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Einleitung

1 Einleitung

1.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs, G: Guaninnukleotid-bindend) stellen mit ca. 1000 Vertre-
tern die groBte Gruppe in der Familie der membrangebundenen Rezeptoren im menschlichen Genom
dar und zeichnen sich durch eine hohe Diversitit aus.'*’ Durch ihre ebenfalls weitreichende Vertei-
lung im menschlichen Korper und der Beteiligung an vielen physiologischen Prozessen sind GPCRs
eine wichtige Zielstruktur fiir die Entwicklung neuer Arzneistoffe. Derzeit interagiert etwa die Halfte
aller auf dem Markt befindlichen Arzneistoffe mit GPCRs und erwirtschaftet jahrlich Umsétze von
mehr als 40 Milliarden Dollar.* Allerdings zielen die bislang etablierten Arzneistoffe lediglich auf eine
sehr kleine Zahl der GPCRs ab, so dass hier groBes Potential liegt.” Diese Tatsache zeigt, warum die
Forschung an G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, d.h. die Aufklarung des Aufbaus dieser Rezeptor-

Familie und ihrer Signaltransduktion, von groflem Interesse ist.

1.1.1 Aufbau und Klassifizierung der GPCRs

Die GPCR-Familie wird aus einem Proteinstrang gebildet, der mit sieben a-Helices die Plasma-
Membran durchliuft.” Diese heptahelicalen transmembraniren (TM) Dominen sind verbunden durch
jeweils drei alternierende intrazelluldre (IL) und extrazelluldre (EL) Schleifen (,,loops®) mit einem

extrazelluliren Amino-Terminus und dem zytoplasmatischen Carboxy-Terminus (siche Abb. 1).°
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Abb. 1: Schematische Darstellung eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors (modifiziert nach Ji e al.”)

Im Gegensatz zu den weitestgehend hydrophoben transmembranédren Fragmenten sind die intra- und
extrazelluliren Schleifen hydrophil.* Die sieben transmembraniren Helices bestehen jeweils aus etwa
24 Aminoséuren, wohingegen die N- und C-terminalen Enden ebenso wie die intra- und extrazellulé-

ren Schleifen sehr stark in ihrer Lange variieren und bis zu 100 Aminosduren aufweisen.
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Bislang wurden einige Versuche unternommen, diese gro3e Superfamilie in einzelne Klassen zu unter-
teilen. So wurden die Rezeptor-Subtypen beispielsweise nach der Art ihrer endogenen Liganden klas-
sifiziert. Eine weitere Einteilung berticksichtigt sowohl physiologische wie auch strukturelle Eigen-
schaften. Fredrikkson et al. etablierten eine Einteilung der in Wirbeltieren vorkommenden GPCRs in
fiinf Familien auf Basis ihrer Sequenz und ihrer strukturellen Ahnlichkeit. Diese Einteilung wird mit
dem Akronym GRAFS bezeichnet, was sich aus den Anfangsbuchstaben seiner einzelnen Mitglieder
zusammensetzt: Glutamat (G, mit 15 Vertretern), Rhodopsin (R, 701), Adhision (A, 24),
,JFrizzled“/Geschmack (F 24) und Sekretin (S, 15).” Oftmals werden lediglich die drei bedeutendsten
Gruppen mit den Anfangsbuchstaben des lateinischen Alphabets bezeichnet: Rhodopsin (Familie A),
Sekretin (B) und Glutamat (C).® Diese Familien unterscheiden sich stark in ihrer Aminosiure-
Sequenz. Vertreter der Rhodopsin-Familie, welche die weitaus grofite und vielseitigste Gruppe dar-
stellt, zeichnen sich durch hochkonservierte Sequenz-Motive aus, was sowohl strukturelle Ahnlichkei-
ten als auch dhnliche Mechanismen zur Aktivierung des Rezeptors impliziert.® Familie B weist eine
grofe extrazellulire Doméne auf, Vertreter der Familie C sind durch eine zweigeteilte, extrazelluldre

Schleife charakterisiert, die an das Erscheinungsbild einer Venusfliegenfalle erinnert (siche Abb. 2).*
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Abb. 2: Schematische Darstellung der drei Familien G-Protein-gekoppelter Rezeptoren mit der jeweiligen
orthosteren Bindungs-Domiine (OBD). Modifiziert nach Bridges et al. * Mit freundlicher Genehmigung des ACS
Chemical Biology. Copyright (2008) American Chemical Society

Eine weitere Differenzierung der einzelnen Familien berticksichtigt die Lage der Bindungsstelle. Wie
in Abb. 2 dargestellt, befindet sich die orthostere Bindungsstelle (griech. orthos (richtig) und stereos
(Ort), d. h. ,,am richtigen Ort*) der Familie A innerhalb der heptahelicalen transmembranidren Domaé-
ne, wogegen Familie B die orthostere Bindungsstelle in der extrazelluldren Schleife und Familie C in

der venusfliegenfallendhnlichen Domine trigt.’

Gemil der Theorie des Zwei-Zustands-Modells wechseln GPCRs zwischen zwei funktionellen Kon-
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formationen, dem aktiven (R*) und dem inaktiven (R) Zustand.*’ Im aktiven Zustand hat der Rezeptor
eine hohere Affinitit zu G-Proteinen. Die Bindung eines Liganden an den Rezeptor verschiebt das
Gleichgewicht, mit einem Agonisten (griech. agonistis - der Handelnde) zum aktiven und mit einem
inversen Agonisten zum inaktiven Zustand. Antagonisten (griech. antagonistés - der Gegenhandler)
verhindern die Bindung von Liganden, meist endogener Agonisten, ohne jedoch das Gleichgewicht
zwischen aktivem und inaktivem Zustand zu beeinflussen. Obwohl dieses Zwei-Zustands-Modell in
der Vergangenheit ein sehr niitzliches Werkzeug fiir die Beschreibung und Untersuchung der Rezep-
tor-Aktivitit war, wurde es doch deutlich erweitert, da zwischen dem aktiven und inaktiven Zustand

offenbar viele Intermediate existieren.*

In allen GPCRs resultiert die Bindung eines orthosteren Agonisten und damit die Aktivierung in einer
Konformationsédnderung des Rezeptors, was einen Anstieg an Affinitédt fiir G-Proteine zur Folge hat.
Neben der orthosteren Bindungsstelle weisen viele GPCRs eine oder mehrere weitere Bindungsstellen,
sogenannte allostere (griech. allos (anders) und stereos (Ort), d. h. ,,am anderen Ort) Bindungsstellen
auf, die sich rdumlich wie auch funktionell unterscheiden.* Auf das Phinomen der allosteren Modula-

tion wird in Kapitel 1.3 genauer eingegangen.

1.1.2 Signaliibertragung in GPCRs

Im Gegensatz zu den strukturellen Gemeinsamkeiten aktivieren die verschiedenen GPCRs unter-
schiedliche Signalwege, die verschiedene G-Protein-Subtypen einschlieBen, aber auch G-Protein-

unabhiingige Signalwege sowie komplexe regulatorische Prozesse.®

Im Allgemeinen erfolgt die Signaliibertragung tiber die G-Proteine, die aus den drei Untereinheiten a,
B und y bestehen. Die a-Untereinheit bindet GTP und hydrolysiert dieses durch seine GTPase-
Aktivitdt zu GDP. Kommt es nach Bindung eines Agonisten zu einer Rezeptor-Aktivierung, wird ein
Austausch von GDP durch GTP an dieser Untereinheit beschleunigt, was zur Dissoziation des Gafy-
GTP-Komplexes in die Ga-GTP- und die GBy-Untereinheiten fiihrt, die unterschiedliche Reaktions-
kaskaden auslosen. Durch die GTPase wird das gebundene GTP zu GDP hydrolysiert und schlielich
findet die Reassoziation des Ga und des Gy statt, wodurch der inaktive Zustand wieder hergestellt

wird (siche Abb. 3)."'°

Aufgrund der Vielfalt endogener Funktionen existiert eine Fiille verschiedenartiger G-Proteine, wie
beispielsweise Cyclasen-stimulierende (G;), Cyclasen-inhibierende (G;), Phospholipase-C-aktivierende
G-Proteine (G4-Proteine) oder die G,-Proteine (fiir ,,other, da deren Funktion zundchst nicht geklart
war). In allen Fillen ist die dritte intrazelluldre Schleife des Rezeptors fiir die Bindung an das jeweili-
ge G-Protein verantwortlich und entscheidet dariiber, zu welchen der in der Zelle vorkommenden G-

Proteine die Bindung erfolgt."'
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Aktivierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (in Anlehnung an
Milligan und Kostenis'®)

Die Signaliibertragung wird durch die Bindung endogener bzw. exogener Liganden zumeist an die
orthostere Bindungsstelle des Rezeptors ausgelost. Diese Orthostere lassen sich in verschiedene Klas-

sen einteilen:!!

a) Vollagonisten sind in der Lage, eine maximale Rezeptor-Stimulation zu bewirken

b) Partialagonisten: derartigen Liganden ist es auch in séttigenden Konzentrationen nicht méglich,
die volle Aktivitdt hervorzurufen

¢) Neutrale Antagonisten haben keinen Effekt auf die Signalwirkungs-Aktivitét, konnen allerdings
andere Liganden daran hindern, an den Rezeptor zu binden

d) Inverse Agonisten reduzieren das Level der basalen oder konstitutiven Aktivitit unter das des

unbesetzten Liganden

1.1.3 Strukturaufklirung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren

Um Liganden und damit Arzneistoffe zu finden, die gezielt an bestimmte GPCRs binden, ist es von
grofler Bedeutung den strukturellen Aufbau des jeweiligen GPCRs zu kennen. Da lange Zeit keine
Rontgenstrukturen von GPCRs existierten, wurde mit Modellen gearbeitet, die lediglich von der Struk-
tur des Bakteriorhodopsins abgeleitet waren. Diese wurde 1993 von Schertler et al. durch hochauflo-
sende Elektronen-Kryomikroskopie sowie durch die niedrig aufgeldste Elektronendichte des bovinen

Rhodopsins aufgeklirt.'” Diese Modelle, so sehr sie die Forschung auf dem Gebiet der GPCRs auch
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vorangetrieben haben, konnten nicht vollig erklidren, wie ein Ligand an einen bestimmten Rezeptor

bindet.'*"

Allerdings konnten in der letzten Dekade wichtige Erfolge auf dem Gebiet der Strukturautkldarung G-
Protein gekoppelter Rezeptoren erzielt werden. So existieren heute hochaufgeloste Kristallstrukturen
von GPCRs, in den meisten Fillen mit verschiedenen, gebundenen Liganden von kleiner Molekiilgro-
Be. Diese Rezeptoren sind: Rhodopsin, B; und B, adrenerge Rezeptoren, der Adenosin A,,-Rezeptor,
Chemokin CXCRy4-Rezeptor, der Dopamin Ds-Rezeptor, die Opioid-Rezeptoren x-OR und p-OR so-
wie die muskarinischen Rezeptoren M, und M;. Von Rhodopsin, den beiden adrenergen Rezeptoren [,
und B, und dem Adenosin A,, konnten zusitzlich Strukturen mit sowohl gebundenem Agonisten als

. 13,15,16,17,18
auch Antagonisten erhalten werden. ™ > "

1.1.3.1 Strukturmerkmale G-Protein-gekoppelter Rezeptoren

Durch die Rontgenstrukturen konnten strukturelle Gemeinsamkeiten und Besonderheiten der GPCRs
identifiziert werden. Abb. 4 veranschaulicht die Charakteristika der Familie A-GPCRs. Die trans-
membranidre Domine, die, wie bereits beschrieben, aus sieben a-helikalen Windungen besteht, stellt
eine tiefe hydrophobe Kavitit dar, die verschiedene H-Briicken-Donoren aufweist. Diese sind fiir die

jeweiligen Rezeptor-Typen spezifisch."
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Abb. 4: Allgemeiner Aufbau der Familie A GPCRs (erhalten durch Réntgen-Kristallographie. Die Strukturen
von B1AR (griin, 2VT4) und D3R (rot, 3PBL) wurden iibereinandergelegt und als reprisentative Struktur ge-
wiihlt. Wesentliche Merkmale sind hervorgehoben.)'* Mit freundlicher Genehmigung des Journal of Medicinal
Chemistry. Copyright (2011) American Chemical Society.
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EL2 geht aus den Enden von TM4 und TMS5 hervor und befindet sich im extrazelluldren Bereich der
Familie A. Diese Doméne stellt eine Herausforderung dar, da EL2 zum einen sehr stark in Linge und
Beschaffenheit (unterschiedlich starr durch Disulfid-Briicken) variiert, gleichzeitig aber eine Rolle in

der Ligand-Bindung zu spielen scheint."

Unmittelbar unterhalb der orthosteren Bindungsstelle an TM6 befindet sich ein hoch konservierter
Tryptophan-Rest, der als ,,toggle switch* (Kippschalter) bezeichnet wird und besonders fiir Rhodopsin
eine wichtige Rolle spielt. Dieser Teil scheint nach derzeitigem Wissensstand an konformativen Ver-
anderungen beteiligt zu sein, die durch eine vollstindige Rezeptor-Aktivierung hervorgerufen werden.
Der Einfluss dieses ,.toggle switch® variiert jedoch sehr stark zwischen den einzelnen Rezeptor-

Typen."

Ein weiteres Strukturmerkmal einiger Familie A-GPCRs ist der sogenannte “ionic lock®. Hierunter
versteht man eine Salz-Briicke innerhalb der helikalen Doméne auf der intrazelluldren Seite, die in der

Konformation eines Grundzustandes (inverse Agonisten) geschlossen wird."

Zwar konnten mittels der Strukturaufkldrung einige wichtige Erkenntnisse erhalten werden, der ge-
naue Mechanismus, mit der die Information eines Liganden weitergeleitet wird, ist aber bis heute noch
ungeklart. Die groBe Bedeutung dieses Forschungsgebiets wird durch die Vergabe des Chemie-
Nobelpreises 2012 an Robert J. Lefkowitz und Brian K. Kobilka fiir ihre Studien an GPCRs deutlich.

1.2 Muskarinische Acetylcholinrezeptoren

1.2.1 Aufbau und Klassifizierung

Zur Rezeptorgruppe der GPCRs gehoren eine Reihe wichtiger Neurotransmitter-Rezeptoren, wie bei-
spielsweise die muskarinischen Acetylcholinrezeptoren (mAChR).! Die mAChRs sind Bestandteil des
Parasympathikus, der gemeinsam mit dem Sympathikus das vegetative Nervensystem bildet. Der en-
dogene Ligand Acetylcholin (siche Abb. 5) leitet die Reize tiber nikotinische Acetylcholinrezeptoren
(nAChR), bei denen es sich um ligandgesteuerte lonenkanidle handelt, auf postgangliondre Neuronen
weiter. Die Erregung der Erfolgsorgane erfolgt schlieBlich ebenfalls durch Acetylcholin an Muskarin-
rezeptoren, die sowohl in der Peripherie als auch im zentralen Nervensystem zu finden sind."” Durch
Aktivierung des Parasympathikus wird eine Vielzahl von Effekten an unterschiedlichen Organen aus-
gelost. So ist beispielsweise eine Sekretionssteigerung an Trinendriise, Speichel- sowie Verdauungs-
driisen zu beobachten, ebenso wie verminderte Herzfrequenz und Kontraktion der Blasenwandmusku-

latur.!

O
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Abb. 5: Strukturformel Acetylcholin
6
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Aufgrund ihres Aufbaus lassen sich Muskarinrezeptoren der Familie der rhodopsinartigen GPCRs
zuordnen (vgl. Kapitel 1.1.3.1). Unter Verwendung verschiedener Techniken, wie Klonierungsstudi-
en, Sequenzanalysen, aber auch Radioligand-Bindungsexperimenten konnten fiinf muskarinische Sub-
typen (M;-Ms) differenziert werden.”’ Diese unterscheiden sich unter anderem in ihrer Verteilung im
Organismus. M;-, Ms- und M;s-Rezeptoren findet man hauptsidchlich im zentralen Nervensystem
(ZNS), M;- und M;-Rezeptoren treten im ZNS und in der Peripherie auf, wobei die meisten Zell- bzw.
Gewebe-Typen oftmals mehr als einen der Subtypen exprimieren.”'******* Neben ihrer Verbreitung
im Korper lassen sich die Muskarinrezeptor-Subtypen auch gemél ihrer unterschiedlichen Priaferenz
fur die einzelnen G-Proteine in zwei Gruppen unterteilen. Die Subtypen M;, M3 und M; aktivieren
vornehmlich die Phospholipase-C und die Calcium-Freisetzung iiber G-Proteine des G/;-Typus. Da-
gegen inhibieren die M,- und My-Subtypen die Aktivitdt der Adenylat-Cyclase bzw. modulieren die
Leitfahigkeit der lonen-Kanile, was {iber die Interaktion mit Gy,-Proteinen geschieht.ﬂ’zz’25 Aus dieser
Variabilitidt sowohl der Verteilung muskarinischer Rezeptoren als auch der unterschiedlichen Signal-
wege wird ersichtlich, dass Muskarinrezeptoren an einer Vielzahl unterschiedlicher Korperfunktionen
beteiligt sind. Die Muskarinrezeptoren, die sich im ZNS befinden, regulieren eine Reihe wichtiger
Funktionen wie kognitive, sensorische, motorische und autonome Prozesse. So konnten bereits einige
ZNS-Erkrankungen mit Muskarinrezeptoren in Verbindung gebracht werden, wie z.B. Morbus Alz-
heimer, Morbus Parkinson, aber auch Depression und Schizophrenie.”>*%*"*** Durch Aktivierung der
Rezeptoren in der Peripherie wird unter anderem die Herzfrequenz herabgesetzt (M,), und es erfolgt

eine Erhohung der glanduliren Sekretion sowie der Kontraktion der glatten Muskulatur (M3).?>>>2%"!

Kiirzlich ist es Haga ef al. und Kruse et al. gelungen, Kristallstrukturen der muskarinischen Subtypen
M, und M; aufzukldren. Haga et al. beschreiben die Struktur des M,-Rezeptors, an den der muskarini-
sche Blocker 3-Chinuclidin-benzylat gebunden ist. Die Struktur des inaktiven M,-Rezeptors unter-
scheidet sich hauptsichlich in der extrazelluldren Oberfliche von anderen GPCRs. Hier weist der M,-
Subtyp einen 33 Angstrom groBen Kanal auf, der die orthostere Bindungsstelle beinhaltet, die sich in
Richtung des Zellinneren ausbreitet.”” Kruse ef al. untersuchten die Struktur des Ms-Rezeptors, an den

der Bronchiodilator Tiotropiumbromid gebunden ist."°

Die Strukturen der Subtypen M, und M3 stimmen weitestgehend iiberein, was auf einige Charakteris-
tika fiir muskarinische Rezeptoren schlieBen ldsst, wie beispielsweise eine nach aullen geneigte TM4-
Domine, was bisher in anderen GPCRs nicht beobachtet werden konnte.'® Allerdings wurden auch
einige Unterschiede zwischen den inaktiven Strukturen von M, und M; festgestellt, z.B. das Vorkom-
men eines Phenylalanin-Restes in der zweiten extrazelluldren Schleife des M;-Rezetpors. Dieser hat
einen Freiraum in der Bindungstasche zur Folge. Im M,-Subtyp befindet sich an dieser Stelle ein
Leucin-Rest. Dieser kleine Unterschied in den Strukturen der beiden Subtypen kdnnte moglicherweise
fiir die Entwicklung hochselektiver Arzneistoffe von grofSer Bedeutung sein. Weiterhin unterscheiden

sich die beiden Rezeptoren in der relativen Lage der TM7, was moglicherweise auf einen Unterschied

7
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in der Abfolge der TM2-Aminosiuren und deren Wechselwirkung mit TM7 zuriickzufiihren ist.”'
Auch in TMS5 - besonders am zytoplasmatischen Ende - ist ein Unterschied in der Struktur erkennbar.
Hier reglementieren spezifische Aminosduren der TM6, die mit TM5 am zytoplasmatischen Ende
interagieren, die Selektivitidt der Kopplung zu den verschiedenen G-Proteinen. Dieser Unterschied

konnte auch in anderen GPCRs die Kopplungs-Selektivitit beeinflussen.

Der Abstand zwischen den transmembranédren Helices 5 und 6 im M,-Subtyp ist groBer als im M;-
Subtyp. Dieser groflere Abstand ist auch in anderen GPCRs, die mit Gj-Proteinen wechselwirken, zu
finden. Im Gegensatz dazu ist die Distanz der beiden Helices im M;-Subtyp und anderen G-

gekoppelten GPCRs entsprechend geringer (sieche Abb. 6).*!

Abb. 6: Schematische Darstellung der Unterschiede der Subtypen M, und M;: zu sehen ist der groflere Abstand
der intrazelluldren Enden der TM5 und der TM6 in M, (blau) und anderen G;-gekoppelten Rezeptoren als in M;
(rot) und anderen G4 gekoppelten-Rezeptoren.’' Mit freundlicher Genehmigung der Nature Publishing Group.
Copyright (2012) Nature Publishing Group.

1.2.2 Therapeutischer Einsatz muskarinischer Liganden und ihre Problematik

Eine Vielzahl muskarinischer Agonisten wie auch Antagonisten sind derzeit auf dem Markt und zielen
auf die Behandlung verschiedener Erkrankungen ab. Hierbei wird zwischen Parasympathomimetika
(Muskarinrezeptor-Agonisten) und Parasympatholytika (Muskarinrezeptor-Antagonisten) unterschie-
den.' Letztere lassen sich in zwei Gruppen einteilen: ungeladene und geladene Parasympatholytika.
Erstere tragen ein tertidres Stickstoffatom und zeichnen sich bei oraler Applikation durch eine gute
und schnelle Resorption aus. Im Gegensatz hierzu werden Parasympatholytika, die ein quartires Stick-
stoffatom tragen, aufgrund ihrer permanenten Ladung nur schlecht resorbiert. Daher muss entweder
eine wesentlich hohere orale Dosis oder die Dosis parenteral verabreicht werden. Der Vorteil dieser
Substanzen ist jedoch, dass sie aufgrund ihres quartiren Zentrums die Blut-Hirn-Schranke nicht iiber-
winden konnen und somit nicht zentral wirksam sind, d.h. keine zentralen Nebenwirkungen verursa-

chen.'
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Tabelle 1: Beispiele fiir muskarinische Arzneistoffe und ihre Anwendung'

Parasympathomimetika

Arzneimittel Indikation
®
Carbachol (Isopto-(?arbacho(é ), Glaukom
Pilocarpin (u.a. Pilomann™)
Bethanechol (v.a. postoperativer) Darm- und Blasen-
(Myocholine-Glenwood™) atonie
Parasympatholytika
Arzneimittel Indikation

Tolterodin (Detrusitol®),

tertidr - - e
Solifenacin (Vesikur ")

Blasenentleerungsstérungen

~ —

Butylscopolaminiumbromid

® Spasmen der glatten Muskulatur
(Buscopan™)

Herabsetzung des Speichelflusses und

) Gl iumbromid (Robinol”
quartdr < ycopyrroniumbromid (Robinol ) der Sekretion im Bronchialsystem

Ipratropiumbromid (Atrovent®), COPD
Tiotropiumbromid (Spiriva®)

Trotz der groflen Zahl muskarinischer Wirkstoffe ist ihr Nutzen durch das Auftreten gravierender Ne-
benwirkungen stark begrenzt, da sie unselektiv an einer Vielzahl von Muskarinrezeptoren angreifen.
Aus diesem Grund wurde in den letzten 20 Jahren vermehrt an der Entwicklung von subtypselektiven
muskarinischen Liganden geforscht. Mégliche Anwendungsgebiete selektiver muskarinischer Ligan-

den sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Mogliche Anwendungsgebiete fiir selektive muskarinische Liganden®*"*?

Therapeutische Anwendung Selektiver muskarinischer Ligand
Morbus Alzheimer M;-Agonisten, M,-Antagonist, Ms-Agonist
Hyperaktive Blase, Reizdarm-Syndrom, COPD M,- und M;-Antagonisten
Chronische Schmerzen M,- und M,-Agonisten
Schizophrenie M;- Agonisten, Ms-Antagonisten
Drogenabhéngigkeit, -entzug M;-Antagonisten

Die Suche nach derartigen Verbindungen gestaltete sich jedoch schwierig, da die orthostere Bindungs-

stelle in den einzelnen Subtypen hochkonserviert vorliegt, d.h. sie unterscheidet sich kaum in ihrer

Aminosiuresequenz.”' >
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1.2.3 Bindungsdominen

Wie die meisten GPCRs weisen auch Muskarinrezeptoren neben der orthosteren mindestens zwei allo-
stere Bindungsstellen auf.**** Die orthostere Bindungsstelle ist in muskarinischen Rezeptoren inner-
halb der durch die transmembrandren Helices gebildeten Kavitit lokalisiert, die allosteren Bindungs-

stellen befinden sich in den extrazelluldren Schleifen sowie in den duBlersten Segmenten der verschie-

34,35

denen Transmembran-Helices (siche Abb. 7).

Allostere
Bindungsstelle

Orthostere
Bindungsstelle

Abb. 7: Schematische Darstellung der orthosteren und allosteren Bindungsstellen am M,-Rezeptor, erhalten
durch ein Homolgie-Modell basierend auf der Kristallstruktur des inaktiven bovinen Rhodopsins. Modifiziert
nach Gregory et al.*®

Diese Regionen, besonders die extrazelluliren Doménen, weisen ein deutlich weniger konserviertes
Aminosiuresequenz-Muster auf.*'* Aus diesem Grund wurden sogenannte allostere Modulatoren
entwickelt, die an eine solche allostere Bindungsstelle binden und die Wirkung des Orthosters beein-
flussen konnen, d.h. selektiv nur einen muskarinischen Subtyp ansprechen, um somit cholinerge Ne-
benwirkungen durch unselektive Aktivierung bzw. Hemmung verschiedener Muskarinrezeptoren zu

minimieren.

1.3 Allostere Modulation muskarinischer Rezeptoren

Die hervorgerufenen Effekte eines allosteren Modulators hiangen von den Liganden, also den alloste-
ren Modulatoren und den Orthosteren, aber auch vom Rezeptor selbst ab.**”** Im Hinblick auf gestei-
gerte Selektivitit bieten Substanzen, die als allostere Modulatoren wirken, ein enormes Potenzial.*’
Das Modell der allosteren Modulation wurde erstmals im Jahr 1965 von Monod et al.* fiir Enzyme
aufgebracht und ist inzwischen auch fiir Rezeptoren etabliert. Beispielsweise binden Benzodiazepine

und Barbiturate an y-Aminobuttersdure (GABA)-Rezeptoren an einer allosteren Bindungsstelle.
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Erste Hinweise auf allostere Modulation an GPCRs wurden an Muskarinrezeptoren entdeckt.
Lillmann ef al. beobachteten eine unerwartet stark ausgeprigte Antidot-Wirkung gegen einen Inhibi-
tor der Acetylcholin-Esterase in Méusen, wenn der kompetitive Antagonist Atropin in Kombination
mit der Bis-(ammonium)alkan-Verbindung W84 (siche Abb. 8) verabreicht wurde.”' In isolierten
Herzvorhéfen von Meerschweinchen wurde weiterhin festgestellt, dass Bis-(ammonium)alkan-
Verbindungen die Wirkung von acetylcholinartigen Muskarinrezeptor-Aktivatoren in sittigbarer Art
antagonisieren konnen, was auf eine Rezeptor-Wechselwirkung in allosterer Form hindeutet.” Der
endgiiltige Beweis fiir einen allosteren Bindungsmodus folgte schlieBlich 1988 mit Hilfe von Radioli-

gand-Bindungsstudien.*

o)
o) 2BO

|
@
N/\/\N/(g\/\/\/N\\/\/N
O
O w84

Abb. 8: Strukturformel der Bis-(ammonium)alkan-Verbindung W84

1.3.1 Das ternire Komplex-Modell

Um die Verdnderungen der Bindungseigenschaften eines Orthosters durch einen allosteren Modulator
verstehen und beschreiben zu kénnen, entwickelten Ehlert e al. 1988 das ternire Komplexmodell**
(siche Abb. 9). In diesem Modell werden vier Zustinde beschrieben. An einen unbesetzte Rezeptor
(vgl. Abb. 9 A) kann entweder ein Orthoster oder ein Alloster binden (vgl. Abb. 9 B bzw. D). Der
Zustand, in dem Orthoster und Alloster simultan an den Rezeptor binden, wird als terndrer Komplex
bezeichnet (siche Abb. 9 C). Hierbei handelt es sich nicht um eine kompetitive, sondern um eine ko-
operative Wechselwirkung, da orthosterer und allosterer Ligand zeitgleich an den Rezeptor binden

konnen und nicht etwa um die Bindungsstelle konkurrieren.*’

Alloster

Orthoster v

N\ 4 L
A 4 -
Kpa

4
A 4
Ka “ % KAa
A\ A4
YV

Abb. 9: Schematische Darstellung des ternéiren Komplex-Modells (modifiziert nach Ehlert**)
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Diese Kooperativitit spiegelt sowohl das AusmaR als auch die Richtung der gegenseitigen Beeinflus-
sung wider. Je nachdem ob Orthoster und Alloster ihre Gleichgewichtsbindung gegenseitig verstirken,
hemmen oder nicht beeinflussen, spricht man von positiver, negativer oder neutraler Kooperativitit.**
Die gegenseitige Beeinflussung der beiden Partner findet in Abhéngigkeit von der Art des Rezeptors

. . 3,34,44,46,47
ein Maximum.™ "™

1.3.2 Arten allosterer Modulatoren

Nach der Art, die Bindung eines Orthosters an einen Rezeptor zu beeinflussen, lassen sich allostere
Liganden in verschieden Gruppen einteilen. So gibt es negative allostere Modulatoren (NAMs), posi-
tive allostere Modulatoren (PAMs), allostere Agonisten, sowie stille allostere Modulatoren (SAMs).
Die Art eines allosteren Liganden hingt jedoch vom Orthoster, den es zu modulieren gilt, sowie von
dem verwendeten funktionellen Assay ab. Liganden konnen demnach nur in Hinblick auf den Assay
und den orthosteren Liganden in die einzelnen Typen NAM, PAM, SAM und allostere Agonisten ein-

geteilt werden.”'

a) NAMs: Diese Liganden binden an eine allostere Bindungsstelle und inhibieren damit die Re-
zeptor-Funktion. Diese NAMs verursachen eine Rechtsverschiebung der Konzentrations-
Wirkungskurve der Agonisten. Dies kann zum einen aus der durch den NAM herabgesetzten
Agonist-Affinitdt (gemessen im Gleichgewicht) resultieren, indem eine Konformation mit ge-
ringerer Affinitit stabilisiert wird oder durch die erhdhte Energie-Barriere fiir den Ubergang
zum aktivierten Zustand bzw. durch beides. Der Grad der Verschiebung der Kurve mit stei-
gender NAM-Konzentration ist begrenzt und erreicht das Maximum an dem Punkt, an dem die
allostere Bindungsstelle vollstindig durch den NAM besetzt ist. Dies steht im Kontrast zu
kompetitiven (orthosteren) Antagonisten, die groflere Rechtsverschiebungen bei ansteigender
Konzentration ohne theoretisches Limit bewirken, da orthostere Antagonisten direkt um die

orthostere Bindungsstelle konkurrieren.*®

b) PAMs: Die meisten PAMs bewirken eine Linksverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-
Kurve, was durch eine erhohte Agonist-Affinitidt und/oder durch Herabsetzen der Energiebar-
riere zum aktivierten Zustand hervorgerufen wird. Ebenso wie im Falle der negativen alloste-
ren Modulatoren ist auch hier der Grad der Kurven-Verschiebung limitiert und erreicht ein

Maximum, wenn die allostere Bindungsstelle vollstindig durch den PAM besetzt ist. '

c) Allostere Agonisten: Diese Liganden konnen selbst eine Agonist-Aktivitit besitzen, obgleich
sie nicht die orthostere Bindungsstelle besetzen.*** Einige Verbindungen, die als PAM wirken,
zeigen auch eine allostere Agonist-Aktivitét in Abwesenheit eines orthosteren Agonisten. Die
Agonist-Aktivitdt wird fur gewohnlich bei Konzentrationen beobachtet, die hoher sind als sol-

che, die fir PAM-Aktivitit benotigt wird.>***
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d) SAMs: Diese Liganden binden an die allostere Bindungsstelle, die Rezeptor-Funktion wird
jedoch nicht beeinflusst. Da diese Verbindungen an die selbe Stelle binden wie PAMs, NAMs
oder allostere Agonisten, konkurrieren sie mit diesen und verursachen so Rechtsverschiebung-
en der Kurven fiir die anderen allosteren Liganden. Obwohl SAMs keinen therapeutischen

Nutzen haben, sind sie doch ein wichtiges Werkzeug fiir die Grundlagenforschung.’!

Abb. 10: Schematische Darstellung des Einflusses
von orthosterischen und allosterischen Liganden auf
Konzentrations-Wirkungskurven (in Anlehnung an
May et al.*):

A) Konkurrenz zweier orthosterischer Liganden A
um dieselbe Bindungsstelle = theoretisch unbe-
grenzte Rechtsverschiebung der Konzentrations-
Besetzungskurve

B) Bei Anwesenheit eines Allosters = Verschie-
bung der Kurve in Abhéngigkeit der
Kooperativitit nach links (a > 1, PAM), bzw.
nach rechts (a <1, NAM)

C) Konstante Konzentration des Orthosters A und
steigende Konzentration des Allosters B > Er-
hohung des Rezeptor-Besetzungsgrades bis zu
einem bestimmten Limit (positive
Kooperativitit, a > 1) bzw. Erniedrigung (nega-
tive Kooperativitit (o < 1)

Bindung [A]

1.0
o=10
S‘ L
&
0.5 =1
_g o
£
m
a=0.1
1 1 1 1 1 1

-1 12
log [B]/Kg

1.3.3 Erste allostere Modulatoren und deren Bindungsareale

Clark und Mitchelson zeigten in ersten Arbeiten auf diesem Gebiet, dass der neuromuskulidre Blocker
Gallamin (siehe Abb. 11) in funktionellen Experimenten die Wirkung von Acetylcholin im Herzvor-
hof hemmen konnte.”’ Erste Befunde lieBen darauf schliefen, dass es sich bei der Wirkung des Gall-
amins um einen allosteren Effekt handeln musste. Bestarkt wurden diese Ergebnisse durch Radioli-
gand-Bindungsstudien, in denen Gallamin die Dissoziation des orthosteren Antagonisten ["TH]NMS
25,51,52

(N-Methylscopolamin) verlangsamt.
13
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Wie bereits erwéhnt handelt es sich bei Gallamin um einen neuromuskuldren Blocker, die per defini-
tionem Antagonisten des nikotinischen Achetylcholinrezeptors darstellen. Beispiele fiir Liganden, die
mit hoher Affinitit zum M,-Rezeptor in allosterer Weise binden, sind neben Gallamin auch
Pancuronium und Alcuronium (siche Abb. 11). Weitergehende Bindungsstudien identifizierten weite-
re allostere Modulatoren, wie beispielsweise die Acetylcholinesterase-Inhibitoren Obidoxim und
Tacrin, den Kaliumkanal-Blocker 4-Aminopyridin, sowie den L-Typ-Kalziumkanal-Blocker
Verapamil (siche Abb. 11).337%3%33:3¢

© o

e "ol ~
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I@ oN

Gallamin Pancuronium

HO %/\/ . .

o cl cl
cl ® ®
\N/\O/\I;I \
N \ / =N _N
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Obidoxim

N
/s

Alcuronium
NH | | |
2 O N 0 _
N NH
S L (O
Z 0 O
N | | . . .
Tacrin Verapamil 4-Aminopyridin

Abb. 11: Strukturformeln der ersten allosteren Modulatoren

Die in Abb. 11 dargestellten Strukturen prototypischer allosterer Modulatoren zeigen eine grofe struk-
turelle Diversitét, was nicht wundert, da die Substanzen unterschiedlichen pharmakologischen Arznei-
stoffgruppen entstammen.”*>**97*® Trotz allem gibt es eine Reihe von Gemeinsamkeiten, wie bei-

spielsweise zwei oder mehr positiv geladene oder protonierbare Stickstoffatome in einem gewissen
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Abstand voneinander, sowie oftmals ein oder mehr Sauerstoffatome. Interessant ist die Tatsache, dass

einige allostere Modulatoren wie W84 und Naphmethonium (siehe Abb. 12), wenn man sie ,,halbiert*,

noch immer allosteren Charakter aufweisen, wenn auch mit geringerer Affinitit.”*’

0
0 2 BO

C e

O
0 W84
0]
r@
o
o
Naphmethonium

Abb. 12: Strukturformeln der allosteren Modulatoren mit angedeuteter Schnittstelle zur Halbierung der
Molekiile

Die Tatsache, dass allostere Modulatoren nicht zwingend an dieselbe allostere Bindungsstelle binden,
erschwert die Suche nach einem Pharmakophormodell weiterhin. Man weil3 jedoch, dass die allosteren
Modulatoren Gallamin und Alcuronium die hochste Affinitit zum M,-Rezeptor zeigen, wohingegen

die Affinitdt zum M;-Rezeptor sehr gering ist.”™*"°'

Durch selektiven Austausch einiger Aminosduren der zweiten extrazelluldren Schleife konnten im M,-
Rezeptor die Aminosiuren '**Valin und '"Tyrosin als essenziell fiir die Bindung der strukturell unter-

schiedlichen Allostere Alcuronium und W84 identifiziert werden.>>¢>%

Dartiber hinaus stellten sich einige Epitope an der Verbindung der EL3 und TM7 sowie der zweiten
extrazelluldren Schleife zwischen TM4 und 5 als maBgeblich verantwortlich fiir die hohe Affinitét
zum M,-Rezeptor von allosteren Modulatoren des Bis-(ammonium)alkan-Typs heraus.”>* Ein weite-
rer Bereich, der in Hinblick auf Affinitdt, sowie Subtypselektivitit der Bis-(ammonium)alkan-
Verbindungen W84 und Naphmethonium eine entscheidende Rolle zu spielen scheint, ist eine Gruppe
aus M,-"**Tryptophan und M,-**Threonin-Resten am oberen Teil der TM7. Docking-Studien mit die-
sen Substanzen in einem M,-Homologie-Modell deuteten darauf hin, dass die aromatischen Reste der
Substanzklasse moglicherweise sandwichartig durch n-n-Wechselwirkungen zwischen Tryptophan am

Kopf der TM7 und Tyrosin inmitten der zweiten extrazelluliren Schleife fixiert werden.”>*

Mithilfe punktmutierter Rezeptor-Konstrukte konnten wichtige Aminosduren fiir die allostere Subtyp-
Selektivitdt identifiziert werden, wobei die Subttyp-unabhingige Grund-Affinitit durch Tryptophan, in

direkter Nachbarschaft zu M,-'""Tyr, hervorgerufen wird. 56673670
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1.4 Entwicklung dualsterer Liganden fiir Muskarinrezeptoren

Kiirzlich entwickelte sich ein neues Konzept des Wirkstoff-Designs, das versucht, die Vorteile von
orthosterer und allosterer Bindungsstelle zu vereinen, indem Rezeptor-Aktivatoren simultan an beide
Bindungsstellen binden und somit eine starke Aktivierung des Rezeptors gepaart mit Subtypselektivi-
tit hervorrufen sollen.”"’*" Derartige, aus zwei Bausteinen bestehende dualstere Liganden, die jeweils
an die orthostere bzw. allostere Bindungsstelle binden, verkorpern das ,,message-address-Konzept*
nach Schwyzer (siche Abb. 13).”* Da der allostere Bauteil hochselektiv an einen speziellen Subtyp
bindet, dient dieser als Adresse, der hochaktive Orthoster entscheidet tiber die Wirkung, d.h. Agonis-

mus oder Antagonismus.

message address

Alloster

Abb. 13: Schematische Darstellung des ,,message-address-Konzepts* nach Schwyzer

OCH3 H,CO |
RE AT e o™

Methoctramin McN-A-343

<9,

EQD Ef

N AF-DX 384

Bo(15)PZ
Abb. 14: Strukturen der Liganden mit alloster/orthosterem Bindungsmodus

Dualstere Liganden kombinieren somit die positiven Eigenschaften beider Komponenten, d.h. hohe
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Aktivitdt und Subtypselektivitit. Es existiert bereits eine Reihe von Verbindungen, fiir die ein dualste-
rer Bindungsmodus angenommen wird. Hierzu gehort unter anderem der M,-selektive Antagonist
Methoctramin, der von einer alloster/orthosteren Bindung mit hoher Affinitdt zu einer rein allosteren
Bindung wechseln kann, allerdings unter Affinititsverlust.”>’® Weitere Substanzen, die ebenfalls auf
einen alloster/orthosteren Bindungsmodus hindeuten, ist die M,-selektive Verbindung AF-DX
3847787 der M,-Partialagonist McN-A-343""%" sowie der M;-Antagonist Bo(15)PZ®' (siche Abb.
14).

Keine der in Abb. 14 dargestellten Verbindungen wurde jedoch aus vorher bestehenden orthosteren
bzw. allosteren Bausteinen entwickelt, d.h. die Hinweise auf einen allosteren/orthosteren Bindungs-

modus wurden eher zufillig entdeckt.

Dagegen wurden von Antony et al. gezielt dualstere Hybride entwickelt, die den M,-Rezeptor adres-
sieren und sich aus dem Superagonisten Iperoxo und subtypselektiven, allosteren Bausteinen - abgelei-

tet von W84 und Naphmethonium - zusammensetzen (siche Abb. 15).”

O
0 2Br®
Ep e
\( W84 &
O U
-0
e} N
A B> | © I
N/\/\T/(g\/\/\/Br >N@ & O
\<O Phth-6-Br Iperoxo
Naph-6-Br

) Y '
2 Br® |
N/\/\N ® \
\< |
0 Ar = Phthal: Iper-6-Phth (Hybrid 1)
Ar =Naphthal: Iper-6-Naph (Hybrid 2)

Abb. 15: Schematischer Aufbau der beiden Hybrid-Substanzen Iper-6-Phth und Iper-6-Naph

Um das dualstere Prinzip eindeutig bestitigen zu konnen, ist es wichtig zu kliren, ob eine echte, also
simultane alloster/orthoster-Bindung vorliegt. Um die erhaltenen Ergebnisse richtig deuten zu konnen,
wurde das ternire Komplex-Modell um einen dualsteren Bindungsmodus erweitert (siche Abb. 16).”
In Radioligand-Bindungsstudien zeigte sich, dass die oben beschriebenen Hybride eine stirkere Hem-

mung des orthosteren Radioliganden hervorrufen, als es die rein allosteren Bausteine bewirken.
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Hybrid aus Alloster Orthoster
und Orthoster
/] l/ I<B dual
I<B all% \
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Abb. 16: Ternires Komplex-Modell erweitert durch dualsteren Bindungsmodus (in Anlehnung an
Antony et al.”)

Um sicherzustellen, dass die Hybridsubstanzen an beide Bindungsstellen binden, wurden Rezeptor-
Mutanten erzeugt, in denen die fiir die Bindung wichtigen Aminosduren ausgetauscht wurden. In der
orthosteren Region wurde M,-'**Tyrosin gegen Alanin getauscht. Dies liegt unmittelbar neben M,-
1 Asparaginsiure, die fiir die Anziehung positiv geladener Stickstoff-Atome wie in Acetylcholin und
anderen orthosteren Liganden verantwortlich ist. Zur Untersuchung der allosteren Bindung wurde die
M,-""Tyrosin und -**Threonin-Doppelmutante verwendet, was eine starke Affinititsabnahme von
M,-Modulatoren zur Folge hatte.”**** Mit Hilfe dieser Studie konnte der dualstere Bindungsmodus
der beiden Hybride verifiziert werden, da beide im Vergleich zum M,-Wild-Typ-Rezeptor sowohl an
der orthosteren, als auch an der allosteren Mutante an Affinitét verloren, wohingegen ihre jeweiligen
Bausteine lediglich an der entsprechenden Mutante an Affinitdt einbiiiten. Die Hybride zeigten wei-
terhin eine M,-Selektivitit, die stark von den allosteren Epitopen M,-'""Tyrosin und M,-***Threonin
abhingt.”” Ein 3D-Modell, in dem Iper-6-Phth in Dockingstudien in die Bindungstasche des M,-
Rezeptors eingebracht wurde, veranschaulicht die Lage des Molekiils im Rezeptor: Der Iperoxo-Rest
befindet sich in der orthosteren Bindungstasche, wo sein quartires Stickstoffatom eine Kation-m-
Wechselwirkung mit der Aminosiure M,-'"Tyrosin eingehen kann, wohingegen das zweite quartire
Zentrum ebenfalls durch Kation-n-Wechselwirkungen mit den Aminosiuren M,-'""Tyrosin und M,-

“Tryptophan in der allosteren Bindungsstelle verankert ist (siche Abb. 17).”

Neben der Bestitigung des dualsteren Bindungsmodus und den damit einhergehenden Erkenntnissen
zu Bindungstopographie und Subtyp-Selektivitit konnten Antony et al. schlieBlich nachweisen, dass

dualstere Liganden spezifische Signalwege induzieren.”
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Abb. 17: Abbildung des M,-Rezeptors in den durch Docking-Studien die Verbindung Iper-6-Phth (Hybrid 1)
eingebracht wurde (modifziert nach Antony ez al.”)

Modifikationen der Zellfunktion, die durch Binden eines Liganden an den Rezeptor ausgeldst wurden,
haben eine Umverteilung der einzelnen Zellbestandteile zur Folge. Dies zeigt sich durch eine verdn-
derte Lichtbrechung und kann mithilfe des Epic®-Systems gemessen werden.® Auf dieses Messsystem
wird in Kapitel 2.3.2.1 genauer eingegangen. Hier sei lediglich erwéhnt, dass die resultierenden Sig-
naturen der dynamischen Massenumverteilung (kurz: DMR dynamic mass redistribution) charakteris-
tisch fiir die einzelnen Signalwege sind. Durch einen konventionellen Agonisten am M,-Rezeptor wird
neben dem Gij,-Signalweg wird auch der Go-Weg stimuliert.” Untersuchungen zeigten fiir M,-
Rezeptoren dhnliche Signaturen unabhéngig davon, ob orthostere oder dualstere Agonisten eingesetzt
wurden. Wurden die Zellen jedoch mit dem irreversiblen Gy,-Inhibitor Pertussis-Toxin (PTX) vorbe-
handelt, konnte die Zellen zwar weiterhin durch die Agonisten Iperoxo und Acetylcholin, nicht aber
durch die dualsteren Agonisten stimuliert werden. Dies deutet darauf hin, dass rein orthostere Agonis-
ten zusdtzliche Signalwege aktivieren, die dualsteren Verbindungen jedoch eine Signalwegs-Spezifitit
aufweisen.”” Die resultierenden Signale der DMR-Messung stehen im Einklang zu einer Gy

Signalwegs-Aktivierung.*®
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1.5 Zielsetzung

Um weitere Erkenntnisse tiber die Bindungseigenschaften von muskarinischen Liganden zu erhalten,
sollte zunédchst die Reihe der von W84 abgeleiteten allosteren Modulatoren erweitert werden, um diese
mithilfe einer neuen Technik, der FRET-Mikroskopie, untersuchen zu konnen. Dariiber hinaus sollte
untersucht werden, welchen Einfluss eine verlangerte Alkylkette sowohl am Agonist Iperoxo wie auch
an den Antagonisten Atropin und Scopolamin auf die Wirksamkeit des Liganden ausiibt. Hierzu soll-

ten verschiedene N-alkylierte Derivate dieser drei Orthostere synthetisiert werden.

©
X @ Br 0]
@%41\1/\(\1'\]/_ (CHp)—R OH

O Allostere Antagonisten 0

\_ J

Hal ©

@
Agonisten

N-Alkylierung und Kopplung mit

R
w —~(CHy)Iper
Y Chlnolon M) K@

Iper-(CH,),-X-(CH,)50

Thienopyridin (My)

Abb. 18: Ubersicht iiber die verschiedenen Projekte der vorliegenden Arbeit
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Weiterhin sollten Hybridsubstanzen gemil des ,,message-address““-Konzepts hergestellt werden. Als
Nachricht sollte hierbei der Agonist Iperoxo fungieren, als Adresse dienen die als selektive allostere
Modulatoren beschriebenen Thienopyridine (Mg-selektiv) und Chinolone (M;-selektiv). SchlieBlich
sollte Iperoxo mit dem Fluoreszenzfarbstoff Py-1 gekoppelt werden. Abb. 18 zeigt eine Ubersicht

iiber die einzelnen, in dieser Arbeit bearbeiteten Projekte.

Auf die Motivation bzw. Zielsetzung der einzelnen Projekte wird in den jeweiligen einleitenden Kapi-

teln genauer eingegangen.
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2 Synthese und pharmakologische Untersuchungen der Ziel-

verbindungen

2.1 Allostere Modulatoren fiir den M,-Rezeptor und Hybrid-Vorstufen

Iper-6-Phth und Iper-6-Naph (siche Abb. 15) stellen Leitstrukturen fiir die Untersuchung dualsterer
Liganden am M,-Rezeptor dar. Um diese und verwandte Substanzen herstellen zu konnen, ist es erfor-
derlich, die Vorstufen fiir die jeweilige Verbindung zu synthetisieren. Da sich diese Hybride neben
dem Orthoster Iperoxo von einem allosteren Baustein des W84-Typs ableiten, sollten hier zunichst die

allosteren Bausteine bzw. ihre Vorstufen hergestellt werden.

Einige dieser allosteren Bausteine wurden dartiber hinaus bereits in funktionellen Experimenten bzw.
Radioligandbindungsstudien untersucht,”*”** wodurch Einblicke in ihr Verhalten beziiglich Affinitit
sowie Subtypselektivitdt erhalten werden konnten. Eine neue Technik, die FRET-Mikroskopie, ermog-
licht ligandeninduzierte Konformationsédnderungen der Rezeptoren zu untersuchen, was neue Erkennt-
nisse bezliglich der Bindungsweise allosterer Modulatoren an den Rezeptor liefern kénnte. Da bislang
keine Untersuchungen der oben genannten Allostere mithilfe von FRET-Experimenten durchgefiihrt
wurden, sollten einige dieser allosteren Bausteine nach- bzw. neue Verbindungen synthetisiert werden.
Um die Einfliisse der einzelnen Bausteine genauer zu untersuchen, wurden die beiden Hybride in ver-

schiedene Segmente unterteilt (siche Abb. 19).

N-O

S ™

Abb. 19: Strukturformel des Iper-6-Phth/Naph mit angedeuteten Segmenten (Erlduterungen siche Text)

So sollten zum einen bisquartdre Derivate ohne den orthosteren Baustein (Klammer 1) synthetisiert
werden. Zum anderen sollten Derivate hergestellt werden, die lediglich ein positives Zentrum aufwei-
sen - hier sollten zudem verschiedene Alkylkettenlingen angehéngt werden (fiir Hexyl-Rest siche

Klammer 2, 2 W84 siche Klammer 3).
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Abb. 20: Allgemeines Syntheseschema zur Herstellung allosterer Modulatoren des W84-Typs

><

2.1.1 Synthese

2.1.1.1 Synthese der N-[3-(N*,N‘-Dimethylamin)propyl]-phthalimide bzw. —naphthalimide

O
g/( X _ abs. Toluol, p-TosOH %/( X _
Ar S0+ HN N - > (Ar N/\(\N
§\< X | Riickfluss, MW §\< X |
O O

la: Ar=Phth, X=H
(82 %, Lit.: 91 %)

1b: Ar=Naph, X =H
(89 %, Lit.: 90 %)

1c: Ar = Naph, X = CH;
(83 %, Lit.: 86 %)

Abb. 21: Syntheseschema zur Herstellung der Phthal- bzw. Naphthalimid-Derivate

Zunichst wurden die beiden Grundbausteine, die N-[3-(N‘,N‘-Dimethylamin)propyl]-phthalimide
bzw. —naphthalimide, synthetisiert. Diese literaturbekannten Vorstufen wurden in Analogie zu
Schmitz et al.* hergestellt, wobei dquimolare Mengen der jeweiligen Phthal- bzw. Naphthalanhydrid-
Derivate und des entsprechenden N,N-Dimethyl-1,3-diamin-Derivates unter Zugabe einer katalyti-

schen Menge p-Toluolsulfonséure in abs. Toluol geldst, die Mischung am Wasserabscheider mikro-
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wellenunterstiitzt unter Riickfluss erhitzt (Aufheizrate: 30 °C/min., 800 Watt) und die Reaktion diinn-
schichtchromatographisch (Kieselgel, EtOAc/PE 1:1) verfolgt wurde. Nach Abkiihlen und Entfernen
des Losungsmittels wurde der erhaltene weille bis hellbraune Riickstand aus Ethanol umkristallisiert

und der Feststoff getrocknet. Die Verbindungen 1a-¢ wurden als weile Feststoffe isoliert.

2.1.1.2 Synthese der monoquartéren verkiirzten Phthalimid- bzw. Naphthalimid-Derivate

O
3/( 3/(0 X @ Br°
~ 60 °C /
@ N/\/\T + Br—(CHy)h—CH; = ( Ar N/\|V\N_(CH2)n—CH3
O o)
la-c 2a: Ar=Phth, X=H,n=2,

(99 %, Lit.: 56 %)
2b: Ar=Phth, X=H,n=35,

(73 %, Lit.: 59 %)
2¢: Ar=Naph, X=H,n=2, (66 %)
2d: Ar=Naph, X=H,n=06, (41 %)
2e: Ar=Naph, X= CH3,n=2,

(43 %, Lit.: 71 %)

Abb. 22: Syntheseschema zur Herstellung der monoquartiren Phthalimid- bzw. Naphthalimid-Derivate

Dann wurden die Phthal- bzw. Naphthalimide 1a-c mit Alkylketten verschiedener Linge versehen.
Das propylierte sowie das hexylierte Phthalimid 2a und b wurden bereits 2004 von Mohr ez al.”’, das
propylierte Naphthalimid 2e 2007 von Jiger ef al.”’ beschrieben. Im Gegensatz zu diesen Vorschriften,
in denen das Phthal- bzw. Naphthalimidpropylamin mit &quimolaren Mengen des entsprechenden 1-
Bromalkans in Ethanol unter Riickfluss erhitzt wurde, wurde hier die jeweilige Vorstufe 1a-c in abs.
Acetonitril gelost, mit einem 15-fachen Uberschuss des entsprechenden 1-Bromalkans sowie einer
katalytischen Menge KI/K,CO; versetzt und im Glasbombenrohr auf 60 °C erhitzt. Im Falle der Um-
setzung des Phthalimids 1a mit 1-Brompropan wurden zur vollstindigen Losung ca. 2 ml Acetonitril
zugegeben. In allen Reaktionen bildete sich nach 1 (2a) bis 40 (2¢) Tagen ein weiller Niederschlag,
der abfiltriert, mehrmals mit Diethylether gewaschen und im Vakuum getrocknet wurde. Der Nieder-
schlag der Verbindung 2¢ war jedoch zu fein, um ihn filtrieren zu kénnen, weshalb die Reaktionslo-
sung portionsweise in Et,O getropft wurde. Mit dem dabei entstandenen Niederschlag konnte analog
zu den iibrigen Derivaten verfahren werden. Der Einsatz des groBen Uberschusses an Bromalkan er-
hoht die Kontaktwahrscheinlichkeit der beiden Edukte, wodurch in Kombination mit der erniedrigten
Temperatur im Falle der Phthalimid-Derivate 2a und b die Ausbeuten im Vergleich zur Literatur deut-

lich gesteigert werden konnten. Im Falle des ebenfalls literaturbekannten Naphthalimid-Derivats 2e
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konnte zwar die Reaktionsdauer deutlich verkiirzt werden, die Ausbeute lag jedoch unter der in der

Literatur angegebenen.

Fiir die Synthese der mit Ausnahme von Verbindung 3a bereits mehrfach beschriebenen unsymmetri-

schen Hybridverbindungen®*"*%349>¢

wurde analog der Synthese der alkylierten Derivate 2a-e ver-
fahren. Hier wurde lediglich das 1-Bromalkan durch das entsprechende Dibromalkan ersetzt. Die in

Abb. 23 dargestellten Verbindungen wurden als weil3e Feststoffe isoliert.

0 Br® 0 Br®
/\/\\ Q PN
N o N—(CH,)7 Br N%N—(CHQ)H—Br
e O
0 0
3a:n=4, (83 %) 3e:n=6, X =H, (80 %, Lit.: 65 %)
3b:n=6, (70 %, Lit.: 63 %) 3f:n=4, X = CHs, (41 %, Lit.: 90 %%
3c:n=7,(77%, Lit.: 41%*) 3g:n=6, X =CHs, (65 %, Lit.: 55%"%)
3d:n=8, (88 %, Lit.: k.A.”) 3h:n=28,X=CHs, (11 %, Lit.: 34 %%

Abb. 23: Strukturformeln der synthetisierten Verbindungen

Im Falle von 3a und 3h bildeten sich jeweils zwei Komponenten, eine 6lige und ein Feststoff. Hier
wurde das Ol zunichst abgetrennt, der sehr harte Feststoff fein verrieben und in Et,O erhitzt. An-
schlieBend wurde abfiltriert, mit Et,O gewaschen und getrocknet. Da Verbindung 3h noch immer Res-
te des Bromalkans aufwies, wurde aus Ethanol umkristallisiert. Die Umsetzungen des Phthalimids mit
1,10-Dibromdecan sowie die des Naphthalimids mit 1,7-Dibromheptan fiithrten nicht zum Produkt,
wobei bei letzterem keine Umsetzung erkennbar war. In erstgenanntem Fall war nach einem Monat ein
Niederschlag erkennbar. Da dieser zu fein war, wurde die Reaktionslésung portionsweise in Et,O ge-
tropft. Hierbei bildete sich eine 6lige Konsistenz, wodurch eine Filtration nicht méglich war. In der
Mutterlauge bildeten sich Kristalle, die ebenfalls filtriert wurden, doch auch hier bildete sich erneut
ein Ol. Auch Umkristallisationsversuche lieferten keinen Feststoff. Spektroskopische Untersuchungen

des Ols zeigten eine stark verunreinigte Substanz.

Aus diesem Grund wurde der Versuch im Mikrowellen-Druckreaktor durchgefiihrt. Hierzu wurde der
Ansatz wie oben beschrieben vorbereitet und anstelle des Bombenrohrs im Druckreaktor zunichst 20
min bei 80 °C erhitzt. Da die Reaktionskontrolle mittels Diinnschichtchromatographie keine Umset-
zung erkennen lie3, wurde die Temperatur auf 110 °C erhoht. Nach 50 min war eine Umsetzung zu
beobachten (DC-Kontrolle). Es wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt und versucht, mithilfe eines
Eisbades bzw. im Ultraschallbad eine Kristallisation zu begtinstigen. Zwar bildeten sich Kristalle, die
jedoch bei Raumtemperatur erneut eine 6lige Konsistenz annahmen. Waschversuche sowie Umkristal-
lisieren blieben ebenso erfolglos wie bei der klassischen Variante.
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2.1.1.3 Synthese der Bromalkyl-trimethylammonium-Bromide
Weiterhin sollten Vorstufen synthetisiert werden, die durch Umsetzung mit einem Orthoster, wie z. B.
Iperoxo oder Scopolamin, {iber einen Spacer ein zweites quartires Stickstoffatom in das Molekiil ein-

bringen kénnen.
Hierzu eignet sich die Herstellung eines Bromalkyl-trimethylammonium-Bromids (siche Abb. 24).°

© )
Cl . Br
® Dibromalkan \ ®

—_—
N Kon, Eon //N_(CHz)n_Br
4a:n =6, (75 %, Lit.: 14 %)
4b:n =8, (43 %, Lit.: 30 %"

Abb. 24: Syntheseschema zur Herstellung der Bromalkyl-trimethylammonium-Bromide

Wie von Schmitz”® beschrieben wurde Trimethylammonium-Hydrochlorid und ein 1,6-facher Uber-
schuss des Dibromalkans in 250 ml Ethanol geldst. Eine Losung aus einem 1,6-fachen Uberschuss
Kaliumhydroxid in Ethanol wurde langsam zugetropft. Das nach 3 Tagen ausgefallene Kaliumchlorid
wurde abfiltriert, das Filtrat im Vakuum eingeengt und anschlieend in kalten Et,O gegossen. Nach
Lagerung bei 4 °C wurde der weille Niederschlag abfiltriert und im Anschluss liber eine Soxhlet-
Apparatur mit Aceton extrahiert, um das entstandene Produkt von dem ebenso bei dieser Reaktion
entstandenen Dimer abzutrennen. Nachdem der Extrakt eingeengt worden war, wurde erneut auf Et,O
gegossen und der Niederschlag schlieBlich filtriert, mit Et,O gewaschen und im Vakuum getrocknet

um 4a in 75 %-iger und 4b in 43 %-iger Ausbeute zu erhalten.

2.1.1.4 Synthese der verkiirzten Bis-(ammonium)alkan-Bausteine

o

O Br® NN O 2Br
@%//( X2/ 1 o xe

@ @ ®
N/\|V\III—(CH2)3—Br —  »(Ar N/\lV\leI—(CHZ)B-N/\

A TR S i

3b, 3g 5a: Ar = Phth, X = H (95 %, Lit.: 16 %)
5b: Ar = Naph, X = CH; (53%, Lit.: 93 %")

Abb. 25: Syntheseschema zur Herstellung der verkiirzten Bis-(ammonium)alkane

Weiterhin von Interesse sind die allosteren Bausteine, die zwei quartdre Stickstoffatome aufweisen,
um den Einfluss der zweiten positiven Ladung zu untersuchen. Aus diesem Grund wurden die Verbin-
dungen 3b und 3g gemiB Mohr” bzw. Antony et al.”” jeweils in abs. Acetonitril gelost, mit 10 Aqui-

valenten N,N-Dimethylethylamin sowie einer Spatelspitze KI/K,CO; versetzt und analog der oben
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beschriebenen Synthesen im Glasbombenrohr erhitzt und aufgearbeitet, wobei die ebenfalls literatur-
bekannten Verbindungen 5a°° und 5b” als weiie Feststoffe isoliert werden konnten. Im Falle von 5a
konnte die Ausbeute im Vergleich zur Literatur von 16 auf 95 % gesteigert, bei Sb konnte die Litera-

turausbeute von 93 % nicht erreicht werden.

Neben den Derivaten mit Ethyl-Rest am zweiten quartidren Zentrum sollten Derivate mit Propyl-Rest
synthetisiert werden. Da N,N-Dimethylpropylamin zumindest in Deutschland bei géngigen Anbietern
nicht kommerziell erhiltlich war, sollte dieses zundchst hergestellt werden. Abb. 26 zeigt die ver-

schiedenen Synthesestrategien zur Herstellung dieser Verbindung.

0O
b N
H
Me,NH
HCOOH Leuckart-Wallach-Reaktion
0] )
a) Me,NH (HBr) | J\
H H
/\/Br +’ /\/N\ - 5~ /\/NH2
i) THF i) HOAc, H,O
ii) DMSO, HOAc, ii) HOAc, H,0, Zn

CuBr, Zn
Abb. 26: Synthesewege zur Herstellung von N,N-Dimethylpropylamin

a) Bei der ersten Syntheseroute sollte 1-Bromalkan mittels N,N-Dimethylamin alkyliert werden. Dazu
wurde 1-Brompropan in THF vorgelegt und mit Dimethylamin-Lésung in THF versetzt. Nach weni-
gen Minuten bildete sich ein weiller Niederschlag, dieser wurde abfiltriert. Aber weder bei diesem
Feststoff noch beim Filtrat handelte es sich um das Produkt. In einem zweiten Ansatz wurde in Anleh-
nung an Estevam et al.”® verfahren, wobei lediglich das 1-Iodpropan durch das bromierte Analogon
ersetzt wurde. Dimethylamin-Hydrochlorid wurde zusammen mit 4 Aquivalenten Essigsiure, 2 Aqui-
valenten 1-Brompropan in DMSO vorgelegt und die Mischung bei Raumtemperatur geriihrt. Nun
wurden 5 Aquivalente Formaldehyd-Losung (40 %-ig), katalytische Mengen Kupferbromid sowie
grob gepulvertes Zink zugegeben. Die Losung wurde zunédchst gelb und anschlieBend farblos. Nach 6
Stunden Rithren bei Raumtemperatur wurde mit verdiinnter Natronlauge hydrolysiert und mit Diethl-
ether extrahiert. Spektroskopische Untersuchungen zeigten kein N,N-Dimethylpropylamin. Diese Re-
aktion wurde erneut durchgefiihrt, allerdings wurde diesmal N,N-Dimethylamin-Lésung in THF ver-

wendet. Auch hier konnte das Produkt nicht isoliert werden.

b) In einem weiteren Versuch sollte N,N-Dimethylpropylamin mittels einer Leuckart-Wallach-

Reaktion” synthetisiert werden. Hierbei wird ein Aldehyd oder Keton mit einem Amin unter Zugabe
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von Ameisensdure umgesetzt. Das gebildete Imminiumion reagiert schlieBlich tiber einen zyklischen

Ubergangszustand mit Ameisensiure und man erhilt das entsprechende tertiire Amin.

Zur Durchfiihrung wurde gemif der allgemeinen Vorschrift des ,,Organikums*'®

zur Herstellung von
N,N-Dimethylalkylaminen Dimethylamin-Lésung in THF vorgelegt und unter Eiskithlung 5 Aquiva-
lente 98 %-ige Ameisensiure zugesetzt. Nach Abklingen der exothermen Reaktion wurden 1,2 Aqui-
valente Propionaldehyd zugetropft und die Mischung zunichst 5 Stunden auf 60 °C und schlieBlich
weitere 3 Stunden auf 80 °C erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde mit konz. Salzsdure
angesduert, die Mischung im Vakuum eingeengt und der Riickstand in dem. Wasser aufgenommen.
Dann wurde die freie Amin-Base mit konz. Natronlauge freigesetzt und mit Diethylether extrahiert. In

dem braunen Ol konnte N,N-Dimethylpropylamin nicht identifiziert werden. Auch nach einem weite-

ren Ansatz mit verkiirzter Heizzeit konnte das Produkt nicht isoliert werden.

¢) SchlieBlich wurde die Strategie der reduktiven Methylierung verfolgt. GemiB da Silva et al.'"" sollte
n-Propylamin mit Formaldehyd umgesetzt werden, das dabei entstehende Iminiumion sollte dann mit

Zink reduziert werden (siche Abb. 27).

o N ® o 7Zn,H®
)]\ _— \/\N/ —>\/\N,H —_— \/\N/

H H #° J\ | |

Abb. 27: Syntheseschema zur reduktiven Methylierung von n-Propylamin

Das Edukt wurde zusammen mit einem 1,5-fachen Uberschuss Formaldehyd-Losung (37 %), einer
katalytischen Menge Essigsiure sowie 2 Aquivalenten Zink-Granulat in dem. Wasser bei Raumtempe-
ratur geriihrt. Nach einem Tag wurde das Reaktionsgemisch im Vakuum eingeengt und der Riickstand
in DMSO aufgenommen um ihn NMR-spektroskopisch zu untersuchen, N-Methylpropylamin wurde

jedoch nicht aufgefunden.

Ein weiterer Ansatz mit einem dreifachen Uberschuss an Formaldehyd-Lésung und 3 Aquivalenten
Zink-Granulat lieferte weder das einfach methylierte noch das zweifach methylierte Produkt. Auch der
Einsatz von Zink-Staub anstelle des Granulats fiihrte nicht zu N,N-Dimethylpropylamin.

Da verkiirzte allostere Derivate mit zwei quartdren Zentren und Propyl-Rest nicht auf dem gleichen
Weg wie die vergleichbaren Derivate mit Ethyl-Rest verfiigbar waren, wurde versucht diese auf ande-
rem Weg zu erhalten (siche Abb. 28). Ausgehend von der jeweiligen bromierten Verbindung 3b und
3g in abs. Acetonitril gelost, mit einem dreifachen Uberschuss an N,N-Dimethylamin-Losung in THF
versetzt und zusammen mit einer katalytischen Menge KI/K,CO; wurde im Glasbombenrohr bei 60 °C
Olbadtemperatur geriihrt. In beiden Fillen konnte lediglich ein braunes Ol isoliert werden, dass sich

nicht weiter reinigen lief3.
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Abb. 28: Alternative Synthese zur Herstellung verkiirzter allosterer Bausteine mit Propyl-Rest

2.1.2 Pharmakologische Untersuchungen

2.1.2.1 Theoretische Grundlagen des Testsystems

Die im Folgenden beschriebenen Untersuchungen wurden am Institut fiir Pharmakologie der Universi-
tat Wirzburg im Arbeitskreis von Prof. Dr. Hoffmann von Frau Dr. Julia Bétz durchgefiihrt. Diesen
Experimenten liegt der sogenannte Forster-Resonanz-Energietransfer (auch Fluoreszenz-Resonanz-
Energietransfer), kurz FRET, zugrunde. Hierbei handelt es sich um die strahlungsfreie Energietibertra-
gung von einem Donorfluorophor auf einen Akzeptorfluorophor. Die Energietibertragung erfolgt tiber
Dipol-Dipol-Wechselwirkungen beider Fluorophore, was jedoch nur moglich ist, wenn folgende Vo-

raussetzungen erfillt sind:

1) Das Absorptionsspektrum des Akzeptors und das Emissionsspektrum des Donors miissen hinrei-

chend tiberlappen (> 30 %).
2) Die Dipole der beiden Fluorophore miissen parallel ausgerichtet sein.

3) Die beiden Fluorophore miissen sich in raumlicher Nihe befinden (10-100 A), was fiir das Ausmaf
der Energietibertragung entscheidend ist. Diese sogenannte FRET-Effizienz gibt die Wahrscheinlich-
keit an, mit der ein strahlungsloser Energietransfer nach Donor-Exzitation auftritt und wird mithilfe

der Forster-Gleichung berechnet. (siehe GL. 1).

E =—= Gl 1
FRET = (L)6

Zu erkennen ist die Abhdngigkeit der FRET-Effizienz vom Forster-Radius (Ry) und der Distanz der
102,103

beiden Fluorophore (r).

Es gibt verschiedene Méglichkeiten die FRET-Effizienz zu messen: '?%!*104105:106.107
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- Intensitdtsbasierte FRET-Messung
- Fluorescence-Lifetime-Imaging, FLIM (Messung der Fluoreszenz-Lebenszeit)
- Homo-FRET (Messung der Fluoreszenz-Anisotropie)

Bei den beiden erstgenannten Methoden werden zwei unterschiedliche Fluorophore verwendet, im

Falle der homo-FRET-Messung hingegen ein Paar aus identischen Fluorophoren.

2.1.2.2 Durchfithrung und Ergebnisse

Hier wurde die Technik der intensititsbasierten FRET-Messung verwendet. Dazu wurden zunéchst
Zellen kultiviert, die geeignete Konstrukte exprimieren, d. h. Zellen, die einen M,-Rezeptor aufweisen,
der an den gewiinschten Stellen die beiden Fluoreszenz-Farbstoffe CFP (Cyan fluoreszierendes Prote-
in) und FIAsH (Fluorescein arsenical helix binder) in seiner Aminosiduresequenz trigt. In den hier
untersuchten Fillen wurde CFP jeweils am C-Terminus des Rezeptors und FIAsH einmal in die
transmembranire Helix fiinf und im zweiten Fall in die transmembranére Helix sechs jeweils im intra-

zelluldren Loop eingebaut (siche Abb. 29).

NH; NH,
NI NI
arthostere Hnﬁl‘ﬁi‘lﬂ orthostere Bindungsstelle

e O

Asp™CCPGCCPro™

\.\5‘4\5

Asp ™ CCPGCCGIu™

TM5-Konstrukt TM6-Konstrukt

Abb. 29: Schematische Darstellung der verschiedenen Konstrukte, die fiir die Untersuchung verwendet wurden

Anschlieend wird unter dem Mikroskop unter Anregung des Donor-Fluorophors (CFP) eine geeigne-
te Zelle ausgewdhlt. Diese wird gezielt mit dem Agonisten Iperoxo (10 um) vorstimuliert und im An-
schluss mit einer Kombination aus Iperoxo und dem jeweiligen allosteren Baustein stimuliert. Die
Konzentration des Allosters wird schlieBlich kontinuierlich erhéht, wohingegen die Konzentration des
Agonisten konstant gehalten wird. Erhalten wird zunichst ein Zahnschema, bei dem die FRET-
Intensitét gegen die Zeit aufgetragen wird. Aus diesem Schema lassen sich die Hohen der durch Sti-
mulation mit der Alloster/Agonist-Kombination hervorgerufenen FRET-Signale bestimmen und wei-

terhin als prozentuale Anteile des Referenzsignals berechnen. SchlieBllich lassen sich durch graphische
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Auftragung dieser prozentualen Effekte des jeweiligen Allosters in Abhingigkeit seiner Konzentration

Konzentrations-Wirkungskurven erhalten (siche Abb. 30).

Asp**CCPGCCPro™ “‘3; ‘

Konzentrations-

Wirkungs-Kurve
Abb. 30: Schematische Darstellung der FRET-Messung

Im Folgenden werden die Konzentrations-Wirkungs-Kurven einiger allostere Bausteine an den zwei

verschiedenen Konstrukten TM 5 und TM 6 dargestellt.

0 BO 0O 282

X @ X ®
G\;%J(N/\K\N/—@Hz)n—cm @:%J(N/\(\T/—(CHZ)B—\I?\/

O (0]
Y2 W84: Ar=Phth, X=CH;,n=2 5a: Ar=Phth, X=H
2a: Ar=Phth, X=H,n=2 Sb: Ar = Naph, X = CHj;

2b: Ar=Phth, X=H,n=5
2e: Ar=Naph, X= CH3,n=2

O
0 2 B:®
/ ®1|\1 N
5 w84 O
(0]
/ ON N
) o
O Naphmethonium

Abb. 31: Strukturformeln der untersuchten Substanzen
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Abb. 32: Konzentrations-Wirkungskurve am TM 5 Abb. 33: Konzentrations-Wirkungs-Kurve am TM 6

Konstrukt zur Ermittlung der Hemmwirkung der Konstrukt zur Ermittlung der Hemmwirkung der
allosteren Liganden auf einen mit Iperoxo vorstimu- allosteren Liganden auf einen mit Iperoxo vorstimu-
lierten Rezeptor lierten Rezeptor

In beiden Diagrammen zeigt sich, dass alle hier getesteten Substanzen Einfluss auf die Wirkung des
Orthosters Iperoxo haben. Dariiber hinaus weisen alle Substanzen einen sogenannten ,,ceiling-effect*
auf (Abflachung der Kurve auf ein Plateau), d. h. der vorstimulierte Rezeptor l4sst sich nicht vollstéin-
dig in den Grundzustand iiberfiihren, was ein Charakteristikum fiir einen allosteren Modulator dar-
stellt. Besonders gut zu erkennen ist dieser Effekt bei Naphmethonium sowie bei der ebenfalls bis-

quartdren Verbindung Sa.

Alle dargestellten Allostere iiben einen hemmenden Effekt aus, was an dem Abfallen der Kurven er-
kennbar ist. Interessant ist die Tatsache, dass die beiden monoquartiren Verbindungen 2a und 2e in
beiden Konstrukten einen vergleichsweise schwach hemmenden Effekt auf den Orthoster ausiiben, das
ebenfalls monoquartidre Derivat 2b Iperoxo jedoch deutlich stirker hemmt. Im Vergleich zu den
Phthal- bzw. Naphthalimid-Derivaten 2a und 2e, die ecine Propylkette am quartidren Stickstoffatom
aufweisen, trigt das Phthalimid-Derivat 2b eine Hexylkette. Daraus ldsst sich ableiten, dass die Liange

der Alkylkette einen signifikanten Einfluss auf die allosteren Eigenschaften der Testsubstanzen nimmt.

Weiterhin ist zu erkennen, dass die beiden bisquartiren Verbindungen 5a und 5b Aktivititen zeigen,
die den bekannten allosteren Modulatoren Naphmethonium und W84 sehr dhnlich sind, was dafiir
spricht, dass ein zweiter aromatischer Rest im Molekiil nicht erforderlich fiir die ausgeprigte Wirkung

ist, sehr wohl aber ein zweites positiv geladenes Zentrum.

Vergleicht man die zwei unterschiedlichen Konstrukte, erkennt man, dass fast alle Substanzen in bei-
den Féllen nahezu identische Wirkung zeigen. Lediglich Verbindung Sa zeigt in TM 6 eine bemer-
kenswert hohe Aktivitit. Die Iperoxo-Wirkung wird hier nahezu vollstindig gehemmt. Dies spricht

dafiir, dass diese Substanz zusitzlich eine weitere Rezeptorkonformation begiinstigt.
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2.1.3 Ergebnisse

Es konnten einige allostere Bausteine sowie neue Substanzen in guten und verbesserten Ausbeuten (im
Vergleich zur Literatur) synthetisiert werden. Durch die Synthesen dieser allosteren Modulatoren
konnten FRET-Experimente durchgefiihrt und mit diesen die Ergebnisse von Antony ef al.”® bestitigt
werden. So lieBen sich alle hier untersuchten Substanzen als negative allostere Modulatoren (NAMs)

identifizieren.

2.2 Iperoxo

Hoch aktive Agonisten muskarinischer Rezeptoren sind derzeit von groBem Interesse, beispielsweise
fiir die Behandlung von Morbus Alzheimer sowie in der Schmerztherapie. Ein Beispiel fiir einen sol-
chen Agonisten stellt das Oxotremorin dar (siche Abb. 34). Der von dieser Substanz abgeleitete hoch-
aktive, wenngleich unselektive Agonist Iperoxo (siche Abb. 34) sollte zunichst fiir weitere Untersu-

chungen synthetisiert werden.

I@
) ~N
O /T@j\/o ™
N\/\ N \(/__/O
Oxotremorin Iperoxo

Abb. 34: Strukturformel des Oxotremorin und Iperoxo

Die Verbindung 4-(4,5-Dihydro-isoxazol-3-yloxy)-but-2-ynyl]-N,N, N-trimethylammonium-lodid,
Trivialname Iperoxo, zeigt eine um zwei Groenordnungen hohere Aktivitdt als der endogene Ligand
Acetylcholin selbst. Dieser Umstand, ebenso wie die Tatsache, dass Iperoxo ein wichtiger Baustein fiir
die Entwicklung subtypselektiver, dualsterer Agonisten, wie Iper-6-Phth ist, zeigt die Bedeutung die-
ser Verbindung fiir die Grundlagenforschung auf dem Gebiet der Signalweiterleitung an muskarini-

schen Rezeptoren.

Die Synthese des Zwischenproduktes, der Iperoxo-Base, stellte lange Zeit eine Herausforderung dar.
Zum einen erforderten einige Syntheseschritte eine sehr arbeitsintensive sdulenchromatographische
Reinigung, was einen hohen Losungsmittelverbrauch sowie geringe Ausbeuten mit sich brachte. Da-
riiber hinaus war die Reproduzierbarkeit nicht gewihrleistet. Daraus ergab sich die Notwendigkeit, die

einzelnen Syntheseschritte zu optimieren bzw. nach einer neuen Syntheseroute zu suchen.
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2.2.1 Synthese

2.2.1.1 Klassische Syntheseroute

ONO a)
N \ cl /\/\Br

N
/ NO
- 0\_\7/ 2
/ NaNO,, DMSO

6

ONO b)
Y\/ a) 45 % (Lit.: 79 %'%)

b) 65 %

NEt; abs.
MsCl
MSO/\/ - s HO™ " o ~
0 CH,Cl, \E;O

70 % (Lit.: 75 %'%) 40 % (Lit.: k. A.)

2 M N(CHy), in THF
abs. THF / RT

\T/\/O\EN;O
9

66 % (Lit.: 69 %'%%)

Abb. 35: Klassische Syntheseroute zur Herstellung der Iperoxo-Base

Die in Abb. 35 dargestellte Vier-Stufen-Synthese begann zundchst mit der Umsetzung von n-

Propylnitrit mit 1-Brom-3-chlorpropan in Gegenwart von Natriumnitrit. Das Nitrit substituiert hierbei

zunichst das Bromid des Halogenalkans. Nach Umlagerung und anschlieBender intramolekularer Sub-

stitution erfolgt der Ringschluss zum 3-Nitro-A*-isoxazolin (6).

Es wurden Natriumnitrit und n-Propylnitrit in DMSO vorgelegt und unter Rithren 1-Brom-3-

chlorpropan langsam zugetropft. Hierbei sollte eine Temperatur von 40 °C nicht {iberschritten werden.

Nach ca. 20 Stunden wurde die Mischung auf Eis geschiittet und mehrmals mit Dichlormethan extra-

hiert. Nach Trocknen iiber Natriumsulfat und Entfernen des Losungsmittels wurde die Losung unter

Vakuum fraktionierend destilliert, um 6 zu erhalten. Durch Verwendung von Isopentylnitrit anstelle
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des n-Propylnitrit konnte im Vergleich zu Dallanoce ef al.'” die Ausbeute von 45 % auf 65 % gestei-

gert werden.

Im zweiten Schritt wurde ebenfalls in Analogie zu Dallanoce ef al.'” 2-Butin-1,4-diol unter Schutz-
gasatmosphére in abs. THF vorgelegt und Natriumhydrid (zuvor mit n-Pentan gewaschen) vorsichtig
zugegeben. Die Mischung wurde eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt, anschlieBend 3-Nitro-A*-
isoxazolin in THF zugetropft und die Mischung 6 Stunden unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch auf Wasser gegossen, mit Dichlormethan extrahiert, die
organischen Phasen getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Durch sdulenchromatographische Rei-
nigung (Kieselgel, CH,Cl,/EA Gradient: 4:1->1:1, Ry = 0.49) wurde 4-((4,5-Dihydro-isoxazol-3-
yl)oxy)but-2-yn-1-ol (7) in 40 %-iger Ausbeute erhalten.

Im Folgenden sollte die Hydroxyl-Funktion in eine gute Abgangsgruppe tiberfithrt werden. Hierzu
wurde die Verbindung unter Schutzgasatmosphére in abs. Dichlormethan aufgenommen, mit Triethyl-
amin versetzt und anschlieend bei 0 °C langsam Methansulfonylchlorid zugetropft. Nach 20 Stunden
Riithren bei Raumtemperatur wurde 1N Salzsdure zugegeben, die wissrige Phase mit Dichlormethan
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
entfernt. Wie von Schmitz’® beschrieben wurde das Rohprodukt durch Siulenchromatographie gerei-

nigt (Kieselgel, PE/EA 1:1, Ry= 0.44) und das Mesylat 8 wurde in 70 %-iger Ausbeute erhalten.

Im letzten Schritt wurde dieses Mesylat schlieBlich in abs. Methanol mit 2M Dimethylamin-Losung in
THF sowie Triethylamin versetzt und unter Schutzgasatmosphire bei Raumtemperatur geriihrt. Der
Reaktionsverlauf wurde diinnschichtchromatographisch verfolgt (Kieselgel, MeOH/CHCI; 1:9, Ry =
0.45). Nach beendeter Reaktion (zwei bis vier Tage) wurde der Reaktionsansatz auf Wasser gegossen,
mit Chloroform extrahiert, die organischen Phasen getrocknet und das Losungsmittel entfernt, um 9
als gelbes Ol zu erhalten. Auch in diesem Schritt wurde die von Dallanoce ez al.'” beschriebene Des-
tillation durch eine sdulenchromatographische Reinigung (Kieselgel, MeOH/CHCl; 1:9, Ry = 0.45)

ersetzt, wodurch eine leichte Ausbeutensteigerung von 64 %'* auf 66 % erzielt werden konnte.

Zwar konnten einzelne Schritte dieser Syntheseroute optimiert werden, allerdings stellte die sehr zeit-
und materialintensive Durchfithrung, die geringen Ausbeuten ebenso wie die geringe Reproduzierbar-
keit ein groBes Problem dar. Gerade das Produkt der letzten Stufe konnte oftmals nicht hergestellt
werden bzw. es bildete sich ein dunkelbraunes Ol, aus dem sich auch nach mehrfacher sdulenchroma-

tographischer Reinigung Iperoxo nicht rein isolieren lieB3.

2.2.1.2 Alternative Syntheseroute der Iperoxo-Base
Aufgrund der oben erlduterten Problematik der klassischen Synthese wurde nach einem neuen Weg

gesucht Iperoxo-Base herzustellen. In Abb. 36 sind die verschiedenen Synthesevarianten dargestellt.
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Dimethylamin, CuBr

Paraformaldehyd
//
/7 > \N— Paraformaldehyd \N—
/—E Dimethylamin /_:—/ g /j/ — /
HO Formaldehyd HO 10 BuLi, THF
-
CUSO4'5H20, HzSO4
30 %
6
NaH,
N THF
7/
0 /
80 %

Abb. 36: Ubersicht iiber die verschiedenen Syntheseschritte zur Herstellung der Iperoxo-Base

Zunichst wurde in Anlehnung an Calogeropoulou ef al.''® von N,N-Dimethylpropargylamin ausge-
gangen. Durch Umsetzung mit einer starken Base, hier Butyllithium, sollte das endstéindige Ethinkoh-
lenstoffatom deprotoniert werden und dieses mit Paraformaldehyd im Sinne einer nukleophilen Addi-
tion zum Produkt reagieren. Unter Schutzgasatmosphire wurde das Amin in abs. THF gelost und auf
-55 °C gekiihlt. Nun wurde Butyllithium zugetropft, wobei ein farbloser Niederschlag entstand. Nach
einer Stunde Riihren bei -55 °C wurde in abs. THF gelostes Paraformaldehyd zugegeben und die
Reaktionsmischung auf Raumtemperatur erwarmt. Hierbei 16ste sich der farblose Niederschlag und es
wurde eine weitere Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Die DC-Kontrolle (Kieselgel, Chloro-
form/Methanol 2:1) des Reaktionsgemisches lie3 eine Umsetzung erkennen. Die einzelnen Fraktionen
konnten sdulenchromatographisch getrennt werden, jedoch handelte es sich bei keiner der erhaltenen

Fraktionen um 4-Dimethylamino-but-2-en-1-ol.

Eine weitere Synthesestrategie nutzte Propargylalkohol als Ausgangsstoff. Dieses sollte mittels einer
Mannich-Reaktion zu 4-Dimethylamino-but-2-en-1-ol reagieren. Anders als im Falle der klassischen
Mannich-Reaktion wird hier jedoch anstelle des Ammoniaks Dimethylamin eingesetzt, das zunéchst
mit Formaldehyd unter Wasserabspaltung zu einem Iminium- bzw. Carbenium-lon reagiert und wei-
terhin unter Deprotonierung an eine CH-acide Verbindung addiert wird.” Es wurden zwei verschiede-

ne Katalysatoren eingesetzt:
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Variante 1: CuBr als Katalysator

Hier wurden zunichst Propargylalkohol mit 1.7 Aquivalenten Paraformaldehyd, 1.2 Aquivalenten
Dimethylamin und 0.03 Aquivalenten Kupferbromid in THF bei Raumtemperatur geriihrt. Weder im
entstehenden Niederschlag, noch in der Mutterlauge konnte 'H-NMR-spektroskopisch das Produkt
nachgewiesen werden. Auch nach Erhitzen des Reaktionsgemisches auf 80 °C in einem neuen Ansatz
und anschlieBender sdulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, Chloroform/Methanol 2:1)
konnte die Zielverbindung nicht isoliert werden. Aus diesem Grund wurde ein neuer Katalysator ein-

gesetzt.

Variante 2: Kupfersulfat als Katalysator

Es wurde analog zu Baeckstrém et al.''' verfahren, wobei das Dimethylamin durch Dimethylamin-
Hydrochlorid ersetzt wurde. Zunédchst wurde dieses in Wasser gelost und mit Schwefelsdure auf einen
pH = 9 eingestellt. Nach Zugabe von 40 %-iger Formaldehyd-Losung, Propargylalkohol und CuSO, x
5 H,O wurde pH = 8 eingestellt. Die Mischung wurde eine Stunde auf 80 °C erwiarmt und verfirbte
sich durch Abkiihlen blau. Das Gemisch wurde auf wissrige Ammoniak-Losung gegossen und mit
Diethylether mithilfe eines kontinuierlichen Fliissig-Fluissig-Extraktors tiber Nacht extrahiert. An-
schlieBend wurde der Ether entfernt und der Riickstand fraktionierend destilliert (Sdp.: 51 °C/ 3.5.107
mbar), um das Produkt 10 als gelbes Ol zu erhalten. Da diese Synthese zwar stets reproduzierbar war,
die Ausbeuten jedoch unter 27 % blieben, wurden die einzelnen Parameter so verdndert, bis schlief3-
lich Ausbeuten bis zu 80 % erreicht werden konnten. Zum einen konnten durch ldngere Extraktions-
zeiten geringe Ausbeutesteigerungen erzielt werden. Die klassische Extraktion lieferte nicht nur deut-
lich schlechtere Ausbeuten, sondern fithrte zusétzlich zu stark verunreinigten Rohprodukten. Weiter-
hin wurde die verdiinnte Ammoniak-Losung durch konz. Ammoniak ersetzt und schlie8lich zeigte
sich, dass bei diesem Verfahren eine fraktionierte Destillation nicht ldnger erforderlich war. In man-
chen Fillen war eine sdulenchromatographische Reinigung notig, was moglicherweise auf variierende
Losungsmittel- bzw. Edukt-Reinheiten zuriickzufithren war. Diese verlief jedoch im Vergleich zu den
Reinigungen der klassischen Syntheserouten unproblematisch und erforderte keine groen Mengen an

Kieselgel oder Losungsmittel.

Das erhaltene 4-Dimethylamino-but-2-en-1-o0l (10) wurde schlieBlich in abs. THF unter Schutzgasat-
mosphére vorgelegt, Natriumhydrid (vorher mit Pentan gewaschen) zugegeben und die Mischung eine
Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Nun wurde 3-Nitro-A’-isoxazolin (6) zugetropft und das Reakti-
onsgemisch 4 Stunden unter Riickfluss erhitzt. Im Anschluss wurde der Ansatz auf Wasser geschiittet,
mit Chloroform extrahiert, die organischen Phasen getrocknet und das erhaltene Ol siulenchromato-
graphisch gereinigt (Kieselgel, MeOH/CHCI; 9:1, Ry = 0.66) um die Iperoxo-Base 9 als gelbes Ol in
bis zu 80 %-iger Ausbeute zu erhalten. Da die Reinheit der Substanzen fiir die Bildung von quartéren

bzw. bisquartdren Verbindungen von grofler Bedeutung ist, war es in manchen Fillen erforderlich, die
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Iperoxo-Base durch eine weitere Sdulenchromatographie zu reinigen. Hierbei wurden verschiedene
Mischungsverhiltnisse von Chloroform und Methanol als Laufmittel gewéhlt, jeweils auf die vorhan-

dene Verunreinigung angepasst.

Fiir pharmakologische Untersuchungen sollte die Iperoxo-Base als Salz ausgefillt werden. Um die
Base als Hydrochlorid auszufillen, wurde das gelbe Ol in abs. Diethylether geldst und tropfenweise
propanolische Salzsdure zugegeben. Nachdem sich eine Triibung zeigte, wurde 24 Stunden bei 4 °C
aufbewahrt. Es konnte hier jedoch lediglich ein Ol isoliert werden. In einem weiteren Versuch wurde
Iperoxo-Base in Acetonitril gelost. Eine dquimolare Menge an Oxalsdure wurde in Ethanol geldst und
zur Iperoxo-Base getropft. Da kein Niederschlag erkennbar war, wurde ein Kristall Oxalsédure als Kris-
tallisationskeim zugegeben und es bildete sich ein starker, weiler Niederschlag. Es wurde erneut bei
4 °C aufbewahrt und nach einer Stunde abfiltriert, mehrfach mit Diethylether sowie Chloroform gewa-

schen und Iperoxo-Oxalat als weiler Feststoff erhalten.

2.2.1.3 Synthese des Agonisten Iperoxo

N
7
/

abs. CHCl;

9 11
99 %

Abb. 37: Syntheseschema zur Herstellung von Iperoxo

Fiir die Synthese des Agonisten Iperoxo wurde gemiB Dallanoce et al.'® die Iperoxo-Base 9 mit Me-
thyliodid in abs. Chloroform versetzt. Bereits bei Zutropfen des Methylierungsreagenzes war eine
Triibung der Losung zu erkennen. Zur vollstindigen Umsetzung wurde jedoch einen Tag bei Raum-
temperatur geriihrt. Nach Entfernen des Losungsmittels und mehrmaligem Waschen mit Diethylether

wurde Iperoxo 11 als weiller Feststoff erhalten.

2.2.2 Ergebnisse

Zunichst konnten die einzelnen Syntheseschritte der klassischen Herstellung des Agonisten Iperoxo
verbessert werden. Da jedoch Ausbeuten sowie Reproduzierbarkeit nicht zufriedenstellend waren,
wurde eine neue Synthesestrategie entwickelt. Hier wurde auf Basis einer Mannich-Reaktion zunéchst
4-Dimethylamino-but-2-en-1-ol (10) hergestellt, was mit 3-Nitro-A*-isoxazolin (6) zur Iperoxo-Base
(9) reagieren konnte. Diese neue Synthesevariante verbesserte nicht nur die Gesamtausbeute von 12
auf 42 %, sondern bedeutete gleichzeitig eine deutliche Kosten- und Zeitersparnis und gewéhrleistete
eine Reproduzierbarkeit, wodurch es moglich war, die im Folgenden beschriebenen Derivate zu syn-

thetisieren.
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2.3 Agonistische Hybridverbindungen und verkiirzte Derivate

Fiir Hybride mit Iperoxo, wie z.B. Iper-6-Phth sowie Iper-6-Naph, konnten dualstere Bindungsmodi
nachgewiesen werden. Fiir weitere Untersuchungen sollten zundchst diese beiden Substanzen sowie

Hybride mit Alkylketten unterschiedlicher Léngen dargestellt werden.

Wie bereits mehrfach erwihnt, ist Iperoxo ein hoch potenter muskarinischer Agonist mit groBerer
Aktivitét als der endogene Ligand Acetylcholin. Ziel war es, Derivate mit verschieden langen Alkyl-
ketten am quartédren Stickstoff-Atom zu synthetisieren, um deren Verhalten auf die Signalweiterleitung

untersuchen zu konnen.
2.3.1 Synthese

2.3.1.1 Dualstere Agonisten

O Bre

€§J<N/\I}\?TL(CH2);Br + O\/j\?/ O\/\}\I/

(0] 3a-h 9

12a: Ar=Phth, X =H, n=4, (74 %)
12b: Ar = Phth, X =H, n= 6 (69 %, Lit.: 657)
12¢: Ar = Naph, X = CHj3, n= 6 (46 %, Lit.: 5973)

Abb. 38: Syntheseschema der Herstellung von dualsteren Agonisten

Zur Herstellung der dualster bindenden Hybride Iper-6-Phth und Iper-6-Naph und deren Derivate mit
anderen Kettenldngen wurde die jeweilige monoquartire Vorstufe 3a-h in Acetonitril geldst, 1.2
Aquivalente Iperoxo-Base sowie eine Spatelspitze KI/K,CO; zugegeben und die Losung im Glasbom-
benrohr auf 55 °C erhitzt. Der Reaktionsverlauf wurde diinnschichtchromatographisch verfolgt (Kie-
selgel, MeOH/0.2 M NH4NO; 3:2, Ry = 0.3-0.4). Nach beendeter Reaktion wurde portionsweise in
Diethylether getropft, der entstandene Niederschlag abfiltriert und mehrmals mit Diethylether gewa-
schen. Die beiden von Antony ef al.” beschriebenen Hybride konnten isoliert werden, wobei im Falle
des Iper-6-Phth (12b) eine kleine Ausbeutensteigerung von in 65 % auf 69 % erzielt werden konnte,
die Synthese des Iper-6-Naph (12¢) fiihrte jedoch zu einer Verschlechterung der Ausbeute von 59 auf

46 %.
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Im Falle des Iper-4-Phth (12a) entstand im ersten Ansatz ein dunkelbraunes Ol, das sich in keinem
gingigen Losungsmitteln 16ste und daher auch nicht weiter reinigen lie. In einem weiteren Versuch
wurde absolutiertes Acetonitril verwendet. Hier entstand zwar kein dunkelbraunes Ol, das Produkt
konnte jedoch ebenfalls nicht rein isoliert werden. Aus diesem Grund wurde eine sédulenchromatogra-
phische Reinigung (Kieselgel, MeOH/0.2 M NH4NO; 3:2) durchgefiihrt. Es wurden zwei Fraktionen
erhalten, die erste Fraktion (Rf = 0.4) zeigte einen von den Edukten verschiedenen DC-Fleck. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und es wurde ein orange-farbenes Ol erhalten. Dieses wurde
'H-NMR-spektroskopisch untersucht, zeigte jedoch eine Vielzahl von Verbindungen. Aus diesem
Grund wurde Diethylether zugegeben und das Ol emulgiert. Nach Entfernen des Losungsmittels wur-
de aus Ethanol umkristallisiert. Der erhaltene weiBe Feststoff wurde 'H-NMR-spektroskopisch unter-
sucht, es handelte sich dabei jedoch nicht um Iper-4-Phth.

SchlieBlich wurde ein mikrowellenunterstiitzter Ansatz durchgefiihrt. 3b wurde in abs. Acetonitril und
1/10 Chloroform gelost, Iperoxo-Base und eine katalytische Menge KI/K,CO; zugegeben und die
Mischung im Druckreaktor der Mikrowelle auf 70 °C (Autheizrate: 17.5 °C/Min) erhitzt. Nach 30
Minuten wurde der Reaktionsfortschritt diinnschichtchromatographisch (Kieselgel, MeOH/0.2 M
NH4NO; 3:2) verfolgt. Es wurde weitere 3 Minuten auf 80 °C erhitzt. Da der Iperoxo-Fleck auf der
DC-Platte nicht mehr erkennbar war, Edukt aber schon, wurden 3 Tropfen Iperoxo-Base (9) zugege-
ben und die Mischung schlie8lich 40 Minuten bei 90 °C erhitzt. Da nach dieser Zeit erneut kein Iper-
oxo mehr vorhanden war, wurde die Mischung abgekiihlt und 3 Tage bei 4 °C gelagert. Es hatte sich
kein Niederschlag gebildet, weshalb portionsweise in Diethylether getropft und der dabei entstandene
Niederschlag abfiltriert wurde. Hierbei handelte es sich jedoch um das Edukt. Da Iperoxo-Base diinn-
schichtchromatographisch nicht mehr nachweisbar war, ist davon auszugehen, dass sie sich unter die-

sen Bedingungen zersetzt hatte.

Es wurde ein kleinerer Ansatz, allerdings mit einem groBeren Uberschuss an Iperoxo-Base (0.558
mmol Edukt und 1.12 mmol Iperoxo-Base) im Glasbombenrohr bei 60 °C durchgefiihrt. Nach 14 Ta-
gen zeigte sich eine Umsetzung und es wurde portionsweise in Diethylether getropft und der entstan-
dene Niederschlag abfiltriert. Dieser wurde schlieBlich mehrfach mit Diethylether gewaschen, im Va-

kuum getrocknet und es konnte Iper-4-Phth (12a) als weier Feststoff erhalten werden.

Parallel dazu wurde die Synthese des Iper-4-Naph durchgefiihrt. Hier war nach 26 Tagen Riihren bei
55 °C eine Umsetzung erkennbar. Es wurde portionsweise in Diethylether getropft und ein beige-
farbener Feststoff erhalten. In "H-NMR-spektroskopischen Untersuchungen zeigte sich, dass das Pro-
dukt zwar entstanden war, jedoch sehr stark verunreinigt vorlag. Aus diesem Grund wurde aus ver-

schiedenen Losungsmitteln umkristallisiert, das reine Produkt konnte jedoch nicht isoliert werden.

Zusitzlich wurden Versuche unternommen die jeweiligen Derivate mit den Kettenldngen sieben und

acht zu synthetisieren. Allerdings entstanden hier meist 6lige Substanzen, die sich auch nach Umkris-
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tallisationen in verschiedenen Losungsmitteln und Erhitzen nicht reinigen lieen, so dass die erwarte-

ten Produkte nicht isoliert werden konnten.

2.3.1.2 Versuche zur Synthese verkiirzter Iperoxo-Hybride
a) Durch Herstellung von Iperoxo-Derivaten, die aus Iperoxo und einer Hexamethonium-Vorstufe

bestehen, sollte die Rolle des zweiten positiven Zentrums untersucht werden.

Bre S)
2 Br
r— —
(CHysN | \ <1 /K2CO3 (CH2)6 |
9 4a 13

35%

Abb. 39: Synthese des Iperoxo-Hexamethonium-Derivats

Zu diesem Zweck wurde Iperoxo-Base (9) in abs. Acetonitril gelost, die Hexamethonium-Vorstufe 4a
sowie eine Spatelspitze KI/K,CO5 zugegeben und die Mischung im Glasbombenrohr bei 55 °C Olbad-
temperatur erhitzt. Nach 2 Tagen war ein weiller Niederschlag erkennbar, der abfiltriert, mehrmals mit

Diethylether gewaschen und 13 wurde in 87 %-iger Ausbeute erhalten.

b) Es sollte zudem ein Iperoxo-Derivat mit einem Aminoalkyl-Spacer hergestellt werden. Hierzu
musste Iperoxo-Base 9 zunichst mit einem Alkylhalogenid versetzt werden, das im néchsten Schritt in

ein sekundires Amin iiberfiihrt werden konnte.

@
0 JO\/\N s MeCN o AN O\/\N
r—(CH B
(CHys B KI/K2C03 (CHZ)G r
9 14
42 %
HNMe,
B

0" X—0
\J \/\N_(CH2)6

Abb. 40: Syntheseschema zur Umsetzung von Iperoxo

Iperoxo-Base 9 wurde in abs. Acetonitril vorgelegt, 1.2 Aquivalente 1,6-Dibromhexan, sowie eine
Spatelspitze KI/K,CO; zugegeben und die Lésung im Glasbombenrohr auf 55 °C erhitzt. Der Reakti-
onsfortschritt wurde diinnschichtchromatographisch verfolgt (Kieselgel, MeOH/0.2 M NH4;NO; 3:2,

= 0.45). Nach einer Woche wurde portionsweise in Diethylether getropft, es bildete sich jedoch
kein Niederschlag. In einem zweiten Ansatz wurden 1.5 Aquivalente 1,6-Dibromhexan eingesetzt.

Nach einem Tag bildete sich ein Niederschlag, dieser wurde abfiltriert und so lange mit Diethylether
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und Petrolether gewaschen, bis der braune Niederschlag hellbeige-farben wurde. Bei diesem handelte
es sich um Verbindung 14. Diese Verbindung wurde in einem Gemisch aus abs. Acetonitril und abs.
Methanol im Verhiltnis 3:1 vorgelegt und 3 Aquivalente Dimethylamin-Lésung in THF sowie eine
katalytische Menge KI/K,CO; zugegeben und die Mischung im Glasbombenrohr bei 55 °C erhitzt.
Die Reaktion wurde mittels Diinnschichtchromatographie verfolgt (Kieselgel, MeOH/0.2 M NH4NO;
3:2, Anfirbereagenz: Dragendorff). Eine Umsetzung war erkennbar, jedoch konnte das aminierte Pro-
dukt nicht isoliert werden. Verschiedene Variationen der Reaktionsbedingungen wie Erhohung der
Temperatur auf bis zu 70 °C sowie Umsetzung der Edukte in unterschiedlichen Verhiltnissen fiihrten

nicht zum gewiinschten Produkt.

¢) Um die Rolle des aromatischen Phthalimidopropylamin-Restes fiir die Bindung an den Rezeptor zu
eruieren, sollte Iperoxo mit 1-(3-(Dimethylamin)-propyl)pyrrolidin-2,5-dion umgesetzt werden. Dieses

sollte zunéchst hergestellt werden.

O O
NaH, DMF, RT
/
NH + Br” "By 7~ > N7 N"Br
O O
9
@]

Abb. 41: Syntheseschema zur Umsetzung von Succinimid mit Dibrompropan und Kopplung mit Iperoxo-Base 9

Succinimid wurde in abs. DMF gelost, eine dquimolare Menge an Natriumhydrid, das zuvor mit »n-
Pentan gewaschen wurde, zugegeben und eine halbe Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. SchlieBlich
wurden 2 Aquivalente 1,3-Dibrompropan zugetropft und die Mischung bei Raumtemperatur geriihrt
(siche Abb. 41). Der Reaktionsverlauf wurde diinnschichtchromatographisch verfolgt (Kieselgel,
EA/PE 2:1). Nach 24 Stunden Riihren zeigte sich eine Umsetzung. Aus der Reaktionslosung wurde
mit Petrolether ein weiBler Niederschlag ausgefillt und mit Diethylether gewaschen. 'H-NMR-
spektroskopische Untersuchungen zeigten jedoch weder im weillen Feststoff noch im Filtrat das ge-

wiinschte Produkt.
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2.3.1.3 Synthese der N-alkylierten Iperoxo-Derivate

©
Br
N MCCN, KI/K2CO3 N
/ 55-60 °C / @
9
R= Ausbeute R= Ausbeute
[7o] [70]
15a: Ethyl 89 15f: | Heptyl 74
15b: | Propyl 88 15g: | Octyl 48
15¢: Butyl 65 15h: | Nonyl 80
15d: | Pentyl 78 15i: Decyl 83
15e: Hexyl 85

Abb. 42: Syntheseschema der Herstellung verkiirzter Iperoxo-Derivate

Es sollte der Einfluss von unterschiedlichen Alkylkettenldngen am positiv geladenen Stickstoff-Atom
untersucht werden. Hierzu wurde Iperoxo-Base 9 in abs. Acetonitril vorgelegt, das entsprechende 1-
Bromalkan im Uberschuss sowie eine Spatelspitze KI/K,CO; zugegeben und die Mischung in einem
Glasbombenrohr auf Temperaturen zwischen 55 und 70 °C erhitzt. Das Beenden der Reaktion zeigte
sich teilweise durch eine Triibung, die im Falle der langkettigen Derivate nicht beobachtet wurde. Hier
wurde das Ende der Reaktion mittels Diinnschichtchromatographie ermittelt (Kieselgel, MeOH/0.2 M
NH4NO; 3:2, Re= 0.58-0.73). Die Reaktionsdauer variierte zwischen 1 und 58 Tagen. War ein Nieder-
schlag erkennbar, wurde dieser abfiltriert und mehrmals mit Diethylether gewaschen. Wenn keine
Triibung auftrat, wurde das Reaktionsgemisch in Diethlyether getropft. Hierbei wurde zunéchst die
ganze Mischung in Ether getropft und erst im Anschluss abfiltriert. Dies fiihrte jedoch in den meisten
Féllen dazu, dass die Mischung eine 6lige Konsistenz annahm und kein reines Produkt mehr erhalten
werden konnte. Tropfte man jedoch nur portionsweise 1 ml Reaktionsgemisch in ca. 3-5 ml Diethyl-
ether und filtrierte sofort ab, konnten weille bis leicht beige-farbene Feststoffe erhalten werden. Teil-
weise zeigten die erhaltenen Produkte noch Reste von Diethylether und Acetonitril. In diesen Fillen
wurden die Substanzen in warmem Pentan aufgenommen, abfiltriert und mehrmals mit Pentan gewa-

schen.

Besonders zu beachten ist bei diesem Reaktionstypus, dass die Edukte sehr sauber sind. Schon kleine
Verunreinigungen fithrten dazu, dass kein Produkt isoliert werden konnte. Dies gilt vor allem fiir die
Iperoxo-Base, jedoch auch fiir die entsprechenden Bromalkane. So wurde beispielsweise die Hexyl-
Verbindung mehrfach mit unterschiedlichen Chargen 1-Bromhexan angesetzt, wobei das Produkt
nicht isoliert werden konnte. Erst mit einer frisch ge6ffneten Flasche konnte 15e in guten Ausbeuten

erhalten werden.
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Der Fortgang der Reaktion ist anhand der Farbe der Losung erkennbar. Zu Beginn der Reaktion han-
delt es sich um eine leicht gelbe Losung, die mit der Zeit dunkler wird. Zeigte sich eine Braunverfir-
bung, sollte der Ansatz aufgearbeitet werden, da es hier zu einer Zersetzung der Iperoxo-Base kommt.
Weiterhin ist eine konstante Temperatur unabdingbar. Konnte aus technischen Griinden die Tempera-
tur wihrend der Reaktion nicht konstant gehalten werden, kam es zur Bildung eines dunkelbraunen

Ols, das nicht wieder in Lésung gebracht werden konnte. Diese Ansitze wurden verworfen.
2.3.2 Pharmakologische Untersuchungen

2.3.2.1 Grundlagen der Testsysteme

a) Dynamische Massen-Umverteilung (Dynamic Mass redistribution - DMR)

Das Prinzip des Epic®-Biosensorsystems zur Messung der zelluldren dynamischen Massenumvertei-
lung beruht auf der Tatsache, dass Signaltransduktionen, die {iber zelluldre Strukturen vermittelt wer-
den, rdumliche und zeitliche Veridnderungen der Massenverteilung innerhalb der Zelle und damit der
optischen Dichte hervorrufen. Durch diese Technik werden je nach unterschiedlichem Signalweg cha-
rakteristische, optische Signaturen erzeugt, was die Moglichkeit liefert, Reaktionen auf pharmakologi-

sche Stimuli in Echtzeit und vor allem in lebenden Zellen zu detektieren,!!>!13:!114

GPCR
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Gi Gs Gq

| l |

Modulaﬁon der Zellfunktion

T

Relokalisation zellularer Komponenten

~ =

Anderung der optischen Dichte

~ >
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s I
]|

Abb. 43: Schematische Darstellung des Epic®-Biosensors zur Messung der zelluliren Massenumverteilung
(in Anlehnung an Kebig''")
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Abb. 43 zeigt schematisch das Prinzip der Messung dynamischer Massenumverteilung. Der optische
Biosensor befindet sich in den einzelnen Kavititen einer Mikroplatte. Eine dartiber befindliche
konfluent geziichtete Zellschicht wird mithilfe eines Breitbandlasers angestrahlt. Eine spezifische Wel-
lenldnge wird vom Biosensor weitergeleitet und durchdringt die Zellen mit einer Eindringtiefe von ca.
150 nm. In Abhéngigkeit von der optischen Dichte und damit auch des Brechungsindex der Zell-
schicht verandert sich die Wellenlidnge des reflektierten Lichts, das detektiert werden kann. Vor Stimu-
lation wird eine Basislinie bestimmt. Reichern sich nach Stimulation Partikel im Messbereich an, re-
sultiert eine erhohte optische Dichte, was schlieBlich zu einer langsameren Ausbreitungsgeschwindig-
keit und somit zu einer erniedrigten Energie (= grofere Wellenldnge) fithrt. In Relation zur vorher
bestimmten Basislinie werden hierbei also Massenumverteilungen im positiven Bereich detektiert.
Eine verringerte optische Dichte bewirkt demzufolge eine Verschiebung der Wellenldnge in den nega-
tiven Bereich. Mithilfe des Epic®-Biosensors konnen Wellenlingenverinderungen iiber einen Zeitver-
lauf detektiert werden.®!"*!">!"® Fiir die im Folgenden beschriebenen Testungen wurde ca. alle 30

Sekunden ein Messwert aufgenommen.

b) Radioligand-Bindungsstudien

Die Interaktion extrazelluldrer Liganden mit membrangebundenen Rezeptoren lédsst sich mithilfe von
Radioligand-Bindungsstudien untersuchen. Fiir diesen Zweck wird ein radioaktiv markierter Ligand

(hier der Antagonist ["TH]NMS) zu einer Rezeptor-haltigen Membransuspension gegeben.

120 ~
- Abb. 44: Schematische Darstellung des
&\c’/ 100 Kurvenverlaufs eines Kompetitions-
e gp experiments.
= . . .. .
3 Ordinate: Bindung des Radioliganden in
g 60 Prozent eines Konrollwertes
=S Abszisse: Konzentration des eingesetz-
= 40 ten Kompetitors als Logarithmus der
i:o 20 molaren Konzentration.
o)
T 0
o L, [13-12-11-10 -9 -8 7 -6 -5

[Kompetitor]

Nach einer festgelegten Inkubationszeit werden die Rezeptoren durch Filtration bzw. Zentrifugation
von der Suspension abgetrennt. Nun kann die Radioaktivitdt des Filterriickstands gemessen werden.
Diese entspricht dem gebundenen Liganden. Werden Inhibitionsexperimente mit einem dem Radioli-
gand strukturell nicht identischen Liganden durchgefiihrt, spricht man von ,,Heterologen Interaktions-

experimenten. Zu einer mit Radioligand geséttigten Membransuspension werden orthostere Agonis-
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ten oder Antagonisten in steigender Konzentration zugegeben, wodurch die Bindung des antagonisti-

schen Radioliganden unter Gleichgewichtsbedingungen abnimmt.

¢) [PSIGTPyS-Bindungsstudien

Mit Hilfe des [*’S]GTPyS-Bindungs-Assays wird die durch eine Agonist-Bindung an den Rezeptor
ausgeloste G-Protein-Aktivierung gemessen. Der groe Vorteil dieser Technik besteht darin, dass die
funktionellen Konsequenzen der Bindung des Agonisten direkt gemessen werden konnen. So konnen

die klassischen pharmakologischen Parameter wie Aktivitit und Affinititen bestimmt werden.'"”

O
N

NH
¢ ]
@ i W N N/)\NHZ
S
Og O 0
Hou off

Abb. 45: Strukturformel des [*>S]GTPyS

Bei dieser Methode wird in die Rezeptor-vermittelte G-Protein-Aktivierung (siche Kapitel 1.1.2) ein-
gegriffen. Um die intrinsische Aktivitit von Agonisten mit diesem Bindungs-Assay untersuchen zu
konnen, werden die Experimente mit dem radioaktiv markierten Nukleotid-Analogon [*>S]GTPyS

durchgefiihrt (siche Abb. 45).

L. GTP GDP
Ga(GDP)By A Ga(GTP) + By

N™ N\

By Ga(GDP) Erfolgsorgane
2. [5SIGTPYS  GDP
Ga(GDP)By N~ > Ga([**S]GTPYS)+ By
GTPase
// \ Erfolgs-
Ga(GDD organe

ol ) Anreicherung von Membran-

gebundenem Gao[*°S]GTPyS

Abb. 46: Schematische Darstellung des GDP-GTP-Kreislaufes (1.) und des durch Einbringen des [**S]GTPyS
ablaufenden Mechanismus (2.) (In Anlehnung an Harrison ez al.'"”)
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Durch den Austausch eines Sauerstoffatoms durch das Schwefelisotop 35 im y-stindigen Phosphat-
Rest des Guanosintriphosphats wird die y-Triphosphat-Bindung hydrolysestabil gegeniiber der
GTPase und die Bindung an die a-Untereinheit irreversibel. Das G-Protein wird somit dauerhaft akti-
viert, d. h. es kann sich nicht zu einem Heterotrimer zusammenfiigen. Die an [*>S]GTPyS gebundenen
Go-Untereinheiten reichern sich in der Membran an und kénnen schlielich durch Messung der radio-
aktiven Zerfille detektiert werden (schematische Darstellung siche Abb. 46). Je hoher die Bindung

des Radioliganden, umso groBer ist die Fihigkeit einer Testsubstanz, den Rezeptor zu aktivieren.''”''®

2.3.2.2 Durchfiihrung und Ergebnisse

Die im Folgenden beschriebenen Testungen wurden in den Arbeitskreisen von Prof. Dr. Mohr und
Prof. Dr. Kostenis der Universitdt Bonn von Frau Schrage und Frau Seemann durchgefiihrt. Verwen-
det wurden Flp—InTM—Ovar—Zellen chinesischer Hamster, kurz CHO-Zellen, die entweder den hM,-
Rezeptor oder eine Rezeptor-Mutante, in der die Aminosiure '*Tyrosin durch Alanin ausgetaucht
wurde (hM-Y 104**> A-Rezeptor-Mutante - Nomenklatur nach Ballesteros und Weinstein''?) exprimie-

ren.

a) Dynamische Massenumverteilung

Die entsprechenden CHO-Zellen wurden 20-24 Stunden auf Epic®-Biosensor-384-well-Mikroplatten
kultiviert. Vor Beginn der Messung wurden die Zellen zweimal mit einer Salzlosung (HBSS, Hank"s
balanced salt solution), die 20mM HEPES (pH 7.0) enthielt, gewaschen und fiir 2 Stunden im Epic®-
Reader bei 28 °C aufbewahrt. Die DMR wurde vor und nach Zugabe der Substanz-Lésung fiir 3,600
Sekunden gemessen. Fiir Experimente, die eine Gs-Protein-Aktivierung quantifizieren sollten, wurden

die Zellen mit Pertussis-Toxin (PTX 100 ng/ml) fiir 18-24 Stunden vorbehandelt.

b) Radioligand-Bindungsstudien

Alle Komponenten wurden zunéchst in eine 96-Loch-Mikrotiterplatte pipettiert. Der Versuch wurde
mit Zugabe der Membransuspension gestartet. Die Radioligandkonzentration betrug 0.2 nM. Im Falle

der orthosterischen Mutante M, '**Tyr=> Ala wurde die Konzentration auf 1 nM gesteigert.

¢) [*°S]GTPyS-Bindungsstudien

Membran-Homogenate von CHO-hM,-Wild-Typ- oder CHO-h,M-Y104***A-Zellen (40pg/ml) wur-
den mit 0.07 nM [*’S]GTPyS inkubiert und die maximale Agonist-induzierte [*>S]GTPyS-Bindung
wurde nach einer Stunde vermessen. Zur Auswertung wurde jeweils die intrinsische Aktivitdt bezogen
auf einen Kontrollwert (hier: Quotient aus gemessener [*°>S]GTPyS-Bindung und der Acetylcholin-
induzierten [*>S]GTPyS-Bindung) gegen den Logarithmus der Konzentration an Testsubstanz aufge-
tragen. Durch nichtlineare Regression wird eine sigmoidale Konzentrations-Effekt-Kurve erhalten.

Der ECso-Wert ist die Konzentration der Testsubstanz, die einen halbmaximalen Effekt auslost und der
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Emax-Wert ist das obere Plateau der Kurve, durch das der maximale Effekt der Testsubstanz beschrie-

ben wird.'"

Zum Vergleich wurden in den folgenden pharmakologischen Untersuchungen zusétzlich der endogene
Ligand Acetylcholin, sowie die Agonisten Oxotremorin M und C1-IP-C1 betrachtet. Letzteres leitet
sich von Iperoxo ab, wobei der Einfluss einer Alkylierung am Isoxazolin-Rings untersucht werden
sollte. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit werden in den folgenden Abbildungen die Iperoxo-Derivate
gemil ihrer Kettenldnge abgekiirzt: So wird Iperoxo-Base (9) als IP-H, Iperoxo (11) selbst als IP-C1
und die tibrigen Derivate entsprechend ihrer Alkylkette als IP-Cx.

Hale

C)
2 Hal
N x @ \ — O/N\ O,
N NJ )J \/\I\?/
/ AN
) H3C
Oxotremorin M C1-IP-C1

Abb. 47: Strukturformeln des Oxotremorin M und C1-IP-C1

In Abb. 48 sind die Untersuchungen am Rezeptor-Wildtyp zusammengefasst. Abbildung A zeigt die
durch Iperoxo-induzierte dynamische Massenumverteilung bei verschiedenen logarithmischen Kon-
zentrationen. Aufgetragen ist hier die Wellenldngenveridnderung in Apm gegen die Zeit. Die hier ver-
wendeten hM,-Rezeptoren aktivieren unter normalen Bedingungen den G;-Signalweg, erkennbar am
positiven Ausschlag der Kurve. Durch Vorbehandlung der Zellen mit PTX wird der Gi-Weg inaktiviert
und es wird die Aktivierung des Gs-Proteins erkennbar, die einen negativ ausgerichteten Kurvenver-

lauf induziert.

Abbildung B stellt die prozentuale Zellantwort bei steigender Konzentration der eingesetzten Iperoxo-
Derivate dar. Auch hier sind jeweils die beiden verschiedenen Signalwegs-Aktivierungen durch den

unterschiedlich ausgerichteten Kurvenverlauf erkennbar (positiv = G;, negativ = Gy).

In Abbildung C ist die Verdringung des Radioliganden [’H]NMS durch die Testsubstanzen darge-
stellt. Reprisentativ fiir die {ibrigen Substanzen ist fiir Iperoxo zusétzlich das Bindungsverhalten nach
Vorstimulation mit PTX dargestellt, allerdings hat Pertussis-Toxin keinen Einfluss auf die Bindung
der agonistischen Substanzen, jedoch auf die Aktivierung der jeweiligen Signalwege. Interessant ist
der deutliche Aktivititsabfall (Rechtsverschiebung der Kurve um zwei Gréfenordnungen) von Iper-
oxo, sobald eine ldngere Alkylkette am quartiren Zentrum eingefiihrt wird. Gut zu erkennen ist wei-
terhin die deutlich bessere Verdrangung des Radioliganden durch Iperoxo bzw. Iperoxo-Base als durch

den endogenen Ligand Acetylcholin, was die grofle Affinitdt von Iperoxo zum Rezeptor belegt.

Um sehen zu konnen, welche Einfliisse die filir die orthostere Bindung wichtige Aminosdure Y104 auf

das Bindungsverhalten sowie auf die Signalwegs-Aktivierung hat, wurde fiir weitere Untersuchungen
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die Rezeptor-Mutante CHO-hM,-Y104***A verwendet, in der diese Aminosiure durch Alanin ausge-

tauscht wurde.
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Abb. 48: Zellantwort bzw. Rezeptor-Bindung der ver- Abb. 49: Zellantwort bzw. Rezeptor-Bindung der
schiedenen Verbindungen am CHO-hM,-Rezeptor (Erlau- verschiedenen Verbindungen an der Rezeptor-
terungen siche Text) Mutante CHO-hM,-Y104**°A (Erléuterungen
siche Text)

Beide Abbildungen sind entnommen aus Schrage, Seemann, Klockner, Dallanoce, Racké, Kostenis, De Amici,

Holzgrabe, Mohr. Agonists with supraphysiological efficacy at the muscarinic M2 acetylcholine receptor. Br. J.

Pharmacol. DOI: 10.1111/bph.12003."*° Mit freundlicher Genehmigung des British Journal of Pharmacology.
Copyright (2012) John Wiley and Sons.

In Abb. 49 sind die entsprechenden Zellantworten und Bindungseigenschaften der Iperoxo-Derivate
an der Rezeptor-Mutante CHO-hM,-Y 104’ A dargestellt. In Abbildung A, sind Iperoxo-induzierte
dynamische Massenumverteilungen bei verschiedenen logarithmischen Konzentrationen dargestellt.
Man sieht deutlich, dass im Gegensatz zum Rezeptor-Wildtyp durch Zugabe von PTX in der Mutante
der G;-Signalweg fast vollstindig blockiert ist.
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Abbildung B veranschaulicht die Konzentrations-DMR-Kurven der einzelnen Testsubstanzen.

Um die Ergebnisse vergleichen zu konnen, wurde die Anhiufung von [*>S]GTPyS in den Zellmembra-

nen gemessen, wodurch eine G;-Signalwegsaktivierung verifiziert werden konnte (siche Abb. 49 C).

In Abb. 50 sind die prozentualen Zellantworten der {ibrigen Iperoxo-Derivate C1 bis C10 dargestellt.
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Abb. 50: Prozentuale Zellantwort bei steigender Konzentration der eingesetzten Iperoxo-Derivate C6 bis C10
am CHO-hM,-Rezeptor (Erlduterungen siehe Text). Unpublizierte Daten von Ramona Schrage, Institut fiir
Pharmakologie der Universitdt Bonn

Vergleicht man die Daten der Testsubstanzen am M,-Wildtyp-Rezeptor, zeigt der ,,Superagonist* Iper-
oxo eine deutlich hohere Wirksamkeit als die Agonisten Oxotremorin M, C1-IP-C1 und der endogene
Agonist Acetylcholin. Aus der Verldngerung der Alkylkette am Iperoxomolekiil resultiert ein zunéchst
leichter Wirksamkeitsverlust zum N-Ethyl-Iperoxo (IP-C2) und schlieBlich ein deutlicher Abfall der
Wirksamkeit ab einer Kettenldnge von C3. Die Wirksamkeiten der Derivate mit den Kettenldngen C4
bis C10 sind alle in einem vergleichbaren Bereich (0.1 bis 1 pM). Ferner zeigt sich, dass alle unter-
suchten Substanzen unter Kontrollbedingungen das gleiche Maximum aufweisen. Daher ist der ,,Su-
peragonismus® von Iperoxo in diesem System nicht sofort zu erkennen, sondern erfordert die Berech-
nung der Rezeptorreserve oder den Einsatz einer orthosterischen ,,loss-of-function“-Mutante (Antony

1'73

et al.”” sieche unten).

Durch Vorbehandlung der Rezeptor-exprimierenden Zellen mit Pertussis-Toxin ldsst sich die Interak-
tion des Rezeptors mit dem Gj-Protein selektiv inhibieren. Kénnen Iperoxo, Oxotremorin M, Acetyl-
cholin und die kurzkettigen Iperoxo-Derivate zusitzlich den G,-Weg aktivieren, zeigt sich fur die
langkettigen Derivate ab C7 eine Gj-Signalwegs-Selektivitdt. Eine Ausnahme stellt das N-Butyl-
iperoxo (IP-C4) dar, das anders als die folgenden Derivate C5 und C6 den G,-Weg kaum aktiveren

kann.

Betrachtet man die Untersuchungen an der Rezeptor-Mutante, (siche Abb. 49) ist zu erkennen, dass
fur den maximalen Effekt eine deutlich hohere Konzentration der Iperoxo-Derivate bendtigt wird.
Besonders stark ist dieser Wirksamkeitsverlust bei Iperoxo selbst ausgeprigt. Auffallend ist, dass die

Agonisten Acetylcholin, Oxotremorin M und C1-IP-C1 auch in sehr hohen Konzentrationen an der
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Rezeptor-Mutante keine signifikante Zellantwort auslosen. Daher wird an dieser Rezeptormutante eine

hohere intrinsische Aktivitdt von Iperoxo und den verschiedenen Iperoxo-Derivaten ersichtlich.

2.3.3 Ergebnisse

Es konnten die beiden literaturbekannten Hybride Iper-6-Phth und Iper-6-Naph sowie ein neues Deri-
vat mit verkiirzter Kettenlédnge Iper-4-Phth hergestellt werden. Die Synthesen der {ibrigen Derivate mit
unterschiedlichen Kettenldngen fithrten nicht zum Ziel. SchlieBlich wurde die Iperoxo-Base mit
Bromalkanen der Kettenldngen Ethyl bis Decyl alkyliert. Pharmakologische Untersuchungen zeigten
einen deutlichen Wirksamkeitsverlust beziiglich der prozentualen Zellantwort im Vergleich zu Iperoxo
ab einer Kettenldnge von C3, d. h. es wurden héhere Konzentrationen als bei Iperoxo benétigt um den
Maximaleffekt auszulésen. Die Wirksamkeiten der Derivate mit Kettenlingen von C4 bis C10 bewe-
gen sich in einem dhnlichen Bereich. Ferner zeigte sich eine G;-Signalwegs-Selektivitit der Derivate
ab C7, da diese - im Gegensatz zu den kurzkettigen Derivaten und Iperoxo selbst - nach Stimulation

mit PTX nicht in der Lage sind den G,-Weg zu aktivieren.

2.4 Antagonistische Hybridverbindungen und verkiirzte Derivate

Da fiir die agonistischen Hybride wie Iper-6-Phth und Iper-6-Naph ein dualsterer Bindungsmodus
nachgewiesen werden konnte, sollte gepriift werden, ob sich dieses Konzept auch auf Antagonist-
Hybride tibertragen lasst. Dazu wurde der Iperoxo-Teil des Hybrids gegen die Antagonisten Atropin
und Scopolamin ausgetauscht (siche Abb. 51).
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Abb. 51: Ubertragung des Konzepts dualsterer Hybride auf Antagonisten
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In diesen Fillen wird der allostere Baustein iiber den Tropin-Stickstoff mit den Antagonisten ver-
kniipft. Eine weitere Moglichkeit wire die Kopplung tiber die Alkohol-Funktion. Aus diesem Grund
sollte eine Synthese zur Einfiihrung eines Spacers an der Hydroxyl-Gruppe entwickelt werden, um so

den allosteren Baustein mit dem Orthoster verkniipfen zu kénnen.

In Analogie zu den alkylierten Iperoxo-Derivaten sollten die Antagonisten mit verschiedenen Ketten-

langen alkyliert werden.
2.4.1 Synthese

2.4.1.1 Synthese von Antagonist-Hybriden

o 28°
R/N\_(CH2)1‘1\I€\-I)/
| Bre o
R ,N\@(CHz)n—Br + Atropin / Scopolamin %3» OH
55-70 °C 0
R =CHj, n= 6 (4a) 0

(O X 16: R = CH3, n = 6 (Scopolamin: 31 %)
@ N\)\)‘-’
g e

O
Ar=Phth, X=H, n=6(3b)
Ar =Naph, X=CH;3,n=6(3g)
Ar = Naph, X=CH;,n=8 (3h)

Abb. 52: Syntheseschema zur Herstellung der Antagonist-Hybride

Abb. 52 zeigt die Herstellung der Antagonist-Hybride. Da Scopolamin lediglich als Salz kommerziell
erhéltlich war, musste fiir die Herstellung von Scopolamin-Hybriden bzw. von verkiirzten Derivaten
zunichst die Base freigesetzt werden. Hierzu wurde Scopolamin-Hydrobromid in dem. Wasser gelost
und der pH-Wert der Losung mithilfe von 1 M Natriumhydroxid-Losung auf 11 eingestellt. Die freie
Base wurde mit Dichlormethan extrahiert, die organische Phase getrocknet und das Losungsmittel

entfernt. Scopolamin wurde als weiBes, hoch viskoses Ol erhalten.

Zur Synthese der Hybride aus Atropin und Scopolamin mit einem Hexyl-Spacer und Phthalimid- bzw.
Naphthalimid-Rest wurde jeweils das Edukt 3b bzw. 3g in abs. Acetonitril gel6st, die dquimolare
Menge an Atropin bzw. Scopolamin sowie eine katalytische Menge KI/K,CO; zugegeben und das
Reaktionsgemisch im Glasbomenrohr auf 55 °C erhitzt. Der Reaktionsverlauf wurde diinn-

schichtchromatographisch (Kieselgel, MeOH/NH4NO; 3:2, Anfirbereagenz: Dragendorff) verfolgt; in
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allen Fillen konnte lediglich das Edukt reisoliert werden. Es wurden verschiedene AnsatzgréBen ge-
wihlt, die von 1 bis 3 mmol des jeweiligen Alkaloids ebenso wie in den Temperaturen zwischen 55
und 70 °C variierten. In den meisten Fillen war keine Umsetzung erkennbar, in wenigen Fillen bildete
sich nach mehreren Monaten Erhitzen ein Niederschlag, bei dem es sich jedoch nicht um die Zielver-
bindungen handelte. Es wurde weiterhin versucht, Derivate mit Butyl-Kette zu synthetisieren. Im Falle
der Umsetzung von Atropin mit 3f zeigte sich nach zwei Monaten eine Umsetzung, die Zielverbin-

dung konnte jedoch nicht isoliert werden.

Des Weiteren wurde die Umsetzung von Atropin mit 3h in Analogie zu den oben beschriebenen Syn-
thesen durchgefiihrt. Zwar zeigte die diinnschichtchromatographische Reaktionskontrolle eine Umset-

zung, die Zielverbindung war nicht entstanden, was NMR-spektroskopische Untersuchungen ergaben.

Zur Herstellung von Hexamethonium-Derivaten wurde Scopolamin-Base analog der oben beschriebe-
nen Synthesen mit 4a auf 55 °C erhitzt. Nach vier Tagen bildete sich ein weiller Niederschlag, der

abfiltriert und mit Diethylether sowie Petrolether gewaschen wurde, um 16 in zu erhalten.

Eine analoge Umsetzung mit Atropin fiihrte nicht zur Zielverbindung. Hier bildete sich ein gelbes Ol,
das sich weder durch Waschen mit Diethylether noch durch Umkristallisationsversuche mit Ethanol
und Methanol reinigen lie}. Auch ein weiterer Ansatz mit héherer Temperatur (65 °C) zeigte nicht das

Hexamethonium-Derivat des Atropins.

2.4.1.2 Alternative Bindung des Allosters an Atropin

OH OR’ Br ®/ @
Br—(CH,)z N~ |
07 E “OH 07 E “~OH YoNR O—(CH,); N?R
Tropaséure
Tropin
R= CH3, N OH
0 N
_/< X NS
N\)\/““‘/ | ©)
X O=(CHF NTR
Ar=Phth, X=H ©
Ar =Naph, X = CH; 0

Abb. 53: Syntheseschema zur Verkniipfung des Atropins mit allosteren Bausteinen iiber die Hydroxyl-Gruppe
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Um einen Alloster nicht klassisch tiber den Tropin-Stickstoff des Atropins, sondern tiber die Alkohol-
Funktion binden zu konnen, sollte zunichst die Sdurefunktion der Tropasdure geschiitzt werden, was
iiber eine Veresterung geschehen sollte. Im Anschluss sollte der Alkohol deprotoniert und mit einem
allosteren Baustein umgesetzt werden. Entweder vor Umsetzung mit dem Alloster oder als letzter
Schritt sollte mit Tropin eine Umesterung stattfinden, um so das Atropin-Geriist aufzubauen. Die ge-

planten Reaktionsschritte sind in Abb. 53 dargestellt.

Veresterung der Tropasiure

a) Séaurekatalysierte Veresterung
OH

OMe

o on SOCh, MeOH

0 OH

Abb. 54 Saurekatalysierte Umsetzung der Tropasdure

Zunéchst muss die Sdure durch Umsetzung zum Saurechlorid aktiviert werden. Zur Synthese wurde
die Séure unter Schutzgasatmosphire in abs. Methanol gelost und langsam Thionylchlorid zugetropft.
Das Reaktionsgemisch wurde 12 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend 12 Stunden
unter Riickfluss erhitzt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde der Riickstand NMR-
spektroskopisch charakterisiert, wobei es sich nicht um den Tropasduremethylester handelte.
Banholzer beschreibt die Aktivierung der Tropasdure mit Thionylchlorid zur Darstellung verschiede-

ner Tropasiure-Ester, hier wird jedoch zuvor am Alkohol acetyliert."*'

b) Mitsunobu-Veresterung der Tropaséure

OH 0)

0)
0 OH PPh;, DEAD
—

THF, -40 °C

Abb. 55 Umsetzung der Tropaséure unter Mitsunobu-Bedingungen

Eine zweite Strategie, die Tropasdure zu schiitzen, war die Umsetzung unter Mitsunobu-Bedingungen.
Die Tropasdure sollte in ein [-Lacton {berfithrt werden, wobei Triphenylphosphin und
Diethylazodicarboxylat (DEAD) zundchst zu einem zwitterionischen Addukt reagieren, das die

Carbonsédure deprotoniert. Durch nukleophilen Angriff des Alkohols und anschlieBender Abspaltung
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eines Hydrazin-Derivats wird Triphenylphosphinoxid erhalten, das schlieBlich als gute Abgangsgrup-

pe intramolekular durch die deprotonierte Carbonsiure substituiert wird.”

In Anlehnung an die Vorschrift von Ramer ef al.'** zur Herstellung von Serin-B-Lactonen wurde
Triphenylphosphin unter Schutzgasatmosphidre in abs. THF gelost und im Kailtebad (Etha-
nol/Trockeneis) auf -62 °C abgekiihlt. DEAD wurde tropfenweise zugegeben, wobei sich ein farbloser
Niederschlag bildete, der durch Zugabe der in abs. THF gelosten Tropasdure abreagierte. Das Reakti-
onsgemisch wurde 30 Minuten bei -62 °C und im Anschluss 48 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, Hexan/Ethylacetat 6: 4) und
das erhaltene Ol NMR-spektroskopisch untersucht. Es handelte sich jedoch nicht um das erwartete
Lacton. Nach zwei Tagen bildeten sich Kristalle in diesem Ol, die nach Waschen mit Petrolether und

Trocknen im Vakuum untersucht wurden, jedoch ebenfalls nicht das Produkt darstellten.

Da die Verkniipfung des Allosters mit Atropin tiber die Hydroxyl-Funktion bereits an der Funktionali-
sierung der Tropasédure scheiterte, konnten die {ibrigen Syntheseschritte nicht durchgefiihrt werden. In
zukiinftigen Arbeiten wire die von Dimitrov beschriebene Umsetzung von Methylphenylacetat mit

Paraformaldehyd zum Tropasiure-methylester denkbar.'>

2.4.1.3 Herstellung von verkiirzten Antagonist-Hybriden

Hal
/
N R\%/
MeCN
R-Hal + O KIK,COs
oy S55°C ol
O @)
O (0]
Atropin / Scopolamin
R=Atropin: Scopolamin:
17a: Methyl (99 %) 18a: Methyl'*®
17b: Ethyl'** 18b: Ethyl (71 %)
17¢: Propyl'* 18c: Propyl (60 %)
17d: Butyl (58 %) 18d: Butyl'”’
17e: Pentyl (76 %) 18e: Pentyl (62 %)
17f: Hexyl (77 %) 18f: Hexyl (4 %)
17g: Heptyl (97 %, Lit.: 50 %'*)  18g: Heptyl (24 %)
17h: Octyl (12 %) 18h: Octyl (8 %)

Abb. 56: Syntheseschema zur Herstellung verkiirzter Antagonist-Derivate, wobei die synthetisierten Substanzen
durch Angabe der Ausbeute gekennzeichnet sind
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Im Folgenden sollten Atropin und Scopolamin analog der Iperoxo-Derivate alkyliert werden (siehe
Abb. 56). Zwar werden alle im Folgenden aufgefiihrten Derivate in der Literatur erwihnt, in den meis-

ten Fillen sind jedoch weder Synthesevorschriften noch spektroskopische Daten aufgefiihrt.

N-Methylatropin

Zur Synthese von N-Methylatropin wurde Atropin in abs. Chloroform geldst, 2 Aquivalente Methylio-
did zugegeben und die Mischung bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 2 Tagen bildete sich ein gelbes
Ol in einer farblosen Losung. Das Losungsmittel wurde entfernt, wobei das gelbe Ol einen weiBen
Schaum bildete. Dieser wurde im Vakuum getrocknet und Methylatropin 17a in 99 % Ausbeute erhal-

ten.

Langerkettige N-Alkyl-Antagonisten

Die Antagonisten wurden zusammen mit einem groBen Uberschuss des jeweiligen 1-Bromalkans (um
die Wahrscheinlichkeit des nukleophilen Angriffs zu erhdhen) und einer Spatelspitze KI/K,CO; in
Chloroform gelost und die Mischung im Glasbombenrohr bei 55 °C geriihrt. Der Reaktionsfortschritt
wurde jeweils diinnschichtchromatographisch verfolgt (Kieselgel, MeOH/NH4NO; 3:2, Anfirbe-
reagenz: Permanganat oder Dragendorff). Da sich jeweils zwei Phasen bildeten wurde 1 bis 5 ml abs.

Acetonitil zugegeben.

a) Umsetzung mit 1-Bromethan
Atropin: Nach einer Woche war diinnschichtchromatographisch eine Umsetzung erkennbar, bei der es

sich, wie sich NMR-spektroskopisch zeigte, um eine Reihe von Nebenprodukten handelte. Die Ziel-

verbindung konnte nicht erhalten werden.

Scopolamin: Nach 4 Wochen war ein Niederschlag erkennbar, der abfiltriert und mit Diethylether
gewaschen wurde. Das gebildete N-Ethylscopolamin 18b konnte als weiler Feststoff in 71 %-iger

Ausbeute isoliert werden.

b) Umsetzung mit 1-Brompropan
Atropin: Der Reaktionsansatz wurde nach zwei Wochen in eisgekiihlten Diethylether getropft, wobei

sich ein gelbes Ol bildete. Dieses lieB sich nicht filtrieren und auch nach mehrmaligem Waschen mit
Diethylether entstand kein Feststoff. Das Losungsmittel wurde entfernt und der Riickstand aus Aceto-
nitril umkristallisiert. Es wurde erneut ein Ol erhalten, bei dem es sich nicht um die Zielverbindung
handelte. In einem neuen Ansatz, durchgefiihrt bei 65 °C, war nach 27 Tagen ein leichter Niederschlag
erkennbar, der jedoch bei einem Filtrationsversuch ein viskoses Ol bildete. Dieses Ol wurde in Metha-
nol in der Hitze gelost und versucht mit Diethylether auszufillen. Diese, sowie weitere Reinigungsver-
suche durch Umkristallisieren blieben erfolglos. "H-NMR-spektroskopische Untersuchungen zeigten

eine Vielzahl von Nebenprodukten.
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In einem weiteren Versuch wurde auf 70 °C erhitzt, zwar bildete sich hier die Zielverbindung, diese

lieB3 sich allerdings auch durch mehrfaches Umkristallisieren nicht reinigen.

SchlieBlich wurde die Synthese im Druckreaktor der Mikrowelle durchgefiihrt. Hierzu wurde zunéchst
innerhalb von 4 Minuten auf 110 °C erhitzt und die Temperatur fiir 40 Minuten konstant gehalten. Da
mittels DC-Kontrolle keine Umsetzung erkennbar war, wurde fiir weitere 40 Minuten auf 130 °C er-
hitzt. Auch hier war keine Umsetzung erkennbar. Nach 50 Minuten bei 150 °C und schlieBlich 60
Minuten bei 170 °C verfirbte sich die klare Losung gelb und es bildete sich ein weiler Niederschlag,
der sich jedoch aufgrund der geringen Menge nicht isolieren lieB. In einem weiteren Versuch wurde
dreimal fiir je 50 Minuten auf 170 °C erhitzt. Auch hier entstand ein weiller Niederschlag. NMR-

spektroskopische Untersuchungen zeigten, dass sich das Atropin-Gertist gespalten hatte.

Scopolamin: Nach 34 Tagen zeigte sich eine Umsetzung (R = 0.69) und es wurde portionsweise in
Diethylether getropft und so lange mit Diethylether gewaschen bis N-Propylscopolamin (18c¢) als wei-

Ber Feststoff erhalten wurde.

c¢) Umsetzung mit 1-Brombutan
Im Falle der Umsetzung von Atropin mit 1-Brombutan konnte zunédchst keine Umsetzung beobachtet

werden. Es wurden weitere 4 Aquivalente des Bromalkans zugegeben und nach 4 Tagen bildete sich
ein hoch-viskoser, 6liger Niederschlag. Es wurde von der Losung abdekantiert und der 6lige Nieder-
schlag in Chloroform erhitzt, so dass sich der 6lige Bestandteil im Losungsmittel 16st und der Feststoff
somit abfiltriert werden konnte. Es wurde mehrmals mit Petrolether gewaschen bis ein weiller sehr
feiner Feststoff (17d) in 58 %-iger Ausbeute erhalten wurde.
d) Umsetzung mit 1-Brompentan

Atropin: Es bildetete sich nach 14 Tagen ein weilles Ol, das nach Abkiihlen auf Raumtemperatur fest
wurde. Dieses wurde fein verrieben und mehrmals mit Diethylether gewaschen, um die Zielverbin-

dung 17e in 76 %-iger Ausbeute zu erhalten.

Scopolamin: Aufgrund der nach 3 Tagen detektierten Umsetzung (R = 0.69) wurde das Reaktionsge-
misch portionsweise in Diethylether getropft und das entstandene N-Pentylscopolamin 18e in 62 %-

iger Ausbeute als weiler, sehr hygroskopischer Feststoff abfiltriert und mit Diethylether gewaschen.

e) Umsetzung mit 1-Bromhexan
Atropin: In diesem Ansatz trat nach 3 Tagen eine Triibung auf, die sich bis zum fiinften Tag verstirkte

und schlieBlich abfiltriert werden konnte. Der weile Feststoff wurde mit Diethylether gewaschen und

17f in 77 %-iger Ausbeute erhalten.

Scopolamin: Nach 2 Tagen verfirbte sich die Losung violett und ein orange-farbenes Ol wurde erhal-
ten, das versucht wurde, mit Diethylether zu waschen sowie durch Umkristallisation mit Ethanol und

Methanol zu reinigen. Diese Reinigungsschritte fiihrten jedoch nicht zur Zielverbindung. In einem

57



Allgemeiner Teil

erneuten Ansatz war nach 14 Tagen eine Umsetzung erkennbar (R¢ = 0.67) und die Reaktionslésung
wurde portionsweise in Diethylether getropft. Der erhaltene Niederschlag wurde sofort 6lig. Dieses Ol
wurde in Methanol gelost und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde mit
Dichlormethan versetzt und das Losungsmittel moglichst schnell im Vakuum entfernt, bis sich ein
weiller Schaum bildete. Dieser wurde 4 Stunden im Vakuum getrocknet und N-Hexylscopolamin 18f

konnte als sehr hygroskopischer Schaum in 4 %-iger Ausbeute erhalten werden.

) Umsetzung mit 1-Bromheptan
Atropin: Die nach zwei Tagen auftretende Triibung des Reaktionsgemisches verstérkte sich noch bis

zum vierten Tag. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur bildeten sich zwei Phasen. Es wurde eisgekiihl-
ter Diethylether zugetropft bis ein weiller flockiger Niederschlag entstand. Da dieser jedoch eine 6lige
Konsistenz annahm, wurde so lange abfiltriert und mit Diethylether gewaschen bis sich ein weiler,

amorpher Feststoff bildete und 17g konnte in 97 %-iger Ausbeute erhalten werden.

Scopolamin: Nach 2 Wochen zeigte sich eine Olbildung. Aus diesem Ol konnte weder durch Waschen
mit Diethylether noch durch Umkristallisieren mit Ethanol oder Methanol die Zielverbindung isoliert
werden. In einem weiteren Ansatz mit frisch hergestellter freier Scopolamin-Base war nach 15 Tagen
eine Umsetzung erkennbar (R¢ = 0.67). Nun wurde portionsweise in Diethylether getropft, wobei sich
ein oliger Niederschlag bildete. Dieser wurde in Methanol in der Hitze gelost und das Losungsmittel
im Vakuum entfernt. SchlieBlich wurde Dichlormethan zugegeben, die Losung erwidrmt und erneut
das Losungsmittel im Vakuum entfernt bis sich ein weiler Schaum bildete. Dieser wurde 4 Stunden
im Vakuum getrocknet und N-Heptyl-Scopolamin 18g wurde als stark hygroskopischer Schaum in
24 %-iger Ausbeute erhalten.
g) Umsetzung mit 1-Bromoctan
Atropin: der nach 5 Tagen gebildete Niederschlag wurde abfiltriert und so lange mit Diethylether ge-

waschen bis sich ein weiller amorpher Feststoff bildete. 17h wurde so in 12 %-iger Ausbeute erhalten.

Scopolamin: Nach 34 Tagen war eine Umsetzung erkennbar (R¢ = 0.67) und die Lésung wurde porti-
onsweise in Diethylether getropft. Erneut bildete sich ein Ol, das in Methanol aufgenommen und nach
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum in der Hitze mit Dichlormethan versetzt wurde. Nach Ent-
fernen des Dichlormethans im Vakuum bildete sich ein weiBler Schaum, der das stark hygroskopische

N-Octyl-Scopolamin 18h in 8 %-iger Ausbeute darstellte.

h) Umsetzung mit 1,6-Dibromhexan
Scopolamin-Base wurde in abs. Acetonitil gelost und mit der zehnfachen Menge an 1,6-Dibromhexan

versetzt. Nach Zugabe einer katalytischen Menge KI/K,CO; wurde im Glasbombenrohr auf 55 °C

erhitzt. Im Falle dieser Reaktion war keine Umsetzung erkennbar.
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2.4.2 NMR-Diskussion

Seit langem ist bekannt, dass Tropin-Alkaloide eine Inversion der Konfiguration am Stickstoffatom
durchlaufen. 1959 ist es Closs gelungen, mithilfe von 'H-NMR Untersuchungen in saurer
Deuteriumoxid-Losung, bei tiefen Temperaturen zwei Diastereomere des Tropin-Hydrochlorids zu
charakterisieren. Dabei zeigte sich eine Priferenz der dquatorialen Stellung der Methylgruppe am
Stickstoffatom gegeniiber der axialen Stellung in einem Verhiltnis von 16:1."** Ahnliche Verhiltnisse
gelten fiir verschieden substituierte Tropin-Derivate wie Atropin. Im Scopolamin ist die Stellung der
Methylgruppe vorwiegend axial, was auf die abstoBende und raumfordernde Wirkung der Epoxid-

129 Man sollte annehmen, dass aus diesen unterschiedlichen rdumlichen

Gruppe zuriickzufiihren ist.
Anordnungen der nukleophile Angriff von Atropin durch Umsetzung mit einem Bromalkan in axialer
und von Scopolamin in dquatorialer Richtung erfolgt. Dies wiirde bedeuten, dass in den alkylierten
Produkten die Methylgruppe der Atropin-Derivate nach wie vor dquatorial und der groBere Alkylrest
axial steht und sich die Scopolamin-Derivate umgekehrt verhalten. Da es fiir die rdumliche Anordnung
eines Liganden in der Bindungstasche wichtig ist zu wissen, welche Stereochemie der Ligand auf-
weist, wurden die oben beschriebenen Derivate hinsichtlich der rdumlichen Anordnung der Methyl-
bzw. Alkylgruppe am Tropin-Stickstoffatom untersucht. Hierzu wurden die Verbindungen zunéchst
NMR-spektroskopisch untersucht, die Signale den jeweiligen Protonen zugeordnet und schlieBlich
mithilfe von NOESY-Experimenten untersucht. Abb. 57 zeigt exemplarisch zwei 'H-NMR-Spektren
von N-Hexyl-Atropin 17f und N-Propyl-Scopolamin 18¢, gemessen in deuteriertem DMSO. Die hier
beschriebenen Charakteristika gelten ebenso fiir die tibrigen Derivate, mit Ausnahme des Scopolamin-
Hexamethonium-Derivats 16, bei dem keine eindeutige Zuordnung der Stellung der Methylgruppe
moglich war. Zu erkennen ist zum einen das Signal im Bereich zwischen 6 = 3.00 bis 3.50 ppm, das
mit seinem Kopplungsmuster charakteristisch ist fiir eine Methylengruppe, die sich in direkter Nach-
barschaft zu einem quartiren Stickstoff-Atom befindet. Zum anderen zeigt sich in beiden Derivaten
die Aufspaltung der axialen bzw. dquatorialen Protonen an C-2 und C-4. Die dquatorialen Protonen
findet man bei 6 = 1.65- 1.70 und 1.79-1.81 ppm (17f) bzw. bei 6 =1.77 und 1.92 ppm (18¢), die axia-
len Protonen sind nahe des Losungsmittel-Signals bei 6 = 2.53-2.58 ppm (17d) bzw. bei & = 2.58-2.67
(18¢) ppm zu finden. Die relative Lage der axialen und dquatorialen Protonen entspricht den von
Chazin ef al. publizierten Daten."*® Im Falle der Atropin-Derivate zeigen sich sowohl fiir axiale wie
auch &quatoriale Protonen an C2 und C4 Multipletts, die dquatorialen Protonen in Scopolamin-
Derivaten hingegen zeigen eine klar erkennbare Aufspaltung mit einer geminalen Kopplungskonstante
im Bereich von 17 Hz. Die Protonen an C6 und C7 lassen sich im Atropin-Derivat 17f als zwei
Multipletts bei 6 = 1.84-1.87 und 2.07-2.21 ppm identifizieren. In Scopolamin-Derivaten sind diese
durch den Einfluss des Epoxids tieffeldverschoben und als Multiplett bei & = 3.76-3.80 ppm zu finden.
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Abb. 57: "TH-NMR-Spektren von N-Hexylatropin 17f und N-Propylscopolamin 18¢
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Um die Position der Alkylreste feststellen zu konnen, wurde sich des Kern-Overhauser-Effekts
(nuclear overhauser effect, kurz NOE-Effekt) bedient, welcher Erkenntnisse tiber die rdumliche Nihe
zweier Protonen liefert. Hierbei kommt es durch Einstrahlen in den Frequenzbereich eines Kerns zu
einer veridnderten, zumeist verstirkten Relaxation raumlich benachbarter Protonen.'*' In Abb. 58 sind
die NOE-Spektren der beiden Derivate dargestellt. In beiden Fillen lédsst sich ein deutlicher NOE-
Effekt zwischen der Methylgruppe im Bereich von 3 ppm und den axialen Protonen H2 und H4 erken-
nen. Kreuzsignale zu den entsprechenden dquatorialen Signalen treten nicht auf. Dieses Wechselwir-
kungsmuster widerlegt die These des nukleophilen Angriffs von Atropin und Scopolamin aus der je-
weils anderen Konformation. Zwar liegen Atropin und Scopolamin in unterschiedlichen Konformatio-
nen vor, durch die in Losung mogliche Inversion am Stickstoffatom reagiert aber offensichtlich je-
weils das Konformer, das die Methylgruppe in axialer Stellung beherbergt. Diese Tatsache kénnte eine
mogliche Erklarung dafiir sein, dass die Umsetzungen mit Scopolamin meist schneller und zielfithren-
der abliefen als die Reaktionen mit Atropin, da in Scopolamin ein grof3erer Anteil an den Konformeren
mit axialer Methylgruppe vorliegt und somit moglicherweise die Reaktion beschleunigt. Die sterische
Hinderung der Epoxid-Gruppe in Scopolamin scheint auf den nukleophilen Angriff an Bromalkanen
keinen Einfluss zu haben. Denkbar wire dartiber hinaus ein NOE-Effekt im Atropin-Derivat zwischen
der Methylengruppe in direkter Nachbarschaft zum quartidren N-Zentrum und den axialen Protonen H6

und H7. Dieses lésst sich jedoch nicht erkennen.
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Abb. 58: NOE-Spektren des N-Hexylatropin 17f (A) und des N-Propylscopolamins 18¢ (B)
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2.4.3 Pharmakologische Untersuchungen

2.4.3.1 Theoretische Grundlagen des Testsystems
Die im Folgenden beschriebenen Untersuchungen wurden mithilfe von Radioligand-Bindungsstudien
erhalten. Die theoretischen Grundlagen sowie die Durchfithrung wurden in Kapitel 2.3.2.1 erldutert

und ebenfalls am Institut fiir Pharmakologie der Universitdt Bonn durchgefiihrt..

(5} 100 4

:‘% 80 = =  Atropin
-LE S o v N-Methyl
[} N -

o ¢ N-Butyl
E‘ g v N-Hexyl
Zm 207 0 N-Octyl
E‘ 0- means * s.e.m.

L n=3-5

— b T T T T
w© 40 -9 8 7 -6 -5 -4

Atropin-Derivat (log M)

Abb. 59: Inhibition der [’H]NMS-Gleichgewichtsbindung durch unterschiedlich N-substituierte Atropin-
Derivate im Vergleich zu Atropin an hM,-Rezeptoren.

Man erkennt eine leichte Zunahme der Affinitdt von Atropin zum N-methylierten Derivat. Dieser Af-
finitdtsanstieg ist moglicherweise auf die durch Alkylierung generierte positive Ladung am Stickstoff-
atom zurtickzufiihren. Somit kann der Antagonist in analoger Weise wie der endogene Ligand Acetyl-
cholin an die orthostere Bindungsstelle binden. Nach starker Abnahme der Affinitit im Ubergang zum

N-Butylatropin erfolgt durch Verlangerung der Alkylkette eine Affinitétssteigerung.

Analog dazu verhalten sich die N-alkylierten Scopolamin-Derivate, deren Konzentrations-Wirkungs-
Kurven in Abb. 60 A dargestellt sind. Auch hier zeigt sich zunéchst eine deutliche Zunahme der Affi-
nitdt von Scopolamin zum N-methylierten Derivat. Durch kontinuierliche Verlangerung der Alkylkette
kommt es zu einer Abnahme der Affinitét. Diese findet mit N-Butyl-Scopolamin ihr Minimum und die

Derivate Pentyl bis Octyl zeigen erneut einen Affinititsanstieg.

Der initiale Verlust an Affinitét ist auf die zunehmende sterische Hinderung durch die Alkylkette zu-
riickzufiihren. Der folgende Anstieg der Affinitdt deutet auf eine Wechselwirkung der lingeren Alkyl-

kette mit einer weiteren (allosteren) Bindungsstelle hin.

Die Ergebnisse der Scopolamin-Derivate sind in Abb. 60 B durch die Auftragung der pICs,-Werte
(negative dekadische Logarithmen der Konzentration des Liganden, die eine halbmaximale Inhibition

der ["H]NMS-Bindung verursachen) veranschaulicht.
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Abb. 60 A: Inhibition der [’H]NMS-Gleichgewichtsbindung durch unterschiedlich N-substituierte Scopolamin-
Derivate im Vergleich zu Scopolamin an hM,-Rezeptoren. B: Dargestellt sind M.W + S.E.M. aus 3-5 unabhén-
gigen Experimenten, die als Dreifachbestimmungen ausgefiihrt wurden.

2.44 Ergebnisse

In Anlehnung an die alkylierten Iperoxo-Derivate wurden auch Atropin und Scopolamin alkyliert. Es
konnte eine Affinitétssteigerung durch die methylierten Atropin- und Scopolamin-Derivate im Ver-
gleich zu den Antagonisten selbst beobachtet werden, was auf die generierte positive Ladung zuriick-
zufiihren ist. Durch Verldngerung der Kette kam es zunéchst zu einem Affinitatsverlust und ab einer
Kettenldnge von C5 schlielich zu einem Affinitdtsanstieg, was auf die Wechselwirkung des Alkylres-
tes mit einer allosteren Bindungsstelle hindeutet. Interessant wire in Zukunft noch die Aufkliarung der
Stereochemie der N-Alkyl-Derivate durch Kristallstrukturen, was bisher allerdings an der schlechten

Kristallisation der Substanzen scheiterte.

Ein weiteres Projekt beschéftigte sich mit der Verkniipfung eines allosteren Bausteins nicht tiber den
Tropin-Stickstoff, sondern {iber die Alkoholgruppe. Dies scheiterte bereits an der Einfithrung einer

Schutzgruppe in der Tropasdure. Hier wiren in Zukunft noch weitere Versuche durch Modifikation
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der Reaktionsbedingungen denkbar. Dariiber hinaus ist der Tropasduremethylester kommerziell erhilt-
lich, wenngleich nicht kostengiinstig. So kénnte mit diesem zunichst untersucht werden, ob die Reak-
tion durchfiihrbar ist, bzw. ob die Verkniipfung des Allosters tiber den Alkohol zu einer gesteigerten
Affinitét fithrt.

2.5 Dualstere Hybridverbindungen fiir den M -Rezeptor

CHy  NH,

Cll\\HNﬂ

=
R'-(CH,),-X-(CHy)7 0~ "N~ 78 0
Abb. 61: Allgemeine Strukturformel der Thienopyridine

Das in Abb. 61 dargestellte Grundgeriist der Thienopyridine wird von Esteban ez al. als allosterer
Potentiator der Achetylcholin-Wirkung am M,-Rezeptor beschrieben. Da der My-Rezeptor an vielen
physiologischen Vorgédngen im Gehirn beteiligt ist, stellen Verbindungen, die die Wirkung an diesem
Rezeptor selektiv verstdrken eine interessante Zielstruktur dar. Als Beispiele derartiger Anwendungen

werden Psychosen, kognitive- sowie Aufmerksamkeits-Storungen und Schmerzen genannt.'*?

Ausgehend von der Substanzklasse der Thienopyridine sollten in Analogie zu den dualsteren Verbin-
dungen fiir den M,-Rezeptor Hybridsubstanzen synthetisiert werden. Geméif des ,,message-address-
Konzepts* nach Schwyzer spiegelt Iperoxo hier erneut die Nachricht (message), der allostere Modula-

tor Thienopyridin die Adresse wider (siche Abb. 62).

message address

Abb. 62: Strukturformel des Hybrids aus Iperoxo und Thienopyridin

2.5.1 Synthese

In Anlehnung an Esteban er al.'* sollte zunichst das Thienopyridin-Grundgeriist aufgebaut und im
Anschluss iiber einen Spacer mit dem Agonisten Iperoxo gekoppelt werden. Der Aufbau des Grund-
korpers besteht aus zwei unabhédngigen Syntheserouten, deren Produkte N-Cyclopropyl-2-mercapto-
acetamid (21) und 2,5,6-Trichlor-4-methylnicotinnitril (23) schlieBlich verkniipft werden. Abb. 63

zeigt eine Ubersicht tiber die Synthese.
65



Allgemeiner Teil

O O

0
)J\/lj\o/\+H2NJJ\/ N

N— Cl CN CN
N /—? | ~ - | N
07N
O = =
\\>_ c”” >N a1 | HO” N7 oH

Br—(CH,); OH l

Br—(CH,);OH o
Br

\o
N-(CHyrOH RS Y
\\)—O Br—(CH,z0” "N~ I o
N J a M D

Abb. 63: Syntheseschema zur Herstellung von Thienopyridin-Iperoxo-Hybriden
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2.5.1.1 Synthese von N-Cyclopropyl-2-mercaptoacetamid
0 DCM, 0 °C \)OI\ /A

76 % (Lit.: 97 %)

O
NEt;, CHC,_ 0 °C )]\
SH
O
W NPELIRGS WA
ws <O SN

MeOH H
(0]
21 20

81 % (Lit.: 99 %) 59 % (Lit.: 99 %)
Abb. 64: Syntheseschma zur Herstellung des N-Cyclopropyl-2-mercaptoacetamid

Zur Synthese des N-Cyclopropyl-2-mercaptoacetamid 21 wurde zu Beginn in Analogie zu Esteban et
al."** Chloracetylchlorid mit Cyclopropylamin bei 0 °C versetzt. Das erhaltene Amid 19 wurde wiede-
rum bei 0 °C mit Thioessigsdure und Triethylamin zu S-(2-(Cyclopropylamin)-2-oxoethyl)-ethanthioat
20 umgesetzt. Hierbei wurde zunichst das Thiol deprotoniert, das nun das Chlorid im 2-Chlor-N-
cyclopropylacetamid iiber eine Sy2-Reaktion substituieren kann. Im letzten Schritt wurde der
Thioester mit Ammoniumhydroxid verseift und das N-Cyclopropyl-2-mercaptoacetamid 21 erhalten
(siche Abb. 64)."** Die Synthesen verliefen ohne Probleme, die von Esteban ef al. beschriebenen Aus-

beuten konnten jedoch in keiner Stufe erreicht werden.

2.5.1.2 Synthese von 2,5,6-Trichlor-4-methylnicotinnitril

(0]
o 0 IﬁI MeOH_ _pas ¢
0~ H)N Riickfluss, 3d

22 23
68 % (Lit.: 76 %) 54 % (Lit.: 61 %)

Abb. 65: Herstellung des 2,5,6-Trichlor-4-methylnicotinnitrils

Die Synthese des 2,6-Dihydroxy-4-methylnicotinnitrils 22 wurde in Anlehnung an die allgemeine
Vorschrift zur Herstellung von 3-Cyano-2,4-dihydroxy-4-alkylpyridinen nach Lounasmaa er al.'*
durchgefiihrt. Hierbei wurde Ethylacetoacetat mit Cyanoacetamid und Piperidin umgesetzt. Nach 1-3
Tagen Erhitzen unter Riickfluss und Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde der erhaltene Feststoff mit
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Methanol gewaschen, in heilem Wasser gelost und mit Salzsdure gefillt. Die Ausbeuten an 22 variier-
ten zwischen 40 bis 68 %. Auch die in der Literatur beschriebenen Synthesen variierten stark in Reak-
tionsdauer und Ausbeute (0.5 h/18 %", 6h/65 %", 8h/65 %'*). Aus diesem Grund wurde die Reak-
tion analog zur klassischen thermischen Umsetzung mikrowellenunterstiitzt durchgefiihrt. Es wurde
innerhalb von 3 Minuten auf 100 °C erhitzt und die Temperatur konstant gehalten. Der Reaktionsfort-
schritt wurde mittels eines UV/Vis-Sensors in Echtzeit kontrolliert. In Abb. 66 sind die iibereinander
gelegten Absorptionsspektren der Reaktionslésung dieser Umsetzung dargestellt. Zu erkennen ist zu-
nédchst ein deutlicher Anstieg der Absorption in den Bereichen von 550 sowie 620 nm, was auf die
Bildung des aromatischen Systems zuriickzufiihren ist. Weiterhin zeigt sich, dass nach 5 Minuten kei-
ne weitere Verdnderung detektierbar, d.h. die Reaktion abgeschlossen ist. Das Produkt 22 konnte nach

Aufarbeitung in 68 % Ausbeute isoliert werden.

Absorption

600

Wellenldnge [nm]

Abb. 66: Absorptionsspektren der Reaktionsldsung fiir die Synthese von 22: 0 Min (rot), 3 Min (blau), 5 Min
(violett) und 10 Min (griin)

Die weitere Umsetzung zu 2,5,6-Trichlor-4-methylnicotinnitril 23 wurde ebenfalls in Anlehnung an
Lounasama et al. durchgefiihrt."** 2,6-Dihydroxy-4-methylnicotinnitril 22 wurde mit einem 3.7-fachen
Uberschuss an Phosphorpentachlorid verrieben und 24 h auf 160 °C erhitzt, wobei sich ab 140 °C eine
braune Schmelze bildete. Das abgekiihlte Reaktionsgemisch wurde vorsichtig auf Eis geschiittet und
mit Dichlormethan extrahiert. Das erhaltene braune Ol wurde mittels Saulenchromatographie gereinigt
(Kieselgel, Methanol), wobei ein gelber Feststoff in einem braunen Ol erhalten wurde. Nach Zugabe
weniger Milliliter Methanol Iéste sich das Ol und der gelbe Feststoff konnte abfiltriert und getrocknet

werden.
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2.5.1.3 Versuche zur Einfithrung eines Spacers
Um Iperoxo an Thienopyridin koppeln zu konnen, sollte bereits im 2,5,6-Trichlor-4-methyl-

nicotinnitril 23 ein Spacer eingefiihrt werden.

CH;

cl NN

P
c1”” N7 al
23
3-Chlor-l-W \;-Biiﬁ-hexanol
CH; CH;
Cl CN Cl x-ON

® |
cl /\/\O N/ Cl BI‘\/\/\/\O N/ Cl

Abb. 67: Syntheseschema zur Einfithrung eines Spacers

Zunichst wurde 3-Chlor-1-propanol auf 0 °C abgekiihlt und langsam Natriumhydrid, das vorher mit #-
Pentan gewaschen wurde, zugegeben. Bei Raumtemperatur wurde 2,5,6-Trichlor-4-methylnicotinnitril
zugegeben und die Mischung 2 Tage unter Riickfluss erhitzt. Der entstandene weille Farbstoff wurde
abfiltriert und mit Petrolether gewaschen. 'H-NMR-spektroskopische Untersuchungen zeigten jedoch,

dass es sich hierbei um eine Reihe von Nebenprodukten handelte.

Parallel dazu wurde eine analoge Reaktion mit 1-Brom-6-hexanol durchgefiihrt. Hier musste zusétz-
lich abs. THF zugegeben werden, um eine homogene Durchmischung zu gewihrleisten. Durch Zugabe
des 2,5,6-Trichlor-4-methylnicotinnitril (23) trat eine Rotfirbung auf. Nach 24 h Rithren wurde auf
Raumtemperatur abgekiihlt. Da kein Niederschlag entstanden war, wurde die Mischung auf Wasser
geschiittet und mit Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen wurden mit Kochsalzlésung gewa-
schen und das Losungsmittel entfernt. Die Analyse des entstandenen braunen Ols zeigte eine Vielzahl

von Verunreinigungen, die sich auch mittels Saulenchromatographie nicht trennen lie3en.

2.5.2 Ergebnisse

Es konnten einige Vorstufen des Thienopyridin-Grundgertists hergestellt werden, wobei ein Synthese-
schritt durch die Verwendung eines UV/Vis-Sensors im Hinblick auf Reaktionsdauer deutlich verbes-
sert werden konnte. Da es nicht gelang einen Spacer einzufiihren, konnte die Verkniipfung zum
Thienopyridin sowie die anschlieende Kopplung mit Iperoxo nicht durchgefiihrt werden. Somit war

es nicht moglich, pharmakologische Untersuchungen durchzufiihren.
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2.6 Dualstere Hybridverbindungen fiir den M;-Rezeptor

Zusitzlich zum enormen Leidensdruck fiir Betroffene und Angehorige stellt die Alzheimer-Krankheit
auch einen betrdchtlichen finanziellen Faktor fiir das Gesundheitswesen dar. Neben der Amyloid-
Kaskade wird die 1-Protein-Hyperphosphorylierungs-Hypothese als Ursache von Morbus Alzheimer
vermutet.”>"?” Ein weiterer Befund zeigte, dass die Zahl der M;-Rezeptoren, die in Neuronen im Cor-
tex wie auch im Hippocampus vorkommen bei Alzheimer-Patienten stark reduziert ist.”>"** Aus dieser
Erkenntnis entstand das Interesse an ACh-Esterase-Inhibitoren fiir die Behandlung der Alzheimer-
Krankheit, da diese die Menge des Neurotransmitters ACh im synaptischen Spalt erh6hen. Der Einsatz
dieser ACh-Esterase-Hemmer ist bis dato das Mittel der Wahl zur symptomatischen Behandlung die-
ser Krankheit.”””'* Jedoch kénnen durch gezielte Aktivierung des M;-Rezeptors kognitive Fihigkei-
ten moduliert werden. Interessanterweise ist auch bei Schizophrenie-Patienten die Expression der M;-

41 Auf Basis dieser Erkenntnisse entwickelte sich der M;-Rezeptor zu

Rezeptoren stark verringert.
einem interessanten Target fir die Behandlung von Morbus Alzheimer wie auch der Schizophrenie
und anderen psychotischen Erkrankungen. Erste Agonisten fiir den M;-Rezeptor zeigten zwar die ge-
wiinschte Verbesserung kognitiver Fahigkeiten, doch aufgrund der unselektiven Aktivierung ging
diese mit starken Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Erbrechen und Diarrhé einher.’*'* Aus diesem
Grund wurde das Hauptaugenmerk auf allostere Modulatoren gelegt, mit deren Hilfe ein orthosterer
Agonist moduliert werden kann, und die im Gegensatz zu diesen eine eindeutige Préferenz fiir den M, -
Rezeptor aufweisen und somit moglicherweise Nebenwirkungen minimieren. Ein erster allosterer
Agonist ist AC-42. Ein weiterer Vertreter ist das von den Merck-Laboratorien entwickelte BQCA (1-
(4-Methoxybenzyl)-4-oxo-1,4-dihydroquinoline-3-carboyxylic acid), ein Chinolon-Derivat (siche
Abb. 68).

O 0 (0] O
oH —> ¢ N OH
X
N
N
CN
OCHj;
Z N
I
N
HTS Lead-Struktur Merck-Labboratorien:
BQCA selektiver M 1-Potentiator

Abb. 68: Leitstruktur aus dem M;-PAM-HTS Screening von BQCA und dem selektiven M,-Potentiator der
Merck Forschungs-Laboratorien''*
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Neben seiner ausgepriagten Subtypselektivitit aktiviert es den M;-Rezeptor im Vergleich zu Acetyl-
cholin um den Faktor 130."**'* Radioligand-Bindungsstudien, Molecular Modeling sowie zielgerich-
tetete Mutagenese-Studien deuteten darauf hin, dass diese Substanz an die allostere Bindungsstelle des
M;-Rezeptors bindet. Weiterhin zeigte sich eine sehr hohe positive Kooperativitdt mit orthosteren
Liganden wie Carbachol und Acetylcholin und eine negative Kooperativitidt mit dem inversen Agonist

N-Methylscopolamin.**

Um das Konzept des dualsteren Bindungsmodus auf den M;-Rezeptor tibertragen zu konnen, sollte
untersucht werden, wie sich Hybrid-Verbindungen am M,-Rezeptor verhalten, die sich aus einem hoch
selektiven Chinolon-Derivat und dem bereits mehrfach beschriebenen stark wirksamen Agonisten
Iperoxo zusammensetzen. Zunichst sollte das Chinolon-Grundgeriist hergestellt und ein geeigneter
Spacer eingefiihrt werden, tiber den schlieflich Iperoxo gekoppelt werden kann. Wenn moglich sollten
die Spacer-Kettenldngen variiert werden, um die Rolle der Alkylkette untersuchen zu kénnen. Zu Be-
ginn sollten ausgehend von verschieden substitutierten Anilin-Derivaten Chinolone mit Benzyl-Rest
am Stickstoffatom dargestellt werden. Da sich zeigte, dass auch Derivate mit Methyl-Pyridin-Resten

eine gute Aktivitit zeigten,'** sollten Derivate mit dieser Substitution synthetisiert werden.

B o
0] 0] | r }\I\O
I X X— Spacer |- ® & O/Q
R4~ | \
7 N
X=N,O0
Y=C,N
\ bl
| R = divers
WA
N\ J “ J
Y Y
M, -selektiver Alloster orthosterer Agonist

Abb. 69: Struktur eines potenziellen dualsteren Liganden fiir den M;-Rezeptor

2.6.1 Synthese

2.6.1.1 Synthese des 4-Chinolon-Grundkdorpers

Um das Chinolon-Grundgeriist aufzubauen wurde zunichst geméf der Gould-Jacobs-Reaktion in An-
lehnung an Leyva et al.'*® verschieden substituierte Anilin-Derivate mit Diethylethoxymethylen-

malonat in Toluol fiir 6 bis 12 Stunden unter Riickfluss erhitzt.
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R4
Toluol R3
2 NH, /\O Ruckfluss . NH O
R! A O/\
0?Z N0

24a-h
Verbindung R! R? R’ R? Ausbeute [%]
24a F H H H 95 (Lit.: 92 ')
24b Cl H Cl H 94 (Lit.: 86 ')
24¢ Cl H H Cl | 65 (Lit.: 86 ')
24d H F H H 60 (Lit.: 65 ')
24e H Br H H 86 (Lit.: 40 '*%)
24f H Cl F H 85 (Lit.: 80 '*)
24g H | NO, | CI H 96 (Lit.: 97 "%
24h H H F H | 89 (Lit.: 75 %)

Abb. 70: Syntheseschema des ersten Schritts zur Herstellung des Chinolon-Grundgeriists

Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde Pentan zugegeben und das Gemisch fiir mehrere Stunden
bei 4 °C gelagert. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert und mit Pentan gewaschen. Es konn-

ten liberwiegend bessere Ausbeuten als in der Literatur angegeben erzielt werden.

Der folgende Schritt bestand aus einer intramolekularen Cyclokondensation. Die Edukte 24a-h wur-
den in inertem, hochsiedenden Diphenylether, erhitzt, wobei unter Ethanolabspaltung die 1,4-Dihydro-
4-oxo-chinolin-3-carbonsdureethylester 25a,b,d-h entstanden. Dieser Schritt wurde zunéchst klassisch
gemiB Chua er al."”' durchgefiihrt. Da die entstandenen Verbindungen meist unldslich in gingigen
Losungsmitteln waren, wurde auf eine Charakterisierung verzichtet und die 1,4-Dihydro-4-oxo-
chinolin-3-carbonsdureethylester 25 direkt weiter umgesetzt. Es zeigte sich, dass die Derivate mit Sub-
stitutionen in C-5-Position keine Cyclokondensation eingingen. Die klassische Synthese lieferte meist
braune Feststoffe, was auf einen hohen Verunreinigungsgrad hindeutete. AuBBerdem waren die Aus-
beuten in der Folgereaktion nicht zufriedenstellend, was ebenfalls auf Verunreinigungen zuriickzufiih-

ren war.
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R3
Ph,O
R? NH O MW, 210 °C
R! ™ o N
0?Z N0 N
24a-h 25a,b,d-h
Verbindung | R' | R* | R’ Ausbeute [%)]
klassisch/MW
25a F H | H -/ 47
25b Cl| H |l 59/-
25d H F H 15/ -
25¢ H| Br | H 81/41
25f H| Cl | F 75/ -
25g H | NO, | Cl 93 /-
25h H| H F 50 /28

Abb. 71: Syntheseschema des zweiten Schritts zum Aufbau des Chinolon-Grundgertists

Aus diesem Grund wurde eine mikrowellenunterstiitzte Synthese durchgefiihrt. In diesem Fall wurden
bis zu 5 Gramm des Eduktes in ca. 4 ml Diphenylether im Glasbehélter unter permanenter leichter
Rotation fiir 40 Minuten auf 220 °C erhitzt. Diese Methode ergab etwas geringere Ausbeuten und hatte
den Nachteil, dass dieser Schritt bei grofleren Ansédtzen mehrmals mit jeweils einem Teil der Substanz
durchgefiihrt werden musste. Der entscheidende Vorteil der mikrowellenunterstiitzen Synthese be-
stand jedoch darin, dass die Produkte mittels DC-Kontrolle deutlich weniger Verunreinigungen auf-

wiesen und somit der folgende Syntheseschritt bessere Ausbeuten lieferte.

0~ 1. NayCOs, KI, DMF, RT R3
'

2. Benzylchlorid, 80 °C R2

25¢,f,h 26h: R' =R?>=H, R*=F (31 %)
Abb. 72 Syntheseschema zur N-Alkylierung und simultaner Verseifung des Chinolons

Im folgenden Schritt sollte simultan das vinyloge Amid alkyliert und der Ester verseift werden. Zu-

nichst wurde 25f in DMF suspendiert, 5 Aquivalente Natriumcarbonat sowie eine Spatelspitze Kali-
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umiodid zugegeben und die Mischung bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 30 Minuten wurden 6 Aqui-
valente zuvor destilliertes Benzylchlorid zugegeben und das Reaktionsgemisch im Glasbombenrohr
auf 80 °C Olbadtemperatur erhitzt. Nach einer Woche war in der gelben Losung ein weiBer Nieder-
schlag entstanden. Das Losungsmittel wurde entfernt, der Riickstand in Ethanol geldst, mit einem gro-
Ben Uberschuss an 2 M Natronlauge versetzt und das Gemisch unter Riickfluss erhitzt. Nach 3 Stun-
den wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt und das Produkt mit konz. Salzsdure ausgefillt. Hierbei
wurde die stark verunreinigte Zielverbindung 26h isoliert, die sich jedoch durch Umkristallisieren

nicht reinigen lieB3.

Deshalb wurde erneut 25f in DMF suspendiert, zwei Aquivalente Kaliumcarbonat, eine katalytische
Menge Kaliumiodid sowie 1.6 Aquivalente Benzylchlorid zugegeben und im Glasbomenrohr auf 80
°C erhitzt. Nach 6 Stunden wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt und das Losungsmittel entfernt. Um
die Carbonsiure zu verseifen, wurde zum gelb-braunen Riickstand ein groBer Uberschuss an Kalium-
hydroxid gegeben und die Mischung unter Riickfluss erhitzt. Da hierbei eine Suspension entstand,
wurde so viel Ethanol zugegeben, bis die Losung klar wurde. Nach 2 Tagen Erhitzen unter Riickfluss
wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt, wobei sich ein hellgelber Niederschlag bildete. Dieser wurde
abfiltriert und mit Pentan gewaschen. Da der erhaltene Feststoff erneut stark verunreinigt war, wurde
dieser in Pentan erhitzt und erneut abfiltriert. SchlieBlich wurden zwei weitere Aquivalente Benzyl-
chlorid zugegeben und nach Zugabe von Kaliumhydroxid und Ethanol unter Riickfluss erhitzt. Es
bildeten sich zwei Phasen. Es wurde mit Dichlormethan extrahiert, {iber Natriumsulfat getrocknet und

das Losungsmittel entfernt. Doch erneut konnte kein reines Produkt isoliert werden.

Die Umsetzung wurde analog durchgefiihrt, als Edukt wurde jedoch das Derivat 25e eingesetzt. Auch
hier konnte nach Umkristallisation mit Ethanol und Methanol nicht die Zielverbindung isoliert wer-
den. NMR-spektroskopische Untersuchungen deuteten zwar darauf hin, dass eine Umsetzung erfolgt

war, allerdings war ein Gemisch aus mehreren Verbindungen entstanden.

Mit 25h und analoger Durchfithrung gelang schlieBlich die Herstellung der Zielverbindung 26h in
31 %-iger Ausbeute. Es bildete sich nach Erhitzen mit Kaliumhydroxid ein weiler Niederschlag, der
filtriert und mit Pentan gewaschen wurde. Fiir diese Reaktion wurden lediglich die drei Derivate

25e,f,h eingesetzt, da sich spiter eine andere Strategie als geeignet herausstellte.

2.6.1.2 Versuche zur Amidierung bzw. Veresterung der der Sdure-Gruppe
Um die Chinolon-Verbindungen mit Iperoxo koppeln zu kdnnen, musste ein Spacer in das Molekiil

eingefiihrt werden. Dies sollte mittels Amidierung geschehen.
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o

F. F.
OH + H,N-(CH,);-OH ———5%—»= N-(CHa)5OH

DMF, NMM

26h

Abb. 73: Syntheseschema zur Umsetzung des Chinolons 26h mit 1,6-Aminohexanol

Chinolon 26 wurde in abs. DMF vorgelegt. Fiinf Aquivalente N-Methylmorpholin, 4 Aquivalente
Isobutylformiat sowie 4 Aquivalente Aminohexanol wurden zugegeben und die Mischung 5 Tage bei
Raumtemperatur geriihrt. Die diinnschichtchromatographische Reaktionskontrolle (Kieselgel, Chloro-
form/Methanol 9:1) lie} eine Umsetzung erkennen (R¢ = 0.89, Anfirbereagenz: Dragendorff), weshalb
eine sdulenchromatographische Reinigung durchgefiihrt (Kieselgel, Chloroform/Methanol 9:1), die
jeweiligen Fraktion isoliert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt wurde. Es wurde ein weiller
Riickstand erhalten, der mit Diethylether gewaschen und getrocknet wurde. Hierbei handelte es sich
jedoch um ein Gemisch aus verschiedenen Verbindungen. Aus diesem Grund wurde der Feststoff in
dem. Wasser suspendiert und das Gemisch mit konz. Salzsdure stark angesduert, um das {iberschiissige
Amin zu protonieren. Nach einer Stunde Riihren bei Raumtemperatur wurde abfiltriert, mit Wasser
gewaschen und der weille Feststoft getrocknet. Obwohl lediglich ein DC-Fleck erkennbar war, zeigten
"H-NMR-spektroskopische Untersuchungen, dass es sich um ein Gemisch aus verschiedenen Verbin-

dungen handelte.

In einer neuen Strategie sollte das Fluorchinolon 26h mit 1,6-Dibromhexan verestert werden.

0O 0
. KoCOs
OH + Br—(CH,)zBr —7—» O-(CH,)zBr
N N
26h

Abb. 74: Syntheseschema zur Umsetzung des Chinolons mit 1,6-Dibrombutan

Chinolon 26h wurde dazu in wenig DMF gelost, ein groBer Uberschuss 1,6-Dibromhexan sowie 2
Aquivalente Kaliumcarbonat zugegeben. Es wurde auf 120 °C Olbadtemperatur erhitzt, wobei sich

eine klare Losung bildete. Der Reaktionsfortschritt wurde dinnschichtchromatographisch verfolgt
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(Aluminiumoxid, neutral, EA, Ry = 0.78). Nach 12 Stunden Erhitzen wurde auf Raumtemperatur ab-
gekiihlt und eine Sdulenchromatographie (Aluminiumoxid, neutral, EA, R¢ = 0.78) durchgefiihrt, um
Reste des Edukts zu entfernen. Isoliert wurde schlieBlich ein gelbes Ol, das 'H-NMR-spektroskopisch
untersucht wurde und nicht die Zielverbindung, sondern lediglich eine Reihe von Nebenprodukten

enthielt.

2.6.1.3 N-Alkylierung der Chinolon-Ester
Da die Versuche zum Einfiithren eines Spacers als Ester oder Amid nicht erfolgreich waren, wurden
zundchst die Produkte der Cyclokondensation (25a,b,d-h) mit Benzylchlorid umgesetzt, ohne - wie in

Abschnitt 2.6.1 beschrieben - eine Hydrolyse durchzufiihren.

o o
O/\ K2C03 O/\
+ o |
DMF )
R N
R!
25a,b,d-h 27a,b,d,e,f.h
Verbindung R R’ R’ Ausbeute [%]
27a F H H 81
27b Cl H Cl 46
27d H F H 57
27e H Br H 54
27f H Cl | F | 62 (Lit: 55"
27h H H F 72

Abb. 75: Syntheseschema zur N-Alkylierung Chinolon-Ester

Zunichst wurde 25h in DMF suspendiert, 2.5 Aquivalente Kaliumcarbonat, sowie 5 Aquivalente Ben-
zylchlorid zugegeben und das Reaktionsgemisch auf 80 °C erhitzt. Nach 20 Stunden wurde das tiber-
schiissige Kaliumcarbonat abfiltriert, das Losungsmittel entfernt und der erhaltene gelb-orange-
farbene Riickstand aus Ethanol umkristallisiert. Hierbei wurde der Ester 27h in 72 % Ausbeute erhal-

ten.

In Analogie zu dieser Synthese wurde mit den {ibrigen Derivaten 25 verfahren. Hierbei wurden weil3

bis hellbraune Feststoffe von 27a,b,d-f in Ausbeuten zwischen 46 und 81 % erhalten.

76



Allgemeiner Teil

Da in der Literatur'> zusitzlich gute Subtyp-selektive Eigenschaften an Chinolonen nachgewiesen
wurden, die anstelle des Benzylrestes einen Methyl-Pyridin-Rest aufweisen, sollten auch derartige

Derivate hergestellt werden. Hierzu wurde zunéchst die Vorstufe 28h hergestellt.

O O al 0O O
| T N, DMF |
N | N
H HCI ¥Z
XN

I
N A

25h 28h
57 %

Abb. 76: Syntheseschema zur Herstellung Methyl-pyridin-substituierter Chinolone

25h wurde in DMF suspendiert, 2.5 Aquivalente Kaliumcarbonat sowie 2 Aquivalente 2-
(Chlormethyl)pyridin-Hydrochlorid zugegeben und auf 80 °C erhitzt. Die diinnschichtchromatogra-
phische Reaktionskontrolle (Kieselgel, CHCI;/MeOH 10:1) lieB nach 37 Stunden eine Umsetzung
erkennen. Es wurde heil} abfiltriert, um das tiberschiissige Kaliumcarbonat zu entfernen. Durch Séu-
lenchromatographie (Kieselgel, CHCl;/MeOH 10:1) konnte die Fraktion mit R¢ = 0.37 isoliert werden.
Ein GroBteil des Losungsmittels wurde im Vakuum entfernt und {iber Nacht bei 4 °C gelagert, wo-
durch sich weille Kristalle bildeten. Diese wurden isoliert, wiesen aber noch Verunreinigungen auf
und wurden deshalb aus Methanol umkristallisiert, das erhaltene Produkt 28h mit Diethylether gewa-

schen und getrocknet.

In Analogie zur oben beschriebenen Synthese sollten auch die tibrigen Chinolon-Derivate 25 mit 2-
Chlormethyl-pyridin-Hydrochlorid umgesetzt werden, was jedoch nicht gelang. Es wurde eine neue
Charge des 2-Chlormethyl-pyridin-Hydrochlorids verwendet, das allerdings nicht weifl sondern braun
war. Zwar waren mit Hilfe von NMR-spektroskopischen Untersuchungen keine Verunreinigungen des
Eduktes erkennbar, aber die Umsetzung mit den verschiedenen Chinolonen fiihrte nicht zu den Ziel-
verbindungen. Aus diesem Grund wurde versucht, das 2-Chlormethylpyridin-Hydrochlorid zu reini-
gen. Zundchst wurden Umkristallisationsversuche mit verschiedenen Losungsmitteln wie Ethanol,
Methanol, Ethylacetat und Dichlormethan durchgefiihrt. Jedoch konnte jeweils nur ein braunes Ol
erhalten werden. Auch Versuche, die Substanz durch Sdulenchromatographie mit verschiedenen
FlieBmittelgemischen zu reinigen, scheiterten. Weiterhin wurde versucht, die freie Base des 2-
Chlormethyl-pyridin zu erhalten. Dies geschah durch Losen des Hydrochlorids in dem. Wasser, Zuga-
be von Natriumhydroxid und schlieflich Extraktion mit Dichlormethan, hier wurde ein roter Feststoff
erhalten, was auf eine Polymerisation des Edukts hindeutete. Da weder die Reinigungsversuche des 2-

Chlormethyl-pyridin, noch die Verwendung von verschiedenen Chargen von unterschiedlichen Her-
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stellern erfolgreich waren, wurde die Synthese dieser N-substituerten Chinolon-Derivate nicht weiter

verfolgt.

2.6.1.4 Einfiihren eines Spacers

a) Umsetzung der Chinolone mit Benzyl-Substituent

Im folgenden sollte das Amid-Spacer-Derivat aus den 3-Chinolonestern hergestellt werden.

O O
3
: | 0/\+ . 130-150 °C N=(CH,)7OH
ON~(CHp)yOH ————
R? N R2
Rl
27a,b,d-f,h 29
Verbindung | n R' | R* | R® | Ausbeute [%]
29e-C2 2 H | Br | H 46
29h-C2 2 H H F 54
29h-C3 3 H H F 60
29a-C4 4 F H H 88
29¢-C4 4 H | Br | H 87
29f-C4 4 H Cl F 60
29h-C4 4 H H F 25
29a-C6 6 F H H 88
29e-C6 6 H | Br | H 26
291-C6 6 H Cl F 57
29h-Cé6 6 H H F 33
Abb. 77: Syntheseschema zur Umsetzung der Chinolon-Ester mit Aminoalkoholen
i co6

Zunichst wurden die jeweiligen Chinolon-Ester 27 mit 5 Aquivalenten 6-Amino-1-hexanol ver-
rieben und auf 170 °C Olbadtemperatur erhitzt, wobei sich eine gelbe, klare Losung bildete. Nach
4 Stunden wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt. Dabei wurde die Losung zu einem festen, gelben
Ol, das aus Ethanol umkristallisiert wurde. Der erhaltene Niederschlag wurde abfiltriert, mit Die-
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1il.

.

thylether gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die erhaltenen Substanzen wiesen noch Verun-
reinigungen auf und wurden mithilfe von Sdulenchromatographie (Kieselgel, CHCI;/MeOH, 10:1,
R =0.59-0.66) gereinigt. Da die Ausbeuten bei nur 15 bis 35 % lagen, wurde versucht, die Reak-
tionsbedingungen zu optimieren. Es zeigte sich, dass sich die Ausbeuten durch Erhéhen der Tem-
peratur um zehn Grad verschlechterten, da sich bei dieser Temperatur mehr Nebenprodukte bilde-
ten bzw. teilweise Zersetzung eintrat. Aus diesem Grund wurde die Temperatur reduziert und es
zeigte sich, dass fur die Umsetzung mit 6-Amino-1-hexanol eine Temperatur von 150 °C am bes-
ten geeignet war. Bei dieser Temperatur bildete sich zunichst eine klare Losung und bei einem
Grofiteil der Umsetzungen wurde das Reaktionsgemisch fest, sobald die Reaktion abgeschlossen
war. Daher wurde der Ansatz aufgearbeitet. In den tibrigen Féllen stellte sich eine Reaktionsdauer
von nicht mehr als 4,5 Stunden als geeignet heraus. Durch die Variation der Reaktionsbedingun-
gen war es nicht mehr nétig, sdulenchromatographische Reinigungen durchzufiihren. Es wurde le-
diglich aus Ethanol umkristallisiert und, sofern der Feststoff noch Verunreinigungen aufwies, er-
neut mit Methanol umkristallisiert. So konnten die Chinolon-Derivate 29-C6 (a,e,f,h) in Ausbeu-

ten zwischen 26 und 88 % erhalten werden.

C4
Neben den unterschiedlichen Substitutionsmustern der Chinolone sollten auch Iperoxo-Hybride

mit verschiedenen Spacer-Kettenldngen hergestellt werden. Dazu wurden weitere Amino-
Alkohole zur Umsetzung mit den Chinolon-Estern eingesetzt. Im Gegensatz zu 6-Amino-1-
hexanol waren die tibrigen Aminoalkohole in fliissiger Form erhéltlich. Auch im Falle des 4-
Amino-1-butanols wurden zunichst verschiedene Temperaturen zwischen 140 und 180 °C getes-
tet. Die hohen Temperaturen fiithrten auch hier zu starkeren Verunreinigungen und erforderten eine
sdulenchromatographische Reinigung (Kieselgel, CHCl;/MeOH, 10:1, R¢ = 0.43-0.56). Durch die
Umsetzung bei 150 °C konnte auch hier auf diese Reinigung verzichtet werden, es wurden ledig-
lich eine oder zwei Umkristallisationen mit Ethanol und Methanol durchgefiihrt, um die entspre-

chenden Chinolon-Derivate 29-C4 (a,e,f,h) zu erhalten.

C3
Auch das Propyl-Derivat 29a-C3 konnte auf diese Weise synthetisiert werden.

c2

In der Umsetzung mit Ethanolamin wurde ein deutlicher Uberschuss des Aminoalkohols einge-
setzt (10-20 Aquivalente), da so eine homogene Durchmischung gewihrleistet war. Hierbei wurde
das jeweilige Chinolon in Ethanolamin suspendiert und es zeigte sich bereits bei 110 bis 130 °C
die Bildung einer klaren Losung. Da sich in den iibrigen Féllen 150 °C als Temperatur der Wahl
herausgestellt hatte, wurden zundchst Versuche mit Temperaturen zwischen 150-160 °C durchge-
fithrt. Allerdings fiihrten diese Umsetzungen zu stark verunreinigten Produkten, so dass erneut

sdulenchromatographische Reinigungen (Kieselgel, CHCl;/MeOH, 10:1, Ry = 0.44-0.49) erforder-
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lich waren. Die Erniedrigung der Reaktionstemperatur auf 130 °C fiihrte zu besseren Ausbeuten
und groBerer Reinheit, so dass nur eine Umkristallisation notwendig war. Allerdings konnten mit

dieser Kettenldnge lediglich 29e-C2 und 29h-C2 isoliert werden.

b) Umsetzung der Chinolone mit Methyl-Pyridin-Substitutent

(@) O
F. F.
| o0 30150 o | N—(CHy)7OH
+ Hy;N—(CHy)r OH ————»
N N
O O
N> N A
28h n=4: 30h-C4 (87 %)

n=6: 30h-C6 (63 %)
Abb. 78: Umsetzung von 28 mit Aminoalkoholen

In Analogie zu den oben beschriebenen Synthesen wurde das Derivat 28h mit den entsprechenden
Aminoalkoholen umgesetzt. Da die Herstellung des Esters 28h nur einmal die Zielverbindung lieferte,
konnten lediglich 3 Ansétze durchgefiihrt werden. Hier fiel die Wahl auf die Umsetzung mit den He-
xyl- und Butyl-Derivaten, fiir die eine Temperatur von 150 °C gewé&hlt wurde und die Umsetzung mit
Ethanolamin, die bei 130 °C durchgefiihrt wurde. Die Synthese des Ethyl-Derivats fiihrte nicht zur
Zielverbindung, die beiden tibrigen Derivate 30h-C4 und 30h-C6 konnten nach Umkristallisieren mit

Ethanol und Methanol als weil3e Feststoffe isoliert werden.

2.6.1.5 Substitution der Hydroxyl-Funktion

Um Iperoxo mit seinem tertidren Amin am eingefiihrten Spacer der Chinolon-Verbindungen angreifen
lassen zu konnen, musste die Hydroxyl-Funktion in eine gute Abgangsgruppe tiberfiithrt werden (siche
Abb. 79). Hierzu wurde zunichst die Bildung eines Mesylats gewihlt. 29h-C6 wurde in abs. Dichlor-
methan gel6st, zur Deprotonierung des Alkohols Triethylamin zugegeben und die Losung bei 0 °C
geriihrt. SchlieBlich wurden 3 Aquivalente des zuvor destillierten Methansulfonsiurechlorids zuge-
tropft und die Mischung langsam auf Raumtemperatur erwarmt. Mithilfe von diinnschichtchroma-
tographischer Reaktionsverfolgung (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 10:1) war bereits nach 4 Stunden eine
Umsetzung erkennbar, da jedoch noch unumgesetztes Edukt enthalten war, wurde fiir weitere 20
Stunden geriihrt. Als sich keine weitere Umsetzung erkennen liel3, wurde das Losungsmittel entfernt,
wobei sich weile Nadeln bildeten. Diese Kristalle wurden abfiltriert und mit Diethylether gewaschen,
stellten sich jedoch als Verunreinigung (Ammoniumchlorid) heraus. Das Losungsmittel der Mutter-
lauge wurde entfernt und der gelbe, 6lige Riickstand wurde sdulenchromatographisch gereinigt (Kie-

selgel, CH,Cl,/MeOH 10:1). Die Zielverbindung konnte nicht isoliert werden. Diese Reaktion wurde
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erneut durchgefiihrt, es wurden bis zu 10 Aquivalente Methansulfonsiurechlorid eingesetzt und die

Temperatur auf bis zu 60 °C erhoht, es konnte jedoch in keinem der Fille die Zielverbindung isoliert

werden.
0 (@)
R3
N=(CHy)7OH
R? N
R!
Appel-Reaktion
MsCl, DCM PPh;, CBry
0°C—»RT Pyridin, MeCN
(0] (@) (0] (0]
R3 R3
E_(CHZ)n_OMS E—(CHz)n—Br
R? N R? N
R! R!

Abb. 79: Syntheseschema zur Substitution der Hydroxyl-Gruppe

Da moglicherweise das Chinolon-Mesylat entstanden war, aber nicht isoliert werden konnte, wurde
versucht, in einer Ein-Topf-Reaktion zunichst das Mesylat herzustellen und dieses direkt mit Iperoxo
zu koppeln. Hierzu wurde analog der oben beschriebenen Synthese verfahren, nach 24 Stunden Riih-
ren bei Raumtemperatur wurden nun jedoch 2 Aquivalente Iperoxo-Base zugegeben und die Mischung
auf 60 °C erhitzt. Die Reaktionskontrolle mittels Diinnschichtchromatographie zeigte hier eine Viel-

zahl von Substanzflecken. Es lie3 sich keine reine Substanz isolieren.

In einer neuen Synthesestrategie wurde die Hydroxyl-Gruppe von 29e-C6 versucht mithilfe einer
Appel-Reaktion in ein Bromid zu iiberfithren. In Anlehnung an Barros ez al."** wurde das Chinolon-
Derivat in abs. Acetonitril geldst, Pyridin, 2 Aquivalente Triphenylphosphin sowie 3.5 Aquivalente
Tetrabromkohlenstoff zugegeben und bei Raumtemperatur geriihrt. Der Reaktionsverlauf wurde diinn-
schichtchromatographisch (Kieselgel, EA/PE 1:1) verfolgt und nach 4 Tagen wurde der entstandene
braune Niederschlag filtriert und mit Petrolether gewaschen. Da dieser deutliche Verunreinigungen
aufzeigte, wurde mithilfe von Sidulenchromatographie (Kieselgel, EA/PE 1:1) gereinigt. Es zeigte sich,
dass sich das Chinolon wihrend der Reaktion zersetzt hatte. Die gelbe Mutterlauge zeigte in
diinnschichtchromatographischer Kontrolle eine Ansammlung von sehr vielen Verbindungen, die sich

mittels Sdulenchromatographie nicht reinigen lieB3en.
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Da diese Umsetzungen unter vergleichsweise milden Bedingungen nicht zur Zielverbindung fiihrten,
wurde mithilfe von Bromwasserstoff und Schwefelsdure versucht, die Hydroxyl-Funktion durch ein

Bromid zu substituieren (siche Abb. 80) .

0] 0] 0] 0]
R2 N R? N
R! R
29 31
Verbindung | n R' | R? | R? | Ausbeute [%]
31a-C4 4 F H | H 37
31e-C4 4 H | Br | H 25
31f-C4 4 H | Cl| F 22
31h-C4 4 H H F 58
31a-Cé6 6 F H | H 34
31e-C6 6 H | Br | H 28
31f-Co6 6 H | Cl | F 41
31h-Cé6 6 H H F 78

Abb. 80: Syntheseschema zur Umsetzung des Alkohols mit Bromwasserstoff

Hierzu wurden die jeweilige Chinolon-Derivate 29 in 5 Aquivalenten Bromwasserstoff gelést, vor-
sichtig 1.5 Aquivalente konz. Schwefelsiure zugegeben und die Mischung fiir 7 Stunden unter Riick-
fluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde auf Eiswasser gegossen und mit Ethylacetat
extrahiert. Die organische Phase wurde mit Wasser gewaschen und tiber Kaliumcarbonat bis zur neut-
ralen Reaktion geriihrt. SchlieBlich wurde tberschiissiges Kaliumcarbonat abfiltriert und das Lo-
sungsmittel des Filtrats entfernt. Der erhaltene gelbe Feststoff wies deutliche Verunreinigungen auf, so
dass eine Sdulenchromatographie (Kieselgel, CHCl;, Ry = 0.82) durchgefiihrt wurde. Doch das erhal-
tene Produkt zeigte noch immer Verunreinigungen, die sich nicht entfernen liefen, da sich die Ry~
Werte der Substanzflecken nur minimal unterschieden. In einem neuen Versuch wurde die doppelte
Ansatzgrofle verwendet und lediglich 5 Stunden unter Riickfluss erhitzt. So konnte nach Extraktion
bereits die reine Zielverbindung erhalten werden, jedoch in geringer Ausbeute. Durch Modifikation

der Reaktionsbedingungen wurde versucht, die Ausbeute zu steigern. Es zeigte sich, dass durch Sen-
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ken der Temperatur auf unterhalb der Siedetemperatur (Olbadtemperatur 90-100 °C) deutlich bessere
Ausbeuten erzielt werden konnten. SchlieSlich wurden Versuche mit groerer AnsatzgroBe durchge-
filhrt. Dabei zeigte sich, dass sich der Ansatz nach Extraktion nicht mit Kaliumcarbonat neutralisieren
lieB. Die erhaltenen Produkte waren sehr stark verunreinigt und lieen sich nur schwer durch Sdulen-
chromatographie (Kieselgel, CHCl;, Ry = 0.82) reinigen, was schlieBlich zu sehr geringen Ausbeuten
filhrte. Zu erkennen war jedoch ein starker Essig-Geruch, was darauf hindeutete, dass ab einer gewis-
sen AnsatzgroBe das Extraktionsmittel Ethylacetat zu Essigsdure gespalten wird. Aus diesem Grund
wurde in weiteren Versuchen Chloroform anstelle des Ethylacetats eingesetzt und die Reaktionen ver-
liefen ohne Probleme. Die nach Extraktion und Neutralisation erhaltenen Feststoffe wurden durch
Umkristallisation mit Ethanol und ggf. durch eine weitere Umkristallisation mit Methanol gereinigt.
Allerdings fithrten weder die Derivate mit Ethyl- noch die Derivate mit Propyl-Spacer zu den jeweili-
gen Produkten. Lediglich die Butyl-(31-C4) sowie die Hexyl-Derivate (31-C6) konnten isoliert wer-

den.

2.6.1.6 Synthese der Chinolon-Iperoxo-Hybrid-Verbindungen

Zunichst wurde 31h-C6 in abs. Acetonitril geldst, 4 Aquivalente Iperoxo-Base sowie eine katalytische
Menge KI/K,CO; zugegeben und das Reaktionsgemisch auf 60 °C Olbadtemperatur im Glasbomben-
rohr erhitzt. Aus der zunichst gelben Losung fiel nach 30 Minuten ein weiller Niederschlag aus. Nach
24 Stunden wurde dieser abfiltriert und mit Diethylether gewaschen, es handelte sich jedoch um eine

Vielzahl von Verunreinigungen.

In einem weiteren Ansatz wurde ein noch groBerer Uberschuss Iperoxo-Base verwendet (8-10 Aquiva-
lente), ansonsten wurde analog der beschriebenen Synthese verfahren. Nach 12 Tagen zeigte sich ein
leichter, brauner Niederschlag. Es wurde weitere 5 Tage geriihrt, um eine vollstdndige Reaktion zu
erzielen. Danach wurde das Reaktionsgemisch in sehr kleinen Portionen in Diethylether getropft und
moglichst schnell filtriert. Der entstandene Niederschlag wurde braun und 6lig. Das Losungsmittel der
gelben Mutterlauge wurde entfernt, hier konnte jedoch lediglich ein gelbes Ol erhalten werden, bei
dem es sich um Iperoxo-Base handelte. Der braune, 6lige Niederschlag wurde in Methanol aufge-
nommen, um die Substanz quantitativ aus der Glasfritte zu extrahieren und das Losungsmittel wieder
im Vakuum entfernen. Der erhaltene braune Riickstand wurde aus Ethanol umkristallisiert. Hierbei
bildete sich ein gelber Feststoff, der durch Waschen mit Diethylether jedoch wieder eine 6lige Konsis-
tenz annahm. Aus diesem Grund wurde erneut aus Ethanol umkristallisiert. So wurde das Chinolon-
Iperoxo-Hybrid 32h-C6 erhalten, was jedoch noch mit Ethanol verunreinigt war. Aufgrund der gerin-

gen Menge konnte keine weitere Reinigung durchgefiihrt werden.
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~
N—(CHyzBr * T/\/o

MeCN, 55°C
31-C4
31-Cé
Bre
E_(CH2)n_N o X o N
oy
32-C4
32-Cé6
Verbindung | n R' | R* | R® | Ausbeute [%]
32a-C4 4 F H H 47
32e-C4 4 H | Br | H 51
32f-C4 4 H | Cl F 22
32h-C4 4 H H F 37
32a-C6 6 F H H 47
32e-C6 6 H | Br | H 36
32£-Cé6 6 H | C F 60
32h-Cé6 6 H H F 66

Abb. 81 Syntheseschema zur Herstellung von Chinolon-Hybrid-Substanzen

Bei mehreren Versuchen zur Optimierung der Reaktionsbedingungen zeigte sich, dass eine Reaktions-
temperatur von 55-57 °C am besten geeignet ist fiir diese Art der Umsetzung. Aus diesem Grund wur-
den nun die jeweiligen Hexyl- und Butyl-Derivate der vier unterschiedlich substituierten Chinolone 31
-C4 (a,e,f,h) und 31-C6 (a,e,f,h) in abs. Acetonitril gelést und mit einem deutlichen Uberschuss an
Iperoxo-Base sowie einer Spatelspitze KI/K,CO; versetzt. Die Reaktionsgemische wurden jeweils in
einem Glasbombenrohr bei 55 °C erhitzt. In den meisten Fillen bildete sich kein Niederschlag. Des-

halb wurde der Reaktionsfortschritt diinnschichtchromatographisch verfolgt (Kieselgel, MeOH/0.2 M
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NH4NOs;, 3:2, Ry = 0.54-0.68). Nach beendeter Reaktion wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt, das
Reaktionsgemisch in sehr kleinen Portionen in Diethylether getropft und der entstandene Niederschlag
moglichst schnell filtriert. Der weile Feststoff wurde mit Diethylether gewaschen und getrocknet. In
manchen Féllen war eine Umkristallisation aus Ethanol und, wenn nétig, zusétzlich aus Methanol er-
forderlich. In den meisten Féllen konnte der Diethylether nicht vollstdndig aus dem Feststoff entfernt
werden. Daher wurde der Feststoff in Dichlormethan in der Hitze gelost und das Losungsmittel im
Anschluss im Vakuum entfernt, bis sich ein weiller Schaum bildete. Zu beachten war hier, dass fiir die
Reinigung nur Dichlormethan in HPLC-Reinheit verwendet werden durfte. Ein erster Versuch mit
Dichlormethan fiir den Laborgebrauch hatte eine stark verunreinigte Substanz zu Folge, die sich nur
durch mehrmaliges Umkristallisieren sowie Aufschiumen mit reinem Dichlormethan reinigen lief3.
Dieser Schaum wurde fiir mehrere Stunden im Vakuum getrocknet. SchlieBlich konnten die Hybrid-
Substanzen als weille Feststoffe erhalten werden, wobei die Ausbeuten in der Butyl-Reihe zwischen
22 und 51 % bei Reaktionsdauern zwischen 6 und 30 Tagen und bei den Hexyl-Derivate zwischen 36

und 66 % mit Reaktionszeiten zwischen 17 und 56 Tagen variierten.

Im Falle dieses Reaktionstyps ist besonders auf eine konstante Temperatur zu achten. In einigen Féllen
kam es durch Stromausfille zu starken Temperaturschwankungen. In diesen Fillen konnte lediglich

ein braunes Ol isoliert werden, das nicht zu reinigen war.
2.6.2 Pharmakologische Untersuchungen

2.6.2.1 Grundlagen des Testsystems
Die dargestellten Chinolon-Iperoxo-Hybride wurden mit Hilfe von [*°S]GTPyS-Bindungsstudien un-
tersucht. Die Grundlagen dieses Testsystems sind in Kapitel 2.3.2.1 beschrieben.

2.6.2.2 Durchfithrung und Ergebnisse

0O O 0O O B©
R3 R3 /
| Iﬁl—(CHz)aBr Iﬁl—(CHz)n—Il\I o X o N
R? N R? N \E;O
R! R!
Rl R2 R3
.G a T H_u 12.C6
e H Br H
f H Cl F
h H H F

Abb. 82: Strukturformeln der untersuchten Substanzen
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Abb. 83: [*°S]GTPyS Bindungsexperimente (A) ausgewihlter muskarinischer Hybridverbindungen sowie (B)
ihrer allosterischen Molekiilanteile im Vergleich zu Iperoxo und Atropin an hM1-Rezeptoren in Membranen aus
CHO-Zellen. Dargestellt sind M.W = S.E.M. aus 3-6 unabhingigen Experimenten, die als Dreifachbestimmun-
gen ausgefiihrt wurden. (unverdffentlichte Daten von PD Dr. Christian Trénkle)

Bei den in Abb. 83 dargestellten [*°S]GTPyS-Bindungsexperimenten handelt es sich lediglich um
Rohdaten, weshalb eine detaillierte Interpretation der Daten bislang nicht moglich ist. Es konnte je-
doch gezeigt werden, dass die Chinolon-Iperoxo-Hybride tatsdchlich den M;-Rezeptor adressieren und
eine Wirkung hervorrufen. Bemerkenswert ist vor allem das Hybrid-Allosteren-Paar 31f-C6 und 32f-
C6, da sich diese in Wirksamkeit kaum unterscheiden, was dafiir spricht, dass die Wirkung allein

durch den allosteren Teil hervorgerufen wird.

Erste Ergebnisse deuten auf eine Aktivierung des G;-Signalwegs hin, was im Widerspruch zu der The-
se steht, dass M;-Rezeptoren bevorzugt eine G-Kopplung eingehen. Diese Befunde miissen jedoch in

verschiedenen Assays untersucht und verifiziert werden.
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Tabelle 3: Wirksamkeit (pECs,) und maximaler Ligand-Effekt (E,,.y) der aufgefiihrten Liganden in [*>S]JGTPyS

Bindungsexperimenten an Membranen von CHO-hM1 Zellen.

[P*SIGTPyS Bindungs-
parameter

Hybride pEC50 + %Emax M.W. +
S.EM S.EM.

Butylkette

32a-C4 4.05+1.33 |-47+£79

32e-C4 8.43+040 |23+3

32f-C4 9.56+0.33 |30+2

Hexylkette

32a-Cé 7.48+£0.37 | 25+3

32e-C6 7.69+0.23 |43+4

32£-Cé6 8.17+021 |61+4

32h-Cé6 7.19+£0.29 |25+3

Liganden

zum

Vergleich

Iperoxo 7.89+0.09 |99+3

Atropin 8.04+034 |-28+5

5-Nitro- 846+3.53 |55

isoxazolin

87

[*°S]GTPyS Bindungs-
parameter
Allostere pECso + | %E .« M.W.
Bausteine | S.EM + S.E.M.
Butylkette
31a-C4 566035 | -124+£54
31e-C4 9.55+0.59 | 13+3
31f-C4 9.87+047 |20+3
Hexylkette
31a-C6 6.11£0.34 | -69+21
31e-C6 6.09+0.39 | -65+21
31f-Ceé 796+022 | 74+ 11

Maximale Effekte wurden normalisiert auf den
maximalen Effekt von 100 uM Acetylcholin (=
100%), basale Effekte, gemessen in Abwesen-
heit von Testsubstanz, auf 0%. Die Analyse der
Daten erfolgte mit Hilfe einer Vier-Parameter-
logistischen Gleichung mit den Kurvenparame-
tern oberes Plateau, unteres Plateau (als Kon-
stante = 0 behandelt), ECs, und dem Stei-
gungsmall n. Dargestellt sind M.W. + S.E.M.
aus 3-6 unabhingigen Experimenten, die als

Dreifachbestimmungen ausgefiihrt wurden.
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2.6.3 Ergebnisse

Es konnte eine Synthese fiir allostere Modulatoren mit einem Chinolon-Grundgertist entwickelt wer-
den. Hierbei wurden Derivate hergestellt, die sowohl am Aromat als auch am Stickstoffatom unter-
schiedliche Substitutionsmuster aufweisen und weiterhin tiber ein Amid mit Spacern unterschiedlicher
Kettenldange verbunden sind. Einige Chinolon-Iperoxo-Hybride zeigten in ersten Untersuchungen Af-

finitdt zum M,-Rezeptor.

Hier werden in Zukunft noch einige Untersuchungen durchgefiihrt, um auf Basis der dadurch erhalte-

nen Struktur-Wirkungs-Beziehungen gezielt weitere Hybride herstellen zu konnen.

2.7 Fluoreszenz-Markierung

Neben den konventionellen Methoden die Affinitdit von GPCR-Liganden zu untersuchen, wie z. B.
Radioligand-Bindungsstudien stellen Techniken, die auf Fluoreszenz basieren, eine gute Alternative
dar. Diese haben gerade im Vergleich zu Radioligand-Bindungsstudien den Vorteil, dass keine beson-
deren Sicherheitsvorkehrungen getroffen werden miissen und weiterhin keine hohen Entsorgungskos-
ten anfallen. Darliber hinaus kann die Fluoreszenzmarkierung eingesetzt werden, wo Radioliganden
nicht verwendet werden konnen. So ist es beispielsweise moglich, multiparametrische Assays durch-
zufiihren, indem Fluoreszenzfarbstoffe kombiniert werden, die bei verschiedenen Wellenldngen emit-
tieren (siche hierzu auch Kapitel 2.1.2.1). Allerdings bringt auch diese Methode Herausforderungen
mit sich. Hierbei spielt vor allem die GroBe eine entscheidende Rolle, da der meist kleine Ligand mit
einem deutlich gréferen Farbstoff-Molekiil verlinkt werden muss. Dartiber hinaus darf die Affinitét

zum Rezeptor nicht beeinflusst werden.'>

Es gibt verschiedene Arten einen Liganden mit einem Fluoreszenzmarker zu versehen. Besonders
geeignete Bausteine zur Kopplung mit Aminen, die gerade in der medizinischen Chemie eine Rolle
spielen, sind Pyrylium-Salze, da sich ein primidres Amin in den Aromat unter Bildung eines
Pyridinium-Salzes einbauen kann. Aus diesem Grund wurden Pyrylium-Einheiten mit kleinen aroma-
tischen Einheiten verkniipft, wodurch einer der kleinsten blauen fluoreszierenden Chromophore ent-
stand. Dieser tiefblaue Farbstoff Py-1 gehort zu der neuen Klasse der sogenannten ,,Chamileon-
Marker“. Diese Bezeichnung geht auf ausgeprigte Verdnderung von Farbe und Fluoreszenz zuriick,
die durch Reaktion mit primidren Amino-Gruppen in wéssriger Losung unter Bildung von rot gefarbten
Konjugaten auftritt. Derartige Chaméleon-Marker weisen einige Vorteile auf, wie 1) die einfache Syn-
these, 2) einen deutlich sichtbaren Farbumschlag wihrend der Umsetzung mit einem Amin, 3) den
Ubergang von einem nicht oder nur schwach fluoreszierenden Farbstoff zu einem stark fluoreszieren-
den Konjugat aus Farbstoff und Ligand sowie 4) die gleich bleibende Ladung bei Reaktion mit dem
Farbstoff, d.h. an dieser Stelle keine signifikante Anderung der Polaritit. Derartige Farbstoffe kénnen
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auch fur die Aufkldarung der Bindung eines Liganden an G-Protein gekoppelte Rezeptoren verwendet

werden.'*°

Der folgende Abschnitt beschiftigt sich mit dem etablierten Pyrylium-Farbstoff Py-1 (siche Abb. 84).
Zunéchst sollte dieser hergestellt, die Synthese optimiert und der Farbstoff anschlieBend so modifiziert
werden, dass sowohl der Agonist Iperoxo, als auch allostere Modulatoren mit diesem verkniipft wer-

den konnen.

| Agonist/Alloster |

|
o o

®O N
| X
F
P 4
N
Py-1 Py-1 mit gekoppeltem Ligand

Abb. 84: Fluoreszenzfarbstoff Py-1 und Kopplung mit Alloster/Orthoster

2.7.1 Synthese

2.7.1.1 Synthese von 2,4,6-Trimethylpyrylium-tetrafluorborat

©

0O O HBF, | X
OH + )I\ )I\ 4
< 110 °C, 8h
0 NG
BF,
33
74 % (Lit.: 43%"7)

Abb. 85: Syntheseschema zur Herstellung des 2,4,6-Trimethylpyrylium-tetrafluorborats

Die Synthese des Farbstoffs Py-1 beginnt mit der Herstellung des 2,4,6-Trimethylpyrylium-
tetrafluorborats 33 nach Balaban et al.">” Ein groBer Uberschuss Essigsiureanhydrid sowie ein Trop-
fen HBF, wurden bei 100 °C zu fert-Butanol gegeben und die Mischung fiir 90 Minuten mikrowellen-
unterstiitzt auf 110 °C erhitzt. Die katalytische Menge an Sdure bewirkt zunichst die Eliminierung von

Wasser unter Bildung von Isobuten. Nach zweifacher Acylierung durch Essigsdureanhydrid entsteht 4-

89



Allgemeiner Teil

Methylhept-3-en-2,6-dion, das aufgrund dreier, in Konjugation stehender Doppelbindungen tiberwie-
gend in seiner tautomeren Form Oxodienol vorliegt (siche Abb. 86). Die Hydroxyl-Funktion greift in
einer intramolekularen Kondensationsreaktion am Carbonylkohlenstoff an. Dabei bildet sich unter
Wasserabspaltung der Pyrylium-Ring, wobei Tetrafluorborat als Gegenion fungiert. Die Reaktion
wurde diinnschichtchromatographisch verfolgt (Kieselgel, EtOAc). Nach Abkiihlen des Reaktionsge-
misches auf Raumtemperatur wurde die Losung eingeengt und mit 100 ml Diethylether versetzt. Der
entstandene Feststoff wurde abfiltriert und aus einem Ethanol/Methanol-Gemisch (1:1) mit einem
Tropfen HBF, umkristallisiert. Das Pyrylium-Salz wurde als weilles bis leicht gelbes Pulver isoliert,

wobei die Ausbeute im Vergleich zu Balaban ez al."”’ von 43 auf 74 % gesteigert werden konnte.

@
Coniom I Wl J = I

Diketon

b\ ek /IOJ\)\/OC
-
O/ -H,0 P\F

©

@
BF, Oxodienol
Abb. 86: Mechanismus der Bildung des Pyrylium-Salzes
2.7.1.2 Synthese von Py-1
©
BF,
@O
H O
X CH;CN, HBF,
+ e
Z MW
@ 0 e
BF,
B 33

Julolidin-9-carbaldehyd

34

85 % (Lit.: 65 %"

Abb. 87: Syntheseschema der Reaktion zu Py-1
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Um den Farbstoff Py-1 (34) herzustellen, wurde 2.4,6-Trimethylpyrylium-tetrafluorborat 33 mit 0.9
Aquivalenten Julolidin-9-carbaldehyd und einem Tropfen Tetrafluorborsiure in Acetonitril gelést und
anschliefend im Glasgefdl mikrowellenunterstiitzt auf 100 °C erhitzt, wobei sofort eine tiefblaue Fér-
bung erkennbar war. Die Reaktionskontrolle erfolgte UV-spektroskopisch im Bereich von 300-600 nm
(siche Abb. 88). Klassisch wurde diese Synthese von Hofelschweiger beschrieben und lieferte in 10-
miniitiger Reaktionszeit eine Ausbeute von 65 %."* Durch Einsatz von Mikrowellen sowie durch
Verwendung eines UV-Sensors konnte gezeigt werden, dass die Reaktion bereits nach 5 Minuten ab-
geschlossen war (siche Absorptionsdiagramm). Des Weiteren konnte die Ausbeute auf 85 % gesteigert

werden.

0.2 —

Absorption

| .\I.' \/\/\J
/”WV

Wellenldnge [nm]

510

Abb. 88: Absorptionsspektrum nach 0 Min (rot), 3 Min (blau) und 5 Min (griin).

Nach beendeter Reaktion wurde der Ansatz auf Raumtemperatur abgekiihlt und das Losungsmittel
entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, Chloroform / Metha-
nol). Hierbei wurden zunéchst Nebenprodukte mit Chloroform eluiert, das Hauptprodukt 34 (erkenn-
bar an der tiefblauen Farbe) wurde schlieBlich mit einer FlieBmittelmischung aus Chloroform und
Methanol im Verhéltnis 9:1 erhalten. Im Einklang zu Hofelschweiger zeigte sich, dass das Produkt in
Losung nicht stabil ist."*® Dies ist an der griin-Verfirbung der Losungen erkennbar. Zur Identifikation
der Zersetzungsprodukte wurden diese NMR-spektroskopisch untersucht, konnten aber aufgrund von

sehr vielen Verbindungen nicht charakterisiert werden.
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2.7.1.3 Einfiihren des Spacers

©
BF4@ BFy  (CH,)sOH

CH;CN
+ H,N—(CH,)fOH ——
MW

34 35
82 %

Abb. 89: Syntheseschema zur Umsetzung des Farbstoffs Py-1 mit Aminohexanol

Um 34 mit einem Agonisten oder einem Alloster umsetzen zu konnen, musste der Farbstoff zunéchst
mit einem Spacer umgesetzt werden. Hierzu wurde die Tatsache genutzt, dass Pyrylium-Salze unter
milden Bedingungen spezifisch mit primdren Aminen reagieren, wobei ein Pyridinum-Ion gebildet

wird. Diese Reaktion ist mechanistisch vollstindig aufgeklart.

©
BF,
OS) o.]_NHR? 0
| P Sl _ =5 N ~
R! R! R'RZHN
2H-Pyran divinyloges Amid Imino-enol Pyridinium

Abb. 90: Mechanismus der Reaktion von Pyrylium-Verbindungen mit priméren Aminen'>’

Das Amin addiert sich hierbei in Position 2 bzw. 6 zum 2H-Pyran. Aufgrund der relativen Kurzlebig-
keit dieses Intermediats kommt es zur spontanen Ring6éffnung und es bildet sich ein divinyloges Amid,
das wiederum zum Iminoenol tautomerisiert. Schlielich bildet sich der Ring zum Pyridinium unter

Wasserabspaltung (siche Abb. 90)."

Diese Reaktion wurde durchgefiihrt, indem Py-1 und 1-Amino-6-hexanol in Acetonitril gelost und
mikrowellenunterstiitzt im Glasgefdl innerhalb von 3 Minuten auf 100 °C erhitzt wurden. Auch hier
konnte die Reakionskontrolle mittels UV-Detektion durchgefiihrt werden. Anhand des Absorptions-
spektrums wurde das Reaktionsende nach 8 Minuten festgestellt (siche Abb. 91).

92



Allgemeiner Teil

Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde das Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde siu-
lenchromatographisch gereinigt (Kieselgel). Hierzu wurden zunichst die Nebenprodukte mit Chloro-
form und anschlieBend das Produkt 35 mit einem Gemisch aus Chloroform und Methanol

(CHCI13/MeOH 25:1, Rg= 0.41) eluiert, welches als tiefroter Feststoff erhalten wurde.
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Wellenldnge [nm]

Abb. 91: Absorptionsspektrum nach 0 Min (rot), 3 Min (blau), 5 Min (violett) und 8 Min (griin).

2.7.1.4 Versuche zur Umsetzung von 35

Um den Farbstoff 35 mit Iperoxo verkniipfen zu konnen, wird bei einer der beiden Verbindungen ein
Nukleophil, im anderen Molekiil eine Abgangsgruppe benétigt. Da Iperoxo-Base als tertidres Amin
bereits ein Nukleophil darstellt, sollte der Farbstoff so umgesetzt werden, dass er eine Abgangsgruppe
birgt. Hierzu muss die Hydroxylfunktion zunéchst in eine bessere Abgangsgruppe iiberfithrt werden.

Dies wurde auf unterschiedlichen Wegen versucht (siche Abb. 92)

a) Zu Beginn wurde eine Mesylierung durchgefiihrt. Hierzu wurde der rote Farbstoff 35 unter Argo-
natmosphédre in abs. Dichlormethan gelost und auf 0 °C gekiihlt. Es wurden Methansulfonsdure-
chlorid (MsCl) sowie Triethylamin zugetropft. Die Reaktionskontrolle wurde diinnschichtchromato-
graphisch durchgefithrt (CHCI;/MeOH, 2:1, Anfiarbereagenz: Kaliumpermanganat). Da sich nach 2
Tagen Riithren bei Raumtemperatur keine ausreichende Umsetzung erkennen lie3, wurden erneut Tri-
ethylamin und MsCI zugegeben. Nach weiteren 24 Stunden ohne Umsetzung wurde die Mischung fiir
4 Stunden unter Riickfluss erhitzt. Im Anschluss wurde die Mischung auf Wasser geschiittet, 2N Salz-
sdure zugegeben und mit Dichlormethan extrahiert. Der Farbstoff wurde versucht sdulenchromatogra-

phisch zu reinigen, das erwartetet Produkt konnte jedoch nicht isoliert werden.
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Abb. 92: Syntheseschema zur Umsetzung von 35

b) Um eine Tosylierung durchzufiihren, wurde 35 in abs. Dichlormethan vorgelegt und die Losung auf
0 °C gekiihlt. Es wurden N-Methylmorpholin sowie p-Toluolsulfonsidurechlorid zugegeben und eine
halbe Stunde bei 0 °C geriihrt. AnschlieBend wurde die Reaktion auf Raumtemperatur erwérmt und 24
Stunden geriihrt. Die diinnschichtchromatographische Reaktionskontrolle (Kieselgel, CHCl;/MeOH,
1:2) zeigte den roten Edukt-Fleck, der mit der FlieBmittelfront mitlief und einen weiteren, gelben
Fleck, mit einem Re-Wert von 0.03. Es zeigte sich jedoch, dass sich auch der rote Fleck mit der Zeit
gelb verfirbte, was darauf schlieBen lésst, dass es sich bei diesem um ein Abbauprodukt handelt. Es
wurde dennoch eine Sdulenchromatographie durchgefiihrt (Kieselgel, CHCl;/MeOH, 1:2), ein Produkt

konnte allerdings nicht isoliert werden.

c) Mittels einer Appel-Reaktion sollte die Hydroxyl-Gruppe durch ein Bromid ausgetauscht werden.
Hierzu wurde 35 in Anlehnung an Barros ef al.'™ in abs. Acetonitril geldst, Triphenylphosphin,

Tetrabromkohlenstoff, sowie Pyridin zugegeben und die Mischung bei Raumtemperatur geriihrt. Hier-
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bei zeigte sich zunéchst eine hellorange Farbung der Losung (bei Zugabe des Tetrabromkohlenstofts),
bei Zugabe von Pyridin erneut ein Farbumschwung zu dunkelrot. Es wurde 24 Stunden bei Raumtem-
peratur gerithrt. Die Reaktionskontrolle mittels Diinnschichtchromatographie (Kieselgel,
MeOH/CHCIs;, 2:1) zeigte zwei getrennte Flecken, Ry=0.85 und Rp=0.02. Durch sdulenchromatogra-
phische Reinigung konnte allerdings keine vollstdndige Trennung der beiden Substanzen erreicht wer-

den. Die "H-NMR-spektroskopische Analyse der Mischfraktionen zeigte nicht die Zielverbindung.

d) Eine weitere mogliche Aktivierung eines Alkohols erfolgt iiber die Bildung eines Triflats. Hierzu
wurde der Farbstoff 35 in abs. Dichlormethan gelost, die Losung auf 0 °C gekiihlt, Pyridin sowie Tri-
fluormethansulfonsdureanhydrid zugegeben, die Mischung langsam auf Raumtemperatur erwiarmt und
24 Stunden geriihrt. Es wurde auf Wasser gegossen und mit Dichlormethan extrahiert. Der erhaltene
rot-braune Feststoff wies viele Verunreinigungen im Diinnschichtchromatogramm auf, die auch mit

einer sdulenchromatographischen Reinigung nicht abtrennbar waren.

Zur Uberfiihrung der Hydroxlgruppe in eine Abgangsgruppe wire dariiber hinaus die Umsetzung mit

PBr; denkbar. Diese Variante sollte in kiinftigen Versuchen auf diesem Gebiet untersucht werden.

Da die Versuche, die Hydroxyl-Funktion im funktionalisierten Farbstoff-Molekiil 35 in eine gute Ab-
gangsgruppe zu lberfithren, scheiterten, wurde ein alternativer Weg gesucht. Hierzu sollte der Ago-
nist, der mit dem Farbstoff markiert werden sollte, hier Iperoxo, so umgesetzt werden, dass er zum
einen bereits eine Alkyl-Kette als Spacer aufweist und zum anderen ein primires Amin triagt, das sich

nach dem oben beschriebenen Mechanismus in den Pyrylium-Ring einbauen kann (siche Abb. 93).

N X S/
O\j/o \/\N/ /\/iIBr MeCN O/N\ o / Br
/
/ + Br NH2%"> \J %\N/\/\NH2
9 55°C |®

Abb. 93: Syntheseschema zur Umsetzung von Iperoxo-Base mit 3-Brompropylamin-Hydrobromid

Iperoxo-Base 9 wurde in einem Acetonitril-Chloroform-Gemisch im Verhéltnis 5:1 vorgelegt und 3
Aquivalente 3-Brompropylamin-Hydrobromid sowie eine katalytische Menge KI/K,CO; zugegeben
und die Mischung im Glasbombenrohr bei 55 °C geriihrt. Nach einer Woche bildete sich in der gelben
iiberstehenden Losung ein rotbraunes Ol. Es wurde dekantiert, das Ol in Methanol aufgenommen und
versucht mit Diethylether auszufdllen. Es wurde 24 Stunden bei 4 °C gelagert und der entstandene
Feststoff abfiltriert. Dabei bildete sich wiederum ein Ol, das sich auch durch Umkristallisieren mit
Ethanol und Methanol nicht reinigen lie3. Die Reaktion wurde erneut bei einer Temperatur von 65 °C

durchgefiihrt, doch auch hier konnte die Zielverbindung nicht dargestellt werden.
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Da sich Iperoxo-Base 9 nicht mit 3-Brompropylamin umsetzen lie, wurde versucht Py-1 mit diesem
Amin umzusetzen, um somit ein Farbstoff-Molekiil zu erhalten, das bereits einen Spacer sowie eine

Abgangsgruppe tragt (siche Abb. 94).

34

Abb. 94: Umsetzung von Py-1 mit 3-Brompropylamin-Hydrobromid

Zu Beginn wurde aus 3-Brompropylamin-Hydrochlorid die freie Base isoliert. Hierzu wurde das Salz
in dem. Wasser gelost, der pH-Wert der Losung mittels 1 M Natriumhydroxid-Losung auf 11 einge-
stellt und mit Dichlormethan extrahiert. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Magnesiumsulfat
wurde das Losungsmittel entfernt. Es konnte lediglich eine stark verunreinigte freie Base erhalten
werden. Aus diesem Grund wurde die folgende Umsetzung mit dem Hydrobromid durchgefiihrt. Py-1
wurde in Acetonitril gelost und 3 Aquivalente 3-Brompropylamin-Hydrobromid zugegeben. Da keine
Farbverdanderung erkennbar war, die auf die Bildung des Pyridinium-Ions schlieBen lassen konnte,
wurden 3 Tropfen 2 M Kaliumhydroxid-Losung zugetropft. Bereits nach wenigen Minuten zeigte sich
ein Farbumschwung von blau nach violett und schlielich zu rot. Die diinnschichtchromatographische
Reaktionskontrolle (Kieselgel, n-Butanol/Wasser/Eisessig 70:15:15) zeigte einige Verbindungen,
weshalb eine Reinigung mittels Sdulenchromatographie durchgefiihrt wurde. Die erhaltenen Fraktio-
nen zeigten allerdings ein Gemisch aus einer gelben (R¢ = 0.72) und einer roten Verbindung (R¢ =
0.55), bei der es sich um die Zielverbindung handelte. NMR-spektroskopische Untersuchungen zeig-
ten ebenfalls, dass das Produkt entstanden war, allerdings war die Reinheit nicht zufriedenstellend.
Aufgrund der geringen Menge konnte keine weitere Reinigung vorgenommen werden, weshalb ein
neuer Versuch mit vierfacher Ansatzgro3e durchgefiihrt wurde. Da auch hierbei die sédulenchromato-
graphische Reinigung verunreinigtes Produkt lieferte wurde der erhaltene rote, leicht 6lige Feststoff
zundchst mit Diethylether gewaschen. Da auch dies keine zufriedenstellende Reinigung bewirkte,
wurde erneut eine Sdulenchromatographie unter gleichen Bedingungen, jedoch mit einer verdoppelten
Sdulenldnge durchgefiihrt. Die dabei erhaltene Fraktion war erneut verunreinigt, wurde zunichst mit

Dichlormethan gewaschen und aus Methanol umkristallisiert. Da auch dies nicht zum Ziel fiihrte,
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wurde erneut eine Siulenchromatographie durchgefiihrt, jedoch mit variiertem FlieBmittelgemisch
(Kieselgel, CHCI;/MeOH 2:1). Zwar konnte mit diesem Schritt eine deutliche Verbesserung der Rein-
heit erzielt werden, es waren jedoch noch immer Verunreinigungen erkennbar, so dass nach einer op-

timierten Reinigungsmethode gesucht werden muss.

2.7.2 Ergebnisse

Der Farbstoff Py-1 konnte erfolgreich synthetisiert werden und die Synthese mithilfe von UV/Vis-
Detektion mikrowellenunterstiitzt optimiert werden. Die Umsetzung des Farbstoffes mit 1-Amino-6-
hexanol lieferte einen tief-roten Farbstoff 35 in zufriedenstellenden Ausbeuten. Die Uberfiihrung der
Hydroxyl-Funktion in eine gute Abgangsgruppe gelang weder durch Bildung eines Mesylats, Tosylats
oder Triflats noch mit Hilfe einer Appel-Reaktion. Eine neue Strategie, die eine Umsetzung des Ago-
nisten beinhaltete, der schlieBlich mit dem Farbstoff verkniipft werden sollte, fiithrte ebenfalls nicht zur
Zielverbindung. SchlieBlich konnte durch Umsetzung des Farbstoffs Py-1 mit 3-Brompropylamin-
Hydrobromid die Bildung des Produktes erwirkt, bislang jedoch keine geeignete Reinigungsmethode
entwickelt werden. Da dieser Syntheseschritt am vielversprechendsten ist, sollten auf diesem Gebiet

weitere Versuche durchgefiihrt werden.
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3 Zusammenfassung

Die Subtypselektivitdt von Liganden fiir einzelne Rezeptoren, deren Aktivierung und die anschlieen-
de Signalweiterleitung sind bis heute weitestgehend ungeklért. Die hier synthetisierten Liganden-
Gruppen sollen helfen, die verschiedenen Prozesse am muskarinischen Rezeptor und seinen Subtypen

zu verstehen. Die Einzelprojekte werden im Folgenden vorgestellt.

1) Um mittels FRET-Mikroskopie den Einfluss von allosteren Modulatoren, die sich von W84 bzw.
Naphmethonium ableiten, in Bezug auf die Konformationsédnderung aktivierter Rezeptoren untersu-
chen zu konnen, wurden die bekannten allosteren Bausteine sowie eine Reihe neuer Derivate syntheti-
siert. Alle untersuchten Substanzen zeigten einen hemmenden Effekt auf die mit dem Agonisten Iper-
oxo vorstimulierten Rezeptoren. Das heif3t, die Verbindungen lieBBen sich als negative allostere Modu-

latoren charakterisieren.

9 Bre o Bre
@ NN N (CHy),~CH @ NTNTON—(cy,~Br
§\< X | §\< X |
0 o
n=2,5,6 n=4,6,7,8
0 2B

X @ /
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—{ /
@;«N/\(\ |

Abb. 95: Synthetisierte allostere Modulatoren

Ar = Phth, Naph
X =H, CH;

2) Da Iperoxo aufgrund seiner groflen agonistischen Aktivitdt ein interessantes Werkzeug fiir die
Grundlagenforschung darstellt, war es von groler Bedeutung, eine schnelle und reproduzierbare Syn-
these zu gewdhrleisten. Ausgehend von Propargylalkohol wurde in einer Mannich-Reaktion 4-
Dimethylamino-but-2-en-1-0l 10 gebildet, was mit dem zuvor hergestellten 3-Nitro-A’-isoxazolin 6
zur Iperoxo-Base 9 umgesetzt wurde. Neben einer deutlichen Ausbeutesteigerung ist nun die Repro-

duzierbarkeit im Gegensatz zu der von Dallanoce et al.'” publizierten Synthese gewihrleistet.
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Abb. 96: Syntheseschema zur Herstellung von Iperoxo-Base

3) Um den Einfluss der Kettenldnge der Hybride Iper-6-Phth und Iper-6-Naph auf die agonistische
Aktivitdt und Subtypselektivitiat der Substanzen untersuchen zu kénnen, wurde versucht, Hybride ver-

schiedener Kettenldngen herzustellen. Dabei konnte Iper-4-Phth erhalten werden.

X
@% N/\(\?\I/—(CHz)n—?\I//\O
%‘( x | \

Ar=Phth, X=H, n=4,6
Ar=Naph, X=CH;3,n=6

Abb. 97: Strukturformeln der synthetisierten Hybride

4) Weiterhin sollte der Einfluss der Alkylkette am Stickstoff-Atom auf die Wirksamkeit in Bezug auf
Affinitdt und Zellantwort des Iperoxo-Molekiils ohne allosteren Modulator analysiert werden. Hierzu

wurden die N-alkylierten Iperoxo-Derivate mit den Kettenldingen C2 bis C10 synthetisiert (sieche
Abb. 98).

@

=k

R = Ethyl - Decyl

Abb. 98: Synthetisierte N-alkylierte Iperoxo-Derivate
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Mithilfe von Radioligand-Bindungsstudien und der dynamischen Massenumverteilung sollte die
konformative Anderung des Rezeptors durch Aktivierung und die Signalweiterleitung untersucht wer-
den. Durch Verldangerung der N-Alkylkette zeigte sich ein Wirksamkeitsverlust, d. h. die Dosis-
Wirkungs-Kurven der prozentualen Zellantwort wurden im Vergleich zu denen des Iperoxos nach
rechts verschoben. In Untersuchungen an der Rezeptor-Mutante CHO-hM,-Y104**°A zeigte sich zu-
dem, dass fiir den maximalen Effekt eine deutlich hohere Konzentration der Iperoxo-Derivate benotigt
wird, wobei dieser Wirksamkeitsverlust im Vergleich zum Rezeptor-Wildtyp fuir Iperoxo selbst am
stirksten ausgepragt ist. Allerdings weisen Iperoxo und seine N-alkylierten Derivate an dieser Mutante
eine hohere intrinsische Aktivitdt auf als die Kontrollverbindungen Oxotremorin M, C1-IP-C1 und

Acetylcholin.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Iperoxo ebenso wie Oxotremorin, Acetylcholin, aber auch die
kurzkettigen Iperoxo-Derivate neben dem Gi-Signalweg auch den Gs-Weg aktivieren konnen, wohin-

gegen die langkettigen Derivate eine G;-Signalwegs-Selektivitit aufweisen.

5) In Analogie zu den N-alkylierten-Iperoxo-Derivaten sollten Untersuchungen mit den Antagonisten
N-Alkyl-Atropin und -Scopolamin durchgefiihrt werden. In beiden Féllen zeigte das N-Methyl-
Derivat eine hohere Affinitdt zum Rezeptor als der jeweilige Antagonist selbst, was auf die durch
Alkylierung generierte positive Ladung zuriickzufiihren ist. Durch Verldngerung der Alkylketten ist
jeweils eine Abnahme der Affinitdt zu beobachten. Die Affinitét findet ebenfalls in beiden Féllen mit
dem Butyl-Derivat ihr Minimum. Der anféingliche Affinitdtsverlust ldsst sich durch die zunehmende
sterische Hinderung des Molekiils erkldren, der spdtere Anstieg bei einer Alkylkette linger als C4

deutet auf eine Wechselwirkung dieser langen Alkylkette mit einer weiteren (allosteren) Bindungsstel-

le hin.
Hale
R ©&/
N Atropin: R = Methyl, Butyl - Octyl
Scopolamin: R = Ethyl, Propyl, Pentyl - Octyl
@)
OH
0)
O

Abb. 99: Synthetisierte N-alkylierten Antagonisten

Da fiir die rdumliche Anordnung der Liganden in einer Bindungstasche die genaue Konformation des
Molekiils entscheidend ist, wurden die Antagonist-Derivate NMR-spektroskopisch untersucht, um

mithilfe des NOE-Effekts die Konfiguration am Stickstoff-Atom, d. h. die Stellung der Alkylkette,
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feststellen zu konnen. Anders als zundchst erwartet, liegen in allen hier hergestellten Derivaten die

Methylgruppen in axialer und die Alkylketten in dquatorialer Lage vor.

6) Ausgehend von Iperoxo sollten dualstere Liganden entwickelt werden, die durch geeignete allostere
Modulatoren selektiv nur einen Rezeptor-Subtyp adressieren und diesen durch Iperoxo aktivieren soll-
ten. Hier fiel die Wahl zunichst auf die von Esteban et al.'** als selektive allostere Modulatoren des
Mj-Rezeptors beschriebene Substanzklasse der Thienopyridine. Einige Vorstufen des Thienopyridin-
Grundgertists konnten hergestellt sowie eine Stufe durch mikrowellenunterstiitzte Synthese unter An-
wendung von Echtzeit-UV/Vis-Kontrolle optimiert werden. Da jedoch das Einfithren eines Spacers in
die Vorstufe 2,4,6-Dihydroxy-4-methylnicotinnitril nicht gelang, konnte der Thienopyridin-

Grundkorper nicht vollstéindig aufgebaut werden und somit keine Verkniipfung mit Iperoxo erfolgen.

7) Ein weiterer Ansatz zur Herstellung dualsterer Liganden befasste sich mit den von Kuduk et al.'*
als selektive allostere Modulatoren des M;-Rezeptors beschriebenen 1-Benzyl-4-oxo-1,4-
dihydrochinolin-3-carbonsduren. Hierfiir wurde ausgehend von verschieden substituierten Anilin-
Derivaten das Chinolon-Grundgeriist aufgebaut, ein Benzyl- bzw. Methylenpyridin-Rest und schlieB-
lich Spacer mit verschiedenen Kettenldngen eingefiihrt. Abschliefend wurden die Chinolon-Derivate
mit der Iperoxo-Base umgesetzt. Ergebnisse der ersten pharmakologischen Untersuchung zeigten, dass
die Hybride tatséchlich an den M;-Rezeptor binden. Allerdings deuten einige Ergebnisse auf eine Ak-
tivierung des Gj-Signalwegs hin, was im Widerspruch zu der von M;-Rezeptoren bevorzugten G-
Kopplung steht. Diese Befunde ebenso wie die Selektivitdt der Substanzen zum M;-Rezeptor missen

in weiterfithrenden Studien tiberpriift werden.

Bre
R2 / n=46 R'=F,R2=R}=H
R'=R3=H,R?*=Br

R2 N \E;o R'=H,R>=CL,R}=F
R'=R?=H,R*=F

Abb. 100: Synthetisierte Iperoxo-Chinolon-Hybride

8) Neben Radioligand-Bindungsstudien stellen Fluoreszenzmarkierungen eine Alternative dar, die
Affinitdt von GPCR-Liganden zu untersuchen. Hierfiir sollte Iperoxo mit dem Fluoreszenzmarker
Py-1 gekoppelt werden. Die Herstellung des Farbstoffs gelang, wobei die Synthese hinsichtlich Aus-
beute und Zeitersparnis mikrowellenunterstiitzt unter Verwendung eines UV/Vis-Sensors optimiert
werden konnte. Dariiber hinaus konnte ein Spacer in das Farbstoffmolekiil eingefiihrt werden. Ver-
schiedene Versuche den Farbstoff so umzusetzen, dass er mit Iperoxo gekoppelt werden kann, schei-

terten jedoch.
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©
BF4e BF,  (CHy)sOH
®O ®N\
Z
CH:CN
+ H,N—(CH,)§OH ——— >
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N
Py-1 Py-1 + Spacer

Abb. 101: Strukturformeln des Farbstoffs Py-1 und Py-1 mit verkniipftem Spacer
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4 Summary

The subtype-selectivity of ligands for receptors and the corresponding subtypes, their activation and
the subsequent signalling is still largely unknown. The synthesized groups of ligands, described here
were designed to understand the various processes at the muscarinic receptor subtypes. The single

projects will be discussed below.

1) In order to examine the influence of allosteric modulators derived from W84 and Naphmethonium
on the conformation of an activated receptor by means of FRET-microscopy, the allosteric building

blocks were synthesized.

//Z) Br® //Z) Br®
X ® X ®
@% N/\IV\N/—(CHz)n—CH3 @3 N/\IV\N/—(CHz)n—Br
§\< X | g\( X |
0 0
n=2,56 n=4,6,7,8

O 2 Bre
3/( X @ / \e Ar = phth, naph
@ N/\(\N—(CHz)g—N\/ X =H, CHs

| |

Abb. 102: Structure of the synthesized allosteric modulators

All substances showed an inhibitory effect on the receptors pre-treated with the agonist iperoxo. That

is to say that they behave as negative allosteric modulators.

2) Due to its high potency iperoxo is an important tool for basic research. In the past the availability of
this compound was limited because of the elaborate chromatography and low reproducibility of the
existing synthesis developed by Dallanoce e al.'” Thus a new synthesis pathway was established. By
means of a Mannich reaction and using 2-propyn-1-ol alcohol as a starting material the amino-butinol
10 was obtained. Product 10 was converted to iperoxo-base 9 by the reaction with 3-nitro-A*-
isoxazolin 6 (see Abb. 103). Besides reducing the reaction time and increasing the overall yield -

compared to the known synthesis of Dallanoce ez al.'” - the reproducibility was now ensured.
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HO/ — \(\/ONO + Cl/\/\Br
dimethylamine

CuSO,5H,0, H,SO,\ formaldehyde NaNO,, DMSO
\N_ N
— / + O\/_\y/NOZ
HO 10 .
NaH, THF

Abb. 103: New synthesis pathway to iperoxo-base

3) To investigate the influence of the chain-length in the hybrid compounds iper-6-phth and iper-6-

naph on the agonistic activity and the subtype-selectivity, efforts were made to develop derivatives

with different N-alkyl-chains. The synthesis of iper-4-phth was successful.

3//( X @/ o/ /k)
Ar N N—(CHz)
3\( X
(0)
Ar =phth, X =H, n=4,6
Ar=naph, X=CHj, n=6

Abb. 104: Structure of the synthesized hybrid-compounds

4) Furthermore the influence of the N-alkyl-chain-length on the potency of iperoxo having no allos-

teric building block was to be examined. Therefore the iperoxo-base was N-alkylated with different

bromoalkanes (ethyl-decyl).

@

=

R = ethyl - decyl

Abb. 105: Synthesized N-alkylated iperoxo-derivatives
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It was aimed to study the change of the conformation on receptor activation and signalling by means
of radioligand binding studies und dynamic mass redistribution. The elongation of the N-alkyl-chain
length resulted in a loss of potency compared to iperoxo. All iperoxo derivatives lose potency at the
CHO-hM,-Y 104** A-receptor-mutant compared to the receptor wildtype, which was especially pro-
nounced with iperoxo itself. However, for this receptor-mutant iperoxo and its N-alkylated derivatives
had a higher intrinsic activity than the control compounds oxotremorine-M, C1-IP-C1 and acetylcho-

line.

Beyond this, it could be demonstrated that iperoxo, as well as oxotremorine M, acetylcholine and the
short-chain derivatives have the ability to activate not only the Gj-, but also the Gg-signal-pathway,

whereas the long-chain derivatives show selectivity for the G;-pathway.

5) In analogy to these agonistic derivatives the antagonists atropine and scopolamine were N-
alkylated. In both cases radioligand binding studies revealed that the methyl derivatives had a higher
affinity to the receptor than both antagonists themselves. This might be caused by the generated posi-
tively charged nitrogen atom. The extension of the chain length leads to a loss of affinity, which has a
minimum at the butyl-derivatives in both antagonists. The initial loss of affinity is ascribed to the
steric hindrance and the subsequent gain of affinity for derivatives with a longer chain length indicates

an interaction of this alkyl-chain with a second (allosteric) binding-site.

Hale
R.®/
N atropine: R = methyl, butyl - cctyl
scopolamine: R = ethyl, propyl, pentyl - octyl
@)
OH
O
@)

Abb. 106: Synthesized N-alkylated antagonist-derivatives

For the special arrangement in the binding pocket it is essential to know the exact configuration of the
ligand. The synthesized N-alkylated antagonists were examined via NMR-spectroscopy. By using the
NOE-effect, the position of the methyl-groups and the alkyl-chains, respectively, were revealed. Con-

trary to expectations all derivatives bear their methyl-group in axial position.

6) On the basis of iperoxo, dualsteric ligands should be developed which selectively address only one
muscarinic subtype, using a suitable allosteric modulator and simultaneously activate the receptor via
iperoxo. The first allosteric building block used was the substance class of thienopyridines, which
were described as selective allosteric modulators of the My-receptor-subtype (Esteban et al.'**). Pre-

cursors of this compound were synthesized and one step could be optimized in a microwave enhanced
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reaction using a UV/Vis-sensor. Since no spacer could be inserted in the precursor 2,4,6-dihydroxy-
methylnicotinonitrile, the thienopyridine skeleton could not be completely established and for this no

coupling with iperoxo-base was accomplished.

7) A further building block for the design of dualsteric hybrid compounds was the 1-benzyl-4oxo-1,4-
dihydroquinoline-3-carboxylate, described as selective allosteric modulators of the M;-receptor
(Kuduk ef al.'**). Starting from differently substituted anilines the quinolone skeleton was built up, the
nitrogen-atom was alkylated with benzyl- or methylpyridine-residues, respectively, and finally spacers
in various chain-lengths were added to the carboxylate. Subsequently the derived quinolones were
coupled with iperoxo-base. In fact preliminary pharmacological results revealed the synthesized hy-
brids to address the M;-receptor-subtype. However, findings indicate, that the substances activate the
Gi-signal pathway, which stands in contradiction to the thesis, that M;-receptors preferably undergo a

Gq-coupling. These results as well as the M;-subtype selectivity have to be verified in further studies.

Bre
R3 / n=46 R'=F,R2=R}=H
R!'=R3=H,R?>=Br

| N
R N \E;O R'=H,R2=CLR}=F
R'=R?=H,R*=F

Abb. 107: Synthesized quinolone-iperoxo-hybrid-compounds

8) Besides radioligand binding studies the introduction of fluorescence markers provides an alternative
to investigate the affinity of GPCR ligands. For this reason iperoxo should be coupled with the fluo-
rescence marker py-1. While attempts to activate the dye in order to enable the reaction with iperoxo
base failed, the synthesis of this dye was optimized by microwave enhanced reaction using an UV/Vis-

sensor and also a spacer was inserted.

©
BF, pr,> (M5O
®O @N
| AN
 a
CH;CN 2
+ H,N—(CH,)zOH ——»
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N
Py-1 Py-1 + spacer

Abb. 108: Structures of the dye Py-1 and Py-1 bearing a spacer
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5 Experimenteller Teil

5.1 Allgemeine Angaben

5.1.1 Verwendete Gerite

Schmelzpunkte:
Schmelzpunktapparatur MPD350:BM 3.5, Fa. Sanyo Gallenkamp BV, Holland. Alle angegebenen

Schmelzpunkte sind unkorrigiert.

IR-Spektren:
Jasco FT-IR-Spektrometer 6100, Fa. Jasco GmbH, Gross-Umstadt, Deutschland. Alle Spektren wur-

den mit einer Diamant-ATR-Einheit aufgenommen. Die Banden sind in cm™ angegeben.

'"H-NMR-Spekiren:
Bruker Kernresonanzspektrometer AV 400 (400.132 MHz), Fa. Bruker BioSpin MRI GmbH, Ettlin-

gen, Deutschland. Als interner Standard werden die Mittelpunkte der Restsignale der deuterierten L6-

sungsmittel verwendet (DMSO-dg: 2.50 ppm).

C-NMR-Spektren:
Bruker Kernresonanzspektrometer AV 400 (100.613 MHz), Fa. Bruker BioSpin MRI GmbH, Ettlin-

gen, Deutschland. Als interner Standard werden die Mittelpunkte der Restsignale der deuterierten Lo-
sungsmittel verwendet (DMSO-dg: 39.52 ppm). Zur Beschreibung der Multiplizitit (M) der spektros-
kopischen Daten werden folgende Abkiirzungen verwendet: s = Singulett, d = Dublett, dd = Dublett
vom Dublett, dt = Dublett vom Triplett, t = Triplett, quar = Quartett, quin = Quintett, m = Multiplett,
bs = breites Signal.

Mikrowelle:

Milestone MLS-Ethos 1600, Mikrowellen-Laborsysteme, Leutkirch, Deutschland. Reaktionen im of-
fenen System wurden in Dreihalskolben durchgefiihrt. Reaktionen im geschlossenen System wurden
in einem Bombenrohr aus Polytetrafluorethylen (PTFE, 3.0 cm Innendurchmesser, 18 cm Lange) um-

mantelt mit einem Polyetheretherketon-Rohr (PEEK) durchgefiihrt.
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5.1.2 Chromatographie

Diinnschichtchromatographie:

DC-Alufolien Kieselgel 60 F,s4, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland. DC-Fertigplatten SIL 625 UV254,

Fa. Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland.

Saulenchromatographie: Kieselgel 60, 0.063-0.2 mm (70-320 mesh), Fa. Merck, Darmstadt, Deutsch-
land.

5.1.3 Chemikalien und Losungsmittel

Die Chemikalien und Losungsmittel wurden von folgenden Firmen bezogen:
Acros Organics, Geel, Belgien

Lancaster, Frankfurt / Main, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

VWR International, Darmstadt, Deutschland

Trocknungsprotokoll:

Aceton wurde tiber CaSO, x 0.5 H,O abdestilliert. Ethanol und Methanol wurden chemisch mit Mag-
nesiumspianen getrocknet und nachfolgend abdestilliert. DMF wurde tiber Phosphorpentoxid refluxiert
und bei 40 mbar destilliert. THF wurde zwei Stunden tiber einer Na/K-Legierung refluxiert und an-
schlieBend im Vakuum abdestilliert. Alle oben aufgefiihrten Losungsmittel wurden im Anschluss tiber
Molekularsieb unter Argonatmosphire aufbewahrt. Fiir die Reaktionen wurde ausschlielich demine-

ralisiertes Wasser verwendet.

5.1.4 Abkiirzungsverzeichnis

abs.: absolutiert konz.: konzentriert
Aq.: Aquivalente MeOH: Methanol

d: Tag(e) Mr: molare Masse
dem.: demineralisiert MeCN: Acetonitril
DCM: Dichlormethan PE: Petrolether
DMF: Dimethylformamid Ph,0: Diphenylether
DMSO: Dimethylsulfoxid Re: Retentionsfaktor
Et,0O: Diethylether Smp: Schmelzpunkt
EA: Ethylacetat THF: Tetrahydrofuran
EtOH: Ethanol

FS: Feststoff

h: Stunde(n)
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5.2 Synthesevorschriften und analytische Daten

5.2.1 Synthese allosterer Modulatoren und ihrer Vorstufen

5.2.1.1 Synthese der N-[3-(N‘,N‘-Dimenthylamin)propylphthalimid- bzw. naphthalimid-

Derivate 1a-1¢

1a 1b:R=H,X=H
le: R=H, X=CH;

Die Synthese der Verbindungen 1a-1¢ wird analog der Vorschrift von Schmitz ez al.* durchgefiihrt.

Tabelle 4: Allgemeine Daten

Verb | Summenformel Mr Smp Dauer Ausbeute Aussehen
[g/mol] [°C] [h] [%]
89 39 82 .
la C13H4N,O, 232.3 (Lit.:3989) 0.5 (Lit.: 9139) weiller FS
89 119 89
1b C17H13N202 282.3 (th 1 1989) 3 (th 9089) hellbrauner FS
89 111 83
1c Ci9H2»N>O, 3104 (Lit:11 289) 2.5 (Lit.: 8 689) hellbrauner FS
88,92, 96,160

Die spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten Daten.
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5.2.1.2 Synthese der verkiirzten allosteren Bausteine 2a-2e

O Bre 0 B
\ SEOGX

N/\/\Nﬁn\ N/\F\N,e*)n\
R S E

O O

2a:n=2 2¢:n=2,X=H

2b:n=>5 2d:n=6,X=H

2e:n=2, X=CH;

1.00 - 4.00 mmol des jeweiligen Phthal- bzw. Naphthalimidis werden in 5 ml abs. Acetonitril geldst,
mit einem 10- bis 15-fachen Uberschuss des entsprechenden 1-Bromalkans um die Reaktionswahr-
scheinlichkeit zu erhhen sowie einer Spatelspitze KI/K,CO; versetzt und die Mischung im Glasbom-
benrohr bei 60 °C erhitzt. Der sich bildende Niederschlag wird abfiltriert, mit Et,O gewaschen und

tiber Phosphorpentoxid im Vakuum getrocknet.

Tabelle 5: Allgemeine Daten

Verb | Summenformel Mr Smp Dauer Ausbeute Aussehen
[g/mol] [°C] [%0]

% 209-212 2%h 99 .

207 | CiotnBrNO; 135531 (15t 1199.200%) | (Lit: 160%) | (Lit: 56 | WeiBer S
90 185 24 h 73 .

2b™ | CioHooBrNoO2 | 3974 1141971899 | (Lit:200%) | (Lit: 59%) | WeiBer FS

2c | CoHasBrN,O, | 4053 219-224 40d 66 weiBer FS

2d | CoHuBrN.O, | 4614 198-200 2d 41 weiBier FS
91 195-196 3 43 .

2e7 | CoboBrN:Or | 4334 1 h 060y | (Lies 8y | (Lit: 710 | WeiBer FS

Die spektroskopischen Daten der Verbindungen 2a, 2b und 2e entsprechen den in der Literatur’’

mitgeteilten Daten.

Tabelle 6: IR [cm™]

2¢ | 739,887, 1587, 1650, 1693, 2966, 3008, 3364

2d | 728, 895, 1584, 1652, 1693, 2922, 3039
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Tabelle 7: '"H-NMR (DMSO-ds, § [ppm], J [Hz])

Verb | Harom. NCH, | NCH,CH, | CH,N" N'(CH3), | Alkyl
- 3.18-3.22 0.88
7.90 (2H, dd, J=8.3/7.3), | 414 15 5o 5 16 | (2H, m), 298 | 3H,t,J=7.3),
2 | 849 2H,dd,/=8.3009), | @M.t | R0 | BRI AR O
8.52 (2H, dd, J=7.3/1.0) | J=6.4) Ot Ol
0.85
3.21-3.25 3
2q | 790 QH. dd, -82/73), ?2'1};‘ 208216 | @, m), 2.99 (13; 2’8{1_65?))’
8.48-8.52 (4H, m) 2L oHm) (337342 | 6H,s) | > br),
J=6.4) Ot 1.56-1.65
’ (2H, m)

Tabelle 8: >C-NMR (DMSO-dg, & [ppm])

Verb Cquid CHarom anrom. NCHZ NCH2CH2 (szNJr N+(CH3)2 Alky1
127.2,
2¢ 163.7 | 130.7, 122.1, 36.9 21.2 611, 49.8 10.4,15.3
131.3 64.4
134.3
127.1, | 122.0,
2d | 163.6 130.7, | 1274, | 36.8 21.2 ggg’ 49.8 égz’ ;é(s)’ ,;Z(l)g,
134.3 131.2 ) TomT e

5.2.1.3 Synthese der Zwischenstufe zur Herstellung unsymmetrischer Mono- bzw. Bis-

(ammonium)alkan-Derivate 3a-3h

]

(i (O sk
X

S P

n
xSt

(@) @)

3a:n=4 3e:n=6,X=H
3b:n=6 3f:n=4,X=CHj;
3c:n=7 3g:n=6,X=CH;
3d:n=28 3h:n=28, X=CH;,

10 mmol der entsprechenden Verbindung 1a-1¢ werden mit einem 5-10-fachen Uberschuss der ver-

schiedenen Dibromalkane in abs. Acetonitril sowie einer Spatelspitze KI/K,COj; in einem Glasbom
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benrohr auf 60 °C Olbadtemperatur erhitzt. Der Reaktionsverlauf wird diinnschichtchromatographisch
verfolgt (Kieselgel, MeOH/0.2 M NH4NO;-Losung 3:2, Re = 0.7-0.8). Nach beendeter Reaktion wird
der entstandene Feststoff abfiltriert, mehrmals mit Et,0 gewaschen und der Feststoff iiber Phosphor-
pentoxid im Vakuum getrocknet. Wenn sich kein Niederschlag bildet, wird die Reaktionslosung porti-
onsweise in Et;O getropft und der dabei erhaltene Feststoff abfiltriert, ebenfalls gewaschen und ge-

trocknet.

Tabelle 9: Allgemeine Daten

Verb | Summenformel Mr Smp Dauer Ausbeute Aussehen
[g/mol] [°C] [%]

3a C,7H,4BrN,0, 448.2 183-188 24 h 83 weiller FS
93 208-211 70 .

3b ClgHngerzoz 476.3 (th 189_19093) 24 h (th 6393) weiller FS
94 156-161 77 .

3¢ C20H30BI'2N202 490.3 (th 144-14694) 24 h (th 4194) weiller FS

3d95 C21H32Br2N202 504.3 1(?{9-&9)2 7d 88 weiller FS
9% 190-191 24 h 80 .

3e7 | CuslyBrN0, | 5263 (Lit: 189%) | (Lit: 8h%) | (Lit: 65%) | WeiberFS
2 173-174 24 h 41 .

307 | CaHyBrN:O; | 5263 (Lit: 173%) | (Lit: 7d%) | (Lit: 90 | WeiBerFS
38 178-179 24 h 65 .

g7 | CulhBrNO: 5544 1 5 178.180%) | (Lit:11d®) | (Lit: 55%) | Weiberts
92 152-154 24 h 11 .

3| CoHsBoNO, | 5824 (Lit: 1417) | (Lit: 7d”) | (Lit: 34 | WeiBerFS

Die spektroskopischen Daten der Verbindungen 3b-3h entsprechen den in der Literatur®**>**%*%

mitgeteilten Daten.

3a:
IR [cm'l]: 722, 891, 1036, 1394, 1700, 1765, 2928, 3009

"H-NMR (DMSO-dg, & [ppm], J [Hz]): 1.70-1.86 (4H, m, Butylkette); 2.01-2.08 (2H, m, NCH,CH>);
3.00 (6H, s, N'(CH;),); 3.27-3.31 (2H, br, N'CH>); 3.34-3.38 (2H, m, N'CH.), 3.56 (2H, t, J=6.3,
CH,Br); 3.66 (2H, t, J=6.3, NCH.); 7.85-7.91 (4H, m, Hyom )

BC-NMR (DMSO-dg, & [ppm]): 20.5 (CH,); 21.5 (CH,); 28.9 (CH,); 33.8 (CH,, CH,-Br); 34.5
(NCH,); 49.9 (2xCH;, N(CHs),); 60.8 (CH,, CH,NY); 62.0 (N'CH,); 123.0 (2xCHirom)
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5.2.1.4 Synthese der Bromalkyl-trimethylammonium-Bromide 4a und 4b

©
Br
\@

—N—(CH,);-Br
/
4a:n=6
4b:n=28
Die Synthese der Verbindungen erfolgt analog der Vorschrift von Schmitz.”®

Tabelle 10: Allgemeine Daten

Verb | Summenformel Mr Smp Ausbeute Aussehen
[g/mol] [°C] [7o]
97 112 75 .
4a C9H21BI‘2N 303.1 (th 110-1 l297) (th 1497) weiller FS
97 113 43 .
4b C1 1H25BI'2N 331.1 (th 78-8097) (th 3097) weiller FS

Die spektroskopischen Daten der Verbindungen 4a und 4b entsprechen den in der Literatur’’ mitge-

teilten Daten.

5.2.1.5 Synthese von verkiirzten Bis-(ammonium)alkan-Bausteinen 5a und Sb

O e
\ o 2 Br ® |
N/\/\N/\/\/\/N\v
0 S5a

T
®
ﬁ.N /\k\%q@/\/\/\/ N\\/
0O
5b

Ein mmol der entsprechenden Verbindung 3b bzw. 3g wird in 20 ml abs. Acetonitril gelost, 10 Aqui-
valente N,N-Dimethylethylamin sowie eine Spatelspitze KI/K,CO; zugegeben und die Mischung im
Glasbombenrohr bei 60 °C Olbadtemperatur erhitzt. Der sich bildende Niederschlag wird abfiltriert,

mit Et,0 gewaschen und tiber Phosphorpentoxid im Vakuum getrocknet.
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Tabelle 11: Allgemeine Daten

Verb | Summenformel Mr Smp Dauer Ausbeute Aussehen
[g/mol] [°C] [%0]
161 221 95 .
Sa C23H39Br2N302 549.4 (L1t213-215161) 2d (th 18161) weiller FS
5b7 | CoHusBrN,O, | 627.5 259-261 241h >3 weiBer FS

(Lit.: 2607) (Lit.: 937)

3,161

Die spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur’>'®' mitgeteilten Daten.

5.2.2 Synthese von Iperoxo

5.2.2.1 Synthese von 4-Dimethylamino-but-2-en-1-ol 10

/

10

8.72 g (0.11 mol) Dimethylammonium-Hydrochlorid werden in dem. Wasser gelost und der pH-Wert
der Losung mit 2 M wissriger Natronlauge auf 9 eingestellt. 11.6 g (0.15 mol) 40 %-ige wissrige
Formaldehyd-Losung, 2-Propin-1-ol (5.00 g, 89.0 mmol) sowie vorsichtig eine Losung von 0.69 g
Kupfersulfat-Pentahydrat in 4.46 ml dem. Wasser werden zugegeben und der pH-Wert der Losung
erneut mit 2 M wéssriger Natronlauge auf 8 eingestellt. Die Losung wird fiir eine Stunde auf 80 °C
erhitzt und anschlieBend auf 30 ml 25 %-ige wéssrige Ammoniak-Losung gegossen. Nach 12 Stunden
kontinuierlicher fliissig-fliissig-Extraktion mit Diethylether wird die organische Phase iiber Magnesi-

umsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt um 8 als gelbes Ol zu erhalten.

Summenformel: C¢H{1NO

M;: 113.1 g/mol
Ausbeute: 3.73 2 (30 %)
Aussehen: gelbes-oranges Ol

Die spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur'®> angegebenen Daten.
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5.2.2.2 Synthese von 4-((4,5-Dihydroisoxazol-3-yl)oxy)-N,N-dimethylbut-2-yn-1-amin
(Iperoxo-Base) 9

N
7
O\_\y/o\/\N/
|

3.60 g (31.8 mmol) 4-Dimethylamino-but-2-en-1-0l 10 werden unter Argonatmosphére in 35 ml abs.
THF gelost, langsam 1.40 g Natriumhydrid (60 %-ige Suspension in Paraffin) zugegeben und die Mi-
schung eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend werden 4.00 g (34.5 mmol) 5-
Nitroisoxazolin 6 in 3 ml abs. THF langsam zugetropft und die Reaktionsmischung 6 Stunden unter
Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wird die Mischung auf Wasser gegossen, mit
Chloroform extrahiert, die vereinigten organischen Phasen tiber Magnesiumsulfat getrocknet und das

Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Summenformel: CoH14sN,O,

M;: 182.2 g/mol

Ausbeute: 4.64 g (80 %, Lit.: 64 %'?)
Aussehen: gelb/orange-farbenes Ol

109

Die spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur ~ mitgeteilten Daten.

5.2.2.3 Synthese von Iperoxo 11
©

N 1
v
O\__\?/O\/\N//
| ®

11

1" unter Argonatmosphire in 7 ml

10.4 g (2.31 mmol) Iperoxo-Base 10 werden geméil Dallanoce ef a
abs. Chloroform suspendiert, 0.82 g (5.76 mmol) Methyliodid zugegeben und bei Raumtemperatur
geriihrt. Bereits bei Zutropfen tritt eine leichte Triibung auf, die sich bis zum vierten Tag Riihren ver-
stirkt. Der erhaltene Niederschlag wird abfiltriert, mehrmals mit Et,O gewaschen und iiber Phosphor-

pentoxid im Vakuum getrocknet.

Summenformel: CioH17IN,O,
M;: 324.0 g/mol
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Ausbeute: 0.74 g (99 %, Lit.: k.A'")
Schmelzpunkt: 212-213 (Lit.: 212-213 °C'*)
Aussehen: weiler Feststoff

Die spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur'®” mitgeteilten Daten.
5.2.3 Agonistische Hybridverbindungen und verkiirzte Derivate

5.2.3.1 Synthese der Alloster-Iperoxo-Hybrid-Verbindungen 12a-¢

0 e N—C
\ 2 Br | |
®
O 12a:n=4
12b:n=6

In Anlehnung an Antony et al.” werden 0.50-1.50 mmol der entsprechenden monoquartiren Phthal-
bzw. Naphthal-Verbindung 3a, 3b oder 3g in abs. Acetonitril gelost, 2 Aquivalente Iperoxo-Base 10
sowie eine Spatelspitze KI/K,CO; zugegeben und die Mischung im Glasbombenrohr auf 60 °C Olbad-
temperatur erhitzt. Die Reaktion wird diinnschichtchromatographisch verfolgt (Kieselgel,
MeOH/NH4NO; 3:2, R = 0.3-0.4). Nach Beenden der Reaktion wird die Reaktionslosung portions-
weise in Et,O getropft, der entstehende Niederschlag abfiltriert, mit Et,O gewaschen und tiber Phos-
phorpentoxid im Vakuum getrocknet

Tabelle 12: Allgemeine Daten

Verb | Summenformel Mr Smp Dauer Ausbeute Aussehen
[g/mol] [°C] [70]
12a Cy6H3sBroN4O4 630.4 177-180 14d 74 weiller FS
7 188-191 69 .
12b C23H42Br2N404 658.5 (th 20073) 7d (th 6573) weiller FS
7 197-199 46 .
12¢ C32H44BI'2N4O4 708.5 (th 19173) 7d (th 5973) weiller FS

Die spektroskopischen Daten der Verbindungen 12b und 12c¢ entsprechen den in der Literatur mitge-

teilten Daten.”
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12a:
IR [cm’l]: 3011, 1769, 1703, 1398, 720

'H-NMR (DMSO-ds, & [ppm], J [Hz]): 1.71 (4H, br, CH,), 2.07 (2H, br, N"CH,CH,), 3.01 (6H, s,
N*(CHs),), 3.02 (2H, t, J=9.6, H-4;s0r), 3.11 (6H, s, N'(CHs),), 3.36-3.43 (6H, m, 3x N'CH,), 3.67
(2H, t, J=6.3, NCH,), 4.32 (2H, t, J=9.6, H-50y), 4.50 (2H, s, N'CH,C=), 4.95 (2H, s, =CCH,0),
7.85-7.91 (4H, m, Huom).

BC-NMR (DMSO-dg, § [ppm]): 18.9 und 19.1 (CH,), 21.5 (NCH,CH,, C-1b), 32.2 (CH,, C-4sisx),
34.5 (CH,, NCH,), 49.8 (2x N'(CHs),), 53.5 (N'CH,C=), 57.2 (CH,, =CCH,0), 62.2 (3x N'CH,), 69.5
(CHa, C-53i50x), 76.0 und 86.0 (je Cq, C=C), 123.0 und 134.4 (je 2XCHurom), 131.6 (2XCQasom.), 166.7
(Cq, C-35i500), 167.9 (2XxCqamia)-

5.2.3.2 Synthese des Iperoxo-Hexamethonium-Derivats 13

2 Bre |

/N ®
O\__\7/ O\/QT//\/\/\/ N\\

13

0.60 g (3.29 mmol) Iperoxo-Base 10 werden zusammen mit 1.00 g (3.29 mmol) der monoquartiren
Verbindung 4a in abs. Acetonitril gelost, eine Spatelspitze KI/K,CO; zugegeben und die Mischung im
Glasbombenrohr bei 55 °C Olbadtemperatur erhitzt. Die Reaktion wird diinnschichtchromatographisch
verfolgt (Kieselgel, CH;OH/0.2 M NH,NOs-Losung 3:2, Ry = 0.3-0.4).'” Nach beendeter Reaktion
wird der erhaltene Niederschlag abfiltriert, mehrmals mit Et,0 gewaschen und iiber Phosphorpentoxid

im Vakuum getrocknet.

Summenformel: Ci3H35Br,Nz0,
M;: 485.3 g/mol
Ausbeute: 0.56 g (35%)
Schmelzpunkt: 128 °C
Aussehen: weiller Feststoff

IR [cm']: 928, 971, 1174, 1338, 1629, 2332, 2911, 3022
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"H-NMR (DMSO-ds, 8 [ppm], J [Hz]): 1.33 (4H, br, Alkyl); 1.70 (4H, br, N'CH,CH, x2); 3.02 (2H,
H-4) 1500, t, J=11.0); 3.07 (9H, s, N" (CH;)s); 3.10 (6H, s, N* (CH;),); 3.28-3.40 (4H, N'CH, x 2); 4.32
(2H, H-55.1500, J =11.0); 4.51 (s, 2H, N'CH,C=); 4.94 (s, 2H, OCH,C=).

BC-NMR (DMSO-de, 8 [ppm]): 21.7, 21.8 (N'CH,CH, x 2); 25.2 (N" (CH,),CH, x 2); 32.3
(C-41.150x); 49.8 (N (CH;)); 52.2 (N' (CH3)3); 53.4 (N'CH,C=); 57.3 (OCH,C=); 63.0, 65.1
((CH,N"CH,(CHs),, CHoN' (CHs)s)), 69.6 (C-52.150x); 76.2 (ECCH,0); 86.0 (N'CH,C=); 166.7
(C32.1500)-

5.2.3.3 Verkiirzte Iperoxo-Derivate 14 und 15a-j

Bre
N
7
OL;?/O\/\N/’R
/ @
14, 15a-j

0.45 g (2.47 mmol) Iperoxo-Base 10 werden in ca. 10 ml Acetonitril bzw. Chloroform vorgelegt, 5-10
Aquivalente des entsprechenden 1-Bromalkans, bzw. des 1,6-Dibromhexans sowie eine Spatelspitze
KI/K,CO; zugegeben und die Mischung im Glasbombenrohr auf eine Temperatur zwischen 55 und
70 °C Olbadtemperatur erhitzt. Der auftretende Niederschlag wird abfiltriert bzw. mit Et,0 zur Voll-
standigkeit ausgefillt, mehrmals mit Et,0O gewaschen und iiber Phosphorpentoxid im Vakuum ge-

trocknet.
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5.2.4 Antagonistische Hybridverbindungen und verkiirzte Derivate

5.2.4.1 Umsetzung von Scopolamin mit 4a zu 16 und Synthese von verkiirzten Atropin-

bzw. Scopolamin-Derivaten 17a-h und 18b-h

OH

X =-:17a-h
X =016, 18 b-h

Synthese der Scopolamin-Base

Zur Herstellung der verkiirzten Scopolamin-Derivate wird zundchst Scopolamin-Base freigesetzt.
Hierzu wird 1.00 g (3.30 mmol) Scopolamin in dem. Wasser gelost und der pH-Wert der Losung mit
Hilfe von 1 M NaOH-Lo6sung auf 11 eingestellt. Es wird fiinfmal mit Chloroform extrahiert, die orga-
nischen Phasen {iber Natriumsulfat getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und die freie

Base als weifles, viskoses Ol erhalten.

Allgemeine Vorschrift zur Herstellung der Verbindungen 16, 17a-h und 18b-h

0.5-0.6 g (1.70-2.10 mmol) Atropin bzw. Scopolamin-Base werden in Chloroform bzw. einer Mi-
schung aus Chloroform und Acetonitril geldst, das entsprechende 1-Bromalkan bzw. Verbindung 4a in
unterschiedlichen Molverhiltnissen sowie eine Spatelspitze KI/K,CO; zugegeben und die Mischung
im Glasbombenrohr auf 55-95 °C Olbadtemperatur erhitzt. Bildet sich ein Niederschlag, wird dieser
abfiltriert, mehrmals mit Et,0 gewaschen und iiber Phosphorpentoxid im Vakuum getrocknet. Bildet
sich kein Niederschlag, wird die Reaktionslosung portionsweise in kleine Mengen Et,O getropft und
unter Riihren abfiltriert. Wird dabei anstelle eines Feststoffes ein Ol erhalten, wird dieses in Methanol
gelost, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und anschlieBend mehrmals aus Ethanol, Methanol
oder anderen polaren Losungsmitteln umkristallisiert. Wird noch immer kein Feststoff erhalten, wird
in der Hitze in Dichlormethan gel6st und das Losungsmittel moglichst schnell im Vakuum entfernt,
bis sich ein Schaum bildet. Dieser wird fiir mehrere Stunden im Vakuum getrocknet. Alle Derivate

werden als weiller Feststoff isoliert.

Die hergestellten Verbindungen werden in der Literatur beschrieben. Da jedoch eine andere Synthese-
strategie verfolgt wurde und dartiiber hinaus die analytischen Daten zum Teil fehlen bzw. sich von den

erhaltenen unterscheiden, werden die Daten im Folgenden aufgefiihrt.
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5.2.5 Synthese der Vorstufen von Thienopyridin

5.2.5.1 Synthese von 2-Chlor-N-cyclopropylacetamid 19

0O
N
H
19

In Anlehnung an Esteban ef al."** werden zu einer Losung aus 3.00 g (52.6 mmol) Cyclopropylamin in
30 ml Dichlormethan bei 0 °C langsam 2.97 g (26.3 mmol) Chloracetylchlorid getropft. Nach 2 Stun-
den Riihren bei 0 °C wird tiber Celite filtriert und das Filtrat eingeengt. Der erhaltene weiB3-gelbe Fest-

stoff wird in Hexan aufgeschlammt, abfiltriert und {iber Phosphorpentoxid im Vakuum getrocknet.

Summenformel: CsH3CINO
Molekulargewicht: 133.6 g/mol
Schmelzpunkt: 90-93 °C (Lit.: 74-81'"%)
Ausbeute: 2.66 (76 %, Lit.: 97 %'™)
Aussehen: gelber Feststoff

170

Die spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur ™ mitgeteilten Daten.

5.2.5.2 Synthese von 2-(Cyclopropylamin)-2-oxoethyl)-ethanthioat 20

TSQLEA

20

Wie von Esteban ef al.'** beschrieben, werden zu einer Lsung von 2.66 g (20.0 mmol) 2-Chlor-N-
cyclopropylacetamid 19 in 35 ml Dichlormethan bei 0 °C zunéchst 2.28 g (30.0 mmol) Thioessigsdure
zugegeben und anschlieBend sehr langsam 4.05 g (40.0 mmol) Triethylamin zugetropft. Nach 2 Stun-
den Riihren bei 0 °C wird die Mischung auf 50 ml dem. Wasser geschiittet und 20 Stunden bei RT
geriihrt. Der pH-Wert der wissrigen Phase wird mithilfe von konz. HCI auf 2 eingestellt und die Pha-
sen getrennt. Die wissrige Phase wird mit Dichlormethan extrahiert, mit gesattigter Kochsalzlgsung
gewaschen, tiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt um einen gel-

ben Feststoff zu erhalten.
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Summenformel: C,H;1NO,S
Molekulargewicht: 173.2 g/mol

Schmelzpunkt: 74-79 °C (Lit.: k.A))
Ausbeute: 2.04 g (59 %, Lit.: 99 %'
Aussehen: gelber Feststoff

IR [cm™']: 1137, 1392, 1552, 1690, 2878, 3058, 3236

'H-NMR (DMSO-dg, & [ppm], J [Hz]): 0.36-0.40 (2H, m, CHocyeiopropyt)s 0.58-0.62 (2H, m,
CHacyelopropyl)s 2.34 (3H, s, CH3), 2.58-2.63 (1H, m, CHeyetopropyt)s 3.52 (2H, s, SCH?), 8.17 (1H, s, NH).

13C'NMR (DMSO'd& 0 [Ppm]) 5.5 (2XCH2Cyclopr0pyl)7 22.5 (CHCyclopropyl), 30.0 (CH3)> 325 (SCHZ):
167.7 (Cqamia), 194.4 (Cqrhioster)-

5.2.5.3 Synthese von N-Cyclopropyl-2-mercapto-acetamid 21

s A

21

In Anlehnung an Esteban et al.'*

werden 4.25 g (25.0 mmol) 2-(Cyclopropylamino)-2-oxoethyl)-
ethanthioat 20 in 80 ml Methanol gelost, 11.5 ml konz. Ammoniak zugegeben und die Losung 24
Stunden bei RT geriihrt. AnschlieBend wird die Mischung auf ca. 200 ml dem. Wasser geschiittet, der
pH-Wert der Losung mithilfe von konz. HCI auf 2 eingestellt und mit Ethylacetat extrahiert. Die ver-
einigten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum

entfernt und der erhaltene Feststoff tiber Phosphorpentoxid im Vakuum getrocknet.

Summenformel: CsHoNOS
Molekulargewicht: 131.2 g/mol
Schmelzpunkt: 140-144 °C (Lit.: k.A.)
Ausbeute: 2.66 g (81 %, Lit.: 99 %"%)
Aussehen: hellgelber Feststoff

IR [cm™']: 3255.3, 3074.9, 2860.9, 2633.3, 1540.9, 1300.8

'H-NMR (DMSO-dg, & [ppm], J [Hz]): 0.39-0.43 (2H, m, CHocyeiopropyt)s 0.61-0.65 (2H, m,

CHcyetopropyt)s 2.60-2.67 (1H, m, CHeygetopropyiys 340 (2H, s, SCH), 8.16 (1H, br, NH).
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13C'NMR (DMSO‘d& 0 [ppm]) 5.6 (ZXCHZCyclopropyl)s 22.5 (CHCyclopropyl), 41.9 (SCHZ), 168.7 (Cquid)'

5.2.5.4 Synthese von 3-Cyano-2,6-dihydroxy-4-methylpyridin 22

CH;

\CN

=z
HO N OH

22

5.00 g (59.0 mmol) Cyanoacetamid werden zusammen mit 7.5 ml (59.0 mmol) Ethylacetoacetat, 5.95
ml (60.0 mmol) Piperidin und 50 ml Methanol im QS-Batch-Reaktor mikrowellenunterstiitzt erhitzt
und die Reaktion mittels UV-Kontrolle verfolgt. Nach 6 Minuten ist die Reaktion abgeschlossen und
der entstandene beige-farbene Feststoff wird abfiltriert, anschlieBend in heilem Wasser gelost und mit
konz. HCI ausgefillt. Der erhaltene weille Feststoff wird erneut abfiltriert und mit Eiswasser gewa-

schen und tiber Phosphorpentoxid im Vakuum getrocknet.

Summenformel: C;H¢N,O,

Molekulargewicht: 150.1 g/mol

Schmelzpunkt: >323 °C (Lit. 289-288 °C'*, bzw. 295-300 °C'"")
Ausbeute: 6.02 g (68 %) (Lit.: 76 %)

Aussehen: weiBer amorpher Feststoff

Die spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur'’> mitgeteilten Daten.

5.2.5.5 Synthese von 3-Cyano-2,5,6-trichlor-4-methylpyridin 23

CH;
Cl | N
=
cl”” N7
23

In Anlehnung an Esteban et al."** werden 1.07 g (7.13 mmol) 3-Cyano-2,6-dihydroxy-4-methylpyridin
22 mit 5.49 g (27.0 mmol) Phosphorpentachlorid verrieben und auf 160 °C erhitzt. Nach 24 Stunden
wird die Mischung auf Raumtemperatur abgekiihlt und auf Eiswasser geschiittet. Es wird mit Dich-
lormethan extrahiert, die organischen Phasen mit Eiswasser gewaschen und iiber Natriumsulfat ge-

trocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wird das erhaltene Ol siulenchromatogra-
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phisch gereinigt (Kieselgel, Methanol, Ry = 0.95). Es wird ein braunes Ol mit gelbem Feststoff erhal-
ten. Das Ol wird in Methanol gelost, der Feststoff abfiltriert und iiber Phosphorpentoxid im Vakuum

getrocknet.

Summenformel: C,;H;CLI;N,

Molekulargewicht: 221.5 g/mol

Schmelzpunkt: 127 - 128 °C (Lit.: 120-122 °C'*?)
Ausbeute: 0.85 g (54 %) (Lit.: 61 %)
Aussehen: hellgelber Feststoff

IR [ecm™]: 1336, 1386, 2163, 2927, 3009
"H-NMR (DMSO-ds, & [ppm], J [Hz]): 2.63 (s, 3H, CH;)

BC-NMR (DMSO-dg, § [ppm]): 20.5 (CHs), 111.3 (Cq, C-CN), 113.4 (Cq, CN), 129.7 (Cq, C-Cl),
148.0 und 150.4 (je Cq, C-Cl), 155.3 (Cq, C-CHy).

5.2.6 Synthese von Iperoxo-Chinolon-Hybridverbindungen

5.2.6.1 Synthese der Anilinmethylenmalonsédurediethylester-Derivate 24a-h

24a-h

Allgemeine Vorschrift zur Synthese von Anilinmethylenmalonsiurediethylester-Derivaten

In Anlehnung an Leyva et al.'*

werden 30.0 mmol des entsprechenden Anilins zusammen mit 36.0
mmol Diethylethoxymethylenmalonat in Toluol suspendiert und 6-24 Stunden unter Riickfluss erhitzt.
Anschlielend wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt, 200 ml Pentan zugegeben und die Mi-
schung einige Stunden bei 4 °C aufbewahrt. Der sich bildende Feststoff wird abfiltriert, mehrmals mit

Pentan gewaschen und tiber Phosphorpentoxid im Vakuum getrocknet.
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5.2.6.2 Synthese der Ethyl-4-oxo0-1,4-dihydrochinolin-3-carboxylate 25a-g

0] (@)
3
R | O/\
R? N
, H
R
25a-g

a) Klassischer Syntheseweg

40.0 mmol der Anilinmethylenmalonsdurediethylester-Derivate 24 werden in ca. 100 ml Diphenyl-
ether gelost und zwei Stunden unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wird der
entstehende Niederschlag abfiltriert, mehrmals mit Petrolether gewaschen und tiber Phosphorpentoxid

im Vakuum getrocknet."”’

b) Mikrowellenunterstiitzter Syntheseweg

230 mmol der Anilinmethylenmalonsdurediethylester-Derivate 24 werden zusammen mit 5 ml Diphe-
nylether und drei Weflonscheiben im Glasbehélter mikrowellenunterstiitzt mit einer Autheizrate von 5
Minuten fiir 40 Min. auf 210 °C erhitzt. Der entstehende Niederschlag wird abfiltriert und mehrmals

mit Petrolether gewaschen. AnschlieBend wird {iber Phosphorpentoxid im Vakuum getrocknet.

Da die erhaltenen Derivate nicht oder nur sehr schlecht 16slich in den géngigen NMR-Losungsmitteln
sind und dariiber hinaus meist noch Reste des Diphenylethers aufweisen, wird ohne weitere Charakte-

risierung fortgefahren.
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Tabelle 24: Allgemeine Daten

Verb R' | R® | R’ Summenformel Mr Ausbeute [%0] Aussehen
[g/mol] klassisch/ MW
s -/ 47 hellbeige-
25a F| H |H C,H 1 FNO; 235.2 (Lit.: k. A.) farbener FS
s 59/- hellbeige-
25b Cl H Cl C12H9C12NO3 286.1 (th 74174) farbener FS
s 15/- hellbeige-
25d H| F | H C12H 0FNO; 235.2 (Lit.: k. A.) farbener FS
e 81/41 hellbeige-
25e H | Br | H C1,H,(,BINO; 296.1 (Lit.: k. A.) farbener FS
o 75/- hellbeige-
25f H Cl F C12H9C1FNO3 269.7 (th 56149) farbener FS
50 93/- hellbeige-
25g H | NO, | Cl Ci2HyCIN,05 296.7 (Lit.: 82" farbener FS
e 50/ 28 hellbeige-
25h H H F C1,H,;FNO, 235.2 (Lit.: k. A.) farbener FS

5.2.6.3 Synthese des 1-Benzyl-6-fluor-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-3-carbonsére 26

16.2 mmol der Verbindung 25h werden in abs. DMF gelost, 32.4 mmol K,COs, 2.43 mmol KI, sowie
24.3 mmol Benzylchlorid zugegeben und die Mischung bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 24 Stunden
wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Zum Riickstand werden 100 ml 3N KOH-L&sung gege-
ben und unter Riickfluss erhitzt. Es werden wenige ml Ethanol zugegeben, bis eine klare Losung ent-
steht. Diese wird 7 Stunden unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur bildet sich

ein weiller Niederschlag, der abfiltriert, mehrmals mit Pentan gewaschen und iiber Phosphorpentoxid

im Vakuum getrocknet wird.

26h

135




Experimenteller Teil

Summenformel: C,7H,FNO;
Molekulargewicht: 297.3 g/mol
Schmelzpunkt: 270 °C
Ausbeute: 1.49 g (31%)
Aussehen: weiller Feststoff

IR [cm™']: 696, 741, 824, 1227, 1331, 1358, 1599, 1618, 2962, 3061, 3279

'H-NMR (DMSO-d, & [ppm], J [Hz]): 5.53 (2H, S, CHapengy1), 7.14-7.30 (SH, m, CHyenny)), 7.39-7.42
(1H, m, H-7), 7.53 (1H, br, H-8), 7.80 (1H, br, H-5), 8.69 (1H, s, H-2).

3C-NMR (DMSO-dg, 8 [ppm]): 55.1 (CHapeny1), 108.2 (Cq, C-3), 110.4 (CH, d, J=21.1, C-5), 119.5
(CH, d, Jep=25.5, C-7), 119.5 (CH, d, J=7.9, C-8), 126.2, 127.5 und 128.6 (CHypeny), 129.7 (Cq, d,
Jer=6.4, C-4%), 135.7 (Cq, C-8%), 136.5 (Cqpheny), 147.9 (CH, C-2), 158.1 (Cq, d, Jor=242.3, C-6),
167.3 (Cqsaue), 174.2 (Cq, d, Jor=2.1, C-4).

5.2.6.4 Synthese der Ethyl-1-benzyl-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-carboxylate 27a-h

27a,b,d,e,f,h

In Anlehnung an Koga et al.'”’

werden 20.0 mmol der jeweiligen Substanz 25a-h in ca. 150 ml DMF
suspendiert, 48.0 mmol K,COj3, sowie 100 mmol Benzylchlorid zugegeben und das Reaktionsgemisch
20 Stunden auf 80 °C erhitzt. Das tiberschiissige K,CO; wird abfiltriert und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Der 6lige Feststoff wird aus Ethanol umkristallisiert, abfiltriert und tiber Phosphor-

pentoxid im Vakuum getrocknet.

Die spektroskopischen Daten fiir Verb. 27f entsprechen den in der Literatur'** mitgeteilten Daten.
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5.2.6.5 Synthese des Ethyl-6-fluor-4-oxo-1-(pyridin-2-ylmethyl)-1,4-dihydrochinolin-3-
carboxylats 28h

28h

1.00 g (4.25 mmol) der Verbindung 25h wird in 70 ml DMF suspendiert, 2.94 g ( 21.3 mmol) K,CO;
sowie 1.39 g (8.50 mmol) 2-(Chlormethyl)pyridin-Hydrochlorid zugegeben und die Mischung auf
80 °C Olbadtemperatur erhitzt. Die Reaktionskontrolle erfolgt mittels Diinnschichtchromatographie
(Kieselgel, CHCl;/MeOH 10 : 1, Ry = 0.37). Nach 37 Stunden wird heif3 abfiltriert und das Lésungs-
mittel im Vakuum entfernt. AnschlieBend erfolgt eine sdulenchromatographische Reinigung (Kiesel-
gel, CHCI;/MeOH 10 : 1, Ry = 0.37). Das Laufmittel wird im Vakuum abdestilliert und iiber Nacht bei
4 °C gelagert. Der entstehende weille Niederschlag wird abfiltriert und aus Ethanol umkristallisiert.

Summenformel: Ci3HsFN,04

Molekulargewicht: 326.3 g/mol

Schmelzpunkt: 161 °C
Ausbeute: 0.79 g (57%)
Aussehen: weiller Feststoff

IR [cm™']: 712, 733, 1229, 1317, 1594, 1617, 1718, 3056

"H-NMR (DMSO-dg, & [ppm], J [Hz]): 1.30 3H, t, J=7.1, CHspyer), 4.25 (2H, q, J=7.1, CHoger), 5.77
(2H, s, CHapy), 7.31 (1H, ddd, J=7.5, J=4.9, J=0.8, CHp,), 7.48 (1H, br, CHp,), 7.58 (1H, ddd, J=9.3,
Jur=8.0, J=3.1, H-7), 7.69 (1H, dd, J=9.3, Jr=4.3, H-8), 7.82 (1H, ddd, J=7.7, J=7.7, J=1.8, CHbp,),
7.88 (1H, dd, Jup=9.1, J=3.1, H-5), 8.48 (1H, ddd, J=4.9, J=1.8, J=0.9, CHp,), 9.06 (1H, s, H-2)

BC-NMR (DMSO-dg, § [ppm]): 14.2 (CHigger), 59.0 (CHapy), 59.8 (CHagger), 110.7 (CH, d, Jer=22.8,
C-5), 120.5 (CH, d, J+=7.9, C-8), 120.7 (CH, d, Jez=24.8, C-8), 121.7 (CHpy), 123.1 (CHpy), 123.1
(CHpy), 129.8 (Cq, d, Jez=6.6, C-4%), 135.9 (Cq, d, Jep=1.3, C-8%), 137.3 (CHpy), 149.4 (CHpy), 150.7
(CH, C-2), 154.6 (Cqpy), 159.0 (Cq, d, Jez=244.7, C-6), 164.4 (Cqser), 172.0 (Cq, d, Jep=2.4, C-4)
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5.2.6.6 Synthese der 1-Benzyl-N-hydroxyalkyl-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-3-carboxamide
29

N (CHy7OH

29-C2 (e,h)
29h-C3
29-C4 (a,e,f,h)
29-C6 (a,e,f,h)

2.00-5.00 mmol des entsprechenden Esters 27 werden mit einem zwei- bis achtfachem Uberschuss des
jeweiligen Amino-Alkohols verrieben und anschlieBfend auf 130 °C (Ethanolamin) bzw. 150 °C
(Propanol-, Butanol-, Hexanolamin) erhitzt. Hierbei bildet sich zundchst eine Schmelze, die schlieB3-
lich zu einer klaren Losung reagiert. Scheidet sich mit der Zeit ein Feststoff ab, wird die Mischung
abgekiihlt und der Feststoff aus Ethanol umkristallisiert. Entsteht wihrend der Reaktion kein FeststofT,
wird 6 Stunden lang erhitzt. Durch Abkiihlen auf RT bildet sich ein Feststoff, der ebenfalls aus Etha-
nol umkristallisiert wird. In vielen Féllen ist es notig, erneut umzukristallsieren. Dies wird nun aus
Methanol durchgefiihrt. Die erhaltenen Produkte werden tiber Phosphorpentoxid im Vakuum getrock-

net.

a) Ethyl-Derivate (n = 2)
Tabelle 28: Allgemeine Daten

Verb | R' | R? | R? | Summenformel | Mr Smp Ausbeute | Aussehen IR
[°C] [70] [em™]
724, 1073,
29e- H | Br | H | CoH;7;BrN,O; | 401.3 | 219-221 46 hellgelbe 1529, 1551,
2 Kristalle 1595, 2936,
3036, 3246
741, 1266,
20h- H H F C19H17FN203 340.4 205-207 54 weille 1453, 1549,
pass Kristalle 1604, 2940,
3050, 3255
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5.2.6.7 Synthese der N-Hydroxyalkyl-4-oxo-1-(pyrolidin-2-ylmethyl)-1,4-dihydrochinolin-
3-carboxamide 30h-C4, 30h-C-6

N~ (CHp)7OH

30h-C4
30h-C6

1.20 g (3.68 mmol) Verbindung 28 werden in 15.0 mmol 1-Amino-4-butanol suspendiert bzw. mit 1-
Amino-6-hexanol verrieben und die Mischung jeweils auf 150 °C erhitzt. Das Gemisch wird zunichst
flissig und schlieBlich wieder fest. Nach Abkiihlen auf RT wird der Feststoff aus Ethanol umkristalli-
siert und der erhaltene Feststoff im Vakuum tiber Phosphorpentoxid getrocknet.

a) Butyl-Derivat (n = 4) 30h-C4

Summenformel: CoH20FN304
Molekulargewicht: 369.4 g/mol
Schmelzpunkt: 213 °C
Ausbeute: 1.18 g (87%)
Aussehen: weiller Feststoff

IR [cm™']: 715, 1240, 1434, 1550, 1603, 2936, 3051, 3231

'H-NMR (DMSO-ds, 3 [ppm], J [Hz]): 1.47-1.61 (4H, m, Butylkette), 3.36-3.45 (4H, m, NHCH, und
CH,OH), 4.43 (1H, t, J=5.1, OH), 5.90 (2H, s, CH.Py), 7.31 (1H, ddd, J=7.5, J=4.8, J=0.86, CHp,),
7.50 (1H, br, CHpy), 7.65 (1H, ddd, Jir= 9.4, J=8.0, J=3.1, H-7), 7.98 (1H, dd, J;z=9.1, J=3.1, H-5),
7.80-7.84 (2H, m, CHyp, und H-8), 8.44-8.46 (1H, m, CHpy), 9.06 (1H, s, H-2), 9.90 (1H, t, J=5.7, NH).

3C-NMR (DMSO-dg, & [ppm]): 25.9, 29.9 (je CHa, Butylkette), 38.2 (NHCH,), 57.3 (CH,-Py), 60.3
(CH,-OH), 110.1 (d, Jer=22.8, C-5), 120.9 (Cq, C-3), 120.7 (d, Jor=8.0, C-8), 121.3 (d, Jor=24.8, C-
7), 121.8, 123.1, 137.3, 149.4 (je CHpy), 128.7 (d, Jep=7.1, C-4°),136.1 (d, Jep=1.1, C-8°),149.6 (CH,
C-2), 154.6 (Cqpy), 159.0 (d, Jep=244.9, C-6), 163.7 (Cqamig) 174.7 (d, Jor=2.6, C-4)
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b) Hexyl-Derivat (n = 6) 30h-C6

Summenformel: Cy,H,4FN;0;
Molekulargewicht: 397.4 g/mol
Schmelzpunkt: 197-199 °C
Ausbeute: 0.92 g (63 %)
Aussehen: weiller Feststoff

IR [cm™']: 734, 1239, 1432, 1552, 1604, 2933, 3047, 3230

"H-NMR (DMSO-dg, & [ppm], J [Hz]): 1.32-1.37 (4H, m, Hexylkette) 1.40-1.47 (2H, m, Hexylkette),
1.51-1.56 (2H, m, Hexylkette), 3.34-3.41 (4H,m, NHCH, und CH,0OH), 4.33 (1H, t, J/=5.1, OH), 5.89
(2H, s, CH>Py), 7.31 (1H, ddd, J=7.4, J=4.9, J=0.8, CHp,), 7.50 (1H, br, CHp), 7.65 (1H, ddd,
Ju=9.4, J=8.0, J=3.1, H-7), 7.80-7.84 (2H, m, CHpy und H-8), 7.98 (1H, dd, Jy+=9.1, J=3.1, H-5),
8.44-8.46 (1H, m, CHpy), 9.06 (1H, s, H-2), 9.89 (1H, t, J=5.7, NH)

BC-NMR (DMSO-dg, & [ppm]): 25.1, 26.4, 29.3, 32.4 (je CH,, Hexylkette), 38.2 (NHCH,), 57.2
(CH,-Py), 60.6 (CH,OH), 110.1 (d, Joy=22.8, C-5), 120.9 (Cq, C-3), 120.7 (d, Jo=8.2, C-8), 121.2 (d,
Jer=25.5, C-7), 121.8, 123.1, 137.3, 149.4 (je CHpy), 128.7 (d, Jep=7.1, C-4),136.1 (d, Jop=1.1, C-
8),149.5 (CH, C-2), 1544 (Cqpy), 159.0 (d, Jop=244.9, C-6), 163.7 (Cqama) 174.7 (C-4).

5.2.6.8 Synthese der 1-Benzyl-N-bromalkyl-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-3-carboxamide 31

N~ (CHyzBr

31-C4 (a,e,fh)
31-C6 (a,e,f,h)

1-74-5.57 mmol der entsprechenden Hydroxyl-Verbindung mit Butyl- (29-C4) bzw. Hexyl-Kette (29-
C6) werden in einem groBen Uberschuss HBr (konz.) gelost, vorsichtig ca. ein Zehntel dieser Menge
H,SO, (konz.) zugegeben und die Reaktionslosung fiir 4 bis 6 Stunden unter Riickfluss erhitzt. Nach
Abkiihlen des Reaktionsgemisches wird dieses auf Wasser gegossen und mehrmals mit Chloroform
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden bis zur neutralen Reaktion tiber K,COj; geriihrt,
das tibrige K,COj; abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der erhaltene Feststoff wird
zundchst aus Ethanol umkristallisiert. In vielen Féllen ist es nétig, erneut aus Methanol

umzukristallisieren. Das Produkt wird schlieBlich tiber Phosphorpentoxid im Vakuum getrocknet.
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5.2.6.9 Synthese der Chinolon-Iperoxo-Hybridverbindungen 32

32-C4 (a,e,f,h)
32-C6 (a,e,f,h)

0.33 — 0.40 mmol der entsprechenden Verbindung 31-C4 bzw. 31-C6 werden in 20 ml abs. Acetonitril
gelost, 2 bis 3 Aquivalente Iperoxo-Base 10, sowie eine Spatelspitze KI/K,COs zugegeben und die
Mischung im Glasbombenrohr auf 55 °C Olbadtemperatur erhitzt. Der Reaktionsverlauf wird diinn-

schichtchromatographisch verfolgt (MeOH/NH4NO,, 3:2, Ry = 0.54-0.68).

Nach beendeter Reaktion wird die Mischung portionsweise in Et,O getropft und der entstehende weille
Niederschlag tiber eine Glasfritte filtriert. Der erhaltene Feststoff wird mit Et,O gewaschen und tiber
Phosphorpentoxid im Vakuum getrocknet. Zur weiteren Reinigung wird der Feststoff zundchst aus
Methanol umkristallisiert. Der dabei entstehende Feststoff wird in Dichlormethan in der Hitze geldst
und anschlieend das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Dieser Vorgang wird mehrmals wiederholt

und das Produkt im Anschluss tiber Phosphorpentoxid im Vakuum getrocknet.
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5.2.7 Synthese und Funktionalisierung des Fluoreszenzfarbstoffes Py-1

5.2.7.1 Synthese von 2,4,6-Trimethylpyrylium-tetrafluoroborat 33

33

In Anlehnung an Balaban et al."’

werden 5.93 g (80.0 mmol) abs. tert-Butanol in 100 ml Essigséure-
anhydrid gelost. Nun werden 7.02 g (80.0 mmol) HBF, zugetropft, dass die Temperatur des Reakti-
onsgemisches bei 100 °C liegt. Nach beendeter Zugabe wird 5 Stunden unter Riickfluss erhitzt, das
Losungsmittel auf etwa 25 ml im Vakuum entfernt und die Mischung mit 100 ml Et,O versetzt. Der
entstehende Niederschlag wird abfiltriert und aus einem Ethanol-Methanol Gemisch im Verhiltnis 1:1

mit 3 Tropfen HBF, umkristallisiert. Der weille Feststoff wird tiber Phosphorpentoxid im Vakuum

getrocknet.

Summenformel: CgH,,OBF,4

Molekulargewicht: 209.9 g/mol

Schmelzpunkt: 223 °C (Zersetzung) [Lit.: 224-226 °C"’]
Ausbeute: 12.5 g (59.6 mmol, 74 %) [Lit.: 41-43%"""]
Aussehen: weiler Feststoff

Die spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur'’ mitgeteilten Daten.
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5.2.7.2 Synthese von 2,6-Dimethyl-4-[(E)-2-(2,3,6,7-tetrahydro-1H,5 H-pyrido[3,2,1-i/]-
quinolin-9-yl)vinyl]pyranylium Tetrafluoroborate 34

34

6.04 g (30.0 mmol) Julolidin-9-carbaldehyd, 6.93 g (33.0 mmol) 2.4,6-Trimethylpyrylium-
tetrafluoroborat sowie ein Tropfen HBF, werden in 60 mL Acetonitril gelost und die Mischung mikro-
wellenunterstiitzt auf 100 °C erhitzt (Autheizrate 30 °C/min). Der Reaktionsverlauf wird mittels UV-
Sensor kontrolliert. Nach Beenden der Reaktion wird auf RT abgekiihlt, das Losungsmittel im Vaku-
um entfernt und das blaue Rohprodukt sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, Chloro-
form/Methanol 25 : 1, dann 9 : 1, R¢ (Kieselgel, CHCl;/ MeOH =9 : 1) =0.1).

Summenformel: C,H,sNOBF,

Molekulargewicht: 393.2 g/mol

Schmelzpunkt: 213 °C [Lit.:205 °C'"

Ausbeute: 10.03 g (25.5 mmol, 85 %, Lit.: 65 %"
Aussehen: blauer Feststoff

Die spektroskopischen Daten entsprechen den in der Literatur mitgeteilten Daten.'”®
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5.2.7.1 Synthese von (E)-1-(6-Hydroxyhexyl)-2,6-dimethyl-4-[2-(2,3,6,7-tetrahydro-1H,5 H-
benzo[ij]quinolizidin-9-yl)ethenyl|pyridinium Tetrafluoroborate 35

€] CH,)OH
BF (CHy)e

35

3.93 g (10.0 mmol) des blauen Farbstoffs 34 werden zusammen mit 1.17 g (10.0 mmol) 1-Amino-6-
hexanol in 60 ml Acetonitril gelost und mikrowellenunterstiitzt innerhalb von 3 min auf 100 °C erhitzt
und die Temperatur anschlieend konstant gehalten. Der Reaktionsverlauf wird mithilfe eines UV/Vis-
Sensors verfolgt. Nach acht Minuten ist die Reaktion abgeschlossen, das Losungsmittel wird im Va-
kuum entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt. (Kieselgel, CHCI;

->CHCI3/MeOH 25:1, Ry = 0.41).

Summenformel: C,7H3,BF4N,O
Molekulargewicht: 492.4 g/mol
Schmelzpunkt: 147 °C

Ausbeute: 4.05 g (mmol, 82 %)
Aussehen: tiefroter Feststoff

IR [cm™']: 1056, 3547, 1356, 1407, 1517, 1557, 2858, 2937

"H-NMR (CD;CN, 8 [ppm], J [Hz]): 1.41-1.52 (7 H, m, H-3%, H-4*, H-5*, OH), 1.72-1.79 (2H, m, H-
29, 1.92 (4H, t, J=6.0, H-2°**, H-6°*°), 2.68 (6 H, s, 2x CH3), 2.72 (4 H, t, J=6.0, H-1°*, H-7°*°), 3.52
(2 H, q, J=5.0, H-6°), 421 (2 H, t, J=8.5, H-1°), 6.77 (1 H, d, J=16.0, H-2°*), 7.09 (2 H, s, H-8***, H-
10°%), 7.53 (2 H, s, H-3, H-5), 7.54 (1H, d, J=6.0, H-1°**)

BC-NMR (CD:CN, & [ppm]): 21.3 (2x CHs), 22.2 (C-2°", C-6""), 26.0 (C-37), 27.1 (C-4"), 28.1 (C-

1, C-7°7), 29.3 (C-2°), 33.3 (C-5"), 50.6 (C-3"", C-5"""), 62.4 (C-6"), 116.1 (C-2""), 122.3 (C-7a’”,
C-102""), 122.6 (C-9°"), 128.8 (C-8""*, C-10"""), 143.3 (C-1"), 146.6 (C-10b***), 14.4 (C-2, C-6).
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Ubersicht iiber die synthetisierten Verbindungen
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Verkiirzte Iperoxo-Derivate
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Chinolon-Iperoxo-Hybride und Vorstufen

R* 0O O 0O O
R3 R3 F.
eSS A
R? NH O R? II\{I N
R 0 R!
25a,b,d-h
0% Yo7 N
24a-h
0O O O O 0O O
| 0 | N=(CHy)7OH N~ (CHy)r Br
R? N R? N R? N
1 1 1
R | N R | N R
Xz X A
X = C:27ab,d,e,f,h X= c X=N: n=4: 31-C4 (a,e,f,h)
o n=2:29-C2 (e,h) n=4: 30h-C4 n=6:31-C6 (a,e,f,h)
X=N:28h n=3: 29h-C3 n=6: 30h-C6
n=4: 29-C4 (a,e,f,h)
n=6:29-C6 (a,e,f,h)
R! R? R® R*
B© (R")
R3 / a F H H H
N—(CHz)n_Il\I ® X 0 N b Cl H Cl H
R2 \L;o o cl H H cl
d H F H H
e H Br H H
f H Cl F H
n=4: 32-C4 (a,e,f,h)
n=6: 32-C6 (a,e,f,h) g H NO, Cl H
h H H F H
Floureszenzfarbstoff
e e
=  BF: BE,
0 —
\ \

@
\ /N_(CH2)6OH



