

Molekulargewicht:  116.2 g/mol

Summenformel: CsH6N>
Siedepunkt: 58°C /23 mbar
n?’p: 1.4337

Ausbeute: 14.4 g (69%)
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'H-NMR (250 MHz, CDCl3): 0.76 (d, J 7.0, -CH3), 1.59 (m, -CH-), 1.93 (dd, J 6.6, 12.1,
-CH,NH,), 2.07 (s, N(CH3)»), 2.08 (dd, verdeckt, -CH,NH>), 2.46 (dd, J
6.1, 12.5, N(CH;),CH>-), 2.59 (dd, J 5.8, 12.5, N(CH3),CH>-)

BC-NMR: 33.6 (-CH-), 47.1 (-CH,NH,), 65.1 (N(CH3)>CH>-), 45.7 (N(CHj3)2)

8.2.8 Synthese der N-[3-(N',N’-Dimethylamino)propyl]-phthalimide bzw.

-naphthalimide

(0] (0] (0]
HsC FsC
N/\/\N/CHs N/\/\N/CHs N/\/\N/CHs
&g &g L,
0 1la © 1b ° 1c

o) o) o)
CHj o HsC CHj o CHj o
3 3 3
N lil/ N lil/ N lil/
CHg CHg CHy CHs
o 1d o 1e o 1f
o) o) o)
HsC CHs O o O CHj cH
CH NN 3 3
N/\k\N/ 3 N ’il/ N/\k\[ij/
|
CHz  CH, CH, CH; CH,
0 o} e] .
19 1h 1i

] ] ]
O CH3 O CH3 O CH3
CHj CH3 CHg
Y Y Y
L O O LT
0]
H,N 1j

Allgemeine Vorschrift zur Synthese der Verbindungen 1a-1m:

0.02 mol der entsprechenden Phthalsdureanhydrid- bzw. Naphthalsdureanhydridderivate und
0.02 mol des jeweiligen N,N-Dimethylpropan-1,3-diaminderivates werden unter Zusatz einer
katalytischen Menge p-Toluolsulfonsdure in 100 ml Toluol mehrere Stunden am Wasser-
abscheider  unter  Riickfluss  erhitzt. ~ Der  Reaktionsverlauf  wird  mittels
Diinnschichtchromatographie verfolgt (Kieselgel, CH,Cl,/CH3OH 1:1). Nach dem Abkiihlen
der Reaktionslosung wird das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Die weitere

Aufarbeitung erfolgt entweder nach Methode A oder Methode B.
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A) Der olige oder feste Riickstand wird in Dichlormethan gelost und sdulen-

chromatographisch gereinigt (Kieselgel, CH,Cl,/CH3;0H 1:1, R¢= 0.4-0.6).

B) Der feste Riickstand wird aus Ethanol umkristallisiert. Bereits beim Abkiihlen auf
Raumtemperatur entsteht ein Niederschlag, zur Vervollstindigung der Fallung wird auf 4°C
abgekiihlt. Man filtriert den Feststoff ab, wéscht mit kaltem Ethanol und trocknet im Vakuum
tber P»Os.

Verb.| Summenformel | M, | Reaktions- | Methode | Ausbeute | Mp | Beschreibung
[g/mol] | zeit [h] [°C]
1a Ci3H1N>O, 232.3 2 A 85% 39 | weilles Wachs
1b C14HsN,0O, 246.3 3 A 82% Ol gelbes Ol
1c Ci14H;5FsN,O, | 300.3 2 A 70% 54 | weilles Pulver
1d C14HsN,O, 246.3 4 A 64% 62 | weille Kristalle
le Ci5Hy0N>0, 260.3 3 A 75% 52 | weilles Pulver
1f Ci5Hy0N,0, 260.3 7 B 63% 88 | weille Kristalle
1g Ci16H22N,0, 274.4 7 B 43% 91 | weille Kristalle
1h C17H1sN>0O, 282.3 3 A 88% 119 | beiges Pulver
1i C19H2oN,0, 3104 10 B 60% 113 | hellbraunes
Pulver
1j C19H23N30, 3254 B 88% 159 | gelbes Pulver
11 Ci19H21N304 3554 2 B 89% 126 | braunes Pulver
1m Ci1oH21N304 3554 3 B 95% 141 | beiges Pulver
Tabelle 13. Analytische Daten der Verbindungen 1a-1m
.Verb. IR-Daten [cm'l]

la 719, 889, 958, 1026, 1211, 1333, 1367, 1394, 1695, 1787, 2764, 2949

1b 739, 838, 1030, 1099, 1366, 1390, 1439, 1703, 1768, 2764, 2943

lc 694, 750, 864, 1027, 1100, 1126, 1165, 1320, 1699, 2361, 2766, 2943

1d 725,794, 904, 1038, 1321, 1388, 1462, 1710, 1762, 2767, 2819

le 742, 843, 1034, 1295, 1321, 1386, 1434, 1708, 1761, 2765, 2932

1f 709,912, 1040, 1074, 1346, 1379, 1396, 1709, 1767, 2771, 2820, 2970

1g 742, 758, 1042, 1072, 1336, 1377, 1703, 1769, 2770, 2820, 2939

1h 775, 844, 1038, 1057, 1232, 1340, 1587, 1651, 1659, 2762, 2942

1i 780, 843, 923, 1039, 1236, 1330, 1363, 1588, 1662, 1699, 2763, 2960

1j 744,779, 1035, 1306, 1336, 1445, 1620, 1650, 1697, 2776, 3238

11 759, 794, 1043, 1095, 1255, 1324, 1345, 1665, 1709, 2770, 2943, 3047

1m 765, 787, 1039, 1094, 1224, 1254, 1327, 1529, 1659, 1703, 2773, 2967

Tabelle 14. IR-Daten der Verbindungen 1a-1m
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la 1b 1c 1d le 1f
Nimia-CH,- 3.73 3.71 3.63 3.45-3.79 (m) | 3.44-3.75 (m) | 3.58 (s)
(t,J7.2) (t,J7.2) (t,J7.2)
Nimic-CH,CH,- 1.83 1.90 1.72 - - -
(quin, J7.2) | (quin, J7.2) |(quin, J7.2)
-CH-CH; - - - 0.95 (d, J6.3) | 0.92 (d, J6.3) -
Nimia-CH,CH- - - - unter N(CH3), | unter N(CH;), -
C(CHs), - - - - - 0.94 (s)
-CH,-N(CHs), 2.33 2.47 (t,7.6) 2.27 unter N(CH;z), | unter N(CH3), | 2.20 (s)
(t, J7.6) (t, J7.0)
N(CHs), 2.20 (s) 231 (s) 2.10 (s) 2.28 (s) 2.25(s) 231 (s)
Ph-CH, - 2.48 (s) - - 2.48 (s) -
CHaromat 7.71 (m) |7.47 (d,J7.6) 8.07 771 (m) |7.47(d,37.6) |7.72 (m)
7.81 (m) 7.61 (s) (d, J7.6) 7.81 (m) 7.60 (s) |7.82 (m)
7.68(d,J7.6)| 8.20 (m) 7.68 (d, J7.6)

Tabelle 15. *H-NMR-Daten der Verbindungen 1a-1f, 250 MHz, CDCl;, "DMSO

3

(33

£33

1g 1h 1i 1j 11 1m
Nimiac-CH, 3.55(s) 4.22 4.20 (s) 4.20 (s) 4.26 (s) 4.23 (s)
(t,J7.6)
Nimic-CH,CH,- - 1.91 - - - -
(quin, J 7.6)
-CH-CH; - - - - - _
Nimia-CH,CH- - - - - - -
C(CH,). 0.93 (s) - 0.98 (s) 1.01 (s) 1.01 (s) 0.99 (s)
-CH,-N(CH3), | 2.20 (s) 2.43 2.29 (s) 2.36 (s) 2.35(s) 2.32 (s)
(t,J7.6)
N(CHs), 2.32 (s) 2.25(s) 2.34 (s) 2.40 (s) 2.39 (s) 2.36 (s)
Ph-CH; 2.50 (s) - - - - -
CH.omat 7.47 7.73 7.74 (t,37.8) [7.30(d,J2.3)[7.95(t,J7.6) | 7.98 (t, J 8.0)
(d,37.6)| (t,38.0) |8.17(d,J8.2)|7.60(t,J7.6)|8.43(d, J8.4)|8.40(d, J8.0)
7.63 (s) 8.18 8.56(d,J7.3)(7.92(d,J7.8)|8.77 (d, 3 7.3) 8.70 (m)
7.69 (d, 38.3) 8.01(d,J2.3)|9.13(d,J2.3) 8.83 (m)
(d,J7.6) 8.57 8.29(d,J7.3)19.30(d, J2.3)
(d, J7.4)

Tabelle 16. *H-NMR-Daten der Verbindungen 1g-1m, 250 MHz, CDCl3, 400 MHz
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1a 1b 1c’ 1d le 1f
Nimia-CH,- 56.9 56.7 56.5 64.1 64.2 69.3
Nimia-CH,C- 26.6 26.1 25.7 30.3 30.3 38.9
-C-CH3; - - - 16.6 16.5 24.4
-CH,-N(CHz), 36.2 35.9 36.4 42.4 42.4 47.0
N(CH3), 453 44.8 45.1 452 453 48.8
Ph-CH; - 21.9 - - 21.9 -
-CF; - - 125.7 (qu, J 271) - - -
CH.romat 123.1 123.0 119.9 (d, J 3.6) 123.1 123.0 | 1232
133.8 | 123.7 124.1 133.8 | 123.6 | 133.8
134.4 131.6 (d, J 3.6) 134.3
Caromat 132.1 129.4 133.0 132.0 | 1294 | 132.1
132.4 133.8 (qu, J32) 132.4
145.1 135.4 145.0
C=0 168.4 | 168.4 166.8 168.6 | 168.7 | 169.0
168.5 167.0 168.8
Tabelle 17. *C-NMR-Daten der Verbindungen 1a-1f, 63 MHz, CDCl;, ' DMSO
1g 1h 1i 1j 1 Im
Nimia-CHo- 69.3 57.3 70.0 70.0 70.0 70.0
Nimia-CH,C- 38.8 26.1 39.2 39.0 39.1 39.1
C-CH; 24.4 - 24.9 24.9 39.1 39.1
-CH,-N(CHjz), 46.9 38.8 47.6 47.6 48.1 48.1
N(CH3), 48.8 45.4 48.9 48.8 48.8 48.8
Ph-CH; 22.0 - - - - -
CH.romat 123.1 | 1269 | 1269 | 113.8,122.1, | 124.3,128.8, | 123.9, 129.5,
123.7 | 131.1 | 131.2 | 127.2,127.5, | 129.1, 134.5, | 129.9, 129.9,
1343 | 133.8 | 133.6 131.5 135.4 132.5
Caromat 129.4 | 122.7 | 122.8 | 122.4,122.5, | 123.3,124.8, | 123.1, 123.6,
132.4 | 128.1 | 128.0 | 123.6,133.4, | 130.1, 130.9, | 127.1, 129.0
145.1 | 131.5 | 1314 145.3 146.4 149.4
(Car‘NH2) (Car'NO2) (Car'NO2)
C=0 169.1 | 164.1 | 164.8 164.9 163.2 163.20
169.2 165.2 163.8 164.00

Tabelle 18. *C-NMR-Daten der Verbindungen 1g-1m, 63 MHz, CDCl3, " 100 MHz
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8.2.9 Synthese der Zwischenprodukte 2 zur Herstellung
unsymmetrischer W84-Derivate®

o 0
R CH, R PHa R
N/\/\[\j/+/ (CH2)e~p, N/\k\T/(CHZ)G\Br
éHS Br CHz CH; Br
Y o}
2a R=H 2f R=H
2b R=CH; 29 R=CHj
0 0
DRON-N- UtV
+
N/\k\'Tj * —(CHi~p, N/\k\,Tl * —(CHas~—g,
O CHs CHg Br O CHs CHs Br
o} o}
21-C4 n=4 R R 2l Ry{=NO, R,=H
. 1 2 1 2» 2
2i-C6 n=6 2m R; =H, R, =NO,
2i-C8 n-=s8

Allgemeine Vorschrift zur Synthese der Verbindungen 2a-b, 2f-g, 2i, 2l-m, 2i-C4 und 2i-C8:

0.01 mol der jeweiligen Dimethylaminopropylphthalimide bzw. -naphthalimide 1 werden in
einem mindestens zehnfachen Uberschuss 1,6-Dibromhexan (fiir 2i-C4 1,4-Dibrombutan; fiir
2i-C8 1,8-Dibromoctan) mehrere Tage bei Raumtemperatur (2a und 2b) bzw. bei 50°C (alle
iibrigen Verbindungen 2) geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgt diinnschicht-
chromatographisch (CH3;OH/0.2 M NH4NOs-Losung 3:2, Ry 0.7-0.8). Der entstandene
Niederschlag wird nach zwei bis elf Tagen abfiltriert, in 100 ml Diethylether aufgenommen
und zur Entfernung der Dibromalkanreste einige Minuten zum Sieden erhitzt. Man filtriert

erneut ab und trocknet den erhaltenen Feststoff im Vakuum.
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Verb. | Summenformel M, | Reaktions- | Temp. | Ausbeute | Mp Beschreibung
[g/mol] zeit [d] [°C] [°C]
2a CioHgBroN,O, | 476.3 2 rt 89% 219 weilles Pulver
2b Cy0H30BrN,O, | 490.3 2 rt 84% 145 weilles Pulver
2f C21H32BI'2N202 504.3 11 50 54% 175 weilles Pulver
2g C22H34BI'2N202 518.3 11 50 52% 127 weilles Pulver
2i-C6 | CysH34BroN,O, | 5544 11 50 55% 178 weilles Pulver
21 CysH33BrN3O4 | 5294 7 50 54% 165 rotliches Pulver
2m | CysH33BroN3O4 | 5294 6 50 59% 174 | braun-gelbes Pulver
2i-C4 | C3H;3¢0BroN,O, | 526.3 7 50 90% 173 weilles Pulver
2i-C8 | Cp7H3sBroN,O, | 582.4 7 50 34% 141 weilles Pulver
Tabelle 19. Analytische Daten der Verbindungen 2
Verb. IR-Daten [cm'l]
2a 724, 891, 1027, 1359, 1394, 1701, 1765, 2927
2b 738,952, 1029, 1391, 1444, 1698, 1762, 2941
2f 725,915, 1082, 1362, 1384, 1716, 1775, 2946, 3464
2g 746, 935, 1352, 1380, 1709, 1768, 2941, 3439
2i-C6 781, 935, 1085, 1237, 1338, 1659, 1705, 3485
21 789, 1091, 1244, 1324, 1339, 1665, 1706, 2361,
2m 791, 1233, 1340, 1531, 1660, 1708, 2361, 2939
2i-C4 784,910, 1236, 1340, 1378, 1655, 1709, 3364, 3432
2i-C8 781,914, 1238, 1088, 1340, 1587, 1656, 1701, 2925

Tabelle 19a. IR-Daten der Verbindungen 2

2a 2b 2f 2g 2i-Cé6
Nimia-CHa- 3.65(t,J6.1) | 3.65(t,J6.1) 3.76 (s) 3.56 (s) 4.11 (s)
Nimia-CH,CH,- 2.03 (br) 2.03 (br) - - -
C(CH;), - - 1.22 (s) 1.22 (s) 1.24 (s)
-CH,-N" 3.34 (br) 3.34 (br) 3.47 (s) 3.39 (s) 3.46 (s)
N*(CHa), 2.98 (s) 3.01 (s) 3.14 (s) 3.14 (s) 3.16 (s)
N'CH,- 3.23 (br) 3.26 (br) unter H,O 3.19 (br) 3.37 (br)
N'CH,-CH.- 1.62 (br) 1.63 (br) 1.72 (br) 1.73 (br) 1.72 (br)
N'(CH,),-CH,- 1.26 (br) 1.28 (br) 1.28 (br) 1.29 (br) 1.29 (br)
N'(CH,);-CH,- 1.40 (br) 1.41 (br) 1.43 (br) 1.44 (br) 1.43 (br)
N'(CH,)4-CH,- 1.79 1.81 1.83 1.84 1.82
(quin, J 7.4) (quin, J7.4) (quin, J7.4) (quin, J7.4) (quin, J 7.4)
N'(CH,)s-CH,- | 3.52(t,J6.7) | 3.54(t,J6.7) | 3.55(t,J6.7) | 3.47(t,J6.7) | 3.54(t,J6.7)
Ph-CH; - 2.52(s) - unter DMSO -
CHaromat 7.86 (m) 7.66 (d, J7.6) 7.87 (m) 7.66(d,J7.6) | 7.88(t,J7.6)
7.73 (s) 7.73 (s) 8.47 (m)
7.78 (d, 3 7.6) 7.78 (d, J7.6)

Tabelle 20. 'H-NMR-Daten der Verbi ndungen 2a, 2b, 2f, 2g und 2-C6i, 250 MHz, DMSO
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21 2m 2i-C4 2i-C8
Nimia-CH,- 4.13 (s) 4.12 (s) 4.13 (s) 4.12 (s)
C(CH;), 1.26 (s) 1.27 (s) 1.25 (s) 1.24 (s)
-CH,-N* 3.46 (s) 3.45 (s) 3.47 (br) 3.45 (s)
N'(CHs), 3.16 (s) 3.16 (s) 3.17 (s) 3.16 (s)
N'CH,- 3.38 (br) 3.36 (br) 3.41 (br) 3.38 (br)
N*CH,-CH,- 1.73 (br) 1.72 (br) 1.84 (br) 1.71 (br)
N*(CH,),-CH,- 1.30 (br) 1.29 (br) 1.84 (br) 1.29 (br)
N*(CH,);-CH,- 1.44 (br) 1.44 (br) 3.57 (br) 1.29 (br)
N'(CH,),-CH,- 1.83 (quin, J 7.4) 1.83 (quin, J 7.4) - 1.29 (br)
N*(CH,)s-CH,- 3.54(t,J6.7) 3.55(t,J6.7) - 1.29 (br)
N'(CH,)s-CH;- - - - 1.79 (quin, J 7.2)
N'(CH,);-CH,- - - - 3.53(t,J6.7)
CH.romat 8.08 (t, J7.6) 8.12 (t,J8.2) 7.88(t,J7.7) 7.89(t,37.7)
8.68 (d, J7.2) 8.59-8.64 (m) 8.47 (m) 8.49 (m)
8.80 (d, J7.8) 8.73 (d, J 8.8)
8.97 (d, J2.0)
9.51(d, J2.3)
Tabelle 21. *H-NMR-Daten der Verbi ndungen 21, 2m,2i-C4 und 2i-C8, 400 MHz, DMSO
2a 2b 2f 2g 2i-C6
Nimia-CH,- 34.8 34.8 49.3 49.2 493
Nimia-CH2CH)- 21.8 21.8 - - -
C(CH3), - - 25.0 25.0 25.7
-CH,-N" 63.2 63.2 71.1 71.1 71.7
N'(CHz), 50.2 50.2 52.0 52.0 52.1
N'CH,- 60.9 60.9 67.5 67.5 67.7
N'CH,-CH,- 21.7 21.8 22.0 22.0 22.1
N'(CH,),-CH,- 27.2 27.2 27.2 27.2 27.2
N'(CH,);-CH,- 25.0 25.1 25.0 25.0 25.0
N*(CH,)4-CH)- 32.0 32.0 32.0 32.0 32.0
N'(CH,)s-CH,- 35.2 35.2 352 35.2 35.2
Phth-CH; - 21.6 - 21.5 -
Caromat 131.9 129.3 131.9 129.3 122.4
132.3 132.3 127.6
145.6 145.6 131.4
CHaromat 123.3 123.2 123.3 123.3 127.5
134.6 123.7 134.6 123.7 131.1
134.9 134.9 134.5
Cc=0 168.2 168.2 168.9 168.9 164.8
168.3 169.0

Tabelle 22. *C-NMR-Daten der Verbindungen 2a, 2b, 2f, 2g und 2i-C6, 63 MHz, DMSO
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21 2m 2i-C4 2i-C8
Nimia-CH»- 49.6 49.6 49.2 49.2
C(CHj), 25.5 25.5 25.6 25.6
-CH,-N* 71.6 71.5 71.7 71.6
N'(CH3), 52.1 52.1 52.2 52.1
N'CH,- 67.7 67.7 66.6 67.7
N'CH,-CH,- 22.1 22.1 21.2 22.2
N*(CH,),-CH,- 27.2 27.2 31.0 27.6"
N*(CH,)s-CH,- 25.0 25.0 34.2 25.8°
N*(CH,)s-CH»- 31.9 32.0 - 27.9"
N'(CH,)s-CH,- 35.2 352 - 28.4
N*(CH,)s-CH,- - - - 32.3
N*(CH,);-CH,- - - - 35.4

Caromat 123.1, 124.6, 122.9, 123.3, 122.4, 127.6, 122.5, 127.6,
129.8, 131.0, 127.2, 128.6, 131.4 131.5

146.0 149.3

CHaromat 123.0, 129.5, 124.4, 128.9, 127.4, 131.1, 127.4, 131.0,

129.8, 134.2, 129.9, 130.4, 134.5 134.5
136.5 132.0

C=0 163.8, 164.2 163.6, 164.4 164.8 164.8

Tabelle 23. ®*C-NMR-Daten der Verbindungen 2|, 2m,2i-C4 und 2i-C8, 100 MHz, DMSO, *die
Sgnale konnten nicht eindeutig zugeor dnet werden

8.2.10 Synthese der unsymmetrischen W84-Derivate

ZBr

3a-3h /\/\ /\/\3
R =R, =H N ;
3I 3m
O R, =NO, O R;=H
R2 =H R2 = N02
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0 0 o)
F3C\<j5é d o ﬁj (j:lé P i:[j

N/\/\§ {\/\N N/\h g/\/\N

O 5c o) e} H 5d o)

5e o) 6
(] (@]
HsC CHs 2 CHs
N/\k\ /\F\N
CH, b CH,
o) 7 0

8.2.10.1 Allgemeine Vorschrift zur Synthese der Verbindungen 3a, 3b, 3f-3h, 3I, 5c-
5e,6und 7

1 Aquivalent der Zwischenprodukte 2a, 2b, 2g bzw. 2i-C6 und 1.05 Aquivalente der
entsprechenden Verbindung 1 werden in 30 ml Acetonitril geldst. Man gibt eine Spatelspitze
einer Mischung aus KI/K,COs; (1:1) zur Reaktionsldsung und erhitzt ein bis zwolf Tage zum
Sieden. Der Reaktionsverlauf wird mittels Diinnschichtchromatographie verfolgt
(CH30H/0.2 M NH4NO;3-Losung 3:2, Rf 0.3-0.5). Die weitere Aufarbeitung erfolgt nach
folgenden Methoden:

A) Es bildet sich nach dem Abkiihlen bei Raumtemperatur spontan ein volumindser
Niederschlag. Man filtriert den Niederschlag ab und wascht mit Acetonitril und Pentan. Falls
notig, wird noch einmal aus Acetonitril umkristallisiert. Der erhaltene Feststoff wird im

Vakuum tiber P,Os getrocknet.

B) Die Losung wird etwa auf die Hélfte eingeengt. Es bildet sich nach einigen Stunden bis
mehreren Tagen bei 4°C ein Niederschlag. Falls notig, wird noch einmal aus Acetonitril
umkristallisiert. Man filtriert ab und wischt mit wenig Acetonitril und Pentan. Der erhaltene

Feststoff wird im Vakuum iiber P,Os getrocknet.




EXPERIMENTELLER TEIL 125
Verb. | Summenformel M, Edukte | Reaktions- | Methode | Ausbeute | Mp
[g/mol] zeit [d] [°C]

3a Cs3Hs50BraN4Oy4 786.7 la +2i 2 A 67% 222
3b C39Hs52BraN4O4 800.7 1b + 2i 3 B 19% 203
3f C40Hs54BraN4O4 814.7 1f + 2i 12 B 14% 201
3g C41Hs6BraN4Oy4 828.7 1g +2i 12 B 8% 198
3h C4Hs5oBroN4Ogy 836.7 1h + 2i 2 A 73% 219
31 C3gH49Br,N5Og 831.6 11+ 2a 2 B 82% 178
3m C33H49BraNsOg 831.6 | 1Im+2a 2 B 65% 202
Sc C33H43F3BI‘2N404 776.5 1c +2a 2 B 35% 229
5d C33H46BraN4O4 722.6 1d +2a 4 A 49% 242
Se C34H48BI2N404 736.6 le +2a 4 A 44% 221

6 C37H43BroN4Oy 772.6 1h +2b 1 A 78% 256

7 C37H54BroN4O4 778.7 1f+2g 12 B 7% 206

Tabelle 24. Analytische Daten der Verbindungen 3a, 3b, 3f-3h, 3l, 5¢-5e, 6 und 7

Verb Beschreibung IR-Daten [cm'l]
3a weilles Pulver | 723, 780, 925, 1236, 1339, 1587, 1657, 1707, 2941
3b hellgelbes Pulver | 738, 781, 920, 1235, 1338, 1587, 1657, 1699, 2945
3f weilles Pulver | 729, 781, 908, 1237, 1341, 1589, 1658, 1712, 2362, 2935
3g hellgelbes Pulver | 750, 779, 917, 1236, 1338, 1587, 1655, 1705, 2937
3h weilles Pulver | 774, 1237, 1335, 1382, 1587, 1649, 1693, 2362, 2960
31 rosa Pulver 721,790, 1325 (NO,), 1398, 1539 (NO,), 1665, 1704, 2956,
3m braunes Pulver | 726, 785, 1338 (NO,), 1526 (NO,), 1666, 1708, 2359, 3006
5c¢ weilles Pulver | 725, 1042, 1137, 1321, 1380, 1710, 2864, 3006
5d weilles Pulver | 725, 807, 1377, 1405, 1464, 1708, 2861, 2939
5e weilles Pulver | 726, 743, 1383, 1402, 1433, 1709, 2939, 3009
6 weilles Pulver | 744, 782, 966, 1230, 1344, 1371, 1399, 1660, 1709, 2947, 3003
7 weilles Pulver | 733, 916, 1025, 1080, 1366, 1388, 1711, 2972

Tabelle 25. IR-Daten der Verbindungen 3a, 3b, 3f-3h, 3, 5¢-5e, 6 und 7
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3a 3b 3f 3g 3h
Npnn-CH,- 3.65(t,J6.3) | 3.66(t,J6.3) 3.49 (br) 3.49 (br) -
NNaphtn-CH,- 4.13 (s) 4.16 (s) 4.15 (s) 4.15 (s) 4.11 (s)
Npwin-CH,CH,- 2.07 (br) 2.06 (br) - - 2.13 (br)
C(CH,), 1.24 (s) 1.27 (s) 1.24 (s) 1.22 (s) 1.23 (s)
1.25 (s) 1.24 (s)
-CH,-N"* 3.33 (br) 3.46 (br) 3.42 (br) 3.41 (br) 3.33 (br)
3.50 (s) 3.52 (s) 3.50 (s)
-CH,CH,N"(CHs), 3.03 (s) 3.05 (s) 3.17 (s) 3.16 (s) 3.04 (s)
-CunH2N+(Cﬂ3)z 3.20 (s) 3.22.(s) 3.20 (s) 3.19 (s) 3.21(s)
N'CH,-CH,- 3.38 (br) 3.39 (br) 3.39 (br) 3.38 (br) 3.45 (br)
3.45 (br) 3.46 (br) 3.46 (br) 3.46 (br)
N'CH,-CH,- 1.68 (br) 1.70 (br) 1.77 (br) 1.77 (br) 1.69 (br)
1.76 (br) 1.78 (br) 1.76 (br)
N'(CH,),-CH,- 1.32 (br) 1.34 (br) 1.34 (br) 1.29 (br) 1.32 (br)
phth-CH; - 2.52 (s) - 2.48 (s) -
CH.romat 7.86-7.90 (m) | 7.63 (d, J7.6) | 7.85-7.92 (m) | 7.65(d, J7.7) | 7.84-7.88 (m)
8.48-8.50 (m) 7.68 (s) 8.48-8.51 (m) 7.71 (s) 8.44-8.46 (m)
7.74 (d, J7.8) 7.76 (d, 3 7.8)
7.89 (t,J7.7) 7.90(t, J7.9)
8.48-8.51 (m) 8.48-8.52 (m)

Tabelle 26. *H-NMR-Daten der Verbindungen 3a, 3b und 3f-3h, 400 MHz, DMSO

3j 3k 31 3m 7
Npnn-CH,- 3.66 (t,J6.3) | 3.66(t,J6.3) | 3.66(t,J6.3) | 3.66(t, J6.3) 3.49 (s)
3.50 (s)
Nnaphth-CH,- 4.11 (s) 4.12 (s) 4.15 (s) 4.13 (s) -
Npwn-CH,CH,- 2.05 (br) 2.05 (s) 2.05 (br) 2.05 (br) -
C(CHs); 1.23 (s) 1.21 (s) 1.25 (s) 1.25 (s) 1.23 (s)
1.24 (s)
-CH,-N" 3.28 (s) 3.28 (s) 3.30 (br) 3.30 (br) 3.42 (br)
3.47 (s) 3.47 (s) 3.50 (s) 3.50 (s)
-CH,CH,N"(CHa), 3.01 (s) 3.02 (s) 3.01 (s) 3.02 (s) -
-C4CH,N"(CHa), 3.18 (s) 3.19(s) 3.19(s) 3.19 (s) 3.17 (s)
N'CH,- 3.38 (br) 3.37 (br) 3.35 (br) 3.35 (br), 3.41 (br)
3.41 (br) 3.44 (br) 3.42 (br) 3.43 (br)
N'CH,-CH,- 1.67 (br) 1.67 (br) 1.67 (br) 1.67 (br) 1.77 (br)
1.75 (br) 1.75 (br) 1.75 (br) 1.75 (br)
N'(CH,),-CH,- 1.31 (br) 1.31 (br) 1.32 (br) 1.32 (br) 1.34 (br)
phth-CH; - - - - unter DMSO
CH.romat 7.31(d,J2.3) | 7.20(d, J8.6) 7.87 (m) 7.87 (m) 7.67
7.63(t,J7.7) | 7.70(t,38.0) | 8.09(t,J7.8) | 8.12 (t,J8.0) (d,J7.6)
7.86 (m) 7.86 (m) 8.68 (d, J7.3) 8.60 (m) 7.72 (s)
7.98(d,J2.3) | 8.33(d,J8.6) | 8.81(d,J8.1) 8.71 7.78
8.05(d,J7.8) | 8.43(d,J6.8) | 8.96(d,J2.3) | (dd, J8.7,1.0) | (d,J7.6)
8.08(d,J7.3) | 849(d,J8.3) | 9.50(d,J2.3) 7.87 (m)

Tabelle 27. *H-NMR-Daten der Verbindungen 3j-3m und 7, 400 MHz, DMSO
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5¢ 5d Se 6
Nene-CHa- 3.66 (t, J6.2) 3.66 (t, J 6.2) 3.66 (t,J 6.2) 3.62 (t,J6.2)
3.70 (t, J6.2) 3.49-3.62 (m) 3.48-3.62 (m) 4.13 (s,J6.3)
Npnan-CH,CH,- 2.06 (br) 2.05 (br) 2.06 (br) 2.03 (br),
2.13 (br)
Npnan-CH,CH- - unter DMSO unter DMSO -
-CH-CH; - 1.07 (d, J 6.6) 1.06 (d, J 6.6) -
-CH,-N* 3.37 (br) 3.37 (br) 3.38 (br) 3.33 (br)
3.43 (br)
N*(CHs), 3.01 (s) 3.01 (s) 3.04 (s), 3.02 (s)
3.03 (s) 3.11 (s) 3.01 (s)
N'CH,- 3.26 (br) 3.27 (br) 3.30 (br) 3.26 (br)
N*CH,-CH,- 1.65 (br) 1.66 (br) 1.68 (br) 1.65 (br)
N*(CH,),-CH,- 1.29 (br) 1.27 (br) 1.30 (br) 1.28 (br)
phth-CH; - - 2.51 (s) 2.47 (s)
CH.romat 7.84-7.90 (m) 7.87 (m) 7.67 (d, J7.6) 7.63 (d, J7.6)
8.11 (d, J 7.6) 7.71 (s) 7.68 (s)
8.22-8.25 7.77(d, 3 7.6) 7.74 (d, J 7.6)
(s,d, J7.8) 7.89 (m) 7.89 (t,J7.8)
8.48-8.51 (m)
Tabelle 28. 'H-NMR-Daten der Verbi ndungen 5c¢-5e und 6, 400 MHz, DMSO
3a 3b 3f 3g 3h
Nimia-CH,- 34.8 34.7 49.0 49.0 37.1
49.0 49.0 493 49.1 49.0
Nimic-CH,CH,- 21.8 21.8 - - 21.4
C(CH3), 25.4 25.4 25.0 25.0 25.4
25.5 25.5
-CH,-N"* 63.1 63.1 71.2, 71.6, 62.9
71.8 71.8 71.8 71.9 71.8
N'(CH3), 50.2 50.2 52.1 52.1 50.2
52.2 52.2 52.2 52.2 52.2
N'CH,- 60.9 60.9 67.1 67.1 61.2
67.1 67.1 67.1
N+CH2-QH2- 21.7 21.7 22.1 22.1 21.7
22.1 22.1 22.0
N*(CH,),-CH,- 25.7 25.7 25.7 25.7 25.7
Ph-CH; - 21.5 - 21.5 -
Caromat 122.4,127.5, 122.4,127.4, 122.4,127.6, 122.4, 127.5, 122.2, 122.3,
131.4,131.9 129.2, 131.5, 131.5, 131.9 129.2, 131.5, 127.5, 127.6,
132.2 132.2 131.3,131.4
CH.romat 123.2,127.5, | 123.1,123.6, | 123.3,127.5, | 123.2,123.7, | 127.3,127.4,
131.1, 134.5, 127.4, 131.1, 131.1, 134.5, 131.0, 134.5, 130.9, 131.0,
134.6 134.5,134.9 134.6 134.9 134.5, 134.6
arC-CH; - 145.5 - 145.6 -
C=0 164.8,168.2 164.8, 168.1, 164.8, 169.0 164.8, 168.9 163.8, 164.7
168.2

Tabelle 29. *C-NMR-Daten der Verbindungen 3a, 3b und 3f-3h, 100 MHz, DMSO
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3j 3k 31 3m 7
Nimia-CHy- 34.8 34.8 34.8 34.8 49.1
48.9 48.9 49.4 49.4 49.2
Nimiae-CH,CH, 21.8 21.8 21.8 21.8 -
C(CH3), 25.4 25.4 25.4 25.4 25.0
-CH,-N* 63.1 63.1 63.1 63.1 713
71.9 71.9 71.8 71.7
N*(CHs), 50.2 50.2 50.2 50.2 52.1
52.2 52.2 52.2
N'CH,- 61.0 60.9 60.9 522 67.1
67.1 67.1 67.1
N*CH,-CH,- 21.7 21.7 21.7 21.7 22.1
22.1 22.1 22.1 22.1
N*(CH,),-CH,- 25.7 25.8 25.6 25.6 25.5
Ph-CH, _ ; - - 215
Caromat 120.8, 122.2, | 118.5,122.1, | 123.1,124.5, | 1229,123.2, | 129.2, 131.9,
122.8,131.9, | 1242, 131.1, | 129.8,131.0, | 127.1, 128.6, 132.2
133.7,148.1 | 131.9,152.1 | 131.9,146.0 | 131.9,149.3
CHaromat 111.9, 122.1, | 109.7,123.2, | 123.1,123.2, | 1232, 1244, | 1233, 123.3,
123.2,125.8, | 124.9,128.6, | 129.5,129.8, | 128.9,129.9, | 123.7, 134.7,
127.2,131.7, | 128.6,129.3, | 1342, 134.6, | 130.4, 132.0, 135.0
134.6 134.6 136.5 134.6
arC-CH; - - - - 145.6
C=0 164.9, 165.1, | 164.2,165.1, | 163.7,164.2, | 163.6, 164.4, | 168.9, 168.9,
168.2 168.2 168.2 168.2 169.0

Tabelle 30. *C-NMR-Daten der Verbindungen 3j-3m und 7, 100 MHz, DMSO

5S¢ 5d 5e 6
Nimia-CHz- 34.8 34.8 34.8 34.7
35.2 42.8 42.8 37.1
Nimie-CH,CH, 21.8 21.6 21.6 21.4
21.8
-CH-CH; - 27.8 27.8 -
-CH-CH;, - 18.8 18.8 -
-CH,N* 63.1 63.1 63.0 62.9
63.2 67.1 67.1 63.1
N'(CHs3), 50.1 50.1 50.2 50.1
N'CH,- 61.0 60.9 60.9 60.9
63.5 63.5 61.2
N'CH,-CH,- 21.6 21.8 21.8 21.6
N'(CH,),-CH,- 25.3 25.3 25.3 25.3
Ph-CH; - - 21.5 21.5
Caromat 123.4 (q), 131.7 129.0, 131.9, 122.3, 127.4,
131.9, 133.1, 131.8 132.0 129.2, 131.5,
134.0, 135.5 132.2
CH.omat 120.0, 123.2, 123.2,123.3, 123.2, 123.3, 123.1, 123.6,
124.3, 131.7, 134.6, 134.7 123.7, 134.6, 127.4, 130.9,
134.6 135.0 134.6, 134.9
arC-CH, - - 145.7 145.5
C=0 166.9, 167.0, 168.2, 168.5 168.2, 168.4, 163.9, 168.1,
168.2 168.5 168.2

Tabelle 31. *C-NMR-Daten der Verbindungen 5c-5e und 6, 100 MHz, DMSO
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8.2.10.2 Synthese der aminosubstituierten Naphmethonium-Derivate 3] und 3k

R, R, 3] Ryi=NH, R;=H
3k Ry=H R, = NH,

0.42 g (0.5 mmol) der Verbindung 31 bzw. 3m werden in 100 ml Methanol gelost. Unter
Verwendung von 50 mg Palladium-Kohle-Katalysator (10%) wird der Reaktionsansatz fiir 20
Stunden bei 3.5 atm an der Schiittelapparatur hydriert. Nachdem die Reaktion beendet ist,
filtriert man den Katalysator ab und entfernt das Losungsmittel im Vakuum. Der olige
Riickstand wird in Ethylacetat aufgenommen und erhitzt. Der nach einigen Minuten

entstehende Feststoff wird abfiltriert und anschlieBend im Vakuum iiber P,Os getrocknet.

Verb. | Summenformel | Molmasse IR-Daten [cm'l] Mp | Ausbeute
[g/mol] °C
3j C;sHs1BraNsOy 801.7 720,779, 1342, 1394, 1619, 1704, | 185 53%
2951, 3192
3k C;sHs1BraNsOy 801.7 719,779, 1037, 1352, 1637, 1701, | 181 65%
2963, 3159

Tabelle 32. Analytische Daten der Verbindungen 3j und 3k

Die NMR-spektroskopischen Daten der Verbindungen 3j und 3k sind in den Tabellen 27 und
30 aufgefiihrt.




130

EXPERIMENTELLER TEIL

8.2.11 Synthese einfach alkylierter Malonsaureester®

COOCH,CH;

HC——CH,CHj

COOCH,CHj

21

COOCH,CHj

HC——CH,CH,CHj

COOCH,CHj

22

COOCH,CHj

HC——CH,—CH

COOCH,CHj

23

CH;

CHs;

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese der Verbindungen 21-23:

Es wird eine Natriumethanolatlésung aus 4.6 g (200 mmol) Natrium und 100 ml wasserfreiem

Ethanol hergestellt. Man tropft zur heilen Losung 32.0 g (200 mmol) Malonsdurediethylester

zu. AnschlieBend werden unter leichtem Sieden 210 mmol des entsprechenden Alkylbromids

zugetropft. Man kocht zwei bis fiinf Stunden, bis der Reaktionsansatz keine basische Reaktion

mehr zeigt. Man destilliert das Losungsmittel im Vakuum ab und 16st das abgeschiedene

Natriumbromid in Wasser. Die organische Phase wird abgetrennt und die Wasserphase noch

zweimal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber

Natriumsulfat getrocknet. AnschlieBend wird das Losungsmittel abdestilliert. Zur Reinigung

des Rohprodukts wird im Vakuum iiber eine 30cm-Vigreux-Kolonne destilliert. Die

Endprodukte sind farblose Fliissigkeiten.

Verb. | Summenformel M., Alkylbromid | Reaktions- | Siedepunkt | Ausbeute
[g/mol] zeit [h] [°C/mbar] (Lit.)
21 CoH 1604 188.2 | Ethylbromid 4 109/27 | 65% (85%)
22 Ci0H1304 202.2 | Propylbromid 2 101/ 15 67% (85%)
23 C11H2004 216.3 | i-Butylbromid 5 123/24 | 64% (80%)
Tabelle 33. Analytische Daten der Verbindungen 21-23
Verb. | COOCH, | COOCH,CH; -CH- Substituent
21 4.17 1.24 (t,37.2) 3.22 1.90 0.96 -
(qu,J7.2) (t,J7.5) | (quin,J7.5,2H) | (t,J7.5,3H)
22 4.19 1.26 (t,J7.2) 3.32 1.87 1.35 (m, 2H) 0.93
(qu,J7.2) (t,J7.6) | (qu,J7.6,2H) (t,J7.3,3H)
23 4.18 1.26 (t,J7.2) 3.40 1.78 1.57 (m, 1H) 0.91
(qu,J7.2) (t,J7.7) (t, J7.3,2H) (d, J 6.6, 6H)
Tabelle 34. 'H-NMR-Daten der Verbi ndungen 21-23, 400 MHz, CDCl;
Verb. | COOCH, COOCH;CH3; -CH- Substituent -C;-C,-C3 C=0
C G, GC;
21 61.1 14.0 53.5 22.1 11.7 - 169.4
22 61.2 14.0 51.8 30.7 20.6 13.6 169.6
23 61.2 14.0 50.3 37.5 26.1 22.2 169.7

Tabelle 35. ®°C-NMR-Daten der Verbi ndungen 21-23, 100 MHz, CDCl;
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8.2.12 Herstellung zweifach alkylierter Malonsaureester: Synthese von

Diethyl-2-ethyl-2-methylmalonat®'%

COOCH,CH,
HBC_C_CHchS

COOCH,CHj

24

Es wird eine Natriumethanolatlosung aus 2.3 g (100 mmol) Natrium und 50 ml wasserfreiem
Ethanol hergestellt. Man legt 18.8 g (100 mmol) der Verbindung 21 und 15.6 g (110 mmol)
Methyliodid vor und tropft zu dieser Mischung unter Wasserkiithlung die
Natriumethanolatlosung. Man erhitzt nach zwei Stunden noch fiir drei Stunden auf 40°C und
lasst den Ansatz dann bei Raumtemperatur liber Nacht stehen. Das Losungsmittel wird im
Vakuum entfernt und man 16st das ausgefallene Natriumiodid in wenig Wasser. Die
organische Phase wird abgetrennt und man extrahiert anschlieBend die Wasserphase noch
zweimal mit Diethylether. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Destillation des Rohproduktes
erfolgt im Vakuum {iiber eine Kolonne. Verbindung 24 wurde nach einer allgemeinen
Synthesevorschrift hergestellt,” ist dort aber nicht explizit beschrieben. Die analytischen

Literaturdaten der Verbindung wurden bei Conrad entnommen.'®

Molekulargewicht:  202.3 g/mol

Summenformel: CioH1504

Siedepunkt: 91°C/ 14 mbar (Lit.: 207°C)

Ausbeute: 14.9 g (74%, Lit.: 54%)

IR [em™]: 861, 1026, 1124, 1154, 1253, 1306, 1460, 1734, 2942, 2981

"H-NMR (400 MHz, CDCls): 0.86 (t, J 7.6, -C-CH,CHs), 1.24 (t, J 7.2, 0=C-CH,CHs), 1.37
(s, -C-CH3), 1.89 (qu, J 7.6, -C-CH,CH3), 4.17 (qu, J 7.2, 0=C-CH,-)

3C-NMR: 8.6 (-C-CH,CH;3), 14.0 (O=C-CH,CH3), 19.2 (-C-CH3), 28.5 (-C-
CH,CH3), 54.0 (Cqu), 61.0 (0=C-CH,-), 172.4 (C=0)
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8.2.13 Synthese einfach und zweifach alkylierter 1,3-Propandiolderivate

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
2 2 | 2 | 2 CHs
HC——CH,CHj HaC——C——CH,CHs HC——CH,CH,CHs HC—CH,—CH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CHs
25 26 27 28

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese der Verbindungen 25-28:

7.80 g (170 mmol) Lithiumaluminiumhydrid-Pulver werden in 200 ml wasserfreiem
Diethylether suspendiert. Unter Eiskithlung werden 100 mmol des entsprechenden
substituierten Malonsdureesters 21-24 in 30 ml wasserfreiem Diethylether langsam
zugetropft, so dass die Losung maBig siedet. Man erhitzt etwa vier Stunden unter Riickfluss.
Anschliefend wird der Reaktionsansatz mit mdglichst wenig Eiswasser unter Eiskiihlung
vorsichtig hydrolysiert. Der Niederschlag wird abfiltriert und die Losung {iber Natriumsulfat
getrocknet. Das Losungsmittel wird abdestilliert und der fliissige Riickstand im Vakuum
fraktioniert destilliert. Die erhaltenen Endprodukte sind farblose, viskose Fliissigkeiten, die

bei 4°C erstarren.

Verb. | Summenformel M, Edukt Ry R, Siedepunkt | Ausbeute
[g/mol] [°C/mbar]
25 CsH,0, 104.2 21 -ethyl H 134 /22 60%
26 CeH 140, 118.2 24 -ethyl | -methyl 131/31 40%
27 CeH140, 118.2 22 -propyl H 135/22 59%
28 C7H 60, 132.2 23 i-butyl H 136/ 17 53%

Tabelle 36. Analytische Daten der Verbindungen 25-28

Verb. CH,0OH -CH- C-CH; Substituent
25 3.63 1.64 (m) - 1.27 0.92 -
(dd, J 7.7, 10.6) (quin, J 7.6, 2H) | (t,J 7.6, 3H)
3.79
(dd, J 3.8, 10.6)
26 3.54(d, J6.3) - 0.81 (s) 1.37 0.87 -
(qu, J 7.6, 2H) (t,J 7.6, 3H)
27 3.58 1.79 (m) - 1.23 1.35 0.92
(dd, J7.7, 10.6) (br, 2H) (br, 2H) (t,J7.2,3H)
3.75
(dd, J 3.8, 10.6)
28 3.54 1.84 (m) - 1.06 1.61 0.89
(dd, J7.7, 10.6) (t,J7.2,2H) (m, 1H) (d, J 6.6, 6H)
3.72
(dd, J 3.8, 10.6)

Tabelle 37. *H-NMR-Daten der Verbindungen 25-28, 400 MHz, CDCl
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Verb. gHon -QH- gqum Q-CH:), Substituent -C1-C2-C3
C C, Cs

25 65.6 43.6 - - 20.6 11.6 -

26 70.2 - 38.8 17.8 26.2 7.6 -
27 66.6 41.6 - - 29.9 20.3 14.3
28 66.7 39.5 - - 36.8 25.4 22.8

Tabelle 38. ®°C-NMR-Daten der Verbi ndungen 25-28, 100 MHz, CDCl;

8.2.14 Synthese einfach substituierter 1,3-Dibrompropanderivate

8.2.14.1 Synthese von 1-Brom-2-(brommethyl)butan®*
CH,Br
HC—CH,CH,4

CHzBr

29

Unter Eiskithlung werden zu 29 g Bromwasserstoffsdure 48% 8.5 g konzentrierte
Schwefelsdure zugetropft. Unter heftigem Riihren tropft man bei 0°C zu dieser Losung
langsam 6.25 g (60 mmol) der Verbindung 25 und anschlieBend nochmals 14.5¢g
konzentrierte Schwefelsdure zu. Man erhitzt die Losung 16 Stunden auf 100°C. Die erkaltete
Reaktionsmischung wird auf 100 ml Eiswasser gegossen und mehrmals mit ca. 50 ml
Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit 10%iger NaHCO:;-
Losung und mit Wasser gewaschen. Man trocknet iiber Natriumsulfat und entfernt das
Losungsmittel. Die Reinigung des braunen Rohprodukts erfolgt durch fraktionierte

Destillation. Man erhilt eine klare griinliche Losung.

Molekulargewicht:  229.9 g/mol

Summenformel: CsHoBr»

Siedepunkt: 71°C /11 mbar (Lit.: 60-65 °C / 2 mbar)

Ausbeute: 7.0 g (51%, Lit.: 50%)

IR [em™]: 616, 652, 1218, 1240, 1265, 1430, 1459, 2874, 2932, 2965

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 0.96 (t, J 7.2, -CHs), 1.50 (quin, J 7.2, -CHCH,CHs), 1.89
(br, -CH-), 3.49 (dd, J 6.4, 10.2, -CH,Br), 3.60 (dd, J 4.2, 10.2, -CH,Br)

BC-NMR: 11.2 (-CH3), 24.4 (-CH,CH3), 35.9 (-CH,Br), 43.2 (-CH-)
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8.2.14.2 Synthese von 1-Brom-2-(brommethyl)pentan und 1-Brom-2-(brommethyl)-

4-methylpentan®

CHzBr CHzBr CH3
CH,Br CH.,Br CHs
30 31

21.65 g (80 mmol) Phosphortribromid werden unter Wasserkiihlung langsam zu 40 mmol der

Verbindung 27 bzw. 28 zugetropft, wobei die Temperatur der Losung 70 °C nicht iibersteigen

soll. Man erhitzt die Mischung fiinf Stunden auf 100°C. Die erkaltete Losung wird auf 100 ml

Eiswasser gegossen. Man extrahiert den Ansatz drei Mal mit 70 ml Diethylether und wascht

die vereinigten organischen Phasen mit 10%iger NaHCO3-Losung und Wasser. Es wird liber

Natriumsulfat getrocknet und man entfernt das Losungsmittel. Das Reaktionsprodukt wird

durch Destillation gereinigt. Man erhilt farblose Fliissigkeiten.

30
Molekulargewicht:
Summenformel:
Siedepunkt:

Ausbeute:

244.0 g/mol

CsH12Br

93°C / 14 mbar (Lit.: 65-69°C / 2 mbar)
5.9 g (60%, Lit.: 80%)

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 0.94 (t, J7.1, -CHs), 1.36 (m, -CHCH,-), 1.46 (m,

BC.NMR:

31
Molekulargewicht:
Summenformel:
Siedepunkt:

Ausbeute:

-CHCH,CH,-), 1.99 (br, CH), 3.49 (dd, J 6.4, 10.2, -CH,Br), 3.61 (dd, J
4.2,10.2, -CH,Br)

13.9 (-CH3), 19.9 (-CH,CH3), 33.6 (-CHCH,CH,-), 36.3 (-CH,Br),
41.4 (-CH-)

258.0 g/mol

C7H14Br;

72°C / 4 mbar (Lit.: 72°C / 2 mbar)
6.1 g (64%, Lit.: 63%)

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): 0.92 (d, J 6.8, (CHs),), 1.32 (t, J 7.1, -CHCH,CH-), 1.66 (sept,

BC.NMR:

J 6.8, -CH(CHs),), 2.05 (m, -CHCH,Br), 3.47 (dd, J 6.4, 10.2, -CH,Br),
3.61 (dd, J4.2, 10.2, -CH,Br)

22.5 (CHs), 25.2 (-CH(CHs)y), 36.6 (-CH,Br), 39.3 (-CHCH,Br),
40.6 (-CHCH,CH-)
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8.2.15 Synthese von N-(3-Brompropyl)isoindolin-1,3-dion-Derivaten®

o) 0
H CH20H3
N/\K/\Br N Br
CH,CH, CH>CHj3
() o)
33 34
0 ? ’
H
N Br N/\(/\Br
CH
CH2CH2CH3 o) | 2
0 CH(CHj3),
35 36

Allgemeine Vorschrift zur Synthese der Verbindungen 33-36:

1.11 g (6 mmol) Kaliumphthalimid und 18 mmol der entsprechenden Dibromverbindung 29-

31 bzw. 2,2-Diethyl-1,3-dibrompropan werden in 30 ml DMF gegeben. Die Mischung wird
fiir sieben Stunden auf 80°C (fiir Verbindung 33 auf 100°C) erhitzt. Nach beendeter Reaktion

wird die iberstehende Losung vom ausgefallenen Kaliumbromid abdekantiert und das

Losungsmittel wird im Vakuum abdestilliert. Der fliissige Riickstand wird in Diethylether

aufgenommen und mehrmals mit viel Wasser ausgeschiittelt. Man trocknet die organische

Phase liber Natriumsulfat und destilliert das Losungsmittel ab. Das fliissige Rohprodukt wird

sdaulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, CH,Cl,, R¢ 0.45-0.65). Das Endprodukt erhalt

man als farbloses Ol, das nach einigen Tagen bei 4°C zu einem weiflen, wachsartigen

Feststoff erstarrt.
Verb. Summenformel M. Edukt Ry R, Mp Ausbeute
[g/mol] °C
33 Ci3H14BrNO;, 296.2 29 -ethyl H 42 41%
34 Ci5H1sBrNO, 324.2 * -ethyl -ethyl 57 68%
35 C13H14BrNO, 310.2 30 -propyl H 53 46%
36 Ci3H14BrNO;, 324.2 31 -i-butyl H 61 46%

Tabelle 39. Analytische Daten der Verbindungen 33-36, * kommerziell erhéltlich

Verb. IR-Daten [cm'l]

33 632,710, 945, 1064, 1263, 1390, 1427, 1703, 2968

34 651,711,908, 1241, 1332, 1390, 1425, 1707, 2961

35 | 618,721,950, 1062, 1353, 1392, 1701, 2926, 2955

36 | 710,796,951, 1069, 1362, 1395, 1699, 2956

Tabelle 40. IR-Daten der Verbindungen 33-36
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Verb N-CH,- CH,-CH-CH, CH,Br Substituent CH-Aromat
33 3.70 2.17 (br) 3.44,3.49 0.98 (t,J 7.5, 1H) 7.74 (m)
(dd, J 6.6, 13.9) (dd, J 4.8, 10.6) 1.42-1.58 (m, 2H) 7.84 (m)
3.79
(dd, J7.3,13.9)
34 3.71 (s) - 3.43 (s) 0.95(t,J7.5,3H) 7.74 (m)
1.46-1.49 (m, 2H) 7.84 (m)
35 3.69 2.24 (br) 3.42,3.47 0.93 (t,J7.5,3H) 7.74 (m)
(dd, J6.4,13.9) (dd, J4.7, 10.5) 1.32-1.57 (m, 4H) 7.84 (m)
3.75
(dd, J7.1,13.9)
36 3.67 2.31 (br) 3.40, 3.45 0.93 (dd, J 6.5, 25.5, 6H) 7.74 (m)
(dd, 5.9, 13.9) (dd, J4.7, 10.5) 1.15-1.22 (m, 1H) 7.84 (m)
3.75 1.42-1.49 (m, 1H)
(dd, J 8.0, 13.9) 1.68-1.78 (m, 1H)

Tabelle 41. *H-NMR-Daten der Verbi ndungen 33-36, 400 MHz, CDCl;

Verb | N-CH,- | -CH- | -C- | CH,Br | Substituent | C-Aromat | CH-Aromat | C=0

33 40.9 40.5 - 35.5 234 132.1 123.3 168.5
10.7 134.0

34 42.6 - 414 40.9 26.8 132.0 123.3 169.0
7.9 134.0

35 41.1 38.8 - 36.0 32.7 132.0 123.3 168.5
19.5 134.0
14.0

36 41.3 36.5 - 36.8 399 132.0 123.3 168.5
25.1 134.0
22.9

Tabelle 42. ®°C-NMR-Daten der Verbi ndungen 33-36, 400 MHz, CDCl;

8.2.16 Synthese von N-(3-Brompropyl)-1,8-benzo[de]isochinolin-1,3-

dion”’

2.96 g (15 mmol) Naphthalimid werden in 90 ml DMF suspendiert und mit 12.1 g (60 mmol)

1,3-Dibrompropan versetzt. In diese Mischung werden 15 ml einer frisch hergestellten
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Natriummethanolatlosung (1.3 g Natrium in 50 ml wasserfreiem Methanol) gegeben. Der
Reaktionsansatz wird nach kurzer Zeit klar. Man riihrt noch 90 Minuten bei Raumtemperatur
und beendet die Reaktion durch Zugabe von 150 ml Eiswasser. Der entstehende hellbraune
Niederschlag wird abfiltriert und getrocknet. Das Rohprodukt wird aus Ethanol
umkristallisiert, aus dem der hellbraune Feststoff in Form kleiner Nadeln ausfillt. Diese

werden im Vakuum iiber P,Os getrocknet.

Molekulargewicht:  318.2 g/mol

Summenformel: C5sH1,BrNO,

Schmelzpunkt: 142°C

Ausbeute: 2.00 g (42%)

IR [cm™]: 778, 846, 1243, 1338, 1585, 1658, 1693, 2948, 3062

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 2.34 (quin, J 7.1, -CH,CH,CH,-), 3.50 (t, J 6.8, -CH,Br), 4.33
(t, J7.1,NCH,), 7.75 (dd, J 7.3, 8.1, 2H), 8.21 (dd, J 8.1, 1.0, 2H), 8.59
(dd, J7.3, 1.0, 2H)

BC-NMR: 30.5 (-CH,CH,Br), 31.4 (-CH,CH,Br), 39.2 (NCH,-), 122.4, 127.6,
131.4 (alle Cyy); 127.5, 131.1, 134.5 (alle CHy,); 164.2 (C=0)

8.2.17 Synthese von N-(2-Methyl-2-propenyl)isoindolin-1,3-dion®

O

CH,
N/Y
CH;

o
39

Zu einer Suspension von 4.63 g (0.025 mol) Kaliumphthalimid in 25 ml DMF werden 2.26 g
(0.025 mmol) 3-Chlor-2-methyl-1-propen zugegeben. Die Mischung wird drei Stunden auf
95°C erhitzt. Man ldsst abkiihlen und gie3t die Reaktionslosung auf 100 ml Eiswasser. Der
ausgefallene weille Feststoff wird abfiltriert und ohne weitere Aufarbeitung im Vakuum iiber

P,0s getrocknet.
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Molekulargewicht:  201.2 g/mol

Summenformel: CioHi1INO,

Schmelzpunkt: 89°C (Lit.: 85-88°C)

Ausbeute: 4.38 g (87%, Lit.: 71%)

IR [em™]: 710, 725, 881, 945, 1124, 1323, 1391, 1428, 1709, 2970

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): 1.79 (s, -CHs), 4.22 (s, Npp,CH,-), 4.85 (d, -C=CH,),
7.74-7.86 (m, CH,,)

BC-NMR: 432 (NppuCHa-), 112.0 (-C=CH,), 139.3 (Cq), 132.0 (Ca), 123.3,
134.0 (CH,,), 168.0 (C=0)

8.2.18 Synthese von (2-Methyloxiran-2-yl)-N-methyl-isoindolin-1,3-

dion®’

O

O
N/\e
CH;

(@)
40

4.02 g (0.02 mol) der Verbindung 39 werden in 30 ml Chloroform geldst. Man tropft langsam
eine Losung von 4.93 g (0.02 mol) 3-Chlorperoxybenzoesédure in 30 ml Chloroform zu. Der
Reaktionsansatz wird iiber Nacht stehen gelassen und am nédchsten Tag dann noch eine Stunde
unter Riickfluss erhitzt. Man wéscht nacheinander je zwei Mal mit 5%iger NaHCO;-Losung,
Wasser, 5%iger Na,SO;-Losung und nochmals Wasser. Die organische Phase wird iiber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der erhaltene weifle

Feststoff wird im Vakuum iiber P,Os getrocknet.

Molekulargewicht:  217.2 g/mol

Summenformel: CoH11NO3
Schmelzpunkt: 98°C (Lit.: 98-100°C)
Ausbeute: 3.90 g (90%, Lit.: 79%)

IR [cm™]: 710, 725, 954, 1053, 1321, 1403, 1426, 1703, 2931
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): 1.38 (s, CH3), 2.62 (d, J 4.6, -OCH,), 2.81 (d, J 4.6, -OCH)),
3.70 (d, J 14.4, NCH;-), 4.01 (d, J 14.4, NCH,-), 7.72-7.87 (m, CHy,)

BC-NMR: 19.5 (-CHj), 42.6 (NCH,-), 52.7 (CH,-0-), 54.9 (Cq), 123.4, 134.1
(CHy), 131.9 (Cyy), 168.0 (C=0)

8.2.19 Synthese von N-[(3-Brom-2-hydroxy-2-methyl)propyl]isoindolin-
1,3-dion®’

N/\k\Br
CHs

O
41

2.17 g (10 mmol) des Epoxids 40 werden bei 70°C in 10 ml Ethanol geldst. Man versetzt mit
1.5 ml 48%iger Bromwasserstoffsdure. Der Reaktionsansatz wird bei Raumtemperatur iiber
Nacht stehen gelassen. Am néchsten Tag wird tropfenweise soviel Wasser zugegeben, bis sich
ein bleibender Niederschlag bildet. Die Féllung wird {iber Nacht bei 4°C vervollstindigt. Der
volumindse weille Niederschlag wird abfiltriert. Zur Reinigung wird das Rohprodukt in wenig
Ethanol unter Erwdrmen gelst. Man tropft Wasser bis zur bleibenden Triibung zu und erhitzt,
bis eine klare Losung entsteht. Der bei 4°C entstehende weille Niederschlag wird abfiltriert

und im Vakuum iiber P,Os getrocknet.

Molekulargewicht:  298.1 g/mol

Summenformel: C2H1:BrNO;s

Schmelzpunkt: 88°C (Lit.: 88-89°C)

Ausbeute: 2.18 g (73%, Lit.: 63%)

IR [em™']: 677,712,726, 1065, 1319, 1381, 1422, 1708, 3512

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 1.37 (s, CH3), 3.48 (d, J 10.6, -CH,Br), 3.51 (d, J 10.6,
-CH,Br), 3.88 (d, J 14.4, NCH,-), 4.00 (d, J 14.4, NCH,-), 7.74-7.89
(m, CHa)

BC-NMR: 24.0 (-CH3), 41.6 (-CH,Br), 46.1 (NCH,-), 72.1 (Cq), 123.6, 1343
(CH,y), 131.8 (Cyr), 169.0 (C=0)
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8.2.20 Synthese von N-(3-Brom-2-hydroxypropyl)isoindolin-1,3-dion

7.1 g (35 mmol) kiduflich erhéltliches N-(2,3-Epoxypropyl)phthalimid werden bei 70°C in
40 ml Ethanol geldst. Man tropft unter Rithren 5 ml 48%ige Bromwasserstoffsdure zu und
lasst den Ansatz iiber Nacht bei Raumtemperatur stehen. Der entstandene weille Niederschlag

wird abfiltriert, mit Ethanol gewaschen und im Vakuum iiber P,Os getrocknet.

Molekulargewicht:  284.1 g/mol

Summenformel: C11H1oBrNO;s

Schmelzpunkt: 106 °C
Ausbeute: 4.60 g (46%)
IR [em™]: 716, 1035, 1061, 1272, 1395, 1688, 3460

'"H-NMR (400 MHz, CDCLs): 2.61 (s, OH), 3.42 (dd, J 4.7, 10.7, -CH,Br), 3.48 (dd, J 5.6,
10.7, -CH,Br), 3.81 (dd, J 4.3, 14.1, NCH,-), 3.89 (dd, J 7.3, 14.1,
NCH>-), 4.15 (m, -CH-), 7.75 (m, 2H), 7.86 (m, 2H)

BC-NMR: 36.4 (-CH,Br), 42.3 (NCH,-), 69.3 (-CH-), 123.5, 134.3 (CH,,), 131.8
(Car), 168.6 (C=0)
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8.2.21 Synthese der symmetrischen W84-Derivate

2Br
O
(0] (0]
F3C E CH3
QL
H
O 4 © ad

(0] (0]
H3C CH3 % O CH3
N/\k\i N/\k\ :
H O CH3
(0]

o)
4de 4
o) o) O
H H
H 3 { g
N/\k\2 N/\h N
CH,CHj, CH,CH,CHjs <|3Hz
o) o) o
4n 40

CH(CHa),
4p

8.2.21.1 Umsetzung von Dimethylaminopropylphthalimiden mit 1,6-Dibromhexan

2 Aquivalente der Verbindung lc-le und 1 Aquivalent 1,6-Dibromhexan werden in 30 ml
Acetonitril gelost. Man gibt eine Spatelspitze einer Mischung aus KI/K,CO; (1:1) zur
Reaktionslésung und erhitzt ein bis zwolf Tage zum Sieden. Der Reaktionsverlauf wird
mittels Diinnschichtchromatographie verfolgt (CH;OH/0.2 M NH4NOs-Losung 3:2, R¢ 0.35-
0.5).

Aufarbeitung 4d und 4e: Die Losung wird etwa auf die Hélfte eingeengt. Es bildet sich nach
etwa 24 Stunden bei 4°C ein Niederschlag. Man filtriert ab und wischt mit wenig Acetonitril
und Pentan.

Aufarbeitung 4c¢: Es bildet sich bereits in der siedenden Losung ein volumindser
Niederschlag. Man filtriert den Niederschlag ab und wéscht mit Acetonitril und Pentan.
Verbindung 4i wird abweichend von dieser Vorschrift nach der in Kapitel 2.1.6 beschriebenen
Methode aus den Edukten 1i und 2i hergestellt. Das Rohprodukt wird mit heiBem Acetonitril
und mit Pentan gewaschen.

Die erhaltenen weillen Feststoffe 4c-4e und 4i wurden alle im Vakuum iiber P,Os getrocknet.
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Verb. Summenformel M, Edukte Reaktions- Ausbeute | Mp
[g/mol] zeit [d] [°C]
4c C34H42BI‘2F3N404 844.5 1c 2 49% 246
4d C34H48BI‘2N404 736.6 1d 4 65% 227
4e C36H52B1‘2N404 764.6 le 4 63% 218
4i C44Hs6BraN4O4 864.8 1i +2i 12 34% 248

Tabelle 43. Analytische Daten der Verbindungen 4c-4e und 4i

Verb Beschreibung IR-Daten [cm'l]
4c weilles Pulver 691, 744, 1098, 1120, 1164, 1317, 1394, 1717, 2947, 3004
4d weilles Pulver 727,929, 1050, 1358, 1402, 1709, 1771, 2935, 3009
4e weilles Pulver 740, 847, 1047, 1365, 1438, 1701, 1763, 2932
4i hellgelbes Pulver | 781, 918, 939, 1238, 1341, 1587, 1655, 1703, 2361, 2931

Tabelle 44. IR-Daten der Verbindungen 4c-4e und 4i

Die NMR-Daten der Verbindungen 4¢-4e und 4i sind in den Tabellen 47 und 48 aufgefiihrt.

8.2.21.2 Umsetzung von Brompropylphthalimiden mit N,N,N’,N’-Tetramethyl-1,6-

hexandiamin

2.1 Aquivalente der entsprechenden N-(3-Brompropyl)phthalimidderivate 33, 35 bzw. 36 und
1 Aquivalent N,N,N’,N’-Tetramethyl-1,6-hexandiamin werden in 30 ml Acetonitril geldst.
Man gibt eine Spatelspitze einer Mischung aus KI/K,COs (1:1) zur Reaktionslosung und
erhitzt Der
Diinnschichtchromatographie verfolgt (CH3;0H/0.2 M NH4NOs-Losung 3:2, R¢ 0.3-0.45).

drei bis sieben Tage zum Sieden. Reaktionsverlauf wird mittels

Nach beendeter Reaktion wird die Losung etwa auf die Hélfte eingeengt. Es bildet sich nach
zwel bis drei Tagen bei 4°C ein Niederschlag. Dieser wird abgesaugt und mit wenig

Acetonitril und Diethylether gewaschen. Man trocknet den Feststoff im Vakuum iiber P,0Os.

Verb. Summenformel M, Edukt Reaktions- Ausbeute Mp

[g/mol] zeit [d] [°C]

4n C36H52BI'2N404 764.6 33 3 34% 186
40 C38H56BI2N4O4 792.7 46 7 51% 71
4p C40H60BI‘2N404 820.8 53 5 65% 77

Tabelle 45. Analytische Daten der Verbindungen 4n, 4o und 4p
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Verb | Beschreibung IR-Daten [cm™]
4n weilles Pulver | 724, 939, 1052, 1398, 1703, 1768, 2949, 3420
40 hellgelbes Pulver | 721, 1065, 1363, 1398, 1703, 1768, 2870, 2949, 3407
4p weilles Pulver | 723, 896, 1363, 1398, 1704, 1768, 2950, 3408
Tabelle 46. IR-Daten der Verbindungen 4n, 40 und 4p
4c 4d 4e 4i*
Nimia-CH,- 3.70 (t,J 6.2) 3.49-3.62 (m) 3.49-3.62 (m) 4.30 (s)
Nlmid-CH2CH2- 2.07 (bI’) - - -
N]mid-CHz-CE- - 2.51 (br) 2.51 (br) -
-CH-CH; - 1.06 (d, J 6.6) 1.05 (d, J 6.6) -
C(CHz), - - - 132 (s)
-CH,-N" 3.37 (br) 3.33 (br) 3.33 (br) 3.57 (s)
N(CHs), 3.00 (s) 3.08 (s) 3.12 (s) 3.32 (s)
N'CH,- 3.26 (br) 3.28 (br) 3.28 (br) 3.54 (br)
N'CH,-CH,- 1.65 (br) 1.68 (br) 1.72 (br) 1.97 (br)
N'(CH,),-CH,- 1.29 (br) 1.26 (br) 1.31 (br) 1.55 (br)
phth-CH; - - 2.51 (s) -
CH.romat 8.11(d, J7.8) 7.88 (m) 7.67 (d, J7.6) 7.78 (d, J7.3)
8.22-8.25 7.71 (s) 8.30(d, J8.5)
(s,d, J7.8) 7.77 (d, J7.6) 8.50 (t,J 7.8)
Tabelle 47. 'H-NMR-Daten der Verbi ndungen 4c-4e und 4i, 400 MHz, DMSO, * MeOH
4c 4d 4e 4i*
Nimiac-CH» 35.2 42.8 42.8 49.8
N]mid-CHngz 21.6 - - -
Nimia-CH,-CH- - 27.8 27.8 -
-CH-CH; - 18.8 18.8 -
C(CH3), - - - 26.5
-CH,-N" 63.2 67.1 67.1 74.1
N'(CHs), 50.2 50.2, 50.3 50.2, 50.3 53.5
N'CH,- 61.0 63.5 63.5 69.3
N"CH,-CH,- 21.6 21.8 21.8 23.7
N*(CH,),-CH5,- 25.4 25.4 25.3 26.5
Ph-CH; - - 21.5 -
arC-CH; - - 145.6 -
Caromat 123.4 (q), 131.7 129.0, 132.0, 123.5,129.2,
133.1, 134.2, 145.7 133.1
135.5
CHaromat 120.0, 131.7, 123.3, 134.7 123.3,123.7, 128.2, 132.6,
124.3 135.0 135.7
Cc=0 166.9, 167.1 168.4 168.4, 168.5 166.7

Tabelle 48. *C-NMR-Daten der Verbindungen 4c-4e und 4i,100 MHz, DMSO, *MeOH




144 EXPERIMENTELLER TEIL
4n 40 4p
Nimia-CH>- 3.55-3.68 (m) 3.56-3.67 (m) 3.61 (br)
Nimia-CH,CH- 2.33 (br) 2.35 (br) 2.35 (br)
CH-CH,- 1.34 (br) 1.48 (br) 1.25 (br)
-CH,-CH; 0.95 (t,J7.3) 0.85 (t,J6.7) -
-CH,-CH,-CHj; - 1.40 (br) -
-CH,-CH(CHa), - - 1.75 (m)
-CH,-CH(CHs), - - 0.82,0.91(d, J 6.5)
-CH,-N" 3.38 (br) 3.39 (br) 3.40 (br)
N"(CHs), 3.09 (s) 3.10 (s), 3.11 (s) 3.08 (s), 3.09 (s)
N'CH,- 3.31 (br) 3.32 (br) 3.31 (br)
N'CH,-CH,- 1.68 (br) 1.72 (br) 1.69 (br)
N'(CH,),-CH,- 1.30 (br) 1.29 (br) 1.27 (br)
CH.romat 7.88 (m) 7.88 (m) 7.88 (m)
Tabelle 49. 'H-NMR-Daten der Verbi ndungen 4n-4p, 400 MHz, DMSO
4n 40 4p
Nimia-CHa- 40.8 41.2 41.6
Nimia-CH,-CH- 33.4 32.3 30.5
-CH-CH,- 24.5 18.5 42.0
-CH,-CH; 10.1 14.2 -
-CH,-CH,-CHj; - 34.2 -
-CH,-CH(CHz), - - 22.5,22.7
-CH,-CH(CH3), - - 24.6
-CH,-N" 65.1 65.6 66.6
N'(CH3), 49.5 49.5 49.7
49.9 50.0 50.1
N'CH,- 63.5 63.6 63.8
N"CH,-CH,- 21.8 21.8 21.8
N'(CH,),-CH,- 25.5 25.4 25.5
Caromat 131.7 131.6 131.6
CH.romat 123.4, 134.8 123.4, 134.8 123.4, 134.8
C=0 168.5 168.6 168.8

Tabelle 50. *C-NMR-Daten der Verbindungen 4n-4p, 100 MHz, DMSO
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8.2.22 Synthese von Propyl-[3-(1,3-dioxo-1H,3H-benzo[de]isochinolin-2-
y)-2,2-dimethyl-propyl]-dimethylammoniumbromid

O
CH
N/\k\_’lr/\/ 3
Br |
Hs CHs
o

C
8
780 mg (2.5 mmol) der Verbindung 1i werden in 5 ml 1-Brompropan geldst und bei 80°C
acht Tage geriihrt. Der entstandene Niederschlag wird nach beendeter Reaktion abfiltriert und
mit Diethylether gewaschen. Man trocknet den erhaltenen weilen Feststoff im Vakuum iiber

P,0:s.
Molekulargewicht:  433.4 g/mol

Summenformel: C2Hy9BrN>O»

Schmelzpunkt: 196°C

Ausbeute: 0.77 g (711%)

IR [em™']: 783,937, 1234, 1342, 1587, 1656, 1704

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 0.90 (t, J 7.2, -CH,CHs), 1.24 (s, C(CH3),), 1.75 (m,
-CH,CH3), 3.17 (s, N"(CHs),), 3.36 (br, N'CH,CH,), 3.47 (s, CH,N"),
4.13 (s, NppCH,), 7.89 (t, J 7.7, CHy,, 2H), 8.49 (m, CH,;, 4H)

BC-NMR: 10.7 (-CH,CH3), 15.9 (-CH,CH3), 25.7 (C(CHs),), 49.1 (C(CHs),), 52.2
(N"(CH3),), 68.7 (N'CH,CH,-), 71.9 (-CH,N"), 122.4, 127.6, 131.4
(alle Cy), 127.4, 131.1, 134.5 (alle CH,,), 164.8 (C=0)
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8.2.23 Synthese von 2-{3-[1-(6-{1-Methyl-1-[3-(1,3-diox0-1,3-dihydro-
benzo[de]isochinolin-2-yl)-propylJammonio}hexyl)-1-methyl-
ammonio]-propyl}-1,3-benzo[de]isochinolindion-Dichlorid
(tertidres WB64)

CH3
':i /\/\+//\/\/\/, ~ N ;::
2Cl

478 mg (1.5 mmol) N-(3-Brompropyl)-1,8-benzo[de]isochinolin-1,3-dion 37 und 110 mg
(0.75 mmol) N,N’-Dimethyl-1,6-hexandiamin werden in 20 ml Acetonitril geldst. Man gibt
1 g Kaliumcarbonat und eine Spatelspitze Kaliumiodid zu. Der Reaktionsansatz wird zwei
Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Der sich nach etwa einem Tag bildende volumindse
Niederschlag wird abfiltriert. Zur Reinigung wird das Rohprodukt in Chloroform geldst und
mit 3%iger NaHCOs3-Losung ausgeschiittelt. Das nach dem Abdestillieren der organischen
Phase zuriickbleibende gelbe Ol erstarrt nach einigen Tagen zu einem wachsartigen Feststoff.
Zur Féllung des Hydrochlorides wird die freie Base in der Wérme in einem kleinen Volumen
einer Mischung aus Chloroform und Ethanol geldst. Man tropft ca. 1 ml etherische Salzsédure
zu. Bei 4°C fallt aus dieser Losung ein weiller Feststoff aus. Man filtriert den Niederschlag

ab, wischt ihn mit Pentan und trocknet im Vakuum iiber P,Os.

Molekulargewicht:  691.6 g/mol

Summenformel: C33H44C1LN4O4

Schmelzpunkt: 272°C

Ausbeute: 90 mg (31%)

IR [cm™]: 778, 843, 1234, 1341, 1381, 1658, 1697, 2773, 2933

'"H-.NMR (400 MHz, D,0): 1.58 (br, N'CH,CH,CH,), 1.87 (br, N'CH,CH,), 2.06 (br,
NpCH,CH,), 2.97 (s, N'CH3), 3.30 (br, CH,N'CHy), 3.79 (¢, J 7.1,
NpnCHy), 7.34 (t, J 7.8, 2H,y), 7.74 (d, 3 7.3, 2H,,), 7.80 (d, J 8.3, 2Hy,)

BC-NMR: 22.5 (Np,CH,CH,), 22.8 (N'CH,CH,CH,), 25.0 (N'CH,CH>), 37.6
(NpnCH,), 40.9 (N'CH3), 53.2 (CH,N"), 55.1 (N'CH,), 119.9, 126.2,
130.6 (alle Cy), 127.1, 131.3, 135.7 (alle CH,,), 164.9 (C=0)
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8.2.24 Synthese der Oxotremorin-Anologa

8.2.24.1 Synthese von 2-(4-Dimethylamino)but-2-inyl)isoxazolidin-3-on®*
0
HaC_
T/\/N
L \
45

500 mg (2.9 mmol) 2-(4-Chlor-but-2-inyl)isoxazolidin-3-on werden in 15 ml DMF geldst.
Man gibt 10 Tropfen bei -20°C verfliissigtes Dimethylamin zu und riihrt die Reaktions-
mischung 2 Stunden bei Raumtemperatur. Anschlieend versetzt man mit 10 ml Wasser,
sduert mit verdiinnter Salzsdure an und schiittelt zwei Mal mit 30 ml Diethylether aus. Die
wissrige Phase wird mit Kaliumcarbonat alkalisiert und sechs Mal mit 30 ml Ethylacetat aus-
geschiittelt. Man trocknet die organische Phase {iber Natriumsulfat und entfernt das Losungs-
mittel im Vakuum. Die Reinigung des 6ligen Riickstandes erfolgt mittels Sdulenchromato-

graphie (Kieselgel, Dichlormethan/Methanol 9:1, Ry 0.40). Man erhilt ein gelbes Ol.

Molekulargewicht:  182.2 g/mol

Summenformel: CoH14N,0,

Ausbeute: 330 mg (63%, Lit.: 65%)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 2.38 (s, N(CHz),), 2.78 (t, J 8.1, H-4), 3.37 (s, CH,N(CHs),),
4.33 (s, C=CH,-N-0), 4.38 (t, J 8.1, H-5)

8.2.24.2 Synthese von 3-[4-(Dimethylamino)but-2-inylJoxy-4,5-dihydro-isoxazol®

ch\T/\/oﬁ

CH;
N—2O

46

1.0 g (4.3 mmol) 3-(4-Hydroxybut-2-inyl)oxy-4,5-dihydro-isoxazolmesylat werden in 20 ml
Methanol geldst. Man gibt 20 Tropfen bei -20°C verfliissigtes Dimethylamin zu und riihrt den
Ansatz 24 Stunden bei Raumtemperatur. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und
man erhilt als Rohprodukt ein braunes Ol. Zur Reinigung nimmt man es in Wasser auf, siuert

mit verdiinnter Salzsdure an und schiittelt zwei Mal mit 20 ml Diethylether aus. Dann
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alkalisiert man die wissrige Phase mit Kaliumcarbonat und schiittelt fiinf Mal mit 30 ml
Dichlormethan aus. Die organische Phase wird iiber Natriumsulfat getrocknet und
anschlieBend abdestilliert. Der 6lige Riickstand wird sdulenchromatographisch gereinigt
(Kieselgel, Dichlormethan/Kieselgel 9:1, Ry 0.50). Man erhélt 3-[4-(Dimethylamino)but-2-
inylJoxy-4,5-dihydro-isoxazol 46 als gelbes Ol.

Molekulargewicht:  182.2 g/mol

Summenformel: CoH14N,O,

Ausbeute: 500 mg (65%, Lit.: 69%)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 2.32 (s, N(CH3),), 3.01 (t, J 9.7, H-4), 3.37 (s, CHo-N(CHj),),
442 (t, 9.7, H-5,), 4.81 (s, 2H, C=CH,-0)

8.2.24.3 Synthese von 3-Hydroxyisoxazol

HO,

/ A\
\O

47

Man 16st 5.50 g (70 mmol) Hydroxylamin-HCI in 85 ml Ethanol und gibt diese Mischung zu
einer Losung von 8.1 g NaOH in 75 ml Wasser. Es werden unter Riihren langsam 5.20 g
(60 mmol) Methylpropiolat in 20 ml Ethanol zugetropft. Man riihrt den Ansatz {iber Nacht bei
Raumtemperatur und destilliert anschlieBend das Ethanol ab. Die wéssrige Losung wird mit
verdiinnter Salzsdure auf pH 2 eingestellt und 15 Stunden an einer Soxhletapparatur mit
Diethylether kontinuierlich extrahiert. Die organische Phase wird iiber Natriumsulfat
getrocknet und anschlieBend am Rotationsverdampfer entfernt. Das halbfeste Rohprodukt
wird sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, Petrolether/Ethylacetat 1:1, R¢ = 0.53).

Nach dem Abdestillieren des Losungsmittels erhdlt man einen weillen Feststoff.

Molekulargewicht:  85.1 g/mol

Summenformel: C3H3NO;
Schmelzpunkt: 101°C
Ausbeute: 2.10 g (41%)

'H-NMR (300 MHz, CDCL): 6.01 (d, H-4), 8.14 (d, H-5)
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8.2.24.4 Synthese von 3-(Propin-2-yloxy)isoxazol *’

SN
48

Eine Mischung aus 840 mg (15 mmol) fein pulverisiertem KOH und 869 mg (2.35 mmol)
Tetrabutylammoniumiodid wird bei Raumtemperatur 30 min in 10 ml absolutem THF
geriihrt. Anschlieend wird bei 0°C eine Losung aus 1.73 g (12.9 mmol) Propargylmesylat
und 1.0g (11.7 mmol) 3-Hydroxyisoxazol in 10 ml THF zugetropft. Damit sich der
Reaktionsansatz nicht verfestigt, werden noch einmal 20 ml THF zugegeben und man ldsst
sechs Stunden bei Raumtemperatur rithren. Nach beendeter Reaktion wird der Feststoff
abfiltriert und noch mehrmals mit Diethylether gewaschen. Das Ldsungsmittel wird
abdestilliert und man reinigt das erhaltene 6lige Rohprodukt mittels Sdulenchromatographie
(Kieselgel, Petrolether/Ethylacetat 7:3, Ry 0.68). Nach dem Abdestillieren des Losungsmittels

erhilt man ein gelbes Ol.

Molekulargewicht:  123.1 g/mol

Summenformel: CsHsNO,

Ausbeute: 350 mg (25%)

'H-NMR (300 MHz, CDCl): 2.62 (s, -C=CH), 4.91 (s, -CH,-0), 6.03 (d, H-4), 8.15 (d, H-5)

8.2.24.5 Synthese von 3-[4-(Dimethylamino)but-2-inylJoxyisoxazol ¥

HaC_
T/\/Oﬁ

CHs
N—O
49

Man 16st bzw. suspendiert in 10 ml Dioxan 185 mg (6.15 mmol) Paraformaldehyd, 150 mg
Eisessig sowie eine katalytische Menge CuCl. Zu dieser Mischung gibt man 504 mg
(4.1 mmol) 3-(Propin-2-yloxy)isoxazol 48 und 20 Tropfen bei -20°C verfliissigtes
Dimethylamin. Der Reaktionsansatz wird drei Tage dicht verschlossen auf 50°C erhitzt. Nach
beendeter Reaktion wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Man nimmt den Riickstand
in Wasser auf, sduert mit verdiinnter Salzsdure an und schiittelt mit Diethylether aus.

AnschlieBend wird die wissrige Phase mit Kaliumcarbonat alkalisiert und mehrmals mit



150 EXPERIMENTELLER TEIL

Dichlormethan ausgeschiittelt. Man trocknet iiber Natriumsulfat und entfernt das
Losungsmittel im Vakuum. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt

(Kieselgel, Dichlormethan/Methanol 9:1, R¢ 0.45). Man erhilt ein gelbes Ol.

Molekulargewicht:  180.2 g/mol

Summenformel: CoH1,N>0,

Ausbeute: 221 mg (30%)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 2.31 (s, N(CH3),), 3.33 (s, -CH,-N(CH3),), 4.97 (s, C=CH,-O),
6.01 (d,J1.9,H-4),8.17 (d, J 1.9, H-5)

8.2.25 Synthese der Hybridmolekule

O e
DSV

N/\k\wr [CHZJH_?N/\/\ -

o 2Br LS
\ - \

~ - (0] (0]
\/N . /\/N\ 4 g N ﬁ 5 ﬁ 5
(e} 5 N—O N—O
5 4
50 n=4,6,8 51 n=4,6,8 52 n=4,6,8 53 n=4,6
CH
/\k\+ //3\/
CHz CHs cl \ﬁ

Allgemeine Vorschrift zur Synthese der Hybridmolekiile 50-54

1 mmol 2i-C6, 2i-C4 oder 2i-C8 und 1 mmol des entsprechenden Oxotremorin-Analogons
werden in 30 ml Acetonitril geldst. Man gibt eine Spatelspitze einer Mischung aus KI/K,CO;
(1:1) zu und erhitzt den Reaktionsansatz fiir zwei bis drei Tage zum Sieden. Nach beendeter
Reaktion, deren Verlauf diinnschichtchromatographisch (CH3;0H/0.2 M NH4NOs-Losung
3:2) verfolgt wird, erfolgt die weitere Aufarbeitung nach folgenden Methoden:
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A) Man entfernt das Losungsmittel im Vakuum und kristallisiert den 6ligen Riickstand aus
Isopropanol um. Nach einigen Stunden bildet sich bei 4°C ein oliger Niederschlag. Die
tiberstehende Losung wird abpipettiert. Falls noch nicht umgesetztes Edukt vorhanden ist,
wird die Umkristallisation gegebenenfalls mehrfach wiederholt. Man 16st schlieBlich das
saubere Ol in Dichlormethan und entfernt anschlieBend das Losungsmittel im Vakuum. Der
Riickstand wird im Feinvakuum getrocknet. Man erhélt einen schaumartigen gelblichen bis

braunen Feststoff, der meist sehr hygroskopisch ist.

B) Die Reaktionsldsung wird etwa auf die Hilfte ihres Volumens eingeengt. Uber Nacht
bildet sich bei 4°C ein Niederschlag. Dieser wird abfiltriert und aus Acetonitril und eventuell
wenigen Tropfen Ethanol umkristallisiert. Der entstandene Niederschlag wird nach der
Filtration mit Diethylether gewaschen und im Vakuum getrocknet. Als Endprodukt erhélt man

ein hellbraunes Pulver.

C) Man entfernt das Losungsmittel im Vakuum und kristallisiert den 6ligen Riickstand aus
Isopropanol um. Nach einigen Stunden bildet sich bei 4°C ein oliger Niederschlag. Die
iiberstehende Losung wird abpipettiert. Das dunkelbraune Ol wird in einer Mischung aus
Isopropanol und Methanol aufgenommen und mit Aktivkohle geriihrt. Man filtriert
anschlieBend die Losung iiber Cellite und entfernt das Losungsmittel im Vakuum. Falls noch
nicht umgesetztes Edukt vorhanden ist, kristallisiert man erneut aus Isopropanol um. Das
ausgefallene Ol wird dann in Dichlormethan aufgenommen und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Der gelbliche Riickstand wird anschlieend im Feinvakuum

getrocknet, so dass man einen schaumartigen, hygroskopischen Feststoff erhilt.

D) Man entfernt das Losungsmittel im Vakuum und riihrt den Reaktionsansatz tiber Nacht in
Ethylacetat. Der Feststoff wird abfiltriert, mit Diethylether gewaschen und im Vakuum
getrocknet.
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Verb. Summenformel M, Methode Ausbeute Mp
[g/mol] [°C]
50-C4 C33H46B1,N4O3 706.6 C 44% *
50-Cé6 C35H50BraN4O3 734.6 A 75% *
50-C8 C37H54BI‘2N403 778.7 A 40% *
51-C4 C3,Hy4BroN4Oy 708.5 A 64% 113
51-Ceo C34H43BI'2N4O4 736.6 A 30% 152
51-C8 C36H52BI'2N404 764.6 C 55% *
52-C4 C3,H4BroN4Oy 706.5 B 42% 143
52-Cé6 C34H46BraN4Oy 734.6 B 49% 210
52-C8 C36H50BI'2N4O4 762.6 B 68% 166
53-C4 C32H44BI2N4O4 708.5 B 35% 98
53-Cé6 C34H4gBroN4O4 736.6 B 59% 180
54 Ca6H32CIN3Oy4 486.0 D 61% 194

Tabelle 51. Analytische Daten der Hybridmolekille 50-54, * aufgrund der hohen Hygroskopizitat der
Substanzen war eine Bestimmung des Schmelzpunktes nicht moglich

Verb. IR-Daten [cm'l]
50-C4 781, 1236, 1339, 1587, 1655, 2360, 2959
50-C6 782,949, 1235, 1338, 1377, 1588, 1658, 2962
50-C8 782, 1235, 1338, 1377, 1587, 1657, 2928
51-C4 781, 1235, 1338, 1379, 1588, 1657, 1697, 2930
51-C6 775,925, 1234, 1332, 1377, 1654, 1693, 2924
51-C8 782, 1235, 1338, 1377, 1588, 1657, 1699, 2926
52-C4 780, 904, 1234, 1339, 1481, 1580, 1655, 2965
52-C6 774, 928, 1237, 1333, 1483, 1581, 1654, 1696, 2927
52-C8 781, 1235, 1340, 1483, 1578, 1655, 1699, 2360, 2924
53-C4 780,912, 1236, 1339, 1625, 1654, 1696, 2360, 2966
53-C6 774,927, 1234, 1331, 1585, 1624, 1654, 1693, 2918
54 783,917, 1238, 1342, 1628, 1655, 1706, 2975

Tabelle 52. IR-Daten der Hybridmolekile 50-54
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50-C4 50-C6 50-C8 51-C4 51-C6 51-C8
Nimia-CH,- 4.15(s) 4.14 (s) 4.13 (s) 4.15 (s) 4.15 (s) 4.13 (s)
C(CHa), 1.25 (s) 1.24 (s) 1.24 (s) 1.25(s) 1.24 (s) 1.24 (s)
-CH,-N* 3.52 (s) 3.50 (s) 3.42 (s) 3.51(s) | 3.49(s) | 3.47(d)
N*(CH;), 3.13 (s) 3.12 (s) 3.11 (s) 3.12 (s) 3.10 (s) 3.10 (s)
3.21 (s) 3.20 (s) 3.18 (s) 3.17 (s) 3.18 (s) 3.18 (s)
N'CH,- 3.47 (br) 3.46 (br) 3.40 (br) 3.47 (br) | 3.40 (br) | 3.44 (br)
N*CH,-CH,- 1.78 (br) 1.75 (br) 1.71 (br) 1.77 (br) | 1.74 (br) | 1.71 (br)
N*(CH,),-CH,- - 1.34 (br) 1.32 (br) - 1.33 (br) | 1.32 (br)
N'(CH,);-CH,- - - 1.29 (br) - - 1.29 (br)
N'CH,-C=C- 4.48 (s) 4.46 (s) 4.45 (s) 4.48 (s) 4.46 (s) 4.46 (s)
-C=C-CH,-O 4.19 (s) 4.18 (s) 4.18 (s) 445(s) | 4.44(s) | 4.44(s)
CH ,ophthal 7.90 (m) 7.90 (m) 7.89 (m) 7.90 (m) | 7.90(m) | 7.90 (m)
8.51 (m) 8.50 (m) 8.50 (m) 8.51 (m) | 8.51 (m)
CH_oyotrem 1.95 (H4) 1.95 (H4) 1.95 (H4) | 2.77 (H4) | 2.76 (H4) | 2.76 (H4)
(quin, J7.6) | (quin,J7.6) | (quin,J7.6) | (t,J8.0) (t, J8.0) (t, J8.0)
2.23 (H3) 2.23 (H3) 2.23 (H3) | 4.33 (HS) | 4.43 (H5) | 4.44 (H5)
(t, J8.2) (t, J8.2) (t, J8.2) (t,J8.0) | (t,J8.0) | (t,J8.0)
3.41 (H5) 3.40 (H5) 3.40 (H5)
(t, J7.0) (t, J7.0) (t, J7.0)
Tabelle 53. 'H-NMR-Daten der Verbi ndungen 50 und 51, 400 MHz, DMSO
52-C4 52-Cé6 52-C8 53-C4 53-Ceo 54
Nimia-CHa- 4.15 (s) 4.15 (s) 4.13 (s) 4.15(s) | 4.14(s) | 4.13(s)
C(CHs;), 1.25 (s) 1.24 (s) 1.24 (s) 1.25 (s) 1.24 (s) 1.25(s)
-CH,-N" 3.52(s) 3.49 (s) 3.48 (s) 3.51(s) 3.49 (s) 3.59 (s)
N*(CHs), 3.13 (s) 3.11 (s) 3.10 (s) 3.13(s) | 3.13(s) | 3.26(s)
3.21 (s) 3.19 (s) 3.18 (s) 3.20 (s) 3.19 (s) 3.34 (s)
N'CH,- 3.50 (br) 3.36 (br) 3.40 (br) 3.49 (br) | 3.43 (br) -
3.41 (br)
N*CH,-CH,- 1.76 (br) 1.73 (br) 1.66 (br) 1.77 (br) | 1.75 (br) -
1.72 (br)
N'(CH,),-CH,- - 1.39 (br) 1.31 (br) - 1.34 (br) -
N*(CH,);-CH,- - - 1.31 (br) - - -
N*CH,-C=C- 4.57 (s) 4.54 (s) 4.54 (s) 455(s) | 4.56(s) | 4.62(s)
-C=C-CH,-0 5.11 (s) 5.10 (s) 5.10 (s) 494 (s) | 4.94(s) | 4.86(s)
CH yaphthal 7.90 (m) 7.90 (m) 7.89 (m) 7.90 (m) | 7.90 (m) | 7.88 (m)
8.51 (m) 8.50 (m) 8.49 (m) 8.51 (m) 8.50 (m) 8.50 (m)
CH oxotrem 6.43 6.44 6.43 3.01 (H4) | 3.02 (H4) | 2.98 (H4)
(d,J1.8,H4) | (d,J1.8,H4) | (d,J1.8,H4) | (t,J9.6) | (t,J9.6) | (t,J9.6)
8.74 8.75 8.75 4.31 (H5) | 4.31 (HS) | 4.29 (HS)
(d,J2.0,H5) | (d,J2.0,H5) | (d,J2.0,H5) | (t,J9.6) | (t,J9.6) | (t,J9.6)

Tabelle 54. 'H-NMR-Daten der Verbi ndungen 52-54, 400 MHz, DMSO
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50-C4 50-Ceo 50-C8 51-C4 51-Ceoé 51-C8
Nimiac-CHj»- 49.0 49.0 49.1 49.0 49.0 49.1
C(CHy), 25.7 25.6 25.6 25.6 25.7 25.7
C(CH3), 25.7 25.7 25.7 25.7 25.7 25.8
-CH,-N" 71.9 71.9 72.0 72.1 71.9 71.7
N*(CH;), 50.0 49.9 49.9 50.0 50.0 49.9
52.2 52.2 52.1 52.2 52.2 52.1
N'CH,- 62.4 63.1 63.2 62.1 63.1 63.3
66.2 67.1 67.5 66.1 67.1 67.5
N'CH,-CH,- 19.4 21.8 22.0 194 21.9 22.0
19.6 22.1 22.2 19.6 22.1 22.2
N*(CH,),-CH,- - 25.5 28.3 - 25.5 283
28.4 284
N'(CH,);-CH,- - - 25.8 - - 25.8
N'CH,-C=C- 53.9 53.6 53.5 53.7 53.5 53.4
-C=C-CH,-0 72.3 71.9 71.7 72.4 72.4 72.2
N'CH,-C=C- 87.0 86.8 86.8 85.9 85.6 85.7
-C=C-CH, 31.8 31.8 31.7 354 354 35.39
C naphthal 122.4 122.4 122.4 122.4 122.5 122.4
127.6 127.6 127.6 127.6 127.6 127.6
131.5 131.4 131.4 131.5 131.5 131.5
CH ,apnthal 127.5 127.4 127.5 127.5 127.5 127.4
131.1 131.1 131.1 131.1 131.1 131.1
134.5 134.5 134.5 134.5 134.5 134.5
CH oyotrem 17.4 (C4) | 17.4(C4) 17.4(C4) | 32.8(C4) | 32.8(C4) | 32.8(C4)
30.1(C3) | 30.1(C3) | 30.1(C3) | 66.5(C5) | 66.5(C5) | 66.4(C5)
46.3 (C5) | 46.2(C5) | 46.2(C5)
Cc=0 164.8 164.8 164.8 164.8 164.8 164.8
174.0 174.0 174.0 173.0 172.8 172.8

Tabelle 55. *C-NMR-Daten der Verbindungen 50 und 51, 100 MHz, DMSO
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52-C4 52-C6 52-C8 53-C4 53-C6 54
Nimiac-CH,- 49.0 49.0 49.1 49.0 49.0 49.0
C(CH3), 25.7 25.7 25.7 25.7 25.6 254
C(CH;), 25.7 25.7 25.7 25.7 25.7 25.5
-CH,-N" 72.3 71.9 71.7 72.4 71.9 71.7
N'(CH;), 50.0 50.0 49.9 50.0 49.9 52.2
52.2 52.2 52.1 52.2 52.2
N'CH,- 62.5 63.1 63.2 62.5 63.1 -
66.1 67.1 67.5 66.1 67.1
N'CH,-CH,- 19.4 21.8 21.9 19.4 21.9 -
19.6 22.1 22.2 19.6 22.1
N*(CH,),-CH,- - 254 28.3 - 25.4 -
254 28.4 254
N'(CH,);-CH,- - - 25.8 - - -
N'CH,-C=C- 53.7 53.5 53.4 53.8 53.6 56.8
-C=C-CH,-0 76.5 76.6 76.6 76.3 76.4 76.6
N'CH,-C=C- 86.3 86.2 86.2 86.3 86.4 86.7
-C=C-CH, 57.8 57.7 57.70 57.4 57.4 57.3
C naphthal 122.4 122.4 122.4 122.4 122.4 122.4
127.6 127.6 127.6 127.6 127.6 127.6
131.5 134.5 134.5 131.5 131.5 131.4
CH paphthal 127.5 127.5 127.4 127.5 127.5 127.4
131.1 131.1 131.1 131.1 131.1 131.1
134.5 134.5 134.50 134.6 134.5 134.5
CH gxotrem 96.2 (C4) | 96.2(C4) | 96.2 (C4) 324 32.4 324
170.5 (C5) | 170.5 (C5) | 170.5 (C5) 69.8 69.8 69.7
Coxotrem 162.3 162.3 162.2 166.9 166.9 166.8
C=0 164.8 164.8 164.8 164.8 164.8 164.8
166.8

Tabelle 56. *C-NMR-Daten der Verbindungen 52-54, 100 MHz, DMSO




156 EXPERIMENTELLER TEIL

8.3 Stabilitatsmessungen mittels UV-Spektroskopie

Zur Herstellung des Magnesium-Tris-Puffers wurde MgHPO4sx3H,O in Aqua dest.
suspendiert. Die Suspension wurde durch Zugabe von 1N Salzsdure geldst. Danach wurde
Tris(hydroxymethyl)aminomethan zugegeben. Die Endkonzentration des Puffers betrug
2.7mM MgHPO4 und 45 mM Tris-HCIL. Der pH-Wert wurde mit IN Salzsdure auf 7.3
eingestellt.

Zur Bestimmung der Stabilitdt der synthetisierten Verbindungen unter den Bedingungen der
pharmakologischen Testung werden diese in Magnesium/Tris-Puffer (20pg/ml) geldst.
Zunichst werden UV-spektroskopisch die Absorptionsmaxima der Substanzen bestimmt.
Dann wird die UV-Absorption im jeweiligen Maximum {iber einen Zeitraum von 24 Stunden
gemessen. Fiir die Substanzen, die eine exponentielle Abnahme der Absorption zeigen, wurde
die jeweilige Halbwertszeit t;, bestimmt. Die ermittelten Werte sind in Tabelle 3, Kapitel 3.1,

zusammengestellt.

8.4 Lipophiliebestimmung

Herstellung des Phosphat-Puffers pH 7.4 (DAB 9): 250 ml einer 0.02 M Kaliumdihydrogen-
phosphatlosung werden mit 393.4 ml 0.1 M Natriumhydroxidlosung auf pH 7.4 eingestellt.

HPLC-Bedingungen:

Flussrate: 1.5 ml/min
Druck: 176 bar
Temperatur: 30°C

Injektionsvolumen: 100 pl
Standardlaufzeit: 10 min, fiir Anthracen 15 min
FlieBmittel: Methanol/Phosphat-Puffer 70/30
Zusatz von 0.02% N,N-Dimethylhexylamin

Zur Bestimmung der log k’-Werte der verwendeten Standards und der Testsubstanzen werden
diese in Methanol geldst (40 ng/ml). Die Retentionszeiten der Verbindungen werden mittels
HPLC unter Verwendung einer RP18-Sdule ermittelt. Der k’-Wert wird nach folgender

Gleichung bestimmt:
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k’= (Tr-To) / To

k’ = Kapazititsfaktor
T, = Retentionszeit der Substanz

Ty = Totzeit

Aus den gemessenen log k’-Werten der Standardsubstanzen und den aus der Literatur
bekannten logP-Werten, die den notwendigen Lipophiliebereich abdecken, wird durch lineare
Regression eine Kalibriergerade berechnet. Diese dient zur mathematischen Bestimmung der

logP-Werte der Testsubstanzen aus den experimentell ermittelten k’-Werten.

Standardsubstanz | Retentionszeit log k’ logP71
[min]

2-Phenylethanol 1.18 -0.04 1.36
2-Phenylethylamin 1.15 -0.13 1.41
Benzol 2.05 0.32 2.13
N,N-Dimethylanilin 2.39 0.43 2.31
Chlorbenzol 2.89 0.53 2.89
Toluol 3.01 0.59 2.73
Ethylbenzol 4.27 0.73 3.15
Cumol 5.85 0.91 3.66
Biphenyl 6.44 0.94 4.01
Anthracen 11.50 1.22 4.45

Tabelle 57. Retentionszeiten, log k' - und logP-Werte der verwendeten Standar dsubstanzen

Korrelation log k'/log P y = 2.4103x + 1.4865
R®=0.9778

4.00 * _—
3.00 /

0 3
g
= 2.00

-0.20 0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40
log k'

Abb. 65. Korrelation zwischen den log K - und den logP-Werten der Standar dsubstanzen

Die ermittelten logP-Werte der Testsubstanzen werden in Kapitel 3.2 aufgelistet und

diskutiert.
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8.5 Fluoreszenzmessungen

Es wurden jeweils von den nitrosubstituierten Naphthylverbindungen 31 und 3m, den

aminosubstituierten Naphthylverbindungen 3j und 3k sowie von der Verbindung 3a

Anregungs- und Emissionsspektren aufgenommen. Die Messungen wurden sowohl in

Magnesium/Tris-Puffer pH 7.3 als auch in Methanol durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils

5 uM Losungen der Verbindungen 3j-3m in beiden Losungsmitteln hergestellt. Die Anregung

erfolgte jeweils bei der vorher ermittelten Wellenldnge des langwelligsten Maximums. Die

Diskussion der aufgenommenen Spektren erfolgt in Kapitel 3.3.
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Abb. 66. Fluoreszenzspektren der Verbindungen 3a und 3j-3m, gemessen in Methanol und
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9 Anhang

Auflistung der systematischen Namen der Verbindungen, die im Experimentellen Teil nicht
mit ihren systematischen Namen bezeichnet sind:

1a 2-(3-Dimethylaminopropyl)-isoindolin-1,3-dion

1b 2-(3-Dimethylaminopropyl)-5-methyl-isoindolin-1,3-dion

1¢ 2-(3-Dimethylaminopropyl)-5-trifluormethyl-isoindolin-1,3-dion

1d 2-(3-Dimethylamino-2-methylpropyl)-isoindolin-1,3-dion

le 2-(3-Dimethylamino-2-methylpropyl)-5-methyl-isoindolin-1,3-dion

1f 2-(3-Dimethylamino-2,2-dimethylpropyl)-isoindolin-1,3-dion

1g 2-(3-Dimethylamino-2,2-dimethylpropyl)-5-methyl-isoindolin-1,3-dion

1h 2-(3-Dimethylaminopropyl)-benzo[de]isochinolin-1,3-dion

1i 2-(3-Dimethylamino-2,2-dimethylpropyl)-benzo[de]isochinolin-1,3-dion

1j 2-(3-Dimethylamino-2,2-dimethylpropyl)-4-amino-benzo[de]isochinolin-1,3-dion
11 2-(3-Dimethylamino-2,2-dimethylpropyl)-4-nitro-benzo[de]isochinolin-1,3-dion
1m 2-(3-Dimethylamino-2,2-dimethylpropyl)-3-nitro-benzo[de]isochinolin-1,3-dion
2a (6-Bromhexyl)dimethyl-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihydroisoindol-2-yl)propylJammoniumbromid

2b (6-Bromhexyl)dimethyl-[3-(5-methyl-1,3-dioxo-1,3-dihydroisoindol-2-yl)propyl]-
ammoniumbromid

2f (6-Bromhexyl)dimethyl-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihydroisoindol-2-yl)-2,2-dimethylpropyl]-
ammoniumbromid

2g (6-Bromhexyl)dimethyl-[3-(5-methyl-1,3-dioxo-1,3-dihydroisoindol-2-yl)-2,2-
dimethylpropyl]ammoniumbromid

2i-C4 (4-Brombutyl)-[3-(1,3-dioxo-1H,3H-benzo[de]isochinolin-2-yl1)-2,2-dimethylpropyl]-
dimethylammoniumbromid

2i-C6 (6-Bromhexyl)-[3-(1,3-dioxo-1H,3H-benzo[de]isochinolin-2-yl)-2,2-dimethylpropyl]-
dimethylammoniumbromid

2i-C8 (8-Bromoctyl)-[3-(1,3-dioxo-1H,3H-benzo[de]isochinolin-2-yl)-2,2-dimethylpropyl]-
dimethylammoniumbromid
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21 (6-Bromhexyl)-[3-(4-nitro-1,3-dioxo-1H,3H-benzo[de]isochinolin-2-y1)-2,2-
dimethylpropyl]-dimethylammoniumbromid

2m (6-Bromhexyl)-[3-(3-nitro-1,3-dioxo-1H,3H-benzo[de]isochinolin-2-yl)-2,2-
dimethylpropyl]-dimethylammoniumbromid

3a 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-dioxo0-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)propyl]-
ammonium}hexyl)-1,1-dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl} -benzo[de]isochinolin-1,3-
dion Dibromid

3b 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-diox0-1,3-dihydro-5-methyl-isoindol-2-
yl)propyl]ammonium}hexyl)-1,1-dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl}-
benzo[de]isochinolin-1,3-dion Dibromid

3f 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)-2,2-
dimethylpropyl]ammonium }hexyl)-1,1-dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl}-
benzo[de]isochinolin-1,3-dion Dibromid

3g 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-5-methyl-isoindol-2-yl)-2,2-
dimethylpropyl]ammonium}hexyl)-1,1-dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl} -
benzo[de]isochinolin-1,3-dion Dibromid

3h 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-diox0-1,3-dihydro-benzo[de]isochinolin-2-y1)-2,2-
dimethylpropyl]ammonium}hexyl)-1,1-dimethylammonium]-propyl }-benzo[de]isochinolin-
1,3-dion Dibromid

3j 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)propyl]-
ammonium } hexyl)-1,1-dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl}-4-amino-
benzo[de]isochinolin-1,3-dion Dibromid

3k 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)propyl]-
ammonium } hexyl)-1,1-dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl}-3-amino-
benzo[de]isochinolin-1,3-dion Dibromid

31 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)propyl]-
ammonium } hexyl)-1,1-dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl} -4-nitro-
benzo[de]isochinolin-1,3-dion Dibromid

3m 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)propyl]-
ammonium } hexyl)-1,1-dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl}-3-nitro-
benzo[de]isochinolin-1,3-dion Dibromid

4c¢ 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-5-trifluormethyl-isoindol-2-
yl)propyl]ammonium }hexyl)-1,1-dimethylammonium]-propyl}-5-trifluormethyl-isoindolin-
1,3-dion Dibromid

4d 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-dioxo0-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)-2-
methylpropylJammonium} hexyl)-1,1-dimethylammonium]-2-methylpropyl}-isoindolin-1,3-
dion Dibromid
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4e 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-5-methyl-isoindol-2-yl)-2-
methylpropyl]Jammonium} hexyl)-1,1-dimethylammonium]-2-methylpropyl} -5-methyl-
isoindolin-1,3-dion Dibromid

4i 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-benzo[de]isochinolin-2-yl)-2,2-
dimethylpropyl]ammonium}hexyl)-1,1-dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl}-
benzo[de]isochinolin-1,3-dion Dibromid

4n 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)-2-
ethylpropyl]Jammonium}hexyl)-1,1-dimethylammonium]-2-ethylpropyl}-isoindolin-1,3-dion
Dibromid

40 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)-2-
propylpropyllammonium}hexyl)-1,1-dimethylammonium]-2-propylpropyl}-isoindolin-1,3-
dion Dibromid

4p 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)-2-
isobutylpropyl]lammonium} hexyl)-1,1-dimethylammonium]-2-isobutylpropyl}-isoindolin-
1,3-dion Dibromid

5¢ 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)-
propyllJammonium}hexyl)-1,1-dimethylammonium]-propyl}-5-trifluormethyl-isoindolin-1,3-
dion Dibromid

5d 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-dioxo0-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)-
propyllammonium} hexyl)-1,1-dimethylammonium]-2-methylpropyl}-isoindolin-1,3-dion
Dibromid

5e 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-isoindol-2-yl)-
propyllJammonium}hexyl)-1,1-dimethylammonium]-2-methylpropyl}-5-methyl-isoindolin-
1,3-dion Dibromid

6 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-5-methyl-isoindol-2-
yl)propyllammonium}hexyl)-1,1-dimethylammonium]-propyl}-benzo[de]isochinolin-1,3-
dion Dibromide

7 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[3-(1,3-dioxo0-1,3-dihydro-5-methyl-isoindol-2-yl)-2,2-
dimethylpropyl]ammonium }hexyl)-1,1-dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl} -5-methyl-
1soindolin-1,3-dion Dibromide

21 Diethyl-2-ethylmalonat

22 Diethyl-2-propylmalonat

23 Diethyl-2-isobutylmalonat

25 2-Ethyl-propan-1,3-diol

26 2-Ethyl-2-methyl-propan-1,3-diol

27 2-Propyl-propan-1,3-diol
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28 2-Isobutyl-propan-1,3-diol

33 2-(2-(Brommethyl)butyl)isoindolin-1,3-dion

34 2-(2-(Brommethyl)-2-ethylbutyl)isoindolin-1,3-dion

35 2-(2-(Brommethyl)pentyl)isoindolin-1,3-dion

36 2-(2-(Brommethyl)-4-methylpentyl)isoindolin-1,3-dion

50-C4 2-{3-[1-(4-{1,1-Dimethyl-1-[4-(2-ox0-pyrrolidin-1-yl)but-2-inyl]-ammonium } butyl)-
1,1-dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl}-benzo[de]isochinolin-1,3-dion Dibromid

50-C6 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[4-(2-oxo0-pyrrolidin-1-yl)but-2-inyl]-ammonium } hexyl)-
1,1-dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl } -benzo[de]isochinolin-1,3-dion Dibromid

50-C8 2-{3-[1-(8-{1,1-Dimethyl-1-[4-(2-ox0-pyrrolidin-1-yl)but-2-inyl]-ammonium} octyl)-
1,1-dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl}-benzo[de]isochinolin-1,3-dion Dibromid

51-C4 2-{3-[1-(4-{1,1-Dimethyl-1-[4-(3-oxo0-isoxazolidin-2-yl)but-2-inyl]-
ammonium }butyl)-1,1-dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl}-benzo[de]isochinolin-1,3-
dion Dibromid

51-C6 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[4-(3-oxo0-isoxazolidin-2-yl)but-2-inyl]-
ammonium}hexyl)-1,1-dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl}-benzo[de]isochinolin-1,3-
dion Dibromid

51-C8 2-{3-[1-(8-{1,1-Dimethyl-1-[4-(3-oxo0-isoxazolidin-2-yl)but-2-inyl]-
ammonium}octyl)-1,1-dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl}-benzo[de]isochinolin-1,3-
dion Dibromid

52-C4 2-{3-[1-(4-{1,1-Dimethyl-1-[4-(isoxazol-3-yloxy)but-2-inyl]-ammonium } butyl)-1,1-
dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl}-benzo[de]isochinolin-1,3-dion Dibromid

52-C6 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[4-(isoxazol-3-yloxy)but-2-inyl]-ammonium } hexyl)-1,1-
dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl}-benzo[de]isochinolin-1,3-dion Dibromid

52-C8 2-{3-[1-(8-{1,1-Dimethyl-1-[4-(isoxazol-3-yloxy)but-2-inyl]-ammonium} octyl)-1,1-
dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl}-benzo[de]isochinolin-1,3-dion Dibromid

53-C4 2-{3-[1-(4-{1,1-Dimethyl-1-[4-(4,5-dihydro-isoxazol-3-yloxy)but-2-inyl]-
ammonium }butyl)-1,1-dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl } -benzo[d€]isochinolin-1,3-
dion Dibromid

53-C6 2-{3-[1-(6-{1,1-Dimethyl-1-[4-(4,5-dihydro-isoxazol-3-yloxy)but-2-inyl]-
ammonium} hexyl)-1,1-dimethylammonium]-2,2-dimethylpropyl}-benzo[de]isochinolin-1,3-
dion Dibromid

54 [4-(4,5-Dihydro-isoxazol-3-yloxy)-but-2-inyl]-[3-(1,3-dioxo-1H,3H-benzo[de]isochinolin-
2-yl)-2,2-dimethylpropyl]-dimethylammoniumbromid
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