R. Tacke, H. Linoh, L. Ernst, U. Moser, E. Mufschler, S. Sarge, H. K. Cammenga, G. Lambrecht

Sila-Pharmaka, 379

1229

Darstellung und Eigenschaften der Enantiomere der Antimuskarinika
Sila-Procyclidin und Sila-Tricyclamol-iodid: Optisch aktive Silanole mit

Silicinm als Chiralititszentrum?

Reinhold Tacke**, Haryanto Linoh®, Ludger Ernst®, Ulrich Moser®, Ernst Mutschler®, Stefan Sarge?,

Heiko K. Cammenga® und Giinter Lambrecht®

Institut fiir Anorganische und Analytische Chemie der Technischen Universitdt Braunschweig®,

Hagenring 30, D-3300 Braunschweig

Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung mbH?®,
Mascheroder Weg 1, D-3300 Braunschweig-Stéckheim

Pharmakologisches.lnétitut fiir Naturwissenschaftler der Universitit Frankfurt®,

Theodor-Stern-Kai 7, Gebaude 75A, D-6000 Frankfurt/Main

Institut fiir Physikalische und Theoretische Chemie der Technischen Universitit Braunschweig?,

Hans-Sommer-StraBe 10, D-3300 Braunschweig

Eingegangen am 9. Februar 1987

Durch Racematspaltung mit L~(+) bzw. D-{—)-Weinsdure wur-
den dic Enantiomere des Sila-Procyclidins (R)-1b und (S)-1b er-
halten [>97% c¢ (NMR), 99.7% ec (DSC)]. Daraus wurden die
Hydrochloride (R)-2b und (§)-2b und durch Umsetzung mit CH,I
die Enantiomere des Sila-Tricyclamol-iodids (R)-3b und (S)-3b
[>96% ee (NMR)] hergestelit. Die optisch aktiven Silanole sind
in kristalliner Form und in inerten Losungsmitteln konfigura-
tionsstabil, wihrend sie in wisseriger Lsung racemisieren (3b
schaeller als 1b). In Analogic zur Stereoselektivitdt der antimus-
karinischen Wirkung der Enantiomere der Kohlenstoff-Analoga
Procyclidin (1a) und Tricyclamol-iodid (3a) besitzen die (R)-
Enantiomere von 1b und 3b einc groBere Affinitat zu den ilealen
M2g- und atrialen M2,-Muskarinrezeptorcn des Meerschwein-
chens als die (S)-Antipoden. Alle Silicium-Verbindungen sind star-
ker antimuskarinisch wirksam als ihre Kohlenstoff-Analoga, de-
ren Stereoselektivitit jedoch starker ausgeprigt ist. Die Unter-
schiede in der Affinitdt von (R)-1b und (S)-1b zu den ilealen und
atrialen Muskarinrezeptoren bestitigen das Konzept der Hete-
rogenitit muskarinischer M2-Rezeptoren (M2, atrialer Typ;
M2,: ilealer Typ).

Kiirzlich haben wir iiber die Synthese des racemischen
Sila-Procyclidins (rac-1b) berichtet'¥ — eines Silicium-Ana-
logons des racemischen Antimuskarinikums Procyclidin
{rac-1a) —, welches als Hydrochlorid rac-2a (Osnervan®)
therapeutisch als Antiparkinson-Mittel eingesetzt wird. Die
entsprechenden quartiren Ammoniumsalze Tricyclamol-
iodid (rac-3a) und Tricyclamol-chlorid (rac-4a) sind eben-
falls stark antimuskarinisch wirksam; das Chlorid rac-4a
(Elorine®) wird therapeutisch als Spasmolytikum eingesetzt.
Die von rac-2a — rac-4a abzuleitenden racemischen Sila-
Analoga Sila-Procyclidin-hydrochlorid (rac-2b), Sila-Tri-
cyclamol-iodid (rac-3b) und Sila-Tricyclamol-chlorid (rac-

Chem. Ber. 120, 1229 —1237 (1987)

© VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-6940 Weinheim, 1987

Sila-Pharmacs, 37. — Preparation and Properties of the Enan-
tiomers of the Antimuscarinic Agents Sila-Procyclidine and Sila-
Tricyclamol lodide: Optically Active Silanols with Silicon as the
Centre of Chirality?

The enantiomers of sila-procyclidine (R)-1b and (S}-1b [ >97% ee
(NMR), 99.7% ce (DSC)] were obtained by resolution with -
(+) and D{~—)-tartaric acid, respectively. Starting from (R)}-1b
and (S)-1b, the hydrochlorides (R}-2b and (S)-2b were prepared
and the enantiomers of sila-tricyclamol iodide (R)-3b and (5)-3b
[>96% ee (NMR)] were synthesized by reaction with CH;l. The
optically active silanols show configurational stability in the crys-
talline state and in inert solvents, whereas they racemize in
aqucous solution (3b faster than 1b). By analogy with the ster-
eoselectivity of antimuscarinic action of the enantiomers of the
carbon analogues procyclidine (1) and tricyclamo! iodide (3s),
the {R) enantiomers of 1b and 3b show a greater affinity for the
ileal M2y and atrial M2, muscarinic receptors of the guinea pig
than the corresponding (S) antipodes. All silicon compounds ex-
hibit a greater antimuscarinic potency than their carbon ana-
logues, whereas the stereoselectivity of action is more pronounced
for the carbon compounds. The differences in affinity for (R)-1b
and (S)>1b for ileal and atrial muscarinic receptors confirm the
present concept of heterogeneity in muscarinic M2 receptors
(M2, atrial type; M2;: ileal type).

4b) haben wir kiirzlich ebenfalls synthetisiert®. Verglei-
chende pharmakologische Untersuchungen der Analogen-
paare rac-1a/rac-1b und rac-3a/rac-3b am isolierten Meer-
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schweinchen-Ileum haben ergeben, daB die Silicium-Verbin-
dungen rac-1b und rac-3b jeweils etwa doppelt so stark
antimuskarinisch wirksam sind wie die entsprechenden
Kohlenstoff-Analoga rac-1a bzw. rac-3a%-,

Aus vergleichenden Studien zur Stereoselektivitét der an-
timuskarinischen Wirkung der Enantiomere von 1a und 3a
ist bekannt, daB die (R)-konfigurierten Verbindungen jeweils
eine groBere Affinitdt zu den Muskarinrezeptoren des Meer-
schweinchen-Ileums besitzen als die entsprechenden (S)-
Enantiomere®~¥:; Die antimuskarinische Aktivitit von (R)-
1a und (R)-3a ist entsprechend Lit.” 375 bzw. 87mal groBer
als die von (§)-1a und (S)-3a®. AuBerdem haben wir kiirzlich
dariiber berichtet, daB3 es mit Hilfe von (R)-1a und (R)-3a
moglich ist, die Muskarinrezeptoren des Ileums und des
Atriums des Meerschweinchens als Subtypen (M2s- und
M2.-Typ) zu klassifizieren'”. Wir haben uns deshalb fiir die
Stereoselektivitit der Wirkung der entsprechenden sila-ana-
logen Enantiomere interessiert und diese dargestellt und ver-
gleichend untersucht. Hier wird iiber Darstellung und Ei-
genschaften von (R)-1b, (S)-1b, (R)-2b, (S)-2b, (R)-3b und
(S)-3b berichtet.

1. Darstellung der Enantiomere

Die Darstellung der Enantiomere des Sila-Procyclidins
(1b) gelang unter Verwendung von L-(+)- bzw. D-(—)-
Weinsdure') als Hilfsreagentien: Durch deren Umsetzung
mit rac-1b in Ethanol/2-Propanol gelangte man zu entspre-
chenden diastereomeren Salzen, von denen jeweils eines in
angereicherter Form durch Kristallisation aus den jeweili-
gen Reaktionsgemischen erhalten werden konnte'?. Die
Kristallisation wurde nach Abkiihlen des zunichst heiflen
Reaktionsgemisches bei 20°C unter Vermeidung von Er-
schiitterungen durchgefiihrt und nach 24 h abgebrochen. In
vereinzelten Fallen erfolgte wihrend dieser Zeitperiode al-
lerdings keine Keimbildung; eine erst nach 24 h einsetzende
Kristallisation filhrte dann aus bisher nicht genau bekann-
ten Griinden zumeist zu unbefriedigenden Trennerfolgen.
Aus diesem Grunde wurde die Kristallisation bei der Durch-
fithrung préparativer Ansdtze durch Animpfen mit Kristal-
lisationskeimen eingeleitet, die aus kleineren Analogansit-
zen durch spontane Kristallisation erhalten wurden. Durch
Umsetzung der Kristallisate mit Natronlauge wurde dann
das (R)- bzw. (S)-konfigurierte Sila-Procyclidin in angerei-
cherter Form erhalten, wobei jeweils ein Enantiomeren-
UberschuB von 20-30% ee (NMR-spektroskopisch, vgl.
Kap. 3) erzielt wurde. Diese Priparate lieBen sich durch sie-
benmaliges Umkristallisieren aus Ether/Tetrahydrofuran
(1:1) unter Einhaltung spezieller Bedingungen (vgl. Exp.
Teil) zu den enantiomerenreinen Verbindungen (R)-1b und
(S)-1b reinigen (Enantiomereniiberschul >97% ee, NMR-
spektroskopisch; 99.7% ee, kalorimetrisch). Deren erneute
Umkristallisation fiihrte zu keiner weiteren meBbaren Ver-
dnderung der Schmelzpunkte und spezifischen Drehungen
(Tab. 1). Auch die eingesetzten pharmakologischen Metho-
den zur Reinheitskontrolle (vgl. Kap. 4) ergaben keinen Hin-
weis auf einen weiteren Anstieg der Enantiomerenreinheit.
Die absolute Konfiguration der Enantiomere des Sila-Pro-
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cyclidins wurde auf der Grundlage der Ergebnisse der Ront-
genstrukturanalyse von (R)-1b festgelegt®.

1.} L(+)-Weinsaure 1.) o(~)-Weinsiure
2.) NaOH 2.) NaOH

l rac-tb l
(R)- 1o (S)- b

(R)-2b (R)-3b (S)-2b {s)- 3b

Durch Umsetzung der enantiomerenreinen Verbindungen
(R)-1b und (S)-1b mit Chlorwasserstoff in Ether wurden die
Antipoden des Sila-Procyclidin-hydrochlorids [(R)-2b bzw.
(5)-2b] und durch Umsetzung mit Methyliodid in Aceton
die entsprechenden Enantiomere des Sila-Tricyclamol-io-
dids [(R)-3b bzw. (S)-3b] dargestellt. Diese Ammoniumsalze
— sie wurden ebenfalls in enantiomerenreiner Form erhal-
ten (vgl. Kap. 3) — besitzen die jeweils gleiche absolute Kon-
figuration wie die fiir die Synthesen eingesetzten Sila-Pro-
cyclidin-Basen; eine Inversion der Konfiguration kann unter
den gewidhlten milden Reaktionsbedingungen und in An-
betracht der vergleichsweise groBen Konfigurationsstabilitit
(vgl. Kap. 2) von (R)-1b und (S)-1b ausgeschlossen werden.

Die in der Literatur beschriebenen Beispiele fiir optisch
aktive Silanole mit Silicium als Chiralitdtszentrum sind un-
seres Wissens auf die Verbindungen 517, 6'9, 7'%, 819,
919 102 und 11% beschrinkt, die — mit Ausnahme von
(—)-10 — als olige, naturgemaB nicht leicht zu reinigende
Fliissigkeiten anfielen [(+)-10 wird auch als Ol beschrie-
ben].
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Mit der Synthese der Enantiomerenpaare (R)-1b/(S)-1b,
(R)-2b/(S)-2b und (R)-3b/(S)-3b ist es unseres Wissens nun
erstmalig gelungen, jeweils beide Enantiomere chiraler Si-
lanole in kristalliner Form und mit groBer Enantiomeren-
reinheit zu gewinnen. Aufgrund ihrer groBen Lagerbestin-
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digkeit, ihrer groBen Reinheit, ihrer bekannten absoluten
Konfiguration und ihrer Struktur?? diirften diese Verbin-
dungen — insbesondere (R)-1b und (S)-1b — iiber die Fra-
gestellungen der vorliegenden Arbeit hinaus auch fir wei-
tergehende stereochemische und mechanistische Untersu-
chungen von Interesse sein: Mittels Standardmethoden der
Organosiliciumchemie sollte eine Uberfithrung der Si— OH-
Einheit in andere Si—R-Gruppen und damit die Synthese
weiterer optisch aktiver Silane des Typs 12 méglich sein.

2. Physikalische und chemische Eigenschaften

Die Enantiomere von 1b—~3b sind farblose, gut kristal-
lisierende Feststoffe. Einige ausgewihlte physikalische Da-
ten finden sich in Tab. 1.

Tab. 1. Schmelzpunkte und spezifische Drehungen von 1b—3b

o, : (C, C, (<
°cl CHCl)® C,H;OH)® C,H;OH)"
rac-1b 130
(R)-1b 146 —59 (0.5)9 —4(04)
(S)-1b 146 +59 (0.5) +4(04)
rac-2b  116—1179
(R}2b 169170 —30(0.4)
(§)2b  169—-170 +30 (0.4)
rac-3b  128—-1299
(R)-3b 117-—-118 —20(0.5) —-17.5(0.5)
(S}3b 117118 +20 (0.5) +7.5(0.5)

® Das verwendete Chloroform (LiChrosolv®, Merck) wurde un-
mittelbar vor Gebrauch siulenchromatographisch an Al,O; (Akt. I)
getrocknet und gereinigt (40 g Al}Og/i ml CHCI;). — ® Ethanol
p.a. absolut (Riedel-de Haén). — 9 Lit.¥. — 9 In Chloroform® nach
Zusatz von 1 Vol.-% Ethanol®: [a]}s = —54 (¢ = 0.5); in Chlo-
roform® nach Zusatz von 10 Vol.-% Ethanol®: [a]¥ = —41(c =
0.5).

In Tab. 2 sind aus Vergleichsgriinden einige spezifische
Drehungen der entsprechenden Kohlenstoff-Analoga
1a-—3a zusammengestellt. Diesen Daten ist zu entnehmen,
daB die jeweils gleich konfigurierten C/Si-Analoga Dreh-
werte gleichen Vorzeichens besitzen; die entsprechenden an
Chloroform-Losungen bestimmten Absolutwerte sind auch
groBenordnungsmiBig dhnlich (vgl. hierzu Lit.?). Dagegen
wurden auffillige Unterschiede in den an ethanolischen L6-
sungen gemessenen [a]2%-Werten der Enantiomere von 1a
und 1b beobachtet [[a]%s: + 28 (1a) bzw. +4 (1b)]. Ebenso
fallt die quantitativ sehr unterschiedliche Beeinflussung der
Drehwerte bei Zusatz von Ethanol zu Lésungen von 1a und
1b in Chloroform ins Auge (vgl. FuBnoten? in den Tabellen
1 und 2): Wihrend im Falle von 1a erst bei Zusatz groBerer
Ethanol-Mengen eine Abnahme der spezifischen Drehung
festzustellen ist, beobachtet man bei dem Sila-Analogon 1b
bereits bei Zusatz von nur 1 Vol.-% Ethanol eine Verrin-
gerung der spezifischen Rotation um fast 10% (Zusatz von
Wasser bewirkt qualitativ das gleiche). Dieses Phdnomen ist
auch der Grund dafiir, weshalb die in Tab. 1 aufgefiihrten
Drehwerte deutlich groBer sind als die in den vorldufigen
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Mitteilungen (vgl. hierzu Lit.*** und Zitat'" in Lit.”) an-
gegebenen Daten. Letztere stammen aus Messungen, die
an Chloroform-Losungen?? durchgefiihrt wurden, welche
kleine Mengen an Ethanol (Stabilisatorzusatz) enthielten
und nicht vollig wasserfrei waren.

Tab. 2. Spezifische Drehungen® der Enantiomere von 1a—3a

[oJ%s (o1 (o1
(c. CHCly)® (c, CHCly) (¢, C;HsOH)?

(R)-1a —48 (0.5)% —28(0.4)
(SH1a +48 (0.5) +28 (04)
(R)-2a -30(0.4)

(5)-2a +30(04)

(R)-3a —25(0.4)Y

(S)-3a +25 (0.4)Y

® Enantiomere von la und 3a: Lit.'”; Enantiomere von 2a:
Lit.9. — Y Vgl. FuBnote® in Tab.1. — © Vgl. FuBnote® in
Tab. 1. — 9 In Chloroform nach Zusatz von 1 Vol.-% Ethanol:
[a]3s = —48 (¢ = 0.5); in Chloroform nach Zusatz von 10 Vol.-
% Ethanol: [a]3; = —46 (c = 0.5).

Die dargestellten optisch aktiven Silanole sind im kri-
stallinen Zustand bei Raumtemperatur praktisch unbe-
grenzt haltbar und besitzen auch in inerten organischen Lo-
sungsmitteln eine bemerkenswerte Stabilitit — sowohl was
die Kondensation zu den entsprechenden Disiloxanen als
auch die Racemisierung betrifft. So wurde z. B. gefunden, daB3
in einer Losung von rac-1b in Deuteriochloroform (ca. 5
Gew.-%) im Verlauf von 4 Wochen bei Raumtempera-
tur nur etwa 15—20% des Silanols zum Disiloxan
kondensieren?; analoge Untersuchungen mit (R)-1b unter
den gleichen Bedingungen zeigten, daB sich etwa 15% der
Substanz zum Disiloxan und etwa 7% durch Racemisie-
rung zu (S)-1b umwandeln ['*C-NMR-Analyse der Si-Phe-
nyl-Gruppe unter Verwendung von Eu(hfc); als Verschie-
bungsreagenz; vgl. Kap. 3]. Losungen von (R)-1b in trok-
kenem Chloroform ergaben nach 24 Stunden (25°C) keine
signifikanten Verdnderungen der optischen Drehung. In
wisseriger Losung (Raumtemperatur, pH =7) erfolgt da-
gegen eine bereits im Verlauf einer Stunde erkennbare Ra-
cemisierung, die fir 1b—3b durch pharmakologische Ex-
perimente (vgl. Kap. 4) und im Falle der besser wasserlos-
lichen Verbindungen 2b und 3b dariiber hinaus auch
polarimetrisch nachgewiesen werden konnte. Letztere er-
wiesen sich allerdings in Hinblick auf eine quantitativ ver-
ldBliche Bestimmung kinetischer Parameter als problema-
tisch, da sich wegen der begrenzten Loslichkeit von 2b und
3b nur sehr verdiinnte wisserige Losungen herstellen lassen
und die genannten Substanzen in Wasser nur eine sehr
kleine spezifische Drehung besitzen. Als ein geeigneteres
Verfahren zur Verfolgung der Racemisierungskinetik erwies
sich die in Kapitel 4 beschriebene pharmakologische Me-
thode. Danach racemisiert Sila-Tricyclamol-iodid (3b) in
wisseriger Losung schneller als Sila-Procyclidin (1b). Die

- Konfigurationsstabilitit beider Verbindungen erwies sich je-

doch zur Bestimmung der pharmakologischen Stereoselek-
tivitats-Parameter als ausreichend (vgl. Kap. 4).
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3. Enantiomerenreinheit

In Hinblick auf die geplanten pharmakologischen Unter-
suchungen zur Stereoselektivitit der antimuskarinischen
Wirkung der Enantiomere des Sila-Procyclidins (1b) und
des Sila-Tricyclamol-iodids (3b) war die Bestimmung der
Enantiomerenreinheit von ausschlaggebender Bedeutung:
Die Ergebnisse der pharmakologischen Tests kdnnen er-
heblich verfalscht werden, wenn sich die jeweiligen Enantio-
mere sehr in ihrer Wirkungsstirke unterscheiden und der
weniger wirksame Antipode durch das starker wirksame
Enantiomer verunreinigt ist.

Als Methode zur quantitativen Verfolgung der Enantio-
merenanreicherung durch Umkristallisation als auch zur
Bestimmung der Enantiomerenreinheit der fiir die phar-
makologischen Untersuchungen eingesetzten Substanzpro-
ben wurde die NMR-Spektroskopie herangezogen. In den
'H-entkoppelten *C-NMR-Spektren der Losungen von
(R)-1b/(S)-1b- bzw. (R)-3b/(S)-3b-Gemischen in CDCl; in
Gegenwart des chiralen Verschiebungsreagenzes Tris[3-
(2,2,3,3,4,4,4-heptafluor-1-hydroxybutyliden)-d-camphora-
toJeuropium(IIl) [Eu(hfc);] beobachtet man fiir die jeweili-
gen Phenyl-Kohlenstoffatome (C;, C,, C,, C,,) der Antipoden
getrennte Resonanzsignale, iber deren Intensitdtsverhaltnis
eine quantitative Bestimmung der Enantiomerenverhilt-
nisse vorgenommen werden kann (vgl. Exp. Teil). Die fiir
die pharmakologischen Experimente eingesetzten Substanz-
proben besaBen eine Enantiomerenreinheit von >97 (1b)
bzw. >96% ce (3b). Mit diesen Werten ist bei einer MeB-
dauer von einigen Stunden die experimentelle Nachweis-
grenze erreicht. Die auf diese Weise ermittelten Mindestrein-
heiten waren fiir die Bewertung der pharmakologischen Ver-
suchsdaten vollig ausreichend (vgl. Kap. 4). Aufgrund der
mit (R)-1b und (S)-1b iibereinstimmenden pharmakologi-
schen Parameter der entsprechenden Hydrochloride (R)-2b
bzw. (S)-2b wird fiir letztere ebenfalls auf eine Enantiome-
renreinheit von >97% ee geschlossen.

Zusitzlich wurde die Enantiomerenreinheit von (R)-1b
und (S)-1b kalorimetrisch bestimmt. Die quantitative Ana-
lyse der mit einem dynamischen WirmefluBkalorimeter auf-
genommenen Schmelzpeaks lieferte die in Tab. 3 zusam-
mengestellten Daten. Daraus ergibt sich fiir beide Stereo-
isomere eine Enantiomerenreinheit von 99.7% ee. — In
diesem Zusammenhang sei angemerkt, daB diese empfind-
liche Methode? zur Bestimmung von Enantiomerenrein-
heiten vergleichsweise selten angewendet wird und auch in
der einschligigen methodisch orientierten Ubersichtslitera-
tur ein Schattendasein fiihrt.

Tab. 3. Kalorimetrisch bestimmte Daten® von 1b

0 [Cl el xi [mol-%]
rac-1h 129.7 458
(R)-1b 145.5 51.1 99.7
(S)-1b 1454 519 99.7

% 8..: Schmelztemperatur (Onset-Temperatur); AgH;: molare
Schmelzenthalpie der Hauptkomponente; x,: Molenbruch der
Hauptkomponente.
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4. Pharmakologische Eigenschaften

Die Enantiomere des Sila-Procyclidins (1b) und Sila-Tri-
cyclamol-iodids (3b) wurden an der isolierten Longitudi-
nalmuskulatur des Meerschweinchen-Ileums und am elek-
trisch gereizten linken Atrium des Meerschweinchens auf
ihre antimuskarinische Wirkung untersucht. Dabei wurden
die experimentellen Bedingungen so gewéhlt, daB ein mog-
licher EinfluB der Racemisierung der Substanzen auf die zu
bestimmenden pharmakologischen Parameter weitgehend
ausgeschlossen werden konnte. Die bei diesen Untersuchun-
gen gewonnenen, in den Abbildungen 1 und 2 sowie in
Tab.4 dargestellten Ergebnisse wurden mit Substanzproben
erhalten, die cine Enantiomerenreinheit von 99.7 (1b) bzw.
>96% ee (3b) besaBen (vgl. hierzu Kap. 3). Weiteres drei-
maliges Umkristallisieren der entsprechenden Substanzpro-
ben von (R)-1b und (S)-1b fiihrte zu keiner weitereh signi-
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Abb. 1. ICs-Werte (oben) und /Cs-Quotienten (unten) fir die
durch die Enantiomere von 1b hervorgesufene Hemmung der durch
elektrische Stimulation bewirkten Kontraktion der isolierten Lon-
gitudinalmuskulatur des Meerschweinchen-Ileums in Abhangigkeit
von der Zeit (3—360 min), wihrend der die Stereoisomere vor Be-
ginn der pharmakologischen Experimente als Hydrochloride in
physiologischer NaCl-Losung bei Raumtemperatur mit einer Kon-
zentration von 1 mmol/l gelost waren (N = 4; Standardfehler der
dargestellten Mittelwerte <10%)
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Abb. 2. ICs-Werte (oben) und ICs-Quotienten (unten) fiir die
durch die Enantiomere von 3b hervorgerufene Hemmung der durch
elektrische Stimulation bewirkten Kontraktion der isolierten Lon-
gitudinalmuskulatur des Meerschweinchen-Ileums in Abhingigkeit
von der Zeit (3—200 min), wihrend der die Stereoisomere vor
Beginn der pharmakologischen Experimente in physiologischer
NaCl-Losung bei Raumtemperatur mit einer Konzentration von
1 mmol/l gelést waren (N = 4; Standardfehler der dargestellten
Mittelwerte <10%) .

fikanten Verinderung der pharmakologischen Daten. Dies
gilt auch fiir die aus diesen Priparaten hergestellten quar-
taren Verbindungen (R)-3b und (S)-3b sowie die entspre-
chenden Hydrochloride (R)-2b und (S)-2b (Ergebnisse sind
nicht dargestellt). Diese pharmakologischen Befunde besti-
tigen die durch physikalische Methoden ermittelten hohen
Enantiomerenreinheiten der optisch aktiven Silanole.

Wie in Kap. 2 ausgefiihrt, racemisieren die Enantiomere
von 1b und 3b in wisseriger Losung. Es war daher wichtig
zu iberpriifen, inwieweit diese Racemisierung die in den
Gleichgewichtsexperimenten ermittelten Dissoziationskon-
stanten Kp bzw. pA,-Werte am Muskarinrezeptor und die
sich hieraus ableitenden pharmakologischen KenngréBen
(Tab. 4) becinfluBt. Als besonders geeignet fiir diese kineti-
schen Untersuchungen erwies sich die elektrisch gereizte
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Longitudinalmuskulatur des Meerschweinchen-Ileums. Die
elektische Feldreizung dieser Priparate fithrt zu einer pra-
synaptischen Freisetzung von Acetylcholin, die Einzelzuk-
kungen der isolierten Muskulatur hervorruft. Diese sind
durch Antimuskarinika konzentrationsabhingig antagoni-
sierbar. Man erhilt zwar in solchen Versuchen keine ab-
soluten Werte fiir die entsprechenden Dissoziationskonstan-
ten am Muskarinrezeptor, es lassen sich aber ohne lingere
Aquilibrierungszeiten Hemmkonstanten (ICy-Werte; vgl.
hierzu Exp. Teil) bestimmen, die ein relatives MaB fir die
Affinitdt zu den Muskarinrezeptoren darstellen. Der ent-
scheidende Vorteil dieser Methode im Hinblick auf die zeit-
liche Verfolgung der Racemisierung der Enantiomere von
1b und 3b ist die Tatsache, daB man ohne exogene Zufuhr
eines Agonisten die antimuskarinische Wirkung direkt mes-
sen kann. Mit dieser Technik wurde die Kinetik der Race-
misierung von (R)-1b, (S)-1b, (R)-3b und (S)-3b in physio-
logischer NaCl-Losung bei Raumtemperatur verfolgt. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abb. 1 und 2 dar-
gestellt. '

Sowohl bei Sila-Procyclidin (1b) als auch bei Sila-Tricy-
clamol-iodid (3b) erwiesen sich die (S)-konfigurierten Enan-
tiomere als schwicher antimuskarinisch wirksam als die je-
weiligen (R)-Antipoden. Die JCs-Werte von (S)-1b und (S)-
3b fielen innerhalb von 360 bzw. 200 min von 3.5 x 10—’
bzw. 21 x 10~7 mol/l auf 2.2 x 1077 bzw. 0.6 x 10~
mol/] ab, wihrend die entsprechenden Werte fiir (R)-1b und
(R)-3b von 5.6 x 107% bzw. 2.0 x 10~® mol/l auf 6.2 x
1072 bzw. 40 x 10~® mol/l anstiegen. Entsprechend dieser
zeitabhdngigen Verdnderung der /Cs-Werte dnderten sich
auch die Stereoselektivititsquotienten. Bei 1b fiel der Quo-
tient ICsy(S)/ICs(R) innerhalb von 360 min von 6.3 auf 3.6
ab, bei 3b innerhalb von 200 min von 10.5 auf 1.5. Als
Ergebnis dieser Untersuchungen lassen sich folgende
SchluBifolgerungen zichen:

1. Die durch Messung der optischen Drehungen wisse-
rigen Losungen der Enantiomere von 1b und 3b festge-
stellte Racemisierung (vgl. hierzu Kap. 2) bestitigt sich auch
im pharmakologischen Experiment.

2. Die Enantiomere von 3b racemisieren deutlich schnel-
ler als die von 1b (Widhrend der ICs(S)/ICs(R)-Quotient
von 3.6 nach 6 Stunden bei 1b noch signifikant von 1.0
verschieden ist, unterscheiden sich die Enantiomere von 3b
nach etwa 2 Stunden nicht mehr signifikant in ihrer anti-
muskarinischen Aktivitit).

3. Bei der Bestimmung der Dissoziationskonstanten Kp
und den sich hieraus ableitenden pharmakologischen Pa-
rametern (Tab. 4) ist wegen der in diesen Gleichgewichtsex-
perimenten notwendigen Aquilibrierungszeit von 10 min
mit einer Verfilschung der Ergebnisse um maximal den Fak-
tor 2 zu rechnen (Hinweise darauf, daB die Verbindungen
unter den Bedingungen des pharmakologischen Tests
schneller racemisieren als in der physiologischen NaCl-Lo-
sung, gibt es nicht).

Die Bestimmung der Dissoziationskonstanten K, am
Muskarinrezeptor bzw. der pA,-Werte und der sich hieraus
ableitenden Aktivititsquotienten erfolgte an der isolierten
nichtstimulierten Longitudinalmuskulatur des Ileums und
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Tab. 4. Pharmakologische Parameter fiir den Antagonismus zwischen Carbachol und den Enantiomeren von 1b und 3b an der isolierten
Longitudinalmuskulatur des Ileums und am elektrisch gereizten linken Atrium des Meerschweinchens

Ileum Atrium ALQ®
_ ) KD—WCI't b} _ a) Kp-Wert b)
pA>-Wert [mol/] N SI pArWert [31 ol/I] N SI
(R)-1b 8.26 +0.03 5.51 x107° 15 41 7.15+0.04 7.08 x 108 12 1.8 13
(S)-1b 7.65 +0.03 224 x 10~¢ 12 : 6.90 + 0.05 1.26 x 10~ 12 ’ 5.6
(R)-3b 8.72 +0.04 1.91 x 10-° 4 23 8.37 £0.05 427 x10~° 5 21 22
(S)-3b 7.36 + 0.04 4.37 x 108 5 7.04 + 0.04 9.12 x 108 4 2.1

¥ pd; = —log Kp. — Y Stereoselektivititsindex ST = Kp(S)/Kp(R). — @ Atrium/Ileum-Quotient AI-Q = Kp(Atrium)/Kp(Ileum).

am elektrisch gereizten linken Atrium des Meerschwein-
chens unter Verwendung von Carbachol als Agonist?”. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tab. 4 zusam-
mengestelit.

Mit pA,-Werten von 8.26 bzw. 8.72 erwiesen sich die (R)-
Enantiomere von 1b bzw. 3b am Ileum als stark wirksame
Antimuskarinika. Wie bei den Experimenten am elektrisch
gereizten Jleum schon beschrieben, sind die beiden (S)-kon-
figurierten Verbindungen [pA,-Werte 7.65 ((S)-1b) und 7.36
((S)-3b)] jeweils signifikant schwicher antimuskarinisch
wirksam. Die Stereoselektivitdtsindices von 4.1 fiir 1b und
23 fiir 3b stimmen mit den ICs(S)/ICs(R)-Quotienten von
6.3 bzw. 10.5 (Abb. 1 und 2; Dreiminutenwert) recht gut
iiberein.

Auch an den Muskarinrezeptoren der Atriummuskulatur
ist die Affinitit von (R)-1b und (R)-3b (pA,-Werte 7.15 bzw.
8.37) groBer als die der entsprechenden (S)-Enantiomere
(pA,-Werte 6.90 bzw. 7.04). Der Stereoselektivititsindex von
1.8 fiir 1b ist hier aber deutlich geringer als am Ileum, wih-
rend fiir 3b mit einem Wert von 21 praktisch kein Unter-
schied zu der Stereoselektivitit an den ilealen Muskarin-
rezeptoren besteht.

Wie die Atrium/Ileum-Quotienten von 13 bzw. 5.6 zeigen,
besitzen die beiden Enantiomere von 1b eine deutlich gré-
Bere Affinitdt zu den Muskarinrezeptoren des Ileums im
Vergleich zu den Rezeptoren der Atriummuskulatur (p <
0.05). Dies ist eine weitere Bestdtigung dafiir, da die post-
synaptischen M2-Muskarinrezeptoren dieser beiden Organe
keine homogene Population darstellen, sondern als Subty-
pen (M2,: atrialer Typ; M2;: ilealer Typ) klassifiziert wer-
den konnen. Diese Heterogenitdt der Muskarinrezeptoren
konnten wir schon in fritheren Untersuchungen mit Verbin-
dungen vom Typ des Procyclidins und Difenidols und deren
Sila-Analoga aufzeigen®.,

Vergleicht man die im Rahmen dieser Arbeit mit den
Enantiomeren von 1b und 3b erhaltenen pharmakologi-
schen Daten mit den entsprechenden Befunden, die mit den
analogen stereoisomeren Kohlenstoff-Verbindungen (R)-1a,
(S)-1a, (R)-3a und (S)-3a erhoben wurden (vgl. hierzu Lit.'%),
so ergibt sich folgendes Bild: Die Sila-Substitution der Enan-
tiomere des Procyclidins (1a) und Tricyclamol-iodids (3a)
fiilhrt zu keiner qualitativen Anderung der pharmakologi-
schen Aktivitit. Sowohl die stereoisomeren Kohlenstoff-
Verbindungen als auch deren Sila-Analoga sind Antimus-

karinika, und es wirken jeweils die (R)-Isomere stirker als
die (S)-konfigurierten Antipoden. Der C/Si-Austausch fiihrt
jedoch zu quantitativ sehr unterschiedlichen Ergebnissen.
Bei den (R)-konfigurierten Enantiomeren des Procyclidins
und Tricyclamol-iodids wird die Affinitdt zu den ilealen
M2g- und atrialen M 2,-Muskarinrezeptoren durch die Sila-
Substitution um Faktoren zwischen 1.3 und 5 nur relativ
wenig erhoht. Bei (S)-3b erh6ht der C/Si-Austausch die Af-
finitdt am Ileum um den Faktor 14 und am Atrium um den
Faktor 12. Noch grofer ist der Effekt bei (S)-1b; hier nimmt
die Affinitdt zu den Muskarinrezeptoren durch Sila-Substi-
tution um den Faktor 24 (Atrium) bzw. 159 (lleum) zu. Der-
artig stark ausgeprigte quantitative Sila-Substitutionsef-
fekte sind unseres Wissens — auch wenn man beriicksich-
tigt, daB es durch die Racemisierung der Silicium-haltigen
Enantiomere zu kleineren quantitativen Verschiebungen der
pharmakologischen Daten kam — bisher fiir keine anderen
Wirkstoffe in der Literatur beschrieben worden. Der Ver-
gleich der einzelnen Affinititsparameter zeigt, daB die Ste-
reoselektivitit der antimuskarinischen Wirkung durch den
C/Si-Austausch quantitativ beeinfluBt wird; die Stereoselek-
tivitdt ist bei den Kohlenstoff-Verbindungen stirker aus-
geprigt als bei den entsprechenden Sila-Analoga.

Unser Dank gilt der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem
Fonds der Chemischen Industrie fiir die finanzielle Unterstiitzung
dieser Arbeit. Der Bayer AG, Leverkusen und Elberfeld, haben wir
fir die groBziigige Bereitstellung von Chemikalien zu danken. Frau
M. Wagner danken wir fiir die sorgfiltige Durchfithrung der phar-
makologischen Untersuchungen.

Experimenteller Teil

Schmelzpunkte (unkorrigiert): Kofler-Heiztischmikroskop (Fa.
Reichert). — Optische Drehungen: Polarimeter 241 (Fa. Perkin-
Elmer). — 'H-NMR-Spektren (100 MHz, L&sungsmittel CDCl,,
int. Standard TMS): XL-100-Gerit (Fa. Varian). — "“C-NMR-
Spektren (100.6 MHz, Losungsmittel und int. Standard CDClL, 8§ =
77.05): WM-400-Gerét (Fa. Bruker). ~ Massenspektren (70 eV):
CH-7-Gerit (Fa. Varian). — IR-Spektren: AccuLab-9-Gerdt (Fa.
Beckman). — Alle Reaktionen wurden in wasserfreien Losungs-
mitteln unter N, durchgefiihrt.

a) Darstellung der Enantiomere 1b—3b

rac-Cyclohexylphenyl( 2-pyrrolidinoethyl)silanol [rac-Sila-Pro-
cyclidin, rac-1b]; in Anlehnung an Lit.”, optimierte Darstellung:
Eine Losung von 50.2 g (0.158 mol) Cyclohexylmethoxyphenyl(2-
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Tab. 5. Elementaranalytische Daten der Enantiomere von 1b—3b

Summenformel

(Molmasse) C H N
1b C,3sH3oNOSi Ber. 71.23 9.63 4.61

(303.5) (R) Gef. 712 9.7 4.

(S) Gef. T1.3 9.7 46
2b C,3H;3,CINOSI Ber. 63.59 8.89 4.12
(340.0) (R) Gef. 63.7 89 42

(S) Gef. 63.5 89 4.2
3b CsH3,INOSI Ber. 51.23 7.24 3.14
(445.5) (R) Gef. 513 72 32

(S) Gef. 513 73 32

pyrrolidinoethyl)silan® in 1 1 Tetrahydrofuran/Wasser (4:1) wurde
24 h bei 50°C geriihrt, dann i. Vak. etwa auf die Hilfte des Volu-
mens eingeengt und mit 1 |1 Ether versetzt. Man trennte die orga-
nische Phase ab und extrahierte die wisserige mehrmals mit Ether,
trocknete die vereinigten organischen Extrakte mit Na,SOy, ent-
fernte das Losungsmittel i.Vak. und kristallisierte den Riickstand
aus 400 ml Tetrahydrofuran/Ether (1:1) um. Ausb. 43.7 g (91%,
Lit.” 67%) farblose Kristalle vom Schmp. 130°C. — Die analyti-
schen Daten stimmen mit den in Lit. angegebenen iiberein.

(8 )-Cyclohexylphenyl( 2-pyrrolidinoethyl)silanol [(S)-Sila-Pro-
cyclidin, (S)-1b], Beschreibung eines typischen Ansatzes: Eine Mi-
schung aus 45.5 g (0.15 mol) rac-1b, 22.5 g (0.15 mol) b-(—)-Wein-
sdure und 230 ml Ethanol/2-Propanol (1:3.2) wurde 10 min unter
Riihren auf RiickfluBtemperatur erhitzt, die resultierende L&sung
heiB filtriert und langsam auf Raumtemp. abgekiihlt. Dann versetzte
man mit einigen Impfkristallen (aus Spontankristallisation kleinerer
Analogansitze; die Spontankristallisation erfolgte jedoch nicht bei
allen Ansdtzen) und lieB 24 h bei 20°C ungestért stehen. Die ge-
bildeten Kristalle wurden abfiltriert, zunidchst mit wenig Ethanol/
2-Propanol (1:3), dann mit Ether gewaschen und anschlieBend bei
Raumtemp. i.Vak. getrocknet [Ausb. 41 g {60%; berechnet als
Hydrogentartrat'”, bezogen auf eingesetztes rac-1b), Schmp.
70—80°C]. Die so erhaltenen Kristalle [41 g (0.09 mol, berechnet
als Hydrogentartrat)] versetzte man mit 1 1 Ether und 180 ml 1 N
NaOH, schiittelte griindlich, trennte die etherische Phase ab, wusch
diese mit Wasser, trocknete mit Na,SO, und befreite i.Vak.
vom Losungsmittel. Der Riickstand [25 g, Schmp. 129—-132°C,
[o]% = +16 (c = 0.5 in CHCl,, vgl. hierzu FuBnote® in Tab. 1)]
wurde durch sorgfaltige fraktionierende Kristallisation aus Tetra-
hydrofuran/Ether (1:1) gereinigt, indem man den Feststoff in Te-
trahydrofuran (7 ml/1 g Substanz) in der Hitze l6ste, diese Losung
mit Ether (7 ml/1 g Substanz) versetzte und dann langsam auf
Raumtemp. abkiihlen lieB. Nach siebenmaligem Umkristallisieren
entsprechend obiger Prozedur erhielt man 5.0 g (22%, bezogen auf
eingesetztes rac-1b) enantiomerenreines (S)-1b [>97% ec (NMR-
spektroskopisch), 99.7% ee (kalorimetrisch)] in Form farbloser Kri-
stalle. Schmp. und spezifische Drehungen in Tab. 1. — Weitere
Umkristallisationen fithrten nicht mehr zu erkennbaren Verdnde-
rungen des Schmelzpunktes und der spezifischen Drehungen. Auch
die pharmakologischen Eigenschaften (Tab. 4) dnderten sich durch
zusitzliche dreimalige Umkristallisation nicht mehr. — 'H-NMR:
8 = 0.7—2.0 (m, 17H; SiCH,C, SiCHC, und CCH,C), 2.2—-2.9 (m,
6H; CCH;N), 7.3—7.7 (m, 5H; SiC¢Hs), OH-Resonanz nicht lo-
kalisiert. — "C-NMR: § = 11.1 (t, SiCH,), 23.4 (t, 2C, C-3,4 von
NC,Hj), 26.7 (2C), 269, 27.8, 27.9 (alle t, C-2 bis C-6 von CeH,),
26.8 (d, C-1 von CgHyy), 52.1 (t, SiCH,CH;N), 53.7 (t, 2C, C-2,5 von
NC,Hjy), 127.6 (d, 2C, C,), 129.1 (4, C,), 133.7 (d, 2C, C,), 137.8 (s,
C). — MS: m/z (%) = 303 (12, M*), 84 (100, CH,=NC,H*). —
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IR (CCly): 3670 cm~' (OH, nichtassoziiert), 3600 — <3000 (breite,
iiberlagerte Bande; OH, assoziiert). — Elementaranalytische Daten
in Tab. 5.

(R )-Cyclohexylphenyl(2-pyrrolidinoethyl )silanol {(R )-Sila-Pro-
cyclidin, (R)-1b]: Analog zur Darstellung von (S)-1b aus rac-1b
unter Verwendung von L-(+)-Weinsdure. Analytische Daten in
Tab. 1 und 5, spektroskopisch mit (S)-1b tibereinstimmend.

(R)- und (S)-Cyclohexylphenyl( 2-pyrrolidinoethyl)silanol-hydro-
chlorid [(R)- und (S)-Sila-Procyclidin-hydrochlorid, (R)- und (5)-2b]}:
Zu 100 mg (0.33 mmol) (R)- bzw. (S)-1b in 15 ml Tetrahydrofuran/
Ether (1:2) gab man unter Riihren bei Raumtemp. 0.7 ml einer 0.5
N etherischen Chlorwasserstoff-Losung (=0.35 mmol HCI), rithrte
5 min bei dieser Temp. weiter, filtrierte den Niederschlag ab, wusch
ihn mit Ether und kristallisierte aus 2-Propanol/Ether (1:1) um.
Ausb. 110 mg (98%), analytische Daten in Tab. 1 und 5. — 'H-
NMR: 6 = 04-23 (m, 17H; SiCH,C, SiCHC, und CCH,C),
24—4.0 (m, 6H; CCH,N), 5.1 (s, sehr breit, 1H; OH), 7.2-7.8
m, SH; SiC¢H;), NH-Resonanz nicht lokalisiert.

(R}- und (S)-1-{2-(Cyclohexylhydroxyphenylsilyl)ethyl]-1-me-
thylpyrrolidinium-iodid [(R )- und (S )-Sila-Tricyclamol-iodid, (R)-
und (S)-3b]: 500 mg (1.65 mmol) (R)- bzw. (S)-1b wurden in 10 ml
Ethanol durch leichtes Erwirmen gel6st und mit 0.50 g (3.5 mmol)
Methyliodid versetzt. Dann riithrte man 2 h bei Raumtemp., ver-
setzte mit 30 ml n-Pentan, filtrierte nach etwa 1 h den Niederschlag
ab, kristallisierte ihn aus Ethanol/n-Pentan (1:2) um und trocknete
die Kristalle bei Raumtemp. i. Vak. Ausb. 660 mg (90%) farblose
Kristalle, analytische Daten in Tab. 1 und 5. — 'H-NMR: § =
0.8—2.5 (m, 17H; SiCH,C, SiCHC, und CCH,C), 317 (s, 3H;
NCH;), 3.3—4.2 (m, 6H; CCH,N), 4.5 (s, 1H; OH), 7.3 -7 (m,
5H; SiCeHs). — '*C-NMR: 8 = 9.6 (t, SiCH,), 219 (t, 2C, C-3.4
von NC,Hy), 26.1 (d, C-1 von C¢H,y), 26.5 (2C), 26.6, 27.4, 21.5 (alle
t, C-2 bis C-6 von C¢Hyy), 48.8 (g, NCH3), 62.3 (t, SIiCH,CH,N),
63.6, 63.9 (beide t, C-2,5 von NC4Hy), 127.9 (d, 2C, C,), 129.7 (d,
C,), 133.7 (d, 2C, C,), 134.6 (s, C)). — IR (CHCl;): 3660 cm~' (OH,
nichtassoziiert), ~ 3360 (OH, assoziiert).

b) ’C-NMR-spektroskopische Bestimmung der Enantiomeren-
reinheiten: Die Enantiomerenreinheit [jeweils als Enantiomeren-
iberschuB (% ee) angegeben] der einzelnen Priparate von (R)-1b,
(S)-1b, (R)-3b und (S)-3b wurde '*C-NMR-spektroskopisch [WM-
400-Gerit (100.6 MHz), Fa. Bruker] bestimmt. Die Quantifizierung
der Enantiomere erfolgte durch Bestimmung der relativen Inten-
sitdten der jeweiligen Resonanzsignale der Phenyl-Kohlenstoff-
atome in den 'H-entkoppelten *C-NMR-Spektren von (R)-1b/(S)-
1b- bzw. (R)-3b/(S)-3b-Gemischen in CDCl; nach Zusatz von
Eu(hfc);. Die Versuchsbedingungen wurden zuvor durch Experi-
mente mit rac-1b und rac-3b optimiert. — 1b [50 mg Substanz und
80 mg Eu(hfc); in. 0.6 ml CDCly]: A3C,, = 0.18, A3C, = 0.14,
AdC, = 0.31, ASC; = 0.28 ppm; die Signale von (R)-1b sind im
Vergleich zu (S)-1b einheitlich zu tieferem Feld verschoben. — 3b
[60 mg Substanz und 64 mg Eu(hfc); in 0.6 ml CDCl;]: ASC,, =
0.11, A3C, = 0.11, A3C, = 0.10, A3C; = 0.11 ppm.

c) Kalorimetrische Bestimmung der Enantiomerenreinheiten
Nach dem Schréder/van Laarschen Gesetz25? 146t sich die Ver-

unreinigung einer Substanz bei einem eutektischen System aus der
Schmelzpunktsdepression ermitteln durch Auftragung von

RT3
x

1
Tri=Ty — —
Fi ’ AfusHl E

mit T,: Schmelzpunkt der reinen Komponente, R: Gaskonstante,
AnH;: molare Schmelzenthalpie der Hauptkomponente, x} Mo-
lenbruch der Verunreinigung in der urspriinglichen Mischung, F;:
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geschmolzener Anteil der Mischung, Tr;: Schmelzpunkt des Ge-
misches, Giiltig ist dieses Gesetz nur bei idealem Verhalten der
Losung, eutektischem Schmelzen und starker Verdiinnung (x; >
0.95)%",

Mit einem FP800-Thermoanalyse-System der Fa. Mettler mit
FP84-MeBzelle wurden die Schmelzkurven von rac-1b, (R)-1b und
(S)-1b aufgenommen und Ay H,, Tr; und F; bestimmt. Die Tem-
peratur- und Enthalpiekalibrierung erfolgte mit 10 ausgewahlten
Kalibriersubstanzen. Die Genauigkeit der Temperaturbestimmung
betrigt +0.5°C, die der Enthalpiebestimmung +5% und die der
Reinheitsbestimmung +20%, bezogen auf die Verunreinigung (vgl.
hierzu Lit.*>3¥),

Von jeder Probe wurden ca. 3 mg auf einer Mikrowaage in Alu-
miniumtiegel eingewogen und bei einer Heizrate von 3 K/min ge-
schmolzen.

Peakbeginn und Peakende der mit einem ,,Personal Computer*
aufgenommenen Schmelzkurve wurden ,,nach AugenmaB“ abge-
steckt. Als Basislinie wurde die Gerade zwischen diesen Punkten
angenommen. Bei der Reinheitsbestimmung wurde die MeBkurve
entschmiert und die 7, = f{1/F)-Darstellung im Bereich 3 < {/F
< 25 durch iterative Berechnung cines Flichenzuschlags linearisiert
(vgl. hierzu Lit.’¥). Tab. 3 faBt die kalorimetrisch bestimmten
Schmelztemperaturen und Schmelzenthalpien von rac-1b, (R)-1b
und (S)-1b sowie die Enantiomerenreinheiten von (R)-1b und (S)-
1b zusammen.

d) Pharmakologische Untersuchungen

Bestimmung der ICsy-Werte: Die Untersuchungen an der isolier-
ten elektrisch gereizten Longitudinalmuskulatur des Meerschwein-
chen-lleums erfolgten weitgehend nach Literaturvorschriften3—39),
Etwa 2 cm lange Muskelstreifen wurden in ein 6 ml fassendes Or-
ganbad iibergefiihrt und mit einer Vorspannung entsprechend ei-
nem Gewicht von 500 mg belastet. Als Badfliissigkeit diente ein bei
T = 37°C mit 95% O, und 5% CO, durchstromter Krebs-Hydro-
gencarbonat-Puffer, der zusitzlich 11 mmol/l Glucose, 20 pmol/l
Cholin-iodid und 125 nmol/l Mepyramin-maleat enthielt. Die elek-
trische Feldreizung der Priparate erfolgte mit Rechteckimpulsen
von 0.1 Hz bei einer Reizbreite von 0.5 ms und einer Spannung von
60 V. Die Registrierung der durch die elektrische Reizung hervor-
gerufenen Kontraktionen wurde unter isometrischen Bedingungen
vorgenommen. Nach einer Aquilibrierungszéit von etwa 60 min
wurden von den Antagonisten kumulative Konzentrations-Wir-
kungs-Kurven erstellt, die bei halblogarithmischer Darstellung im
Bereich von 20—80% Hemmung Geraden ergaben. Zur Charak-
terisierung der antimuskarinischen Potenz der Antagonisten wurde
aus dem geraden Teil der Konzentrations-Wirkungs-Kurven die
Konzentration bestimmt, die zu einer 50proz. Hemmung der Mus-
kelkontraktion fiihrte (= ICso-Wert). Diese ICsy-Werte wurden fiir
alle Antagonisten in Abhingigkeit von der Zeit bestimmt, wihrend
der sich die jeweiligen Verbindungen — vor Beginn der pharma-
kologischen Experimente — bei Raumtemperatur in einer physio-
logischen NaCl-Losung gelost befanden {3 — 360 min (Enantiomere
von 1b), 3—200 min (Enantiomere von 3b); die Konzentration der
Verbindungen betrug 1 mmol/l; die Enantiomere von 1b wurden
durch Zugabe dquimolarer Mengen Salzsédure als Hydrochloride in
Lésung gebracht]. Die Differenz zweier ICso-Werte wurde als signi-
fikant angesehen, wenn p < 0.05 war (t-Test). — Die Mittelwerte
der so bestimmten ICso-Werte sind in den Abb. 1 und 2 fiir die
Anzahl N der Experimente dargestellt.

Bestimmung der pA,-Werte (K,-Werte): Die Affinitatsparameter
(pA,-Wert bzw. Dissoziationskonstante Kp,) der Enantiomere von
1b und 3b wurden an den Muskarinrezeptoren der nichtstimulier-
ten isolierten Longitudinalmuskulatur des lleums und am isolierten
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elektrisch gereizten linken Atrium des Meerschweinchens unter
Verwendung von Carbachol als Agonist bei T = 32°C bestimmt.
Die Antagonisten wurden fiir jedes einzelne Experiment frisch ge-
16st (die Enantiomere von 1b wurden dabei durch Zusatz aqui-
molarer Mengen Salzsdure als Hydrochloride geldst); die Aquili-
brierungszeit betrug 10 min. Die Auswertung der Versuchsergeb-
nisse wurde nach Arunlakshana und Schild¥~* vorgenommen. In
Tab. 4 sind die entsprechenden pharmakologischen Parameter als
Mittelwerte fiir dic Anzahl N der Experimente angegeben, bei den
pA>-Werten auch die Standardfehler der Mittelwerte. Differenzen
zweier Mittelwerte wurden als signifikant angesehen, wenn p <
0.05 war (t-Test). — Fiir weitere experimentelle Details siche
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