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Ist man in kleinen Dingen nicht geduldig,
bringt man die gro3en Vorhaben zum Scheitern.

(Konfuzius, chinesischer Philosoph, 551 - 479 v. Chr.)
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1 Einleitung

1.1 Der nicotinische Acetylcholinrezeptor

Der nicotinische Acetylcholinrezeptor (nAChR) ist ein ligandgesteuerter lonenkanal (LGIC), der
zusammen mit dem y-Aminobuttersdure GABA,-, dem GABAc-, dem Glycin- und dem Sero-
tonin 5-HT3-Rezeptor zur Unterfamilie der Cys-loop Rezeptoren gehijrt.1’ 2 Als gemeinsames
Strukturmerkmal besitzen sie in ihrem N-terminalen Ende eine Disulfidbricke, die eine 15
Aminosauren lange Schleife bildet, welche Cys-loop genannt wird.® Die verschiedenen Unter-
einheiten dieser Rezeptorfamilie weisen eine hohe Sequenzhomologie von 30-70 % auf, wobei
die Ubereinstimmung der Aminoséauresequenz bei den a-Untereinheiten am groRten ist.*

Aufgebaut sind die verschiedenen Untereinheiten des Rezeptors aus einem hydrophilen, extra-
zelluldre N-Terminus, 4 transmembranaren Domanen (M1-M4), einer gréRReren intrazellularen
Schleife zwischen den Domanen M3 und M4 sowie einem kurzen, hydrophilen C-Terminus (s.
Abb. 1.1a).> ® Der N-Terminus enthalt neben dem Cys-loop auch die orthosterische Bindungs-
stelle fur Agonisten und kompetitive Antagonisten. Die vier transmembrandren Domanen M1-
M4 stellen lipophile Segmente der Aminosauresequenz dar, wobei hydrophilere Teile der M2-
Domane die Wand des lonenkanals bilden. Durch die jeweilige Zusammensetzung der Amino-
sauren wird bestimmt, welche lonen den Kanal passieren konnen.®® Die intrazelluldre Schleife
enthalt einige Phosphorylierungsstellen, die bei der Modulation der Rezeptorfunktion eine Rolle

spielen.® "

Der nAChR stellt ein integrales Membranprotein dar, das sich aus funf Untereinheiten zu-
sammensetzt. Diese ordnen sich in der Membran rund um eine wassergefillte Pore an und
bilden einen kationenselektiven lonenkanal, welcher senkrecht zur Zellmembran verlauft (s.
Abb. 1.1b und c).> > ° Der Rezeptor ist etwa 100-140 A lang und 70-80 A breit. Ein gréRerer Teil
von etwa 60 A ragt in den Extrazellularraum hinaus und etwa 15 A ragen in den Intrazellular-
raum hinein.® Durch die Bindung eines Agonisten kommt es zu einer Reihe von Konformations-
anderungen, die schlieBlich zu einer leichten Rotation der M2-Domane flihren und damit die
Eigenschaften der lonenpore so andern, dass es zu einem Einstrom von Kationen kommen
kann."
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Abb. 1.1: Schematische Struktur und Aufbau des nAChR (muskularer Subtyp)2
a) Schematische Darstellung einer Untereinheit des nAChR
b) Schematische Darstellung des nAChR (muskularer Subtyp) in seiner quarternaren
Struktur in einer Membran
c) Langsschnitt einer elektronenmikroskopischen Aufnahme (Auflésung 4.6 A) des

nAChR von Torpedo californica von Miyazawa et al”

Zum heutigen Zeitpunkt sind 17 Gene bekannt, die die verschiedenen Untereinheiten (a1-a10,
B1-B4.,y, & und €) kodieren."'® Die a-Untereinheiten, die die priméar ligandbindenden Unterein-
heiten darstellen, besitzen im N-Terminus eine weitere Disulfidbriicke zweier benachbarter
Cysteinreste, die sie von den anderen Untereinheiten (B, y, & und €) unterscheidet.® Theoretisch
ware eine riesige Anzahl an unterschiedlichen Kombinationen von je finf Untereinheiten még-
lich, doch nur bestimmte Kombinationen bilden auch funktionierende lonenkanale."”

Die nAChR lassen sich in zwei Gruppen einteilen: den muskularen nAChR und die neuronalen
nAChR." Der muskuldre nAChR kommt in den neuromuskularen Endplatten vor und vermittelt
dort die Ubertragung von Nervenimpulsen auf die Muskelzellen. Man kann dabei zwei unter-
schiedliche Formen unterscheiden. In fetalem Gewebe liegt die (a1),1yd Form vor, wahrend in
adultem Gewebe die y-Untereinheit gegen eine e-Untereinheit ausgetauscht wird und die
(a1),B1ed Form vorliegt (s. Abb. 1.2)."® "® "9 Durch das reiche Vorkommen von Acetylcholin-
rezeptoren im elektrischen Organ des Zitterrochens Torpedo und seiner groRen Ahnlichkeit zur
fetalen Form (a1),p1yd des humanen nAChR, ist der muskulare Rezeptorsubtyp relativ gut
charakterisiert.?’ Er besitzt zwei Bindungsstellen fiir Agonisten im extrazellularen N-Terminus,
jeweils an der Grenzflache zwischen einer a1-Untereinheit und einer benachbarten &- oder y
bzw. e-Untereinheit.?'
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(1) 1yd (ct1)oP1ed

Fetal Form Adult Form
ACh Binding Site
At Subunit Interface
Abb. 1.2: Darstellung der zwei Formen des muskularen nAChR*

Die zweite Gruppe stellen die neuronalen nAChR dar. Diese kénnen aus Kombinationen von
neun a- (a2-a10) und drei p-Untereinheiten (B2-B4) bestehen, allerdings sind nur bestimmte
Kombinationen moglich. Nach ihrer Fahigkeit, a-Bungarotoxin (a-Bgtx) zu binden, lassen sich
innerhalb der neuronalen nAChR zwei Untergruppen bilden. Die erste Untergruppe bindet kein
a-Bgtx und bildet Heteromere, die hauptsachlich aus den Untereinheiten a2, a3, a4 sowie (2,
B4 und meistens in einem Verhaltnis aus zwei a- und drei $-Untereinheiten zusammengesetzt
sind (s. Abb. 1.3).23'25 Die Untereinheiten a5 und 33 kommen selten und nur in Kombination mit
den zuerst genannten Untereinheiten in Rezeptoren vor, in denen sie eine (B-Untereinheit er-
setzen. Sie sind alleine nicht in der Lage, funktionsfahige Rezeptoren zu bilden.?* % Auch die
a6-Untereinheit kommt selten vor und bildet nur in Verbindung mit mindestens zwei (-
Untereinheiten funktionsfahige Rezeptoren.?” Diese heteromeren Rezeptoren besitzen ebenfalls
zwei Bindungsstellen fur Agonisten an der Grenzflache zwischen einer a- und einer B-
Untereinheit.

(4)2(f2)3 (4)2(B2)205

Likely Variant

(03)2P2P4as  (w3)p(B4)205

o5 o5

Likely
Variants &

Abb. 1.3: Darstellung der heteromeren Formen der neuronalen nAChR?

Die zweite Untergruppe der neuronalen nAChR, die sensitiv gegeniiber a-Bgtx ist, bildet Homo-
pentamere aus a7-, a8- oder a9-Untereinheiten, sowie seltener Hetereopentamere aus
Kombinationen von a7a8 oder a9a10.?® Die a8-Untereinheit wurde bisher nur in Végeln ge-

funden®® und die a10-Untereinheit konnte nur funktionierende lonenkanale bilden, wenn sie

30, 31

gleichzeitig mit der a9-Untereinheit exprimiert wird. Diese Rezeptoren besitzen z. T. andere

pharmakologische Eigenschaften, wie ein schnelleres Desensibilisierungsverhalten oder eine

hohere Permeabilitat fir Calciumionen.’” * AuRerdem besitzen homopentamere a7*-
Rezeptoren fiinf gleichwertige Bindungsstellen fiir Agonisten (s. Abb. 1.4).%*
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Abb. 1.4:

(af)s

Darstellung eines homopentameren a7*-nAChR?

Die Acetylcholin-Bindungsstelle

Mit unterschiedlichen experimentellen Ansatzen, wie Photoaffinitdtsmarkierungen oder Muta-
genesestudien, konnte gezeigt werden, dass die a-Untereinheit hauptsachlich fur die Bindung
von orthosterischen Liganden (principal component) verantwortlich ist."® Die Bindungsstelle
befindet sich an der Grenzschicht der a-Untereinheit zur Nachbaruntereinheit, die ebenfalls an
der Bindung beteiligt ist (complementary component). Auf der Seite der a-Untereinheit sind drei
Schleifen (loop A, B, C) fur die Bildung der Bindungsstelle verantwortlich. In deren Néhe be-
finden sich auch die zwei benachbarten Cysteinreste der a-Untereinheiten (s. Abb. 1.5).% *° Fiir
den muskularen Subtyp bilden vier Schleifen (loop D, E, F, G) die Begrenzung der Bindungs-
tasche der nicht-a-Untereinheit. Die Schleifen bestehen aus aromatischen Aminosauren, wie z.

B. Tyrosin und Tryptophan, und sind, zusammen mit den zwei benachbarten Cysteinresten,

hoch konservierte Bereich in den entsprechenden Gensequenzen.? '° Diese Daten bestatigen,

dass es wahrend der Bindung eines Agonisten zu einer Kation-r-Wechselwirkung komm

Abb. 1.5:

t36

Principal component % \ (-) Face

NH, J oL

loop B ”5'54';' (+)Face |
T " ) /loop A /" ()Face
@ /%?' loop E : ’Y .
e @ ) e
R QUATERNARY é loopD__ .
wr AMMONIUM Y = Y /
LIGAND @ NH,
o loop G S
i loopG =
. o
R e el G ]
Plad X ~
7 loop F S78%
"3

Complementary component

Schematische Darstellung der Acetylcholin-Bindungsstelle des muskularen Subtyps6
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Fir den muskularen Subtyp ergeben sich durch diese Erkenntnisse zwei unterschiedliche
Bindungsstellen, die nicht identisch sind. Der endogene Ligand Acetylcholin (ACh) 1 (Formel
siehe Abb. 1.8) besitzt eine hohe Affinitdt zur Bindungsstelle zwischen der a- und der &-
Untereinheit, jedoch nur eine niedrige Affinitat zur Bindungsstelle zwischen der a- und der y-
Untereinheit.*’ Fiir die Aktivierung bzw. Offnung des lonenkanals missen beide Bindungs-
stellen besetzt sein.

Dieses Wissen Uber die Acetylcholin-Bindungsstelle wurde durch die Entdeckung und die Auf-
klarung der Kristallstruktur des Acetylcholin-Bindungsprotein (AChBP) bestatigt (s. Abb. 1.6).38'
% Bei dem AChBP handelt es sich um ein I8sliches, homopentameres Homolog zu der N-
terminalen Aminosauresequenz des nAChR. Es wird von Gliazellen der SiuRwasserschnecke
Lymnaea stagnalis (Lymnaeidae) in den synaptischen Spalt abgegeben, wodurch wahrschein-
lich die Konzentration an freiem ACh 1 moduliert wird. Auch im AChBP sind Bindungstaschen
zwischen den Untereinheiten erkennbar, die ebenfalls durch mehrere Schleifen aus
aromatischen Aminosauren aufgebaut ist.*

Abb. 1.6: Das AChBP in der Aufsicht. Darstellung der finf Untereinheiten A-E mit unterschied-

lichen Farben®®

Allosterische Bindungsstellen

Neben diesen orthosterischen Bindungsstellen existiert eine Reihe weiterer, so genannter
allosterischer Bindungsstellen am nAChR, welche im Zusammenhang mit den allosterischen
Modulatoren in Kapitel 1.3 besprochen werden.
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Rezeptorkonformationen

Der nAChR st ein allosterisches Rezeptorprotein, welches in verschiedenen Konformationen
vorkommen kann und zwischen denen ein Gleichgewicht herrscht.** Durch die Bindung eines
Agonisten kommt es zu einer Konformationsanderung, wobei der Rezeptor sehr schnell (wenige
Millisekunden) aus einem geschlossenen Ruhezustand in einen aktiven, offenen Zustand tber-
fuhrt wird. Zum offenen Rezeptorzustand hat der Agonist nur noch eine geringe Affinitat. Dieses
Verhalten kann durch das Monod-Wyman-Changeux-Model der allosterischen Interaktion be-
schrieben werden.*' Durch eine Konformationsanderung des Rezeptorproteins kommt es zur
Offnung des lonenkanals, wodurch Kationen wie Na* oder ca”™ entlang ihres Konzentrations-
gradienten in die Zelle einstromen koénnen und zu einer Depolarisierung der Zellmembran
fuhren (s. Abb. 1.7). Nach der Offnung des lonenkanals kann es durch die Bindung eines
Agonisten zu weiteren Konformationséanderung in einen oder mehrere geschlossene, de-
sensibilisierte (refraktare) Zustdnde kommen, in denen der Rezeptor nicht mehr aktivierbar ist
(s. Abb. 1.7). Durch eine anhaltende Exposition des Rezeptors mit einem Agonisten kann es
sogar zu einer vollstandigen Inaktivierung kommen. Aus diesem Zustand kehrt der Rezeptor nur

42,43 Neben diesem verein-

sehr langsam in den aktivierbaren Ruhezustand zurtick (s. Abb. 1.7).
fachten Model werden noch eine Reihe weiterer Zustdnde bzw. Rezeptorkonformationen ver-

mutet.

Die Rolle, die die Desensibilisierung unter physiologischen Bedingungen spielt, ist nicht restlos
geklé'\rt.44 Es existieren jedoch Hinweise, dass Veranderungen der Rezeptorzustande Ursache
fir verschiedene Krankheiten, wie Myasthenia gravis oder bestimmte Formen der Epilepsie,
sein kénnten.*®

agonist
RESTING Q\ ACTIVE
Channel clossd m —— Chamnel open
—
DESENSITISED
Fasf oneet
DESENSITISED
Siow oneat

Abb. 1.7: Schematische Darstellung der verschiedenen Rezeptorkom‘ormationen1
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Rezeptordichte

Die langere Exposition eines Rezeptors gegeniber Agonisten fiihrt i. d. R. zu einer Abnahme
der Rezeptordichte (down-regulation), wohingegen bei langerer Exposition mit Antagonisten
eine Zunahme der Rezeptordicht beobachtet werden kann.*® Beim nAChR wird jedoch das
Gegenteil beobachtet. Die chronische Gabe eines Agonisten, z. B. von Nicotin 17, fiihrt zu einer
erhéhten Rezeptordichte im Hirngewebe. Dabei scheinen der 04f32*- und der a7*-Rezeptor
besonders sensibel auf die chronische Gabe von Agonisten zu reagieren, denn ihre
Rezeptordichte wird besonders erhdht, verglichen beispielsweise mit a3-enthaltenden
Rezeptoren.*’ Durch die chronische Gabe eines Agonisten kommt es jedoch funktionell zu einer
Abnahme der Aktivitat des nAChR, trotz erhdhter Rezeptordichte. Es wird vermutet, dass dieser
Effekt mitverantwortlich fir die Toleranzentwicklung von Nicotin 17 bei Rauchern ist.*®

Es gibt zwei Theorien, die versuchen, eine Erkldrung fir das Phanomen der erhdhten
Rezeptordichte zu geben. Die ,conformational equilibrium“-Theorie postuliert, dass der nAChR
in zwei unterschiedlichen Rezeptorkonformationen vorliegen kann, mit einer niedrigen und einer
hohen Affinitat fir Agonisten. Die chronische Gabe eines Agonisten wiirde demnach zu einer
Verschiebung des Gleichgewichtes flhren, so dass es einen prozentual héheren Anteil an
hochaffinen Rezeptoren gibt. Der ,ligand-locked receptor-Theorie nach werden nAChR relativ
schnell von der Zellmembran durch Endozytose recycelt. Durch die chronische Gabe von
Agonisten wirde sich dieser Prozess verlangsamen und es kdme allmahlich zu einem ver-
mehrten Einbau von bereits fertigen Rezeptoren aus submembranaren Pools, die hochaffine
Rezeptoren darstellen.* Die diesen Effekten zugrunde liegenden Mechanismen werden bisher
jedoch noch zu wenig und nicht in allen Einzelheiten verstanden.

Rezeptorverteilung in unterschiedlichen Geweben

Die Verteilung der nAChR in verschiedenen Geweben kann mit unterschiedlichen Methoden
untersucht werden, z. B. mit radioaktiv markierten Liganden, spezifischen Antikérpern, in situ
Hybridisierung oder Knock-out-Mausen.

Die Untereinheiten a1, B1, & und y bzw. € konnten bisher nur in den postsynaptischen Be-
reichen der neuromuskularen Endplatten gefunden werden, wo sie den muskulédren
Rezeptorsubtyp bilden und an der Weiterleitung von Aktionspotentialen vom Nerv auf die
Muskelzelle beteiligt sind. Wegen der hohen Konzentration dieses Rezeptors im elektrischen
Organ des Zitterrochens Torpedo californica, war es mdoglich, seine Struktur sowie seine

Funktion genau zu untersuchen.? *°

In den autonomen Ganglien des peripheren Nervensystems (PNS) sind die nAChR an der
Weiterleitung von Signalen beteiligt. Dort lassen sich grolRere Mengen an mRNA fiir a3- und 34-
Untereinheiten finden, sowie kleinere Mengen an mRNA fur a4-, a5-, a7- und [2-
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Untereinheiten.’”*® Im intrakardialen Ganglion konnten mindestens zwei verschiedene Sub-
typen festgestellt werden, der a3B4*- und der q7*—Rezeptorsubtyp.54

Die komplexeste Verteilung von Untereinheiten des nAChR findet sich im ZNS. Durch die
Untersuchung von 32-Knock-out- und Wild-Typ-Mausen mit verschiedenen Radioliganden und
patch-clamp-Technik, konnten Zoli et al. vier verschiedene Subtypen im ZNS unterscheiden.®

Rezeptortyp 1, fir den die beiden Antagonisten a-Bgtx und MLA hohe Affinitat zeigten und
dessen Verteilung sich in B2-Knock-out-Mausen nicht anderte, ist wahrscheinlich der a7*-
Rezeptor. Dieser kommt neben dem Cortex und dem limbischen System v. a. im Hippocampus
und im Hypothalamus sowie in weiteren telencephalialen Regionen vor. Durch Radioligand-
Bindungsstudien mit ['*’IJa-Bgtx (a7*: Ky = 1 nM) lieRen sich diese Ergebnisse bestatigen.”® °’

Rezeptortyp 2 lasst sich in allen Teilen des Mausehirns nachweisen und enthalt p2-
Untereinheiten. Wahrscheinlich bilden diese mit a4-Untereinheiten den a4B2*-Rezeptor. Man
findet ihn v. a. im zerebralen Cortex, im Thalamus, im ventralen tegmentalen Areal (VTA), in der
Media habenula sowie in der Substantia nigra. Die Untereinheiten a2, a3, a5 und a6 kénnen
ebenfalls mit B2-Untereinheiten zu funktionierenden Rezeptoren kombiniert werden. Dabei
kommen a332*-Rezeptoren v. a. im habenularen System sowie in dopaminergen Neuronen vor,
wahrend Rezeptoren mit a6-Untereinheit in einigen catecholaminergen Nuclei, im Locus
coeruleus, im VTA sowie in der Substantia nigra aufzufinden sind. Im Mittelhirn findet man die
Untereinheit 3, die mit den Untereinheiten a3, a4, a6 oder 32/4 kombiniert werden muss, um

funktionsfahige Rezeptoren bilden zu konnen.**%

Rezeptortyp 3 enthalt keine B2-Untereinheit, er bindet (+)-[°H]Epibatidin jedoch mit hoher Affini-
tat. Dieser Subtyp setzt sich wahrscheinlich aus a3p4*-Untereinheiten zusammen, wobei a5-
Untereinheiten auch involviert sein kdnnen. Diesen Subtyp findet man v. a. in den Ganglien, in
der Media habenula, im habenularen-pedunkularen System sowie im Locus coeruleus, in der

Area postrema, im Cerebellum und in der Epiphyse.®® ®" %

Rezeptortyp 4 enthalt ebenfalls keine 32-Untereinheit und sowohl (—)—[3H]Cytisin als auch (%)-
[3H]Epibatidin binden mit sehr hoher Affinitdt, wohingegen die Affinitdt zu einigen anderen
Liganden fehlt. Dieser Rezeptortyp desensibilisiert leicht und es handelt sich vermutlich um
a2pB4*- und a4p4*-Rezeptoren. Diese befinden sich v. a. in der lateralen Habenula und im
dorsalen interpeduncularen Nucleus.®®

Eine besonders begrenzte Verteilung haben die Subtypen a9 und a9a10. Man findet sie nur in
den Haarzellen des Innenohres. Dort sind sie vermutlich an der Weiterleitung von akustischen
Signalen beteiligt.®® ®’
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Es finden sich zunehmend Hinweise, dass die so genannten neuronalen nAChR auch auler-
halb des ZNS eine wichtige physiologische und pathophysiologische Rolle spielen.68 So wurden
beispielsweise funktionsfahige Rezeptoren in Keratinozyten,69 in Epithelzellen der Bronchien,”®

" in Lymphozyten’® und in einigen anderen Zelltypen ge-

in Endothelzellen von Blutgefalen,
funden. Dabei scheinen sie eine Rolle bei der Entwicklung des Lungenkarzinoms oder re-
spiratorischer Erkrankungen, wie chronischer Bronchitis oder Asthma, zu spielen. Jedoch steht

die Erforschung der nAChR, die auRerhalb des ZNS vorkommen, noch am Anfang.

1.2 Pathologien

Der nACHR ist an einer Reihe nicht-pathologischer Hirnfunktionen, z. B. Aufmerksamkeit, Ge-
dachtnis, Lernen oder der Angst- und Schmerzwahrnehmung beteiligt.”® Er wird aber auch mit
Krankheiten in Verbindung gebracht. Durch sein hauptsachliches Vorkommen in neuronalen
Zellen, zahlen dazu besonders die Tabakabhangigkeit, Depressionen, Schizophrenie, das
Tourrette-Syndrome, Morbus Alzheimer oder Morbus Parkinson.”* Daneben gibt es auch bei
einer Reihe peripherer Erkrankungen, z. B. Entziindungen, zunehmend Hinweise auf eine Be-
teiligung des nAChR.%®

Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivititssyndrom (ADHS)

Das ADHS ist eine psychische Stérung, die v. a. im Kindesalter auftritt und von Symptomen wie
Ruhelosigkeit, Konzentrationsstérungen und Impulsivitat begleitet ist. Seine Atiologie ist nicht
vollstandig geklart, aber es werden sowohl genetische als auch psychische und soziale
Faktoren diskutiert.”” Derzeit wird ADHS v. a. mit Wirkstoffen wie Methylphenidat oder
Atomoxetin behandelt.”® Unter ADHS-Patienten gibt es einen erhdhten Anteil an Rauchern (40
%) im Gegensatz zum Bevdlkerungsdurchschnitt (26 %). Dies wird als Versuch der ADHS-
Patienten interpretiert, die Aufmerksamkeitsdefizite durch Rauchen als einer Art Eigentherapie
zu kompensieren.”” Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass sowohl Nicotin 17 als auch
nAChR-Agonisten, wie z. B. ABT-418 19, zu einer signifikanten Verbesserung der Symptomatik
von ADHS filhrten.”® ™ Jedoch treten haufig Nebenwirkungen auf, so dass abzuwarten bleibt,
ob mdglicherweise selektivere Substanzen ein weniger starkes Nebenwirkungsprofil zeigen und
sich besser fiir die Therapie des ADHS eignen.®

Angstwahrnehmung und Depression

Epidemiologische Untersuchungen konnten zeigen, dass es einen positiven Zusammenhang
zwischen Tabakabhangigkeit und einer gestérten Angstwahrnehmung sowie starken De-
pressionen gibt.®" Unter den Patienten mit starken Depressionen (DSM-IV) gibt es eine erhohte
Quote an Rauchern (57 % vs. 30 % der Normalbevc’ilkerung).82 Diese haben grolere
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Schwierigkeiten, mit dem Rauchen aufzuhéren, als gesunde Menschen.®* % Ganz 4hnlich ver-
halt es sich bei Patienten mit gestorter Angstwahrnehmung.85 Das Rauchen wird auch in diesen
Fallen als eine Art Eigentherapie betrachtet. In Tiermodellen besitzt Nicotin 17 sowohl
anxiolytische als auch anxiogene Effekte, die abhangig davon sind, in welche Hirnregion und in
welcher Dosis Nicotin 17 verabreicht wird. Bei Nichtrauchern konnte nach der transdermalen
Applikation von Nicotin 17 eine reduzierte Symptomatik der Depression festgestellt werden.®
Daruber hinaus konnte kirzlich gezeigt werden, dass sowohl (-)-Cytisin 34 als auch Vareniclin
123, beides sind Partialagonisten am a432*-Rezeptorsubtyp, antidepressive Eigenschaften in
Tiermodellen zu antidepressivem Verhalten besitzen.®” ® Aber auch bei der Angstwahr-
nehmung und Depressionen kann erst die Zukunft zeigen, welcher nAChR-Subtyp in diese
Krankheitsgeschehen involviert ist.

Schmerzwahrnehmung

Die analgetische Wirkung von Nicotin 17 kennt man bereits seit Beginn des 20. Jahrhunderts.®
Aber erst die Entdeckung des Epibatidin 27 férderte die Erforschung von nAChR-Liganden als
potentielle Schmerztherapeutika nachhaltig.90 Dabei zeigte Epibatidin 27 eine ca. 200fach
starkere analgetische Wirkung als Morphin, ohne jedoch eine Affinitdt zu Opioid-Rezeptoren (K|
> 10 yM) zu besitzen. Stattdessen besitzt Epibatidin 27 einen Ki-Wert im niedrigen picomolaren
Bereich fur den a4p2*-Rezeptor.’” ¥ Seine Toxizitat und seine geringe therapeutische Breite
lassen jedoch eine Anwendung am Menschen nicht zu.*® Die weitere Forschung brachte jedoch
neue Verbindungen hervor, die selektiver und weniger toxisch waren. ABT-594 26 war lange
Zeit ein wichtiger Arzneistoffkandidat, dessen Weiterentwicklung vor einiger Zeit wegen zu
schwerer gastrointestinaler Nebenwirkungen gestoppt wurde. Es konnte jedoch gezeigt werden,
dass es moglich war, die toxischen Nebenwirkungen von den gewunschten Wirkungen weit-
gehend zu trennen. ABT-594 26 war in Tierversuchen sehr effektiv gegen verschiedene Arten
von Schmerzen.** % Obwohl die Mitwirkung weiterer Rezeptorsubtypen nicht ausgeschlossen
werden kann, sah man in Versuchen mit Knock-out-Mausen, dass sowohl die a4- als auch die
B2-Untereinheit in Mausen am antinociceptiven Effekt von Nicotin 17 beteiligt sind.*® Es bleibt
also abzuwarten, ob es neuen Substanzen mit einer agonistischer Aktivitdt am nAChR gelingen
wird, eine Wirksamkeit in klinischen Studien zu beweisen, bei gleichzeitig reduziertem Neben-
wirkungsprofil.

Tabakabhangigkeit

Jahrlich sterben mehr als finf Millionen Menschen an den Folgen des Tabakkonsums. Trotz
weltweiter Programme zu dessen Einddammung steigt der Konsum von Tabakwaren weiter.”’
Tabakrauch enthalt bis zu 4000 verschiedene chemische Substanzen. Von Nicotin 17 wird
jedoch angenommen, dass es hauptsachlich fir die psychoaktive Wirkung verantwortlich ist.%
Das mesolimbische System scheint hauptverantwortlich fir die Wirkung von Nicotin 17 und
vieler anderer suchterzeugender Stoffe, wie Amphetamine oder Kokain, zu sein. Bei der Auf-
nahme von Nicotin 17 kommt es zu einer erhéhten Ausschiittung von Dopamin in der Area
ventralis tegmentalis (VTA) und im Nucleus accumbens, Teile des so genannten Belohnungs-
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systems. Diese und weitere Nervenverschaltungen scheinen an der suchterzeugenden Wirkung
von Nicotin 17 und anderer Drogen mitverantwortlich zu sein.**'® Es konnte gezeigt werden,
dass die B2-Untereinheit eine entscheidende Rolle bei der Vermittlung dieser Effekte spielt,
denn in B2-Knock-out-Mausen konnte weder eine erhdhte Dopaminfreisetzung durch Nicotin 17
erzeugt werden, noch verabreichten sich diese Mause in Tierversuchen das Nicotin 17 selbst.'®
Zur Raucherentwohnung stehen derzeit die Substitutions- bzw. Nicotin-Ersatz-Therapie (NRT)
in Form von Pflastern, Kaugummis oder Nasensprays sowie Bupropion (Zyban®), ein
atypisches Antidepressivum und nicht-kompetitiver Antagonist am a3p4*-Rezeptor, und seit
kurzer Zeit Vareniclin 123 (Champix™), ein Partialagonist fir den a4p2*-Rezeptor, zur Ver-

fiigung.'%

Schizophrenie

Schizophrenie ist eine i. d. R. schwere psychische Stérung des Denkens, der Wahrnehmung
und der Affektivitat, mit typischen Symptomen wie Halluzinationen und Wahnvorstellungen. Sie

entsteht durch das Zusammenspiel vieler Faktoren und beginnt meist im friihen Erwachsenen-

107

alter.”™" Unter Patienten mit Schizophrenie ist der Anteil an Rauchern etwa dreimal so hoch (ca.

108-110

90 %) wie im Bevolkerungsdurchschnitt (ca. 30 %). Auch im Falle der Schizophrenie wird

die hohe Pravalenz fiir Tabakkonsum als eine Art Selbstmedikation mit Nicotin 17 verstanden"’
und folglich fiihren EntwOhnungsversuche von Schizophreniepatienten i. d. R. zu einer Ver-
schlimmerung der Symptoma’(ik.80 Seit langem besteht die Vermutung, dass der a7*-Rezeptor
mit in dieses Krankheitsgeschehen involviert ist. Die Gabe von a7*-Rezeptorantagonisten a-
Bgtx oder MLA 33 Idsten im Tierversuch Defizite in der Verarbeitung akustischer Signale aus,
von denen angenommen wird, dass sie im Krankheitsgeschehen der Schizophrenie eine Rolle

112

spielen.’ © Darlber hinaus konnte in Autoradiographiestudien an Gehirnen von Schizophrenie-

Patienten gezeigt werden, dass diese signifikant weniger Bindungsstellen fiir a-Bgtx im Hippo-

113

campus besalien. Weitere Unterstitzung bekam die Hypothese durch den Befund

genetischer Untersuchungen, die eine Dinukleotid-Polymorphismus bei Schizophrenie-

114

Patienten auf dem Chromosom 15g13-14 am a7*-Rezeptor entdeckt haben. ™ Auf diesen Gen-

defekt ist wahrscheinlich die verminderte Gewdhnung an akustische Reize, die bei fast allen

115

Schizophrenie-Patienten beobachtet wird, zurlickzufiihren. In Laborexperimenten waren

sowohl Nicotin 17 als auch der patialagonistische a7*-Rezeptor-Ligand GTS-21 22 in der Lage,

diesen Defekt zu lindern."® """

Tourette-Syndrom

Das Tourette-Syndrom (auch Gilles-de-la-Tourette-Syndrom) bezeichnet eine neurologische
Stérung, die durch unwillkirliches Auftreten schneller und heftiger Bewegungen sowie un-
gewollter, verbaler AuBerungen (so genannte Tics) gekennzeichnet ist.'"® Es wird vermutet,
dass eine Uberfunktion des dopaminergen Systems eine Rolle spielt.119 Als Standardtherapie
zur Behandlung des Tourette-Syndroms wird derzeit Haloperidol, ein Dopaminantagonist, ein-
gesetzt. Neue Erkenntnisse zeigen, dass die transdermale Applikation von Nicotin 17 Uber
mehrere Wochen zu einer Verbesserung der Symptomatik flihren konnte."® Dariiber hinaus
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fuhrte die Gabe von Nicotin 17 in Form von Pflastern oder Kaugummis dazu, dass geringere
Dosen an Haloperidol zur Behandlung benétigt wurden.'?"'** Zusammengenommen ergibt sich
dadurch der Hinweise, dass der nAChR am Krankheitsgeschehen des Tourette-Syndroms be-
teiligt ist, jedoch ist der zugrunde liegende Mechanismus z. Z. noch ungeklart.'?®

Epilepsie

Die autosomal-dominante nachtliche Frontallappenepilepsie (ADNFLE) ist eine besondere Form
der Epilepsie, die v. a. wahrend des Schlafes auftritt und ihren Ursprung in den Frontallappen
hat. Sie ist eine relativ milde Form der Epilepsie mit nur geringen neuropsychologischen Beein-
’(ré\chtigungen.126 Die ADNFLE steht im Zusammenhang mit verschiedenen Genmutationen der
Gene CHRNA4, CHRNA2 und CHRNB2, welche fiir die a4-, a2- bzw. die B2-Untereinheit
kodieren. Jedoch sind damit nicht alle Falle erklarbar, so dass andere Ursachen, moglicher-
weise andere Gendefekte, nicht ausgeschlossen werden kénnen. Die genaue Genese dieser
Form der Epilepsie bleibt z. Z. noch ungeklart. Es konnte aber gezeigt werden, dass ein Teil
dieser Mutationen zu einer erhohten Sensibilitdt gegentiber ACh 1 fihrt. Dies kdnnte insgesamt
zu einem Ungleichgewicht von erregenden und hemmenden Neurotransmittern fiihren und auf
diese Art die Anfallsleiden verursachen.'?® Deshalb kénnten Antagonisten am nAChR in der

Zukunft therapeutische Wirkstoffe fiir die ADNFLE darstellen.'

Morbus Alzheimer

Morbus Alzheimer ist eine progressive neurodegenerativer Erkrankung, die mit einem Verlust
kognitiver Fahigkeiten sowie des Gedachtnisses einhergeht. Es kommt neben einem all-
gemeinen Verlust an Neuronen und Hirnmasse, v. a. zu einem Verlust an cholinergen
Neuronen des Hippocampus und der GroRhirnrinde' sowie zu einer verminderten Aktivitat der
Cholin Acetyltransferase (ChAT).131 Auf intrazelluldrer Ebene lassen sich Neurofibrillen er-
kennen, die aus aggregierten Tau-Proteinen bestehen.'® Extrazellular treten aggregierte und
unldsliche B-Amyloid-Plaques auf, die aus einem Spaltprodukt des Amyloid-Precursor-Proteins
(APP) bestehen." Dariiber hinaus kommt es zu einer Abnahme von a4B2*-Rezeptoren,’
wohingegen keine Abnahme von muscarinischen Rezeptoren beobachtet wird."*® Von B-
Amyloid ist bekannt, dass es mit hoher Affinitdt an den a7*-Rezeptor bindet und dadurch post-

synaptische a7*-Rezeptoren im Hippocampus blockiert.'*"'%

Epidemiologische Studien
zeigten, dass Raucher wesentlich seltener an Alzheimer erkranken als Nichtraucher."® " Das
Krankheitsgeschehen wird jedoch noch nicht vollstandig verstanden. Zur Therapie kdnnen z. Z.
nur Wirkstoffe eingesetzt werden, die die Symptome mildern, die Krankheit aufhalten oder
heilen kdnnen sie jedoch nicht. Diese Wirkstoffe sind z. B. Hemmstoffe der Acetylcholin-
esterase, z. B. Galantamin 37 oder Physostigmin 38. Diese erhdhen die Konzentration von ACh
im synaptischen Spalt und wirken auf diese Art der erniedrigten Konzentration an ACh 1 im

Gehirn entgegen.
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Morbus Parkinson

Die Parkinsonsche Krankheit ist ebenfalls eine progressive, neurodegenerative Erkrankung, die
durch motorische sowie verschiedene sensorische, psychische und kognitive Stérungen ge-
kennzeichnet ist. Die klassischen drei Symptome sind Steifigkeit, Tremor und Akinesie.
Ausgeldost wird Morbus Parkinson durch einen Verlust dopaminerger Neuronen in der

Substantia nigra und gleichzeitig wird ein Verlust an nAChR beobachtet.'*’

142

Die genaue Ursache

dieser Krankheit ist jedoch unbekannt. ™ Auch bei Morbus Parkinson haben epidemiologische

143-145

Studien erwiesen, dass Rauchen vor Parkinson schiitzen kann. Nicotin 17 wurde deshalb

schon vor langer Zeit in der Therapie von Parkinson erfolgreich eingese’(zt.146 In vielen Tier-

14149 Es wird

modellen zeigt Nicotin 17 neuroprotektive Wirkung auf nigrostratiale Neuronen.
vermutet, dass diese Wirkung auf die Aktivierung von prasynaptischen a3- und a6-enthaltende
Rezeptoren zuriickzufiihren ist, denn Tiermodelle fir Parkinson bestatigten die deutliche Ab-

nahme dieser beiden Rezeptoruntereinheiten.'**""

Entziindungen

Entziindungen sind Gewebsreaktionen auf dulRere Reize und Schadigungen, die i. d. R. lokal
begrenzt sind. Sie muissen koordiniert ablaufen und der Vagusnerv, ein Teil des para-
sympathischen Nervensystems, scheint an dieser Koordination beteiligt zu sein. Durch diesen
so genannten cholinergen antiinflammatorischen Reflex kann das ZNS schnell, auf die von
aullen kommenden Reize reagieren. Durch Ausschittung von ACh 1 kann es die Freisetzung
des Tumornekrosefaktors o (TNFa), eines wichtigen Entziindungsmediators, hemmen.'®
Pharmakologische oder elektrische Aktivierung dieses Reflexes fiihrt ebenfalls zu einer Aus-
schiittung von ACh 1 und einer verminderten Freisetzung von TNFa."® Der a7*-Rezeptor auf
Makrophagen scheint dabei eine entscheidende Rolle zu spielen.'® Es konnte gezeigt werden,
dass Agonisten am nAChR, wie z. B. ACh 1 oder Nicotin 17, die Produktion von TNFa aus
Macrophagen drosseln kénnen, wohingegen Antagonisten diese Drosselung umkehren.'*® Dies
zeigt, dass Agonisten des a7*-Rezeptors potentielle Arzneistoffen gegen Sepsis oder andere

entzlindliche Erkrankungen darstellen."’

Chronische Darmentziindungen

Einige epidemiologische Studien ergaben, dass Rauchen das Risiko fir Colitits ulcerosa

158-160

senken kann. Dagegen wird das Risiko, an Morbus Crohn zu erkranken, durch Rauchen

und Passivrauchen deutlich erhéht.”*® '

162

Dabei wird angenommen, dass Nicotin 17 fir diese

Wirkung verantwortlich ist. °* Tatsachlich kann die transdermale Applikation von Nicotin 17 den

159, 162, 163

Krankheitsprozess von Colitits ulcerosa verbessern. Und obwohl der zugrunde

liegende Mechanismus nicht genau geklart ist, zeigen erste Untersuchungen, dass moglicher-
weise eine Aktivierung des Parasymphatikus oder eine Modulation der lokalen Entzindungs-

reaktion, eine Erklarung fir die Wirkung des Nicotins 17 bei Colitis ulcerosa darstellt.”®
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Krebs

Auch bei der Krebserkrankung gibt es neue Erkenntnisse, die darauf hindeuten, dass der
nAChR an der Entwicklung bestimmter Krebsarten beteiligt ist. Der nAChR kommt auch in nicht-
neuronalen Zellen vor und scheint an vielen elementaren biologischen Prozessen wie
Differenzierung, Proliferation, Apoptose oder der Organisation des Cytoskeletts beteiligt zu

165

sein. > Unter in-vitro-Bedingungen aktiviert Nicotin 17 beispielsweise die DNA-Synthese und

1% Daneben stimuliert Nicotin 17 auch die Frei-

fordert die Zellproliferation von Endothelzellen.
setzung von Wachstumshormonen, wie z. B. des basischen Fibroblasten Wachstumsfaktors
(bFGF), besitzt angiogenetische Effekte und scheint das Tumorwachstum bestimmter Krebs-

167, 168

zellen zu férdern. Der Beteiligung verschiedener nAChR-Subtypen auf die Entstehung von

Krebs, wird derzeit ebenso untersucht, wie die Frage nach den intrazellularen Signalwegen, die

fur den antiapoptotischen Effekt des Nicotins 17 verantwortlich sind.'®®

1.3 Modulatoren

Die nicht-peptidischen Modulatoren des nAChR lassen nach Jeffrey D. Schmitt in finf strukturell
verschiedene Klassen einteilen. MaRgeblich fir diese Einteilung sind die zwei wichtigen
Strukturmerkmale eines Liganden fiir den nAChR, dem kationischen Zentrum N* und dem
Wasserstoffbriickenbindungsakzeptorsystem HBA bzw. dem 1'r-System.170 Eine wichtige Rolle

171-174

als Modulatoren am nAChR spielen dariber hinaus einige Peptidliganden sowie

allosterisch wirkende Substanzen.™

Klasse 1: Acyclisches Kation N* und acyclisches HBA/1r-System

In dieser ersten Klasse nicht-peptidischer Liganden des nAChR befinden sich v. a. kleine und
flexible Molekiile. Beide Strukturmerkmale, das kationische Zentrum N* und das HBA/w-
System, liegen in diesen Molekilen in offenkettigen Formen vor.

Der endogene Ligand und Neurotransmitter Acetylcholin (ACh) 1 stellt den Prototypen eines
Liganden am nAChR dar (s. Abb. 1.8). Er besitzt die beiden Strukturmerkmale Kation N* und
ein HBA/T-System in einem kurzen Abstand zueinander. ACh 1 besitzt hohe Affinitdt zum
a4p32*-Rezeptor (K; = 15 nM), zum a3p4*-Subtyp (K; = 560 nM) sowie zum muskularen Subtyp
(Ki = 15 nM), jedoch nur geringe zum a7*-Rezeptor (K; = 4000 nM).175'177 Neben der geringen
Selektivitat zum nAChR besitzt ACh 1 au3erdem nanomolare Affinitdt zum muscarinischen
Acetylcholinrezeptor (MAChR) und eine sehr geringe chemische Stabilitat.

Durch Esterasen kann ACh 1 schnell in Cholin 2 und Essigsaure gespalten werden. Um in den
Synapsen Cholin 2 wieder fir die Herstellung von ACh 1 zur Verfigung zu stellen, wird dieses
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polare Molekll mit Hilfe von Transportern aus dem Extrazelluldrraum in das Zellinnere be-
fordert."® Cholin 2 besitzt nur geringe Affinitat fir den a4p2*-Rezeptor (K; = 112 uM) und den
a7*-Rezeptor (Ki = 2.2 mM). Es ist jedoch ein voller und selektiver Agonist am a7*-Rezeptor
(ECso = 1.6 mM), der verglichen mit ACh 1 (EC5, = 0.13 mM), nur etwa 10fach weniger wirksam
ist.'® "% Daher wird angenommen, das Cholin 2 auch eine physiologische Bedeutung besitzt.

Cholin 2 und Acetylcholin 1 waren die Leitstrukturen zu einer Reihe neuer Liganden fir den
nAChR. Durch den Austausch der Estergruppe gegen eine Carbamidsauregruppe konnten u. a.
die Verbindungen Carbachol (CCh) 3, N-Methylcarbachol (MCC) 4 und N,N-Dimethylcarbachol
(DMCC) 5 erhalten werden (s. Abb. 1.8). Dabei zeigte CCh 3 eine hohere Affinitdt zum mAChR
(Ki = 5 nM, Rattenhirn, [3H]Oxotremorin—M), jedoch nur eine vergleichsweise niedrige Affinitat
am 0432*-Rezeptor (K; = 750 nM, Rattenhirn, [3H]Nicotin). Durch den einfach bzw. zweifach
methylierten Stickstoff der Carbamidsauregruppe wurden die Verbindungen MCC 4 (K; = 23 nM)
und DMCC 5 (K; = 20 nM) erhalten, die eine Selektivitat zum nAChR besaBen."®’

Weitere Veranderungen an der Acetylcholin-Grundstruktur brachten u. a. die Verbindung 6
(ad4B2*: Ki = 9 nM) hervor, die eine sehr hohe Affinitdt und Selektivitdt zum nAChR gegeniber
dem mACHR (K; = 3600 nM) besitzt."®' Kirzlich veréffentlichte Hansen et al. einige homologe
Verbindungen der Verbindung 6 (s. Abb. 1.8), bei denen der Stickstoff der Carbamatgruppe in
cyclisierter Form vorliegt. Dabei zeigte Verbindung 7 eine fir diese flexiblen Molekile hohe
Affinitdt und Selektivitdt zum a4p2*-Rezeptor (K; = 2.1 nM) gegenlber dem a3p4*-Rezeptor (K;
= 23 uM), dem 04p4*-Rezeptor (K; = 190 nM) und einem chimaren a7/5-HT;-Rezeptor (K; > 1
mM). Im Vergleich zu ACh 1 besal® Verbindung 7 eine partialagonistisch Aktivitdt am a4p2*-
Subtyp (66 %)."®?
Ry
H3C\ /\/o CHs H3C\ﬁ /\/OH Hsc\% /\/o I!I\R
s i
CH, o] CHj CHs 0

Acetylcholin 1 Cholin 2 Ry=Ry;=H Carbachol 3
Ry =H, R, = CH3 Methylcarbachol 4
H R; =R, =CHj3; Dimethylcarbachol 5
3

CHs
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\T \”/ \CH3 )\/\ )J\
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Abb. 1.8: Liganden ACh 1, Cholin 2, CCh 3, MCC 4 und DMCC 5, Verbindungen 6 und 7 sowie

Hexamethonium 8, Decamethonium 9 und Suxamethonium 10
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Es sind ebenfalls die Affinititen am o4B2*-Rezeptor fur die drei Muskelrelaxantien
Hexamethonium 8 (K; = 75 yM), Decamethonium 9 (K; = 3125 nM) und Suxamethonium 10 (K; =
26 nM) bekannt (s. Abb. 1.8). Obwohl Decamethonium 9 lber kein HBA/m-System verflgt, fallt
auf, dass es eine relativ hohe Affinitdt zum nAChR besitzt. Méglicherweise bekommt es durch

seine Kettenlange Zugang zu einer weiteren Bindungsstelle am nAChR.""* '®

Klasse 2: Acyclisches Kation N* und cyclisches HBA/1r-System

In der zweiten Klasse der nicht-peptidischen Liganden des nAChR liegt das Kation N* in einer
acyclischen Form vor, wohingegen das HBA/mr-System in eine cyclische Struktur eingebunden
ist.

Glennon und Dukat berichteten bei ihren Untersuchungen zu Pharmakophormodellen fiir den
nAChR von einer Reihe von 3-Pyridyl-Derivaten mit hoher Affinitat fir den a4p2*-Rezeptor. Fir
die zwei Verbindungen 11 und 12 wurden Ki-Werte von 28 nM (11) bzw. 18 nM (12) angegeben
(s. Abb. 1.9). Verbindung 11 stellt ein ringoffenes Analogon von Nicotin 17 (K; = 1-5 nM) dar,
dessen Affinitat jedoch etwas geringer ist. Sowohl die Verlangerung der Kohlenwasserstoffkette
zwischen dem tertiaren Stickstoff und dem Pyridinring, als auch der Austausch des Ethyl-
Substituenten des Stickstoffes gegen einen Methylrest oder Wasserstoff, flihrte zu erheblichen
Verlusten der Affinitat.'®* Substitution an der 6-Position des Pyridinringes wurde toleriert, jedoch
verringerten Methyl-Substituenten an der 2- oder 4-Position des Pyridinringes die Affinitat er-
heblich.'®

Einige Stilben-Derivate des Cholins (s. Abb. 1.9), z. B. Verbindung 13, zeigten nanomolare
Affinitat am a7*-Rezeptor (K; = 106 nM) mit einer hohen Selektivitat gegeniiber dem muskularen
Subtyp (K = 32 uM) sowie dem a4p2*-Rezeptor (K; = 84 uM)."®® Die Einfiihrung einer Methyl-
gruppe in Nachbarschaft zum quartaren Stickstoff wurde toleriert (a7*: Ki = 109 nM).
Demgegentiber reagierte die Position in direkter Nachbarschaft zum Sauerstoff sehr viel
sensibler auf die Einfiihrung einer Methylgruppe, wodurch sich die Affinitat zum a7*-Rezeptor
bis in den mikromolaren Bereich senkte. Funktionelle Experimente ergaben, dass es sich bei

diesen Verbindungen um Antagonisten am nAChR handelt."®

Phenylether des Cholins (s. Abb. 1.9) sind hingegen schon recht lange als Verbindungen mit

nicotinahnlichen Wirkungen auf ganglionare Rezeptoren bekannt."®®

Kirzlich durchgefiihrte
Untersuchungen an neuronalen Subtypen zeigten, dass Verbindung 14 ein potenter aber un-
selektiver Ligand am nAChR ist (a4f2*: 22.3 nM, a3B4*: 135 nM, a7*: 196 nM, (a1),f1yd: 697

nM).189

Die Verbindung RJR-2403 15, die auch Metanicotin genannt wird, kann ebenfalls als ein ring-
offenes Nicotin-Derivat angesehen werden und kommt als Spurenalkaloid in Tabak vor. RJIR-
2403 besitzt eine etwa 6fach niedrigere Affinitat zu a4B2*-Rezeptoren (K; = 26 nM), ist aber in
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der Lage diese mit etwa gleicher Effizienz wie Nicotin 17 zu aktivieren (ECso = 730 nM).
Daneben besitzt es eine gute Selektivitdt in Bindungsassays sowie in funktionellen Assays
gegeniber anderen nAChR-Subtypen und zeigte im Screening keine Affinitat zu vielen weiteren
Rezeptoren, u. a. Dopamin-, Muscarin- und Opioid-Rezeptoren.'® "' In-vivo-Untersuchungen
zeigten, dass RJR-2403 15 oral wirksam ist und groReres Potential zur Verbesserung kognitiver
Fahigkeiten besitzt als Nicotin 17, v. a. wegen dem selteneren Auftreten von Neben-
wirkungen.192 Es wird in erster Linie als Therapeutikum zur Anwendung bei Alzheimer und
anderen Demenzerkrankungen entwickelt,'®® besitzt dariiber hinaus auch viel versprechende
analgetische Eigenschaften.'® Kiirzlich wurde entdeckt, dass RJR-2403 15 ebenfalls anti-
inflammatorische Eigenschaften besitzt und damit méglicherweise bei Colitits ulcerosa wirksam
sein konnte.'® TC-2559 16 stellt eine Weiterentwicklung von RJR-2403 15 dar (s. Abb. 1.9) und
zeigte eine verbesserte Selektivitat (a4p2*: ECso = 180 nM, a3p4*: ECso > 30 uM, a3p2*: ECs, >
100 uM, (a1),81yd: ECs9 > 100 uM). Im Gegensatz zu RJR-2403 besitzt es jedoch nur partial-
agonistische Eigenschaften (~ 33%).' In Tiermodellen ist TC-2559 wirksam und reduziert bei
Ratten die Selbstverabreichung von Nicotin 17."’

>ﬁ/\/0
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2 : ; 12 Stilben-Derivat 13 Phenylether des Cholins 14
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HSC/N\/\/\(j H:,C/N\/\/\(i/o\/cm
/ /
N N

RJR-2403 15 TC-2559 16

Abb. 1.9: Liganden 11-16 mit acyclischem Kation N* und cyclischem HBA/1T-System

Klasse 3: Cyclisches Kation N* und cyclisches HBA/mr-System

In der dritten Klasse der nicht-peptidischen Liganden des nAChR liegen sowohl das Kation N*
als auch das HBA/T-System in einer cyclischen Form vor.

(-)-Nicotin 17 ist das Hauptalkaloid der Tabakpflanze Nicotiana tabacum L. (Solanaceae) und
ein Prototyp dieser Klasse von Liganden (s. Abb. 1.10). Es verfligt Gber eine hohe Affinitat zu
neuronalen nAChR (a432*: K, = 0.84 nM, a3B4*: K, = 84 nM, a7*: 127 nM, (a1),f1yd: 1 uM) und
ist ein selektiver Ligand fir den a4p2*-Rezeptor.’®® " Sowohl die Methylgruppe als auch die
(S)-Konformation des Stereozentrums sind wichtige Strukturmerkmale, die wichtig fir eine hohe
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Affinitédt sind. Das (R)-Enantiomer ist etwa 10-30fach weniger affin als das naturlich vor-
kommende (S)-Enantiomer.®® Nicotin 17 wird aus dem Tabakrauch ins Blut aufgenommen und
gelangt von dort in sehr kurzer Zeit ins Gehirn, wo es leicht die Blut-Hirn-Schranke passiert. Im
Gehirn erhéht es die Ausschittung von Dopamin im so genannten Belohnungszentrum, was fir
die suchterzeugende Wirkung verantwortlich gemacht wird.?" 202
Bindungsstudien wird [3H]Nicotin auch als Radioligand benutzt, es hat jedoch die Nachteile,
dass es chemisch nicht sehr stabil ist. Aulerdem ist es lichtempfindlich und hat eine ver-

haltnismaRig hohe nicht-spezifische Bindung.?®®

In Radioligand-

Veranderungen am Pyrrolidinring des Nicotins 17 fuhrten i. d. R. nicht zu gréRerer Affinitat oder
Selektivitat.”>* Dagegen konnte durch Veranderung am Pyridinring die Verbindung SIB-1508Y
18 erhalten werde, die in der 5-Position einen Ethinylrest tragt. SIB-1508Y 18 wird auch
Altiniclin genannt und ist &hnlich stark wirksam (ECs, = 1.8 uM), wie Nicotin 17 selber (ECso =
4.6 uM). Es ist in Tiermodellen von Morbus Parkinson gut wirksam und zeigt weniger Neben-
wirkungen als Nicotin 17.2°°2%" Derzeit wird in klinischen Studien die Anwendung an Parkinson-

Patienten untersucht.?*®

ABT-418 19 ist ein weiteres Derivat von Nicotin 17. Es wurde durch den Austausch des Pyridin-
rings gegen einen Methylisoxazolring erhalten (s. Abb. 1.10). Es zeigt eine hohe Affinitdt am
a42*-Rezeptor (K; = 3 nM) und kaum Affinitdt am a7*-Rezeptor (K; > 10 pM). Es ist etwa
10fach wirksamer als Nicotin 17 in Modellsystemen zur Lernfahigkeit und zeigte dartber hinaus
neuroprotektive und anxiolytische Effekte.”**'" ABT-418 19 wurde zur méglichen Anwendung
bei Alzheimer untersucht, die Weiterentwicklung musste in klinischen Prufungen jedoch ein-
gestellt werden.

H
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c|:H3 ‘ = C|3H3 ‘ Z CHs O~
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Nicotin 17 SIB-1508Y 18 ABT-418 19
Abb. 1.10: nAChR-Liganden Nicotin 17, SIB-1508Y 18 und ABT-418 19

Erweitert man den Pyrrolidinring des Nicotins 17 um eine CH.-Gruppe und entfernt die Methyl-
gruppe am Stickstoff, erhalt man Anabasin 20, welches auch als Nebenalkaloid im Tabak vor-
kommt (s. Abb. 1.11).2"? Durch die Dehydrierung von Anabasin 20 kann man wiederum Ana-

23 und aus

basein 21 erhalten, welches sich aus dem marinen Wurm Paranemertes peregrina
der Ameisen-Art Aphaenogaster rudis®™* isolieren Iasst. Beide Verbindungen 20 und 21 besitzen
dabei eine niedrigere Affinitat zum a4p2*-Rezeptor (20: K; = 32 nM, 21: K; = 260 nM) im Ver-
gleich zu Nicotin 17 (K; = 0.84 nM), aber eine héhere Affinitat zum a7*-Rezeptor (20: K; = 58

nM, 21: 58 nM, Nicotin 17: 400 nM). Und beide Substanzen besitzen auch eine erhéhte Wirk-
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samkeit am a7*-Rezeptor (20: ECso = 16.8 pM, 21: ECso = 6.7 yM) im Vergleich zu Nicotin 17
(ECsq = 47 pM). Es sind volle Agonisten am a7*-Rezeptor, jedoch Partialagonisten am a4p32*-

Rezeptor.?"

Aufgrund der verbesserten Wirkung am a7*-Rezeptor diente Anabasein 21 v. a. als Leitstruktur
zur Entwicklung von a7*-selektiven Verbindungen. GTS-21 22 ist aus dieser Entwicklung
hervorgegangen und zeigte eine ahnlich hohe, nanomolare Affinitat fir den a432*- und den a7*-
Rezeptor. Jedoch wirkt GTS-21 22 nur am a7*-Rezeptor als Agonist. An anderen neuronalen
Rezeptorsubtypen hatte Verbindung 22 nur einen marginalen Effekt.?'® Es zeigte neuro-
protektive Wirkung und verbesserte kognitive Fahigkeiten und wird derzeit fir die Indikationen

Alzheimer und Schizophrenie klinisch untersucht.?'’2'®

CHsy

\ N VNN
N/ >
Anabasin 20 Anabasein 21
GTS-21 22
Abb. 1.11: nAChR-Liganden Anabasin 20, Anabasein 21 und GTS-21 22

Vom Nicotin 17 leiten sich auch die so genannten Pyridylether ab (s. Abb. 1.12), die eine
Cholin-Teilstruktur beinhalten. Eine schon langer bekannte Verbindung dieser Reihe ist ABT-
089 23, die zusatzlich zur Einfliihrung des Sauerstoffatoms einen Methyl-Substituenten am
Pyridinring tragt. In Radioligand-Bindungsstudien zeigte ABT-089 23 eine hohe Selektivitat zum
a4p32*-Rezeptor (K; = 16.7 nM) im Vergleich zum a7*-Rezeptor (K; = 10 yM) und dem
muskularen Subtyp (K, > 1 yM). Darlber hinaus besal} es eine geringe Aktivitat am a3p4*-
Rezeptor (ECso = 150 pyM), ist oral bioverfliigbar und erzeugte in Tierversuchen nur geringe
Nebenwirkungen.?'® ?2° Aufgrund seiner Wirksamkeit in Tiermodellen zur Verbesserung
kognitiver Fahigkeiten sowie seiner neuroprotektiven Eigenschaften, wird es derzeit in
klinischen Studien bei ADHS untersucht.?" 2%

A-85380 24 ist eine weitere Substanz aus dieser Reihe der Pyridylether (s. Abb. 1.12). Sie tragt
statt einem Pyrrolidin- einen Azetidinring. In Radioligand-Bindungsstudien zeigte A-85380 24
eine extrem hohe Affinitdt und gute Selektivitdt zum a4p2*-Rezeptor (K; = 50 pM) gegenliber
dem a7*-Rezeptor (K; = 148 nM) und dem (a1),81yd-Subtyp (K; = 314 nM). In funktionellen
Assays erkannte man, dass A-85380 24 ein sehr effektiver Agonist an a4p2*-Rezeptoren (ECs
= 0.7 yM) als auch am a3p4*-Rezeptoren (ECsq = 0.8 uyM) ist. Aullerdem wurde eine
Dopaminfreisetzung bereits bei einem ECso-Wert von 3 nM beobachtet.?® A-85380 24 besitzt
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ein hohes analgetisches Potential und ist bereits ab Dosen von EDsy = 0.11 umol/kg wirksam.

Es treten jedoch Nebenwirkungen ab Dosen von etwa 0.5 umol/kg auf.?**

Eine Weiterentwicklung von A-85380 24 brachte die Einflhrung von Halogenatomen in die 5-
oder 6-Position des Pyridinrings. 5-lod-A-85380 25 ist ein hoch potenter und selektiver Ligand
mit picomolarer Affinitat fir den a4p2*- und den abB2*-Rezeptor (s. Abb. 1.12).'9% 225 226
Weiterhin ist 5-lod-A-85380 25 in der Lage, Dopamin aus Rattenhirnsynaptosomen mit ECso-
Werten von 12-35 nM freizusetzen.?*® Wegen seiner extrem hohen Affinitdt zu o4p2*-
Rezeptoren, wurde radioaktiv markiertes [*°1]5-lod-A-85380 als SPECT-Radiotracer entwickelt,
um Informationen Uber die Menge und die Verteilung von nAChR im Gehirn in vivo zu er-
halten.??’

Verbindung ABT-594 26 tragt ein Chloratom in der Position 6 des Pyridinrings und ist ebenfalls
eng mit der Verbindung A-85380 24 verwandt (s. Abb. 1.12). Sie besitzt hohe Affinitdt zum
a4p32*-Rezeptor (K; = 37 pM) und nur eine geringe Bindung zum muskularen Subtyp (K; > 10
pMM). ABT-594 26 ist ein voller Agonist am a432*-Subtyp und besitzt analgetische Wirksamkeit
gegen thermisch, chemische und neuropathische Schmerzen. Durch ihre bessere Selektivitat,
verglichen mit Epibatidin 27, konnte gezeigt werden, dass es mdglich war, die analgetischen
Wirkungen zumindest teilweise von den Nebenwirkungen zu trennen. Trotz besserer Vertrag-
lichkeit verglichen mit Epibatidin 27, wurde die Weiterentwicklung von ABT-594 26 kirzlich ge-

stoppt.
Ij \[j/ ////// \[j\
ABT-089 23 R=H A-85380 24 ABT-594 26
R=1 5-lod-A-85380 25
Abb. 1.12: nAChR-Liganden ABT-089 23, A-85380 24, 5-lod-A-85380 25 und ABT-594 26

Nachdem John Daly 1974 im Hautsekret des Farberfrosches Epipedobates tricolor
(Dendrobatidae) das Epibatidin 27 entdeckte und dessen Struktur 1992 aufklarte, begann ein
groRes, auch industrielles Interesse am nAChR.?" ?*® Das natiirlich vorkommende Epibatidin 27
ist exo-konfiguriert und besitzt ein 7-Azabicyclo[2.2.1]heptan-Grundgerist, welches mit einem
6-Chlorpyridin-3-yl-Rest verkntipft ist (s. Abb. 1.13). Beide exo-Enantiomere zeigen eine nahezu
gleich hohe Affinitdt an verschiedenen heteromeren nAChR-Subtypen im picomolaren Bereich.
Epibatidin 27 besitzt eine etwa 200fach starkere analgetische Wirkung als Morphin, ohne tber
eine nennenswerte Affinitat zu den muscarinischen oder den Opioid-Rezeptoren zu verfiigen.??
In Radioligand-Bindungsstudien zeigte Epibatidin 27 hohe Affinitdten an a432*- (K; = 8 pM) und
a3B4*-Rezeptoren (K; = 50 pM), jedoch immer noch hohe nanomolare Affinitat zu a7*- (K = 4
nM) und (a1),B1yd-Rezeptor (K; = 2 nM)."® Epibatidin 27 ist eine stark agonistisch wirkende
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Substanz am nAChR, mit ECso-Werten im mittleren bis niedrigen nanomolaren Bereich.?° Die
hohe Affinitat v. a. zum a432*-Rezeptor machte das radioaktiv markierte [sH]Epibatidin (Kg=8
pM) zu einem wertvollen Radioliganden fur die Untersuchung der neuronalen nAChR.'%
Aufgrund der wenig ausgepragten Subtypselektivitdt und des sehr engen therapeutischen
Fensters kann Epibatidin 27 selbst nicht als Analgetikum eingesetzt werden, stimulierte jedoch
in hohem MaRe die weitere Erforschung von Epibatidin-Analoga als potenzielle

Schemerztherapeutika.?’

Zahlreiche Veroffentlichungen mit chemisch veradnderten Strukturen basierend auf dem
Epibatidin 27, flhrten schlieBlich zu der Entwicklung von Epiboxidin 28, das einen 3-
Methylisoxazolring statt dem Chlorpyridinring des Epibatidins trégt (s. Abb. 1.13). Obwohl es
eine etwas geringere Affinitat (K, = 600 pM) als Epibatidin 27 (K; = 8 pM) am a4p2*-Rezeptor
besaR, war die funktionale Wirksamkeit, gemessen als *’Na-Einstrom in PC12-Zellen, nur etwa
halbiert (ECs, = 180 nM) verglichen mit (+)-Epibatidin (ECsq = 70 nM) bzw. (-)-Epibatidin (ECs, =
110 nM). Im Tierversuch war Epiboxidin 28 zwar etwa 10fach schwacher wirksam als Epibatidin
27, verursachte jedoch weniger Nebenwirkungen bei analgetisch wirksamen Dosen.”!

H o—N
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Epibatidin 27 Epiboxidin 28
Abb. 1.13: nAChR-Liganden Epibatidin 27 und Epiboxidin 28

Klasse 4: Cyclisches Kation N* und acyclisches HBA/r-System

In dieser vierten Klasse der nicht-peptidischen Liganden des nAChR liegt das Kation N* in einer
cyclischen Form vor, wahrend das HBA/mr-System in einer offenkettigen Form vorliegt.

Das lipophile Alkaloid (-)-Lobelin 29 lasst sich aus indischem Tabak Lobalia inflata
(Campanulaceae) isolieren (s. Abb. 1.14). Es bindet mit hoher Affinitat an den a4p32*-Rezeptor
(Ki = 1.4-2 nM) und sehr niedriger an den a7*-Rezeptor (K; = 10 uM). Strukturvariationen des
Lobelins 29 fiihrten zu geringeren Affinitaten am a4p2*-Rezeptor, wobei sich zeigte, dass beide
Aromaten und die Carbonylfunktion fir die Interaktion mit dem Rezeptor von grof3er Bedeutung
%2 Das pharmakologische Profil ist sehr komplex und Lobelin 29 zeigt sowohl agonistische
als auch antagonistische Effekte.?*® In in-vitro-Versuchen agiert es als kompetitiver Antagonist
und inhibiert die durch Nicotin 17 ausgeléste Dopaminfreisetzung aus Neuronen.”®* Auf der
andere Seite zeigte es in in-vivo-Versuchen viele, aber nicht alle Effekte des Nicotins 17. So
wirkt es sich z. B. positiv auf das Lernverhalten von Ratten aus und zeigt dariber hinaus
anxiolytische Eigenschaften. Beide Wirkungen waren nicht durch die vorherige Gabe der
nAChR-Antagonisten Mecamylamin 39 oder Dihydro-R-erythroidin 35 zu unterdriicken.?*®> 2%

sind.
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Lobelin 29 wurde des Weiteren auch als Tabakentwdhnungsmittel eingesetzt.237 Darlber hinaus
konnte vor kurzer Zeit gezeigt werden, dass Derivate des Lobelins den vesikuldren Monoamin-

transporter-2 (VMT-2) mit Ki-Werten im nanomolaren Bereich hemmen 2%%24

(+)-Anatoxin-a 30 ist ebenfalls ein natirlich vorkommendes Alkaloid, welches aus dem SuR-
wasser-Cyanobakterium Anabaena flos-aquae isoliert werden kann (s. Abb. 1.14).*' Es bindet
mit nanomolarer Affinitdt sowohl an a4p2*- (K; = 1.1 nM) als auch an a7*-Rezeptoren (K; = 90
nM),**? wobei die Bindungsdaten in der Literatur stark schwanken.?* 2> #** Anatoxin-a 30 ist
ein voller Agonist an a4p2*-Rezeptoren (EC5, = 48 nM) und damit etwa 150fach wirksamer als
(-)-Nicotin 17 und 20fach wirksamer als ACh 1. Am a7*-Rezeptor wurden dagegen nur ECsgo-
Werte im unteren mikromolaren Bereich gemessen.?*® Das Anatoxin-a-Analogon UB-165 31,
welches statt dem Acetylrest den 6-Chlorpyridylrest des Epibatidins 27 tragt, ist ein partieller
Agonist an a4p2*-Rezeptoren mit ebenfalls sehr hoher Affinitat fir den nAChR (04p2*: K; = 0.04
nM, a7*: K; = 12 nM, a3B4*: K; = 1.3 nM). 24624
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Abb. 1.14: nAChR-Liganden Lobelin 29, Anatoxin-a 30, UB-165 31, Ferruginin 32 und MLA 33

(+)-Ferruginin 32 ist ein agonistisch wirkendes Neurotoxin am oa4f32*-Rezeptor, das in der
braunen Seideneiche Darlingiana darlingiana F. Muell und Darlingiana ferruginea J. F. Bailey
(Proteaceae) vorkommt (s. Abb. 1.14).2** % Es besitzt nur eine schwach ausgepragte Selektivi-
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tat zum a4p2*- (K = 120 nM) im Vergleich zum a7*-Rezeptor (K; = 330 nM). Das demethylierte
Ferruginin zeigt jedoch eine vergleichsweise hohe Selektivitat (a4p2*: K; = 94 nM, a7*: K; = 110
MM). Weitere Strukturmodifikationen, wie der Austausch der Acetylgruppe gegen Pyridazin- und
Pyrimidinringe, erzeugte neue Norferruginin-Derivate mit hoher Subtypselektivitat fur den
04[32*—Rezeptor.242’ 251

Das Norditerpenoid-Alkaloid Methyllycaconitin (MLA) 33 Iasst sich aus Rittersporn-Arten
Delphinium ssp. (Fabaceae) isolieren®®® und ist ein selektiver und kompetitiver Antagonist fiir
a7*-Rezeptoren (K; = 1.4 nM) (s. Abb. 1.14).2°® MLA 33 ist etwa 30fach schwacher wirksam am
a4B2*- als auch am a3p4*-Rezeptor sowie am muskularen Subtyp.?** Es interagiert jedoch
auch mit a3- und a6-enthaltenden Rezeptoren mit K-Wert im niedrigen nanomolaren Bereich.?*®
Wegen seiner hohen Affinitdt zum a7*-Rezeptor ist [3H]MLA ein wichtiger Radioligand zur Er-

forschung des nAChR geworden.?*®

Klasse 5: Kation N* und HBA/1r-System in einem kondensierten Ringsystem

In der letzten Gruppe der nicht-peptidischen Liganden des nAChR liegen die zwei Struktur-
merkmale Kation N* und HBA/mr-System in einem einzigen kondensierten Ringsystem vor.

Das Alkaloid (-)-Cytisin 34 (s. Abb. 1.15) ist ein Prototyp dieser Klasse von Liganden und kommt
in vielen Pflanzenarten der Familie der Fabaceae (Schmetterlingsblitler) vor. Es besitzt hohe
Subtypselektivitdt zum a4p2*-Rezeptor (Ki = 0.122 nM) mit picomolarer Affinitat.>” Da es
Gegenstand dieser Arbeit ist, wird es in Kapitel 4.1 ausfihrlicher beschrieben.

Dihydro-f3-erythroidin (DHRE) 35 (s. Abb. 1.15) ist ebenfalls ein natirlich vorkommendes
Alkaloid. Es lasst sich aus den Samen verschiedener Arten der Gattung Erythrina (Korallen-
baume) isolieren und wirkt als kompetitiver Antagonist an neuronalen nAChR. Es besitzt ein
Praferenz zu heteromeren nAChR (04p2*: K; = 14.8 nM) verglichen mit homomeren nAChR
(a7*: K; = 9000 nM). Dies gilt auch fiir funktionelle Experimente.?*®?®° Es ist ebenfalls in vivo
wirksam und wird in Tierversuchen dazu benutzt, die a432*-vermittelten Effekte von Nicotin 17

selektiv zu inhibieren und von den a7*-vermittelten Effekten zu trennen.?®' 252
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(-)-Cytisin 34 Dihydro-R-erythroidin 35 AR-R17779 36

Abb. 1.15: nAChR-Liganden Cytisin 34, Dihydro-R-erythroidin 35 und AR-R17779 36
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Wie viele selektive a7*-Liganden besitzt auch das Spiroazabicyclooxazolidinon-Derivat AR-
R17779 36 ein Chinuclidin-Grundgerust (s. Abb. 1.15). Es ist ein sehr selektiver Ligand am a7*-
Rezeptor (Ki = 92 nM), verglichen mit dem a432*-Rezeptor (K; = 16 uM), und ein selektiver und
voller Agonist fir diesen Rezeptorsubtyp.263 In Tierversuchen zeigte AR-R17779 36 positive

Effekte auf das Lernverhalten und Erinnerungsvermdégen, jedoch keine positiven Effekte auf das

Aufmerksamkeitsverhalten.242%¢

Peptidliganden

Neben den oben beschriebenen nicht-peptidischen Liganden gibt es auch eine kleine Anzahl
von Peptidliganden, die eine groRe Bedeutung fiir den nAChR besitzen.

a-Bungarotoxin (a-Bgtx) ist ein Bestandteil im Gift des Vielbindenbungars Bungarus
multicinctus, der auch Krait genannt wird. Dieser ist eine weit verbreitete Giftschlagenart aus

der Familie der Elapidae (Giftnattern) und kommt in tropischen und subtropischen Gegenden in

267

Siidostasien vor.”>" Das Gift des Vielbindenbungars enthalt eine Mischung aus basischen

268

Neurotoxinen, das a-Bungarotoxin, das 3-Bungarotoxin sowie das k-Bungarotoxin.”>" Das etwa

8 kDa grof3e a-Bgtx ist ein kompetitiver Antagonist mit hoher Affinitat und Selektivitat fir den

256, 269

a7*-Rezeptor sowie den muskularen Subtyp (K; = 0.35 nM bzw. K; = 3.5 nM). Aullerdem

ist es seit langem ein sehr wichtiges pharmakologisches Werkzeug fiir die Charakterisierung

270

des muskularen nAChR. Dartber hinaus interagiert a-Bgtx auch mit a8*- und a9*-

enthaltenden Rezeptoren. Zu den weiteren neuronalen nAChR, die aus verschiedenen a- und

B-Untereinheiten aufgebaut sind, besitzt a-Bgtx jedoch keine Affinitat.** GroRe Bedeutung be-

sitzt heute noch der Radioligand ['%

256, 271

lJa-Bgtx, der einen Kp-Wert von 0.7 nM am a7*-Rezeptor
besitzt.

a-Conotoxine (a-Ctx) sind kurze Polypeptide aus 12-30 Aminosauren, die im Gift ver-
schiedener Arten der Familie der Conidae (Kegelschnecken) vorkommen. Kegelschnecken
findet man in fast allen tropischen Meeren und sie benutzen ihr Gift zur Jagd nach Wirmern,
Schnecken oder kleinen Fischen. Dabei kann dieses Gift auch fiir Menschen gefahrlich werden.
Strukturell haben die a-Conotoxine das gemeinsame Merkmal von 4 konservierten Cystein-
resten, die jeweils 2 Disulfidbriicken bilden und zwar zwischen dem ersten und dem dritten

2 g-Conotoxine besitzen oft be-

sowie zwischen dem zweiten und dem vierten Cystein.27
merkenswerte Selektivitdten zu einzelnen Subtypen ligandgesteuerter sowie spannungs-
abhangiger lonenkanale. Diese hohe Subtypselektivitat lasst sich einer Hypothese nach durch
einen ,dock-und-lock“-Mechanismus erklaren. Danach soll es nach einem ersten Kontakt einer
,dock®-Erkennungsregion mit einer komplementaren Struktur auf Rezeptorseite zu einer
Konformationsanderung innerhalb des Peptides kommen. Erst diese Konformationsanderung
fuhrte dann zu der entsprechenden Bindung zwischen der ,ock“Region und einer

komplementaren Struktur auf Rezeptorseite.””* 2"
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Die Conotoxine lassen sich nach ihren Zielstrukturen und nach ihrer eigenen Struktur in ver-
schiedene Familien und Uberfamilien einteilen. Benannt werden die Conotoxine mit Kiirzeln, die
ihren Artnamen représentieren.275 Einige wichtige Vertreter dieser Antagonisten am nAChR sind
a-Ctx MIl, a-Ctx PIA, a-Ctx AulB und o-Ctx IMI. a-Conotoxin MIl, das aus der Spezies Conus
magnus isoliert werden konnte, zeigte hohe Affinitdt und Selektivitdt zu a3B2*- sowie a6p2*-
Rezeptoren, die in Xenopus laevis Oocyten exprimiert wurden.?’®?"® Kiirzlich wurde das neue a-
Ctx PIA entdeckt, welches in Conus purpurascens vorkommt, und eine hohere Affinitat zu a6-
enthaltende Rezeptoren aufweist als zu a3-enthaltenden. Dies ist insofern bemerkenswert als
beide Untereinheiten ein hohes MaR an Homologie aufweisen.?”® Das a-Ctx IMI, welches im Gift
von Conus imperialis vorkommt, erwies sich als selektiver Antagonist am a7*-Rezeptor.
Daneben besitzt es eine etwa 8fach schwachere Affinitdt zum a9*-Rezeptor, eine sehr
schwache Affinitdt zum muskularen Subtyp, jedoch keine Affinitat zu anderen Subtypen, die aus
verschiedenen Kombinationen aus a- und B-Untereinheiten zusammengesetzt sind. > ! Das
a-Ctx AulB, das in Conus aulicus gefunden wurde, ist das bisher einzige Conotoxin, das eine

selektive Affinitat zum a3p4*-Rezeptor aufweist.”®

Diese und weitere Conotoxine stellen nicht nur wichtige pharmakologische Werkzeuge dar,
sondern wurden auch auf einen moglichen therapeutischen Einsatz hin untersucht. Ziconotid
(Prialt®) ist ein Wirkstoff, der aus dieser Forschung hervorgegangen ist. Es handelt sich um ein
synthetisch hergestelltes w-Conotoxin MVIIA, das aus 25 Aminosauren besteht und das selektiv
spannungsabhangige Calciumkanéale vom so genannten N-Typ hemmt. Es zeigt eine 10000fach
starkere analgetische Wirkung als Morphin, ohne die typischen Nebenwirkungen der Opiate,
wie Toleranz oder Abhangigkeit, zu besitzen. Ein Nachteil ist allerdings die Applikation als
intrathekale Dauerinfusion. Ziconotid ist zugelassen zur Schmerzbehandlung bei Patienten mit
starken Schmerzen.?* ?® Ein weiteres Indikationsgebiet fiir Conotoxine, das z. Z. untersucht
wird, ist Epilepsie.?®®

Allosterische Modulatoren

Wahrend die oben erwahnten Liganden alle eine Affinitdt zur orthosterischen Bindungsstelle
zeigen, besitzen einige Verbindungen Affinitat zu verschiedenen allosterische Bindungsstellen.
Man kann diese allosterisch wirkenden Verbindungen in positive und negative allosterische
Modulatoren einteilen, je nachdem wie die Funktion des Rezeptors durch ihre Bindung beein-
flusst wird. Dabei scheint der nAChR Uber verschiedene allosterische Bindungsstellen zu ver-
fiigen.'®

Von den beiden Acetylcholinesterase-Inhibitoren Galantamin 37 und Physostigmin 38 sowie
von dem Anthelminthikum Ivermectin ist bekannt, dass sie positive allosterische Modulatoren
am nAChR darstellen (s. Abb. 1.16). Es wird vermutet, dass sich diese Bindungsstelle auf einer
a-Untereinheit befindet.®’
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Abb. 1.16: Positiv allosterische Modulatoren Galantamin 37 und Physostigmin 38

Demgegeniber gehdéren Substanzen wie Mecamylamin 39, einige Lokalanasthetika wie z. B.
Lidocain 40 und das Neuroleptikum Chlorpromazin 41 zu einer Gruppe von negativ
allosterischen Modulatoren, die auch nicht-kompetitive Inhibitoren oder Blocker genannt
werden (s. Abb. 1.17). Man geht davon aus, dass sie eine hochaffine Bindungsstelle in der
zweiten transmembrandren Domane besitzen, die die duflere Begrenzung des eigentlichen
lonenkanals bildet. Daneben werden viele weitere niedrigaffine allosterische Bindungstellen
vermutet.®® Wahrend die Anwesenheit eines Modulators im lonenkanal die Passage auch
durch die sterische Hinderung versperrt bzw. einengt, wird fur alle allosterischen Bindungs-
stellen eine erhohte Stabilitat des desensibilisierten Zustandes angenommen.?®’
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Abb. 1.17: Negativ allosterischen Modulatoren Mecamylamin 39, Lidocain 40 und Chlorpromazin 41

Mecamylamin 39 ist eine besonders interessante Verbindung, weil sie urspringlich als Blut-
hochdrucktherapeutikum entwickelt wurde, zwischenzeitlich vom Markt genommen wurde, aber
mittlerweile als solches auch wieder verwendet wird. Im Zusammenhang mit ihren
antagonistischen Eigenschaften am nAChR, wird derzeit eine Reihe von weiteren Indikationen
fiir Mecamylamin 39 untersucht.”® Es gibt einige Hinweise, dass Mecamylamin 39 auch anti-
depressive Eigenschaften besitzt*®®® und bei Krankheiten wie Tabakabhangigkeit®®” *' oder
Toure’[te-Syndrom292 wirksam sein kdnnte.

Weiterhin scheint es Bindungsstellen fur sehr lipophile Molekile zu geben, die an der Grenz-
flache zwischen dem Rezeptorprotein und der Zellmembran vermutet werden. Dort sollen u. a.
langere n-Alkohole, Fettsauren und Barbiturate gebunden werden.?* ?** Auch Steroidhormone
sind als allosterische Modulatoren bekannt, die vermutlich wiederum eine andere Bindungs-
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stelle besitzen.?®” Die modulierenden Eigenschaften der Steroide lassen sich schwer ver-
allgemeinern, denn sie haben abhangig von den experimentellen Bedingungen und dem ge-
testeten Rezeptorsubtyp sehr unterschiedliche Auswirkungen auf den nAChR.**?" |n den
meisten Experimenten treten sie jedoch als negative allosterische Modulatoren auf."® Weiterhin

298-300

kénnen auch Calciumionen sowie das endogene Lynx—1—Protein301 die agonistischen

Effekte von ACh 1 erhohen.

Sazetidin A 42

Abb. 1.18: Ein so genannter stiller Desensibilisierer Sazetidin A 42

Eine interessante Verbindung stellt die Verbindung Sazetidin A 42 dar, die sehr hohe Affinitat
am ha4pB2*-Rezeptor zeigte (K; = 0.41 nM) und nur eine sehr geringe Bindung zum ra3(34*-
Rezeptor (K; = 10 uM) aufwies (s. Abb. 1.18). Sie aktiviert den nAChR nicht, sondern reduziert
die Aktivitat von Nicotin 17 sehr stark, wenn der Rezeptor mit Sazetidin A prainkubiert wird. Es
wird angenommen, dass Sazetidin A 42 das Gleichgewicht zwischen den Rezeptorzustédnden
stark auf die Seite des desensibilisierten Zustandes verschieben kann, ohne den Rezeptor zu

aktivieren.%

In-vivo-Versuche mit Ratten konnten kirzlich zeigen, dass Sazetidin A 42 auch
analgetische Eigenschaften besitzt, ohne dabei neurologische Nebenwirkungen zu

produzieren.>*

1.4 Pharmakophormodelle

Durch das Fehlen konkreter Strukturdaten fur die Bindungsstelle der verschiedenen nAChR-
Subtypen, beispielsweise aus Kristallstrukturen oder NMR-Experimenten, ist eine struktur-
basierte Suche nach neuen Liganden fur den nAChR nur mit Einschrénkungen mdglich. Bereits
vor einigen Jahren wurde das so genannte Acetylcholin-Bindungsprotein (AChBP), ein I6sliches
Polypeptid-Pentamer, das der extrazellularen Domane des nAChR &hnelt, in der StuRwasser-
schnecke Lymnaea stagnalis entdeckt und seine Kristallstruktur bestimmt.*® *° Es ahnelt be-
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sonders dem a7*-Rezeptor. Seine Kristallstruktur kann als Homologiemodell benutzt werden,
um neue Liganden fiir den nAChR durch computergestiitzte Verfahren zu suchen.®*

Auf der anderen Seite kdnnen durch Strukturvergleiche aus einer Gruppe von Liganden die-
jenigen gemeinsamen Merkmale herausgefiltert werden, die fiir die Affinitdt oder Aktivitat dieser
Substanzen an einem bestimmten Rezeptor essentiell sind. Man bezeichnet dabei die raum-
liche Anordnung dieser essentiellen funktionellen Gruppen und Molekilbestandteile als ein
Pharmakophor.*® Es stellt somit eine Art Schablone bzw. Anforderungsprofil dar, die fiir das
Design und die Synthese von neuen Liganden nitzliche Hilfestellung bieten kann.

Pharmakophormodelle wiederum kdnnen dazu benutzt werden, Ruckschlisse auf die
Bindungsstellen an Rezeptorproteinen zu ziehen, ohne dessen Struktur zu kennen. Fir den
nAChR wurde das erste Pharmakophormodell 1970 von Beers und Reich beschrieben. Durch
den Vergleich verschiedener Liganden des nAChR filterten sie die zwei wesentlichen Struktur-
merkmale heraus, die eine Bindung zum nAChR bewirken: ein kationischer Stickstoff (N* oder
Oniumgruppe) und ein Wasserstoffbriickenbindungsakzeptor (HBA, z. B. der Sauerstoff einer
Carbonylgruppe oder der Stickstoff eines Pyridinrings) in einem Abstand von 5.9 A zueinander
(s. Abb. 1.19).%%
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Abb. 1.19: Pharmakophormodell nach Beers und Reich®

Einige Jahre spater wurde dieses Modell von Sheridan et al. um ein drittes Strukturmerkmal
erweitert, den so genannten ,dummy point® C (s. Abb. 1.20). Dieser Punkt C markiert das
andere Ende eines Dipols, z. B. das Kohlenstoffatom der Carbonylgruppe im Cytisin 34 (s. Abb.
1.15) oder das Zentrum des Pyridinrings im Nicotin 17 (s. Abb. 1.10), und definiert so die
Richtung der Wasserstoffbriickenbindung. Die Abstadnde zwischen diesem Punkt C und dem
HBA bzw. dem kationischen Zentrum N* sollen idealerweise 1.2 A bzw. 4.0 A betragen,
wahrend der Abstand des HBA zum Kation N* 4.8 A grof sein soll.*’
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Abb. 1.20: Pharmakophormodell nach Sheridan®"’
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Holladay et al. erweiterten dieses 3-Punkt-Modell zu einem 4-Punkt-Modell, in dem sie den
beiden Stickstoffen (1) und (2) des Nicotins 17 zwei komplementare pharmakophore Elemente
(3) und (4) auf Rezeptorseite gegentberstellten (s. Abb. 1.21). Fir den Abstand dieser beiden
Stickstoffe wurde ein Optimum von 4.85 A vorgeschlagen. Sie betonten auRerdem die Not-
wendigkeit eines eigenen Pharmakophormodells fir jeden Rezeptorsubtyp und bezogen sich
mit ihrem Modell auf den a4B2*-Rezeptor.>*®

Abb. 1.21: Pharmakophormodell nach Holladay et al®®

Im Jahre 1999 wurde das Vektormodell von Tagnder et al. eingeflhrt. Dieses schlagt vor, dass
die zwei pharmakophoren Elemente N+ und HBA der Liganden einen optimalen Abstand von
2.9 A zu zwei korrespondierenden pharmakophoren Elementen A und B des Rezeptors haben
(s. Abb.1.22). Der Abstand zwischen A und B von 7-8 A konnte die Bindung von Liganden zum
nAChR besser beschreiben als der schon damals kontrovers diskutierte Abstand der Elemente
N* und HBA.>*

309

Abb. 1.22: Pharmakophormodell nach Tgnder et al.

Wenig spater wurde dieses Vektormodell von denselben Autoren Uberarbeitet und um einen
Punkt C erweitert. Dieser stellt dabei das Zentrum eines Heteroaromaten oder einer Carbonyl-
gruppe dar. Fir den Abstand dieses Punktes C zum Punkt A wurde dariber hinaus ein
optimaler Abstand von 6.5-7.4 A postuliert, sowie ein Winkel von 30-35 ° zwischen den Achsen
A-B und A-C (s. Abb. 1.23).%'%3"
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Abb. 1.23: Erweitertes Pharmakophormodell nach Tgnder et al.

Alle diese Pharmakophormodelle stellen interessante und viel versprechende Ansatze dar, die
Strukturvoraussetzungen fir Liganden in einem Modell zu verallgemeinern. Allerdings ent-
stehen viele dieser Modelle aus einer sehr geringen Anzahl von Liganden oder es werden

306308 AyRerdem

Bindungsdaten sowohl von Agonisten als auch von Antagonisten benutzt.
werden nicht selten Daten aus verschiedenen Arbeitsgruppen miteinander verglichen, bei deren
Erzeugung teilweise sehr unterschiedliche Bedingungen oder Radioliganden zum Einsatz

kamen.'°

Weiterhin kénnen diese Pharmakophormodelle z. T. sehr unterschiedliche Effekte von sehr
dhnlichen Verbindungen nicht erklaren. Der schon erwahnte Abstand von 4.8 A der zwei
pharmakophoren  Stickstoffe®”’
Epibatidin 27 erklaren, fur das zunachst ein N-N-Abstand von 5.5 A gefunden wurde.*'? Spatere
Berechnungen konnten jedoch zeigen, dass es weitere Konformere mit sehr niedriger Energie
gibt, deren N-N-Abstand zwischen 4.6 und 5.6 A liegt.*"® Dies zeigt, dass die Frage in welcher
energetisch glinstigen Konformation ein Ligand an seinen Rezeptor bindet, immer wieder auftritt
und schwer zu beantworten bleibt. Ferner gibt es Liganden fiir die N-N-Absténden > 8 A an-
genommen werden und die eine gute Affinitat zum nAChR aufweisen.®'* *'® Der N-N-Abstand
alleine scheint damit nicht geeignet zu sein, Bindungsdaten unterschiedlicher Substanzen zu
erklaren oder vorherzusagen.

konnte beispielsweise nicht die extrem hohe Affinitat von

Auch das Vektormodell nach Tander et al. kann fur bestimmte Daten keine Erklarungen liefern.
So kann es beispielsweise nicht erklaren, warum der Austausch eines Sauerstoffatoms in Ver-
bindung 43 gegen eine Methylengruppe (Verbindung 44) die Abnahme des Ki-Wertes um mehr
als das 500fache bewirkt (s. Abb. 1.24). Verbindung 43 besitzt einen K-Wert von 21 nM am
a432*-Rezeptor, wahrend fir Verbindung 44 ein K-Wert > 10 yM fir diesen Rezeptorsubtyp
beschrieben wurde.
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Abb. 1.24: Verbindungen 43 und 44

Ein mdglicher Erklarungsansatz fir sehr unterschiedliche und bisher nicht erklarbare Resultate,
konnte der Einbau von Wassermolekilen in die Bindung zwischen Ligand und Rezeptor sein.
Dabei wird ein Wassermolekil in die Bindung zwischen den protonierten Stickstoff und das -
System des Rezeptors oder zwischen die Bindung des HBA-Systems und den Rezeptor
interkaliert. Obwohl sich einige Daten damit elegant erklaren liel3en, ist dies bisher lediglich eine
Hypothese.?™

Ein interessanter Ansatz fur die Entwicklung von neuen Pharmakophormodellen ist die Ver-
wendung von Bindungsdaten und funktionellen Daten in einem Modell. Ein solches 3D-QSAR-
Modell bietet sowohl Informationen Uber die strukturellen Voraussetzungen einer hohen Affinitat
als auch daruber, welche Strukturen fiir das funktionelle Profil von Liganden wichtig sind. Tosco
et al. publizierte kirzlich ein solches Modell flir den a4p2*-Rezeptor, das aus mehreren
Gruppen von Pyridin enthaltenden Verbindungen, wie z. B. A-85380 24, erstellt wurde. Der
Nachteil dieses Modells war jedoch die geringe Anzahl an Verbindungen, die viele Standard-
liganden fur den nAChR, wie z. B. Acetylcholin 1, Nicotin 17 oder Epibatidin 27, nicht be-

inhaltete.>'®

Allgemeine Akzeptanz herrscht jedoch Uber die zwei grundsatzlichen pharmakophoren
Elemente N* und HBA. Aber bereits bei deren Abstand zueinander ergeben sich aus den
Modellen groRere Unterschiede. Es wird sich also erst in der Zukunft zeigen, ob neue Modelle
in der Lage sein werden, noch widersprichliche Ergebnisse in einem Modell zu erklaren.






Zielsetzung der Arbeit | 33

2  Zielsetzung der Arbeit

Nicotinische Acetylcholinrezeptoren werden mit einer Reihe von physiologischen Vorgangen,
wie dem Lernen und der Schmerzwahrnehmung, sowie pathophysiologischen Prozessen, wie
Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson oder der Schizophrenie, in Zusammenhang gebracht und
stellen daher wichtige Targets fiir die Arzneistoffforschung dar.?® 8 "% 3'7 Dapei sind die
genaue Zusammensetzung, die Verteilung in verschiedenen Geweben und die Funktionen der
nAChR noch unzureichend bekannt bzw. verstanden. Wahrend im ZNS die Subtypen a432*
und a7* am haufigsten vorkommen, sind die Funktionen weiterer Untereinheiten des nAChR im
ZNS, wie z. B. a5 oder B3, noch weitgehend unklar.?® Die Entwicklung subtypselektiver
Liganden stellt dabei eine  Mdoglichkeit dar, diese Zusammenhdnge von
Rezeptorzusammensetzung, -verteilung und -funktion zu untersuchen.

Im Hinblick auf eine therapeutische Verwendung sind durch das grofte akademische und
industrielle Interesse bereits einige potentielle Arzneistoffkandidaten gegen ADHS (ABT-089
23), Morbus Alzheimer (GTS-21 22, RJR-2403 15) und Morbus Parkinson (SIB-1508Y 18) bis in
die Phase der klinischen Priifung gekommen. Auch flr weitere Indikationen, wie z. B. Tabak-
abhangigkeit, Schmerzen oder Depressionen, sind Wirkstoffe in der klinischen oder pra-
klinischen Entwicklung. Fir die Behandlung der Tabakabhangigkeit steht bereits seit einigen
Jahren das Vareniclin 123 (Champix™) zur Verfligung.

Ein wichtiger Ligand fiir den nAChR ist das Alkaloid (-)-Cytisin 34. Es besitzt picomolare Affinitat
und Selektivitat zum a4p2*-Rezeptor (K; = 120 pM).>"® (-)-Cytisin 34 wurde bereits in vielen
Arbeiten als Ausgangspunkt oder Leitstruktur fiir die Synthese neuer Substanzen mit gréRerer
Subtypselektivitat genutzt.>>” 3'**?2 Daneben zeigt (-)-Cytisin 34 auch interessante pharmako-
logische Eigenschaften. In Bulgarien wird es bis heute als Tabakentwéhnungsmittel (Tabex®)
eingesetzt,*® 3** und in Russland wurde (-)-Cytisin 34 als respiratorisches Analeptikum ver-
325 Kiirzlich konnte auBerdem in Tiermodellen eine antidepressive Wirkung fir dieses
Alkaloid gezeigt werden.®

wendet.

Das Cytisinmolekiil 34 kann man als ein Bispidinmolekil 45 mit anelliertem 2-Pyridonring 46
auffassen (s. Abb. 2.1). Dabei stellt das Bispidinmolekul 45 ein semirigides Grundgertst dar,
welches im (-)-Cytisin 34 die sekundare Aminogruppe tragt, die eine wichtige Rolle flr die Inter-
aktion mit dem Rezeptor spielt.
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Abb. 2.1: Aufbau des Cytisins 34 aus einem Bispidin-Grundgeriist 45 und 2-Pyridon 46

Uber Bispidin-Derivate als Liganden fir den nAChR ist in der Literatur bisher wenig bekannt. In
Patenten finden sich nur wenige Bispidin-Derivate, wie z. B. Verbindung 47, jedoch ohne An-
gabe von biologischen Daten. Viele dieser Bispidin-Derivate tragen einen substituierten Pyridin-
ring, der direkt mit dem Stickstoff des Bispidinmolekiils verkniipft ist (s. Abb. 2.2).%%°

NH
\/N \
N
=
(of
Bispidin-Derivat 47
Abb. 2.2: Bispidin-Derivat 47 mit einem 6-Chlor-3-Pyridinring als Substituenten®*®

Es sollten deshalb neue Bispidin-Derivate 48 synthetisiert und auf ihre Affinitdt zum nAChR
untersucht werden. Ein Stickstoff des Bispidins muss dabei protonierbar sein oder als quartares
Ammoniumion vorliegen, um eine Interaktion mit dem Rezeptor zu ermdglichen. Fir eine ZNS-
Aktivitat sollte er jedoch in seiner Funktionalitat sekundar oder tertiar sein. Der zweite Stickstoff
kann substituiert werden und sollte Teil eines Linkers sein, der unterschiedliche Substituenten
mit dem Bispidin-Grundgerust verbindet (s. Abb. 2.3). Um aus dieser allgemeinen Struktur eine
breite Vielfalt moglicher Zielstrukturen zu erhalten, sollten sowohl verschiedene Linker als auch
unterschiedliche Substituenten verwendet werden.

protonierbarer Stickstoff

Abb. 2.3: Allgemeine Formel 48 der neuen Bispidin-Derivate
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In einem ersten Projekt sollten Bispidin-Derivate mit einem Carbonsdureamid-Linker
synthetisiert werden. Diese funktionelle Gruppe ist auch im (-)-Cytisin 34 als Teilstruktur ent-
halten (s. Abb. 2.4). Mit der Synthese dieser Bispidinamide 49, waren auch die zwei wichtigen
Forderungen aus den Pharmakophormodellen erfiillt, das Vorhandensein eines protonierbaren
Stickstoffes N* und eines HBA/m-Systems. Mit Hilfe der Daten aus Radioligand-
Bindungsstudien kann dann der Einfluss der unterschiedlichen Substituenten an der Carbonyl-
gruppe auf die Bindung zum nAChR untersucht werden.

Ml Jo

Cytisin 34 Bispidinamide 49

Abb. 2.4: Herleitung der allgemeinen Struktur der Bispidinamide 49 aus dem Cytisinmolekil 34

In einem Teilprojekt sollten Bispidinamid-Derivate mit einem Vinyl-Spacer zwischen dem
Carbonaureamid-Linker und aromatischen oder heteroaromatischen Substituenten hergestellt
werden (s. Abb. 2.5). Dadurch kdnnte der Einfluss des Abstandes zwischen dem Bispidin-
Grundgerist und den Substituenten untersucht werden. Aullerdem reduziert dieser Vinyl-
Spacer die Flexibilitat der Substituenten.

. Aryl

"~ Heteroaryl

Abb. 2.5: Allgemeine Struktur von Bispidinamiden 50 mit einem Vinyl-Spacer

In einem weiteren Teilprojekt sollte der Einfluss des Linkers auf die Bindung zum nAChR unter-
sucht werden. Dabei kénnte die Carbonsaureamidgruppe durch eine Sulfonsdureamidgruppe
oder eine Harnstoffgruppe ersetzt werden. Die Daten aus Radioligand-Bindungsstudien sollten
zeigen, welchen Einfluss der Austausch des Linkers auf die Interaktion mit dem nAChR besitzt.
So wirde sich insgesamt eine Vielzahl unterschiedlicher Bispidin-Derivate 50 herstellen lassen,
die sich sowohl durch den Linker als auch durch den Substituenten voneinander unterscheiden
(s. Abb. 2.6).
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51 h Styrylderivate

Abb. 2.6: Allgemeine Formel 51 fiir neue Bispidin-Derivate

Im Rahmen eines zweiten Projektes sollten bereits bekannte Cytisin-Derivate hergestellt
werden, deren Synthese in unserem Arbeitskreis bereits etabliert werden konnten.** Von (-)-

%27 Es konnte vor kurzer

Cytisin 34 weild man, dass es ein Partialagonist am a4p2*-Rezeptor ist.
Zeit gezeigt werden, dass (-)-Cytisin 34 auch antidepressive Eigenschaften in Tiermodellen
besitzt.”” Des Weiteren ist von einigen Cytisin-Derivaten bekannt, dass sie partialagonistische

3% Um Erkenntnisse

Eigenschaften am a432*-Rezeptor besitzen, z. B. 5-Brom-Cytisin 52.
dariiber zu erlangen, ob dieser partialagonistische Effekt am a4p2*-Rezeptor mit den anti-
depressiven Eigenschaften in Verbindung steht, und ob sich durch subtypselektive Liganden,
wie das Cytisin-Derivat 53 (a4p2*: K; = 0.91 nM, a3p4*: K; = 119 nM) oder 54 (042*: K; = 10.9
nM, a3p4*: K; = 4300 nM), eine bessere Wirksamkeit in Tiermodellen erzeugen lasst, sollten die
Verbindungen 52, 53 und 54 synthetisiert und auf ihre funktionellen Eigenschaften am a4p2*-,

a3B4* und a7*-Rezeptor sowie in Tiermodellen auf ihre antidepressive Wirkung untersucht

werden.
NH
0
\/N
Br
5-Brom-Cytisin 52 3-(Pyridin-3-yl)-Cytisin 53
5-(Pyridin-3-yl)-Cytisin 54
Abb. 2.7: Strukturformeln fiir die Cytisin-Derivate 52, 53 und 54

Die Synthesen der Cytisin-Derivate waren bereits beschrieben®?

und beinhalteten folgende
Schritte: Isolierung von (-)-Cytisin 34 aus Goldregensamen, Einfuhrung einer (Boc-
Schutzgruppe an das sekundare Amin des (-)-Cytisin 34, Bromierung des Pyridonringes,
Suzuki-Miyaura Kreuzkupplung zur Einfiihrung des 3-Pyridin-Substituenten und Entfernen der

tBoc-Schutzgruppe. Im Hinblick auf mégliche Tierversuche und weitere in-vitro-Untersuchungen
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sollten die Synthesen auf die Mdglichkeit eines ,Upscaling® untersucht werden, um eine
effizientere Reaktionsflihrung zu erreichen.

Die funktionellen Eigenschaften sollten im Labor von Roger Papke (University of Florida,
Gainesville, USA) mit Hilfe von patch-clamp-Experimenten an Xenopus laevis Oocyten unter-
sucht werden, die den a432*-, a3B4*- und a7*-Rezeptorsubtyp exprimierten. Die Tierversuche
sollten in Kooperation mit Marina Picciotto (Yale University, New Haven, USA) an C57/BL6
Mausen in drei verschiedenen Modellen zu antidepressivem Verhalten (tail suspension test,
forced swim test, novelty-suppressed test) durchgefiihrt werden.
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3  Projekt I: Synthese neuer Bispidin-Derivate

3.1 Allgemeine Bispidinsynthesen und Bispidinderivate

Die ersten Synthesen von Bispidin-Derivaten gehen auf Guthzeit und Jahn zurick, die 1902 das
synthetische Verhalten von Dicarboxyglutarsdureestern mit Ammoniak und Anilin beschrieben.
Sie setzten dabei Propan-1,1,3,3-tetracarbonsaureethylester 55 mit wassriger Ammoniaklésung
bzw. Anilin um. Bei Verwendung wassriger Ammoniakldsung erhielten sie zunachst das ent-
sprechende Tetraamid 56, das sich beim Erwarmen unter vermindertem Druck und unter Ab-
spaltung von Ammoniak in das Tetraoxobispidin 57 umwandeln lie3 (s. Abb. 3.1). Das Diimid 57
zeigte saure Eigenschaften und konnte mit verschiedenen Kationen als Salz gefallt werden.*®

ZT

EtOOC. COOEt H,NOC CONH,
NH3 250 °C
—_— —_—
RT
COOEt COOEt CONH, CONH,
o) N o
H
55 56
57
Abb. 3.1: Synthese von Tetraoxobispidin 57 nach Guthzeit und Jahn**®

Ein ahnliches Verfahren, welches ebenfalls auf einer intramolekularen Cyclisierung beruht,
wurde spater von Stetter™™® **' und Hoerlein®** ** dazu benutzt, neue Bispidin-Derivate herzu-
stellen. Ausgehend von 2,6-Dioxo-3,5-dicyanopiperidin-Derivaten 58, kam es dabei im Sauren
zu einem Ringschluss, welcher 2,4,6,8-Tetraoxo-3,7-diazabicyclo[3.3.1]Jnonan-Derivate 59
lieferte. In einem nachfolgenden Reaktionsschritt konnten diese Derivate zu den sauerstoff-
freien Bispidin-Derivaten 60 reduziert werden (s. Abb. 3.2). Interessant an diesem Synthesever-
fahren war, dass sich auf diese Weise Bispidin-Derivate herstellen lieRen, die verschiedene
Alkyl-Substituenten am Kohlenstoff der Position 9 trugen sowie einen Substituenten an einem
der beiden Stickstoffatome.

O, CN O, (o]
R
T Ry [Red.] Ry
Rs—— —> Ry— NH ————> R;— NH
Ry R, R,
(o) CN (o] (6]
58 59 60

Abb. 3.2: Synthese von Bispidin-Derivaten 60 nach Hoerlein®*
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Die Synthese von Tetraoxobispidin 57 (s. Abb. 3.1) wurde in den letzten Jahren dazu benutzt,
neue Spartein-Analoga herzustellen, die als asymmetrische Katalysatoren Anwendung finden

sollen.* %%

Das natiurlich vorkommende (-)-Spartein kann in einer Vielzahl von
enantioselektiven Synthesen als chiraler Ligand eingesetzt werden und auf diese Weise den
stereochemischen Ausgang der Reaktionen beeinflussen.*® Chirale Bispidin-Derivate sowie
vom Cytisin abgeleitete Diamine finden deshalb grofRes Interesse als Spartein-Analoga, z. B. fur

metallkatalysierte, enantioselektive Synthesen.****’

Galinovsky und Langer beschrieben 1955 eine weitere Mdglichkeit Bispidin-Derivate herzu-
stellen. Sie erhielten, ausgehend von Dinicotinsaurediethylester 61, zunachst das hydrierte
Piperidin-Derivat 62, welches sich mit Lithiumaluminiumhydrid (LiAlH4) in das Diol 63 um-
wandeln lie. Diese Diol 63 konnte mit Bromwasserstoff zum Brom-Derivat 64 umgesetzt
werden, welches wiederum anschlieBend mit Ammoniak im Autoklav zu Bispidin (3,7-
Diazabicyclo[3.3.1]nonan) 45 reagierte (s. Abb. 3.3). Auch diese Synthese beruht auf einem
intramolekularen Ringschluss und durch eine weitere Umsetzung des Bispidins 45 mit Form-
aldehyd konnte Diazaadamantan 65 erhalten werden.**?

EtOOC \ COOEt EtO0C COOEt HOH,C CH,0OH
‘ PtO, / H, LiAIH, HBr
/
N
H

N N
H
61 62 63
BrH,C CH,Br NH N
NH; CH,0 \‘
—_— —_—
N
H
64 45 65
Abb. 3.3: Synthese von Bispidin 45 und Diazaadamantan 65 nach Galinovsky und Langer342

Auf dem ungekehrten Weg kann man auch durch die Spaltung von Diazaadamantan-Derivaten
zu Bispidin-Derivaten gelangen. So konnte aus 5,7-Diphenyl-1,3-diazaadamantan-6-on 66
durch die Reaktion mit Acetylchlorid oder Essigsaureanhydrid 3,7-Diacetyl-1,5-diphenyl-3,7-
diazabicyclo[3.3.1]Jnonan-9-on 67 hergestellt werden. Durch die Reaktion mit Benzoylchlorid
konnte das entsprechende Benzoesiure-Derivate in gleicher Weise hergestellt werden.**® Zur
Synthese von neuen Bispidin-Derivaten ist dieser Syntheseweg jedoch wenig geeignet, da
Bispidin-Derivate erst nach einer mehrstufigen Synthese aus den komplexen Diazaadamantan-
Derivaten hergestellt werden kénnten (s. Abb. 3.4).



Projekt I: Synthese neuer Bispidin-Derivate | 41

Ra
R1 = Phenyl | R = Phenyl
N N R, = Acetyl
\'L Acetylchlorid N
R; ~— > Ri ~— \R
2
o R o R
66 67
Abb. 3.4: Synthese des Bispidin-Derivates 67 aus dem Diazaadamantan-Derivat 664

Namensgebend fir den Bicyclus des Bispidins 45 war jedoch Mannich, der das 3,7-
Diazabicyclo[3.3.1Jnonan-GrundgerUst als einen kondensierten Bicyclus zweier Piperidinringe
auffasste und ihm den Name Bispidin (von Bispiperidin) gab.*** **° Die von ihm entwickelte
Synthese beruht auf der Kondensation eines substituierten Piperidon-Derivates 68 mit Form-
aldehyd 69 und einem primaren Amin 70 und liefert alkylierte Bispidinon-Derivate 71 (s. Abb.
3.5) Der Mechanismus dieses Syntheseverfahrens tragt noch heute den Namen Mannich-

Reaktion und ist zu einer so genannten Namensreaktion geworden.346’ 4

Zur Synthese von
Bispidin-Derivaten wurde die Mannich-Reaktion im Laufe der Jahre wohl am haufigsten ein-
gesetzt, weil man durch dieses Verfahren Bispidinon-Derivate, z. B. 71, in einem einzigen

Syntheseschritt herstellen konnte.

R
|
T Ph N Ph
Ph N Ph
o}
+ )J\ + HN——R; ;OOA; » H;COOC COOCH;
e
H H
HsCOOC COOCH; o}
o} N
68 69 70 R, 11
Abb. 3.5: Synthese von Bispidinon-Derivaten 71 nach Mannich®* 3%

Die Mannich-Reaktion wurde auch von Waldmann et al. als Syntheseverfahren genutzt, um
neue Bispidin-Derivate herzustellen. Diese Phosphoramidat-Bispidine trugen chirale
Substituenten und kamen in einer Reihe von kupferkatalysierten, enantioselektiven Synthesen

als chirale Liganden zur Anwendung.>**>°"

Anfang der 1950er Jahre wurde zum ersten Mal die lokalanasthetische Wirkung einiger
Bispidin-Derivate beschrieben. Diese wurden in Tiermodell an Meerschweinchen getestet und
die lokalanasthetischen Wirkungen des Dimethyl- 72 und des Dihydroxyethyl-Derivates 73 (s.
Abb. 3.6) waren dabei starker als die des Goldstandards Procain.*** %
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T R=CH,CH,OH 73

R

Abb. 3.6: Bispidin-Derivate 72 und 73 mit lokalanasthetischer Wirkung nach Kyi und Wilson® 353

In den 1970er Jahren fiihrten einige Arbeiten von Ruenitz und Smissman zu der Entdeckung
und Entwicklung von Bispidin-Derivaten mit antiarrhythmischer Wirkung. Auch diese wurden
durch eine Mannich-Reaktion synthetisiert354 und lieferten alkylierte Benzyl-Bispidin-Derivate, z.
B. 74 oder 75 (s. Abb. 3.7) mit antiarrhythmischer Aktivitat in Tiermodellen. Dabei handelte es
sich um Experimente mit Mausen, bei denen ventrikuldre Arrhythmien durch Chloroform in-
duziert wurden.** Die getesteten Bispidin-Derivate, z. B. 74 und 75, besal3en eine relativ hohe
Toxizitat, die etwa im gleichen Dosisbereich auftrat, im dem auch eine Wirksamkeit festgestellt
werden konnte. Die alkylierten Bispidinbenzamide 75 und 76 besallen dagegen eine ge-

steigerte Wirksamkeit, bei gleichzeitig geringerer Toxizitat (s. Abb. 3.7).356

CH3
Ry
N
N 0
——N
——N
Ry=CH; 74 R, =0OCH;, 76
R1 = n-C4H9 75 R2 =ClI 77
Ra
Abb. 3.7: Bispidin-Derivate 74-77 mit antiarrhythmischer Aktivitat

Die Forschungen auf diesem Gebiet flihrten zu einer Reihe von Patenten, die Bispidin-Derivate
mit antiarrhythmischer Aktivitat unter dieses Schutzrecht steliten.**”*** Ein aussichtsreicher
Arzneistoff-Kandidat mit Bispidin-Grundgerist ist Tedisamil 78 (s. Abb. 3.8). Es handelt sich
dabei um eine antiarrhytmisch wirkende Substanz, die zur Gruppe |l der Antiarrhythmika gehort
und verschiedene Kalium-Kanale blockiert. Tedisamil 78 kann Aktionspotentiale im Bereich des
Vorhofes und der Herzkammern verlangern und eine normale Kontraktion des Herzens bei Vor-
hof- oder Kammerflimmern wiederherstellen.*®® Dariiber hinaus wirkt Tedisamil 78 auch anti-
ischamisch,**® was eine wertvolle Zusatzeigenschaft ist, da Herzrhythmusstoérungen nicht selten
als Folgeerkrankung nach Herzinfarkten auftreten kénnen.*®” Tedisamil 78 wird von der Firma

Solvay Pharmaceuticals entwickelt und steht derzeit kurz vor einer Zulassung durch die FDA.
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78

Abb. 3.8: Struktur des Arzneistoff-Kandidaten Tedisamil 78 mit Bispidin-Grundgerist

Einige interessante Bispidin-Derivate wurden von Holzgrabe et al. synthetisiert, welche meist
mehrfach substituiert und symmetrisch aufgebaut sind.>*® Die unten dargestellte Verbindung 79
ist ein exemplarischer Vertreter dieser Verbindungen mit hoher Affinitat und Selektivitat zum k-
Opioid-Rc—:‘zeptor.369 Mit der Entwicklung subtypselektiver Liganden fir den zum k-Opioid-
Rezeptor wird versucht, die Nebenwirkungen, die durch die Aktivierung verschiedener Opioid-
Rezeptorsubtypen vermittelt werden, weitgehend von der analgetischen Wirkung zu trennen.
Verbindung 79 zeigte auch Aktivitat in vivo gegen verschiedene Formen von Schmerzen, war
oral verfugbar und besal} eine lange Wirkdauer. Es handelt sich bei dieser Verbindung um
einen Agonisten an diesem Rezeptorsubtyp und damit um einen potentielle Vertreter einer
neuen Analgetika-Klasse.>”°

Abb. 3.9: Ein hoch affiner und selektiver k-Opioid-Rezeptor Agonist 79

Weiterhin stehen einige Bispidin-Derivate wegen ihrer metallkomplexierenden und
chelatisierenden Eigenschaften seit einigen Jahren im Mittelpunkt des Interesses der Arbeits-
gruppe von Comba et al. Sie synthetisierten und untersuchten viele Metallkomplexe
mehrzéhniger Bispidinliganden mit Ubergangsmetallionen wie z. B. Eisen-, Kobalt-, Kupfer-
oder Vanadiumionen. Diese Komplexe werden auf ihre Einsatzmdglichkeit als Katalysatoren in

371-375 Einen

einer Vielzahl von unterschiedlichen chemischen Reaktionen untersucht.
exemplarischen Vertreter 80 zeigt Abbildung 3.10, der eine sehr groRe strukturelle Ahnlichkeit

mit den k-Opioid-Rezeptoragonisten aus dem Arbeitskreis Holzgrabe besitzt.
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Abb. 3.10: Mehrzahniger Bispidin-Ligand 80 flr die Komplexierung von anorganischen Metallionen

Weiterhin besitzen bestimmte Bispidin-Derivate insulinfreisetzende Eigenschaften aufgrund
ihres antagonistischen Potentials an spannungsabhangigen Kaliumkanalen von (-Zellen und
stellen damit potentielle Wirkstoffe gegen Diabetes Typ Il dar. Dieser Antagonismus an
spannungsabhangigen Kaliumkanalen fiihrt dabei jedoch nicht direkt zu einer Insulinfreisetzung,
kann diese aber erhohen.*’® %"

Bispidin-Derivate werden derzeit intensiv erforscht und besitzen vielfaltige biologische
Wirkungen. Diese beispielhaften Synthesen und Untersuchungen von Bispidin-Derivaten unter-
streichen das chemische und pharmakologische Potential dieser Verbindungsklasse. Erst in
jungster Zeit wurden Bispidin-Derivate auch als potentielle Liganden fir den nAChR erkannt.
Neben anderen Diazabicyclen werden in Patenten der Firma Abboft und Neurosearch auch
einige Diazabicyclo[3.3.1]Jnonane (Bispidin-Derivate) geschiitzt, von dessen zwei Stickstoffen
einer mit unterschiedlich substituierten 3-Pyridylresten substituiert ist (s. Formel 47, Abb.
2.2).326:378 319 ()per die biologischen Wirkungen dieser Bispidin-Derivate an nAChR finden sich
jedoch keine Angaben in der Literatur. Ein weiteres Patent der Firma Targacept wurde im Ver-
laufe dieser Arbeit verodffentlicht und schitzt Bispidin-Derivate, die mit unterschiedlich
substituierten, fiinfgliedrigen Heterocyclen acyliert sind. Dabei ist eine der dort patentierten Ver-
bindungen identisch mit einem Bispidin-Derivat dieser Arbeit.

3.2  Zielstruktur und Retrosynthese

Es sollten neue Bispidin-Derivate als potentielle Liganden fiir den nAChR hergestellt und ihr
Bindungsverhalten am nAChR untersucht werden. Aufgrund der Erkenntnisse aus den
Pharmakophormodellen sind dabei zwei Merkmale fiir Liganden am nAChR besonders wichtig.
Zum einen muss der Ligand eine positive Ladung oder ein unter physiologischen Bedingungen
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protonierbares Strukturmerkmal tragen, z. B. einen sekundaren, tertidaren oder quartaren Stick-
stoff, und zum anderen ist das Vorhandensein eines Wasserstoffbriickenbindungsakzeptors
(HBA/m-System) wichtig fur eine Interaktion mit dem nAChR. Dieses HBA/1T-System besteht bei

vielen Liganden des nAChR aus einem Pyridinring oder aus einer Carbonylgruppe.?®* %%

Unsubstituierter

Substituierter

NH / Stickstoff

81

Abb. 3.1: Allgemeine Zielstruktur 81 der Bispidin-Derivate

Diese Erkenntnisse wurden mit in die synthetischen Vorliberlegungen einbezogen und die all-
gemeine Zielstruktur 81 der Bispidin-Derivate (s. Abb. 3.1) kénnte folgendermallen aussehen.
Ein Stickstoff des Bispidin-Grundgerustes bleibt fir die Interaktion mit dem Rezeptor un-
substituiert. Als sekundares Amin ist er unter physiologischen Bedingungen protonierbar bzw.
protoniert. An den Nachbaratomen dieses Stickstoffes sollten sich keine Substituenten be-
finden, die die Basizitdt und damit den Protonierungsgrad unter physiologischen Bedingungen
herabsetzen. Ein solcher Effekt wiirde vermutlich die Wechselwirkung der Liganden mit dem
nAChR beeintrachtigen. Der zweite Stickstoff des Bispidin-Grundgeristes sollte auf unter-
schiedliche Weise substituiert werden. Verschiedene funktionelle Gruppen kénnten zusammen
mit dem Stickstoff des Bispidins als Linker fungieren und mit unterschiedlichen Substituenten
verbunden werden (s. Abb. 3.2).

protonierbarer Stickstoff

Abb. 3.2: Allgemeine Zielstruktur 48 der Bispidine mit Linker und Substituenten

Konkret kénnten verschiedene aliphatische, cycloaliphatische, aromatische oder hetero-
aromatische Substituenten sowie Styrylderivate, die wiederum unterschiedlich substituiert sein
kénnen, Uber eine Carbonsdureamidbindung, eine Sulfonsdureamidbindung oder Uber eine
Harnstoffbricke an den zweiten Stickstoff des Bispidinmolekils gebunden werden. Hieraus
ergibt sich eine Vielfalt an neuen Verbindungen, die sich nicht nur in der Art des Substituenten
unterscheiden, sondern auch unterschiedliche funktionelle Gruppen tragen, die ebenfalls einen
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Einfluss auf die Bindung zum nAChR haben kénnten (s. Abb. 3.3). Mit den Daten aus Radio-
ligand-Bindungsstudien lieRe sich der Einfluss der Substituenten auf die Bindung zum nAChR
untersuchen und man erhielte Hinweise die Effekte, die verschiedene funktionelle Gruppen auf
die Affinitat und die Selektivitdt zu den verschiedenen nAChR-Subtypen besitzen.

O O
N N_< , o) \\/N—<
‘\\4 g io ¢ N
Y o O

Alkyl

_. Cycloalkyl

, -

&

~---- Aryl
“~

\\ ™ Heteroaryl

51 “ Styrylderivate

Abb. 3.3: Allgemeine Formel 51 fiir neue Bispidin-Derivate

Da geeignete Bispidin-Derivate fir diesen Syntheseweg nicht kauflich erhaltlich waren, es
jedoch verschiedene Synthesestrategien fiir ihre Herstellung gab (s. Kap. 3.1), erschien es
sinnvoll das Bispidin-Grundgerust selber zu synthetisieren. Auf der anderen Seite gibt es eine
groRe Anzahl an Carbon- und Sulfonsduren sowie Aminen, die giinstig zu erwerben sind. Die
neuen Bispidin-Derivate sollten sich mit Hilfe verschiedener Synthesemethoden herstellen
lassen, wobei es zur Herstellung von Carbonsaure-, Sulfonsdureamiden sowie Harnstoffen

unterschiedliche Synthesemethoden zur Auswahl gibt.346

Um eine zielgerichtete Synthese gewahrleisten zu kdénnen und Nebenprodukte bei der
Synthese der Bispidin-Derivate zu vermeiden, erschien eine Schutzgruppenstrategie erforder-
lich. Idealerweise wirde man die Synthese mit einem zweifach geschiitzten Bispidin 84
beginnen, zunachst eine Schutzgruppe (SG1) entfernen, um ein einfach geschutztes Bispidin-
Derivat 83 zu erhalten. Dann kann das freie Amin mit unterschiedlichen Substituenten unter
Ausbildung des Linkers verbunden werden. AbschlieRend misste man aus dem Bispidin-
Derivat 82 die zweite Schutzgruppe (SG,) entfernen, um die neuen, einfach substituierten
Bispidin-Derivate 81 zu erhalten.

SG, SG

/ / S

2
NH N N
__—N—R |:> __—N—R |:> Ei\/NH |:> __—N—5G;
83

81 82 84

Abb. 3.4: Retrosynthese fiir neue, einfach substituierte Bispidin-Derivate 81
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Die beiden Schutzgruppen sollten sich dabei einfach, aber in unterschiedlichen Milieus ab-
spalten lassen, sowie wahrend der Synthese der Bispidinamide, -sulfonamide oder -harnstoffe
stabil bleiben. Da viele Carbonsdureamid- oder Sulfonsdureamid- sowie Harnstoffsynthesen
basenkatalysiert ablaufen, ware eine Kombination zweier Schutzgruppen winschenswert, bei
der sich eine Schutzgruppe in einem sauren Milieu abspalten lie’e und die andere beispiels-
weise durch Hydrogenolyse. Eine haufig benutzte Kombination zweier Schutzgruppen, die
diese Vorraussetzungen erfillen, stellt die Verwendung der Benzyl- und der tBoc-Schutzgruppe
dar, die in dieser Kombination bereits in verschiedenen anderen Syntheseverfahren erfolgreich

eingesetzt wurden.*®'*%

3.3 Synthese der Zielstrukturen

3.31 Synthese von N-Benzyl-N’-tBoc-Bispidinon 87

Die Synthese eines zweifach geschitzten Bispidin-Derivates, welches eine Benzyl- und eine
tBoc-Schutzgruppe tragt, wurde bereits von Huttenloch et al. beschrieben.**® Stead et al. be-
nutzten diese Synthese in einer Verdffentlichung des Jahres 2005 und stellten N-Benzyl-N’-
tBoc-Bispidin 88 (Formel s. Abb. 3.6) in zwei Stufen her. Sie verwendeten dieses als Zwischen-
produkt fiir eine sechsstufige Totalsynthese von racemischem (+)-Cytisin.*®*

Der Aufbau des bicyclischen Ringsystems war der erste Schritt der Synthese neuer Bispidin-
Derivate. Dabei reagierten tBoc-geschutztes 4-Piperidon 85, Formaldehyd 69, Benzylamin 86
mit Essigsaure in MeOH und unter Rickfluss in einer zweifachen Mannich-Reaktion. Die
Synthese lieferte N-Benzyl-N’-tBoc-Bispidinon 87, welches an der Position 9 eine Ketogruppe
tragt und dessen zwei Stickstoffe die zwei unterschiedlichen Schutzgruppen tragen (s. Abb.
3.5). Das entstandene Produkt 87 erhielt man nach alkalischer Aufarbeitung und an-

schlieRender saulenchromatographischer Aufreinigung.®*® 3

| e /
N o N
N n + HOAc -
MeOH, reflux ——N—""Bn
H H
o

o]

85 69 86 87

Abb. 3.5: Synthese von N-Benzyl-N'-fBoc-Bispidinon 87
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Unter sonst gleichen Reaktionsbedingungen ergaben eigene Synthesen, dass die beschriebene
Reaktionszeit bei Huttenloch et al. von 2 Stunden zu kurz ist.**® Dagegen konnte mit einer Re-
aktionszeit von 6 Stunden eine hohere Ausbeute erzielt werden.*®* Eine weitere Verldngerung
der Reaktionszeit brachte jedoch neben Ausbeuteverlusten auch Schwierigkeiten bei der Auf-
reinigung, als Resultat einer vermehrten Bildung von Nebenprodukten, die jedoch nicht weiter
charakterisiert wurden. Die Literaturausbeuten fir diese Reaktion von 78 % wurden erreicht (s.
Tab. 3.1). Das erhaltene Produkt 87 war zunachst 6lig und wurde nur dulerst langsam und
unter rigorosem Entfernen aller Ldsungsmittelreste fest.

Um N-Benzyl-N’-tBoc-Bispidinon 87 in gréfleren Mengen zu erhalten, wurde diese Synthese
auch in gréReren Mal3staben durchgefihrt (Upscaling). Dabei kam es zunachst zu Ausbeute-
verlusten, wenn man die Lésungsmittelmenge in demselben Verhaltnis wie die molaren Mengen
der Edukte erhdhte. Statt 78 % erhielt man 66 % bzw. 69 % Ausbeute, bei 2facher bzw. 4facher
AnsatzgréRe (s. Tab. 3.1). Durch die Reduktion der Lésungsmittelmenge auf etwa die Halfte der
proportionalen Menge (s. Tab. 3.1 Ansatz 4), traten diese Ausbeuteverluste nicht mehr auf. Die
AnsatzgréRe von 10 g N-tBoc-4-Piperidon 85 brachte nun dieselbe Ausbeute wie die Ansatz-
gréfle von 1 g 85.

Tab. 3.1: Synthese von N-Benzyl-N'-tBoc-Bispidinon 87 in verschiedenen Ansatzgré3en

Ansatz  Piperidon Paraformaldehyd Benzylamin Lésungsmittel  Ausbeute

* 19 2x332mg 564 pl 16 ml MeOH 78 %
1 19 2x332mg 564 pl 16 ml MeOH 77 %
2 29 2 X664 mg 1.128 ml 32 ml MeOH 66 %
3 49 2x1328 mg 2.25 ml 60 ml MeOH 69 %
4 10¢ 2x3.32¢g 5.6 ml 70 ml MeOH 78 %

* Synthese und Literaturausbeute von Stead et al.*®*

3.3.2 Synthese von N-Benzyl-N’-tBoc-Bispidin 88

Die Ketogruppe in Position 9 des Zwischenproduktes N-Benzyl-N’-tBoc-Bispidinon 87 ist eine
reaktive Stelle im Bispidinmolekiil, die Nebenreaktionen verursachen kann. Da sie flir unsere
Zielstrukturen nicht von Bedeutung erschien, sollte sie entfernt werden. Die Reduktion von N-
Benzyl-N’-tBoc-Bispidinon 87 wurde ebenfalls von Stead et al. berichtet und sollte 78 % Aus-
beute liefern. Dabei wurde das Bispidinon-Derivat 87 mit Tosylhydrazin (TsNHNH,) in das ent-
sprechende Tosylhydrazon umgewandelt, welches anschlieRend mit Natriumborhydrid (NaBH,)
zum N-Benzyl-N'-tBoc-Bispidin 88 reduziert werden konnte (s. Abb. 3.6).%%
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Boc Boc
/ /
N N
1. TsNHNH,
~— 2. NaBH, B} ~— 0
o
87 88
Abb. 3.6: Reduktion von N-Benzyl-N'-tBoc-Bispidinon 87 nach Stead et al®

Die Reduktion der Ketogruppe mit Hilfe von Tosylhydrazin und NaBH, ist eine schonende
Methode zur direkten Uberfiihrung von Carbonylfunktionen in die entsprechenden Methylen-
gruppen. Eigene Synthesen nach den Vorgaben der Literatur®®* ergaben jedoch nur geringe
Ausbeuten von maximal 33 %. Auch Varianten dieser Reduktionsmethode, mit anderen
Lésungsmitteln, z. B. Sulfolan, oder mit Natriumcyanoborhydrid (NaBH3;CN) als Reduktions-

mittel, erzeugten ebenfalls nur geringe Ausbeuten derselben Gréf&enordnung.e’ss' 386

Aufgrund
dessen sollten alternative Verfahren der Reduktion von Carbonylverbindungen ausprobiert

werden.

Als etablierte Verfahren zur Reduktion von Carbonylgruppen haben sich seit langer Zeit die
Clemmensen-Reduktion und die Wolff-Kishner-Reduktion erwiesen. Beide Verfahren sind in der
Lage eine Carbonylfunktion direkt zur entsprechenden Methylengruppe zu reduzieren.**® Durch
die Clemmensen-Reduktion kdnnen Aldehyde oder Ketone 89 unter Reaktion mit Zinkamalgam
und konzentrierter Salzsdure direkt zur Methylenverbindung 90 reduziert werden (s. Abb.
3.7).387'389 Die Clemmensen-Reduktion findet jedoch in einem stark sauren Milieu statt, was
wahrscheinlich eine Abspaltung der tBoc-Schutzgruppe aus Verbindung 87 zur Folge hatte, da
die tBoc-Schutzgruppe saurelabil ist. Daneben liefert diese Reaktion auch haufig vielfaltige
Nebenprodukte, in teilweise erheblichem AusmaR.**® Aus diesen Griinden und wegen der Ver-
wendung von Quecksilberverbindungen wurde die Clemmensen-Reduktion zur Synthese von
N-Benzyl-N’-tBoc-Bispidin 89 ausgeschlossen.

0
H H
)J\ +22n +4H+ >< +2zn2+ +H20
Ri Ry Ri Ry
89 90
Abb. 3.7: Allgemeine Reaktionsgleichung der Clemmensen-Reduktion

Auch die Wolff-Kishner-Reduktion benutzt eine giftige Chemikalie (Hydrazin) und wird unter
sehr harschen Bedingungen durchgefihrt. Dabei wird zunachst aus einer Carbonylverbindung
89 und Hydrazin (NH,NH,) das entsprechende Hydrazon 91 gebildet, welches in einer
Folgereaktion im Autoklav unter Anwendung hoher Temperaturen und hohem Druck sowie in
Gegenwart von Natrium oder Natriumalkoholaten zur entsprechenden Methylenverbindung 90
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reduziert wird (s. Abb. 3.8).% %" Es ist jedoch bekannt, dass die tBoc-Schutzgruppe auch unter

stark alkalischen Bedingungen instabil sein kann und zerfallt.>*

| f\
NH ( N
ek 4
o NHNH, N N + OHF H fHo M
-OH
Ry Ry Ri R, Ry R, R Ry Ri R,
89 91 90
Abb. 3.8: Allgemeine Reaktionsgleichung der Wolff-Kishner-Reduktion

Die Huang-Minlon-Variante der Wolff-Kishner-Reduktion ist hingegen eine praparativ weniger
aufwendige Abwandlung dieser Reduktionsmethode. Mit ihr kann ebenfalls aus der Carbonyl-
verbindung 89 und Hydrazin (NH,NH,) das entsprechende Hydrazon 91 gebildet werden. Fir
die Reaktion benutzt man hoch siedende Losungsmittel, z. B. Diethylenglykol. Das gebildete
Hydrazon 91 muss nicht isoliert werden, sondern kann anschliefsend bei hoherer Temperatur
und unter stark alkalischen Bedingungen zur Methylenverbindung 90 reduziert werden (s. Abb.
3.8).3%

Diese Reduktionsmethode wurde trotz des Risikos einer Abspaltung der tBocSchutzgruppe
ausprobiert. Die eigenen Synthesen nach den Vorgaben der Literatur lieferten jedoch nicht das
gewinschte N-Benzyl-N-tBoc-Bispidin 88, sondern N-Benzyl-Bispidin 92 (s. Abb. 3.9). Dieses
konnte zwar ebenfalls als Edukt in den nachfolgenden Reaktionen an Stelle des N-tBoc-
Bispidins 93 (s. Formel in Abb. 3.11) verwendet werden, jedoch schlug die Abspaltung der
Benzylschutzgruppe nach erfolgter Derivatisierung in vielen Fallen fehl. Auch die Aufreinigung
des N-Benzyl-Bispidins 92 sowie Benzyl-geschutzter Bispidin-Derivate (Formel nicht gezeigt)
war aufwendiger. Deshalb wurde an dieser Stelle klar, dass zunachst N-Benzyl-N’-tBoc-Bispidin
88 synthetisiert werden misste, um anschlieRend zunachst die Benzylschutzgruppe zu ent-
fernen und N-tBoc-Bispidin 93 zu erhalten. Die tBoc-Schutzgruppe wirde sich vermutlich ein-
facher aus tBoc-geschitzten Bispidin-Derivaten, z. B. 99 (s. Abb. 3.16), abspalten lassen als
eine Benzyl-Schutzgruppe aus entsprechend Benzyl-geschitzten Bispidin-Derivaten.

1. NH,NH,*H,0

Boc

Diethylenglykol
/ 125 °yc ZQétd. / 1. NH,NH,*H,0
N / N Diethylenglykol NH
- // 125°C,2Std.
— // ——N—Bn 2.190 °C, 4 Std ——N—Bn
2.190 °C, 4 Std
o]
88 87 02
Abb. 3.9: Reduktion von N-Benzyl-N'-tBoc-Bispidinon 87 unter gleichzeitiger Abspaltung der tBoc-

Schutzgruppe nach der Huang-Minlon-Variante der Wolff-Kishner-Reduktion
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Obwohl die Durchfihrung der Wolff-Kishner-Reduktion nach der Huang-Minlon-Variante nicht
das gewilinschte Produkt N-Benzyl-N’-tBoc-Bispidin 88 lieferte, wurde vermutet, dass es bei
dieser Reaktion als Zwischenprodukt entsteht. Bei der Reaktion von N-Benzyl-N'-tBoc-
Bispidinon 87 mit Hydrazin (NH.NH,) in Diethylenglykol entstand bei etwa 125 °C zunachst ein
Produkt, welches auf der DC einen sehr niedrigen R-Wert besal}. Bei der anschlielenden Er-
héhung der Temperatur auf 190 °C entstand zunachst ein Produkt, das einen R~Wert von ca.
0.6 (PE:EtOAc 3:1) aufweist und nach kurzer Zeit und héherer Temperatur wieder verschwand.
Es wurde vermutet, dass es sich dabei um das gewlnschte Produkt N-Benzyl-N’-tBoc-Bispidin
88 handelte.

Bei einer erneuten Durchfiihrung der Huang-Minlon-Variante der Wolff-Kishner-Reduktion, mit
einer Maximaltemperatur von 150 °C, konnte ein Hauptprodukt isoliert werden, dass einen R¢
Wert von 0.6 besall und bei dem es sich um das gewiinschte N-Benzyl-N’-tBoc-Bispidin 88
handelte. Nach saulenchromatographischer Aufreinigung erhielt man 26 % des sauberen
Bispidin-Derivates 88. Durch eine weitere Senkung der Temperatur auf maximal 140 °C und
eine Verldngerung der Reaktionszeit auf insgesamt 10 Stunden konnte das gewinschte
Bispidin-Derivat 88 nach saulenchromatographischer Aufreinigung mit einer Ausbeute in Héhe
von 73 % isoliert werden.

/Boc /Boc
N NH,NH,*H,0 N
Diethylenglykol
——N—Bn 1.125 °C, 2 Std. o ~—N—Bn
2.140 °C, 8 Std.
o}
87 88
Abb. 3.10: Die Huang-Minlon-Variante der Wolff-Kishner-Reduktion mit modifiziertem Temperatur-

und Zeitprofil liefert N-Benzyl-N’-{Boc-Bispidin 88

Auch diese Reaktion war ohne Ausbeuteverluste in groReren MaRstaben durchfuhrbar. Die
Reaktion lieferte in Ansatzen von mehr als 20 g 87 dieselben Ausbeuten wie in kleinen An-
satzen von 4 g 87, ohne dass eine Anpassung der Reaktionsbedingungen erforderlich war.
Ausgehend von fBoc-geschitztem 4-Piperidon 85, wurde das zweifach geschitzte Bispidin-
Derivat N-Benzyl-N’-tBoc-Bispidin 88 in einer Gesamtausbeute von insgesamt 57 % in zwei
Schritten erhalten.

3.33 Synthese von N-tBoc-Bispidin 93

Wie oben bereits erwahnt, erschien es flur den weiteren Syntheseweg sinnvoll zu sein, aus N-
Benzyl-N’-tBoc-Bispidin 88 zunachst die Benzylschutzgruppe zu entfernen, anschlieend den
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frei gewordenen Stickstoff zu derivatisieren, um in einem letzten Schritt die tBoc-Schutzgruppe
abzuspalten. Unter den sauren Bedingungen, die fiir die Entfernung einer tBoc-Schutzgruppe
benutzt werden, sollten die synthetisierten Carbonsaureamid-, Sulfonsdureamid- oder Harn-
stoffgruppen weitgehend stabil bleiben.**

Fir die Abspaltung von Benzylschutzgruppen gibt es in der Literatur verschiedene Methoden,
wobei meist Edelmetallkatalysatoren, v. a. Palladium, in unterschiedlichen Lésungsmitteln (z. B.
MeOH, EtOH oder THF) und Wasserstoff als Reduktionsmittel benutzt werden.*** Der Vorteil
bei der Verwendung von Palladium auf Aktivkohle (Pd/C) und Wasserstoff ist die einfache
Handhabung und die ebenso einfache Abtrennung des Katalysators nach der Reaktion durch
Filtration. Palladiumkatalysatoren lassen sich auch in ihrer Reaktivitdt anpassen, wie die Her-
stellung des so genannten Lindlar-Katalysators zeigt.395 Dabei werden durch Zusatz von be-
stimmten Chemikalien (z. B. Chinolin) die katalytischen Eigenschaften der Metalloberflachen
gezielt herabgesetzt und auf diese Weise eine Selektivitdt bei der katalytischen Hydrierung
erreicht. Dieses Verfahren ist auch unter der Bezeichnung ,Vergiften“ eines Katalysators be-
kannt. Weitere Methoden zur Abspalten von Benzylschutzgruppen sind die katalytische Trans-

397399 oder die Ver-

ferhydrogenolyse®®*, Reaktion mit verschiedenen Chloroformat-Reagenzien
wendung verschiedener oxidativer Methoden unter Mitwirkung von Kobald-**’, Kupfer-**" oder

Rutheniumkatalysatoren®®,

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Abspaltung mit Hilfe von Pd/C und gasférmigem Wasser-
stoff gewahlt. Dieser wurde entweder von einem Wasserstoffgenerator erzeugt oder aus einer
Druckgasflasche Uber Reduzierventile in die Reaktion eingeleitet. Die Abspaltung der Benzyl-
schutzgruppe gelang ohne erkennbare Nebenreaktionen und die Ansatzmenge konnte ohne
Ausbeuteverluste auf bis zu 10 g N-Benzyl-N’-tBoc-Bispidin 88 vergroRert werden (s. Abb.
3.11). Die tBoc-Schutzgruppe war unter den Bedingungen der katalytischen Hydrierung stabil
und die Debenzylierung verlief quantitativ. Dabei wurde die Reaktion solange durchgefiihrt, bis
das Edukt N-Benzyl-N’-tBoc-Bispidin 88 dinnschichtchromatographisch nicht mehr nachweis-
bar war. Bei Ansatzgré3en von 10 g 88 verlangerte sich die Reaktionszeit jedoch auf bis zu 24
Stunden und es erwies sich als vorteilhaft, die Reaktion durch mehrmaliges Hinzufiigen von
frischem Pd/C schneller zum Abschluss zu bringen. Nach dem Filtrieren des Palladiumkata-
lysators erhielt man N-tBoc-Bispidin 93 als klares Ol. Fiir die weiteren Synthesen war eine Auf-
reinigung nicht erforderlich, weil das N-tBoc-Bispidin 93 eine Reinheit von Uber 95 % besal}. Fur
die biologische Testung und fir die chemische Charakterisierung wurde das N-tBoc-Bispidin 93
in das entsprechende Fumarat Gberflihrt.

Boc /Boc
N/ N
Pd/C 5%, MeOH
——N—"Bn H, 2-4 bar ——NH
RT, 4-24 Std.
88 93

Abb. 3.11: Debenzylierung von N-Benzyl-N'-tBoc-Bispidin 88 fiihrt zu N-tBoc-Bispidin 93
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3.34 Derivatisierung von N-tBoc-Bispidin 93

Das freie Amin des N-tBoc-Bispidin 93 sollte mit verschiedenen Substituenten derivatisiert
werden, wobei Bispidinamide, Bispidinsulfonamide und Bispidinharnstoffe als Linker entstehen.
Es erschein schlissig, dass dabei fir jede funktionelle Gruppe ein unterschiedlicher Synthese-
weg notwendig ware.

Fur die Derivatisierung des Bispidin-Grundgerustes erschien besonders das Carbonsaureamid
als Linker eine vielversprechende funktionelle Gruppe zu sein. Carbonsaureamide lassen sich
auf unterschiedlichen Wegen synthetisieren und stellen relativ stabile und neutrale chemische
Gruppen dar.*® Im Naturstoff (-)-Cytisin 34, einem hochaffinen Liganden fir den nAChR, liegt
ein Carbonsdureamid in Form eines Pyridonringes vor, der an das Bispidin-Grundgerust
anelliert ist (s. Abb. 2.1). Aus dem Vergleich des (-)-Cytisins 34 mit Bispidinamiden 49 (s. Abb.
2.4) erkennt man leicht, warum die Amid-Gruppe eine besondere Stellung in der Synthese von
neuen Bispidin-Derivaten einnimmt. Ein isosterer Austausch der Carbonsaureamidfunktion
gegen eine Harnstoff- oder Sulfonamidgruppe wirde weitere Diversitat in die neuen Bispidin-
Derivate bringen.

3.3.4.1 Synthese von N-tBoc-Bispidincarbonsdureamiden 99

Das Carbonsaureamid stellt eine sehr wichtige funktionelle Gruppe dar, die in Lebewesen
ubiquitar vorhanden ist und als wichtiger Bestandteil von Polypeptiden und Proteinen an vielen
lebenswichtigen Prozessen beteiligt ist. lhre besondere Stellung unter den funktionellen
Gruppen wird auch durch ihr gehduftes Auftreten in wichtigen Arzneistoffen unterstrichen. Dabei
zahlt das Carbonsaureamid, zusammen mit dem tertidren Amin und der Hydroxylgruppe, zu
den drei haufigsten funktionellen Gruppen in Arzneistoffen.*%* Beispielhaft sind in Abb. 3.12 vier
wichtige Arzneistoffe abgebildet, die Uber eine Amidbindung in ihrer Struktur verfligen.

H
N
W‘/\N/\CHa H "
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I k \ﬂ/
CH, CH, o
HO

Lidocain
Paracetamol

cl N cH
TN

Diazepam

HoN OCH;,

Metoclopramid

Abb. 3.12: Beispiele fir Arzneistoffe mit einer Carbonsaureamidgruppe
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Carbonsaureamide bilden stabile und neutrale funktionelle Gruppen und haben die Eigenschaft,
als Wasserstoffbriickenbindungsakzeptor sowie als -donor zu fungieren. Diese Eigenschaft wird
in Polypeptiden und Proteinen in ihrer Tertidrstruktur besonders deutlich. Fur die Bildung von
Carbonsaureamiden gibt es mittlerweile viele verschiedene Reaktionsbedingungen und
Kopplungsreagenzien.®® Dabei ist die Bildung eines Amides formal betrachtet eine
Kondensation. Jedoch reagieren Amine und Carbonsauren aufgrund der basischen Eigen-
schaften der Amine und der sauren Eigenschaften der Carbonsauren beim Zusammengeben
nicht mit der Bildung von Carbonsaureamiden, sondern mit der Bildung der entsprechenden
Salze, im Sinne einer Saure-Base-Reaktion (s. Abb. 3.13).

R-COOH + R'NH, <—> RNH;" + R-COO
pKa ~ 4-5 pKa ~ 10-11
Abb. 3.13: Salzbildung von Carbonsauren mit primaren Aminen

Die Schwierigkeit bei der Synthese von Carbonsdureamiden besteht also i. d. R. darin, die
Carbonsdure so zu derivatisieren bzw. zu aktivieren, dass sie mit ihrer Carbonylgruppe
reagieren kann. Fir dieses Ziel gibt es eine Vielzahl von Kopplungs- und Aktivierungs-
reagenzien.403 Einige wurden auch im Rahmen dieser Arbeit verwendet und sollen im
Folgenden kurz vorgestellt werden.

Synthese von N-tBoc-Bispidinamiden 99 mit Carbonsaurechloriden

Eine praparativ einfache Methode zur Herstellung von Carbonsaureamiden ist der Aminolyse
von Carbonsaurechloriden. Mittlerweile sind viele Carbonsaurechloride 96 kauflich erhaltlich.
Sie konnen jedoch auch leicht durch die Reaktion einer Carbonsaure 94 mit anorganischen
Saurechloriden, z. B. Thionylchlorid SOCI, 95%¢ *® hergestellt werden (s. Abb. 3.14). Weitere
anorganische Saurechloride, wie z. B. Oxalylchlorid (COCI),**® Phosphortrichlorid PCls,
Phosphoroxychlorid POCI; oder Phosphorpentachlorid PCls werden ebenfalls haufig verwendet
und reagieren in ahnlicher Weise.**® Des Weiteren kann diese Reaktion im Allgemeinen durch
katalytische Mengen von Dimethylformamid (DMF) beschleunigt werden.*”’
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Abb. 3.14: Synthese von Carbonséaurechloriden 96 aus Carbonsauren 94 und Thionylchlorid 95

In einem zweiten Schritt erfolgt die Umsetzung des Carbonsaurechlorides 96 mit einem Amin
97. Dabei wird neben dem Carbonsaureamid 98 auch ein Aquivalent Salzsaure gebildet, die
durch die Zugabe einer Base abgefangen werden sollte. Als Basen werden stéchiometrische
Mengen nicht-nukleophiler, tertizre Amine, z. B. Triethylamin (TEA)*®, Diisopropylethylamin
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(iProNEt) oder N-Methylmorpholin, eingesetzt. Durch einen nukleophilen Angriff des Amins an
die aktivierte Carbonylgruppe des Carbonsaurechlorides 96, kommt es unter der Abspaltung
von Salzsaure zur Bildung einer Carbonsaureamides 98 (s. Abb. 3.15). Als Lésungsmittel be-
nutzt man inerte Losungsmittel, wie Benzen, Toluen oder DCM. Die Reaktion kann durch die
Zugabe von katalytischen Mengen Pyridin oder N,N-Dimethylaminopyridin (DMAP)*® be-
schleunigt werden.

(e}

0]
Base
)J\/\V + R-NH; —_— )J\ +  Base * HCI
R Cl R NH-R'
96 U 97 98

Abb. 3.15: Synthese von Carbonsaureamiden 98 aus Carbonsaurechloriden 96 und Aminen 97

Die eigenen Synthesen von tBoc-geschitzten Bispidinamiden 99 aus N-tBoc-Bispidin 93 und
Carbonsaurechloriden 96 wurden bei RT in Toluen als Losungsmittel durchgefiihrt. Um die ent-
stehende Salzsaure zu binden, wurde 1 Aquivalent TEA als Hilfsbase zugegeben (s. Abb. 3.16).
Die Reaktion wurde mit Hilfe einer DC kontrolliert und war nach 2 Stunden beendet. Aus dem
Reaktionsgemisch wurde das Losungsmittel entfernt und das Produkt wurde saulenchromato-
graphisch aufgereinigt. Auf der Kieselgelsaule blieben dabei die Edukte 93 und 96 wegen ihres
polaren Charakters meist am Anfang der Saule zuriick. Die tBoc-geschiitzten Bispidinamide 99
wurden schnell und sauber aufgereinigt. Nach dem Entfernen des Lésungsmittels erhielt man
meistens weille Feststoffe mit Ausbeuten in Hoéhe von 80 bis 99 %, Uberwiegend jedoch von >
95 %. Die Reinheit der Produkte lag bei ebenfalls > 95 %.

Boc Boc
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. )J\ TEA _
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93 96 99
Abb. 3.16: Synthese von tBoc-geschitzten Bispidinamiden 99 mit Sdurechloriden 96

Synthese von N-tBoc-Bispidinamiden 99 mit CDI

Die Aktivierung von Carbonsauren mit Carbonyldiimidazol (CDI) 100 ist eine weitere Moglichkeit
Carbonsaureamide herzustellen. CDI 100 ist ein Kopplungsreagenz, das seit langer Zeit v. a. in
der Peptidchemie verwendet wird.*'® *'" Eine neue Variante dieses Verfahrens nutzt zur Her-
stellung von Carbonsdureamiden 102 Carbamoylimidazolium Salze 101. Die Verwendung
dieses Kopplungsreagenzes hat den Vorteil, dass man nicht nur Carbonsdureamide 102,
sondern auch Thiocarbamate 103 und Carbamate 104 und 105 sowie Harnstoffe 106 auf diese
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Weise herstellen kann. Bei der Verwendung von Thiocarbonyldiimidazol kénnen ferner auch
Thioharnstoffe synthetisiert werden.*'?

R R R,
1 CDI 1 )J\ HNR;R 1 )J\ 4
SwH ™~ _MRRe TNy N
2 Mel 'EID_CHB | |
Rz Rz SN R, R3

CDI 100

Abb. 3.17: Reaktion von Aminen mit CDI 100 nach Grzyb et al.*'?

Als Mechanismus wird vorgeschlagen, dass sich zunachst aus CDI 100 und einem Molekiil
Amin ein Carbonylimidazolderivat des Amins bildet. Dieses wird anschlieRend mit Methyliodid
(Mel) zum Carbamoylimidazolium Salz 101 methyliert, welches in Gegenwart einer Base mit
Carbonsduren zum Anhydrid 107 reagiert. Beim anschlieBenden Zerfall des gebildeten An-
hydrids wird ein Molekul Kohlendioxid abgespalten, das Methylimidazol nimmt die Carbonylver-
bindung auf und Ubertragt sie auf den Stickstoff, wobei sich ein Carbonsaureamid 102 bildet (s.
Abb. 3.18).°%
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Abb. 3.18: Mechanismus der Darstellung von Carbonsaureamiden 102 mit CDI 100
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Fir die eigenen Synthesen wurde zunachst N-tBoc-Bispidin 93 mit CDI 100 in THF zur Ver-
bindung 108 umgesetzt und saulenchromatographisch aufgereinigt. N-Carbonylimidazol-N’-
tBoc-Bispidin 108 wurde dann mit Methyliodid flr 24 Stunden bei RT aktiviert. Aus Grinden der
Loslichkeit musste zu dem in der Originalvorschrift verwendeten ACN noch THF als Cosolvens
hinzugefiigt werden.*'? AnschlieRend erfolgte die Entfernung des Lésungsmittels und des Uber-
schissigen Methyliodids am Rotationsverdampfer.

B B
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N——‘\\ RT, 24 Std.

\
93 108 X 109 \ ® TCH,

Abb. 3.19: Synthese von N-Carbonylimidazol-N’-fBoc-Bispidin 108 und Aktivierung mit Mel

Die aktivierte Verbindung 109 wurde in ACN fir 12 bis 120 Stunden mit unterschiedlichen
Carbonsauren zu tBoc-geschitzten Bispidincarbonsaureamiden 99 umgesetzt. Eine an-
schlieRende saulenchromatographische Aufreinigung lieferte tBoc-geschitzte
Bispidincarbonsdureamide 99 mit Ausbeuten in Hohe von 31 bis 89 %, Uberwiegende jedoch
von > 60 %, als klare Ole oder weiRe Feststoffe. Die Reinheit der Produkte lag bei > 95 %.
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Abb. 3.20: Synthese von tBoc-Bispidinamiden 99 aus dem Zwischenprodukt 109

Synthese von N-tBoc-Bispidinamiden 99 mit DCC

Mit der Verwendung des Kopplungsreagenz Dicyclohexyldiimid (DCC) 110 wurde ein drittes
Verfahren zur Herstellung von tBoc-geschitzten Bispidinamiden 99 verwendet. Bei DCC 110
handelt es sich um ein symmetrisches Diimid, das als Kondensationsreagenz eingesetzt wird.
Bei der Reaktion entsteht zunachst aus DCC 110 und zwei Carbonsauremolekiilen das sym-
metrische Anhydrid 111 und Dicyclohexylharnstoff 112 (s. Abb. 3.21). In einem anschlieRenden
Schritt reagiert das gebildete Anhydrid 111 mit einem Amin 97 zum Carbonsaureamid 98 (s.
Abb. 3.22). Der grof3e praparative Vorteil dieses Kopplungsreagenz ist, dass der gebildete Di-
cyclohexylharnstoff 112 in den meisten organischen Lésungsmitteln, z. B. EtOAC oder DCM,
nicht 16slich ist und wahrend der Reaktion ausfallt. Ein Nachteil der Verwendung von DCC 110
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kann sein, dass sich Reste des Dicyclohexylharnstoffes 112 in den Produkten wiederfinden und

nur schwer von diesen abtrennbar sind.*"
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Abb. 3.21: Aktivierung von Carbonsauren mit DCC 110
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Abb. 3.22: Aminolyse eines symmetrischen Saureanhydrides 111 durch ein Amin 97

Zur Synthese von N-tBoc-Bispidinamiden 99 mit DCC 110 wurde N-tBoc-Bispidin 93 zusammen
mit einer Carbonsaure 94 in DCM geldst. Bei 0 °C werden stdéchiometrische Mengen DCC 110
und katalytische Mengen Dimethylaminopyridin (DMAP) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch
wird auf RT erwarmt und tber Nacht geriihrt (s. Abb. 3.23). Dabei fallt Dicyclohexylharnstoff 112

als weilder Niederschlag aus, den man am nachsten Tag abfiltrieren kann.*™

Nach Entfernung
des Losungsmittels wurde der Rickstand saulenchromatographisch aufgereinigt. Man erhielt

Ausbeuten in Hohe von 23 bis 98 %, mit einer Reinheit von > 98 %.
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Abb. 3.23: Synthese von tBoc-Bispidinamiden 99 aus N-tBoc-Bispidin 93 und DCC 110

Die Verwendung von DCC 110 wurde in den Fallen benutzt, in denen die beiden vorher vor-
gestellten Methoden nicht zu den gewtlinschten Ergebnissen bzw. Ausbeuten fiihrten. Z. B.
lieferte die Reaktion von N-tBoc-Bispidin 93 mit 1-Methyl-1H-pyrrol-2-carbonsaure nach der
CDI-Methode lediglich eine Ausbeute von 10 %, wohingegen das Produkt mit der DCC-
Methode in 98 % Ausbeute erhalten wurde.

3.3.4.2 Synthese von N-tBoc-Bispidinsulfonsaureamiden 114

Sulfonsaureamide sind ebenfalls eine sehr haufig vorkommende funktionelle Gruppe in Arznei-
stoffen. Sie findet sich in Arzneistoffen wie Antibiotika, Diuretika, Antidiabetika, HIV-Protease

Inhibitoren, Carboanhydrase Inhibitoren oder COX-2 Inhibitoren wieder.*®” Neuere Einsatz-

gebiete von Sulfonamiden reichen von Matrix Metalloproteinase Inhibitoren*'> *'® tiber Thrombin

Inhibitoren*'"" 418

bis hin zu Endothelin-A Rezeptor Antagonistenm. In der nachfolgenden Ab-
bildung 3.24 sind einige wichtige Vertreter von Arzneistoffen aufgefihrt, die eine Sulfonamid-

gruppe in ihrer Molekulstruktur tragen.
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Abb. 3.24: Beispiele flr Arzneistoffe mit einer Sulfonsdureamidgruppe
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Sulfonsaureamide kénnen als Carbonsaureamid-Surrogat aufgefasst werden.*? Sie lassen sich
chemisch auf ahnliche Weise herstellen wie ihre Carbonsaure-Analoga, namlich durch die
Aminolyse von Sulfonsaurechloriden.®*® Da Sulfonséurechloride jedoch nicht sehr stabil und
damit nicht lange lagerfahig sind, hat man auf der Suche nach stabileren Sulfonsaure-Derivaten
die Pentafluorphenylsulfonate entdeckt, die sich in Anwesenheit eines Amins leicht zu
Sulfonamiden umsetzen lassen, aber eine hdhere Stabilitat als die Sulfonylchloride 113 auf-

weisen.*?!

Weitere Neuerungen in der Synthese von Sulfonamiden sind beispielsweise die Ver-
wendung von Ruthenium—Eisen—Katalysatoren422 oder die Entwicklung von mikrowellen-

gestiitzten Syntheseprotokollen®?.

Die Darstellung von tBoc-geschitzten Bispidinsulfonsdureamiden 114 wurde mit N-tBoc-
Bispidin 93 und Sulfonsaurechloriden 113, in analoger Weise zur Synthese der tBoc-
geschutzten Bispidinamiden 99 mit Carbonsaurechloriden, bei RT in einem inerten Losungs-
mittel sowie unter Zusatz stdéchiometrischer Mengen von TEA als Base durchgefiihrt (s. Abb.
3.25). Die Reaktion wurde mit Hilfe der DC verfolgt und nach 2 Stunden beendet. Die tBoc-
geschutzten Bispidinsulfonamide 114 wurden saulenchromatographisch aufgereinigt. Man er-
hielt weil3e oder gelbliche Feststoffe mit Ausbeuten in Héhe von 65-98 %, meist jedoch > 90 %.

Boc Boc
/ /
N N
o} 0
NH \S/ TEA N—S=—0
—~— o g Toluol, RT, 2 Std. —
R
93 113 114
Abb. 3.25: Synthese von tBoc-Bispidinsulfonamiden 114 mit Sulfonsaurechloriden 113

3.3.4.3 Synthese von N-tBoc-Bispidinharnstoffen 118

Auch Harnstoffe kdnnen als Carbonsdureamid-Surrogate aufgefasst werden und sie bilden
ebenfalls neutrale und stabile funktionelle Gruppen. Wie in Abbildung 3.17 gezeigt, kann man
aus Carbamoylimidazolium Salzen 101 und sekundaren Aminen tetrasubstituierte Harnstoffe
106 herstellen. Mit dieser Synthese lassen sich auch trisubstituierte Harnstoffe durch Ver-
wendung von primdren Aminen synthetisieren.412 Harnstoff stellen ebenfalls eine wichtige
funktionelle Gruppe in Arzneistoffen dar. In Abbildung 3.26 sind drei Arzneistoffe abgebildet, die
eine Harnstoffbriicke als funktionelle Gruppe tragen.
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Abb. 3.26: Beispiele flr Arzneistoff mit einer Harnstoffgruppe

Fir der Synthese von tBoc-geschiitzten Bispidinharnstoffen 118 wurden zunachst die drei
cyclischen sekundaren Amine Pyrrolidin, Morpholin und 4-Benzylpiperidin (in Abb. 3.27 all-
gemein als 115a-c dargestellt) nach einer Vorschrift von Grzyb et al. mit CDI 100 zu den ent-
sprechenden Carbonylimidazol-Derivaten 116a-¢c umgesetzt und aufgereinigt.*'?
sich Ausbeuten in Hhe von 65, 87 bzw. 90 %.

Dabei ergaben

(0]

I
NH
N
C THF, Reflux, 16 Std. Q /\N
@
115 116a-c
Abb. 3.27: Allgemeine Synthese von cyclischen Aminen 116a-c mit CDI 100

Anschliefend wurden die Carbonylimidazol-Derivate 116a-c in analoger Weise, wie N-
Carbonylimidazol-N-tBoc-Bispidin 108, fiir 24 Stunden mit einem Uberschuss Methyliodid (Mel)
aktiviert und anschlieBend mit N-tBoc-Bispidin 93 umgesetzt (s. Abb. 3.28). Die Synthese
lieferte Ausbeuten in Hohe von 69, 83 und 99 % an tBoc-geschitzten Bispidinharnstoffen 118.
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Abb. 3.28: Synthese von tBoc-geschiitzten Bispidinharnstoffen 118
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3.35 Abspaltung der tBoc-Schutzgruppe

Fur die Abspaltung der tBoc-Schutzgruppe werden in der Literatur verschiedene Verfahren be-
schrieben.*** Die meisten Verfahren verwenden saure Bedingungen, z. B. HCI in EtOAc**,
H,S0, in 1,4-Dioxan*®®, TFA in DCM**® **” oder HCI in Et,0, 1,4-Dioxan, MeOH oder EtOH. Li
et al. ist es vor kurzer Zeit gelungen die tBoc-Schutzgruppe mit konzentrierter Phosphorsaure
bei RT abzuspalten. Dieses schonende Verfahren ist dazu geeignet, die Schutzgruppe selektiv
in Gegenwart anderer saurelabiler Gruppen, wie der Cbz-Schutzgruppe, Benzyl- oder Methyl-

estern, zu entfernen.*?®

Daneben sind auch thermische Verfahren zur Abspaltung der tBoc-Schutzgruppe beschrieben.

So lasst sie sich sogar ohne Losungsmittel*?® 4%

431

oder in einem hoch siedenden Lésungsmittel,
wie Diphenylether, effektiv abspalten.”™ Weiterhin sind in den letzten Jahren einige mikro-
wellengestutzte Verfahren entwickelt worden, die zu einer schnellen und effizienten Abspaltung

dieser Schutzgruppe fiihren.****%*

Aufgrund der guten Ldslichkeit der tBoc-geschitzten Bispidin-Derivate 99, 114 und 118 in 1,4-
Dioxan und der einfachen Handhabung der HCI/Dioxan-Lésung, wurde die fBoc-Schutzgruppe
der meisten Zwischenprodukte mit einer Kombination aus HCI in 1,4-Dioxan (4M) bei RT ent-
fernt. HCl/Dioxan wurde dabei im Uberschuss dazu gegeben und das Verfahren lieferte
quantitative Ausbeuten. Bei der Reaktion entstehen Isobuten 120 und Kohlendioxid 121 als
Abbauprodukte der tBoc-Schutzgruppe (s. Abb. 3.29). Um das freie Amin 81 (s. Abb. 3.30) aus
dem Hydrochlorid 119 zu erhalten, wurde der Niederschlag im Alkalischen ausgeschittelt.

o
N x HCI CHs
N HCl/Dioxan (4M) Ner 4 . co
~— Dioxan, RT, 2-12 Std. — HoC CHy z
99, 114, 118 119 120 121
Abb. 3.29: Entschiitzung von tBoc-geschitzten Bispidin-Derivaten 99, 114, 118 mit HCI/Dioxan

Zur Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wurde ein zweites Verfahren angewendet, bei dem die
Schutzgruppe mit wasserfreiem ZnBr, in DCM bei RT entfernt wird (s. Abb. 3.30). Diese
Methode ist in der Lage, selektiv sekundare, tBoc-geschitzte Amine in Gegenwart von primaren
tBoc-geschiitzten Aminen von der Schutzgruppe zu befreien.*®* Obwohl es i. d. R. langer
dauerte, bis die Umsetzung vollstandig abgelaufen war, wurde dieses Verfahren eingesetzt, um
mdgliche Nebenreaktionen der Salzsdure an der Doppelbindung von Styryl-Derivaten zu ver-
meiden. Dieses Verfahren flhrte zu nahezu quantitativen Ausbeuten. Es dauerte jedoch in der
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Regel langer als mit der HCl/Dioxan-Methode, bis eine vollstdndige Umsetzung erreicht wurde,
z. T. bis zu funf Tage.

o}
N NH CHs
ZnBr, (wasserfrei) N - + co
N—R : —
~— DCM, RT, 12-120 Std. — H,G CH, 2
99, 114, 118 81 119 120
Abb. 3.30: Entschiitzung von tBoc-geschitzten Bispidin-Derivaten 99, 114, 118 mit Zinkbromid

3.3.6 Fallung als Fumarat

Um die Handhabung geringer Mengen von Bispidin-Endprodukten zu verbessern und um die
chemische Stabilitdt der freien Amine zu erhéhen, wurden die meisten der hergestellten
Bispidin-Derivate in Salze (berfuhrt. Dabei zeigte sich, dass die Hydrochloride der Bispidin-
Derivate oft hygroskopisch waren, weshalb nach Alternativen gesucht wurde. Nach einigen
positiven Vorversuchen, wurden die Fumarate ausgewahlt, denn sie lieferten feste End-
produkte, die nur sehr selten hygroskopische Eigenschaften besalen.

Zur Uberfiihrung der Basen in die Fumarate kamen wiederum zwei unterschiedliche Methoden
zum Einsatz. In der ersten Methode wurde das freie Amin 81 in Isopropanol geldst mit einer
aquimolaren Menge an Fumarsaure versetzt.*®’ Die zweite Methode nutzte ein Ldsungsmittel-
gemisch aus Et;0 und MeOH (9:1) um das Amin 81 zu I6sen und es wurde so viel einer ge-
sattigten Fumarsaure-L6sung in Et;O und MeOH (9:1) dazugegeben, bis kein weiterer Nieder-

schlag entstand.*®'

Bei beiden Methoden wurde anschliefend Et,O dazugegeben und Uber
Nacht auf +5 °C gekuhlt, um die Fallung zu vervollstandigen (s. Abb. 3.31). Am nachsten Tag

wurde der Niederschlag filtriert, mit Et,O gewaschen und getrocknet.
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NH %Hz = OH
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+ Fumarsaure
—_—N—/R —_— ——N—R o)
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81 122

Abb. 3.31: Fallung der Fumarate
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Um Spuren von Ldsungsmitteln aus den Bispidin-Fumaraten 122 zu beseitigen, die sich mit
Standardverfahren wie Trocknen im Hochvakuum und evil. vorsichtigem Erwarmen in einer
Trockenpistole, oft nicht vollstdndig entfernen lielien, wurde das erhaltene Bispidin-Fumarat 122
in Wasser geldst, eingefroren und an der Gefriertrocknungsanlage lyophilisiert. Der dabei ge-
wonnene Feststoff enthielt oft Spuren von Wasser, die jedoch keinen negativen Einfluss auf die
Stabilitadt der Fumarate zu besitzen schienen.

Eine Besonderheit der Fumarsaure ist, dass sie zwei Protonen besitzt, so dass sich sowohl
Salze mit einem Verhaltnis von 1:1 (Base:Fumarsaure), als auch von 2:1 (Base:Fumarsaure)
ergeben kénnen. Bei den oben beschriebenen Vorgehensweisen fielen die Salze jedoch nicht
kristallin aus, sondern bildeten amorphe Niederschlage, was die Mdglichkeit von verschiedenen
nebeneinander vorliegenden Verhaltnissen zwischen Fumarsdure und Base mdglich erscheinen
lasst. Diese Vermutung konnte durch die Tatsache bestatigt werden, dass die olefinischen
Protonen der Fumarsaure im 1H-NMR—Spektrum gut erkennbar sind und integriert werden
kdnnen. Die erhaltenen Daten aus den 1H—NMR—Experimenten zum Verhaltnis von Bispidin-
Base zur Fumarsaure konnten fir die einzelnen Verbindungen mit Hilfe der Elementaranalyse
bestatigt werden.

Einen letzten Vorteil, den die Uberfiihrung der freien Amine in die Fumarate bot, ist der, dass
sich auf diese Weise auch Verunreinigungen beseitigen lassen. Die meisten der Boc-
entschitzten Endprodukte 81 wiesen bereits eine Reinheit von > 95 % auf. Nur selten waren
noch geringe Mengen des tBoc-geschitztem Bispidin-Derivates 99, 114, 118 vorhanden. Um
Verunreinigungen und im Speziellen die tBoc-geschitzten Edukte zu entfernen, bot sich die
Fallung als Salz ebenfalls an, denn die {Boc-geschitzten Edukte 99, 114, 118 sollten sich nicht
als Fumarat fallen lassen und ausgewaschen werden. In der Tat wiesen die meisten Fumarate
nach dem Fallen, Waschen und Lyophilisieren eine Reinheit von Uber 99.5 % auf. tBoc-
geschutzte Edukte 99, 114, 118 tauchten in den Salzen nicht auf. Die Ausbeute der Fallung als
Fumarat lag zwischen 28 und 95 %, meist jedoch zwischen 50 und 80 %

Bei den Formeln 81, 94, 96-99, 101-107, 111, 113-119 und 122 handelt es sich um die all-
gemeine Darstellung einer bestimmten Verbindungsklasse, z. B. Sulfonsaurechloride 113, die
zur besseren Ubersichtlichkeit in der Darstellung der Synthesen benutzt wurden. Eine ein-
deutige Nummerierung der einzelnen End- (144-199, 201-209), bzw. Zwischenprodukte (92, 93)
ist bei der Besprechung der Ergebnisse in den Tabellen des Kapitels 5.1 angegeben, so dass
sich die Synthese und Analytik sowie die Ergebnisse der Radioligand-Bindungsstudien ein-
deutig einer Strukturformel zuordnen lassen.
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3.4 Analytik der neue synthetisierten Bispidin-Derivate

Die Identitat und Reinheit aller End- und Zwischenprodukte wurde mit der LCMS nachgewiesen.
Weiterhin wurden von allen Endprodukten 'H-, *C- und DEPT-Spektren angefertigt, IR-
Spektren aufgenommen, Elementaranalysen durchgefiihrt, sowie ihre Schmelzpunkte bestimmt.
Einige Besonderheiten der Analytik dieser Substanzen sollen hier kurz erwahnt werden.

Die LCMS war nicht nur eine zuverlassige Quelle fir die Identitat der synthetisierten
Substanzen, sondern man konnte durch sie auch Aussagen Uber die Reinheit der Substanzen
machen. Dabei musste die Wellenlange des Detektors bei manchen Verbindungen angepasst
werden, weil nicht alle Substanzen Uber eine aromatische Teilstruktur verfiigten. Oft gab es
charakteristische Fragmentionen, die die Identitat einer neuen Verbindung zusatzlich stitzten.
So konnten bei tBoc-geschiitzten Verbindungen, z. B. 99, 114 und 118, meist zwei
Fragmentionen mit den Massen [M-56+H]" und [M-100+H]" beobachtet werden. Es ist anzu-
nehmen, dass es sich dabei um Fragmentierungsprodukte einer teilweise stattfindenden
Spaltung der tBoc-Schutzgruppe handelt. Die gefundenen Fragmentionen entsprechen den
verbleibenden Massen nach einer Abspaltung der tert-Butylgruppe ([M-56+H]") sowie nach
einer vollstdndigen Abspaltung der tBoc-Schutzgruppe ([M-100+H]").

Auch die Analytik der Fumarate zeigte einige Besonderheiten. So kam es bei der Analyse
dieser Salze mit Hilfe der LCMS i. d. R. zu drei Substanzpeaks im Chromatogramm (s. Tab. 3.2
in Kap. 3.5). Die erste Substanz zeigte im Massenspektrum lonen der Masse [M-H] = 115,
wobei es sich um die Fumarsaure handelte. Ein weiterer grof3er Substanzpeak konnte eindeutig
der freien Bispidin-Base zugeordnet werden. Ein Vergleichslauf mit Fumarsaure bzw. der freien
Bispidin-Base, lieferte den entsprechenden Beweis daflir. Ein dritter Substanzpeak, der jedoch
nicht immer auftrat, konnte dem nicht dissoziierten Salz aus Bispidin-Base und Fumarsaure 122
zugeordnet werden. Dieser Substanzpeak erzeugte lonen, die der Masse eines 1:1-Salzes und
ferner der Massen der Teilstrukturen Bispidin-Base und Fumarsaure entsprachen. Die Rein-
heiten fast aller Produkte lagen deutlich ber 99.5 %.

Die Auswertung der NMR-Spektren zeigte ebenfalls einige Besonderheiten. Als Beispiel sind
das 'H-NMR- und das 13C—NMR—Spektrum von Acetyl-Bispidin Fumarat 144 (Formel s. Abb.
3.32) abgebildet. Zunachst einmal fallt bei der Betrachtung des Bispidinmolekils 144 auf, dass
es sich um eine optisch inaktive Verbindung handelt, denn es existiert eine Symmetrieebene,
die durch das Bispidinmolekul verlduft. Sehrwohl besitzen die substituierten Bispidinmolekule
wie 144, zwei chirale Kohlenstoffatome an den Positionen 1 und 5.
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Abb. 3.32: Acetyl-Bispidin 144 als Fumarat

Die NMR-Spektren der Fumarate wurden in D,O aufgenommen. Dabei sind sowohl die Saure-
Protonen der Fumarsaure wie auch die beiden Protonen des Amins ausgetauscht und damit im
'H-NMR-Spektrum nicht erkennbar. Jedoch wird durch diesen Austausch ein grolRes Losungs-
mittelsignal (H,O) bei 4.78 ppm erhalten.

Leicht zuordnen lasst sich das Signal der einzigen Methylgruppe in Verbindung 144 (Abb. 3.33
Signal 2 im 'H-NMR als Singulett bei 2.16 ppm und Signal A im "*C-NMR bei 24.3 ppm).
Ebenfalls leicht zuordnen lassen sich die Signale der Fumarsaure (die olefinische Protonen
Signal 8 im "H-NMR als Singulett bei 6.73 ppm und im "*C-NMR der olefinische sowie der
Carbonyl-Kohlenstoff Signale E und F bei 137.4 ppm bzw. 173.6 ppm).

Die 1H-Signale des Bispidin-Grundgerustes (Signale 1 sowie 3 — 7) waren immer breit und flach.
Durch Auswertung der 'H-, ®C- und DEPT-Spektren sowie von zweidimensionalen
Korrelationsexperimenten (HMBC, HSQC sowie HH-COSY) lieRRen sich die Methylengruppe der
Position 9 (Signal 1 im 'H-NMR (s. Abb. 3.33) als Multiplett 1.96 ppm und Signal C im ¥C-NMR
(s. Abb. 3.34) bei 30.1 ppm) sowie die beiden Briickenkdpfe der Positionen 1 und 5 (Signal 3 im
'H-NMR als Singulett (oft auch zwei Singuletts) bei 2.32 ppm und den beiden Signalen B im
*C-NMR bei 28.0 und 28.4 ppm) eindeutig zuordnen.

Die Signale 4 bis 7 im "H-NMR-Spektrum (s. Abb. 3.33) und die Signale der Gruppe D im "*C-
NMR-Spektrum (s. Abb. 3.34) konnten damit den 4 Methylengruppen mit Nachbarschaft zu den
Stickstoffen im Bispidin zugeordnet werden. Interessant dabei war, dass man vier einzelne "*C-
Kohlenstoffe im ">C-NMR-Spektrum (Signale D) sah, sowie zwei einzelne Protonen (Signale 6
und 7), die weit ins Tieffeld verschoben waren. Eine mdgliche Interpretation dieser Befunde
ware, dass sich die Carbonylgruppe aus der Symmetrieebene herausdreht und sich zu einer
Methylengruppe in Nachbarschaft zum acylierten Stickstoff orientiert. Dabei kénnte es zur Aus-
bildung einer Wasserstoffbrickenbindung mit einem Wasserstoffatom von einem der beiden
Methylengruppen der Position 6 oder 8 kommen. Lasst man die Bispidinmolekile mit einem
Programm, z. B. Chem 3D Ultra, energieminimieren, so wird die seitliche Orientierung der
Carbonylgruppe ebenfalls sichtbar. Die starke Tieffeldverschiebung der Signale 6 und 7 im 'H-
NMR (s. Abb. 3.33) kénnte durch den Anisotropieeffekt der Carbonylgruppe erklart werden.
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Die Protonen der Signale 4 bis 7 (Abb. 3.33) zeigten fir jedes Proton ein Duplett mit
Kopplungskonstanten von etwa 11-14 Hz, was wegen der Breite der Signale oft nur ungenau
bestimmt werden konnte. Diese Grolenordnung der Kopplungskonstante deutet auf eine
geminale Kopplung hin. Des Weiteren kam es in diesem Bereich sehr oft zu Uberlagerungen
der Methylensignale. In anderen L&sungsmitteln, wie MeOD oder DMSO-ds, waren diese
Signale meist jedoch breiter und schlechter aufgelést.

Die Bispidinsulfonamide wie auch die Bispidinharnstoffe zeigten nicht die zwei einzelnen
Protonen mit hoher Tieffeldverschiebung. Alle Protonen der Methylengruppen 2, 4, 6 und 8 (s.
Abb. 3.32) lagen in einem Bereich unterhalb von 4 ppm. Auch im ¥C-NMR lagen die Signale
der Kohlenstoffe 1 und 5, 2 und 4 sowie 6 und 8 unter einem Signal (s. Abb. 3.32). Dies kdnnte
madglicherweise bedeuten, dass es bei diesen Bispidin-Derivaten (Sulfonamiden und Harnstoffe)
keine oder zumindest eine schwachere Wasserstoffbrickenbindung zwischen dem Sauerstoff
und einem Proton der Methylengruppen 2, 4, 6 oder 8 (s. Abb. 3.32) gibt.

Bei einigen ortho-substituierten Benzoesaurebispidinamiden kam es in den NMR-Spektren zur
Ausbildung von Rotameren. Diese wurden nicht einzeln beschrieben, sondern es wurde stets
das starkere Rotamer im experimentellen Teil aufgefuhrt.

Einige Acrylsadure- sowie Zimtsaurederivate neigten zur Bildung von cis-trans-Isomeren. Fir die
Synthese wurden jedoch reine trans-Isomere eingesetzt. Ferner war in den entsprechenden
Boc-geschutzten Zwischenprodukten ebenfalls kein Isomerengemisch erkennbar. Es ist jedoch
bekannt, dass verschiedene trans-Zimtsdure-Derivate unter UV-Bestrahlung zu Iso-
merisierungen neigen.***** Es wird daher angenommen, dass die Verbindungen dem Sonnen-
licht ausgesetzt waren und dadurch isomerisiert sind.

Die IR-Spektren zeigten die erwarteten Banden fir O-H-Valenzschwingungen, N-H-
Valenzschwingungen, sowie die C-H-Valenzschwingungen und wenn im Molekil vorliegend,
auch die C=0-Valenzschwingungen. Zusatzlich ergaben Nitrile, Sulfonamide und Nitrogruppen
charakteristische und gut zu identifizierende Bande im IR-Spektrum. Im Falle der Fumarate der
Bispidinamide sowie der Bispidinharnstoffe wurden meist zwei unterschiedliche Banden der
C=0-Valenzschwingung gefunden, eine fir die Carbonylgruppe des Amides bzw. des Harn-
stoffes und eine weitere fiir die Carbonylgruppe der Fumarsaure. Die Schwingungen der sich
gegeniberliegenden olefinischen Protonen der Fumarsaure lagen in einem Bereich zwischen
970 und 995 cm™ und tauchten meist als Doppelbande auf.

Die Schmelzpunkte der Bispidin Fumarate lagen meist in einem kleinen Intervall von 2-4 Grad.
Beim Schmelzvorgang und teilweise schon bei niedrigeren Temperaturen wurden die Fumarate
dabei fast immer zersetzt, was an deutlichen Farbvertiefungen zu erkennen war. Die Fumarate
hatten immer eine amorphe Gestalt und konnten bisher noch nicht in kristalliner Form ge-
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wonnen werden. Diese amorphe Gestalt mag ein Erklarungsansatz fir die ermittelten Schmelz-
punktintervalle sein.

Abschlieflend wurden von den Bispidin-Derivaten durch Elementaranalyse die Gehalte an
Kohlenstoff, Stickstoff und Wasserstoff bestimmt. Diese Werte halfen besonders dabei, die Zu-
sammensetzung der Fumarate, in Verbindung mit den NMR-Daten, zu bestimmen.

3.5 Stabilitatstest

Um eine Aussage uber die Stabilitdt der neuen Bispidin-Derivate in Loésung und wahrend der
Kompetitionsexperimente machen zu koénnen, wurde exemplarisch fir Verbindung 164, ein
Stabilitatstest durchgefihrt (siehe Kap. 7.5). Dieser Stabilitatstest sollte die Bedingungen in
einem Kompetitionsexperiment nachahmen. Dazu wurde Substanz 164 in HEPES-Puffer (pH
7.4) gelost und seine Stabilitat mit Hilfe der LCMS untersucht.

Die hergestellte Losung wurde nach 5, 50, 90 und 180 Minuten mit Hilfe der LCMS untersucht.
Die Retentionszeiten der einzelnen Stoffe waren wie folgt: Fumarsaure (R; = 2.16 Min.),
HEPES-Puffer (R; = 3.11 Min.), Bispidin-Fumarat (R; = 15.02 Min.) und Bispidin-Base (R; =
16.53 Min.).

Die Auswertung der Chromatogramme lieferte keinen Hinweis auf Abbaureaktionen in dem
untersuchten Zeitraum und unter den angegebenen Bedingungen. Die Integrale der einzelnen
Peaks veranderten sich dabei nicht (s. Tab. 3.2). Dartber hinaus wurden auch keine neuen
Substanzpeaks in den Chromatogrammen festgestellt.

Tab. 3.2: AUC-Werte (%) fiir die Stabilitdtsuntersuchung der Verbindung 164 mittels LCMS

Zeit AUC % AUC % AUC % AUC %
(Min) (Fumarséure) (HEPES-Puffer) (Fumarat) (Bispidin)
5 13.47 55.02 0.98 29.83
50 13.71 54.18 1.03 30.42
920 13.48 55.30 1.03 29.52

180 13.31 55.55 0.98 29.45
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Bisher ist jedoch weder der Einfluss des pH-Wertes noch der Einfluss von Proteinen auf die
Stabilitdt dieser Verbindungen untersucht worden. Dies soll zusammen einer Ausweitung der
Stabilitatstests auf weitere Bispidin-Derivate in der Zukunft noch geschehen.
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3.6 Zusammenfassung der Bispidin-Synthesen

Neue Bispidin-Derivate konnten in einer funf- bis sechsstufigen Synthese hergestellt werden.
Dabei wurden drei unterschiedliche funktionelle Gruppen als Linker zwischen das Bispidin-
Grundgerist und die aliphatischen, cycloaliphatischen, aromatischen oder heteroaromatischen
Substituenten oder Styrylderivate eingebaut. Die funktionellen Gruppen waren Carbonsaure-
und Sulfonsdureamidbindungen, sowie Harnstoffbriicken.

Das Bispidin-Grundgerlist wurde in einer Bis-Mannich-Reaktion aus tBoc-geschitztem 4-
Piperidon 85, Formaldehyd 69 und Benzylamin 86 hergestellt. Das dadurch entstandene N-
Benzyl-N’-tBoc-Bispidinon 87 wurde anschlieBend in einer temperatur- und zeitmodifizierten
Wolff-Kishner-Reduktion (Huang-Minlon-Variante) zum N-Benzyl-N'-tBoc-Bispidin 88 reduziert.
Als Ergebnis dieser zwei Stufen erhielt man in einer Gesamtausbeute in Hohe von 57 % das
Bispidin-Derivat 88, welches eine Benzyl- und eine tBoc-Schutzgruppe trug.

Nach der quantitativen Entfernung der Benzylschutzgruppe wurde das N-tBoc-Bispidin 93 mit
unterschiedlichen Substituenten und funktionellen Gruppen derivatisiert. Dabei wurden durch
verschiedene Syntheseprotokolle unterschiedliche Substituenten Uber drei verschiedene
funktionelle Gruppen (Linker) mit dem Bispidin-Grundgerist verbunden.

Neue tBoc-geschutzte Bispidinamide 99 wurden durch drei unterschiedlichen Synthese-
methoden dargestellt. Die erste Methode benutzte Carbonsaurechloride 96, die mit N-tBoc-
Bispidin 93 durch Aminolyse tBoc-geschitzte Bispidinamide 99 in Ausbeuten von 80 bis 99 %
lieferte. Eine zweite Methode benutzte CDI 100 und eine dritte DCC 110 als Kopplungs-
reagenzien, um tBoc-geschitzte Bispidinamide 99 darzustellen. Mit der CDI-Methode gelang
dies in 31 bis 89 % Ausbeute und mit der DCC-Methode in 23 bis 98 % Ausbeute.

Es konnten ebenfalls verschiedene tBoc-geschitzte Bispidinsulfonamide 114 durch die Re-
aktion von N-tBoc-Bispidin 93 mit Sulfonsaurechloriden 113 dargestellt werden. Hierbei wurden
Ausbeuten von 65 bis 98 % erreicht. Und es konnten drei tBoc-geschutzte Bispidinharnstoffe
118, die ebenfalls durch die Verwendung des Kopplungsreagenzes CDI 100 erhalten wurden,
mit Ausbeuten in H6he von 69 bis 99 % dargestellt werden.

In einem letzten Schritt wurde die tBoc-Schutzgruppe durch eine von zwei unterschiedlichen
Methoden entfernt. Entweder kam dabei HCI/Dioxan oder wasserfreies ZnBr, in DCM zum Ein-
satz. In beiden Fallen waren die Ausbeuten meist quantitativ. AbschlieRend wurden die meisten
Bispidin-Derivate mit Fumarsdure in das entsprechende Fumarat 122 Uberfiihrt und lieferten
dabei weilde, selten gelbliche Feststoffe in Ausbeuten von 28 bis 95 %. Meist jedoch lagen die
Ausbeuten zwischen 50 und 80 %. Die Reinheit der Fumarate lag fast immer Gber 99.5 %.
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4  Projekt ll: Synthese von Cytisin-Derivaten

41  (-)-Cytisin

Das Alkaloid (-)-Cytisin 34 kommt in vielen verschiedenen Pflanzenarten der Familie der
Fabaceae vor, wie z. B. in unterschiedlichen Genista-*****?, Ormosia-***, Sophora-****4
Thermopsis-Arten. 4’4
Wurzelstock (Cimicifugae racemosae rhizoma), einer Arzneidroge, vor.
kann (-)-Cytisin 34 leicht aus den Samen des Goldregenstrauches gewonnen werden.

oder

Als Nebeninhaltsstoff kommt es auch im Traubensilberkerzen-

40 |n unseren Breiten

Abb. 4.1: Laburnum anagyroides im Frihling mit Bliten und im Herbst mit den reifen Samen

Die Gattung Laburnum spaltet sich dabei in die zwei Arten Laburnum anagyroides und
Laburnum alpinum auf. Diese buschigen Straucher oder kleinen Baume fallen besonders im
Frihling durch ihre prachtigen gelben und hangenden Blitenstande auf, die sie zu einer be-
liebten Zierpflanze fiir Vorgarten macht (s. Abb. 4.1).**" * Aufgrund der hohen Toxizitat des
Goldregens werden die Anpflanzungen in der Nahe von Kinderspielplatzen und Kindergarten
vermieden oder es wird bevorzugt die Kreuzung der beiden Laburnum-Arten (Laburnum x
watereri) angepflanzt, die sich durch eine geringere Samenproduktion und einen geringeren
Alkaloidgehalt auszeichnet. Die Symptome einer Vergiftung durch (-)-Cytisin 34 sind einer
Nicotin-Vergiftung sehr &hnlich und es treten Ubelkeit, Erbrechen, Leibschmerzen, bei héheren
Dosen Halluzinationen, Krampfe und Lahmungen auf. Der Tod tritt dann durch Atemlahmung

ein.**> Obwohl viele Falle von Vergiftungen bekannt sind, enden nur wenige Falle todlich.***

(-)-Cytisin 34 wurde bereits 1863 von Husemann und Marmé in den Samen des Goldregen-
strauches (Laburnum anagyroides) entdeckt.*®® Partheil erforschte sehr intensiv seine physiko-
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chemischen Eigenschaften**® **

458, 459

und Ing gelang es bereits in den 30iger Jahren, seine Struktur
(-)-Cytisin 34 erhielt aufgrund seines weit verbreiteten Auftretens in
anderen Pflanzenarten weitere Namen, wie z. B. Baptitoxin, Cytiton oder Ulexin. Gorter konnte

richtig aufzuklaren.

1897 aufgrund umfangreicher Untersuchungen der chemischen und physiologischen Eigen-
schaften von Baptitoxin beweisen, dass es sich bei Baptitoxin und (-)-Cytisin 34 um dieselben
Verbindungen handelt.

(-)-Cytisin 34 ist ein Chinolizidin-Alkaloid, das aus einem Bispidin-Grundgerist besteht und mit
einem 2-Pyridonring anelliert ist (s. Abb. 4.2). Es stellt ein tricyclisches, Uberbricktes Ring-
system dar und wird nach IUPAC-Nomenklatur als (7R,9S5)-1,2,3,4,5,6-Hexahydro-1,5-methano-
pyrido[1,2-a][1,5]diazocin-8-on bezeichnet. 7R,9S ist dabei die absolute Konfiguration des
natiirlich vorkommenden, linksdrehenden (-)-Cytisins 34.°° Im weiteren Verlauf dieser Arbeit
werden (-)-Cytisin 34 und dessen Derivate vereinfacht als ,Cytisin“ bzw. ,Cytisin-Derivate“ be-
zeichnet. Weiterhin werden Cytisin 34 und Cytisin-Derivate nach einer in der Literatur oft be-
nutzten, alternativen Weise nummeriert (s. Abb. 4.3).

Bispidin
2-Pyridon

Abb. 4.2: Absolute Stereochemie und Teilstrukturen des (-)-Cytisins 34

IUPAC-Nummerierung alternative Nummerierung

Abb. 4.3: Nummerierung von Cytisin 34 nach [IUPAC und nach einer alternativen Nummerierung

Pharmakologisch ist Cytisin 34 ein bereits gut erforschter Ligand fir den nAChR. Verglichen mit
ACh 1 oder (-)-Nicotin 17 besitzt es eine hohe Selektivitdt fir den a4p2*-Rezeptor. In der
Literatur werden jedoch sehr unterschiedliche Ki-Werte angegeben. So fanden Boido et al.
einen Ki-Wert von 3 nM bei Kompetitionsexperimenten an Membranpraparationen aus Ratten-
hirn322, wahrend Giindisch et al. mit dem gleichen Gewebe einen Ki-Wert von 120 pM318 bzw.
124 pM'® ermittelten. Die K-Werte anderer Gruppen lagen zwischen diesen beiden Extremen,
unterschieden sich jedoch teilweise in der Art des benutzten Gewebes bzw. der benutzten Zell-
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linie und in der Art des Radioliganden.?®” “°'% Dje Affinitat von Cytisin 34 fir den a7*-Rezeptor
wurde mit 8 uM*®* bis 261 nM**” angegeben und die Affinitat zum a3p4*-Rezeptor lag zwischen
840 nM*" %2 ynd 18 nM*®’. Am muskularen Rezeptorsubtyp wurden Ki-Werte von 1.3 pM467
bzw. 250 nM*"“®? fiir Cytisin 34 gemessen (s. Tab. 4.1).

Tab. 4.1: Ki-Werte in der Literatur fiir (-)-Cytisin 34 fiir verschiedene nAChR-Subtypen

Ki-Wert [nM] Radioligand Gewebe Literaturquelle
fiir a4p2*
0.120 6-["®F]Fluor-A-85380 Rattenhirn Giindisch et al.*'®
0.122 (+)-[*H]Epibatidin Rattenhirn Imming et al.?*’
0.124 (+)-[*H]Epibatidin Rattenhirn Glindisch et al."®
0.17 (-)-[*H]Nicotin Rattenhirn Coe et al.*®"
0.23 (-)-[*H]Nicotin HEK-293 Zellen Coe et al.*®?
0.45 (-)-[*H]Cytisin Rattenhirn Pabreza et al.*®®
0.55 (+)-[*H]Epibatidin Rattenhirn Carbonnelle et al.**
1.03 (-)-[*H]Cytisin Xenopus laevis Oocyten Parker et al.*®®
1.2 (-)-[*H]Cytisin SH-EP1 Zellen (ha4B2) Slater et al.*®*
3.0 (-)-[*H]Cytisin Rattenhirn Boido et al.**
Ki-Wert [nM] Radioligand Gewebe Literatur
fir a3p4*
18 (+)-[*H]Epibatidin Nebenniere (Schwein) Tilotta (Diss.)*®’
54 (+)-[*H]Epibatidin Nebenniere (Kalb) Tilotta (Diss.)*’
56 (+)-[*H]Epibatidin Xenopus laevis Oocyten Parker et al.*®®
122 (+)-[*H]Epibatidin Ganglion cervicale sup.  Carbonnelle et al.**®
220 ()-[*H]Epibatidin KXa3B4R2 Zellen Fitch et al.*®*
840 (+)-[*H]Epibatidin IMR-32 Zellen Coe et al.*'
Ki-Wert [nM] Radioligand Gewebe Literatur
far a7*
8000 ['*®I]-a-Bungarotoxin SH-SY5Y Zellen (ha7) Slater et al.***
4200 ['%I1]-a-Bungarotoxin GH4C1 Zellen Coe et al.*®"
261 PHIMLA Rattenhirn Imming et al.?*’
Ki-Wert [nM] Radioligand Gewebe Literatur
fiir (a1),81yd
Torpedo californi
250 ['®®I]-a-Bungarotoxin orpedo catlfornica Coe et al.*®’
electroplax
Torpedo californi
1300 (+)-[*H]Epibatidin orpedo catormica Tilotta (Diss.)*"”

electroplax
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Wegen der hohen Affinitat und guten Selektivitdt zum a4B2*-Rezeptor wird Cytisin 34 auch als
Radioligand eingesetzt. Dabei konnte gezeigt werden, dass der Radioligand [3H]Cytisin eine
nicht-kooperative und sattigbare Bindung zu einer einzigen Population von Bindungsstellen in
Rattenhirn (Kg = 0.96 nM) eingeht.**® Diese spezifische Bindung konnte mit Standard-
Agonisten, wie Cytisin 34, (-)-Nicotin 17, ACh 1 oder Carbachol 3, sowie mit dem Antagonisten
DHBE 35 verdrangt werden. [3H]Cytisin zeigte dabei nur eine sehr geringe nicht-spezifische
Bindung. Diese Ergebnisse wurden von anderen Arbeitsgruppen bestatigt, die Ky-Werte von
440 pM*"°, 145 pM*® und 120 pM*"® fiir [PH]Cytisin ermittelten. Es wurden ebenfalls Experi-
mente mit humanen Gewebepraparationen durchgefihrt, wo [3H]Cytisin einen Kg-Wert von 245
pM besaR.*"!

Auch funktionell wurde Cytisin 34 bereits gut charakterisiert. Luetje und Patrick konnten zeigen,
dass die Effekte von Cytisin 34 von der paarweisen Kombination aus a- und B-Untereinheiten
(02, a3, a4, B2 und B4), die in Xenopus laevis Oocyten exprimiert wurden, abhangig waren. Flr
die Wirkstarke des Cytisins 34 war dabei die B4-Untereinheit von besonderer Bedeutung.
Cytisin 34 zeigte an Kombinationen von a2, a3 oder a4 mit der f4-Untereinheit eine 3-17mal
grélere intrinsische Aktivitat, verglichen mit ACh 1, als an Kombination von a2, a3 oder a4 mit
der B2-Untereinheit, wo es etwa 14-100mal weniger aktiv war als ACh 1.*? Papke und
Heinemann wiesen spater nach, dass Cytisin 34 ein partieller Agonist an a432*- sowie an
a3B2*-Rezeptoren ist, mit einer maximalen Wirksamkeit von 14.7 % bzw. 2.5 % im Vergleich zu
dem Effekt von 1mM ACh 1. Dabei besal} Cytisin 34 einen ECs,-Wert von etwa 1uM am oa432*-
Rezeptor, konnte aber schon bei einer Konzentration von 20 nM die Halfte des durch 1 yM ACh
1 entstanden Effektes effektiv zuriickdrangen.**” An rekombinanten, humanen nAChR konnten
diese Ergebnisse bestatigt werden®® und ebenfalls die volle agonistische Aktivitat von Cytisin
34 an ha7*-Rezeptoren gezeigt werden.?*® *’® An a3B4*-Rezeptoren zeigte Cytisin 34 ebenfalls
eine partialagonistische Aktivitdt von rund von 60 % in unterschiedlichen Zell- bzw. Ex-

pressionssystemen.?* 4%

Neben vielen anderen Effekten besitzt Cytisin 34 pharmakologisch eine sehr grole Ahnlichkeit
zu den Effekten von Nicotin 17.*” Es ist daher nicht verwunderlich, dass man Cytisin 34 auch
als Tabakentwdhnungsmittel einsetzt. Erstaunlich ist dabei nur, dass dies nur in Bulgarien ge-
schieht, wo Cytisin 34 in Tabletten-Form (Tabex®) von der Firma Sopharma zur Tabakent-
wohnung mittlerweile seit Jahrzehnten vermarktet wird.*** In diesem Zeitraum wurden etwa 10
klinische Studien mit Cytisin 34 als Tabakentwdhnungsmittel durchgefiihrt, die zeigen konnten,
dass Cytisin 34 wirksam fiir diese Indikation und dabei relativ gut vertraglich ist.*** In einer
klinischen Studie aus dem Jahre 1971 soll Cytisin 34 auch 2 Jahre nach der Therapie noch
wirksamer als Placebo gewesen sein. Eine solche Studie wiirde jedoch heutigen Malstaben an
ihre Robustheit wohl kaum noch geniigen.”’”® In den westlichen Landern entdeckte man hin-
gegen, dass die Kombination einer Nicotin-Ersatz-Therapie mit niedrig dosiertem Mecamylamin
39, einem allosterischen Antagonisten, eine hoéhere Erfolgsquote bei der Bekdmpfung der
Nicotinsucht zeigte. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass Substanzen mit partial-
agonistischer Wirkung am o4p2*-Rezeptor, ein Erfolg versprechender Ansatz fur die Be-
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handlung der Tabakabhangigkeit darstellen konnte.?*® 2" 4 pPartialagonisten wiirden dabei den
a432*-Rezeptor im Gehirn ausreichend stimulieren, um die Symptome eines Nicotinentzuges,
zu reduzieren und wuirden gleichzeitig den Rezeptor fir eine Interaktion mit Nicotin 17
blockieren. Auf der Suche nach Partialagonisten flhrte diese Hypothese schlieRlich zu
Strukturanalogen des Cytisins und zur erfolgreichen Markteinflhrung von Vareniclin 123
(Champix™) durch die Firma Pfizer**" *% Vareniclin 123 ist ein partieller Agonist an a432*-
Rezeptoren (ECsy = 2.3 yM) mit einer Wirksamkeit von 13 %, verglichen mit zu ACh 1. Jedoch
ist Vareniclin 123 gleichzeitig ein voller Agonist an a7*-Rezeptoren (ECso = 18 uM, 93%
Wirkung im Vgl. zu ACh 1) sowie an a334*-Rezeptoren (ECso = 55 pM, 75 % Wirkung im Vgl. zu
ACh 1).4""

CH3
HN/ NH
CH, Nj
CHs
/
N
HsC
39 123
Abb. 4.4: nAChR-Liganden Mecamylamin 39 und Vareniclin 123

4.2  Struktur-Wirkungsbeziehungen von Cytisin-Derivaten

Die Synthese von neuen Cytisin-Derivaten als Liganden fir den nAChR wurde bereits von ver-
schiedenen Arbeitsgruppen beschrieben. Dabei konzentrierten sich die Modifikationen v. a. auf
den sekundaren Stickstoff des Cytisins 34 und auf Veranderungen am Pyridonring. Cytisin 34
besitzt hohe Affinitdt und Selektivitat fur den a4B2*-Rezeptor (K; = 0.120 nM). An den weiteren
Rezeptorsubtypen besitzt es eine geringere Affinitat (a3f4*: K; = 19 nM, a7*: K; = 250 nM,
(a1)2B1yd: K; = 1300 nM). Aus diesem Grund wurde Cytisin 34 als Leitstruktur fir neue
Liganden am a4B2*-Rezeptorsubtyp verwendet. Eine zusammenfassende Ubersicht bereits
durchgefihrter Struktur-Wirkungsbeziehungen fiir den a432*-Subtyp zeigt die Abbildung 4.5.

Durch die Einfihrung von Substituenten am sekundaren Stickstoff reduziert sich die Affinitat
zum 04f32* wie auch zu den weiteren Subtypen a3p4*, a7* und (a1),f1yd. Dabei besitzt das N-
Methyl-Cytisin 124, das auch Caulophyllin genannt wird (s. Abb. 4.6), eine Ki-Wert von 5.7
nM®*" fir den a4p32*-Subtyp, wahrend die Einfuhrung langerer aliphatischer, arylaliphatischer
oder aromatischer Substituenten die Affinitat zum a432*-Rezeptor meist noch starker reduziert
(K = 1.2-4850 nM).3> 478
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Substituenten am N Sauerstoff-Schwefel-Austausch wird toleriert und zeigte gute
verringern die Affinitat Selektivitat a4b2* vs. a7*
NH /
O
——N

Einfiihrung von Halogen-

. 3= atomen erhoht die Affinitat
Hydrierung der Doppel-
bindungen wird nicht Die Einflihrung von aromatischen

toleriert 5 und heteroaromatischen Substituenten
verringert die Affinitat und erhoht die
Selektivitat

Einfiihrung von Halogen-
atomen verringert die
Affinitat leicht

Die Einfiihrung von aromatischen
und heteroaromatischen Substituenten
verringert die Affinitdt und erhoht die
Selektivitat

Abb. 4.5: Struktur-Wirkungsbeziehungen von Cytisin 34 fiir den a432*-Rezeptor

Dagegen fuhrte die Einfihrung von Halogenatomen (Chlor, Brom, lod) in die Position 3 125-127
des Pyridonrings zu einer Erhéhung der Affinitat fur den a432*-Rezeptor. 3-Brom-Cytisin 126
besall dabei den hochsten K-Wert (K = 0.01 nM), wahrend 3-lod-Cytisin 127 einen Ki-Wert von
0.017 nM und 3-Chlor-Cytisin 125 einen Ki-Wert von 0.022 nM besalien. Die Einflihrung dieser
Halogenatome in die 5-Position 129-131 (K; = 0.23-2.5 nM) oder in die 3- und 5-Position 133-
135 (K; = 0.52-10.8 nM) des Pyridonringes reduzierte die Affinitat vergleichen mit Cytisin 34 (K,
=0.12 nM).257 Auch die Einfiihrung einer Nitrogruppe in die 3-Position 128 (K; = 0.42 nM) und in
die 5-Position 132 (K; = 65.6 nM) erniedrigte die Affinitat zum a4B2*-Rezeptor (s. Abb. 4.6).%¢

Durch die Einfiihrung von aromatischen oder heteroaromatischen Substituenten in die 3- oder
die 5-Position des Pyridonrings, wurden ebenfalls Verbindungen mit einer geringeren Affinitat
zum a4p2*-Rezeptor erhalten, verglichen mit Cytisin 34. Jedoch besalien diese Verbindungen
eine Selektivitdt gegenliber anderen Rezeptorsubtypen. 3-(Pyridin-3-yl)-Cytisin 53 besal} K-
Werte von 0.91 nM flr den a4f2*-Rezeptor und 119 nM fir den a3p4*-Subtyp, jedoch keine
Affinitat zu den Subtypen a7* und (a1),81yd.%%°

Ein bioisosterer Sauerstoff-Schwefel-Austausch der Carbonylgruppe des Cytisins 34 fiihrte zu
einer geringeren Affinitat des Thiocytisins 136 (K; = 0.832 nM), jedoch zu einer besseren a432*-
vs. a7*-Selektivitat (a7*: K; = 4000 nM).*'"® *¢” Die Kombination verschiedener Modifikationen (N-
Methylierung, Halogenierung am Pyridonring, Sauerstoff-Schwefel-Austausch) flihrte zu einer
geringeren Affinitdt zum nAChR, z. B. Verbindung 137 (a432*: K; = 4.8 uM, a3p4*: K, = 23 uM,
a7*: K; = 13 pM), im Vergleich zu Cytisin 34 (s. Abb. 4.7).%¢
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I
N
(0]
\/N
N-MethyI-Cytlsm 124 3-(Pyr|d|n-3-y|)-Cyt|S|n 53

Ry,=H,R;=Cl 125
R,=H,R;=Br 126
Ry=H,Ry=1 127
R, =H, Ry = NO, 128

Ri=H,R,=Cl 129
Ri=H,R,=Br 130 R
Ri=H,Ry= | 131
R1 = H, R2 = N02 132

Ri=R,=Cl 133

R;=R,=Br 134

R1 = R2 = 135

Abb. 4.6: Cytisin-Derivate mit unterschiedlichen Substituenten in den Positionen 3 und 5 125-135
sowie N-Methyl-Cytisin 124 und 3-(Pyridin-3-yl)-Cytisin 53

CH;,
NH N
S S
——N ——N
\_/ \ /
136 Br 137
Abb. 4.7: Strukturformel fir Thiocytisin 136 und 5-Brom-N-methylthiocytisin 137

Die Struktur-Wirkungsbeziehungen fur die weiteren Rezeptorsubtypen zeigten, dass die oben
genannten Modifikationen fur den a3p4*- und den a7*-Subtyp weitgehend dieselben Effekte
erzeugten, wie am o04f32*-Rezeptor, d. h. dass z. B. die Einfihrung von Substituenten am
sekundaren Stickstoff die Affinitat fur den a3B4*-Rezeptor verringerte und die Einfuhrung von
Substituenten in die 3-Position des Pyridonrings eine Erhéhung der Affinitdt zur Folge hatte. Der
bioisostere Sauerstoff-Schwefel-Austausch der Carbonylverbindung von Cytisin 34 wurde
jedoch am a7*-Rezeptor sehr schlecht toleriert, was zu einer hohen a4p32*- vs. a7*-Selektivitat
von Thiocytisin 136 fuhrte.

Auch am muskuldren Subtyp (a1),f1yd reduzierten diese Modifikationen die Affinitat. Jedoch
erzeugte die Einfihrung von Halogenatomen in die 3-Position des Pyridonrings auch am
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muskularen Subtyp eine Erhdhung der Affinitat (125: K; = 1332 nM, 126: K; = 627 nM, 127: K; =
413 nM).

4.3 Cytisin und Depressionen

Depressionen sind eine Form von affektiven Storungen, die vorwiegend die Gefihls-,
Stimmungs- und Antriebslage betreffen. Die Symptome kénnen Freud-, Hoffnungs-, Appetit-
und Schlaflosigkeit umfassen und haufig aulert sich eine Depression auch in koérperlichen
Symptomen, wie z. B. Abgeschlagenheit oder unspezifischen Schmerzen in Brust- und Ober-

bauchbereich.*®’

Als Ursache vermutet man ein Ungleichgewicht an Neurotransmittern, wie
Serotonin und Noradrenalin, in bestimmten Hirnregionen. Zur Therapie stehen derzeit Arznei-
stoffe zur Verfliigung, die den Stoffwechsel dieser Neurotransmitter v. a. durch Blockade der
Wiederaufnahme von Serotonin und Noradrenalin aus dem synaptischen Spalt beeinflussen.
Daneben besitzen v. a. die alteren tri- und tetracyclischen Antidepressiva antagonistische
Wirkung an weiteren Neurorezeptoren, wie den histaminergen, muscarinergen und adrenergen

Rezeptoren A7

Wie bereits in Kapitel 1.2 erwdhnt, gibt es einen erhdhten Anteil an Rauchern unter Patienten
mit starken Depressionen, was als eine Art Eigentherapie verstanden wird.# Weiterhin kann die
transdermale Applikation von Nicotin 17 bei Nichtrauchern die Symptome einer Depression
reduzieren.®® Dabei wirkt Nicotin 17 agonistisch auf a4B2*-Rezeptoren, fiihrt jedoch bei einer

andauernden Exposition zur Desensibilisierung dieser Rezeptoren. Im Ergebnis stellt Nicotin 17

480-482

daher einen funktionellen Antagonisten dar. Mecamylamin 39, ein nicht-selektiver

allosterischer Antagonist, reduziert ebenfalls Symptome einer Depression von Patienten mit

83 484 Und besitzt antidepressive Eigenschaften in Tiermodellen zu anti-

485, 486

Tourette-Syndrom

depressiven Verhalten. Darliber hinaus konnte durch Versuche mit f2-Knock-out-Mausen

gezeigt werden, dass die B2-enthaltenden Rezeptoren an der antidepressiven Wirkung von

Mecamylamin 39 und Amitriptylin, einem tricyclischen Antidepressivum, beteiligt sind, da sie in

485, 486

den B2-Knock-out-Mausen keine antidepressive Wirkung mehr zeigten. Dies fiihrte zu der

Hypothese, dass eine Blockierung von a4p2*-Rezeptoren, durch funktionellen Antagonismus
oder Rezeptordesensibilisierung, vermutlich fiir die antidepressiven Eigenschaften des Nicotins
17 verantwortlich sein konnte.

Cytisin 34 ist ein partieller Agonist an B2-enthaltenden Subtypen und ein voller Agonist ein p4-

327

enthaltenden Subtypen.”™" Es konnte gezeigt werden, dass auch Cytisin 34 antidepressive

Eigenschaften in Tiermodellen besitzt.®” Die agonistischen Eigenschaften und die hohe

Wirkstarke des Cytisins 34 an (34-enthaltenden Rezeptoren ist vermutlich fir dessen Neben-

324, 328, 464

wirkungen und Toxizitat verantwortlich. Aus diesen Griinden erschien es interessant zu
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sein, Cytisin-Derivate mit gegenuber der Leitsubstanz unterschiedlichen Subtypselektivitaten
auf ihre funktionellen Eigenschaften und in Tiermodellen zu untersuchen.

NH
0
\/N
Br
5-Brom-Cytisin 52 3-(Pyridin-3-yl)-Cytisin 53
5-(Pyridin-3-yl)-Cytisin 54
Abb. 4.8: Cytisin-Derivate 52, 53 und 54 fiir funktionelle Studien und Tierversuche

In Radioligand-Bindungsstudien zeigte 5-Brom-Cytisin 52 folgende Affinitaten fur die nAChR-
Subtypen (K; = a432*: 0.308 nM, a7*: 28 nM, a3p4*: 5 nM, (a1),1yd: 14900 nM). Fir Cytisin
34 sind dagegen folgende Ki-Werte bekannt (K; = a432*: 0.124 nM, a7*: 250 nM, a334*: 18 nM,
(a1),p1yd: 1300 nM).**” Wahrend sich die Affinitat von 5-Brom-Cytisin 52 zum a4B2*-Rezeptor
verringerte, verglichen mit Cytisin 34, war seine Affinitdt zum a3B4*-Subtyp erhdéht. Das 3-
(Pyridin-3-yl)-Cytisin 53 hingegen besal eine geringere Affinitdt zum a432*-Rezeptor (K; = 0.91
nM), verglichen mit Cytisin 34, war jedoch selektiv fir diesen Subtyp (a7*: > 10 yM, a3p4*: 119
nM, (a1),81yd: > 10 yM). Auch 5-(Pyridin-3-yl)-Cytisin 54 besal} eine geringere Affinitdt zum
a432*-Rezeptor und eine Selektivitat fir den a4p2*-Rezeptor (K; = a42*: 10.9 nM, a7*: > 10
pM, a3B4*: 4300 nM, (a1),81yd: > 10 uM).

4.4 Isolierung von (-)-Cytisin 34

Cytisin 34 kann leicht aus dem Goldregenstrauch Laburnum anagyroides (Fabaceae) isoliert

Werden.S']Q, 487-489

Er ist in Mittel- und Sidosteuropa weit verbreitet und wird hierzulande gerne
als Zierstrauch in Vorgarten angepflanzt. Cytisin 34 kommt dabei in allen Pflanzenteilen vor, die
héchsten Konzentrationen findet man jedoch in den reifen Samen.*® Um das Alkaloid zu
isolieren, werden verschiedene Extraktionsmethoden benutzt. Die meisten beruhen dabei auf
einer alkalischen Extraktion. Nach einem ersten alkalischen Extraktionsschritt folgt ein zweiter
unter sauren Bedingungen. In einem dritten Schritt wird das Alkaloid erneut alkalisch aus-
geschuttelt. AbschlieRend wird das gewonnene Cytisin 34 entweder umkristallisiert und saulen-

319, 487, 489

chromatographisch aufgereinigt. Die berichteten Ausbeuten variieren zwischen 0.1 und

1.8 %°'* 4748 ynd man geht davon aus, dass diese unterschiedlichen Ausbeuten zum grofiten

Teil vom Alter und vom Standort der Pflanze abhangen und nicht von der Extraktionsmethode.
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Als Ausgangsstoff fur die eigenen Synthesen wurde (-)-Cytisin 34 aus Goldregensamen und -
hilsen isoliert. Die reifen Samen mitsamt den Hilsen wurden im Zeitraum September bis
November in der Umgebung von Bonn gesammelt. Das getrocknete Pflanzenmaterial wurde
zunachst mit einer Schlagmiihle zu einem feinen Pulver zermahlen und anschlieend, wie in

der Literatur vorgeschlagen, mit PE entfettet und abschlieRend wieder getrocknet.*®®

Sammeln, trocknen und mahlen der Samen und Hiilsen des Goldregenstrauches

\4

Entfetten des Goldregenpulvers mit PE und anschlieende Trocknung

\4

Alkalische Extraktion mit DCM:MeOH:NH3; (8:2:1) bei Ultra-Turrax Homogenisierung

\4

Saure Extraktion mit Salzsaure (1N)

A 4

Alkalische Extraktion mit DCM (ca. 20-mal)

A\ 4

Chromatographische Aufreinigung mit CHCl;:MeOH:NHj; (60:10:1) Fraktionen 1-5

Abb. 4.9: FlieRschema fiir die Extraktion von (-)-Cytisin 34 aus Goldregensamen und -hllsen

Zur Extraktion des Cytisins 34 aus Goldregen wurde ein in unserer Arbeitsgruppe bereits an-
gewendetes Verfahren benutzt, jedoch an einigen Stellen verandert.*® Das entfettete Gold-
regenpulver wurde mit einem Ultra-Turrax® in einem Gemisch aus DCM, MeOH und Ammoniak
zerkleinert. Nach der Filtration wurde der Extrakt eingeengt und anschlieend im Sauren aus-
geschuttelt. Die wassrige Phase wurde erneut alkalisiert und mindestens zwanzigmal mit DCM
ausgeschuttelt. Dabei wurden die ersten 5 Fraktionen getrennt gesammelt und chromato-
graphisch aufgereinigt, wahrend das Cytisin 34 der weiteren Fraktionen ohne diesen zusatz-
lichen Schritt in sehr reiner Form erhalten wurden. So konnte Cytisin 34 mit Ausbeuten von 0.49
bis 0.99 % gewonnen werden. Es ist anzunehmen, dass die Schwankungen der Ausbeuten auf
einen unterschiedlichen Cytisingehalt der Pflanzen zuriickzufiihren sind, da das Pflanzen-
material von Pflanzen unterschiedlicher Standorte stammte.
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4.5 Synthese von N-tBoc-Cytisin 138

Die freie Aminogruppe des Cytisins 34 stellt ein starkes Nucleophil dar und muss vor den
weiteren Synthesen zur Vermeidung von Nebenreaktionen geschiitzt werden. Als geeignete
Schutzgruppen fir Cytisin 34 haben sich die Nitroso- und die Acetylgruppe sowie die Methyl-
carbamatgruppe bewshrt.*®® Dabei wird durch Elektronen ziehende Substituenten die
Elektronendichte am Stickstoff und damit seine Nukleophilie herabgesetzt. Die sterische
Hinderung ist ein weiterer Effekt, der bei der Verwendung vieler Schutzgruppen eine Rolle

394

spielt.”™ Im Zusammenhang mit Halogenierungsreaktionen am Pyridonring des Cytisins 34

konnte jedoch gezeigt werden, dass die Einfiihrung einer Schutzgruppe am freien Stickstoff des

Cytisins 34 nicht immer und fiir alle Reaktionen zwingend erforderlich ist.?*’

Eine sehr haufig benutzte Schutzgruppe fir Amine stellt die tBoc-Schutzgruppe dar. Sie wurde
1957 von McKay eingefiihrt und wird haufig in der Peptidchemie zum Schutz von o-
Aminosauregruppen verwendet.*® Sie ist im basischem Milieu stabil und lasst sich leicht durch
Di-tert-butyldicarbonat ((Boc),O) in verschiedenen Lésungsmittel, z. B. Wasser, MeOH, DMF,
EtOH, Aceton oder Acetonitril, und in Anwesenheit einer Base, wie NaOH, TEA, NaHCOs,
Tetramethylammoniumhydroxid, einfihren. Die Abspaltung gelingt meist problemlos im sauren
Milieu, z. B. durch die Verwendung von HCI in 1,4-Dioxan oder Et,0.3%

Fir die eigenen Synthesen wurde auf ein etabliertes Verfahren aus unserer Arbeitsgruppe

0 Die tBoc-Schutzgruppe wurde dabei durch die Verwendung von Di-tert-

zurlckgegriffen.
butyldicarbonat ((Boc),O) und unter Verwendung von Na,COj als Base eingefiihrt. Die Reaktion
wurde in einem Gemisch aus DCM und Wasser fiir 2 Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Die Re-
aktion wurde mit Hilfe einer DC kontrolliert und nach 2 Stunden war die Umsetzung vollstandig.
Nach der Trennung der beiden Phasen wurde das Lésungsmittel entfernt und das Rohprodukt
chromatographisch aufgereinigt. Man erhielt N-tBoc-Cytisin 138 mit Ausbeuten in Héhe von 50-

88 % Ausbeute an.
O\‘/OK
NH N

N
—~ Di-tert-butyldicarbonat

>

\ / Na,COs3, DCM, H,0 \ /

60 °C, 2 Std.
34 50 - 88 % 138
Abb. 4.10: Synthese von N-tBoc-Cytisin 138 mit (Boc),O, Na,CO3;, DCM und Wasser

Weiterhin ist ein neues Verfahren zur Einfihrung der tBoc-Schutzgruppe ausprobiert und
etabliert worden, welches ebenfalls Di-tert-butyldicarbonat als Reagenz nutzt. Dieses Verfahren
kommt prinzipiell ohne Ldsungsmittel und Base aus und nutzt dagegen lod als Katalysator. Die
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Reaktion findet bei RT statt und es kdénnen zur besseren Reaktionsfilhrung verschiedene
Losungsmittel, z. B. MeOH, Aceton, THF oder ACN, dazugegeben werden.*"

Bei der Verwendung dieses Verfahrens zum Einfihren der tBoc-Schutzgruppe an den
sekundaren Stickstoff des Cytisins 34, wurde MeOH als Lésungsmittel verwendet. Da sowohl
Cytisin 34 als auch N-tBoc-Cytisin 138 bei RT Feststoffe sind, wurde die Reaktion in Lésung
durchgefiihrt, da Ausbeuteverluste beflirchtet wurden. Die Reaktion wurde mit Hilfe einer DC
kontrolliert und war nach 2 Stunden beendet. AnschlieBende, wassrige Aufarbeitung mit
Natriumthiosulfat- und Natriumhydrogencarbonatlésung lieferte N-fBoc-Cytisin 138 als weiles
Pulver, das nach saulenchromatographischer Aufreinigung auf Kieselgel mit 92 % Ausbeute
erhalten wurde. Aufgrund der hohen Ausbeute zeigte sich, dass auf eine chromatographische
Aufreinigung verzichtet werden kann und die wassrige Aufarbeitung nach der Reaktion aus-
reichend ist. Diese Reaktion stellt eine sinnvolle Alternative zur Einfihrung der tBoc-
Schutzgruppe in das Cytisinmolekil dar und ist dank hoher Ausbeuten und milder Reaktions-
bedingungen dem oben beschriebenen Verfahren berlegen.

NH TR

@]
e}

N N
— (Boc),0, I, ~
\ / MeOH \ /
RT, 2 Std.
0,
34 92% 138
Abb. 4.11: Synthese von N-tBoc-Cytisin 138 mit (Boc).0O, |2 in MeOH

4.6 Bromierung von N-tBoc-Cytisin

Um aromatische oder heteroaromatische Substituenten am 2-Pyridonring des N-tBoc-Cytisins
einflhren zu kdnnen, ist es noétig, dass sich an dieser Stelle des Molekils eine Abgangsgruppe
befindet. tBoc-geschitzte Bromderivate des Cytisins 139 und 140 stellen wertvolle Zwischen-
produkte fir die Suzuki-Miyaura Kreuzkupplungsreaktion darstellen, die zur Synthese von 3-
oder 5-substituierten Cytisin-Derivaten genutzt werden kann.**°

Diese Bromierungsreaktion wurde unter den beschriebenen Bedingungen mit N-
Bromsuccinimid (NBS) in DCM durchgefihrt und lieferte die zwei erwarteten Produkte 3-Brom-
N-fBoc-Cytisin 139 in 55.4 bis 66.4 % Ausbeute und 5-Brom-N-tBoc-Cytisin 140 in 32.1 bis 41.9
% Ausbeute (s. Abb. 4.12). Daneben entstand eine zu vernachldssigenden Menge an 3,5-
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Dibrom-N-tBoc-Cytisin. Die Gesamtausbeute dieser Reaktion betrug zwischen 90.2 % und 99.6
%. Und man konnte sie sowohl in einem 1 g-Malstab als auch in einem 4 g-Malistab durch-
fuhren, wobei groRere Ansatze das Verhaltnis der Ausbeuten von 3-Brom-N-tBoc-Cytisin 139
und 5-Brom-N-tBoc-Cytisin 140 leicht zugunsten des 3-Brom-Derivates 139 verschoben.

0 0 0
\/N \/N \/N
NBS
Br +
DCM
\ / Reflux, 2 Std. \ / \ /
90.2-99.6 %
138 139 140 Br
Abb. 4.12: Bromierung von N-fBoc-Cytisin 138 mit NBS in DCM

In der beschriebenen Synthese unserer Arbeitsgruppe wurden die zwei bromierten N-tBoc-
Cytisin-Derivate 139 und 140 mit Hilfe der HPLC und einem Wasser-Methanol-Gradienten von
einander getrennt.320 Die HPLC ist eine sehr leistungsfahige Trenn- und Aufreinigungsmethode,
sie ist jedoch auch sehr zeit- und kostenintensiv. Nachdem gezeigt werden konnte, dass die
Synthese der bromierten N-tBoc-Cytisin-Derivate 139 und 140 auch in gréRerem Malistab ohne
Ausbeuteverluste durchfihrbar war, wurde nach einer effizienteren Methode zur Auftrennung
der beiden Isomere 139 und 140 gesucht. Durch den Einsatz einer Saulenchromatographie auf
Kieselgel und mit einem Ldsungsmittelgemisch aus DCM, Aceton und MeOH (84:15:1) als
Elutionsmittel wurde eine Methode etabliert, die es erlaubte, auch gréRere Mengen der
bromierten N-tBoc-Cytisin-Derivate 139 und 140 voneinander zu trennen. Die R-Werte der
Isomere 139 und 140 lagen dabei ausreichend weit voneinander entfernt und die beiden
Produkte wurden auch in groflen Ansatzen von bis zu 6 g sauber voneinander getrennt.
Zusammen mit den vorangegangenen Syntheseschritten und der Mdglichkeit, auch diese in
gréReren Malistaben durchfiihren zu kénnen, ist es gelungen, die Synthese der bromierten N-
tBoc-Cytisin-Derivate 139 und 140 sehr effizient zu gestalten und gréRere Mengen dieser
Zwischenprodukte zur Verfligung zu stellen.

4.7 Synthese mit Mikrowellenstrahlung

Die Mikrowellentechnologie wird etwa seit dem zweiten Weltkrieg erforscht und wurde als
Haushaltsgerat zum Erwarmen von Speisen bereits 1946 eingefuhrt. Ihren Durchbruch hatte sie

aber erst in den 1950er Jahren.*

In der Chemischen Forschung und Analytik wurde sie in den
darauf folgenden Jahrzehnten hauptsachlich zum Trocknen, Extrahieren und Veraschen von

Flussigkeiten bzw. Feststoffen genutz’[.493 1986 wurden zwei Veroffentlichungen zum Thema
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Erhitzen von chemischen Reaktionen mit Mikrowellenstrahlung publiziert.4g4’ 9 Beide Arbeits-
gruppen berichteten von z. T. erheblicher Reduzierung der Reaktionszeit und gleichzeitiger
Erhdhung der Ausbeuten. Seit dieser Zeit wachst das Interesse und die Zahl der jahrlich ver-
offentlichen Publikationen zu diesem Thema fast stetig.*® Diese Entwicklung wurde begleitet
von einer Reihe von Erfindungen, die die Mikrowellensynthesen heute zu einer sehr schnellen,
sicheren und sauberen Technologie machen. Die ersten Mikrowellensynthesen wurden noch in
Haushaltsmikrowellengeraten durchgefiihrt und besafl’en noch keine Kontrollmdglichkeit fir
Temperatur und Druck. Sie lieferten deshalb z. T. wenig reproduzierbare Ergebnisse. Dagegen
kénnen mit modernen Mikrowellenreaktoren, die speziell auf die Anforderungen in Synthese-
laboren ausgerichtet sind, diese Parameter meist wahrend der gesamten Reaktion kontrolliert
werden. Des Weiteren sind moderne Mikrowellenreaktoren mit Sicherheitsfunktionen aus-
gestattet, die ein ungefahrliches Arbeiten auch mit gréReren Mengen an brennbaren oder
korrosiven Substanzen gewahrleisten.*®’

Mikrowellenstrahlung ist elektromagnetische Strahlung mit einer Frequenz im Bereich von 0.3
und 300 GHz bzw. einer Wellenlange zwischen 1 mm und 1 Meter. Fur die chemische Synthese
wurde dabei die Frequenz von 2.45 GHz festgesetzt, um Interferenzen mit Radiowellen zu ver-
meiden und weil diese Frequenz ein effektives Erhitzen in verschiedenen Lésungsmitteln er-
moglicht.**® **° Die Energie von Mikrowellenphotonen reicht dabei nicht aus, um chemische
Bindungen zu spalten, sondern sie bewirkt ein Erhitzen des Reaktionsansatzes ,von innen“ (s.
Abb. 4.13), indem sie die Molekile durch dipolare Polarisation und lonenleitung in Bewegung
versetzt. Die Molekile versuchen sich in dem sich standig wechselnden elektromagnetischen
Feld auszurichten und erzeugen dabei Warme durch Reibung der Molekile und Dielektrizitats-

verlust.*?’

TIK

g

360

340

320

Abb. 4.13: Temperaturprofile von Mikrowellensynthesen (links) und Olbaderwarmung (rechts)497
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Bei gegebener Temperatur und Frequenz beschreibt der Verlustfaktor tan & die Fahigkeit einer
Verbindung die elektromagnetische Energie in Warme umzuwandeln. Ausdriicken Iasst sich der
Verlustfaktor als Quotient

tans =2 4.1)

aus dem Dielektrizitadtsverlust €’ und der Dielektrizitdtskonstante €. Dabei beschreibt ¢’ die
Effizienz der Umwandlung von elektrischer Strahlung in Warme und €’ die Polarisierbarkeit der
Verbindung im elektrischen Feld. Damit lasst sich die Aufheizcharakteristik bestimmter Stoffe
verdeutlichen. Ist tan & groR3, so kommt es durch eine effiziente Absorption der Mikrowellen-
strahlung zu einem raschen Aufheizen der Verbindung. Ist tan & klein, so kann die Mikrowellen-
strahlung nur sehr ineffizient in Warme umgewandelt werden und die Reaktion heizt sich nur
langsam auf.**® Tabelle 4.2 zeigt eine Zusammenstellung der Verlustfaktoren von haufig be-
nutzten organischen Lésungsmitteln. Diese lassen sich dabei in drei Gruppen einteilen: starke
Mikrowellenabsorber (tan & > 0.5), mittelstarke Mikrowellenabsorber (tan & 0.1-0.5) und
schwache Mikrowellenabsorber (tan 6 < 0.1).

Tab. 4.2: Dielektrische Verlustfaktoren (tan &) fiir verschiedene organische Lésungsmittel*
Losungsmittel tand Losungsmittel tand
Ethylenglykol 1.350 DMF 0.161
Ethanol 0.941 1,2-Dichlorethan 0.127
DMSO 0.825 Wasser 0.123
2-Propanol 0.799 Chlorbenzen 0.101
Ameisensaure 0.722 Chloroform 0.091
Methanol 0.659 Acetonitril 0.062
Nitrobenzen 0.589 EtOAc 0.059
1-Butanol 0.571 Aceton 0.054
2-Butanol 0.447 THF 0.047
1,2-Dichlorbenzen 0.280 DCM 0.042
NMP 0.275 Toluen 0.040
Essigsaure 0.174 Hexan 0.020

* Daten aus Lit.*® (2.45 GHz, 20 °C)
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Die z. T. grofRen Ausbeuteunterschiede bei ahnlichen Reaktionstemperaturen aber z. T. erheb-
lich kirzeren Reaktionszeiten, fuhrt seit einiger Zeit zu Diskussionen Uber die Existenz
spezieller Mikrowelleneffekte, die Gber die thermischen Effekte hinausgehen.496' *% Diese sind z.

B. die so genannten Uberhitzungseffekte®'

oder die selektive Erhitzung von stark ab-
sorbierenden Oberflachen heterogener Katalysatoren oder Reagenzien.®®® °® So konnen bei
atmosphérischen Bedingungen durch die so genannten Uberhitzungseffekte in Lésungsmitteln
Zonen entstehen, in denen die Temperatur weit Uber dem Siedepunkt liegt, obwohl die gesamte
Lésung nicht siedet. Diese Phanomene koénnen mit konventionellem Erhitzen nicht erreicht
werden und kénnten eine Erklarung fir die effizientere Reaktionsfihrung mit Mikrowellen-

strahlung sein.

Die Synthese mit Mikrowellenstrahlung hat viele Vorteile. Mit ihr kann man i. d. R. eine Reaktion
schneller, sauberer und einfacher durchfiihren als mit konventionellen Methoden. Gerade im
Bereich Leitstrukturfindung und -optimierung, wo viele Reaktionen mdglichst schnell und gleich-
zeitig neue Verbindungen liefern sollen, wird zunehmend auf dieses effiziente Synthesever-
fahren zurlickgegriffen.”® °® Es scheint so zu sein, dass alle Reaktionen, die unter kon-
ventionellen Bedingungen durchfiihrbar sind, sich auch mit Mikrowellenstrahlung durchfiihren
lassen.*®

Genutzt wurde die Mikrowellensynthese in der nachfolgenden Suzuki-Miyaura-Reaktion (s. Kap.

4.6) sowie zur thermischen Abspaltung der tBoc-Schutzgruppe von substituierten tBoc-

507-516

geschiutzten Cytisin-Derivaten (s. Kap. 4.7). Sowohl fiir die Suzuki-Miyaura-Reaktion als

432-434, 517-521

auch fur die Abspaltung der tBoc-Schutzgruppe gibt es zahlreiche Beispiele in der

Literatur, die fur diese Reaktionsschritte erfolgreich die Mikrowellenstrahlung eingesetzt haben.

4.8 Suzuki-Miyaura-Reaktion

Die Suzuki-Miyaura-Reaktion ist eine palladiumkatalysierte Kreuz-Kupplungsreaktion, bei der in
Gegenwart einer Base, organische Halogenverbindungen und Boronsauren unter Knulpfung

einer neuen Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung miteinander reagieren.522 Sie wurde Ende der

523, 524

1970er Jahre von Suzuki und Miyaura entwickelt und gehdrt zur Klasse der so genannten

Kreuz-Kupplungsreaktionen, zu denen ebenfalls die Grignard-525, die Stille-°%, die Hiyama-527

528, 529

und die Sonogashira-Reaktion gehdren. Unter ihnen bildet die Suzuki-Miyaura eine der

leistungsstarksten Reaktionen, u. a. wegen der Unempfindlichkeit gegen Wasser und der

geringen Toxizitat und relativ guten Stabilitat der Boronséure-Edukte.*** >’

Man kann sich heute den Mechanismus der Suzuki-Miyaura Reaktion ber einen katalytischen
Kreislauf erklaren, der eine oxidative Addition, eine Transmetallierung und eine reduktive
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Eliminierung beinhaltet. Dabei reagiert der aktive Palladium(0)-Katalysator in einem ersten
Schritt, der oxidativen Addition, mit dem Elektrophil, z. B. einem organischen Halogenid, unter
gleichzeitiger Oxidation zu einem Komplex, in dem das Palladium in der Oxidationsstufe +2
vorliegt. Anschlieflend findet eine so genannte Transmetallierung statt, unter Reaktion der
Boronsaure mit dem Palladium(+2)-Komplex und unter Abspaltung des Halogenids und An-
lagerung des von der Boronsaure gelieferten organischen Restes an den Palladium(+2)-
Komplex. Der letzte Schritt, die reduktive Eliminierung liefert das neue kreuzgekuppelte Produkt
und den zur Palladium(0)-Spezies reduzierten Katalysator.

Pd(0) Rq-X
Ri-Ry

reduktive ()A)\((Ij?j?ttilc\)/r?

Eliminierung

+2 +2
R-Pd-R, R-Pd-X

Transmetallierung

>

X-B(OH), R2-B(OH),

Abb. 4.14: Katalytischer Kreislauf der Suzuki-Miyaura Kreuzkupplung

Von groRer Bedeutung fiir die Suzuki-Miyaura Reaktion ist die Anwesenheit einer Base, da sie
die geringe Nukleophilie der Boronsauren erhodht. Die Boronsauren reagieren als schwache
Lewis-Sauren und werden durch die Anlagerung einer Base in einen negativ geladenen
Komplex mit erhéhter Nukleophilie Gberfihrt. Dadurch gelingt die Anlagerung an den R;-Pd-X

Komplex einfacher.’®

Nach der Transmetallierung entsteht zunachst ein trans-Komplex der
Spezies R4-Pd-R,, der durch Isomerisierung in den entsprechenden cis-Komplex (ibergehen
kann und anschlieend in einer reduktiven Eliminierung das Produkt Rs-R, und den Palladium-

Katalysator in reduzierter Form wieder freisetzt.”*

Der am haufigsten benutzte Katalysator fur die Suzuki-Miyaura Reaktion ist
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (0) [Pd(PPh3),]. Dieser muss jedoch unter einer Schutz-
gasatmosphare und unter 0 °C gelagert werden, weil er instabil ist.*** Seltener wird PdCl,(PPh),
als Katalysator in Suzuki-Miyaura Reaktionen eingesetzt. Dieser Katalysator wird dann in situ

zur aktiven Palladium(0)-Spezies reduziert.®*

Alternativ werden haufig ligandfreie Palladium-
katalysatoren, wie z. B. [Pd(dba),] oder Pd(OAc), zusammen mit Phosphinliganden eingesetzt,

die wiederum in situ die aktiven Palladium-Spezies bilden.*®
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Auch die Wanhl der ,richtigen* Base spielt eine erhebliche Rolle bei dieser Reaktion, wobei
Na,CO; oft eine gute und ausreichende Wahl darstellt. Starkere Basen scheinen dabei
prinzipiell eine hdhere Reaktivitat zu besitzen. Fur stérkere Basen, wie z. B. NaOH oder TIOH,
sind THF-Wasser-Mischungen ein geeignetes Lésungsmittel, wohingegen schwachere Basen

wie K,CO; oder K;PO, sehr gut in DMF als Losungsmittel reagieren.®**

Die Durchfiihrung der Kreuz-Kupplungsreaktion wurde prinzipiell nach den beschriebenen Ver-
fahren unserer Arbeitsgruppe durchgefijhrt.32° Dabei wurden die Synthesen der zwei Cytisin-
Derivate 3-(Pyridin-3-yl)-N-tBoc-Cytisin 141 und 5-(Pyridin-3-yl)-N-tBoc-Cytisin 142 mit Hilfe der
Suzuki-Miyaura Kreuzkupplung in einem 0.3 mmol Mafstab in der Mikrowelle durchgeftihrt. Die
Reaktionsbedingungen wurden hinsichtlich der eingesetzten Base und des Ldsungsmittels,
sowie der Reaktionsdauer und der Reaktionstemperatur optimiert. Die Menge an 3-Brom-N-
tBoc-Cytisin 139 (100 mg), 3-Pyridinboronsaure (55 mg), Palladiumkatalysator Pd(PPh3), (31
mg) und Base (1.5 Aquivalente) wurde nicht veréndert.

Pd(PPhj3),4
——N 3-Pyridinboronséure
Base

Br
\ / Lésungsmittel
9

MW: 30 W/ Temp. / Zeit

13

141

Abb. 4.15: Suzuki-Miyaura Reaktion mit 3-Brom-N-tBoc-Cytisin 139 und 3-Pyridinboronsaure

Tab. 4.3: Optimierung der Reaktion von 3-Brom-N-tBoc-Cytisin 139 mit 3-Pyridinboronséure

Ansatz Losungsmittel Base Temperatur Zeit Ausbeute
* DME:H,0 K3PO4 80 °C 60 Min. 66 %
1 DMF:H,0 (3:1) Ba(OH), 90 °C 120 Min. 50.7 %
2 DMF:H,0 (3:1) Ba(OH), 90 °C 120 Min. 68.3 %
3 DMF:H,0 (3:1) Ba(OH), 90 °C 120 Min. 475 %
4 DME:H,0 (3:1) K3PO4 80 °C 90 Min. 54.9 %
5 DME:H,0 (3:1) K3PO4 90 °C 120 Min. 55.5 %

* Literaturbedingungen und -ausbeute®®

Es konnte festgestellt werden, dass sich die Reaktion von 3-Brom-N-tBoc-Cytisin 139 mit 3-
Pyridinboronsaure durch den Wechsel von Base und Lésungsmittel oder durch die Erhéhung
von Reaktionszeit und -temperatur nicht verbessern lieR. Aulier bei der Verwendung von
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Ba(OH), als Base in einer DMF-Wasser-Mischung und bei einer Reaktionszeit von 120 Minuten
bei 90 °C, lagen die Ausbeuten stets unter denen der Literatur.*?

Auch fir die Reaktion von 5-Brom-N-fBoc-Cytisin 140 wurde eine Optimierung der Reaktions-
bedingungen durchgefiihrt. Auch hierbei wurde ein 0.3 mmol Ansatz gewahlt und es wurden
folgende Edukte verwendet: 5-Brom-N-tBoc-Cytisin 140 (100 mg), 3-Pyridinboronsaure (55 mg),
Palladiumkatalysator Pd(PPhs), (31 mg) und Ba(OH), als Base (1.5 Aquivalente). Die
Optimierung wurde fiur die Wahl des Losungsmittels sowie die Reaktionszeit und Reaktions-
temperatur durchgefiihrt.

(o}
Pd(PPhs),
——N 3-Pyridinboronséure
Ba(OH),
\ / Losungsmittel
140 MW: 30 W/ Temp. / Zeit
Br
Abb. 4.16: Suzuki-Miyaura Reaktion mit 5-Brom-N-tBoc-Cytisin 140 und 3-Pyridinboronsaure

Tab. 4.4: Optimierung der Reaktion von 5-Brom-N-tBoc-Cytisin 140 mit 3-Pyridinboronséure

Ansatz Losungsmittel Base (1.5 Aq.) Temperatur Zeit Ausbeute

* DMF:H,0 Ba(OH), 80 °C 90 Min. 32 %

1 DME:H,0 (3:1) Ba(OH), 80 °C 90 Min. 29.4 %
2 DMF:H,0 (3:1) Ba(OH), 80 °C 90 Min. 36.3 %
3 DMF:H,0 (3:1) Ba(OH), 80 °C 90 Min. 55.2 %
4 DMF:H,0 (3:1) Ba(OH), 90 °C 90 Min. 58.7 %
5 DMF:H,0 (3:1) Ba(OH), 90 °C 120 Min. 71.6 %
6 DME:H,0 (3:1) Ba(OH), 90 °C 120 Min. 73.4 %

* Literaturbedingungen und -ausbeute®®

Bei der Reaktion von 5-Brom-N-tBoc-Cytisin 140 mit 3-Pyridinboronsaure fiihrte der Wechsel
des Losungsmittels, eine Erhdhung der Reaktionstemperatur und eine Verlangerung der Re-
aktionszeit jedoch zu héheren Ausbeuten. Ein Wechsel des L&sungsmittels scheint dabei
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jedoch keine entscheidende Rolle zu spielen, wie die Ausbeuten von Ansatz 2 und 2 bzw. 5 und
6 zeigen (s. Tab. 4.4). Obwohl die Ausbeuten schwankten, wie man an den Anséatzen 2 und 3
erkennen kann, konnten durch die Erhéhung der Reaktionszeit und der Reaktionstemperatur
deutlich hdhere Ausbeuten erzielt werden (s. Tab. 4.4).

Die Aufarbeitung der beiden Produkte gelang durch eine Festphasenextraktion, die v. a. dem
Zweck diente, den Palladiumkatalysator zu entfernen. Anschlief’end wurden die Produkte 141
und 142 mit der HPLC aufgereinigt. Es fiel jedoch nach der Aufreinigung mit der HPLC auf,
dass sich in beiden Produkten noch geringe Spuren an Edukten (3-Brom-N-tBoc-Cytisin 139
bzw. 5-Brom-N-tBoc-Cytisin 140) befanden. Da diese tBoc-entschitzten Verbindungen (52 und
126) eine sehr hohe Affinitdt zum nAChR besitzen (s. Kap. 4.2), mussten sie unbedingt aus
dem Produkt entfernt werden. Dafir wurde eine abschlieRende chromatographische Auf-
reinigung auf Kieselgel durchgefihrt.

4.9 Abspaltung der tBoc-Schutzgruppe

Wie bereits in Kapitel 3.3.5 erwahnt, kann die Abspaltung der tBoc-Schutzgruppe auf ver-
schiedenen Arten erfolgen. Am haufigsten wird sie in einem sauren Milieu durchgefiihrt, in
welchem die Carbamatfunktion dieser Schutzgruppe nicht stabil ist und in Isobuten und Kohlen-
dioxid zerfallt (s. Abb. 3.29). Daneben sind auch thermische Verfahren bekannt, um die tBoc-
Schutzgruppe abzuspalten.

Fir die Entfernung der fBoc-Schutzgruppe von fBoc-geschitzten Cytisin-Derivaten konnte
bereits gezeigt werden, dass eine thermische Abspaltung in Wasser bei etwa 150 °C in einem
verschlossenen, druckfesten Reaktionsgefall in der Mikrowelle erfolgreich war. Dabei wurde
das tBoc-geschutzte Cytisin-Derivat (bis zu 100 mg) zusammen mit Wasser (ca. 80 ml) fir 30
Minuten in einem Mikrowellengefall auf 150 °C erhitzt, wobei die sich tBoc-Schutzgruppe ab-
spalten lieR. Nach dem Abkiihlen konnte dann, ohne weitere Aufreinigung, die wassrige Losung
des tBoc-entschitzten Cytisin-Derivates eingefroren und an der Gefriertrocknungsanlage lyo-
philisiert werden.*®
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H,O

Mikrowelle
30 W, 30 Min, 150 °C

141 53

Abb. 4.17: Entfernung der tBoc-Schutzgruppe aus Verbindung 141 in Wasser in der Mikrowelle

Dieses Verfahren der Abspaltung der tBoc-Schutzgruppe wurde auch bei den Cytisin-Derivaten
52 und 54 durchgefihrt. Die Abspaltung der tBoc-Schutzgruppe war vollstdndig und lieferte
quantitativ die entsprechenden tBoc-entschiitzten Produkte 52, 53 und 54 in hoher Reinheit von
> 99 %. Die wassrige Lésung wurde eingefroren und fir mindestens 24 Stunden lyophilisiert.
Die Cytisin-Derivate waren weil3e oder leicht gelbliche Feststoffe.

410 Zusammenfassung der Cytisin-Synthesen

Im Allgemeinen wurde die Synthesen der Cytisin-Derivate nach einem etablierten Verfahren

320

unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt.”” Dabei konnten jedoch einige Schritte im Hinblick auf

eine effizientere Reaktionsfihrung optimiert werden.

Die Isolierung von (-)-Cytisin 34 wurde im Wesentlichen nach dem etablierten Verfahren durch-
gefiuihrt. Um das feste Pflanzenmaterial nach der alkalischen Extraktion von dem Ldsungs-
mittelgemisch zu trennen, wurde eine Filtration statt einer Zentrifugation verwendet. Weiterhin
wurde gezeigt, dass die abschlieBende alkalische Extraktion mit DCM (-)-Cytisin 34 in hoher
Reinheit lieferte und nur die ersten finf Fraktionen zusatzlich chromatographisch aufgereinigt
werden mussen.

N-tBoc-Cytisin 138 wurde ebenfalls in guten Ausbeuten synthetisiert. Die Einfihrung der tBoc-
Schutzgruppe konnte durch ein neues, alternatives Verfahren mit (Boc),O und I, als Katalysator
etabliert werden, was eine sehr hohe Ausbeute lieferte. Das N-fBoc-Cytisin 138 wurde
chromatographisch auf einer Kieselgelsaule aufgereinigt, was es erlaubte, gleichzeitig grolRere
Mengen an Produkt zu erhalten. Eine Aufreinigung mittels HPLC war nicht erforderlich.

Die Bromierung von N-tBoc-Cytisin 138 brachte vergleichbare Ergebnisse, wie die bereits be-
schriebenen aus unserer Arbeitsgruppe.320 Die Aufreinigung konnte auf einer Normalphasen-
Kieselgelsaule etabliert werden, was sie deutlich effizienter machte, im Vergleich zur Ver-
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wendung der HPLC. Die Mischung von tBoc-geschiitzten Brom-Derivaten des Cytisins 139 und
140 lie} sich nun in groReren Mengen auf einer Kieselgelsdule aufreinigen. Dies bietet den
Vorteil, die Zwischenprodukte 139 und 140 in gréReren Mengen zur Verfligung stellen zu
koénnen.

Die Kreuzkupplungsreaktionen konnten im Vergleich zu den bereits beschriebenen optimiert
werden.*”® Durch die Erhdhung der Reaktionstemperatur und -zeit konnten im Falle der Re-
aktion von 3-Brom-N-tBoc-Cytisin 139 mit 3-Pyridinboronsaure vergleichbare Ausbeuten erzielt
werden, wohingegen die Ausbeute der Reaktion von 5-Brom-N-tBoc-Cytisin 140 mit 3-
Pyridinboronsaure durch eine Erhéhung der Reaktionszeit und -temperatur deutlich erhéht
werden konnte.

Die thermische Abspaltung der tBoc-Schutzgruppe in Wasser unter Mikrowellenstrahlung verlief
quantitativ und ohne erkennbare Nebenreaktionen. Insgesamt wurde das Bereitstellen von
Zwischenprodukten 139 und 140 verbessert und die Synthesen und Aufreinigungsschritte
effizienter gestaltet.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Projekt I: Radioligand-Bindungsstudien und Struktur-
Wirkungsbeziehungen neuer Bispidin-Derivate

Die in Kapitel 3 dargestellten Synthesen lieferten Bispidin-Derivate, die einen substituierten und
einen unsubstituierten Stickstoff enthalten. Die Substituenten sind Alkyl-, Cycloalkyl-, Aryl-,
Heteroaryl- oder Styrylreste, die wiederum unterschiedlich substituiert sein konnten. Sie sind
durch einen Linker mit dem Bispidin-Grundgertst verbunden, der entweder eine Carbonsaure-
amidbindung, eine Sulfonsaureamidbindung oder eine Harnstoffbriicke darstellt (s. Abb. 5.1).

o}

o
N— N_< , \\/N%
X B io d N

/

O

_ Alkyl

_. Cycloalkyl

, -
&~
~€---- Aryl
‘"\
\\ "~ Heteroaryl

51 ™ Styrylderivate

Abb. 5.1: Allgemeine Struktur 51 der Bispidin-Derivate mit Linkern und Substituenten

Im Rahmen von Untersuchungen zu Struktur-Wirkungsbeziehungen wurden diese Bispidin-
Derivate in Radioligand-Bindungsstudien (Kompetitionsexperimente) an vier verschiedenen
nAChR-Subtypen getestet. Diese Experimente wurden mit Membranpraparationen aus nativem
Gewebe durchgefihrt. Dabei wurde fur die Untersuchung der Affinitat zum a4p2*- und zum a7*-
Rezeptorsubtyp Rattenhirn eingesetzt. Fur die Untersuchung am a3pB4*-Rezeptorsubtyp wurden
Nebennieren des Schweins und fir die Untersuchung am muskuldren Subtyp wurde das
elektrische Organ des Zitterrochens (Torpedo californica electroplax) verwendet. [*H]Epibatidin
wurde als Radioligand fir den a432*-, den a3p4*- und den (a1),B1yd-Rezeptorsubtyp benutzt.
Fir die Bestimmung der Affinitdt zum a7*-Rezeptorsubtyp kam [3H]MLA zum Einsatz. Die
Membranpraparationen und die Radioligand-Bindungsstudien wurden von Frau Julia Thomas
(AK Gundisch) durchgefihrt.



96 | Ergebnisse und Diskussion

Mit Hilfe der Ki-Werte aus den Radioligand-Bindungsstudien lassen sich Rickschlisse auf den
Einfluss bestimmter Strukturmerkmale auf die Affinitat und die Selektivitat ziehen. Diese Aus-
sagen betreffen die Interaktion (Affinitat) dieser Substanzen mit dem Rezeptor, kénnen jedoch
die Frage zum funktionellen Verhalten nicht beantworten.

Das Bispidin-Grundgertist kommt in dem Naturstoff Cytisin 34 bereits als Teilstruktur vor. Wie in
Kapitel 3 dargelegt, lassen sich Bispidin-Derivate durch chemische Synthesen einfach her-
stellen. Ihr Grundgertst ist jedoch flexibler als das von Cytisin-Derivaten. Die im Rahmen dieser
Arbeit synthetisierten Bispidin-Derivate besitzen bereits zwei wichtige Strukturmerkmale fir
Liganden des nAChR — einen protonierbaren Stickstoff N* und ein HBA/1-System (s. Kap. 1.4).
Durch die Testung neuer Bispidinamid-Derivate 99 (s. Abb. 5.2) in Radioligand-Bindungsstudien
wurde in erster Line untersucht, welchen Einfluss die Substituenten an der Carbonylgruppe auf
die Affinitat und die Selektivitdt zum nAChR besitzen. Durch den Vergleich der Bindungsdaten
ergaben sich Hinweise, wie sich die induktiven, mesomeren oder sterischen Effekte der
Substituenten auf die Interaktion mit den verschiedenen nAChR-Subtypen auswirken. Diese
Subtypen waren der a4p2*-, der a3p4*- der a7*- und der muskulare (a1),81yd-Rezeptorsubtyp.

NH
(0]
Alkyl
N J/
~ ,’ _. Cycloalkyl
P
m T Aryl
.
® " Heteroaryl
99 ‘Styrylderivate
Abb. 5.2: Allgemeine Struktur der Bispidincarbonsaureamide

In einem Teilprojekt wurden Styrylderivate der Bispidinamide untersucht. Diese sollten Hinweise
liefern, welchen Einfluss ein Spacer (Vinylgruppe) auf die Interaktion mit den nAChR-Subtypen
besitzt. Diese Vinylgruppe befand sich zwischen der Carbonylfunktion und den aromatischen
oder heteroaromatischen Substituenten (s. Abb. 5.3).

. Heteroaryl

Abb. 5.3: Allgemeine Struktur der Bispidinamide mit Spacer (Vinylgruppe)
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In einem zweiten Teilprojekt wurde der Einfluss des Linkers auf die Affinitdt und die Selektivitat
fur den nAChR erforscht. Dabei wurde das Bispidin-Grundgerist mit unterschiedlichen Linkern
(funktionellen Gruppen) verknupft, die jeweils die gleichen Substituenten trugen. Im Sinne eines
isosteren Austausches wurde die Carbonsaureamidbindung durch die Sulfonsdureamidbindung
oder die Harnstoffbindung ersetzt (s. Abb. 5.1). Der Vergleich der Bindungsdaten von Ver-
bindungen, die die gleichen Substituenten aber unterschiedliche Linker trugen, lieferte Hinweise
auf den Einfluss des Linkers auf die Interaktion mit dem nAChR.

51.1 N-Benzyl-Bispidin 92 und N-tBoc-Bispidin 93

Ergebnisse und Diskussion

Die Synthesezwischenprodukte N-Benzyl-Bispidin 92 und N-tBoc-Bispidin 93 wurden ebenfalls
in Radioligand-Bindungsstudien auf ihre Affinitat zu den verschiedenen nAChR-Subtypen unter-
sucht. N-Benzyl-Bispidin 92 zeigte in den Kompetitionsexperimenten keine Affinitat zum a4p2*-
Rezeptor, jedoch besall es zum a3p4*-Rezeptor eine Affinitat im mittleren nanomolaren Bereich
(Ki = 570 nM). Fur N-tBoc-Bispidin 93 konnte dagegen ein Ki-Wert von 45.0 nM zum a4p2*-
Rezeptor ermittelt werden und am a3B4*-Rezeptor zeigte es einen Ki-Wert von 1.28 uM. Fr
beide Bispidin-Derivate 92 und 93 wurden weder am a7*-Rezeptor noch am muskularen Subtyp
eine Affinitat festgestellt (s. Tab. 5.1).

Tab. 5.1: nAChR-Affinitédtsdaten (K-Werte + SEM) fiir N-Benzyl-Bispidin 92 und N-tBoc-Bispidin 93

a4p2* (313[34*. o7+ (a: )232Y5
PHIEpi UHIEP PHIMLA LHIER!
Struktur Nr. Rattenhirn Nebenm.(are Rattenhirn Torp. calif.
K-Wert ["M] (Schwein) K-Wert ["M] electroplax
K-Wert [nM] Ki-Wert [nM]

150.0

NH
O
LN < {”;H 93  450%53 12765:93  >5000 > 10000
CH,

NH
/ i\//N 569.6
92 > 10000 > 5000 > 10000

Anzahl unabhangiger Experimente n = 3-5
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N-Benzyl-Bispidin 92 zeigte nur am a3B4*-Rezeptor eine Affinitdt im mittleren nanomolaren
Bereich. An allen anderen Rezeptorsubtypen hatte N-Benzyl-Bispidin 92 keine Affinitat, womit
es eine Selektivitat fir den ganglionaren Subtyp besal}. Demgegenuber zeigte N-tBoc-Bispidin
93 am a432*-Rezeptor eine Affinitdt im nanomolaren Bereich (K; = 45 nM) und besal eine etwa
30fache Selektivitat gegeniber dem a3p4*-Rezeptor (K, = 1.28 uM). Im Vergleich zu Phenyl-
carbamaten des Chinuclidins, z. B. Verbindung 143 (s. Abb. 5.5), die bevorzugt an den a7*-
Rezeptor (a4B2*: K, = 3084 nM, a7*: 44 nM) binden,'®® war fiir N-tBoc-Bispidin 93 eine Selektivi-
tat fur den a4pB2*- gegentber dem a7*-Rezeptor erkennbar. Zwar besitzen beide Verbindungen
unterschiedliche, Uberbriickte Ringsysteme (Azabicyclen) und in beiden Verbindungen ist die
Carbamatgruppe unterschiedlich orientiert, dennoch kénnte es interessant sein, in einem
spateren Projekt den Einfluss von Bispidincarbamaten auf die Bindung zum nAChR zu unter-

suchen.
H
(0) N
(6]
143
Abb. 5.4: Phenylcarbamat des Chinuclidins 143 mit a7*-selektiver Affinitat

51.2 Aliphatisch und cycloaliphatisch substituierte Bispidinamide 144-149

Ergebnisse und Diskussion

Durch die Einfihrung von kurzen unverzweigten, verzweigten oder cyclischen Carbonsaure-
Substituenten konnten die aliphatisch oder cycloaliphatisch substituierten Bispdinamide 144-
149 synthetisiert werden. Mit Ausnahme des Cyclohexan-Derivates 149, besallen alle Ver-
bindungen dieser Gruppe eine Affinitat im nanomolaren Bereich (K; = 3.6-50.3 nM) fiir den
a432*-Rezeptor. Fiur die Verbindungen 144-147 konnten am a3B4*-Rezeptor ebenfalls Affini-
taten im nanomolaren Bereich (K; = 266-828 nM) ermittelt werden. Das Acetyl-Derivat 144 be-
sall daneben ebenfalls eine Affinitdat am a7*-Rezeptor (K; = 636 nM). Alle anderen getesteten
Derivate besallen weder eine Affinitdt am a7*- noch am (a1),f1y®-Rezeptorsubtyp. Unter den
drei Bispidin-Derivaten 144-146, mit einer Alkylkette von 1-3 Kohlenstoffatomen, war die
Tendenz zu niedrigeren Ki-Werten, d. h. zu héherer Affinitat, sowohl fiir den a432*- als auch fir
den a3B4*-Rezeptor zu erkennen, je langer die Alkylkette wurde. Die aktiven Verbindungen
144-148 besalien eine Selektivitdt zum a4p32*-Rezeptor. Die K-Werte am a4p2*-Rezeptor der
Verbindungen 144-147 waren dabei 119fach, 73fach, 74fach bzw. 16fach niedriger als am
a3B4*-Rezeptor (s. Tab. 5.2).
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Die homologen Bispidin-Derivate 144-146 besitzen neben den zwei wichtigen Strukturmerk-
malen, protonierbarer Stickstoff N* und HBA/m-System (Carbonylgruppe), kurze und unver-
zweigte Alkylketten (C4-C;3). Alle drei Derivate 144-146 besallen eine Praferenz zum a4p32*-
Rezeptor und zeigten dartber hinaus am a4p2*- und am a3B4*-Rezeptor kleinere Ki-Werten
und geringere Selektivitaten (a4p2* vs. a3pB4*), bei groRerer Kettenlange. Fir die dargestellten
Bispidinamid-Derivat scheint also eine kurze Alkylkette fir eine Selektivitdt am a4p32*-Subtyp

ausreichend zu sein.

Tab. 5.2: nAChR-Affinitédtsdaten (K-Werte + SEM) fiir aliphatisch und cycloaliphatisch substituierte
Bispidinamide 144-149
4* 1),82
iz B
CHIEPi Nebennri)ere PHIMLA Tor cZIif
Struktur Nr. Rattenhirn (Schwein) Rattenhirn eIecF;o Ia>.<
K-Wert [nM] K-Wert [nM] P
Ki-Wert [nM] Ki-Wert [nM]
NH
O
EI\/N% 144 56+14 663.8 + 40.1 636° n. b.
CHj
NH
O
EI\/N4<; 145 45+23 328.7£70.2 > 2000 > 1000
CH;
NH
O
E//N%_\ 146 3.6+0.7 265.9 + 83.4 > 1000 > 5000
CHj
NH
(o]
LN%,CH 147 50.3+10.4 828.0° > 5000 n. b.
HsC
NH
(o]
Hr/“
148 10.8+0.8 n. b. n. b. n. b.
149 > 5000 > 5000 > 10000 > 10000

Anzahl unabhangiger Experimente n=2-8
n=1

Betrachtet man Verbindung 147 so fallt auf, dass eine Verzweigung der aliphatischen Kette
offenbar einen negativen Einfluss auf die Bindung zum nAChR hat. Durch diese Verzweigung
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verringerte sich sowohl die Affinitat zum a4p2*-Rezeptor als auch zum a3p4*-Rezeptor. Dabei
wurde die Selektivitat (a4B32* vs. a3B4*) ebenfalls geringer. Wahrend ein flnfgliedriger cyclo-
aliphatischer Ring (Verbindung 148) am a4p2*-Rezeptor offenbar gut toleriert wird, besal} das
Cyclohexancarbonsaure-Derivat 149 keine Affinitdt zum nAChR. Der nAChR bzw. seine
Bindungstasche scheint sehr sensitiv auf Substitution an der Carbonylgruppe zu reagieren.
Volumindse, aliphatische Substituenten wie der Cyclohexylrest der Verbindung 149 scheinen zu
grol} zu sein, wahrend die linearen Verbindungen 144-146 gut in diese Bindungstasche passen.

51.3 Benzoyl-Bispidin 150 und Ortho-substituierte Benzoyl-Bispidinamide 151-154

Es wurde zunachst das Benzoesdureamid des Bispidins 150 als eine Art Basisverbindung
synthetisiert und getestet. Durch den Vergleich von unterschiedlich substituierten Benzoesaure-
Bispidinamiden (Verbindungen 151-167, Tab. 5.3 - Tab. 5.6) wurde der Einfluss der
Substituenten am aromatischen Ring auf die Interaktion zum nAChR untersucht.

Ergebnisse und Diskussion

Benzoyl-Bispidin 150 besal} einen Ki-Wert von 453.6 nM flir den a432*-Rezeptor, jedoch keine
Affinitat fir die weiteren Subtypen des nAChR. Es ist somit ein selektiver Ligand flr den a42*-
Rezeptor. Mit Ausnahme von Verbindung 153, brachte die Einflihrung eines Substituenten in
die ortho-Position des Aromaten keine affinen Substanzen hervor. Nur fir Verbindung 153, die
ein lodatom in der ortho-Position tragt, wurde ein Ki-Wert von 293 nM am a432*-Subtyp er-
halten (s. Tab. 5.3).

Cytisin 34 besitzt K-Werte von 0.122 nM (a4p2*), 250 nM (a7*), 19 nM (a3B4*) und 1300 nM

((a1),81yd) fiir die vier Rezeptorsubtypen des nAChR.**

Vergleicht man Benzoyl-Bispidin 150
und Cytisin 34 (s. Abb. 5.6), so fallt auf, dass beide Verbindungen Uber eine Carbonylgruppe
und einen ungesattigten Ring verfiigen. Wahrend im Cytisin 34 die Carbonylgruppe einen Teil
des anellierten Pyridonrings darstellt, besitzt Benzoyl-Bispidin 150 eine Carbonylgruppe, die
den aromatischen Benzenring mit dem Bispidin-Grundgeriist als Linker verbindet. Benzoyl-
Bispidin 150 besitzt im Vergleich zu Cytisin 34 eine hohere Flexibilitdt und eine andere raum-
liche Ausrichtung des Aromaten. Cytisin 34 jedoch scheint optimal in die Bindungstasche des
nAChR zu passen, denn es besitzt sehr niedrige K-Werte (s. oben). Solch niedrige Ki-Werte
zeigt das Benzoyl-Bispidin 150 nicht, da es anscheinend nicht Uber eine optimale Ausrichtung
des Aromaten verfiigt. Die aliphatisch substituierten Bispidinamide 144-146 (s. Tab. 5.2) be-
salRen deutlich niedrigere Ki-Werte (K; = 3.6-5.6 nM) fir den a4p2*-Rezeptor als Benzoyl-
Bispidin 150. Dies zeigt, dass der Rezeptor in diesem Bereich der Bindungsdoméane, in die sich
die Alkylketten der Verbindungen 144-146 und der Benzenring der Verbindung 150 vermutlich
orientieren, sehr sensibel auf sterische Einfliisse der Liganden reagiert.
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Cytisin 34 L
Benzoylbispidin 150
Abb. 5.5: Vergleich der Strukturen Cytisin 34 und Benzoyl-Bispidin 150

Tab. 5.3: nAChR-Affinitdtsdaten (Ki-Werte + SEM) fiir Benzoyl-Bispidinamid 150 und ortho-
substituierte Benzoyl-Bispidinamide 151-154

a4p2* a3p4” a7* (o1)2P2v0
PHIEpi CHIEp PHIMLA [HIEp!
Struktur Nr. Rattenhirn Nebenm.(are Rattenhirn Torp. cali.
K-Wert ["M] (Schwein) K-Wert ["M] electroplax
Ki-Wert [nM] Ki-Wert [nM]

N
E/ 423 150 4536+ 14.8 > 5000 k. E. > 10000

423 151 k. E. k. E. k. E. k. E.
% 152 k. E. n. b. n. b. n. b.

163 293.0+34.0 > 5000 > 10000 > 10000

0,
423 154 k. E. k. E. k. E. k. E.

e
e
K
e

Anzahl unabhangiger Experimente n=2-5

Sowohl durch die Einflihrung einer Elektronen schiebenden Gruppe (Methylgruppe: Verbindung
151) als auch durch die Einflihrung von Elektronen ziehenden Gruppen (Chloratom: Verbindung
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152, Nitrogruppe: Verbindung 154) resultierten Verbindungen ohne Affinitdt zum nAChR.
Lediglich durch die Substitution mit einem lodatom in der ortho-Position des Aromaten (Ver-
bindung 153) erhielt man eine selektive Verbindung mit Affinitdt zum o4p2*-Rezeptor im
mittleren nanomolaren Bereich zum a4f2*-Rezeptor (K; = 293 nM). Cytisin-Derivate, die ein
Chloratom, ein lodatom oder eine Nitrogruppe in der Position 3 tragen (Verbindungen 125, 127
und 128, s. Abb. 5.7), zeigten dagegen subnanomolare Affinitdt am a4p2*-Rezeptor und nano-
molare am a7*-Rezeptor (125: a4B2*: K; = 0.022 nM, a7*: K; = 2.5 nM; 127: a432*: K; = 0.017
nM, a7* K = 1.5 nM; 128: a4B2*: K = 0.42 nM, a7*: K; = 40.7 nM)®*" **" (s. Abb. 5.4).
Verglichen mit den Cytisin-Derivaten 125, 127, 128 besitzen die Bispidin-Derivate 152, 153 und
154 mehr Flexibilitdt und die Substituenten einen andere Orientierung im Raum. Dies koénnte
eine Erklarung fur die fehlende Affinitat der Bispidin-Derivate 152, 153 und 154 am nAChR sein.

NH

\ /

x =Cl 3-Chlor-Cytisin 125
x=1 3-lod-Cytisin 127
x =NO,  3-Nitro-Cytisin 128

Abb. 5.6: Cytisin-Derivate: 3-Chlor-Cytisin 125, 3-lod-Cytisin 127 und 3-Nitro-Cytisin 128

Bei den Verbindungen 152-154 waren in NMR-Experimenten Rotamere zu erkennen, die auch
nach einer Erhdhung der Messtemperatur (70 °C in DMSO) noch sichtbar blieben. Dies kdnnte
darauf hindeuten, dass der aromatische Ring durch die Einfihrung von Substituenten in die
ortho-Position, nur in bestimmten Konformationen vorliegen kann, die fur die Interaktion mit
dem Rezeptor unginstig sind. Um diese Hypothese zu bekraftigen, mussten jedoch weitere
Verbindungen mit ortho-Substituenten, z. B. kurzen Alkylketten, hergestellt und getestet
werden.

Bei Derivaten des Benzoyl-Bispidins 150, scheint die Einflhrung von Substituenten in die ortho-
Position des Aromaten insgesamt einen negativen Effekt auf die Affinitat fir die verschiedenen
nAChR-Subtypen besitzen. Lediglich die Einflihrung eines lodatoms (Verbindung 153) wurde
toleriert und fihrte zu einer Affinitdt am a4p2*-Rezeptor (K; = 293 nM), die mit der Affinitdt des
Benzoyl-Bispidins 150 (K; = 454 nM) vergleichbar war.

51.4 Meta-substituierte Benzoyl-Bispidinamide 155-158
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Ergebnisse und Diskussion

Durch die (Fluor,  Chilor,
Trifluormethylgruppe oder Nitrogruppe) in die meta-Position des aromatischen Ringes, wurden

Einfihrung von Elektronen ziehenden Substituenten
die Verbindungen 155-158 erhalten. Diese zeigten keine Affinitdt zu den nAChR-Subtypen
a3fB4*, a7* und (a1),81yd. Die Einfihrung eines Fluoratoms (Verbindung 155) (a4p2*: K, =
386.4 nM) oder einer Trifluormethylgruppe (Verbindung 157) (a4p2*: K; = 147.1 nM) wurde vom

nNAChR toleriert. Beide Verbindungen waren zudem selektiv fir den 04B2*-Rezeptor (s. Tab.

5.4).

Tab. 5.4: nAChR-Affinitdtsdaten (K-Werte + SEM) fiir meta-substituierte Benzoyl-Bispidinamide 155-
158
3p4* 1),B2yd
a4p2* a3p4” a7* (a1)2B2y
CHIER CHIEP  sqia CHER
N i Torp. calif.
Struktur Nr. Rattenhirn (:t;ﬁ:vr:;r)e Rattenhirn el(;;r:rc::;;x
Ki-Wert [nM K-Wert [nM
ertinMl  .wert [nM] ertinMl  -wert [nM]
L Ab 150 453.6 +14.8 > 5000 k. E. > 10000
L °
155 386.4 +42.7 > 5000 n. b. k. E.
.
(o)
L 156 n. b. n. b. n. b. n. b.
Cl
L O
157 147.1+6.8 > 3000 n. b. > 10000
CF,
(o)
L ;\: 158 > 2000 k. E. k. E. k. E.
NO,

Anzahl unabhangiger Experimente n=2-6
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Auler im Falle einer Substitution mit einer Nitrogruppe, zeigten die meta-substituierten Benzoyl-
Bispidin-Derivate 155 und 157 eine Selektivitat zum o432*-Rezeptor und eine Affinitat im
nanomolaren Bereich. Kleine, Elektronen ziehende Substituenten wurden also vom a4p2*-
Rezeptor in der meta-Position des Aromaten toleriert. Es muss jedoch noch untersucht werden,
welchen Einfluss Elektronen schiebende Substituenten auf die Affinitdt zum nAChR besitzen.
Wahrend die Trifluormethylgruppe in der meta-Position des aromatischen Ringes (Verbindung
157) die Affinitdt zum a4p2*-Rezeptor (Ki = 147 nM), im Vergleich zum unsubstituierten
Benzoyl-Bispidin 150 (K; = 454 nM), etwa verdreifachte, wurde die ebenfalls Elektronen
ziehende Nitrogruppe in dieser Position vom Rezeptor nicht toleriert (s. Tab. 5.4). Dies konnte
ein Hinweis darauf sein, dass der —M-Effekt der Nitrogruppe eine Rolle spielt oder die Nitro-
gruppe zu voluminds ist. Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass kleine Elektronen
ziehende Substituenten in der meta-Position (Verbindungen 154 und 157) vom a4p2*-Rezeptor
toleriert werden.

5.1.5 Para-substituierte Benzoyl-Bispidinamide 159-166

Ergebnisse und Diskussion

Durch die Substitution mit verschiedenen Elektronen schiebenden sowie Elektronen ziehenden
Gruppen in der para-Position des Aromaten von Benzoyl-Bispidin 150, konnten die Ver-
bindungen 159-166 hergestellt werden. Mit Ausnahme der fert-Butylgruppe wurde durch diese
Veranderung eine hoéhere Affinitat (K = 15.9-221 nM) zum a432*-Rezeptor erzielt, als durch die
Basisverbindung Benzoyl-Bispidin 150 (K; = 454 nM) (s. Tab. 5.5). Soweit dies bereits getestet
wurde, besitzen diese Verbindungen keine Affinitdt am muskularen Subtyp. Fir den a3p4*- und
den a7*-Rezeptor konnten nur fiir die Verbindungen 161 (Phenylgruppe) und 165 (Nitrogruppe)
eine Affinitat im mikromolaren Bereich (K; = 1.1-4.2 yM) ermittelt werden.

Im Vergleich zu Benzoyl-Bispidin 150, erhdhte die Einfihrung eines zweiten Phenylrings (Ver-
bindung 161) die Affinitat zum o4p2*-Subtyp (K = 39.9 nM). Der Einfluss von Elektronen
ziehenden Gruppen bzw. Atomen (Verbindungen 162-166) fihrte zu niedrigeren Ki-Werten fur
den o4p2*-Rezeptor. Dabei erzielten die stark Elektronen ziehenden und voluminésen Nitro-
und Carbonitril-Gruppe (Verbindung 165 und 166), einen starkeren Effekt, als z. B. das Fluor-
(Verbindung 162) oder das Chloratom (Verbindung 163). Dies konnte bedeuten, dass der —M-
Effekt der Nitro- und der Carbonitrilgruppe eine Relevanz fiir die Starke der Interaktion mit dem
Rezeptor besitzt. Verbindung 165 (Nitrogruppe) hatte unter den para-substituierten Benzoyl-
Bispidinamiden den niedrigsten Ki-Wert (K; = 15.9 nM) fir den a4p2*-Rezeptor, besal} also die
hoéchste Affinitat zu diesem Subtyp. Alle Verbindungen 159 und 161-166 waren zudem selektiv
fir den 04B2*-Rezeptor und nur die beiden Verbindungen 161 und 165 zeigten daneben eine
Affinitdt zum a3p4*- bzw. a7*-Rezeptor (s. Tab. 5.5).
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Tab. 5.5: nAChR-Affinitdtsdaten (Ki-Werte + SEM) fiir para-substituierte Benzoyl-Bispidinamide 159-
3p4* 1).82yd
adp2* a3pa” a7* (a).B2y
HIEp! CHEP s CHIE
Struktur Nr. Rattenhirn l\::t;ﬁcvr:;r)e Rattenhirn ;ZFCF;;;:(
Ki-Wert [nM Ki-Wert [nM
ertinMl  .wert [nM] ertinMl  -wert [nM]
NH
Er/”
150 453.6+14.8 > 5000 k. E. > 10000
NH
(0]
E(/N
159 221.0+84.0 > 5000 k. E. > 10000
NH
(o]
Er/“
160 k. E. k. E. k. E. k. E.
NH
(o]
Er/“
1089.5 +
161 39.9+7.1 * *
290.5
NH
(o]
Ef/
162 197.3 > 10000 > 10000 > 10000
NH
]
Er/“
163 130.2 n. b. k. E. n. b.
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NH
O
N

164 138.0+17.3 k. E. k. E. n. b.
Br
NH
(o)
Er/”
165 159+ 3.9 4200 1726 > 5000
NO,
NH
(o]
Er/”
166 20.7+8.9 k. E. k. E. > 5000

CN

Anzahl unabhangiger Experimente n=2-10

* Die Radioligand-Bindung wurde erhéht

Verbindung 161 zeigte am a3pB4*-Rezeptor einen Ki-Wert von 1.1 yM und besall damit eine
etwa 27fache Selektivitdt zum a4p32*-Rezeptor. Das Nitro-Derivat 165 war zum a432*-Rezeptor
264fach affiner als zum a3B4*- (K; = 4.3 uyM) und 109fach affiner als zum a7*-Rezeptor (K; = 1.7
MM). In den Radioligand-Bindungsstudien mit Verbindung 161 (Biphenyl-Derivat) lie} sich am
a7*- und muskularen Subtyp ein Effekt auf die Bindung des Radioliganden feststellen. Ver-
bindung 161 zeigte keine Affinitat fir diese Subtypen, erhéhte jedoch die Bindung der Radio-
liganden [3H]MLA bzw. [3H]Epibatidin zum Rezeptorprotein. Dieses Phanomen wird derzeit ver-
sucht aufzuklaren.

Vergleicht man die para-substituierten Derivate 159-166 mit Verbindung 150, ist ein Verlust der
Affinitat fir den a432*-Rezeptor nur bei Verbindung 160 (fert-Butylgruppe) zu beobachten. Dies
ist wahrscheinlich auf die voluminése Ausdehnung der tert-Butylgruppe zurtickzuflihren, denn
die ebenfalls Elektronen schiebende Methylgruppe (Verbindung 159) wurde vom nAChR
toleriert und flhrte zu einer selektiven Bindung am a4p2*-Rezeptor (K; = 221 nM). N-tBoc-
Bispidin 93 besitzt ebenfalls eine tert-Butylgruppe. Diese ist jedoch Uber eine Carbamatfunktion
mit dem Bispidinmolekiil verbunden. Im Gegensatz zu Verbindung 160, zeigt N-tBoc-Bispidin 93
eine Affinitat im nanomolaren Bereich (K; = 45.0 nM) fUr den a4pB2*-Rezeptor (s. Tab. 5.1). Die
unterschiedliche Orientierung und Entfernung der tert-Butylgruppe zum Bispidin-Grundgerist
kdnnte dafir verantwortlich sein, dass Verbindung 93 affin, Verbindung 160 jedoch inaktiv am
a432*-Rezeptor ist.
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Fir den a4p2*-Rezeptor lasst sich feststellen, dass sowohl Elektronen schiebende als auch
Elektronen ziehende Gruppen in der para-Position des Benzoesaurerestes toleriert werden und
die Affinitat erhdhen. Lediglich die tert-Butylgruppe scheint zu voluminds zu sein und erzeugte
keine Bindung zum Rezeptor. Daneben sind para-substituierte Verbindungen auch selektiv fir
den 04f32*-Rezeptorsubtyp. Insgesamt hatte die Einfihrung von Substituenten in die para-
Position keinen Einfluss auf die Affinitat zum a3p4*-, zum a7*- sowie zum (a1),81yd-Rezeptor,
mit Ausnahme des Nitro-Derivates 165 und des Biphenyl-Derivates 161, die Affinitaten im
mikromolaren Bereich erzeugten.

Der Vergleich von verschiedenen konstitutionsisomeren Bispidin-Derivaten (151 mit einer ortho-
und 159 mit einer para-Methylgruppe, 155 mit einem meta- und 162 mit einem para-Fluoratom,
152 mit einem ortho-, 156 mit einem meta- und 163 mit einem para-Chloratom sowie 154 mit
einer ortho-, 158 mit einer meta- und 165 mit einer para-Nitrogruppe) zeigt, dass die Affinitat
zum Rezeptor v. a. von der Position der Substituenten abhangig sind. Wahrend Verbindungen
mit einer Methyl- (Verbindung 151), einer Chlor- (Verbindung 152) oder einer Nitrogruppe (Ver-
bindung 154) in der ortho-Position des Benzoesaurerestes keine Affinitat zum nAChR auf-
wiesen, gelang es durch die Einfihrung dieser Substituenten in die para-Position (Ver-
bindungen 159, 163 und 165), affine und selektive Liganden fiir den a432*-Rezeptorsubtyp
herzustellen. Auch ein Fluoratom (Verbindung 155) oder eine Nitrogruppe (Verbindung 158) in
der meta-Position ergab im Vergleich zu den entsprechenden para-substituierten Derivaten
(Verbindungen 162 und 165) eine schwachere Interaktion mit dem nAChR.

Damit 1asst sich zusammenfassend sagen, dass die Einfihrung von Substituenten in die ortho-
Position generell einen negativen Einfluss auf die Affinitdt zum nAChR hat. Eine Ausnahme
bildet jedoch das ortho-lod-Derivat (Verbindung 153) (Ki = 293 nM). Die Einfihrung von
Substituenten in die meta-Position wird generell toleriert, wobei das Fluor-Derivat (Verbindung
155) (K; = 386 nM) eine mit der Basisverbindung 150 (K; = 454 nM) vergleichbare Affinitdt zum
0432*-Rezeptor besitzt. Die para-Position (Verbindungen 159 und 161-166) ist fur die Ein-
fuhrung von Substituenten gut geeignet, denn dadurch entstehen affine und selektive Liganden
fur den a4p32*-Rezeptor. Verbindung 160 bildet dabei eine Ausnahme, da mit der volumindsen
tert-Butylgruppe keine Bindung zum nAChR festgestellt werden konnte.

5.1.6 Disubstituiertes Benzoyl-Bispidinamid 167

Ergebnisse und Diskussion

Verbindung 167, die je eine Methoxygruppe in der ortho- und in der para-Position besitzt, zeigte
keine Affinitdt zum nAChR (s. Tab. 5.6). Wie schon in Kapitel 5.1.3 erwahnt, besitzt die Ein-
fuhrung von Substituenten in die ortho-Position des aromatischen Ringes von Benzoyl-Bispidin
150 einen im Allgemeinen einen negativen Einfluss auf die Bindung zum nAChR. Da Ver-
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bindung 167 neben einer Methoxygruppe in para-Position auch eine Methoxygruppe in ortho-
Position besitzt, wird angenommen, dass die Methoxygruppe in der ortho-Position eine Inter-
aktion mit dem Rezeptor verhindert.

Tab. 5.6: nAChR-Affinitdtsdaten (Ki-Werte + SEM) fiir das disubstituiertes Benzoyl-Bispidinamid 167

a4p2* a3p4” a7* (o)2P2v0
PHIEPi UHIEP PHIMLA [HIEP!
Struktur Nr. Rattenhirn Nebennl.ere Rattenhirn Torp. calif
K-Wert [nM] (Schwein) K-Wert [nM] electroplax
Ki-Wert [nM] Ki-Wert [nM]

NH
o}
i“/“
150 453.6+14.8 > 5000 k. E. > 10000
NH

o
N OCH;

OCH,4

167 > 1000 > 5000 > 5000 k. E.

Anzahl unabhangiger Experimente n=2

51.7 Heteroarylcarbonsaurebispidinamide 168-178

Fir weitere Untersuchungen des Bindungsverhaltens von Bispidin-Derivaten am nAChR,
wurden einige Heteroarylcarbonsaureamide des Bispidins hergestellt und auf ihre Affinitat zu
den verschiedenen Rezeptorsubtypen untersucht.

Ergebnisse und Diskussion

Das Nicotinsaure-Derivat 168 zeigte die gleiche nanomolare Affinitat zum a4p32*-Rezeptor (K; =
454.8 nM), wie das Benzoyl-Bispidin 150 (K; = 454 nM). Dagegen besal} das Pyrazincarbon-
saure-Derivat 169 einen Ki-Wert von 73.2 nM an diesem Rezeptorsubtyp. Die Einflihrung eines
Bromsubstituenten in die Position 5 des Pyridinringes (Verbindung 170) erhdhte die Affinitat nur
leicht (Ki = 291.6 nM). Bispidin-Derivate die mit einem Furan- (Verbindung 171) bzw. einem
Thiophencarbonsaurerest (Verbindung 172) verbunden waren, besalRen eine hohe Affinitat im
niedrigen nanomolaren Bereich. Die Ki-Werte fiir die Verbindungen 171 und 172 lagen bei 21.4
nM bzw. 17.6 nM. Die Einfliilhrung eines N-Methylpyrrolcarbonsaurerestes (Verbindung 173)
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fuhrte zu einem Ki-Wert von 661.6 nM am a4p32*-Rezeptor. Die beiden Indol-Derivate (174 und
175) zeigten hingegen keine Affinitdt zum nAChR, wahrend fir die drei isomeren Chinolin-
carbonsaure-Derivate 176-178 sehr unterschiedliche Ki-Werte fir den a4b2*-Rezeptor ge-
messen wurden. Das 2-Chinolincarbonsaure-Derivat 176 war inaktiv an diesem
Rezeptorsubtyp, wahrend das 4-Chinolincarbonsaure- 177 und das 6-Chinolincarbonsaure-
Derivat 178 K-Werte von 162.1 nM bzw. 81.3 nM besalRen. Bis auf Verbindung 171 waren
diese Heteroarylcarbonsaureamide 168-178 an den getesteten nAChR-Subtypen a3f34*, a7*
und (a1),B1y0 inaktiv. Das Furancarbonsaure-Derivat 171 besal} fir den a334*-Rezeptor einen
Ki-Wert von 2.2 uM. Verbindungen 168-173 und 177 und 178 besalien Selektivitdt zum a4p2*-
Rezeptor, verglichen mit den anderen Subtypen des nAChR. Das Furancarbonsaure-Derivat
171 besal} einen etwa 100fach niedrigeren Ki-Wert fir den a432*-Rezeptor, verglichen mit dem
a3pB4*-Rezeptor (s. Tab. 5.7).

Der Einfluss der Heteroarylsubstituenten der Bispidinamide 168-178 auf die Bindung zum
nAChR war sehr unterschiedlich. Ein Pyridinring (Verbindung 168 und 170) erzeugte keine Ver-
anderung im Bindungsverhalten dieser Substanzen, verglichen mit dem Benzoyl-Bispidin 150.
Die Einfuhrung eines Bromatoms in die Position 5 des Pyridinringes (Verbindung 170) erhohte
die Affinitdt zum a4p2*-Rezeptor (K; = 292 nM) nur leicht. Jedoch erhdhte die Einfihrung eines
Pyridazinringes (Verbindung 169) die Affinitat zum a4B2*-Rezeptor (K; = 73 nM).

Die Verknlpfung des Bispidin-Grundgeristes mit flinfgliedrigen Heterocyclen (Verbindungen
171-173) Uber einen Carbonsdureamid-Linker fuhrte zu affinen und selektiven Liganden am
a432*-Rezeptorsubtyp (K; = 17.6-662 nM). Die Substanz mit der héchsten Affinitat innerhalb
dieser Gruppe, war Verbindung 172 (K; = 17.6 nM), die einen Thiophenring, als bioisosteren
Ersatz fur den Benzenring der Verbindung 150, trug. Die Erhéhung der Affinitat der Ver-
bindungen 171 und 172 im Vergleich zum Benzoyl-Bispidin 150 ist vermutlich auf die unter-
schiedliche GroRe des aromatischen Rings zurlckzufiihren. Wie in Kapitel 5.1.2 gezeigt,
konnten auch mit kurzen Alkylketten (Verbindungen 144-146) oder einem Cyclopentanrest
(Verbindung 148) affine und selektive Liganden fur den nAChR hergestellt werden (K; = 3.6-
10.8 nM). Die im Vergleich zu den Verbindungen 171 und 172 geringere Affinitdt von Ver-
bindung 173 (Methylpyrrolcarbonsaureamid des Bispidins) (a4p2*: K; = 662 nM) basiert wahr-
scheinlich auf demselben Effekt wie bei ortho-substituerten Benzoyl-Bispidin-Derivaten 151-154
(s. Kap. 5.3). Mdglicherweise kann sich der Aromat durch die Methylgruppe des Stickstoffes
nicht in eine fur die Bindung zum Rezeptor optimale Position drehen.
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Tab. 5.7: nAChR-Affinitdtsdaten  (K-Werte + SEM) fiir  heteroaromatisch  substituierte
Carbonséurebispidinamide 168-178

adp2* g3l34*_ i a7* (G:)zﬁzYﬁ
PHIEpi [ H]Er_vl [PHIMLA [ H]Epli
Struktur Nr. Rattenhirn Nebenniere  Rattenhirn ~ Torp. calif.
K-Wert ["M] (Schwein) K-Wert electroplax
' Ki-Wert [nM] [nM] Ki-Wert [nM]

NH
o)
Er/“
150 453.6 £+ 14.8 > 5000 k. E. > 10000

NH
o}
E(/N
168 454.8+894 k. E. > 10000 k. E.

7\
NH
o}
i“/”
169 73.2+9.1 k. E. k. E. > 10000
N/ \N
\——/
NH
o}
Hi/”
/ N\ 170 291.6 + 50.1 > 5000 > 10000 k. E.

NH
(o]
E(/”
° 1711 214 +2.3 2242 .5 n. b. > 10000

172 17.6+0.8 k. E. > 10000 > 10000

173 661.6+47.3 n. b. n. b. n. b.

T Verbindung E4 wurde bereits patentiert. Die veroffentlichten Bindungsdaten (ra4f2*: K; = 31 nM; ha4p2*: K; = 9.9

nM; ra7*: K; > 15 pM) stimmen gut mit unseren Ergebnissen tiberein.*”
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/ 174 k. E. k. E. k. E. k. E.
NH
(o)
Ei/
) 175 k. E. k. E. k. E. k. E.
N
NH
(0]
Er/“
/ “\ 176 > 1000 n. b. n. b. > 10000

o
N
177 162.1 £ 38.1 > 5000 n. b. > 10000

o
N
178 81.31+20.6 > 5000 k. E. n. b.
A
—

Anzahl unabhangiger Experimente n=2-10

Die Indolcarbonsaure-Derivate 174 und 175 fuhrten zu inaktiven Verbindungen an allen
Rezeptorsubtypen. Dagegen zeigten die Chinolincarbonsdure-Derivate 176-178 sehr unter-
schiedliche Affinitdten zum 0432*-Rezeptorsubtyp. Da die GréRe der Substituenten der Ver-
bindungen 176 und 178 gleich ist, unterscheiden sie sich lediglich in der Stellung des Stick-
stoffes. Innerhalb der Chinolin-Derivate ist eine Tendenz zu héheren Affinitdten erkennbar, je
gréRer die Entfernung des Stickstoffes zur Carbonylgruppe ist. Dies kdnnte bedeuten, dass sich
zu diesem Stickstoff eine weitere Wasserstoffbrickenbindung von der Rezeptorseite aus bilden
kann, die somit die Affinitat zum nAChR erhoht. Die Position des Stickstoffes im Chinolin-
carbonsaurerest besitzt also einen gro3en Einfluss auf die Interaktion mit dem Rezeptor.
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5.1.8 Unsubstituierte oder substituierte Cinnamoylbispidinamide 179-186

In einem Teilprojekt wurden Bispidinamid-Derivate synthetisiert, die einen Spacer zwischen
dem Linker (Carbonylgruppe) und dem Substituenten besal} (s. Abb. 5.7). Dieser Spacer be-
steht aus einer Vinylgruppe (-CH=CH-), die eine trans-Geometrie besitzt. Ist der Substituent ein
Benzenring, so handelt es sich bei dem gesamten Substituenten, bestehend aus Carbonyl-
gruppe, Spacer und dem Benzenring, um ein Zimtsdure-Derivat. Mit den Ergebnissen der
Bindungsstudien konnte erforscht werden, welchen Einfluss die Distanz des Aromaten vom
Bispidinmolekul auf die Affinitdt zum nAChR besal}.

_. Aryl

. Heteroaryl

Abb. 5.7: Allgemeine Zielstruktur von Bispidinamiden mit einem Spacer

Ergebnisse und Diskussion

Mit der Synthese des Zimtsaure-Derivates (Verbindung 179) wurde der Prototyp dieser Unter-
gruppe von Bispidinamid-Derivaten hergestellt. Diese neue Basisverbindung 179 zeigte ein
Affinitdt im niedrigen nanomolaren Bereich (K; = 55.1 nM) am 0a432*-Rezeptor. Alle Zimtsaure-
Derivate 179-186 besalien Selektivitdt zum a432*-Rezeptor und eine Affinitdt im nanomolaren
Bereich (K; = 23.7-297 nM). Das Naphthylacryloyl-Bispidinamid (Verbindung 180) besal} die
geringste Affinitat (K; = 296.6 nM) zu diesem Rezeptorsubtyp. Die Einfihrung von Substituenten
am aromatischen Ring des Zimtsduremolekuls, ergab Affinitdten im niedrigen bis mittleren
nanomolaren Bereich (K; = 23.7-171.8) (s. Tab. 5.8).

Das Zimtsaure-Bispidinamid 179, als der Prototyp dieser Untergruppe von Bispidin-Derivaten,
zeigte nanomolare Affinitdt zum a4p2*-Rezeptor (K; = 55.1 nM) und keine Aktivitat fur die
anderen Rezeptorsubtypen. Vergleicht man die Verbindung 179 mit dem Benzoyl-Bispidin 150
(Ki = 454 nM), erkennt man, dass die Einfihrung eines Spacers einen positiven Einfluss auf die
Affinitdt zum nAChR besitzt. Die Vergroflerung des aromatischen Systems zu einem Naphthyl-
ringsystem (Verbindung 180) verringerte die Affinitdt zum a4p2*-Rezeptor (K; = 297 nM), ver-
glichen mit dem Zimtsaure-Bispidinamid 179. Welche Auswirkungen diese Veranderung auf die
anderen Rezeptorsubtypen hat, ist z. Z. noch unbekannt.
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Tab. 5.8: nAChR-Affinitdtsdaten (K-Werte + SEM) fiir substituierte oder unsubstituierte
Cinnamoylbispidinamide 179-186
3p4* * 1),p2yd
adp2* g B _ i a7 (GS)zB v
PHIEpi ["HIEpi [PHIMLA ["HIEpi
Struktur Nr.  Rattenhimn Nebenniere  Rattenhirn ~ Torp. calif.
K-Wert ["M] (Schwein) K-Wert electroplax
' Ki-Wert [nM] [nM] Ki-Wert [nM]
NH
(o]
Er/”
o 179 551+ 125 > 5000 > 5000 > 10000
NH
(o]
E(/”
— 296.6 +
180 n. b. n. b. n. b.
&,
NH
o)
Er/”
S one 171.8 +
181 n. b. n. b. > 10000
39.7
NH
(o]
Er/”
D 182 237+32 n. b. k. E. n. b.
Cl
NH
(o)
Er/“
. 183 246+42 n. b. k. E. n. b.
Br
NH
(o]
Er/”
o 184 38.9 > 1000 n. b. > 10000
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NH
o)
E(/N
185 396+54 n. b. n. b. n. b.
o]

Me

NH
(o]
Er/“
186 36.9+8.0 n. b. n. b. n. b.
(0]
B

Anzahl unabhangiger Experimente n=2-10

Im Gegensatz zu den ortho-substituierten Benzoyl-Derivaten 151-154 und 167, wurde bei den
Zimtsaure-Derivaten keine Verringerung der Affinitédt durch die Einfihrung eines Substituenten
in die ortho-Position (Verbindung 181) des aromatischen Systems festgestellt. Die Einfuhrung
einer Methoxy-Gruppe in die ortho-Position des aromatischen Ringes (Verbindung 181) wurde
toleriert und ergab fir den 04B2*-Rezeptor eine Affinitdt im nanomolaren Bereich (K = 171.8
nM). Verglichen mit dem Zimtsaure-Bispidinamid 179, verringerte sich jedoch die Affinitat zu
diesem Subtyp leicht. Dagegen zeigte die Einfuhrung einer Methoxy-Gruppe in die para-
Position des Aromaten, eine Erhdhung der Affinitdt zum a4p2*-Rezeptor (K; = 39.6 nM), im Ver-
gleich zur Basisverbindung 179.

Durch die Einfuhrung von Elektronen ziehenden Substituenten in die meta-Position des
aromatischen Ringes, konnten die Verbindungen 182-184 erhalten werden, die eine hohere
Affinitdt zum a4p2*-Rezeptor (K-Werte 23.7-38.9 nM) aufwiesen, als das Zimtsaure-
Bispidinamid 179. Die Einflhrung von Substituenten in die meta-Position des Benzoyl-Bispidins
150 wurde ebenfalls toleriert (s. Tab. 5.4). Und auch die Einflhrung des 3,4-
Methylendioxyringes (Verbindung 186) konnte die Affinitdt dieser Verbindung zum a4p2*-
Rezeptor erhdhen (K; = 36.9 nM), verglichen mit der Leitsubstanz 179.

Insgesamt hatte die Einflhrung eines Spacers zwischen die Carbonylgruppe und den
Substituenten einen positiven Effekt auf die Affinitdt und die Selektivitét dieser Verbindungen
zum nAChR. Die Einfihrung von Substituenten in das aromatische Ringsystem wurde toleriert,
wobei eine hdhere Affinitat zum a4p2*-Rezeptor erhalten wurde, wenn die Substituenten in der
meta- (Verbindung 182-184) oder der para-Position (Verbindung 185) eingefiihrt wurden, ver-
glichen mit Verbindung 179. Um die Selektivitat der Substanzen 180-186 zu beurteilen, liegen z.
Z. noch nicht genug Daten vor. Aus den vorliegenden Ergebnissen ergibt sich jedoch der Hin-
weis, dass die Zimtsaure-Derivate eine hohe Selektivitat fiur den a4B32*-Rezeptor zu besitzen
scheinen.
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51.9 Heteroaromatisch-substituierte Acryloylbispidinamide 187-190

Tab. 5.9: nAChR-Affinitdtsdaten (K-Werte +  SEM) flir ~ heteroaromatisch-substituierte
Acryloylbispidinamide 187-190

4* * 1),82
aap2* o3pa® . (:k2vo
PHEDi [HIEpi PHIMLA ["HIEpi
Struktur NI Rottenhim Nebenniere  Rattenhirn  Torp. calif.
(Schwein) Ki-Wert electroplax
Ki-Wert [nM]
Ki-Wert [nM] [nM] Ki-Wert [nM]
179 55.1+125 > 5000 > 5000 > 10000
187 1.03 n. b. k. E. n. b.
287.5
188 n. b. n. b. n. b.
25.7
189 96.9+20.5 2000 k. E. n. b.
190 57.1+123 n. b. k. E. n. b.

Anzahl unabhangiger Experimente n=2-10

Ergebnisse und Diskussion

Durch den Austausch des Phenylrings des Zimtsdure-Bispidinamid 179 durch Heteroaromaten
(Pyridin, Furan, Thiophen), wurden neue Bispidinamid-Derivate 187-190 hergestellt und auf ihre
Affinitdt zum nAChR untersucht. Dabei besal} das 4-Pyridyl-Analogon 187 eine hohe Affinitat
zum a4p2*-Rezeptor (Ki = 1.03 nM). In den Verbindungen 188-190 wurde der Benzenring
gegen die funfgliedrige Heteroaromaten Furan oder Thiophen ausgetauscht. Ihre Affinitat fir



116 | Ergebnisse und Diskussion

den a4p32*-Rezeptor lag ebenfalls im nanomolaren Bereich (K; = 57.1-287.5 nM). Soweit dies
schon bestimmt wurde, besalien die heteroaromatisch substituierten Acrylsaure-Derivate keine
Bindung zum a3B4*-, a7*- oder dem (a1),f1yd-Rezeptor. Die Verbindungen besaflen somit
eine Selektivitat fir den a4B2*-Rezeptor (s. Tab. 5.9).

Die Verbindung 187 besall die hochste Affinitat aller in dieser Arbeit synthetisierten und ge-
testeten Bispidin-Derivate (K; = 1.03 nM). Im Vergleich zum Cinnamoyl-Derivat 179 (K; = 55.1)
konnte fir die Verbindung 187 eine etwa 50fach hoéhere Affinitdt zum a4p2*-Rezeptor ermittelt
werden. Da die Verbindung 187 und 179 bis auf das Vorhandensein des Stickstoffs im
Aromaten identisch sind, kann diese Steigerung der Affinitadt auf ebendiesen Stickstoff zuriick-
gefuhrt werden. Ein Vergleich mit dem Effekt, der durch die Veradnderung der Position des
Stickstoffes im Chinolinrest der Verbindungen 176-178 (Tab. 5.7) auftrat, unterstitzt die Hypo-
these, dass der Stickstoff sich auch in Verbindung 187 in einer Entfernung zur Carbonylgruppe
befindet, bei der es von der Rezeptorseite mdglicherweise eine weiteres Wasserstoffbriicken-
bindungsdonorsystem gibt, mit dem dieser Stickstoff interagieren kann.

Der Austausch des Benzenringes (Verbindung 179) gegen einen Furanring (Verbindung 188)
oder einen Thiophenring (Verbindungen 189 und 190) wurde vom nAChR toleriert und
resultierte in Affinitdten im nanomolaren Bereich fur den a432*-Rezeptor. Fur eine Beurteilung
der Selektivitdt zum 04pB2*-Rezeptor, missen die Verbindungen 187-190 jedoch noch voll-
stéandig an den weiteren nAChR-Subtypen auf ihre Affinitat getestet werden.

Der Vergleich der Verbindungen 188 und 189 mit dem Furancarbonsaure-Derivat 171 und dem
Thiophencarbonsaure-Derivat 172 (s. Tab. 5.7) zeigt, dass die Einfihrung eines Spacers
zwischen die Carbonylgruppe und den Heteroaromaten vom a4p2*-Rezeptor toleriert wird,
jedoch werden fir die Verbindungen 188 und 189 (mit Spacer) am a432*-Rezeptor niedrigere
Affinitaten gemessen (188: K; = 288 nM, 189: K; = 97 nM) als fir die Verbindungen 171 (K; =
21.4 nM) und 172 (K; = 17.6 nM) (ohne Spacer).

5.1.10 Unterschiedlich substituierte und unsubstituierte aromatische oder hetero-
aromatische Carbonséaure-Bispidinamide 191-199

Ergebnisse und Diskussion

In dieser Gruppe sind unterschiedlich substituierte oder unsubstituierte aromatische oder
heteroaromatische Carbonsaure-Bispidinamide zusammengefasst. Aufgrund ihrer unterschied-
lichen Strukturen, lief3en sie sich nicht den bereits beschriebenen Gruppen zuordnen und sollen
an dieser Stelle zusammengefasst und diskutiert werden. Dabei wird auf Analoga aus den oben
beschriebenen Gruppen Bezug genommen.
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nAChR-Affinitdtsdaten (Ki-Werte
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+ SEM) fiir unterschiedlich (un)substituierte aromatische
oder heteroaromatische Carbonséurebispidinamide 191-199

3p4* 1).82yd
a4p2* o B _ o7 (“3)2[3 v
e ["H]EPpi 3 ["H]EPpi
["H]EPpi . ["HIMLA .
, Nebenniere , Torp. calif.
Struktur Nr. Rattenhirn . Rattenhirn
(Schwein) electroplax
Ki-Wert Ki-Wert
[nM] Ki'Wert [nM] Ki'Wert
[nM] [nM]
NH
(o]
J;i\//‘ 453.6 +
150 > 5000 k. E. > 10000
14.8
NH
(o]
Er/“
QQ 191 k. E. n. b. k. E. n. b.
NH
(o]
Er/“
447.2 +
192 k. E. k. E. n. b.
! 100.5
NH
(o]
N 576 +
=/ 193 n. b. > 10000 n. b.
15.4
NH
O
Er/”
194 525+0.7 395.8 k. E. n. b.
NH
(o)
Er/”
195 232.6 > 5000 k. E. n. b.
OCHs
H,CO OCHj
NH
Ei/
196 469172 > 1000 > 1000 n. b.
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NH
(o]
BJ/“ 158.7 +
197 253.5 k. E. n. b.
29.2
.
NH
(o]
Ei/”
198 1.2+04 81.1 k. E. n. b.

NH
o]
g
Q Cl

199 n. b. n. b. n. b. n. b.

Anzahl unabhangiger Experimente n=2-5

Die Verbindungen 191-199 besallen keine Affinitat fir den a7*-Rezeptor. Fir den (a1),31yd-
Rezeptor liegen die Ergebnisse noch nicht vor. Die Verbindungen 192-198 besalien eine Affini-
tat zum 04B2*-Rezeptor im nanomolaren Bereich (K; = 1.2-447 nM) und waren daruber hinaus
auch selektiv fir diesen Rezeptorsubtyp. Verbindung 191 zeigte keine Affinitdt an den ge-
testeten Rezeptorsubtypen und die Daten fur Verbindung 199 liegen noch nicht vor. 194, 197-
198 besalien auch gegenlber dem a3p4*-Rezeptor eine Affinitdt im nanomolaren Bereich (194:
Ki = 395.8 nM, 197: K; = 253.5 nM, 198: K; = 81.1 nM). |hre Affinitdt gegenuber dem a4p32*-
Rezeptor war 7.5fach (194), 1.6fach (197) bzw. 68fach (198) héher im Vergleich zum a334*-
Rezeptor. Verbindung 191 (Napht-1-yl-Derivat) hatte keine Affinitdt zum nAChR, wohingegen
die Strukturanaloge Verbindung 192 (Napht-2-yl-Derivat) zum 0432*-Rezeptor eine Affinitat im
mittleren nanomolaren Bereich (K; = 447.2 nM) besall. Bei Verbindungen 193, 194 und 196
wurden Ki-Werte von etwa 50 nM fir den a4p2*-Rezeptor ermittelt. Verbindung 195 zeigte
einen Ki-Wert von 232.6 nM. Bei Verbindung 198 lag der Ki-Wert bei 1.2 nM fur den a432*-
Rezeptorsubtyp (s. Tab. 5.10).

Verbindung 196 (K; = 46.9 nM) zeigte hohe Affinitdt und Selektivitdt zum a432*-Rezeptor, ver-
glichen mit Benzoyl-Bispidin 150. Ihre Affinitat ist vergleichbar mit der, von Verbindung 193, die
statt einem 3-Methylisoxazol-5-yl-Rest einen Phenylring an der Acetylseitenkette tragt. Ver-
bindung 197 zeigte die geringste Selektivitat (1.6fach) (a4B2* vs. a3p4*) unter allen in dieser
Arbeit dargestellten Verbindungen.

Im Vergleich zu Benzoyl-Bispidin 150, besitzt Verbindung 191, die einen 1-Naphtyl-Rest tragt,
keine Affinitdt zum a4p2*-Rezeptor. Mdglicherweise ist der Raumanspruch des aromatischen
Systems in dieser Position zu grof3, so dass Verbindung 191 nicht mehr in die Bindungstasche
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hineinpasst. Die Erweiterung des aromatischen Systems in Form eines 2-Naphtyl-Restes (Ver-
bindung 192) ergab nahezu dieselbe Affinitdt zum a4p2*-Rezeptor (K = 447.2 nM) wie Ver-
bindung 150 (K, = 454 nM). Verglichen mit den drei Chinolin-Derivaten 176-178 zeigte sich,
dass die Anwesenheit eines Stickstoffes im aromatischen System einen positiven Einfluss auf
die Affinitdt zum nAChR besitzt, besonders fur den a4p2*-Rezeptor. So besall Verbindung 177
(s. Tab. 5.7) einen Ki-Wert von 162 nM am 042*-Rezeptor, wohingegen Verbindung 191 keine
Aktivitdt zeigte. Ebenso wurde fir das 2-Naphthyl-Derivat 192 ein Ki-Wert von 447 nM am
0a432*-Rezeptor ermittelt und der Einbau eines Stickstoffatoms in die Position 6 dieses
Aromaten (Verbindung 178) erhdhte die Affinitat zu diesem Rezeptorsubtyp (K; = 81 nM).

Eine gréRere Distanz zwischen dem aromatischen System und der Carbonylgruppe bzw. dem
Bispidin-Grundgertust (Verbindungen 193-199) lieferte Verbindungen mit einer erhdhten Affinitat
zum 04p2*- und zum a3p4*-Rezeptor, verglichen zur Basisverbindung 150. Mit Verbindung 195,
die drei Methoxygruppen am Aromaten tragt, fallt dieser Effekt am a432*-Rezeptor (K; = 233
nM) verglichen mit der unsubstituierten Verbindung 194 (K; = 52.5 nM) jedoch geringer aus. Von
3-Phenyl-Cytisin 200 (s. Abb. 5.8) ist bekannt, dass es selektiv an den a432*-Rezeptor bindet
(04B2*: K; = 128 nM, a3B4*: > 10 uM, a7*: > 10 uM, (a1),81yd: > 10uM).**® Vergleicht man Ver-
bindung 193 mit 3-Phenyl-Cytisin 200, so erkennt man, dass die flexible Verbindung 193 eben-
falls ein selektiver Ligand fur den a4B2*-Rezeptor ist, der eine vergleichbare Affinitat besitzt. Die
Affinitdt von Verbindung 193 fiir den a3p4*- und den (a1),f1yd-Rezeptor ist jedoch noch nicht
untersucht. Die zu Verbindung 193 homologe Verbindung 194 zeigte ebenfalls eine hohe Affini-
tat zum 04B2*-Rezeptor (K; = 52.5 nM), besal® jedoch daneben auch eine Affinitdt zum a3p4*-
Rezeptor im nanomolaren Bereich (K; = 396 nM).

Yl ats

3-Phenyl-Cytisin 200 193

Abb. 5.8: Strukturvergleich von 3-Phenyl-Cytisin 200 mit dem Phenylacetyl-Bispidin 193

NH NH
0 0
N \/N~<V
194 198

Abb. 5.9: Strukturvergleich zwischen den Bispidin-Derivaten 194 und 198

\\\\\
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Verbindung 198 hatte eine sehr hohe Affinitat zum a4pB2*-Rezeptor (K; = 1.2 nM), war jedoch
ebenfalls sehr affin zum a3p4*-Rezeptor (K; = 81.1 nM). Damit war Verbindung 198 fast 70fach
selektiv fir den a432*-Rezeptor. Die hohe Affinitat von Verbindung 198 (K; = 1.2 nM) ist vermut-
lich darauf zurickzufiihren, das der Cyclopropylring den Phenylring in einer fiur die
Rezeptorinteraktion optimalen geometrischen Anordnung halt. Verbindung 194 (a4p2*: K; = 52.5
nM), die diese Geometrie auch erreichen kann, besitzt jedoch eine niedrigere Affinitadt zu
diesem Rezeptorsubtyp.

5.1.11 Bispidinsulfonamide 201-206

Ergebnisse und Diskussion

Die in Kapitel 3 beschriebenen Synthesen lieferten eine Gruppe von Bispidinsulfonamiden 201-
206, die ebenfalls in Kompetitionsexperimenten auf ihrer Interaktion mit dem nAChR getestet
wurden. Die Ergebnisse sollten einen Hinweis darauf liefern, welchen Einfluss die Sulfonamid-
gruppe als Linker zwischen dem Bispidin-Grundgertst und den Substituenten auf die Affinitat
und die Selektivitat zu den verschiedenen nAChR-Subtypen besitzt.

Soweit die Verbindungen 201-206 vollstandig getestet wurden, besallen sie keine Affinitat zum
a3p4*-, a7* und (a1),B1yd-Rezeptorsubtyp. Eine Ausnahme bildete Verbindung 206, die eine
Nitrogruppe in der para-Position des Aromaten tragt und am a3p4*-Rezeptor eine Affinitat im
mikromolaren Bereich zeigte (K; = 5.7 uM). Die Verbindungen 201 (Mesylgruppe) und 202
(Phenylsulfonylgruppe) waren am a4p2*-Subtyp inaktiv. Dagegen wurden durch die Einfliihrung
von Substituenten (Methyl-, Nitro- oder Carbonitrilgruppe) in die para-Position bzw. durch die
Einfihrung einer Carbonitrilgruppe in die meta-Position, Affinitdten im nanomolaren Bereich (K;
= 135-970 nM) fiir den a432*-Rezeptorsubtyp ermittelt (s. Tab. 5.11).

Fihrt man in die meta- oder die para-Position des Phenylsulfonyl-Derivates 202 Elektronen
schiebende oder ziehende Substituenten ein, lassen sich fiir den a42*-Rezeptor K-Werte im
nanomolaren Bereich ermitteln. Elektronen ziehende Substituenten in der para-Position (Nitro-
gruppe: Verbindung 203, Carbonitrilgruppe: Verbindung 205) bewirken tendenziell eine héhere
Affinitdt zum a4p2*-Rezeptor, als die Elektronen schiebende Methylgruppe (Verbindung 203).
Ein Vergleich zwischen den Verbindungen 205 und 206 zeigt, dass mdglicherweise auch bei
den Bispidinsulfonamiden Substituenten in der para-Position des Aromaten besser toleriert
werden als in der meta-Position (vgl. dazu Kap. 5.1.5). Diese Hypothese musste jedoch durch
die Synthese und Testung weiterer Sulfonamid-Derivate untermauert werden.
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Tab. 5.11:  nAChR-Affinitdtsdaten (Ki-Werte + SEM) fiir Bispidinsulfonamide 201-206

3p4* 1).82yd
aap2* g B _ oT* (a3)zB v
3 , ["HIEpi 3 ["HIEpi
["HIEpi . ["HIMLA .
, Nebenniere ) Torp. calif.
Struktur Nr. Rattenhirn . Rattenhirn
(Schwein) electroplax
Ki-Wert Ki-Wert
[nM] Ki'Wert [nM] Ki'Wert
[nM] [nM]
NH /O
B\/N—s\/=o 201 > 5000 n. b. n. b. > 10000
CHs
NH o
i I
__—N—8=—0
202 > 5000 > 10000 > 10000 n. b.
NH °
i /.
— —N—8=—=0
858.3 +
203 k. E. k. E. n. b.
66.7
CHs
NH °
i /.
__—N—s=—o0
135.2
204 8.1 5700 > 10000 > 10000
NO,
NH °
i /.
___—N—S=—0
Q 205  645.1 k. E. k. E. n. b.
CN
NH °
i I
— —N—8=—70
206 970.4 k. E. k. E. n. b.

CN

Anzahl unabhangiger Experimente n=2-5

Vergleicht man das Mesyl-Derivat 201 und das Phenylsulfonyl-Derivat 202 mit den Carbon-
saureamid-analogen Verbindungen 144 (Acetyl-Bispidin) und 150 (Benzoyl-Bispidin), fallt auf,

dass die Carbonsaureamid-Analoga 144 und 150 Affinitat im nanomolaren zum Bereich flr den
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0a432*-Rezeptor besitzen, wahrend die Sulfonamid-Analoga 201 und 202 keine Affinitat zum
nAChR besitzen (vgl. Tab. 5.11 mit Tab. 5.2 und 5.3). Durch die Einfihrung von Substituenten
in die para-Position des aromatischen Ringes, wurden sowohl fir die Carbonsaureamid-
Analoga als auch flr die Sulfonsdureamid-Analoga Ki-Werte im nanomolaren Bereich erhalten.
Dabei waren die Ki-Werte der Carbonsaureamid-Derivate 150, 159, 165 und 166 (s. Tab. 5.5)
kleiner als die Ki-Werte der entsprechenden Sulfonamid-Derivate 202-205 (s. Tab. 5.11). So
besal® z. B. das para-Nitro-Benzoesaure-Derivat 165 (K; = 15.9 nM) eine héhere Affinitdt zum
0432*-Rezeptor als das para-Nitro-Phenylsulfonsaure-Derivat 204 (K; = 135 nM). AulRerdem
war die Rangfolge der Ki-Werte dieser vier para-substituierten Verbindungen in beiden Gruppen
gleich. Insgesamt Iasst sich feststellen, dass die Sulfonsdureamidgruppe im Gegensatz zur
Carbonsaureamidgruppe einen negativen Einfluss auf die Affinitat von Bispidin-Derivaten zum
a432*-Rezeptor besitzt.

5.1.12 Bispidinharnstoffe 207-209

Ergebnisse und Diskussion

Durch die in Kapitel 3 beschriebenen Synthesen konnten die Bispidinharnstoff-Derivaten 207-
209 synthetisiert und anschlieffend am nAChR auf ihre Interaktion mit dem Rezeptor untersucht
werden. Hierbei sollte der Einfluss der Linkers (Harnstoffbriicke) auf die Affinitat und die
Selektivitat zu den verschiedenen nAChR untersucht werden.

Von den drei dargestellten und getesteten Harnstoff-Derivaten 207-209 besal} lediglich das
Morpholin-Harnstoff-Derivat 208 eine Affinitat zum a4f32*-Rezeptor im mikromolaren Bereich (K;
= 3.8 pM). Daten fiir die Interaktion mit den weiteren nAChR-Subtypen liegen noch nicht vor.
Sowohl das Pyrrolidin-Harnstoff-Derivat 207 als auch das Benzylpiperidin-Harnstoff-Derivat 209
zeigten keine Affinitat zu den getesteten Rezeptorsubtypen (s. Tab. 5.12). Um eine Aussage
Uber den Einfluss der Harnstoffbriicke als Linker auf die Affinitdt zum nAChR machen zu
kdnnen, kann man Verbindung 207 mit dem entsprechenden Carbonsadureamid-Derivat 148
vergleichen. Dieses Carbonsaure-Analogon 148 (s. Tab. 5.2) besal am a4p2*-Rezeptor einen
Ki-Wert von 10.8 nM, wahrend das Harnstoff-Derivat 207 an diesem Rezeptorsubtyp inaktiv
war. Dadurch erhalt man den Hinweis, dass auch die Harnstoffgruppe einen negativen Einfluss
auf die Affinitat von Bispidin-Derivaten zum nAChR besitzen kénnte. Jedoch reicht der Ver-
gleich zweier Verbindungen nicht aus, um diesen Einfluss ausreichend zu beschreiben.
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Tab. 5.12:  nAChR-Affinitdtsdaten (Ki-Werte £ SEM) fiir Bispidinharnstoffe 207-209

3p4* 1).82yd
aap2* g B _ oT* (a3)zB v
3 e HIEp 3 HIEp
["HIEpi . ["HIMLA .
, Nebenniere ) Torp. calif.
Struktur Nr. Rattenhirn . Rattenhirn
(Schwein) electroplax
Ki-Wert Ki-Wert
[nM] Ki'Wert [nM] Ki'Wert
[nM] [nM]

NH
o]
NQ 207 > 5000 k. E. k. E. k. E.
NH
o}
N\> 208 3800 n. b. n. b. n. b.

o
NH
o]
\_/N—<
N

209 > 10000 > 10000 > 5000 > 10000

Anzahl unabhangiger Experimente n=2

5.1.13 Zusammenfassung der Struktur-Wirkungsbeziehungen

a4B2*-Rezeptorsubtyp

o N-Benzyl-Bispidin 92 besall keine Affinitat zum a4p2*-Subtyp, wahrend N-tBoc-
Bispidin 93 eine hohe Affinitat (K; = 45 nM) und Selektivitat zeigte.

Bispidincarbonsaureamide

. Bispidinamide mit kurzen unverzweigten oder verzweigten Alkylketten (Ver-
bindungen 144-147) besalien hohe Affinitdt im nanomolaren Bereich (K; = 3.6-
50.3 nM).

. Von den cycloaliphatisch substituierten Bispidinamiden (148 und 149) wurde das

Cyclopentyl-Derivat 148 toleriert (K; = 10.8 nM). Das Cyclohexyl-Derivat 149 be-
sal keine Affinitat.
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Benzoyl-Bispidin 150 zeigte Affinitat (K; = 453 nM) und Selektivitat fir den a4p2*-
Rezeptorsibtyp.

Durch Substitution der ortho-Position des Benzoyl-Derivates 150, ging die Affinitat
zum a4p2*-Rezeptor verloren. Nur das ortho-lod-Derivat 153 wurde toleriert.

Elektronen ziehenden Substituenten in der meta-Position des Benzoyl-Bispidins
150 wurden toleriert. Das meta-Nitro-Derivat 154 besal} jedoch keine Affinitat.

Elektronen schiebende wie ziehende Substituenten in der para-Position des
Benzoyl-Bispidins 150 erhdhten die Affinitat. Durch die tert-Butylgruppe (Ver-
bindung 160) in der para-Position ging die Affinitat verloren.

Heteroaryl-Substituenten ergaben sehr unterschiedliche Affinitadten. 3-Pyridin-,
Pyridazin- oder 5-Brom-3-Pyridin-Substituenten wurden toleriert. Flnfgliedrige
Heterocyclen (Furan, Thiophen) besal’en eine hohe Affinitat (K, = 21.4 nM bzw.
17.6 nM), die Indolcarbonsaure-Derivate des Bispidins (174 und 175) dagegen
keine Affinitat. Die Chinolincarbonsaure-Derivate 176-178 besalten Ki-Werte von
81.3 nM bis > 1 yM flr den a4B32*-Rezeptor.

Die Einfiihrung eines Spacers zwischen die Carbonylgruppe und den Aromaten
(Verbindung 179) erhohte die Affinitat (K; = 55.1 nM) im Vergleich zum Benzoyl-
Bispidin 150

Die Einfihrung Elektronen ziehender Gruppen in die ortho-, die meta- oder die
para-Position des Zimtsaure-Derivates 179 (Verbindungen 181-186) wurde
toleriert.

Der Austausch des Phenylringes der Verbindung 179 gegen einen 4-Pyridinring
erhohte die Affinitat. Verbindung 187 besald die hochste Affinitat fir den a4f32*-
Rezeptor (K; = 1.03 nM) aller in dieser Arbeit getesteten Bispidin-Derivate.

Der Austausch des Phenylringes der Verbindung 179 gegen flinfgliedrige Hetero-
cyclen (Furan, Thiophen) wurde toleriert.

Die Einfihrung eines 1-Naphthylrestes (Verbindung 191) besal} keine Affinitat,
wahrend ein 2-Naphthylrest toleriert wurde.

Die homologen Verbindungen 193 und 194 besalien eine erhdhte Affinitat.

Das 3-Methylisoxazol-5-ylacetyl-Derivat 196 besall hohe Affinitat und Selektivitat.

Bispidinsulfonsaureamide

Mesyl-Bispidin 201 und Phenylsulfonyl-Bispidin 202 besallen keine Affinitat fur
den a4p32*-Rezeptor.

Die Einflihrung kleiner Elektronen schiebender oder ziehender Substituenten in
die meta- oder die para-Position des Phenylringes von 202 resultierte in einer
Affinitat im nanomolaren Bereich (K; = 135.2-970.4 nM).
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Bei den Bispidin-Harnstoffderivaten 207-209 zeigte nur das Morpholin-Derivat
208 eine Affinitat im mikromolaren Bereich fiir diesen Rezeptor.
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a3B4*-Rezeptorsubtyp

Bispidincarbonsaureamide

N-Benzyl-Bispidin 92 zeigte Affinitat und Selektivitat zum a3B4*-Rezeptorsubtyp
N-tBoc-Bispidin 93 besal® Affinitat im mikromolaren Bereich (K; = 1.2 yM)
Bispidinamide mit kurzen verzweigten oder unverzweigten Alkylketten (Ver-
bindungen 144-147) besalen Affinitdt im nanomolaren Bereich (K, = 265.9-828
nM).

Das Cyclohexansaure-Bispidinamid 149 besal} keine Affinitat zu diesem Subtyp.
Benzoyl-Bispidin 150 und die ortho- (151-154) sowie die meta-substituierten De-
rivate (155-158) besalien keine Affinitat zum a3p4*-Subtyp.

Unter den para-substituierten Benzoyl-Bispidin-Derivaten besallen das para-
Phenyl- (161) und das para-Nitro-Derivat (165) eine Affinitdt im mikromolaren Be-
reich.

Das disubstituierte Benzoyl-Bispidin 167 besal} keine Affinitat zum a334*-Subtyp.

Die Substitution mit Heteroaromaten flihrte nur bei dem 2-Furancarbonsaure-
Bispidinamid 171 zu einer Affinitdt im mikromolaren Bereich (K; = 2.2 pM).

Die Zimtsaure-Derivate 179-186 besalRen keine Affinitat zum a3p4*-Rezeptor.
Unter den Derivaten 187-190, die statt einem Benzenring (Verbindung 179) einen
unsubstituierten flnfgliedrigen Heteroaromaten trugen, besall nur das 2-
Thiophenylacryloyl-Derivat 189 eine Affinitat zum a3B4*-Rezeptor (K; = 2 uM).
Von den Derivaten 191-199 besalen die Derivate 194 (K; = 395.8 nM) 197 (K, =
253.5 nM) und 198 (K; = 81.1 nM) Affinitat zum a3p4*-Rezeptor.

Bispidinsulfonsaureamide

Nur das para-Nitrophenylsulfonyl-Bispidin 204 besal} eine Affinitat (K, = 5.7 uM)
fur den a3pB4*-Rezeptor.

Bispidinharnstoffe

Kein Bispidinharnstoff 207-209 zeigte eine Affinitat zum a334*-Rezeptor.

a7*-Rezeptorsubtyp

Unter den getesteten Verbindungen besalen nur Acetyl-Bispidin 144 (K; = 636
nM) und para-Nitro-Benzoyl-Bispidin 165 (K; = 1.7 yM) Affinitdt zum a7*-Rezeptor.

(a1),B1yd-Rezeptorsubtyp

Keine der getesteten Verbindungen besall eine Affinitdt zum muskularen
Rezeptorsubtyp
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Abb. 5.11: Zusammenfassung der Struktur-Wirkungsbeziehungen fiir den a3p4*-Rezeptor
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5.2 Projekt ll: Funktionelle Testung und in-vivo-Studien von
Cytisin-Derivaten

Elektrophysiologische Untersuchungen und Verhaltensexperimente zu antidepressivem Ver-
halten an C57BL/6J-Mausen wurden fir die zwei Cytisin-Derivate, 5-Brom-Cytisin 52 und 3-
(Pyridin-3-yl)-Cytisin 53, durchgefiihrt. Das Ziel war es a4p2*-selektive Partialagonisten zu
finden, die als mogliche Leitstrukturen fir die Entwicklung neuer Antidepressiva fungieren
konnten. Die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden im Labor von Roger L. Papke an
der Universitat von Florida (Gainesville, USA) durchgefiihrt. Die In-vivo-Untersuchungen der
Substanzen in Tiermodellen fanden an der Yale University (New Haven, USA) im Labor von
Marina R. Picciofto statt und wurden von Yann S. Mineur durchgefihrt.

3-(Pyridin-3-yl)-Cytisin 53 zeigte in funktionellen Studien (patch-clamp-Experimente an Xenopus
laevis Oocyten) nur eine geringe Wirksamkeit an a4p2*-Rezeptoren (2-8 %, ECs9 = 33 yM) und
zusatzlich geringe Effekte an a3p4*- und a7*-Subtypen, im Vergleich zu Cytisin 34 (5-10 %,
ECso = 12.7 uM). Im Gegensatz dazu wies 5-Brom-Cytisin 52 eine ungefahr doppelt so hohe
Wirksamkeit (ca. 18 %, ECso = 38 uM) fiir den a4B2*-Rezeptor auf, im Vergleich zu 3-(Pyridin-3-
yI)-Cytisin 53. Auch an den weiteren nAChR-Subtypen a334* (66 %) und a7* (ca. 40 %) zeigte
5-Brom-Cytisin 52 eine hdhere Aktivitat als 3-(Pyridin-3-yl)-Cytisin 53.

Beide Cytisin-Derivate 52 und 53 sowie Cytisin 34 wurden in den drei Tiermodellen {ail-
suspension test, forced swim test und novelty-suppressed feeding test auf antidepressive
Eigenschaften untersucht. Beim tail suspension test werden die Schwanze der Mause mit
Klebeband an einem Bigel befestigt. Danach hangt man sie fur 6 Minuten kopfuber auf und
misst die Zeit, die sie in dieser Position reglos verbringen. Beim forced swim test werden die
Versuchstiere in einen Zylinder mit Wasser platziert, in dem sie den Boden nicht beriihren
kénnen und dessen Rand zu hoch ist, um dartiber zu entkommen. Wahrend einer 15-minttigen
Testdauer wird die Zeit gemessen, die sie reglos im Wasser verharren. Im novelty-suppressed
feeding test, wird Mausen nach einem 24-stiindigen Nahrungsentzug Futter angeboten, das
sich in der Mitte eines Kafigs auf einer hellen Unterlage befindet. Solche Stellen werden von
Mausen flr gewodhnlich zum Fressen vermieden und in diesem Tiermodell wird nun die Zeit
gemessen, bis die Mause beginnen zu fressen. Bei allen drei Tests werden jeweils behandelte
mit nicht behandelten Mausen verglichen. Die Abnahme der Zeit, die die Mause reglos ver-
harren bzw. bis sie sich an das Futter trauen und beginnen zu fressen, bedeutet einen anti-
depressiven Effekt.
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Abb. 5.12: Effekte von Cytisin 34 und 3-(Pyridin-3-yl)-Cytisin 53 fir den forced swim test (y-Achsen:

Zeit, die die Versuchstiere reglos verharrten, x-Achse: Injizierte Dosis in mg/kg KG)

3-(Pyridin-3-yl)-Cytisin 53 besal eine hdhere antidepressive Potenz als 5-Brom-Cytisin 52 und
die Leitsubstanz Cytisin 34 (s. Abb. 5.13). 5-Brom-Cytisin 52 war jedoch nur bei intrathekaler
Applikation wirksam, was bedeutet, dass die Substanz nicht fahig war, die Blut-Hirn-Schranke
zu Uberwinden. Stabilitatsuntersuchungen lieferten keinen Hinweis fiir eine schnelle Zersetzung
der Verbindung. Da das 3-(Pyridin-3-yl)-Cytisin 53 ein viel versprechendes Aktivitatsprofil
sowohl hinsichtlich der Ergebnisse aus funktionellen Studien, als auch aus den Verhaltens-
experimenten zeigte, wurde die Aufklarung der Ursache der Unwirksamkeit von 5-Brom-Cytisin
52 nicht weiter verfolgt. 3-(Pyridin-3-yl)-Cytisin 53 kann als neue Leitsubstanz fiir die Ent-
wicklung neuer Antidepressiva betrachtet werden. Es scheint jedoch ein so genanntes ,fine
tuning® hinsichtlich der Pharmakologie von nAChR-Liganden nétig zu sein, um neue potentielle
Therapeutika hervorbringen zu kénnen, mit denen depressive Erkrankungen erfolgreicher be-
handelt werden kdnnen.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Nicotinische Acetylcholinrezeptoren (nAChR) sind ligandgesteuerte lonenkanale, die sich aus
funf Untereinheiten zusammensetzen. Durch die Kombination verschiedener Untereinheiten
(a1-a10, B1-B4, vy, O €), entstehen zahlreiche Subtypen, die unterschiedliche Funktionen und
Verteilungen im ZNS, im PNS sowie in einigen nicht-neuronalen Zelltypen besitzen. Sie sind an
zahlreichen komplexen physiologischen Prozessen beteiligt, wie z. B. an kognitiven Vorgangen,
Bewegungsablaufen und der Schmerzwahrnehmung. Funktionsstérungen der nACh-
Rezeptoren werden mit neurodegenerativen Erkrankungen, der Nicotinabhangigkeit, Ent-
ziindungen und Krebs eindeutig in Zusammenhang gebracht. Daher sind nAChR zu einem
interessanten Target fur die Arzneistoffforschung geworden.

Insbesondere die Behandlung der Tabakabhangigkeit ist laut des letzten ,WHO Report on the
Global Tobacco Epidemic” von hoher Dringlichkeit. Der Konsum von Tabakprodukten ist ein
hoher Risikofaktor fiir sechs der acht fihrenden Todesursachen weltweit und wird in den
nachsten Jahren mehr als acht Millionen Menschen jahrlich téten, d. h. mehr als Tuberkulose,
HIV/AIDS und Malaria zusammen. Weltweit sind nur wenige Wirkstoffe fiir die Behandlung der
Tabakabhangigkeit zugelassen. Diese Substanzen zeigen keine hohe Erfolgsrate und weisen
zudem teilweise starke Nebenwirkungen auf, die durch die Interaktion mit unterschiedlichen
nAChR-Subtypen verursacht werden. Die Entwicklung von Vareniclin 123 (Champix™), dem
neusten Arzneistoff zur Behandlung der Tabakabhangigkeit, ist auf das Alkaloid Cytisin 34
zuriickzufiihren. Dieser Naturstoff, der als Tabex® seit Jahrzehnten in Bulgarien fiir dieselbe
Indikation zugelassen und ein partieller Agonist am o4p2*-Rezeptor ist, hat momentan mit
diesem funktionellen Profil einen groRen Einfluss auf die Entwicklung von neuen Therapeutika
zur Behandlung der Tabakabhangigkeit. Vor kurzem wurde auflerdem eine antidepressive
Wirksamkeit flr Cytisin 34 in Tiermodellen demonstriert. Cytisin 34 ist damit zu einer der
wichtigsten Leitsubstanzen auf dem Gebiet der NAChR geworden.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher, ausgehend von der Leitstruktur Cytisin 34, neue
Template (Bispidin-Template) und Substanzen entwickelt, synthetisiert und deren Struktur-
Wirkungsbeziehungen mit Hilfe von Ki-Werten aus Radioligand-Bindungsstudien beschrieben.
Zusatzlich wurden die Synthesen fur drei Cytisin-Derivate, 5-Brom-Cytisin 52, 3-(Pyridin-3-yl)-
Cytisin 53 und 5-(Pyridin-3-yl)-Cytisin 54, die in unserer Arbeitsgruppe in der Vergangenheit
bereits entwickelt wurden, im Hinblick auf eine effizientere Reaktionsfihrung verbessert. Dies
sollte gewahrleisten, dass eine ausreichende Menge an Substanz flr funktionelle Experimente
sowie flr Tierversuche (Depressionsmodelle) zur Verfiigung stand.
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Synthese und Struktur-Wirkungsbeziehungen von Bispidin-Derivaten

Bispidin-Derivate sind in der Literatur aus vielen Publikationen und Patenten bekannt. Als
Liganden fir den nAChR sind sie jedoch weitgehend unerforscht. Bekannte Bispidin-Derivate
als Liganden fir den nAChR tragen meist einen substituierten 3-Pyridinring, der direkt an den
Stickstoff gebunden ist.

Synthese

Es wurden Synthesen flr neue Bispidin-Derivate (allgemeine Struktur: 51) entwickelt. Diese
bestehen aus dem Bispidin-Grundgerist, wobei nur eins der beiden Stickstoffatome eine
weitere Substitution tragt, d. h. dieser Stickstoff ist in die Funktion eines Linkers eingebunden,
der das Bispidin-Grundgerust mit unterschiedlichen Substituenten verbindet. Die Substituenten
stellen dabei Alky-, Cycloalkyl-, Aryl-, Heteroaryl- oder Styrylreste dar. Als Linker wurden die
Carbonsaureamid-, Sulfonsaureamid- oder die Harnstofffunktion gewahlt. Damit ergab sich eine
breite Vielfalt an unterschiedlichen Verbindungen. Ein Teil der Bispidinamid-Derivate enthielt
einen zusatzlichen Spacer (Vinyl-Gruppe).

| Alkyl
"' _. Cycloalkyl
g
-<---- Anyl
‘~~
\x " Heteroaryl
51 \ Styrylderivate
Abb. 6.1: Allgemeine Strukturformel der neuen Bispidin-Derivate 51

Es wurde eine effiziente Route zu neuen Bispidin-Derivaten in einer finf- bis sechsstufigen
Synthese gefunden. Daraus gingen 63 neue und 4 bekannte Bispidin-Derivate hervor, die
unterschiedliche Substituenten und funktionelle Gruppen besalen.

. N-Benzyl-N'-tBoc-Bispidinon 87 konnte in einer Bis-Mannich-Reaktion aus N-
tBoc-4-Piperidon 85, Formaldehyd 69 und Benzylamin 86 nach einer Vorschrift
von Stead et al. synthetisiert werden. Die Ausbeute von 78 % war mit der
Literatur identisch. Durch die Reduktion der Ldsungsmittelmenge konnte die
Synthese auch in einem 10 g MaRstab durchgefiihrt werden, ohne das Ausbeute-
verlust auftraten. Die Aufreinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie.

. Die Reduktion von N-Benzyl-N’-tBoc-Bispidinon 87 zu N-Benzyl-N’-tBoc-Bispidin
88 wurde durch in eine temperatur- und zeitmodifizierte Huang-Minlon-Variante
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der Wolff-Kishner-Reduktion in einer Ausbeute von 73 % erreicht. Die Auf-
reinigung erfolgte mittels Sdulenchromatographie.

N-Boc-Bispidin 93 wurde aus N-Benzyl-N'-fBoc-Bispidin 88 durch katalytische
Hydrierung mit Wasserstoff und Palladium auf Aktivkohle (Pd/C) als Katalysator
hergestellt. Die Umsetzung war verlief quantitativ und nach einer Filtration war
keine weitere Aufreinigung erforderlich.

Die ersten drei Synthesestufen waren auch in grofleren Mafstaben (1. Stufe: 10
g Malstab; 2. Stufe: 20 g Malstab; 3. Stufe: 10 g Malstab) durchfiihrbar und
lieferten N-tBoc-Bispidin 93 in 57 % Gesamtausbeute Uber drei Stufen.

Fir die Synthese von (Boc-geschiitzten Bispidinamiden wurden drei
Derivatisierungsmethoden mit N-tBoc-Bispidin 93 entwickelt.

Die erste Methode war die Aminolyse von Carbonsaurechloriden mit N-fBoc-
Bispidin 93. Dies lieferte tBoc-geschitzte Bispidinamide 99 in 80-99 % Aus-
beute. Die Aufreinigung erfolgte saulenchromatographisch.

Eine zweite Methode nutzte CDI als Kopplungsreagenz. Dieses wurde mit N-
tBoc-Bispidin 93 umgesetzt. Das saulenchromatographisch aufgereinigte N-
Carbonylimidazol-N’-fBoc-Bispidin 108 wurde mit Methyliodid aktiviert und mit
unterschiedlichen Carbonsauren umgesetzt. tBoc-geschiitzte Bispidinamide 99
wurden chromatographisch aufgereinigt. Die Ausbeuten betrugen 31-89 %.

Mit einer dritten Methode wurden N-tfBoc-Bispidin 93 mit Carbonsauren und
DCC als Kopplungsreagenz umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Auf-
reinigung erhielt man tBoc-geschuitzten Bispidinamide 99 23-98 % Ausbeute.

tBoc-geschiitzte Bispidinsulfonamide 114 wurden durch Aminolyse von N-tBoc-
Bispidin 93 und Sulfonylchloriden synthetisiert. Die Produkte wurden saulen-
chromatographisch aufgereinigt. Die Ausbeuten betrugen 65-98 %.

tBoc-geschitzte Harnstoffe 118 wurden aus cyclischen Aminen und CDI als
Kopplungsreagenz hergestellt. Zunachst wurden die Amine mit CDI umgesetzt.
Anschliefiend wurde mit Mel aktiviert und dann mit N-tBoc-Bispidin 93 umgesetzt.
Die Produkte wurden saulenchromatographisch aufgereinigt. Die Ausbeuten be-
trugen 69-99 %.

Die Abspaltung der tBoc-Schutzgruppe erfolgte mit HCI/Dioxan oder ZnBr,/DCM
und verlief quantitativ.

Abschlielend wurden die Bispidin-Derivate, aufler 167, 203-207, in die Fumarate
Uberfuhrt. Dies fuhrte zu einer verbesserten Handhabbarkeit und Stabilitat der
Verbindungen. Daneben wurden die Produkte durch die Uberfiihrung in das
Fumarat auch aufgereinigt. Die Reinheit der Fumarate betrug meist > 99.5 %. Die
Ausbeuten lagen bei 28-95 %.

Die erhaltenen Verbindungen wurden mittels NMR, LCMS, IR, Schmelzpunkt und
Elementaranalyse vollstandig charakterisiert.
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Radioligand-Bindungsstudien und Struktur-Wirkungsbeziehungen

Die synthetisierten Bispidin-Derivate wurden in Radioligand-Bindungsstudien
(Kompetitionsexperimenten) auf ihre Affinitat zu vier nAChR-Subtypen (a4p2*, a3p4*, a7*,
(a1),B1yd) getestet. Die gefundenen Affinitaten und Selektivitaten fihrten zu folgenden
Struktur-Wirkungsbeziehungen.

O

o

Bispidin-Derivate, die eine Affinitat fir den nAChR zeigten, waren selektiv flr den
a4p2*-Rezeptor.

N-Benzyl-Bispidin 92 war dagegen selektiv fir den a3p4*-Rezeptor (K; = 569.6
nM).

Die Bispidinamide 144-147 mit kurzen unverzweigten und verzeigten Alkylketten
und N-tBoc-Bispidin 93 zeigten hohe Affinitat (K; = 3.6-50.3 nM) fir den a432*-
Rezeptor, sowie eine geringere Affinitat am a3p4*-Rezeptor (K; = 266-1276 nM).

Das Cyclopentyl-Derivat 148 wurde am a432*-Rezeptor toleriert (a4p32*: K; = 10.8
nM), wohingegen das Cyclohexyl-Derivat 149 keine Affinitdt zum nAChR besal.

Die Benzoyl-Bispidin 150 war selektiv fir den a4p2*-Rezeptor (K; = 453.6 nM)

Die Einfuhrung von Elektronen schiebenden oder ziehenden Substituenten in
die ortho-Position des Benzoyl-Bispidins 150 resultierte in einem Verlust der
Affinitat fur den nAChR. Eine Ausnahme war das ortho-lod-Derivat 153 (a4p32*:
Ki =293 nM)

Die Einfihrung von Elektronen ziehenden Substituenten in die meta-Position
von Benzoyl-Bispidin 150 wurde fiir den a4p2*-Rezeptor toleriert (K, = 147.1-
386.4 nM). Eine Ausnahme war das meta-Nitro-Derivat 158, das keine Affinitat
zum nAChR besal3.

Durch die Einflhrung von Elektronen ziehenden sowie schiebenden
Substituenten in die para-Position von Benzoyl-Bispidin 150 erhdhte die Affini-
tat zum a4p2*-Rezeptor (K; = 15.9-221 nM), mit Ausnahme des para-tert-Butyl-
Derivates 160, das keine Affinitdt zum nAChR zeigte. Das para-Phenyl-Derivat
162 (K; = 1089.5 nM) und das para-Nitro-Derivat 165 (K; = 4.2 uyM) besalien
daneben auch eine Affinitdt zum a3p4*-Rezeptor.

Das disubstituierte Bispidin-Derivat 167 besal} keine Affinitat zum nAChR.

Bispidinamide mit Heteroaryl-Substituenten ergaben unterschiedliche Affinitaten.
3-Pyridin-, Pyridazin- und 5-Brom-3-Pyridin-Substituenten wurden am o4(32*-
Rezeptor toleriert (K; = 73.2-454.8 nM). Das Furan- und das Thiophen-Derivat be-
sallen hohe Affinitat fir den a4B2*-Subtyp (K; = 21.4 nM bzw. 17.6 nM). Die
Indolcarbonsaure-Derivate des Bispidins (174 und 175) besalien keine Affinitat
zum nAChR. Die Chinolincarbonsaure-Derivate 176-178 besalRen Ki-Werte von
81.3 nM bis > 1 yM flr den a432*-Rezeptor.

Von den Bispidinamiden mit Heteroaryl-Substituenten 168-178 besal} nur das
Furansaure-Derivat 171 eine Affinitat zum a3p4*-Rezeptor (K; = 2242.5 nM).
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Bispidinamide mit einem Spacer 179-190 hatten eine hdhere Affinitdt zum a4p2*-
Rezeptor (K; = 55.1-296.6 nM) als das Benzoyl-Bispidin 150 (K; = 453.6 nM).

Die EinfGhrung von Elektronen ziehenden Gruppen in die ortho-, meta- oder
para-Position des Zimtsaure-Derivates 179 (Verbindungen 181-186) wurde
toleriert (K; = 36.9-171.8 nM).

Der Austausch des Phenylringes des Zimtsaure-Derivates 179 gegen einen 4-
Pyridinring erhdhte die Affinitdt zum o4f32*-Rezeptor. Verbindung 187 besaly
die héchste Affinitat aller getesteten Bispidin-Derivate 92, 93, 144-199, 201-209
fur den a4B2*-Subtyp (K; = 1.03 nM). Der Austausch gegen flinfgliedrige
Heterocyclen (Furan, Thiophen) wurde flr den a4p32*-Rezeptor toleriert (K; =
57.1-287.5 nM). Das 2-Thiophen-Derivat 189 besall aullerdem eine Affinitat
zum a3p4*-Rezeptor.

Das 1-Naphthyl-Bispidinamid 191 besal} keine Affinitat fir den nAChR, wahrend
der 2-Naphthyl-Derivat 192 am a432*-Rezeptor toleriert wurde (K; = 447.2 nM).

Die homologen Verbindungen 193 (K; = 57.6 nM) und 194 (K; = 52.5 nM) besalien
eine hohere Affinitdt zum a432*-Rezeptor als das Benzoyl-Bispidin 150. Die Ein-
fuhrung von drei Methoxygruppen in die 3-, 4- und 5-Position des Aromaten ver-
ringerte die Affinitat verglichen mit Verbindung 194.

Das 3-Methylisoxazol-5-ylacetyl-Derivat 196 besall hohe Affinitat zum a4p2*-
Subtyp (K = 46.9 nM). Das Derivat 197 mit einem Flurbiprofen-Substituenten be-
sall hohe Affinitat zum a4fB2*- (K, = 158.7 nM) und zum a3p4*-Rezeptor (K; =
253.5 nM). Es besal} die geringste Selektivitat aller getesteten Bispidin-Derivate.
Das Derivat 198 besall ebenfalls eine sehr hohe Affinitat zum a4p2*- (K; = 1.2
nM) und zum a3B4*-Rezeptor (K; = 81.1 nM).

Mesyl-Bispidin 201 und Phenylsulfonyl-Bispidin 202 besallen keine Affinitat fir
den a4B2*-Rezeptor. Die Einfiihrung kleiner Elektronen schiebender oder
ziehender Substituenten in die meta- oder die para-Position des Phenylringes von
Verbindung 202 resultierte in einer Affinitat im nanomolaren Bereich (K; = 135.2-
970.4 nM).

Insgesamt besalRen die Bispidinsulfonamide 201-205 eine geringere Affinitat als
die entsprechend substituierten Bispidinamide 144, 150, 159, 165, 166.

Nur das para-Nitrophenylsulfonyl-Bispidin 204 besal} auch eine Affinitat (K, = 5.7
pM) fir den a3B4*-Rezeptor.

Die Bispidinharnstoff-Derivate 207-209 besallen keine Affinitdt zum nAChR,
auler das Morpholin-Harnstoff-Derivate 209 fir den a4p2*-Rezeptor (K = 3.8

HuM).
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. Kein Bispidin-Derivat auer Acetyl-Bispidin 144 (K; = 636 nM) und 4-Nitro-
Benzoyl-Bispidin 165 (K; = 1.7 uM) besaR eine Affinitat fir den a7*-Rezeptor.

. Kein Bispidin-Derivat besal} eine Affinitdt zum muskularen (a1),51yd-Rezeptor.

Ein direkter Vergleich von Bispidinamid- und Bispidinsulfonamid-Derivaten zeigte, dass
Bispidinamide eine hohere Affinitdt fur den a4pB2*-Rezeptor besitzen als es die gleich
substituierten Bispidinsulfonamid-Derivate zeigten. Fur die Bispidinharnstoffe ist es noch nicht
mdglich, ein Urteil zu fallen, da es noch zu wenig Verbindungen dieser Gruppe gibt.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass Bispidinamide mit kleinen aliphatischen und cyclo-
aliphatischen Substituenten eine Affinitdt im niedrigen nanomolaren Bereich zum o4p32*-
Rezeptor besitzen, jedoch ebenfalls mit nanomolarer Affinitdt an den a34*-Rezeptor binden.
Bei den Benzoyl-Bispidin-Derivaten wird die ortho-Substitution kleiner Substituenten nicht
toleriert, wahrend in der meta-Position kleine Elektronen ziehende Substituenten toleriert
werden und in der para-Position fuhren kleine Elektronen ziehende wie schiebende
Substituenten zu einer Erhéhung der Affinitat. Die Einfuhrung eines Vinyl-Spacers wirkt sich
positiv auf die Affinitdt zum a4p32*-Rezeptor aus. Heteroaromatisch substituierte Bispidinamide
ergeben sehr unterschiedliche Affinitaten fir den nAChR. Die Sulfonamidgruppe als Linker wird
z. T. toleriert, fuhrt aber insgesamt zu einer niedrigeren Affinitdt zum nAChR im Vergleich mit
ihren Carbonsaure-Analogen. Die Harnstoffgruppe als Linker lieferte bisher keine positiven
Resultate.
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Abb. 6.2: Zusammenfassung der Struktur-Wirkungsbeziehungen fiir den a432*-Rezeptorsubtyp
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Projekt Il: Synthese von Cytisin-Derivaten

In einem zweiten Projekt wurden bereits bekannte Cytisin-Derivate synthetisiert und in
funktionellen Experimenten und Tiermodellen zu antidepressivem Verhalten untersucht. Fir die
Synthese der Cytisin-Derivate wurde auf Methoden unserer Arbeitsgruppe zuriickgegriffen, die

535

bereits publiziert waren.”™” Die Synthesen konnten im Hinblick auf eine effizientere Reaktions-

fihrung verbessert werden.

. Aus 8 kg Goldregensamen und -schoten konnten in acht Ansatzen mit Ausbeuten
in Hohe von 0.49-0.99% insgesamt eine Menge von 56 g (-)-Cytisin 34 isoliert
werden. Die alkalische Extraktion wurde dabei mit einer saulenchromato-
graphischen Aufreinigung abgeschlossen.

. Fur die Einfihrung der tBoc-Schutzgruppe in das Cytisin 34 wurde eine neue
Methode etabliert, die Di-tert-butyldicarbonat und lod als Katalysator benutzt.
Dabei wurden Ausbeuten von 92 % erreicht. Zur Aufreinigung gentgte eine wass-
rige Aufarbeitung.

. Fir die Synthese der bromierten N-tBoc-Cytisin-Derivat 139 und 140 kam eine
etablierte Methode zum Einsatz. Beide Derivate wurden in einer Reaktion mit
NBS als ein Gemisch von 55.4-66.4 % 3-Brom-N-tBoc-Cytisin 139 und 32.1-41.9
% 5-Brom-N-tBoc-Cytisin 140 in einer Gesamtausbeute von 90.2-99.6 %
synthetisiert. Die Synthese lie} sich ohne Ausbeuteverluste in groéfkeren Maf-
stdben durchfiihren. Die Aufreinigung wurde auf einer Normalphasen-
Kieselgelsaule etabliert, wodurch sich gleichzeitig gréRere Produktmengen auf-
reinigen lielRen.

. Die palladiumkatalysierte Suzuki-Miyaura Kreuzkupplung wurde mit 3-Pyridin-
boronsaure, einer Base und DME/Wasser oder DMF/Wasser in einer Synthese-
mikrowelle durchgefuhrt. Fir die Reaktionen von 3-Brom-N-tBoc-Cytisin 139 und
5-Brom-N-tBoc-Cytisin 140 wurden Optimierungen hinsichtlich der Reaktionszeit
und -temperatur, sowie der Wahl der Base und des Losungsmittels durchgefiihrt.

o Fir die Synthese von 3-(Pyridin-3-yl)-N-fBoc-Cytisin 141 brachte die Optimierung
keine Verbesserung. Die Ausbeute lag bei 68.3 % fir die Verwendung von
Ba(OH), als Base, DMF/Wasser (3:1) als Losungsmittel und einer Temperatur
von 90 °C fiir 120 Minuten. Die beschriebene Ausbeute lag bei 66 % fiir die Ver-
wendung von K3PO,4 in DME/Wasser, 80 °C und 60 Minuten.

. Die Synthese von 5-(Pyridin-3-yl)-N-tBoc-Cytisin 142 konnte durch die Ver-
wendung von Ba(OH), in DME/Wasser (3:1), 90 °C und 120 Minuten verbessert
werden und brachte 73.4 % Ausbeute. Die beschriebene Ausbeute lag bei 32 %
bei der Verwendung von Ba(OH), in DMF/Wasser, 80 °C fir 90 Minuten.
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Die Entfernung der tBoc-Schutzgruppe gelang quantitativ, nach der etablierten
Methode. Dabei wurde Wasser als Lésungsmittel verwendet und die Schutz-
gruppe in der Mikrowelle bei 150 W und 150 °C thermisch abgespalten.

o

5-Brom-Cytisin 52 3-(Pyridin-3-yl)-Cytisin 53

Abb. 6.3:

Ausblick

5-(Pyridin-3-yl)-Cytisin 54

Cytisin-Derivate 52, 53 und 54 fiir funktionelle Testungen und Tierversuche

Die Cytisin-Derivate 52-54 wurden fur die funktionelle Testung und Tierversuche
in ausreichender Menge und hoher Reinheit zur Verfligung gestellt. Die
Substanzen 52 und 53 zeigten in funktionellen Experimenten (patch-clamp-
Technik an Xenopus laevis Oocyten) ein partialagonistisches Profil flir den a432*-
Rezeptor und antidepressive Wirkung in verschiedenen Mausmodellen zu anti-
depressivem Verhalten. 5-Brom-Cytisin 52 war nur nach intrathekaler Applikation
wirksam, wahrend das 3-(3-Pyridin-3-yl)-Derivat 53 eine ca. 1.5fach starkere
Wirkung als die Leitsubstanz Cytisin 34 zeigte. Da Verbindung 53 andere nAChR-
Subtypen nicht in dem Umfang aktiviert wie die Leitsubstanz Cytisin 34, wird es
nun als neue Leitsubstanz mit potenziell weniger Nebenwirkungen betrachtet.
Das 5-(Pyridin-3-yl)-Cytisin 54 wird in zukinftigen in-vivo-Experimenten getestet
werden.

In zukiinftigen Projekten werden die neuen Bispidin-Derivate elektrophysiologisch und in unter-

schiedlichen Tiermodellen untersucht werden (diverse Kooperationsprojekte). Ausgewahlte

Verbindungen dieser Substanzbibliothek zeigen in einem ersten elektrophysiologischen

~Screening” interessante Profile an nAChR. Diese Untersuchungen sollen ausgeweitet und ver-

tieft werden, um das pharmakologische Profil der Bispidin-Derivate besser zu verstehen.
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7 Experimenteller Teil

7.1  Allgemeine Angaben

Fir die Synthese und Charakterisierung der nachfolgenden Verbindungen wurden folgende
Materialien und Gerate verwendet.

Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen ABCR (Karlsruhe, Deutschland), Acros
Organics (Geel, Belgien), Alfa Aesar (Karlsruhe, Deutschland), Fluka (Buchs, Schweiz), Merck
(Darmstadt, Deutschland) und Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) Uber die Zentrale
Chemikalienversorgung Endenich (ZVE) der Universitat Bonn bezogen. Diese wurden mit einer
Reinheit von > 97 % ohne weitere Aufreinigung in den Synthesen verwendet. Chemikalien mit
Reinheiten < 97 % wurden mit Standardmethoden destilliert, umkristallisiert oder auf einer
kurzen Kieselgelsaule chromatographisch aufgereinigt536. Freie Amine wurden unmittelbar vor
Gebrauch in einer Kugelrohrdestille Glasofen B-585 Kugelrohr der Firma Biichi (Flawil,
Schweiz) destilliert.

Lésungsmittel

Grundsatzlich wurden die verwendeten Losungsmittel in der vom Hersteller gelieferten Qualitat
eingesetzt. Dichlormethan wurde vor Gebrauch Uber CaH, frisch destilliert. Methanol und
Tetrahydrofuran wurden unter Argonatmosphare tber Natrium refluxiert, anschlieRend destilliert
und Uber Molekularsieb (3 A) gelagert. 1,4-Dioxan, Acetonitril, Et,O, Isopropanol und Toluen
wurden in analytischer Qualitat in den Synthesen eingesetzt. Et,O, PE und Toluen wurden zu-
satzlich durch Einpressen von Natriumdraht getrocknet. Wasser wurde stets in deionisierter
Form eingesetzt. Fir den Betrieb der HPLC-Anlage und zum Lésen von Endprodukten wurde
stets Wasser aus der Demineralisationsanlage PureLab Plus UV der Firma Elga Labwater (High
Wycombe, UK) benutzt.

Ultra-Turrax-Homogenisierung

Bei der Isolierung von (-)-Cytisin 34 aus Goldregensamenpulver wurde zur Zerkleinerung und
Homogenisierung des Pflanzenmaterials ein Ulfra-Turrax® T50 DPX Homogenisierer der Firma
IKA® GmbH & Co. KG (Staufen, Germany) eingesetzt.

Mikrowellen-Synthesen

Die Mikrowellensynthesen wurden in dem Mikrowellen-Laborgerat Discover der Firma CEM
(Kamp-Lintfort, Deutschland) in daflir vorgesehenen, dickwandigen und dicht verschlossenen
Glasgefalten mit einem maximalen Volumen von 10 bzw. 80 ml durchgefiihrt.
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Festphasen Extraktion

Festphasenextraktionen wurden mit Bakerbond spe™ Extraction Columns Octadecyl (Cqg) der
Firma Mallinckrodt Baker B.V. (Deventer, Niederlande) durchgefiihrt. Als Lésungsmittel wurden
Mischungen aus Wasser und Methanol (40:60) benutzt.

Dinnschichtchromatographie

Zur Reaktions- und Reinheitskontrolle sowie zur Bestimmung von R~Werten wurden die
Substanzen auf Kieselgel 60 F,5, beschichtete Aluminiumplatten der Firma Merck (Darmstadt,
Deutschland) aufgetragen. Als FlieBmittel dienten die jeweils angegebenen L&sungsmittel-
gemische. Zur Detektion diente UV-Licht der Wellenldngen 254 bzw. 366 nm, wassrige Kalium-
permanganat-Losung (1 %) sowie Dragendorff's Reagenz.

Praparative Sdaulenchromatographie

Die praparative Aufreinigung der Substanzen wurde je nach Substanzmenge auf unterschied-
lich groflen Saulen durchgefiihrt. Als stationdre Phase wurde Kieselgel 60 (Korngroflte 0,040 —
0,063 mm / 230-400 mesh ASTM) der Firma Macherey-Nagel (Diren, Deutschland) verwendet.
Die flissige Phase bestand aus Mischungen von DCM und MeOH im Verhaltnis 40:1, 20:1 oder
9:1 oder Mischungen von PE und EtOAc im Verhaltnis 4:1 oder 3:1. Zur Erhéhung der Fliel3-
geschwindigkeit wurden das obere Ende der Saule bzw. des Losungsmittelvorratsbehalters mit
einer elektrischen Aquariumsluftpumpe Schego WS2 der Firma Schego (Offenbach am Main,
Deutschland) verbunden. Fraktionen wurden in Reagenzglasern mit dem Fraktionssammler Typ
Pharmacia LKB Super Frac der Firma GMI (Ramsey, MI, USA) oder mit einem Gilson® FC
203B der Firma Gilson (Middeltown, WI, USA) gesammelt und nach DC-Kontrolle vereinigt. Die
Lésungsmittel wurden am Rotationsverdampfer Vacuubrand CVC2 der Firma Vacuubrand
(Wertheim, Deutschland) entfernt.

Praparative Hochdruck-Flussigkeitschromatographie (HPLC)

Die Aufreinigung einiger Produkte wurde mit einem HPLC-System durchgefihrt, das folgende
Systemkomponenten enthielt: Pumpe (Wellchrome K-1800, Knauer GmbH, Berlin, Deutsch-
land), Probenauftragsschleife mit 10 mL Volumen (Knauer GmbH, Berlin, Deutschland), Photo-
spektrometer (Wellchrome K-2600, Knauer GmbH, Berlin, Deutschland), Fraktionssammelventil
(Knauer GmbH, Berlin, Deutschland). Die stationare Phase bestand einer Vorsaule (Eurospher
100-10 C18, Abmessungen 30 x 20 mm innerer Durchmesser, Knauer GmbH, Berlin, Deutsch-
land) und einer Hauptsaule (Eurospher 100-10 C18, Abmessungen 250 x 20 mm innerer
Durchmesser, Knauer GmbH, Berlin, Deutschland). Die mobile Phase wurde aus MeOH (HPLC-
Qualitat) der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) und deionisiertem Wasser in einer
Gradientenmischkammer gemischt. Die Flussrate betrug 15 mL/min.

Gefriertrocknung

Gefriertrocknungen wurden mit der Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-4 LSC der Firma Martin
Christ (Osterrode, Deutschland) durchgefihrt.



Experimenteller Teil | 143

Hydrierapparat

Katalytische Hydrierungen wurden mit einem Wasserstoffgenerator Hogen® GC Hydrogen
Generator der Firma Proton Energy Systems (Wallington, CT, U.S.A.) durchgeflhrt. Dieser
Wasserstoff wurde Uber ein Reduzierventil mit dem Reaktionsgefal® Micro Vial (10 mL) der
Firma Kimble & Kontes (Owens, IL, U.S.A.) verbunden. GréRere Ansatze wurden in einem 500
ml fassenden Druckgefald durchgefiihrt, in das der Wasserstoff aus einer Druckgasflasche ber
Reduzierventile eingeleitet wurde. Fir einen vollstdndigen Austausch der Luft gegen eine
Wasserstoffatmosphare wurde das Reaktionsgefal} drei- bis viermal hintereinander mit Wasser-
stoff bis zu einem Druck von 4 bar befillt und anschlieflend bis auf 1 bar abgelassen, ohne
dass dabei Luft einstromen konnte.

LC-Massenspektroskopie

Die Reinheit und Identitat der Zwischen- und Endprodukte wurden mit einem Massenspektro-
meter bestimmt, das einer HPLC nachgeschaltet war. Das HPLC-Gerat Agilent 1100 der Firma
Agilent (Santa Clara, CA, USA) war mit einer analytischen Saule Luna C-18 (Lange 50 mm,
Breite 2 mm, KorngréRe 3 um) der Firma Phenomenex (Torrance, CA, USA) ausgestattet. Die
Substanz (ca. 1 mg) wurde in 1 ml Methanol, Wasser oder Ammoniumformiat-Puffer (1 mM)
gelést. 10 pl dieser Lésung wurden auf die Saule gegeben und mit einem steigenden
Gradienten von MeOH (10 % in den ersten 10 Minuten, dann ansteigend auf 100 % innerhalb
der nachsten 10 Minuten und weitere 10 Minuten bei 100 % MeOH) auf der Saule aufgetrennt.
Es wurde ein Massenspektrometer AP/ 2000 der Firma Aplied Biosystems (Darmstadt,
Deutschland) benutzt und der Analyt wurde per ESI (Electron Spray lonisation) ionisert. Die
Analysen wurden von Frau Marion Schneider und Herrn Frank Umbach durchgefihrt.

NMR-Spektroskopie

Die aufgenommenen NMR-Spektren wurden auf einem Advance DRX 500 der Firma Bruker
BioSpin (Rheinstetten, Deutschland) im Pharmazeutischen Institut Bonn aufgenommen. Die 'H-
Spektren wurden bei einer Frequenz von 500 MHz aufgenommen, die C-Spektren bei 125
MHz. Die Kopplungskonstanten der ausgewerteten Spektren wurde in Hertz [Hz] angegeben,
die chemischen Verschiebungen in parts per million [ppm]. Die verwendeten Ldsungsmittel
DMSO-ds, MeOD und CDCl; dienten als interner Standard: 'H: & [ppm] DMSO-d¢: 2,50; MeOD:
3.31; CDCls: 7,26. °C: & [ppm] DMSO-dg: 39,52; MeOD: 49,0; CDCls: 77,16.%%" Bei Messungen
in D,O wurde Natriumtrimethylsilylpropionat als externer Standard unmittelbar vor den Probe-
messungen vermessen und als Referenz auf 0.0 ppm eingestellt. Die Messungen wurden von
Frau Sabine Terhart-Krabbe, Frau Annette Reiner und Frau Marion Schneider durchgefiihrt. Die
Signalaufspaltungen werden mit folgenden Abklirzungen wiedergegeben: s = Singulett, d =
Duplett, t = Triplett, g = Quartett, m = Multiplett, br = breit.

Infrarot-Spektroskopie

Die angefertigten Spektren wurden mit dem FTIR-Gerat Tensor 27 der Firma Bruker Optic
(Ettlingen, Deutschland) im Pharmazeutischen Institut Bonn aufgenommen.



144 | Experimenteller Teil

Elementaranalyse

Die Mikroanalysen der Elemente Kohlen-, Wasser- und Stickstoff wurden auf einem Elementar-
analysegerat Elementar VarioEL der Firma Elementar Analysensysteme (Hanau, Deutschland)
im Pharmazeutischen Institut Bonn von Herrn Passgang durchgefiihrt.

Schmelzpunktbestimmung

Schmelzpunkte wurden mit einem Schmelzpunktbestimmungsgerat der Firma Weiss-
Gallenkamp (Loughborough, UK) bestimmt und sind unkorrigiert wiedergegeben.

IUPAC-Nomenklatur und Zahlweise

Bispidin wird in der IUPAC-Nomenklatur als 3,7-Diazabicyclo[3.3.1]nonan bezeichnet. Diese
Verbindung und ihre Derivate werden in dieser Arbeit als Bispidin und Bispidin-Derivate be-
nannt. Die IUPAC-Zahlweise der Bispidine ist wie folgt festgelegt.

3
4 NH
2 7
S~ _6_—NH
9 1 8

Cytisin wird nach der IUPAC-Nomenklatur als 1,2,3,4,5,6-Hexahydro-1,5-methano-pyrido[1,2-
a][1,5]diazocin-8-on benannt. In dieser Arbeit werden diese Strukturen jedoch als Cytisin und
Cytisin-Derivaten benannt. Von der IUPAC-Zahlweise der Cytisine wird in dieser Arbeit zu-
gunsten einer alternativen, traditionellen Zahlweise genommen.

IUPAC-Nummerierung alternative Nummerierung
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7.2  Synthese von Bispidin-Zwischenprodukten
7.21 N-Benzyl-N’-tBoc-Bispidinon 88

Da

T

N
N
(e)

Synthese: Zu einer unter Ruckfluss siedenden Suspension von Paraformaldehyd (3.32 g,

110.6 mmol) in 30 ml MeOH wird unter einer Argonatmosphare eine Lésung
aus 4-oxo-1-piperidincarbonsaure-tert-butylester 85 (10.0 g, 50.2 mmol),
Benzylamin 86 (5.5 ml, 50.4 mmol) und Eisessig (2.9 ml, 50.7 mmol), geldst in
40 ml MeOH, getropft. Anschlieliend wird eine Stunde erhitzt, bevor eine
weitere Portion Paraformaldehyd (3.32 g, 110.6 mmol) dazugegeben wird und
weitere 5 Std. erhitzt wird. Nach dem Abkihlen der Reaktion wird das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt. Der
klebrige, rote Ruckstand wird in 150 ml Et,O geldst und zweimal mit 80 ml
wassriger Kalilauge (1N) ausgeschittelt. Die vereinigten wassrigen Phasen
werden dreimal mit 50 ml Et,O ausgeschittelt. Dann werden alle organischen
Phasen vereinigt und mit MgSO, getrocknet. Nach dem Filtrieren wird das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt.
Eine Aufreinigung des zurlickbleibenden roten Ols wir sdulenchromato-
graphisch auf Kieselgel mit einem Gemisch aus PE und EtOAc (3:1) als FlieR3-
mittel vorgenommen. Nach dem Entfernen des Lésungsmittelgemischs erhalt
man zunachst ein leicht gelbliches Ol, das sehr langsam einen weillen Feststoff
bildet.

Ausbeute: 13. 0 g (78 %) — weilder Feststoff

RiWert:
Smp.:
IUPAC:

0.89 (DCM:MeOH 9:1), 0.76 (DCM:MeOH 20:1), 0.36 (PE:EtOAC 3:1)
83 °C (Lit.: k. A.)

7-Benzyl-9-ox0-3,7-diazabicyclo[3.3.1]nonan-3-carbonsaure-tert-butylester
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"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):

EA:

7.2.2

(500 MHz, CDCl3) 6 [ppm]: 1.53 (s, 9 H); 2.42 (br m, 2 H); 2.70 (br m, 2 H); 3.17
(br m, 2 H); 3.27 (br d, J = 12.5 Hz, 1 H); 3.35 (br d, J = 12.5 Hz, 1 H); 3.52 (br
m, 2 H); 4.41 (br d, J = 12.9 Hz, 1 H); 4.57 (br d, J = 12.9 Hz, 1 H); 7.24-7.38
(m, 5H)"

(125 MHz, CDCl;) & [ppm]: 28.7 (+); 47.7 (+); 50.0 (-); 50.6 (-); 58.8 (-); 59.1 (-);
62.0 (-): 80.2 (Cquan); 127.4 (+); 128.5 (+); 128.9 (+); 137.5 (Cquan); 154.9(C=0);
213.6 (C=0)"

¥ [em™]: 3069 u. 3037 u. 3019 (V CHarom.), 2983 u. 2936 u. 2862 (v CH,), 2758,
1731 u. 1695 (v C=0), 1457 (5 CH,), 1422, 1365, 1238, 1172, 1117, 989, 898,
765, 742, 701, 455"

[M+H"] 331.3"

C19H26NZ()3
ber.. C:69.06 % H:7.93 % N: 8.48 %
gef.. C:68.68% H: 8.07 % N: 8.23 %

N-Benzyl-N’-tBoc-Bispidin 89

Synthese: N-Benzyl-N’-tBoc-Bispidinon 88 (18.9 g, 57.2 mmol) werden zusammen mit

Natriumhydroxid (10.0 g, 250 mmol) und 80%iger Hydrazinhydratldsung (10.0
ml, 160 mmol) in 150 ml Diethylenglykol gelést und 1,5-2 Std. bei 125 °C erhitzt.
Danach wird der Ruckflusskiihler gegen einen Wasserabscheider (Dean-Stark)
mit aufgesetztem Ruckflusskiihler ausgetauscht und das Reaktionsgemisch
wird 8 Stunden auf 140 °C erhitzt. Nach dem Abkuhlen werden 250 ml Wasser
und die entstehende Lésung wird viermal mit 150 ml Toluen ausgeschittelt. Die
vereinigten organischen Phasen werden einmal mit 30 ml gesattigter NaHCO;-

T Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur Gberein

350, 384



Ausbeute:

Ri~-Wert:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:
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Lésung und anschlieRend zweimal mit 30 ml Wasser gewaschen. Nach dem
Trocknen der organischen Phase Uber MgSO, wird abfiltriert und das Lésungs-
mittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt.
Anschliel3end wird das Rohprodukt sdulenchromatographisch auf Kieselgel und
einem Gemisch aus PE und EtOAc (4:1) aufgereinigt. Nach dem Entfernen des
Lésungsmittelgemischs erhalt man zunachst ein leicht gelbliches Ol, das lang-
sam einen Feststoff bildet.

13.24 g (73 %) — weiler Feststoff
0.86 (DCM:MeOH 9:1), 0.64 (DCM:MeOH 20:1), 0.56 (PE:EtOAc 3:1)

66 °C (Lit.: 62-65 °C)"
7-Benzyl-3,7-diazabicyclo[3.3.1]nonan-3-carbonsaure-tert-butylester

(500 MHz, CDCls) & [ppm]: 1.52 (s, 9 H); 1.61 (m, 1 H); 1.66 (m, 1 H); 1.79 (br
s, 1 H); 1.87 (brs, 1 H); 2.16 (br d, J = 10.9 Hz, 1 H); 2.22 (br d, J = 10.9 Hz, 1
H); 2.89 (br d, J = 10.8 Hz, 1 H); 2.99 (br d, J = 10.9 Hz, 1 H); 3.05 (ddd, J =
13.1, 3.9, 1.7 Hz, 1 H); 3.10 (ddd, J = 13.1, 3.9, 1.7 Hz, 1 H); 3.30 (d, J = 13.5
Hz, 1 H); 3.44 (d, J=13.5Hz, 1 H); 3.99 (brd, J = 13.1 Hz, 1 H); 4.16 (br d, J =
13.1 Hz, 1 H); 7.19-7.34 (m, 5 H)'

(125 MHz, CDCl3) 8 [ppm]: 28.9 (+); 29.2 (+); 31.3 (-); 47.7 (-); 48.6 (-); 58.9 (-);
59.2 (-); 63.7 (-); 78.9 (Cquan); 126.8 (+); 128.2 (+); 128.7 (+); 139.1 (Cquan);
155.2 (C=0)'

¥ [em™): 3062 u. 3027 u. 3003 (V CHarom.), 2976 u. 2916 u. 2851 (v CH,), 2763,
1681 (v C=0), 1452 (5 CH,), 1422, 1363, 1265, 1237, 1181, 1127, 988, 873,
764, 736, 700, 551"

[M+H"1317.17

C19H28N2()2
ber.. C:7212% H: 8.92 % N: 8.85 %
gef. C:7222% H: 8.93 % N: 8.82 %

T Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur Gberein

350, 384
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7.2.3 N-Benzyl-Bispidin Fumarat 92

Synthese:

Ausbeute:

RWert:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Benzyl-N’-tBoc-Bispidin 89 (192 mg, 0.61 mmol) wird in 6 ml 1,4-Dioxan und
6 ml HCI/1,4-Dioxan (4M) Gber Nacht bei RT gerthrt. Das Lésungsmittel wird
am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand
wird in 20 ml wassriger Kalilauge (1N) gelost und dreimal mit je 20 ml Et,O aus-
geschiittelt. Die organische Phase wird mit MgSO, getrocknet, filtriert und das
Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt.
Man erhalt ein leicht gelbliches Ol (131 mg, 0.60 mmol, 99 %). Das N-Benzyl-
Bispidin 92 (131 mg, 0.60 mmol) wird nach AAV 6 aus 2 ml eines Gemisches
von Et,O und MeOH (9:1) als Fumarat gefalit.

139 mg (69 %); (68 % Uber 2 Schritte) — leicht gelblicher Feststoff
Salz

167-170 °C (Zers.)
7-Benzyl-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1Jnonan Fumarat

(500 MHz, MeOD) & [ppm]: 1.77 (br m, 1 H); 1.93 (br m, 1 H); 2.10 (br s, 2 H);
2.46 (dt, J=11.9, 2.4 Hz, 2 H); 3.13 (br m, 2 H); 3.25 (dt, J = 12.8, 2.8 Hz, 2 H);
3.43 (br m, 2 H); 3.53 (s, 2 H); 6.69 (s, 2.00H); 7.26-7.38 (m, 5 H)

(125 MHz, MeOD) & [ppm]: 28.6 (+); 31.3 (-); 50.5 (-); 59.0 (-); 64.0 (-); 128.6
(+); 129.6 (+); 130.5 (+); 136.2 (+); 138.2 (Cquar); 171.5 (C=0)"

¥ [em™): 3433 (v OH), 3060 u. 3028 (v CHarom), 2933 u. 2817 (v CHy), 1708 u.
1636 (v C=0), 1457 (5 CH,), 1373, 1098, 986 u. 970 (trans-C=C-), 917, 739,
703

[M+H'] 217.4 (Base)

C14H20N * 1.0 C4H,0, (332.40)

ber. C:6504%  H:7.28% N: 8.43 %

gef: C:6482%  H:7.26% N: 8.25 %

T Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur Gberein

363



Experimenteller Teil | 149

7.24 N-tBoc-Bispidin Fumarat 93

Synthese:

Ausbeute:

Ri-Wert:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Benzyl-N’-tBoc-Bispidin 88 (1.5 g, 4.74 mmol) wird in 7 ml MeOH gelést und
zusammen mit ca. 1 g Pd/C 4 Std. bei RT unter einem Druck von 10 psi H, ge-
rihrt. Anschlielend wird das Reaktionsgemisch mit einer Filterfritte (Poren-
grélRe 4) filtriert. Der Filterriickstand wird mit ca. 50 ml MeOH gewaschen und
das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck ent-
fernt. Man erhalt als Produkt ein klares Ol (1.05 g, 4.64 mmol, 98 %). Dieses Ol
(161 mg, 0.71 mmol) wird nach AAV 6 aus 5 ml eines Gemisches von Et,O und
MeOH (9:1) als Fumarat gefallt.

201 mg (82 %); (80 % uber 2 Schritte) — weilder Feststoff'

Salz

170 °C (Zers.)

7-tert-Butyloxycarbonyl-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) d [ppm]: 1.47 (s, 9H); 1.86 (brd, J = 13.5 Hz, 1 H); 1.96 (brd, J
=13.5Hz, 1 H); 2.25 (brs, 2 H); 3.17 (brd, J = 13.2 Hz, 2 H); 3.31 (brd, J =
13.2 Hz, 2 H); 3.48 (br d, J = 13.2 Hz, 2 H); 4.05 (br d, J = 13.2 Hz, 2 H); 6.70
(s, 2.00H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.2 (+); 30.3 (-); 30.5 (+); 50.7 (-); 50.9 (-); 85.3
(Cquart); 137.6 (+); 161.0 (C=0); 174.4 (C=0)

U [cm™]: 3438 (v OH), 2976 u. 2926 u. 2873 u. 2848 (v CH,), 1691 (v C=0),
1657, 1595, 1456 (6 CH,), 1390, 1332, 1240, 1172, 1134, 985 (trans-C=C-),
782, 647, 603, 510, 461

[M+H"] 226.9 (Base)

C12H2N20, * 1.0 C4H4O4 * 0.1 H,O (344.19)
ber.. C:55.83 % H: 7.67 % N: 8.14 %
gef.. C:55.58 % H:7.54 % N: 8.15 %

(Anm.: Far die weiteren Synthesen wurde N-fBoc-Bispidin 93 als freies Amin verwendet.)

T Keine analytischen Daten in der Literatur veroffentlicht

326, 350, 379, 538, 539
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7.2.5 N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108

Synthese:

Ausbeute:

Ri-Wert:
Smp.:
IUPAC:

"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-tBoc-Bispidin 93 (1.50 g, 6.63 mmol) wird mit CDI (1.18 g, 7.29 mmol) in 20
ml frisch destilliertem THF gelost und 2 Std. unter Rickfluss erhitzt. An-
schlieend wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer unter ver-
mindertem Druck entfernt. Der Rickstand wird saulenchromatographisch auf
Kieselgel und einer Mischung aus DCM und MeOH (20:1) aufgereinigt. Die ent-
sprechenden Fraktionen werden vereinigt und das Ldsungsmittelgemisch am
Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt.

1.98 g (93 %) — weiller Feststoff

0.55 (DCM:MeOH 9:1), 0.23 (DCM:MeOH 20:1), 0.0 (PE:EtOACc 3:1)

143 °C
7-(1H-imidazol-1-carbonyl)-3,7-diazabicyclo[3.3.1]nonan-3-carbonsaure-tert-
butylester

(500 MHz, CDCl3) & [ppm]: 1.43 (s, 9 H); 1.87 (s, 2 H); 1.96 (br s, 2 H); 3.01 (br
m, 1 H); 3.09 (br m, 1 H); 3.26 (br s, 2H); 3.97 (br s, 1 H); 4.25 (br m, 3 H); 7.07
(s, 1H); 7.33 (s, 1 H); 7.89 (s, 1 H)

(125 MHz, CDCIl3) 6 [ppm]: 27.8 (+); 28.5 (+); 31.2 (+); 47.4 (-); 48.8 (-); 50.2 (-);
51.8 (-); 80.3 (Cquan); 118 (+); 129.4 (+); 137.0 (+); 151.8 (C=0); 155.0 (C=0)

¥ [cm™: 3141 u. 3103 (v CHarom ), 2988 u. 2924 u. 2851 (v CH,), 1675 (v C=0),
1434 (6 CH,), 1365, 1309, 1249, 1136, 991, 900, 871, 774, 747, 657, 643, 555

[M+H"] 321.1, [M-H"] 319.0

C16H24N4O3
ber.: C:59.98 % H: 7.55 % N: 17.49 %
gef.: C: 59.68 % H: 7.67 % N: 17.25 %
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7.2.6 N-Carbonylimidazol-pyrrolidin 116a

Synthese:

Ausbeute:

Ri~Wert:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

o]

A
o

CDI 100 (1.95 g, 12 mmol) wird zusammen mit Pyrrolidin (0.78 g, 11 mmol) in
20 ml THF gelést und 16 Std. unter Ruckfluss erhitzt. Danach wird das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt. Der
Ruckstand wird in 30 ml DCM gelést und zweimal mit 10 ml Wasser ge-
waschen. AnschlieRend wird die organische Phase mit MgSO, getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem
Druck entfernt.

1.63 g (90 %) — weilder Feststoff
0.78 (DCM:MeOH 9:1), 0.42 (DCM:MeOH 20:1), 0.0 (PE:EtOAc 3:1)
54-55 °C (Lit.: 50-52 °C)"

)

(1H-imidazol-1-yl)(pyrrolidin-1-yl)methanon

(500 MHz, CDCl3) & [ppm]: 1.98 (m, 4 H); 3.62 (m, 4 H); 7.06 (dd, J = 1.4, 0.9
Hz, 1 H); 7.34 (t, J = 1.4 Hz, 1 H); 8.01 (s, 1 H)"

(125 MHz, CDCl3) & [ppm]: 25.7 (-); 48.0 (-); 117.7 (+); 129.6 (+); 136.8 (+);
149.8 (C=0)'

¥ [em™]: 3138 u. 3115 (V CHarom), 2978 u. 2882 (v CHy), 1672 (v C=0), 1423,
1361, 1339, 1259, 1224, 1098, 1071, 1013, 851, 750, 659, 591"

[M+H"] 166.1

CgH11N30

ber.. C:58.17 % H:6.71 % N: 25.44 %

gef.. C:58.07 % H: 6.83 % N: 24.59 %

T Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tGberein

412
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7.2.7 N-Carbonylimidazol-morpholin 116b

Synthese:

Ausbeute:

Re-Wert:
Smp.:
IUPAC:
"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

0]

BER
SR,

)

(@)

CDI 100 (1.95 g, 12 mmol) wird zusammen mit Morpholin (0.96 g, 11 mmol) in
20 ml THF geldst und 16 Std. unter Ruckfluss erhitzt. Danach wird das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt. Der
Rickstand wird in 30 ml DCM geldst und zweimal mit 10 ml Wasser ge-
waschen. AnschlieBend wird die organische Phase mit MgSO, getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem
Druck entfernt.

1.29 g (65 %) — weiller Feststoff

0.73 (DCM:MeOH 9:1), 0.39 (DCM:MeOH 20:1), 0.0 (PE:EtOAc 3:1)

89-90 °C (Lit.: 83-84 °C)"

(1H-imidazol-1-yl)(morpholin-1-yl)methanon

(500 MHz, CDCl3) & [ppm]: 3.62 (m, 4 H); 3.75 (m, 4 H); 7.10 (m, 1 H); 7.19 (1, J
=1.4 Hz, 1 H); 7.87 (s, 1 H)"

(125 MHz, CDCl3) & [ppm]: 46.9 (-); 66.6 (-); 117.9 (+); 130.1 (+); 137.0 (+);
151.0 (C=0)'

¥ [cm™]: 3128 u. 3107 (V CHarom), 2961 u. 2929 u. 2870 (v CH,), 1681 (v C=0),

1433 (& CH,), 1305, 1289, 1270, 1251, 1113, 1066, 995, 860, 837, 784, 752,
662, 595, 522

[M+H'] 181.9

CsH11N30;
ber.. C:53.03% H:6.12 % N: 23.19 %
gef.: C:53.12% H: 6.13 % N: 22.93 %

T Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur Gberein

412



Experimenteller Teil | 153

7.2.8 N-Carbonylimidazol-4-benzylpiperidin 116¢c

Synthese:

Ausbeute:

Re-Wert:
Smp.:
IUPAC:
"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

]

M

N N

A\
\\/N

y

CDI 100 (1.95 g, 12 mmol) wird zusammen mit 4-Benzylpiperidin (1.93 g, 11
mmol) in 20 ml THF geldst und 16 Std. unter Ruckfluss erhitzt. Danach wird das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt. Der
Rickstand wird in 30 ml DCM geldst und zweimal mit 10 ml Wasser ge-
waschen. AnschlieBend wird die organische Phase mit MgSO, getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem
Druck entfernt.

2.57 g (87 %) — weiler Feststoff"

0.93 (DCM:MeOH 9:1), 0.59 (DCM:MeOH 20:1), 0.0 (PE:EtOAc 3:1)

64 °C

(4-Benzylpiperidin-1-yl)(1H-imidazol-1-yl)methanon

(500 MHz, CDCl3) & [ppm]: 1.30 (m, 2 H); 1.77 (m, 2 H); 1.83 (m, 1 H); 2.59 (d,
J=7.1Hz, 1H); 2.96 (m, 2 H); 4.09 (brd, J =13.1 Hz, 2 H); 7.07 (dd, J = 1.4,
09 Hz, 1H); 714 (m, 2 H); 718 (t, J=1.4 Hz, 1 H); 7.22 (m, 1 H); 7.29 (m, 2
H); 7.84 (t, J= 1.0 Hz, 1 H)

(125 MHz, CDCl3) & [ppm]: 32.0 (-); 38.1 (+); 42.9 (-); 47.0 (-); 118.1 (+); 126.4
(+); 128.5 (+); 129.2 (+); 129.7 (+); 137.0 (+); 139.6 (Cquart); 151.0 (C=0)

¥ [cm™: 3154 u. 3115 u. 3060 u. 3025 (v CHarom ), 2951 u. 2930 u. 2912 u. 2872
(v CH,), 1680 (v C=0), 1464 u. 1430 (5 CH,), 1302, 1276, 1233, 1212, 1109,
1070, 997, 828, 746, 699, 655, 588, 532, 494

[M+H"] 270.1, [M-H"] 268.0

C16H19N30O
ber.. C:71.35% H: 7.11 % N: 15.60 %
gef.: C:71.19% H: 7.34 % N: 15.10 %

T Keine analytischen Daten in der Literatur vert')ffentlicht540
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7.3 Allgemeine Arbeitsvorschriften fur Bispidin-Derivate

7.31 Allgemeine Arbeitsvorschrift 1 (AAV 1) zur Synthese von N-substituierten N’-
tBoc-Bispidin-Derivaten

N-tBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1mmol) wird in einem 10 ml Kolben in 5 ml Toluen gelést und mit
einem Silikonseptum verschlossen. Unter Riihren wird bei RT erst TEA (101 mg, 1mmol) und
anschlieend das Saurechlorid (1mmol) entweder in flissiger Form oder geldst in 1-2 ml Toluen
dazugegeben. Nach 2 Stunden wird das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer unter ver-
mindertem Druck entfernt und der Rickstand wird saulenchromatographisch auf einer
Kieselgelsaule mit einer Mischung aus DCM und MeOH (40:1, 20:1 oder 9:1) aufgereinigt. Die
entsprechenden Fraktionen werden vereinigt und das L&sungsmittelgemisch wird am
Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt.

7.3.2 Allgemeine Arbeitsvorschrift 2 (AAV 2) zur Synthese von N-substituierten N’-
tBoc-Bispidin-Derivaten

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1mmol) wird in einem 10 ml Kolben in 2 ml
ACN und 2 ml THF geldst und mit einem Silikonseptum verschlossen. Anschliellend wird Mel
(568 mg, 4mmol) dazugegeben und bei RT fur 24 Stunden gerihrt. Am folgenden Tag werden
die Lésungsmittel und das Uberschissige Mel am Rotationsverdampfer unter vermindertem
Druck entfernt. Der Rickstand wird in 4 ml ACN gelést, mit TEA (101 mg, 1 mmol) und der
Carbonsdure (1 mmol) versetzt und 12-120 Stunden bei RT gerthrt. Danach wird das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand
wird sdulenchromatographisch auf einer Kieselgelsdule mit einer Mischung aus DCM und
MeOH (40:1, 20:1 oder 9:1) aufgereinigt. Die entsprechenden Fraktionen werden vereinigt und
das Lésungsmittelgemisch wird am Rotationsverdampfer abgezogen.

7.3.3 Allgemeine Arbeitsvorschrift 3 (AAV 3) zur Synthese von N-substituierten N’-
tBoc-Bispidin-Derivaten

N-tBoc-Bispidin 93 (249 mg, 1.1 mmol) wird in einem 10 ml Kolben zusammen mit der Carbon-
saure (1 mmol) in 5 ml DCM gel6st oder suspendiert und mit einem Silikonseptum verschlossen
in einem Eisbad auf 0 °C gekuhlt. Anschlieiend gibt man DCC 110 (206 mg, 1mmol) und
DMAP (6.1 mg, 0.05 mmol) dazu. Das Eisbad wird entfernt und Reaktionsgemisch kann bei RT
Uber Nacht reagieren. Am folgenden Tag wird der Niederschlag mit einer Filterfritte (Porengrofie
4) abgesaugt und mit 2 ml kaltem DCM gewaschen. Das Lésungsmittel des Filtrats wird am
Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wird sdulenchromato-
graphisch auf einer Kieselgelsaule mit einer Mischung aus DCM und MeOH (40:1, 20:1 oder
9:1) aufgereinigt. Die entsprechenden Fraktionen werden vereinigt und das Ldsungsmittel-
gemisch wird am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt.
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7.3.4 Allgemeine Arbeitsvorschrift 4 (AAV 4) zur tBoc-Entschiitzung von N-
substituierten N’-tBoc-Bispidin-Derivaten

N-substituiertes-N’-tBoc-Bispidin wird in 4-5 ml 1,4-Dioxan in einem 25 ml Kolben geldst und
das Gefalt wird mit einem Silikonseptum verschlossen. Anschliefend werden 4-5 ml HCI/1,4-
Dioxan (4M) mit einer Spritze dazugegeben und das Reaktionsgemisch kann bei RT 2-12 Std.
reagieren. AnschlieRend wird das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem
Druck entfernt und der Rickstand wird in 25 ml wassriger Kalilauge (0.25 N) geldst. Die wass-
rige Loésung wird drei- bis funfmal mit je 20 ml Chloroform oder DCM ausgeschiittelt, die
organischen Phasen werden vereinigt, mit 10 ml NaHCO;-Lésung und 10 ml Wasser ge-
waschen, Uber MgSO, oder Na,SO, getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel wird am
Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt.

7.3.5 Allgemeine Arbeitsvorschrift 5 (AAV 5) zur tBoc-Entschiitzung von N-
substituierten N’-tBoc-Bispidin-Derivaten

N-substituiertes-N’-tBoc-Bispidin wird in 5 ml DCM in einem 25 mL Kolben gelést und das
Gefall wird mit einem Silikonseptum verschlossen. AnschlieRend wird die zwei- bis dreifache
molare Menge wasserfreies ZnBr, dazugegeben. Die Reaktion kann 12-120 Std. bei RT
reagieren. AnschlieRend wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem
Druck entfernt und der Rickstand wird in 25 ml wassriger Kalilauge (0.25 N) geldst. Die wass-
rige Losung wird fiinfmal mit je 20 ml Chloroform oder DCM ausgeschittelt, die organischen
Phasen werden vereinigt, mit 10 ml NaHCO3-Lésung und 10 ml Wasser gewaschen, mit
MgSO, oder Na,SO, getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer
unter vermindertem Druck entfernt.

7.3.6 Allgemeine Arbeitsvorschrift 6 (AAV 6) zum Fallen von N-substituierten
Bispidin-Derivaten als Fumarat

Das freie Amin (0.2 — 1.0 mmol) wird in 2-5 ml einer Mischung von Et,0 und MeOH (9:1) geldst.
Dann wird die Lésung langsam bei RT geriihrt und tropfenweise solange eine gesattigte Losung
von Fumarsdure im gleichen Ldsungsmittelgemisch (Et,O:MeOH 9:1) dazugegeben, bis kein
weiterer Niederschlag mehr ausfallt. Das Gefald wird verschlossen und Uber Nacht in den Kihl-
schrank gestellt. Am folgenden Tag wird der Niederschlag mit einer Filterfritte (PorengroRe 4)
am Vakuum abgesaugt und zweimal mit 2 ml des gleichen Lésungsmittelgemischs und an-
schliefend zweimal mit 2 ml absolutem Et,0O gewaschen. Der Niederschlag wird in 20-30 ml
Wasser geldst, anschlieRend wird die Losung in flissigem Stickstoff eingefroren und flr
mindestens 24 Std. gefriergetrocknet.

7.3.7 Allgemeine Arbeitsvorschrift 7 (AAV 7) zum Fallen von N-substituierten
Bispidin-Derivaten als Fumarat

Das freie Amin (0.2 — 1.0 mmol) wird in 5 ml Isopropanol geldst, filtriert, in einen 25mL Kolben
gefiillt und auf dem Olbad auf ca. 80 °C erhitzt. Dieselbe molare Menge Fumarsaure wird in
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einem 10 ml Spitzkolben eingewogen, mit 3 ml Isopropanol versetzt und ebenfalls auf dem OlI-
bad auf ca. 80 °C erhitzt, wobei sich die Fumarsaure I6st. Dann werden beide Ldsungen zu-
sammengegeben und unter Rihren auf RT abgekihlt. Dann gibt man unter Rihren tropfen-
weise ca. 10 ml absoluten Et,O dazu. Das Gemisch wird verschlossen und tber Nacht in den
Kuhlschrank gestellt. Am folgenden Tag wird der Niederschlag mit einer Filterfritte (Porengrof3e
4) am Vakuum abgesaugt und dreimal mit 2 ml absolutem Et,O gewaschen. Der Niederschlag
wird in 20-30 ml Wasser gel6ést und anschlielend wird die Losung in flissigem Stickstoff ein-
gefroren und flr mindestens 24 Std. gefriergetrocknet.



Experimenteller Teil | 157

7.4 Synthese der Bispidin-Derivate

7.41 Acetyl-Bispidin Fumarat 144

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

(o}

P OH
o0
NH,
o o
\/N—<
CHy

N-fBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit Acetylchlorid (79 mg,
1 mmol) umgesetzt. Zur saulenchromatographischen Aufreinigung wird ein
Gemisch aus DCM und MeOH (9:1) benutzt. Man erhalt 268 mg (98 %) eines
weillen Feststoffes. Zur Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff
(250 mg, 0.93 mmol) nach AAV 5 mit wasserfreiem ZnBr, (420 mg, 1.86 mmol)
fur 48 Std. bei RT gerthrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 146 mg (93 %)
eines gelblichen Feststoffes. Zur Uberfilhrung dieses Feststoffes (48 mg, 0.29
mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure (33 mg, 0.29 mmol) zum
Einsatz.

66 mg (69 %); (63 % uber 3 Schritte) — weiller Feststoff

152-156 °C (Zers.)

7-Acetyl-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) 6 [ppm]: 1.93 (br m, 1 H); 1.99 (br m, 1 H); 2.16 (s, 3 H); 2.32
(br m, 2 H); 3.06 (br d, J = 14.1 Hz, 1 H); 3.32 (br m, 2 H); 3.44 (brd, J = 13.1
Hz, 1 H); 3.50 (brd, J=13.4 Hz, 1 H); 3.54 (brd, J = 13.4 Hz, 1 H); 4.05 (brd, J
=13.2 Hz, 1 H); 4.35 (brd, J=14.0 Hz, 1 H); 6.68 (s, 2.5 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 24.3 (+); 28.0 (+); 28.4 (+); 30.1 (-); 48.7 (-); 50.3 (-);
50.6 (-); 52.8 (-); 137.4 (+); 173.6 (C=0); 178.9 (C=0)

¥V [cm™]: 3455 (v OH), 2979 u. 2917 u. 2837 (v CH,), 2742 u. 2597 (v NH), 1696
u. 1624 (v C=0), 1584, 1443 u. 1430 (d CH,), 1265, 1252, 1058, 984 u. 975
(trans-C=C-), 647, 586, 483

[M+H'] 169.1 (Base)

CoH4gN2O * 1.25 C4H404 * 1.15 H,0 (334.05)

ber.. C:50.34 % H: 7.03 % N: 8.39 %

gef.. C:50.34 % H: 7.06 % N: 8.26 %
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7.4.2 Propionyl-Bispidin Fumarat 145

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-tBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit Propionylichlorid (93
mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur sdulenchromatographischen Aufreinigung wird ein
Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) benutzt. Man erhalt 285 mg (99 %) eines
weillen Feststoffes. Zur Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff
(210 mg, 0.74 mmol) nach AAV 4 fur 12 Std. bei RT gerlhrt. Nach der Auf-
arbeitung erhalt man 132 mg (97 %) eines gelblichen Feststoffes. Zur Uber-
fuhrung dieses Feststoffes (35 mg, 0.19 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7
mit Fumarsaure (22 mg, 0.19 mmol) zum Einsatz.

32 mg (54 %); (52 % uber 3 Schritte) — weiller Feststoff

158-161 °C (Zers.)

7-Propionyl-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]nonan Fumarat

(500 MHz, D,0) 8 [ppm]: 1.07 (t, J = 7.5 Hz, 3 H); 1.95 (br m, 1 H); 2.00 (br m, 1
H); 2.32 (br s, 2H); 2.50 (dt, J = 17.5, 7.5 Hz, 1 H); 3.06 (brd, J = 13.1 Hz, 1 H);
3.33 (br m, 2 H); 3.46 (brm, 2 H); 3.53 (brd, J=13.2 Hz, 1 H); 4.11 (brd, J =
13.2 Hz, 1 H); 4.39 (brd, J=13.8 Hz, 1 H); 6.70 (s, 2.0 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 11.1 (+); 28.1 (+); 28.4 (+); 29.9 (-); 30.2 (-); 48.9 (-);
50.3 (-); 50.6 (-); 52.0 (-); 137.5 (+); 174.3 (C=0); 182.0 (C=0)

¥ [cm™: 3440 (v OH), 2972 u. 2939 u. 2866 (v CH,), 1679 u. 1638 (v C=0),
1462 (6 CH,), 1415, 1361, 1311, 1226, 1113, 984 u. 972 (trans-C=C-), 646
[M+H"] 183.4 (Base)

C1oH1sN2O * 1.0 C4H,0, * 0.6 H,O (309.15)

ber.. C:54.39 % H: 7.56 % N: 9.06 %

gef.. C:54.34 % H:7.31 % N: 9.03 %
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7.4.3 Butyryl-Bispidin Fumarat 146

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

(o}

/ OH
90
R
2 o o)
—N

N-tBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit Butyrylchlorid (107
mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur sdulenchromatographischen Aufreinigung wird ein
Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) benutzt. Man erhalt 292 mg (97 %) eines
weillen Feststoffes. Zur Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff
(200 mg, 0.67 mmol) nach AAV 4 fur 12 Std. bei RT gerthrt. Nach der Auf-
arbeitung erhalt man 128 mg (97 %) eines gelblichen Ols. Zur Uberfiihrung
dieses Ols (45 mg, 0.23 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsdure
(27 mg, 0.23 mmol) zum Einsatz.

46 mg (73 %); (59 % Uber 3 Schritte) — weiller Feststoff

159-161 °C (Zers.)

7-Butyryl-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]nonan Fumarat

(500 MHz, D,0) & [ppm]: 0.94 (t, J = 7.4 Hz, 3 H); 1.58 (br m, 2 H); 1.95 (br m, 1
H); 2.00 (br m, 1 H); 2.32 (br s, 2 H); 2.42 (br m, 1 H); 2.53 (br m, 1 H); 3.07 (br
d, J=13.9Hz, 1H); 3.33 (brm, 2 H); 3.42-3.55 (br m, 3 H); 4.14 (brd, J=13.4
Hz, 1 H); 4.39 (brd, J=14.1 Hz, 1 H);1H); 6.69 (s, 2.0 H)

(125 MHz, D;0) & [ppm]: 15.9 (+); 20.7 (-); 28.1 (+); 28.4 (+); 30.2 (-); 38.5 (-);
48.7 (-); 50.2 (-); 50.6 (-); 52.2 (-); 137.6 (+); 174.5 (C=0); 181.3 (C=0)

¥V [cm™]: 3466 (v OH), 2960 u. 2933 u. 2905 u. 2871 (v CH,), 2643 (v NH,"),
1700 u. 1650 u. 1619 (v C=0), 1464 (& CH,), 1423, 1359, 1278, 1254, 1215,
1172, 1097, 994 u. 980 (trans-C=C-), 907, 803, 641, 477

[M+H'] 197.4 (Base)

C11H2N,0O * 1.0 C4H404 * 0.3 H,O (317.77)

ber.. C:56.70 % H: 7.80 % N: 8.82 %

gef.. C:56.65% H:7.71 % N: 8.77 %
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7.4.4 Isobutyryl-Bispidin Fumarat 147

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

= OH
©0
[
2
o 0
N
CH
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N-tBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit Isobutyrylchlorid
(107 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulenchromatographischen Aufreinigung
wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) benutzt. Man erhalt 281 mg (95
%) eines klaren Ols. Zur Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieses Ol (210
mg, 0.71 mmol) nach AAV 4 fir 18 Std. bei RT gerthrt. Nach der Aufarbeitung
erhalt man 130 mg (93 %) eines klaren Ols. Zur Uberfiihrung diesen Ols (64
mg, 0.33 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure (38 mg, 0.33
mmol) zum Einsatz.

60 mg (57 %); (51 % uber 3 Schritte) — weiller Feststoff

165-168 °C (Zers.)

7-1sobutyryl-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]nonan Fumarat

(500 MHz, D,O) & [ppm]: 1.04 (br m, 3 H); 1.12 (br m, 3 H); 1.95 (br m, 1 H);
2.00 (br m, 1 H); 2.33 (br s, 2 H); 3.06 (br m, 2 H); 3.28-3.39 (br m, 2 H); 3.44
(br m, 1 H); 3.52 (br m, 2 H); 4.24 (br d, J = 12.7 Hz, 1 H); 4.40 (brd, J = 13.3
Hz, 1 H); 6.69 (s, 2.0 H)

(125 MHz, D,0) 6 [ppm]: 20.4 (+); 21.1 (+); 28.1 (+); 28.5 (+); 30.3 (-); 33.5 (+);
49.1 (-); 50.1 (-); 50.7 (-); 52.1 (-); 137.6 (+); 174.4 (C=0); 184.9 (C=0)

¥V [cm™): 3448 (v OH), 2973 u. 2922 u. 2855 (v CH,), 2716 (v NH,"), 1700 u.
1650 u. 1638 (v C=0), 1447 (5 CH,), 1360, 1281, 1226, 1171, 1096, 984 u. 975
(trans-C=C-), 908, 788, 643, 491

[M+H"] 197.3 (Base)

C14H2N,0 * 1.0 C4H,0,4 * 0.45 H,0 (320.47)

ber.. C:56.31 % H: 7.83 % N: 8.74 %

gef.. C:56.20 % H: 7.94 % N: 8.79 %
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7.4.5 Cylopentanoyl-Bispidin Fumarat 148

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:

IUPAC:

"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

(o}
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N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fur
72 Std. mit Cyclopentancarbonsaure (114 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulen-
chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH
(40:1) benutzt. Man erhélt 228 mg (71 %) eines weilRen Feststoffes. Zur Ent-
fernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (198 mg, 0.61 mmol) nach
AAV 4 fur 12 Std. bei RT gerihrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 134 mg (98
%) eines weilen Feststoffes. Zur Uberfiihrung dieses Feststoffes (134 mg, 0.60
mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure (70 mg, 0.60 mmol) zum
Einsatz.

164 mg (79 %); (55 % uber 4 Schritte) — weiller Feststoff
164-166 °C (Zers.)
7-Cyclopentancarbonyl-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) & [ppm]: 1.40-1.48 (br m, 1 H); 1.57-1.72 (br m, 4 H); 1.77-1.87
(br m, 2 H); 1.93-2.03 (br m, 3 H); 2.32 (br s, 2 H); 3.06 (br d, J = 13.7 Hz, 1 H);
3.18 (quint, J = 8.0 Hz, 1 H); 3.29-3.39 (br m, 2 H); 3.45 (br m, 2 H); 3.52 (br d,
J=13Hz, 1 H); 4.27 (brd, J = 13.1 Hz, 1 H); 4.41 (br d, J = 13.8 Hz, 1 H); 6.69
(2.0 H)

(125 MHz, D;0) & [ppm]: 28.2 (+); 28.4 (-); 28.5 (+); 28.6 (-); 30.4 (-); 31.9 (-)
32.2 (-); 44.5 (+); 49.2 (-); 50.2 (-); 50.7 (-); 52.3 (-); 137.6 (+); 174.4 (C=0)
184.0 (C=0)

U [cm™]: 3441 (v OH), 2954 u. 2865 (v CH,), 2644 (v NH,"), 1707 u. 1654 (v
C=0), 1459 (3 CH,), 1413, 1359, 1224, 1172, 1110, 979 (trans-C=C-), 905,
793, 642, 517, 474

[M+H"] 223.4 (Base)

C13H2N20 * 1.0 C4H404 * 0.35 H,0 (344.71)
ber.. C:59.23 % H:7.81 % N: 8.13 %
gef.: C:59.24 % H: 7.86 % N:8.12 %

’
’
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7.4.6 Cyclohexanoyl-Bispidin Fumarat 149

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

= OH
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N

N-fBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit
Cyclohexancarbonsaurechlorid (147 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulen-
chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH
(20:1) benutzt. Man erhalt 332 mg (97 %) einen weiflen Feststoff. Zur Ent-
fernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (220 mg, 0.65 mmol) nach
AAV 4 far 18 Std. bei RT gerthrt. Nach der Aufarbeitung erhdlt man 153 mg (99
%) eines weilen Feststoffes. Zur Uberfiihrung dieses Feststoffes (93 mg, 0.39
mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure (46 mg, 0.39 mmol) zum
Einsatz.

107 mg (73 %); (70 % uber 3 Schritte) — weiller Feststoff

166-167 °C (Zers.)

7-Cyclohexancarbonyl-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0O) & [ppm]: 1.21 (br m, 2 H); 1.31 (br m, 2 H); 1.47 (br m, 1 H);
1.65-1.82 (br m, 5 H); 1.95 (br m, 1 H); 2.00 (br m, 1 H); 2.32 (br s, 2 H); 2.75
(tt, J=11.6, 2.9 Hz, 1 H); 3.05 (br d, J = 13.3 Hz, 1 H); 3.28-3.39 (br m, 2 H);
3.43 (brd, J=12.7 Hz, 1 H); 3.51 (brm, 2 H); 4.24 (brd, J = 12.9 Hz, 1 H); 4.39
(brd, J=13.6 Hz, 1 H); 6.69 (s, 2.0 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 27.9 (-); 28.07 (-); 28.11 (+); 28.3 (-); 28.5 (+); 30.3 (-);
30.9 (-); 31.7 (-); 43.8 (+); 50.0 (-); 50.1 (-); 50.7 (-); 52.1 (-); 137.6 (+); 174.4
(C=0); 183.9 (C=0)

U [cm™]: 3443 (v OH), 2933 u. 2851 (v CH,), 2704 (v NH,"), 1709 u. 1633 (v
C=0), 1594, 1449 (d CH,), 1423, 1361, 1334, 1291, 1251, 1218, 1178, 11086,
985 u. 975 (trans-C=C-), 792, 647, 513, 491, 457

[M+H"] 237.4 (Base)

C14H24N20 * 1.0 C4H404 * 1.05 H,0 (371.35)
ber.. C:58.22 % H: 8.17 % N:7.54 %
gef.: C:58.18 % H:8.22 % N:7.57 %
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7.4.7 Benzoyl-Bispidin Fumarat 150

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:

IUPAC:

"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-tBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit Benzoylchlorid (141
mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur sdulenchromatographischen Aufreinigung wird ein
Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) benutzt. Man erhalt 325 mg (97 %) einen
weillen Feststoff. Zur Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff
(200 mg, 0.61 mmol) nach AAV 4 fir 12 Std. bei RT gerihrt. Nach der Auf-
arbeitung erhalt man 138 mg (99 %) eines leicht rosa Feststoffes. Zur Uber-
fihrung dieses Feststoffes (67 mg, 0.29 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7
mit Fumarsaure (34 mg, 0.29 mmol) zum Einsatz.

46 mg (44 %); (42 % Uber 3 Schritte) — weiler Feststoff

162-165 °C (Zers.)

7-Benzoyl-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) & [ppm]: 1.99 (br m, 1 H); 2.07 (br m, 1 H); 2.27 (br s, 2 H);
3.35-3.37 (br m, 2 H); 3.37-3.40 (br m, 2 H); 3.46 (br d, J = 13.1 Hz, 1 H); 3.98
(brs, 1 H); 4.56 (brs, 1 H); 6.73 (s, 1.8 H); 7.53 (m, 5 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 27.3 (+); 29.1 (-); 48.3 (-); 48.5 (-); 128.3 (+); 129.7
(+); 131.2 (+); 136.2 (Cquant); 136.8 (+); 171.3 (C=0); 175.4 (C=0)

¥ [cm™): 3420 (v OH), 3057 (V CHarom), 2863 (v CHy), 1701 u. 1613 (v C=0),
1576, 1441 (& CH,), 1373, 1340, 1266, 1124, 987 u. 969 (trans-C=C-), 788,
741,711, 648, 527, 462

[M+H"] 231.4 (Base)

C4H4gN,0O * 0.9 C4H,04 * 1.5 H,O (361.80)

ber.. C:58.43 % H: 6.85 % N:7.74 %

gef.. C:58.47 % H: 6.69 % N:7.71 %
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7.4.8 o-Methylbenzoyl-Bispidin Fumarat 151

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fur
48 Std. mit 2-Methylbenzoesaure (136 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur sdulen-
chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH
(20:1) benutzt. Man erhalt 186 mg (54 %) eines klaren Ols. Zur Entfernung der
tBoc-Schutzgruppe wird dieses Ol (165 mg, 0.48 mmol) nach AAV 5 mit
wasserfreiem ZnBr, (216 mg, 0.96 mmol) fur 12 Std. bei RT gerlhrt. Nach der
Aufarbeitung erhdlt man 92 mg (79 %) eines weilen Feststoffes. Zur Uber-
fuhrung dieses Feststoffes (77 mg, 0.32 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7
mit Fumarsaure (37 mg, 0.32 mmol) zum Einsatz.

61 mg (52 %); (22 % uber 4 Schritte) — weilRer Feststoff

155-157 °C (Zers.)

7-(2-Methylbenzoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) & [ppm]: 2.00 (br m, 2 H); 2.17 (br s, 1 H); 2.20 (s, 3 H); 2.45
(brs, 1 H); 3.33-3.44 (br m, 5 H); 3.52 (br d, J = 13.2 Hz, 1 H); 3.66 (br d, J =
13.4 Hz, 1 H); 4.54 (br d, J = 14.2 Hz, 1 H); 6.68 (s, 2.0 H); 7.33-7.39 (m, 3 H);
7.41-7.45 (m, 1 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 20.8 (+); 20.9 (+); 28.3 (+); 30.0 (-); 48.6 (-); 49.5 (-);
50.6 (-); 53.3 (-); 127.9 (+); 129.1 (+); 132.6 (+); 133.6 (+); 137.4 (Cquan); 137.5
(Cquart); 137.6 (+); 174.4 (C=0); 178.5 (C=0)

¥ [em™]: 3485 (v OH), 3101 u. 3072 (V CHarom ), 2952 u. 2921 u. 2868 (v CHy),
2573 (v NH;"), 1704 u. 1615 (v C=0), 1597, 1445 (5 CHy), 1339, 1266, 1127,
1093, 984 u. 967 (trans-C=C-), 910, 800, 751, 642, 531, 474, 457

[M+H"] 245.4 (Base)

C15H20N20 * 1.0 C4H,0, * 0.55 H,0 (370.32)

ber.. C:61.63 % H: 6.83 % N: 7.56 %

gef.. C:61.61% H:6.73 % N: 7.57 %
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7.4.9 o-Chlorbenzoyl-Bispidin Fumarat 152

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:
IUPAC:
"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-fBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit 2-
Chlorbenzoylchlorid (175 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulenchromato-
graphischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) be-
nutzt. Man erhélt 323 mg (87 %) eines weillen Feststoffes. Zur Entfernung der
tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (250 mg, 0.69 mmol) nach AAV 4 fir
12 Std. bei RT geruhrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 180 mg (99 %) eines
klaren Ols. Zur Uberfilhrung dieses Ols (96 mg, 0.36 mmol) in das Fumarat
kommt AAV 7 mit Fumarsaure (42 mg, 0.36 mmol) zum Einsatz.

109 mg (79 %); (68 % Uber 3 Schritte) — weiller Feststoff

183-184 °C (Zers.)

7-(2-Chlorbenzoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]nonan Fumarat

(500 MHz, D,0) 8 [ppm]: 1.95-2.07 (br m, 2 H); 2.17-2.24 (br m, 1 H); 2.43-2.50
(br m, 1 H); 3.31-3.45 (br m, 4 H); 3.49-3.65 (br m, 3 H); 4.51-4.62 (br m, 1 H);
6.68 (s, 1.8 H); 7.35-7.61 (m, 4 H) [Rotamere sichtbar]

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 27.8 (+); 28.2 (+); 29.9 (-); 48.8 (-); 49.5 (-); 50.5 (-);
53.0 (-); 129.8 (+); 130.7 (+); 131.0 (+); 132.6 (Cquant); 132.7 (+); 134.2 (+); 137.0
(Cquart); 137.6 (+); 174.4 (C=0); 175.5 (C=0) [Rotamere sichtbar]

¥ [cm™): 3433 (v OH), 3070 u. 3041 (v CHarom), 2998 u. 2969 u. 2914 u. 2860 (v
CH,), 2602 (v NH,"), 1705 u. 1648 (v C=0), 1583, 1459 u. 1436 (5 CH,), 1407,
1359, 1338, 1242, 1101, 1040, 984 u. 977 (trans-C=C-), 769, 741, 643, 518
[M+H"] 265.4 (Base)

C14H47CIN,O * 0.9 C4H40, * 0.5 H,0O (378.23)
ber.. C:55.89 % H:5.76 % N:7.41 %
gef.. C:55.82% H: 5.62 % N: 7.40 %
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7.410 o-lodbenzoyl-Bispidin Fumarat 153

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fur
12 Std. mit 2-lodbenzoesdure (248 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulen-
chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH
(40:1) benutzt. Man erhalt 227 mg (50 %) eines weil’en Feststoffes. Zur Ent-
fernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (255 mg, 0.56 mmol) nach
AAV 4 fur 12 Std. bei RT gerihrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 196 mg (98
%) eines klaren Ols. Zur Uberfiihrung dieses Ols (110 mg, 0.31 mmol) in das
Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure (36 mg, 0.31 mmol) zum Einsatz.

122 mg (82 %); (40 % uber 3 Schritte) — weilRer Feststoff

162-163 °C (Zers.)

7-(2-lodbenzoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0O) 8 [ppm]: 1.96-207 (br m, 2 H); 2.18-2.27 (br m, 1 H); 2.44-2.52
(br m, 1 H); 3.32-3.65 (br m, 7 H); 4.51-4.62 (br m, 1 H); 4.53 (br d, J = 14.2 Hz,
1H); 6.69 (s, 2.0 H); 7.27 (m, 1 H); 7.46 (dd, J = 7.6, 1.6 Hz, 1 H); 7.56 (dt, J =
7.6,1.1Hz, 1 H); 7.97 (dd, J = 8.0, 0.8 Hz, 1 H) [Rotamere sichtbar]

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 27.8 (+); 28.2 (+); 29.9 (-); 49.0 (-); 49.5 (-); 50.6 (-);
53.5 (-); 94.1 (Cquant); 129.2 (+); 131.8 (+); 134.0 (+); 137.6 (+); 142.2 (+); 143.4
(Cquart); 174.4 (C=0); 177.6 (C=0) [Rotamere sichtbar]

¥ [em™]: 3379 (v OH), 3089 u. 3071 (V CHarom ), 2947 u. 2924 u. 2862 (v CHy),
2609 (v NH;"), 1702 u. 1610 (v C=0), 1564, 1471 u. 1456 (& CHy), 1376, 1290,
1262, 1205, 989 u. 969 (trans-C=C-), 743, 648, 555, 463

[M+H] 357.3 (Base)

C14H47IN2O * 1.0 C4H404 * 0.6 H,O (483.09)
ber. C:44.75% H: 4.63 % N: 5.80 %
gef.. C:44.78 % H: 4.66 % N: 5.90 %
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7.411 o-Nitrobenzoyl-Bispidin Fumarat 154

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:
IUPAC:
"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

NH,
0
N NO,

N-tBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit 2-Nitrobenzoylchlorid
(186 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulenchromatographischen Aufreinigung
wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) benutzt. Man erhalt 371 mg (97
%) eines gelblichen Ols. Zur Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieses Ol
(290 mg, 0.77 mmol) nach AAV 4 fir 18 Std. bei RT gerihrt. Nach der Auf-
arbeitung erhalt man 205 mg (96 %) eines gelblichen Ols. Zur Uberfiihrung
dieses Ols (103 mg, 0.37 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure
(43 mg, 0.37 mmol) zum Einsatz.

95 mg (65 %); (61 % Uber 3 Schritte) — gelblicher Feststoff

184-185 °C (Zers.)

7-(2-Nitrobenzoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) & [ppm]: 1.97-2.04 (br m, 2 H); 2.16-2.24 (br m, 1 H); 2.48 (br s,
1 H); 3.34-3.73 (br m, 7 H); 4.49-5.57 (br m, 0.5 H); 4.68-4.76 (br m, 0.5 H);
6.68 (s, 1.8 H); 7.54 (br s, 0.5 H); 7.70-7.76 (br m, 0.5 H); 7.78 (m, 1 H); 7.93 (t,
J=7.5Hz, 1H); 835 (d, J=8.3 Hz, 1 H) [Rotamere sichtbar]

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 27.8 (+); 28.1 (+); 30.2 (-); 48.7 (-); 49.6 (-); 50.8 (-);
53.3 (-); 128.3 (+); 130.3 (+); 133.6 (Cquant); 134.0 (+); 137.6 (+); 138.9 (+); 147.2
(Cquart); 174.4 (C=0); 175.4 (C=0) [Rotamere sichtbar]

¥V [em™]: 3442 (v OH), 3039 (V CHarom), 2964 u. 2934 u. 2963 (v CH,), 2628 (v
NH,"), 1706 u. 1647 (v C=0), 1576, 1531 (v NO), 1481 u. 1458 (& CH,), 1407,
1348 (v NO), 1256, 1174, 1103, 970 (trans-C=C-), 852, 794, 763, 720, 643
[M+H"] 276.4 (Base)

C14H47N303 * 0.9 C4H,O4 * 0.6 H,0 (390.58)

ber. C:54.12% H: 5.63 % N: 10.76%

gef. C:54.10% H: 5.35 % N: 10.74 %
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7.412 m-Fluorbenzoyl-Bispidin Fumarat 155

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fur
24 Std. mit 3-Fluorbenzoesaure (140 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulen-
chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH
(20:1) benutzt. Man erhalt 230 mg (66 %) eines klaren Ols. Zur Entfernung der
tBoc-Schutzgruppe wird dieses Ol (210 mg, 0.60 mmol) nach AAV 4 fiir 12 Std.
bei RT gerihrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 107 mg (71 %) eines klaren
Ols. Zur Uberfihrung diesen Ols (96 mg, 0.39 mmol) in das Fumarat kommt
AAV 7 mit Fumarsaure (45 mg, 0.39 mmol) zum Einsatz.

84 mg (58 %); (27 % uber 4 Schritte) — weiller Feststoff

157-158 °C (Zers.)

7-(3-Fluorbenzoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D;O) & [ppm]: 2.00 (br m, 2 H); 2.22 (br s, 1 H); 2.43 (br s, 1 H);
3.30-3.41 (br m, 3 H); 3.43-3.56 (br m, 3 H); 3.86 (br d, J = 12.9 Hz, 1 H); 4.50
(brd, J=13.9 Hz, 1 H); 6.70 (s, 2.0 H); 7.28 (m, 3 H); 7.54 (dt, Jy4 = 8.0 Hz,
Jur=5.8 Hz, 1 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 27.9 (+); 28.4 (+); 30.1 (-); 49.3 (-); 49.6 (-); 50.6 (-);
54.6 (-); 116.7 (d, Jor = 23.6 Hz, +); 120.2 (d, Jocr = 21.2 Hz, +); 125.5 (d, Jcr =
3.0 Hz, +); 133.8 (d, Jcr = 8.3 Hz, +); 137.5 (+); 139.2 (d, Jcr = 7.4 Hz, Cquan);
165.1 (d, Jor = 245.5 Hz, Cquan); 174.0 (C=0); 176.5 (C=0)

¥ [cm™): 3448 (v OH), 3064 (v CHarom), 2939 u. 2857 (v CH,), 2624 (v NH,"),
1701 u. 1648 (v C=0), 1586, 1458 u. 1446 (6 CH,), 1401, 1266, 1211, 1099,
982 u. 971 (trans-C=C-), 794, 751, 645, 521, 486, 457, 419

[M+H"] 249.4 (Base)

C14H47FN,O * 1.0 C4H,O4 * 0.7 H,0 (376.98)

ber.. C:57.35% H: 5.99 % N:7.43 %

gef. C:57.29% H:5.82 % N:7.34 %
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7.413 m-Chlorbenzoyl-Bispidin Fumarat 156

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:
IUPAC:
"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-fBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit 3-
Chlorbenzoylchlorid (175 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulenchromato-
graphischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) be-
nutzt. Man erhalt 362 mg (98 %) eines klaren Ols. Zur Entfernung der tBoc-
Schutzgruppe wird dieses Ol (280 mg, 0.77 mmol) nach AAV 4 fiir 12 Std. bei
RT geruhrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 200 mg (98 %) eines weilRen
Feststoffes. Zur Uberfiihrung dieses Feststoffes (132 mg, 0.50 mmol) in das
Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure (58 mg, 0.50 mmol) zum Einsatz.

126 mg (58 %); (56 % Uber 3 Schritte) — weiller Feststoff

163-165 °C (Zers.)

7-(3-Chlorbenzoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,O) & [ppm]: 2.00 (br m, 2 H); 2.22 (br s, 1 H); 2.43 (br s, 1 H);
3.30-3.40 (br m, 3 H); 3.42-3.54 (br m, 3 H); 3.84 (br d, J = 13.2 Hz, 1 H); 4.50
(brd, J=13.6 Hz, 1 H); 6.73 (s, 2.65 H); 7.39 (m, 1 H); 7.50 (m, 2 H); 7.57 (m, 1
H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.0 (+); 28.4 (+); 30.1 (-); 49.3 (-); 49.6 (-); 50.6 (-);
54.6 (-); 127.9 (+); 129.5 (+); 133.26 (+); 133.29 (+); 137.0 (Cquan); 137.4 (+);
139.0 (Cquart); 173.6 (C=0); 176.4 (C=0)

¥V [cm™]: 3445 (v OH), 3138 u. 3066 (v CHarom ), 2944 u. 2866 (v CH,), 2567 (v
NH,"), 1699 u. 1616 (v C=0), 1567, 1434 (5 CH,), 1338, 1258, 1205, 1166,
1098, 983 u. 969 (trans-C=C-), 903, 807, 759, 739, 676, 635, 563, 531, 475,
451

[M+H"] 265.5 (Base)

C14H47CIN,O * 1.32 C4H,O,4 * 0.85 H,0O (433.28)
ber.. C:53.45% H: 5.58 % N: 6.47 %
gef. C:53.35% H: 5.48 % N: 6.45 %
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7.414 m-Trifluormethylbenzoyl-Bispidin Fumarat 157

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:
IUPAC:
"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fur
72 Std. mit 3-Trifluormethylbenzoesdure (190 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur
saulenchromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und
MeOH (40:1) benutzt. Man erhéalt 190 mg (48 %) eines klaren Ols. Zur Ent-
fernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieses Ol (180 mg, 0.45 mmol) nach AAV
4 far 12 Std. bei RT geruhrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 126 mg (93 %)
eines klaren Ols. Zur Uberfiihrung diesen Ols (126 mg, 0.42 mmol) in das
Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure (49 mg, 0.42 mmol) zum Einsatz.

70 mg (39 %); (18 % uber 4 Schritte) — weilRer Feststoff

154-156 °C (Zers.)
7-(3-Trifluormethylbenzoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0O) & [ppm]: 2.01 (br m, 2 H); 2.22 (br s, 1 H); 2.44 (br s, 1 H);
3.32-3.56 (br m, 6 H); 3.81 (brd, J =13.3 Hz, 1 H); 4.54 (brd, J = 13.4 Hz, 1 H);
6.65 (s, 1.6 H); 7.68-7.90 (m, 4 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 27.9 (+); 28.4 (+); 30.1 (-); 49.4 (-); 49.6 (-); 50.5 (-);
54.7 (-); 126.61 (q, Jor = 271.8 Hz, Cquan); 126.63 (9, Jor = 3.8 Hz, +); 130.0 (q,
Jor = 3.6 Hz, +); 132.5 (+); 133.2 (+); 133.3 (q, Jor = 32.6 Hz, Cquan); 137.7 (+);
138.1 (Cquant); 175.0 (C=0); 176.4 (C=0)

¥ [cm™): 3440 (v OH), 2955 u. 2869 u. 2828 (v CH,), 2702 u. 2631 (v NH,"),
1680 u. 1637 (v C=0), 1459 (6 CH,), 1412, 1325, 1257, 1169, 1124, 1073, 985
u. 975 (trans-C=C-), 909, 806, 646, 516, 480, 456

[M+H"] 299.3 (Base)

C45H47F3N,0O * 0.8 C4H,0,4 * 1.6 H,O (419.99)

ber.. C:52.05% H: 5.62 % N: 6.67 %

gef. C:52.05% H: 5.69 % N:7.42 %
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7.415 m-Nitrobenzoyl-Bispidin Fumarat 158

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:
IUPAC:
"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-tBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit 3-Nitrobenzoylchlorid
(186 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulenchromatographischen Aufreinigung
wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) benutzt. Man erhalt 369 mg (97
%) eines gelblichen Ols. Zur Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieses Ol
(290 mg, 0.77 mmol) nach AAV 4 fir 18 Std. bei RT gerihrt. Nach der Auf-
arbeitung erhalt man 206 mg (97 %) eines gelblichen Ols. Zur Uberfiihrung
diesen Ols (87 mg, 0.32 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure
(37 mg, 0.32 mmol) zum Einsatz.

101 mg (79 %); (74 % uber 3 Schritte) — gelblicher Feststoff

166-169 °C (Zers.)

7-(3-Nitrobenzoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D2O) & [ppm]: 2.02 (br m, 2 H); 2.23 (br s, 1 H); 2.46 (br s, 1 H);
3.34-3.46 (br m, 4 H); 3.52-3.61 (br m, 2 H); 3.82 (br d, J = 12.9 Hz, 1 H); 4.55
(brd, J=13.6 Hz, 1 H); 6.68 (s, 2.0 H); 7.77 (m, 1 H); 7.90 (m, 1 H); 8.38 (m, 1
H); 8.40 (m, 1 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 27.9 (+); 28.4 (+); 30.1 (-); 49.4 (-); 49.6 (-); 50.5 (-);
54.6 (-); 125.0 (+); 128.0 (+); 133.2 (+); 136.1 (+); 137.6 (+); 138.8 (Cquart); 150.7
(Cquant); 174.5 (C=0); 175.4 (C=0)

¥ [cm™): 3443 (v OH), 3081 (v CHarom.), 2939 u. 2868 (v CH,), 2623 (v NH,"),
1707 u. 1643 (v C=0), 1535 (v N=0), 1482 u. 1462 u. 1439 (6 CHy), 1412, 1355
(v N=0), 1262, 1106, 978 u. 970 (trans-C=C-), 910, 816, 723, 644, 522, 467
[M+H"] 276.4 (Base)

C14H17N305 * 1.0 C4H404 * 0.75 H,0 (404.89)

ber.. C:53.40 % H: 5.60 % N: 10.38 %

gef.. C:53.44 % H: 5.63 % N: 10.47 %
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7.416 p-Methylbenzoyl-Bispidin Fumarat 159

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-tBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit 4-
Methylbenzoylchlorid (155 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulenchromato-
graphischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) be-
nutzt. Man erhalt 322 mg (92 %) eines klaren Ols. Zur Entfernung der tBoc-
Schutzgruppe wird dieses Ol (200 mg, 0.58 mmol) nach AAV 4 fiir 12 Std. bei
RT gerthrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 130 mg (92 %) eines gelblichen
Feststoffes. Zur Uberfiihrung dieses Feststoffes (49 mg, 0.20 mmol) in das
Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure (23 mg, 0.20 mmol) zum Einsatz.

49 mg (56 %); (47 % Uber 3 Schritte) — weiler Feststoff

166-167 °C (Zers.)

7-(4-Methylbenzoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]nonan Fumarat

(500 MHz, D,0) & [ppm]: 1.99 (br m, 2 H); 2.22 (br s, 1 H); 2.40 (s, 3 H); 2.42
(brs, 1 H); 3.30-3.40 (br m, 3 H); 3.43-3.53 (br m, 3 H); 3.93 (br s, 1 H); 4.50 (br
s, 1 H); 6.74 (s, 3.0 H); 7.38 (m, 4 H)

(125 MHz, D,0) 8 [ppm]: 23.4 (+); 28.1 (+); 28.4 (+); 30.3 (-); 49.4 (-); 49.7 (-);
50.6 (-); 54.8 (-); 129.8 (+); 132.1 (+); 134.2 (Cquan); 137.3 (+); 144.2 (Cquant);
173.4 (C=0); 178.3 (C=0)

¥ [cm™]: 3580, 3429 (v OH), 3106 (Vv CHarom), 2935 u. 2858 (v CHy), 2618 (v
NH,"), 1702 u. 1610 (v C=0), 1565, 1461 u 1439 (& CH,), 1373, 1294, 1264,
1206, 1165, 1099, 982 (trans-C=C-), 910, 834, 755, 682, 647, 561, 525, 470,
433

[M+H"] 245.4 (Base)

C15H20N20 * 1.5 C4H40,4 * 1.0 H,O (436.46)

ber. C:57.79% H:6.47 % N: 6.42 %

gef.. C:57.78 % H: 6.34 % N: 6.42 %
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7.417 p-tert-Butylbenzoyl-Bispidin Fumarat 160

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:
IUPAC:
"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

(0]

/ OH
® 00
NH,
O )
\/N

C(CHg)s

N-tBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit 4-tert-
Butylbenzoylchlorid (197 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur sdulenchromato-
graphischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) be-
nutzt. Man erhalt 384 mg (98 %) eines weilRen Feststoffes. Zur Entfernung der
tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (340 mg, 0.88 mmol) nach AAV 4 fir
12 Std. bei RT gertihrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 242 mg (96 %) eines
weilen Feststoffes. Zur Uberfiihrung dieses Feststoffes (113 mg, 0.39 mmol) in
das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure (46 mg, 0.39 mmol) zum Einsatz.

100 mg (60 %); (56 % uber 3 Schritte) — weiller Feststoff

151-153 °C (Zers.)

7-(4-tert-Butylbenzoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) & [ppm]: 1.34 (s, 9 H); 2.00 (br m, 2 H); 2.22 (br s, 1 H); 2.43
(br's, 1 H); 3.30-3.40 (br m, 3 H); 3.43-3.54 (br m, 3 H); 3.91 (br m, 1 H); 4.51
(brm, 1 H); 6.70 (s, 1.9 H); 7.44 (d, J= 8.5 Hz, 2 H); 7.62 (d, J = 8.6 Hz, 2 H)
(125 MHz, D,0) d [ppm]: 28.0 (+); 28.5 (+); 30.3 (-); 33.2 (+); 37.2 (Cquan); 49.4
(-); 49.6 (-); 50.6 (-); 54.8 (-); 128.6 (+); 129.8 (+); 134.4 (Cquan); 137.6 (+); 157.3
(Cquart); 174.2 (C=0); 178.1 (C=0)

¥ [cm™: 3491 (v OH), 2963 u. 2912 u. 2870 (v CH,), 2572 (v NH,"), 1705 u.
1611 (v C=0), 1444 (6 CH,), 1363, 1338, 1264, 1166, 975 (trans-C=C-), 909,
849, 646, 601, 542, 502, 456

[M+H"] 287.0 (Base)

C1gH26N,0 * 0.95 C4H,0O4 * 1.6 H,0O (425.51)

ber. C:61.54% H: 7.82 % N: 6.58 %

gef.. C:61.57 % H:7.85 % N: 6.60 %
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7.418 4-Biphenoyl-Bispidin Fumarat 161

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fur
12 Std. mit 4-Biphenylcarbonsdure (198 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulen-
chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH
(40:1) benutzt. Man erhalt 293 mg (72 %) eines klaren Ols. Zur Entfernung der
tBoc-Schutzgruppe wird dieses Ol (250 mg, 0.61 mmol) nach AAV 4 fiir 12 Std.
bei RT gerthrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 141 mg (75 %) eines klaren
Ols. Zur Uberfihrung diesen Ols (60 mg, 0.20 mmol) in das Fumarat kommt
AAV 7 mit Fumarsaure (23 mg, 0.20 mmol) zum Einsatz.

54 mg (63 %); (34 % uber 4 Schritte) — weiller Feststoff

148-150 °C (Zers.)
7-(Biphenyl-4-carbonyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D;0O) & [ppm]: 1.99 (br m, 2 H); 2.20 (br s, 1 H); 2.43 (br s, 1 H);
3.30-3.41 (br m, 3 H); 3.42-3.54 (br m, 3 H); 3.91 (br m, 1 H); 4.53 (br m, 1 H);
6.67 (s, 2.0 H); 7.48 (m, 1 H); 7.56 (m, 4 H); 7.74 (d, J=7.9Hz, 2 H); 7.79 (d, J
=8.3 Hz, 2 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.0 (+); 28.5 (+); 30.3 (-); 49.4 (-); 49.6 (-); 50.6 (-);
54.8 (-); 129.9 (+); 130.0 (+); 130.5 (+); 131.2 (+); 132.1 (+); 136.2 (Cguanr); 137.6
(+); 142.4 (Cquan); 145.5 (Cquart); 174.6 (C=0); 177.8 (C=0)

¥ [em™]: 3427 (v OH), 3056 u. 3030 (V CHarom.), 2933 u. 2863 (v CH,), 2604 (v
NH,"), 1705 u. 1624 (v C=0), 1423, 1337, 1262, 1171, 1098, 982 u. 970 (trans-
C=C-), 908, 851, 750, 700, 647, 541, 514, 477, 451

[M+H"] 307.5 (Base)

CaoH22N20 * 1.0 C4H,0,4 * 0.9 H,0 (438.69)

ber.. C:65.71 % H: 6.39 % N: 6.39 %

gef. C:65.75% H: 6.52 % N: 6.44 %



Experimenteller Teil | 175

7.419 p-Fluorbenzoyl-Bispidin Fumarat 162

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:
IUPAC:
"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:
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N-tBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit 4-
Fluorbenzoylchlorid (159 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulenchromato-
graphischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) be-
nutzt. Man erhalt 347 mg (98 %) eines klaren Ols. Zur Entfernung der tBoc-
Schutzgruppe wird dieses Ol (260 mg, 0.75 mmol) nach AAV 4 fiir 12 Std. bei
RT geriihrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 178 mg (96 %) eines klaren Ols.
Zur Uberfiihrung dieses Ols (87 mg, 0.35 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7
mit Fumarsaure (41 mg, 0.35 mmol) zum Einsatz.

126 mg (95 %); (89 % uber 3 Schritte) — weilder Feststoff

157-158 °C (Zers.)

7-(4-Fluorbenzoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]nonan Fumarat

(500 MHz, D,0O) & [ppm]: 2.00 (br m, 2 H); 2.22 (br s, 1 H); 2.43 (br s, 1 H);
3.31-3.39 (br m, 3 H); 3.44-3.54 (br m, 3 H); 3.91 (br m, 1 H); 4.51 (br m, 1 H);
6.69 (s, 1.8 H); 7.26 (m, 2 H); 7.52 (m, 2 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.0 (+); 28.4 (+); 30.2 (-); 49.4 (-); 49.6 (-); 50.6 (-);
54.8 (-); 118.6 (d, Jor = 22.1 Hz, +); 132.2 (d, Jcr = 8.9 Hz, +); 133.4 (d, Jof =
3.3 Hz, Cquant); 137.5 (+); 166.4 (d, Jcr = 248.2 Hz, Cquan); 174.2 (C=0); 177.2
(C=0)

¥ [cm™: 3427 (v OH), 3074 (v CHarom), 2955 u. 2860 (v CH,), 2703 (v NH,"),
1701 u. 1616 (v C=0), 1510, 1440 (6 CH,), 1372, 1266, 1227, 1160, 1123,
1099, 984 u. 969 (trans-C=C-), 851, 813, 761, 647, 591, 531, 481, 446

[M+H"] 249.6 (Base)

C14H47FN,O * 0.9 C4H,O4 * 1.5 H,0 (379.79)

ber.. C:55.66 % H: 6.26 % N: 7.38 %

gef. C:55.70 % H:6.25 % N:7.42 %
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7.4.20 p-Chlorbenzoyl-Bispidin Fumarat 163

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-tBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit 4-
Chlorbenzoylchlorid (175 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulenchromato-
graphischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) be-
nutzt. Man erhalt 355 mg (96 %) eines klaren Ols. Zur Entfernung der tBoc-
Schutzgruppe wird dieses Ol (300 mg, 0.82 mmol) nach AAV 4 fiir 12 Std. bei
RT geriihrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 211 mg (97 %) eines klaren Ols.
Zur Uberfiihrung dieses Ols (83 mg, 0.31 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7
mit Fumarsaure (36 mg, 0.31 mmol) zum Einsatz.

78 mg (63 %); (59 % Uber 3 Schritte) — weiller Feststoff

150-154 °C (Zers.)

7-(4-Chlorbenzoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]nonan Fumarat

(500 MHz, D,0O) & [ppm]: 2.00 (br m, 2 H); 2.22 (br s, 1 H); 2.43 (br s, 1 H);
3.30-3.40 (br m, 3 H); 3.42-3.54 (br m, 3 H); 3.87 (br m, 1 H); 4.50 (br m, 1 H);
6.70 (s, 2.0 H); 7.46 (d, J = 8.7 Hz, 2 H); 7.55 (d, J = 8.7 Hz, 2 H)

(125 MHz, D;0) & [ppm]: 28.0 (+); 28.5 (+); 30.2 (-); 49.4 (-); 49.6 (-); 50.6 (-);
54.7 (-); 131.4 (+); 131.8 (+); 135.8 (Cguan); 137.5 (+); 138.8 (Cquar); 174.1
(C=0); 177.0 (C=0)

¥ [cm™: 3433 (v OH), 3048 (v CHarom), 2936 u. 2864 (v CH,), 2613 (v NH,"),
1706 u. 1637 (v C=0), 1459 (6 CH,), 1423, 1395, 1337, 1262, 1174, 1097, 981
u. 970 (trans-C=C-), 908, 842, 757, 638, 579, 520, 492, 471, 436

[M+H™] 265.5 (Base)

C14H47CINO * 1.0 C4H40,4 * 0.75 H,0O (394.34)

ber.. C:54.83 % H:5.75 % N:7.10 %

gef. C:54.87% H: 5.63 % N: 6.97 %
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7.4.21 p-Brombenzoyl-Bispidin Fumarat 164

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:
IUPAC:
"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:
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N-tBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit 4-
Brombenzoylchlorid (219 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulenchromato-
graphischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) be-
nutzt. Man erhalt 406 mg (99 %) eines weillen Feststoffes. Zur Entfernung der
tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (320 mg, 0.78 mmol) nach AAV 4 fiir
18 Std. bei RT gerihrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 237 mg (98 %) eines
klaren Ols. Zur Uberfihrung dieses Ols (134 mg, 0.43 mmol) in das Fumarat
kommt AAV 7 mit Fumarsaure (50 mg, 0.43 mmol) zum Einsatz.

143 mg (78 %); (76 % uber 3 Schritte) — weilder Feststoff

147-149 °C (Zers.)

7-(4-Brombenzoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0O) & [ppm]: 2.00 (br m, 2 H); 2.22 (br s, 1 H); 2.42 (br s, 1 H);
3.29-3.39 (br m, 3 H); 3.42-3.54 (br m, 3 H); 3.86 (br m, 1 H); 4.50 (br m, 1 H);
6.68 (s, 1.7 H); 7.39 (d, J=8.4 Hz, 2 H); 7.70 (d, J = 8.4 Hz, 2 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.0 (+); 28.4 (+); 30.2 (-); 49.4 (-); 49.6 (-); 50.6 (-);
54.7 (-); 1271 (Cquan); 131.5 (+); 134.7 (+); 136.2 (Cquan); 137.6 (+); 174.4
(C=0); 177.0 (C=0)

¥ [em™]: 3433 (v OH), 3053 (v CHarom), 2934 u. 2863 (v CH,), 2602 (v NH,"),
1705 u. 1636 (v C=0), 1458 (5 CH,), 1421, 1390, 1261, 1169, 1097, 1012, 970
(trans-C=C-), 908, 837, 754, 646, 520, 470, 434

[M+H'] 309.4 und 311.4 (Base)

C4H47BrN,O * 0.85 C4H,O4 * 0.7 H,0 (420.48)
ber. C:49.70 % H:5.32 % N: 6.66 %
gef.. C:49.73 % H: 5.29 % N: 6.59 %
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7.4.22 p-Nitrobenzoyl-Bispidin Fumarat 165

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fiir
12 Std. mit 4-Nitrobenzoesaure (167 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulen-
chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH
(40:1) benutzt. Man erhalt 184 mg (49 %) eines gelblichen Feststoffes. Zur Ent-
fernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (170 mg, 0.45 mmol) nach
AAV 5 mit wasserfreiem ZnBr, (204 mg, 0.90 mmol) fir 12 Std. bei RT geruhrt.
Nach der Aufarbeitung erhalt man 76 mg (61 %) eines gelblichen Feststoffes.
Zur Uberfiihrung dieses Feststoffes (42 mg, 0.15 mmol) in das Fumarat kommt
AAV 7 mit Fumarsaure (18 mg, 0.15 mmol) zum Einsatz.

37 mg (54 %); (20 % Uber 4 Schritte) — gelblicher Feststoff

144-146 °C (Zers.)

7-(4-Nitrobenzoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) 8 [ppm]: 1.96-2.07 (br m, 2 H); 2.23 (br s, 1 H); 2.46 (br s, 2 H);
3.34-3.49 (brm, 6 H); 3.77 (brd, J=13.4 Hz, 1 H); 4.50 (brd, J = 14.0 Hz, 1 H);
6.73 (s, 2.0H); 7.72 (d, J=8.9 Hz, 2 H); 7.57 (d, J=8.9 Hz, 2 H)

(125 MHz, D,0O) & [ppm]: 27.9 (+); 28.4 (+); 30.1 (-); 49.3 (-); 49.5 (-); 50.5 (-);
54.5 (-); 127.0 (+); 130.9 (+); 137.6 (+); 143.7 (Cquan); 151.3 (Cquant); 174.5
(C=0); 175.8 (C=0)

¥ [em™]: 3433 (v OH), 3105 u. 3070 (V CHarom.), 2936 u. 2866 (v CH,), 2607 (v
NH,"), 1704 u. 1634 (v C=0), 1600, 1521 (v N=0), 1526, 1353 (v N=0), 1263,
1175, 1097, 983 u. 969 (trans-C=C-), 864, 848, 721, 647, 517, 476

[M+H"] 276.3 (Base)

C14H17N303 * 1.0 C4H40O4 * 3.0 H,0 (445.43)
ber.. C:48.54 % H:6.11 % N: 9.43 %
gef.. C:48.42% H: 5.82 % N: 10.33 %



Experimenteller Teil | 179

7.4.23 p-Cyanobenzoyl-Bispidin 166

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:
IUPAC:
"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

NH

CN

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fiir
12 Std. mit 4-Cyanobenzoesaure (147 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulen-
chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (9:1)
benutzt. Man erhalt 109 mg (31 %) eines weillen Feststoffes. Zur Entfernung
der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (100 mg, 0.28 mmol) nach AAV 4
fur 2 Std. bei RT gerlhrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 69 mg (96 %) eines
weilen Feststoffes.

69 mg (96 %); (30 % Uber 2 Schritte) — weiller Feststoff

157 °C (Zers.)

7-(4-Cyanobenzoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]nonan

(500 MHz, D,0O) & [ppm]: 1.68 (br s, 1 H); 1.88 (br m, 3 H); 2.12 (br m, 1 H);
3.00 (br s, 1 H); 3.05 (d, J=12.2 Hz, 2 H); 3.14 (brd, J = 12.1 Hz, 1 H); 3.27 (br
d, J=11.3 Hz, 1 H); 3.36 (brd, J=10.1 Hz, 1 H); 3.66 (brd, J = 10.8 Hz, 1 H);
481 (brd, J=11.7Hz, 1 H); 7.51 (d, J=8.0 Hz, 2 H); 7.70 (d, J = 8.0 Hz, 2 H)
(125 MHz, D,0O) & [ppm]: 28.4 (+); 28.8 (+); 32.2 (-); 47.1 (-); 51.0 (-); 51.3 (-);
52.7 (-); 113.1 (Cquant); 118.4 (Cquant); 127.6 (+); 132.6 (+); 141.7 (Cquart); 168.9
(C=0)

¥ [cm™]: 3365 (v OH), 3088 u. 3071 u. 3058 (V CHarom ), 2976 u. 2966 u. 2920 u.

2898 u. 2849 (v CH,), 2234 (v CN), 1633 (v C=0), 1436 (5 CH,), 1320, 1257,
1238, 1216, 1124, 1098, 927, 914, 850, 805, 759, 740, 591, 543, 530

[M+H"] 256.1 (Base)

C15H47N30 * 0.25 H,0 (259.82)
ber.. C:69.34 % H:6.79 % N: 16.17 %
gef.. C:69.73 % H: 6.82 % N: 15.65 %
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7.4.24 o,p-Dimethoxybenzoyl-Bispidin Fumarat 167

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

OMe

N-tBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit 24-
Dimethoxybenzoylchlorid (201 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulenchromato-
graphischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) be-
nutzt. Man erhalt 325 mg (82 %) eines weillen Feststoffes. Zur Entfernung der
tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (320 mg, 0.82 mmol) nach AAV 5 mit
wasserfreiem ZnBr, (369 mg, 1.64 mmol) fir 12 Std. bei RT gerthrt. Nach der
Aufarbeitung erhalt man 231 mg (97 %) eines gelblichen Ols. Zur Uberfihrung
dieses Ols (96 mg, 0.33 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure
(38 mg, 0.33 mmol) zum Einsatz.

106 mg (78 %); (62 % Uber 3 Schritte) — leicht gelblicher Feststoff
175 °C (Zers.)
7-(2,4-Dimethoxybenzoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) & [ppm]: 1.98 (br d, J = 13.4 Hz, 1 H); 2.04 (br d, J = 13.7 Hz, 1
H): 2.16 (br s, 1 H); 2.40 (br s, 1 H); 3.25 (br d, J = 13.6 Hz, 1 H); 3.33-3.42 (br
m, 3 H); 3.48 (br d, J = 12.8 Hz, 1 H); 3.61 (br d, J = 12.6 Hz, 1 H); 3.72 (br d, J
= 14.4 Hz, 1 H); 3.88 (s, 3 H); 3.90 (s, 3 H); 4.55 (br d, J = 13.8 Hz, 1 H); 6.68
(s, 1.8 H); 6.74 (m, 2 H); 7.23 (d, J = 8.8 Hz, 1 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.4 (+); 31.1 (-); 49.2 (-); 50.8 (-); 51.0 (-); 54.2 (-);
58.3 (+); 58.5 (+); 101.5 (+); 109.5 (+); 119.4 (Cquan); 132.2 (+); 137.5 (+); 158.0
(Cquar); 165.0 (Cquar); 174.3 (C=0); 175.2 (C=0)

¥ [em™): 3442 (v OH), 3200 (v CHarwom), 2951 u. 2843 (v CH,), 2598 (v NH,"),
1704 u. 1628 u. 1611 (v C=0), 1508, 1433 (5 CH,), 1261, 1212, 1171, 1130,
1022, 985 u. 970 (trans-C=C-), 910, 831, 647, 617, 516, 468

[M+H'] 291.4 (Base)

C16H22N203 * 0.9 C4H404 * 1.0 H,O (412.84)
ber.. C:57.02% H:6.74 % N: 6.79 %
gef.. C:56.94 % H:6.74 % N: 6.81 %
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7.4.25 Nicotinoyl-Bispidin Fumarat 168

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:

IUPAC:

"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fiir
12 Std. mit Nicotinsaure (185 mg, 1.5 mmol) umgesetzt. Zur sdulenchromato-
graphischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (9:1) benutzt.
Man erhalt 197 mg (59 %) eines klaren Ols. Zur Entfernung der tBoc-
Schutzgruppe wird dieses Ol (175 mg, 0.53 mmol) nach AAV 5 mit wasser-
freiem ZnBr, (358 mg, 1.58 mmol) fir 72 Std. bei RT gerlhrt. Nach der Auf-
arbeitung erhalt man 105 mg (86 %) eines klaren Ols. Zur Uberfiihrung diesen
Ols (48 mg, 0.21 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarséure (24 mg,
0.21 mmol) zum Einsatz.

47 mg (63 %); (32 % Uber 4 Schritte) — weiler Feststoff

144-148 °C (Zers.)

7-Nicotinoyl-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,O) & [ppm]: 2.01 (br m, 2 H); 2.25 (br s, 1 H); 2.45 (br s, 1 H);
3.33-3.40 (br m, 3 H); 3.46 (brd, J=13.3 Hz, 1 H); 3.52 (brd, J = 12.7 Hz, 1 H);
3.59 (brd, J=13.0 Hz, 1 H); 3.84 (brd, J = 12.8 Hz, 1 H); 4.54 (brd, J = 13.6
Hz, 1 H); 6.65 (s, 2.0 H); 7.68 (dd, J = 8.0, 5.2 Hz, 1 H); 8.10 (ddd, J = 8.0, 2.1,
1.6 Hz, 1 H); 8.71 (m, 2 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 27.9 (+); 28.4 (+); 30.1 (-); 49.4 (-); 49.6 (-); 50.5 (-);
54.5 (-); 127.6 (+); 134.6 (Cquant); 137.7 (+); 140.4 (+); 148.6 (+); 151.9 (+); 174.3
(C=0); 174.9 (C=0)

¥ [cm™): 3433 (v OH), 3060 (v CHarom.), 2955 u. 2868 (v CH,), 2620 (v NH,"),
1701 u. 1635 (v C=0), 1459 (d CH,), 1411, 1264, 1167, 1100, 984 u. 969
(trans-C=C-), 909, 824, 743, 727, 709, 647, 517, 462

[M+H"] 232.3 (Base)

C43H47N30 * 1.0 C4H,0,4 * 0.6 H,O (358.18)

ber. C:57.01% H:6.25 % N: 11.73 %

gef.. C:57.03% H:6.24 % N: 11.62 %
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7.4.26 2-Pyrazinoyl-Bispidin Fumarat 169

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-tBoc-Bispidin 93 (249 mg, 1.1 mmol) wird nach AAV 3 fur 12 Std. mit Pyrazin-
2-carbonséaure (124 mg, 1.0 mmol) umgesetzt. Zur saulenchromatographischen
Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (40:1) benutzt. Man erhalt
285 mg (86 %) eines weillen Feststoffes. Zur Entfernung der tBoc-
Schutzgruppe wird dieser Feststoff (231 mg, 0.69 mmol) nach AAV 5 mit
wasserfreiem ZnBr, (469 mg, 2.08 mmol) fur 12 Std. bei RT gerlhrt. Nach der
Aufarbeitung erhalt man 160 mg (99 %) eines gelblichen Ols. Zur Uberfiihrung
diesen Ols (160 mg, 0.69 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure
(80 mg, 0.69 mmol) zum Einsatz.

187 mg (76 %); (65 % uber 4 Schritte) — oranger Feststoff

154-156 °C (Zers.)

7-(Pyrazin-2-carbonyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) 6 [ppm]: 2.06 (br s, 2 H); 2.22 (br s, 1 H); 2.45 (br s, 1 H); 3.37-
3.47 (br m, 4 H); 3.55 (brd, J=12.2 Hz, 1 H); 3.72 (br d, J = 12.3 Hz, 1 H); 4.00
(brd, J=13.1 Hz, 1 H); 4.50 (br d, J = 13.2 Hz, 1 H); 6.68 (s, 2.0 H); 8.77 (m, 2
H); 8.91 (m, 1 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.4 (+); 28.6 (+); 30.9 (-); 49.8 (-); 50.2 (-); 50.3 (-);
54.0 (-); 137.6 (+); 146.8 (+); 147.2 (+); 148.8 (+); 150.8 (Cquant); 172.4 (C=0);
174.4 (C=0)

¥ [em™]: 3506 u. 3446 (v OH), 3046 (v CHarom.), 2934 u. 2866 (v CH,), 2703 (v
NH,"), 1701 u. 1639 (v C=0), 1459 u. 1433 (8 CH,), 1392, 1360, 1341, 1272,
1184, 1101, 1019, 985 u. 967 (trans-C=C-), 861, 645, 515, 414

[M+H'] 233.4 (Base)

C12H16N4O * 1.0 C4H404 * 0.5 H,0O (357.37)
ber.. C:53.78% H: 5.92 % N: 15.68 %
gef.. C:53.79% H: 5.90 % N: 15.62 %
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7.4.27 5-Bromnicotinoyl-Bispidin Fumarat 170

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:

IUPAC:

"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fir
12 Std. mit 5-Bromnicotinsaure (303 mg, 1.5 mmol) umgesetzt. Zur saulen-
chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH
(40:1) benutzt. Man erhalt 166 mg (41 %) eines klaren Ols. Zur Entfernung der
tBoc-Schutzgruppe wird dieses Ol (210 mg, 0.51 mmol) nach AAV 5 mit
wasserfreiem ZnBr, (231 mg, 1.02 mmol) fiir 48 Std. bei RT gerthrt. Nach der
Aufarbeitung erhalt man 142 mg (89 %) eines gelblichen Ols. Zur Uberfihrung
diesen Ols (81 mg, 0.26 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure
(30 mg, 0.26 mmol) zum Einsatz.

84 mg (75 %); (27 % Uber 4 Schritte) — weiller Feststoff

186-187 °C (Zers.)

7-(5-Bromnicotinoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) & [ppm]: 2.01 (br m, 2 H); 2.25 (br s, 1 H); 2.44 (br s, 1 H); 3.36
(brm, 3 H); 3.45 (brd, J = 13.4 Hz, 1 H); 3.52 (brd, J = 12.6 Hz, 1 H); 3.59 (br
d, J=13.2 Hz, 1 H); 3.83 (brd, J = 13.0 Hz, 1 H); 4.52 (br d, J = 13.9 Hz, 1 H);
6.68 (s, 1.84 H); 8.18 (dd, J=2.1, 1.9 Hz, 1 H); 8.61 (dd, J = 1.7 Hz, 1 H); 8.79
(dd, J=2.1 Hz, 1 H)

(125 MHz, D;0) & [ppm]: 27.9 (+); 28.4 (+); 30.0 (-); 49.4 (-); 49.5 (-); 50.4 (-);
54.5 (-); 123.4 (Cquan); 135.3 (Cquant); 137.6 (+); 141.2 (+); 148.0 (+); 154.4 (+);
173.2 (C=0); 174.5 (C=0)

¥ [cm™): 3440 (v OH), 3041 (v CHarom.), 2961 u. 2867 u. 2840 (v CHy), 2630 (v
NH,"), 1697 u. 1639 (v C=0), 1438 (& CH,), 1401, 1262, 1103, 1094, 984 u.
969 (trans-C=C-), 903, 749, 674, 647, 518

[M+H"]310.3 und 312.3 (Base)

C13H6BrN3O * 0.92 C4H40, * 0.6 H,O (427.79)

ber.. C:46.83 % H:4.92 % N: 9.82 %

gef. C:46.77 % H: 4.93 % N: 9.78 %
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7.4.28 2-Furanoyl-Bispidin Fumarat 171

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-fBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit 2-
Furancarbonsaurechlorid (131 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur sdulenchromato-
graphischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) be-
nutzt. Man erhalt 267 mg (82 %) eines gelblichen Feststoffes. Zur Entfernung
der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (240 mg, 0.75 mmol) nach AAV 4
fur 12 Std. bei RT gerUhrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 164 mg (99 %)
eines gelblichen Ols. Zur Uberfihrung dieses Ols (79 mg, 0.36 mmol) in das
Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure (42 mg, 0.36 mmol) zum Einsatz.

48 mg (38 %); (31 % Uber 3 Schritte) — leicht gelblicher Feststoff

157-162 °C (Zers.)

7-(Furan-2-carbonyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) & [ppm]: 2.05 (br m, 2 H); 2.37 (br s, 2 H); 3.35-3.45 (br m, 4
H); 3.57 (brd, J =13.0 Hz, 2 H); 4.51 (br d, J = 13.2 Hz, 2 H); 6.65 (dd, J = 3.6,
1.8 Hz, 1 H); 6.69 (s, 2.0 H); 7.13 (dd, J = 3.6, 0.6 Hz, 1 H); 7.73 (dd, J = 1.8,
0.6 Hz, 1 H)"

(125 MHz, D,0) d [ppm]: 28.4 (+); 30.7 (-); 50.2 (-); 114.6 (+); 120.8 (+); 137.6
(+); 148.6 (+); 148.7 (Cquart); 166.7 (C=0); 174.5 (C=0)

¥ [cm™): 3426 (v OH), 3122 u. 3104 (v CHarom ), 2988 u. 2936 u. 2863 u. 2826 (v
CH,), 2710 (v NHy"), 1701 u. 1613 (v C=0), 1564, 1484 u. 1459 (5 CH,), 1422,
1264, 1185, 1100, 983 u. 968 (trans-C=C-), 920, 753, 663, 647, 592, 558, 503,
459, 417

[M+H"] 221.1 (Base)

C12H16N20O, * 1.0 C4H404 * 1.0 H,0 (354.36)
ber. C:54.23% H: 6.26 % N:7.91 %
gef.: C:54.24 % H: 6.40 % N:7.91 %

+

Diese Substanz wurde bereits patentiert. Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur []berein379
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7.4.29 2-Thiophenoyl-Bispidin Fumarat 172

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:
IUPAC:
"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

(0]

/ OH
® 00
NH,
O )
\/N

/ S

=

N-tBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit 2-
Thiophencarbonsaurechlorid (147 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulen-
chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH
(20:1) benutzt. Man erhalt 275 mg (80 %) eines weilRen Feststoffes. Zur Ent-
fernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (240 mg, 0.71 mmol) nach
AAV 4 fur 12 Std. bei RT gerihrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 150 mg (89
%) eines gelblichen Feststoffes. Zur Uberfilhrung dieses Feststoffes (67 mg,
0.28 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure (33 mg, 0.28 mmol)
zum Einsatz.

73 mg (70 %); (50 % uber 3 Schritte) — weilder Feststoff

158-162 °C (Zers.)
7-(Thiophen-2-carbonyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) & [ppm]: 2.03 (br m, 2 H); 2.36 (br s, 2 H); 3.35-3.40 (br m, 2
H); 3.44-3.56 (br m, 4 H); 4.46 (br d, J = 13.8 Hz, 2 H); 6.69 (s, 1.9 H); 7.19 (dd,
J=5.0,3.7Hz, 1 H); 7.50 (dd, J= 3.7, 1.0 Hz, 1 H); 7.72 (dd, J = 5.0, 0.8 Hz, 1
H)

(125 MHz, D,0) d [ppm]: 28.4 (+); 30.4 (-); 50.2 (-); 130.2 (+); 133.3 (+); 133.8
(+); 137.6 (+); 138.1 (Cquart); 171.2 (C=0); 174.4 (C=0)

¥ [em™): 3379 (v OH), 3089 (v CHarom.), 2947 u. 2924 u. 2862 (v CHy), 2609 (v
NH,"), 1702 u. 1610 (v C=0), 1564, 1472 u. 1456 (& CH,), 1420, 1376, 1290,

1262, 1205, 1125, 1048, 989 u.969 (trans-C=C-), 955, 912, 865, 845, 743, 648,
555, 528, 463, 415

[M+H'] 237.1 (Base)

C12H16N,OS * 0.95 C4,H40,4 * 1.25 H,0 (369.13)
ber.. C:51.41% H: 6.06 % N:7.52 %
gef. C:5141 % H: 6.09 % N: 7.59 %
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7.4.30 2-Methylpyrroloyl-Bispidin Fumarat 173

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:

"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-tBoc-Bispidin 93 (249 mg, 1.1 mmol) wird nach AAV 3 fir 12 Std. mit 1-
Methylpyrrol-2-carbonsaure (125 mg, 1.0 mmol) umgesetzt. Zur saulen-
chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH
(40:1) benutzt. Man erhalt 325 mg (98 %) eines gelblichen Feststoffes. Zur Ent-
fernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (297 mg, 0.89 mmol) nach
AAV 5 mit wasserfreiem ZnBr, (602 mg, 2.67 mmol) fur 12 Std. bei RT geruhrt.
Nach der Aufarbeitung erhdlt man 201 mg (97 %) eines gelblichen Ols. Zur
Uberfiihrung diesen Ols (201 mg, 0.86 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit
Fumarsaure (100 mg, 0.86 mmol) zum Einsatz.

226 mg (67 %); (64 % uber 3 Schritte) — gelblicher Feststoff

136-137 °C (Zers.)
7-(1-Methyl-1H-pyrrol-2-carbonyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]nonan
Fumarat

(500 MHz, D,O) & [ppm]: 2.01 (br m, 2 H); 2.35 (br s, 2 H); 3.36-3.44 (br m, 4
H); 3.54 (brd, J = 13.4 Hz, 2 H); 3.72 (s, 3H); 4.47 (brd, J = 14.0 Hz, 2 H); 6.22
(dd, J =3.9, 2.6 Hz, 1 H); 6.55 (dd, J = 3.9, 1.6 Hz, 1 H); 6.72 (s, 2.4 H); 6.95
(dd, J=2.2,1.7 Hz, 1 H)

(125 MHz, D,O) & [ppm]: 28.4 (+); 30.7 (-); 38.0 (+); 50.3 (-); 110.0 (+); 117.4
(+); 127.1 (Cquan); 137.5 (+); 170.5 (C=0); 173.9 (C=0)

¥V [cm™: 3434 (v OH), 3108 (v CHarom.), 2952 u. 2866 (v CH,), 2627 (v NH,"),
1709 u. 1617 (v C=0), 1430 (d CH,), 1389, 1299, 1254, 1169, 1096, 972 (trans-
C=C-), 910, 736, 638, 609, 550, 502, 455

[M+H"] 234.4 (Base)

C13H1gN3O * 1.2 C4H404 * 0.95 H,0 (389.72)
ber.. C:54.86 % H: 6.65 % N: 10.78 %
gef.: C:54.91% H: 6.50 % N: 10.82 %
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7.4.31 2-Indoloyl-Bispidin Fumarat 174

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

o

— OH
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NH,
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N-tBoc-Bispidin 93 (249 mg, 1.1 mmol) wird nach AAV 3 fir 12 Std. mit Indol-2-
carbonsaure (161 mg, 1.0 mmol) umgesetzt. Zur saulenchromatographischen
Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (40:1) benutzt. Man erhalt
353 mg (96 %) eines weillen Feststoffes. Zur Entfernung der (Boc-
Schutzgruppe wird dieser Feststoff (340 mg, 0.37 mmol) nach AAV 4 fir 4 Std.
bei RT geriihrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 244 mg (98 %) eines klaren
Ols. Zur Uberfihrung diesen Ols (244 mg, 0.91 mmol) in das Fumarat kommt
AAV 7 mit Fumarsaure (105 mg, 0.91 mmol) zum Einsatz.

228 mg (67 %); (63 % Uber 3 Schritte) — weiler Feststoff

198-200 °C (Zers.)
7-(1H-Indol-2-carbonyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,O) & [ppm]: 1.97 (br m, 2 H); 2.28 (br s, 2 H); 3.25-3.34 (br m, 3
H); 3.39-3.47 (br m, 3 H); 4.51 (brd, J =16.3 Hz, 2 H); 6.62 (s, 1.5 H); 6.91 (d, J
= 0.7 Hz, 1 H); 7.20 (ddd, J = 8.0, 7.1, 0.9 Hz, 1 H); 7.36 (ddd, J=8.2, 7.0, 1.1
Hz, 1 H); 7.55 (dd, J=8.3,0.8 Hz, 1 H); 7.75 (d, J = 8.1 Hz, 1 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.3 (+); 30.4 (-); 50.2 (-); 109.8 (+); 115.0 (+); 123.5
(+); 125.0 (+); 127.7 (+); 129.6 (Cquant); 131.8 (Cquart); 137.7 (+); 138.9 (Cquan);
169.4 (C=0); 175.0 (C=0)

¥ [em™]: 3422 (v OH), 3058 (v CHarom.), 2982 u. 2935 u. 2865 (v CH,), 2628 (v
NH,"), 1701 u. 1617 (v C=0), 1528, 1420 (& CH,), 1255, 1139, 1101, 970
(trans-C=C-), 909, 814, 749, 648, 572, 511, 459, 434

[M+H"] 270.3, [M-H"] 268.4 (Base)

C1gH19N30 * 0.75 C4H,O4 * 1.0 H,O (374.42)

ber.. C:60.95 % H: 6.46 % N: 11.22 %

gef.. C:61.02% H:6.32 % N: 11.23 %
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7.4.32 3-Indoloyl-Bispidin Fumarat 175

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-tBoc-Bispidin 93 (249 mg, 1.1 mmol) wird nach AAV 3 fiir 12 Std. mit Indol-3-
carbonsaure (161 mg, 1.0 mmol) umgesetzt. Zur saulenchromatographischen
Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) benutzt. Man erhalt
85 mg (23 %) eines weillen Feststoffes. Zur Entfernung der tBoc-Schutzgruppe
wird dieser Feststoff (135 mg, 0.37 mmol) nach AAV 4 flr 2 Std. bei RT gerihrt.
Nach der Aufarbeitung erhalt man 97 mg (99 %) eines gelblichen Ols. Zur Uber-
fuhrung diesen Ols (96 mg, 0.36 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit
Fumarsaure (41 mg, 0.36 mmol) zum Einsatz.

76 mg (56 %); (13 % Uber 3 Schritte) — weiller Feststoff

185-190 °C (Zers.)
7-(1H-Indol-3-carbonyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0O) & [ppm]: 1.98 (br m, 2 H); 2.28 (br s, 2 H); 3.30-3.35 (br m, 2
H); 3.40-3.48 (br m, 4 H); 4.46 (br d, J = 13.5 Hz, 2 H); 6.62 (s, 1.6 H); 7.27
(ddd, J=8.1,71,1.1 Hz, 1 H); 7.32 (ddd, J=8.2, 7.1, 1.2 Hz, 1 H); 7.58 (d, J =
79Hz, 1H);7.70 (s, 1 H); 7.79 (d, J=7.9 Hz, 1 H)

(125 MHz, D,0O) & [ppm]: 28.4 (+); 30.5 (-); 50.3 (-); 52.0 (br, -); 111.0 (Cquan);
115.2 (+); 123.2 (+); 124.1 (+); 125.8 (+); 128.9 (Cquan); 132.0 (+); 137.7 (+);
138.5 (Cquart); 173.9 (C=0); 175.1 (C=0)

¥ [cm™: 3398 (v OH), 3048 (v CHarom), 2928 u. 2860 (v CH,), 2629 (v NH,"),
1701 u. 1600 (v C=0), 1529, 1437 (6 CH,), 1248, 1205, 1127, 1107, 985 (trans-
C=C-), 909, 752, 648, 571, 505, 460, 431

[M+H™] 270.3, [M-H"]268.3 (Base)

C16H19N3O * 0.8 C4H,0,4 * 1.1 H,O (382.02)

ber.. C:60.37 % H:6.44 % N: 11.00 %

gef. C:60.35% H:6.43 % N: 11.13 %
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7.4.33 2-Chinolinoyl-Bispidin Fumarat 176

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:

IUPAC:

"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

[0}

/ OH
® 00
NH,
O )
\/N
N

7\

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fur
72 Std. mit Chinolin-2-carbonsaure (173 mg, 1.0 mmol) umgesetzt. Zur sdulen-
chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH
(20:1) benutzt. Man erhalt 210 mg (55 %) eines klaren Ols. Zur Entfernung der
tBoc-Schutzgruppe wird dieses Ol (180 mg, 0.47 mmol) nach AAV 5 mit
wasserfreiem ZnBr, (213 mg, 0.94 mmol) fur 72 Std. bei RT gerlhrt. Nach der
Aufarbeitung erhalt man 130 mg (98 %) eines gelblichen Ols. Zur Uberfiihrung
diesen Ols (60 mg, 0.21 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsdure
(25 mg, 0.21 mmol) zum Einsatz.

49 mg (56 %); (30 % uber 4 Schritte) — gelblicher Feststoff

145-150 °C (Zers.)
7-(Chinolin-2-carbonyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D;O) & [ppm]: 2.06 (br m, 2 H); 2.13 (br s, 1 H); 2.46 (br s, 1 H);
3.40-3.49 (br m, 4 H); 3.65 (br m, 2 H); 3.83 (brd, J = 13.4 Hz, 1 H); 4.56 (br d,
J =129 Hz, 1 H); 6.62 (s, 2.0 H); 7.70 (d, J = 8.5 Hz, 1 H); 7.72 (ddd, J = 8.1,
7.0, 1.0 Hz, 1 H); 7.87 (ddd, J=8.5,6.9, 1.4 Hz, 1 H); 7.98 (d, J = 8.5 Hz, 1 H);
8.01(d, J=8.1Hz, 1H);852(d, J=8.4Hz, 1H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.4 (+); 28.6 (+); 30.9 (-); 50.0 (-); 50.1 (-); 50.3 (-);
53.5 (-); 122.5 (+); 130.6 (+); 131.2 (+); 131.3 (+); 134.2 (+); 137.5 (+); 142.3
(+); 148.7 (Cquant); 155.1 (Cquar); 174.4 (C=0); 174.6 (C=0)

¥ [cm™): 3433 (v OH), 3060 (v CHarom.), 2932 u. 2866 (v CH,), 2609 (v NH,"),
1702 u. 1641 (v C=0), 1471 (d CH,), 1423, 1376, 1252, 1122, 1098, 973 (trans-
C=C-), 907, 846, 777, 646, 623, 550, 527, 484

[M+H"] 282.5 (Base)

C17H1gN3O * 1.0 C4H404 * 0.75 H,0 (410.94)
ber. C:61.38% H: 6.01 % N: 10.23 %
gef.: C:61.34 % H:6.13 % N: 10.23 %
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7.4.34 4-Chinolinoyl-Bispidin Fumarat 177

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fir
72 Std. mit Chinolin-4-carbonsaure (173 mg, 1.0 mmol) umgesetzt. Zur saulen-
chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH
(20:1) benutzt. Man erhalt 177 mg (46 %) eines klaren Ols. Zur Entfernung der
tBoc-Schutzgruppe wird dieses Ol (150 mg, 0.39 mmol) nach AAV 5 mit
wasserfreiem ZnBr, (177 mg, 0.79 mmol) fur 72 Std. bei RT gerlhrt. Nach der
Aufarbeitung erhalt man 98 mg (89 %) eines gelblichen Ols. Zur Uberfiihrung
diesen Ols (45 mg, 0.16 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsdure
(19 mg, 0.16 mmol) zum Einsatz.

49 mg (67 %); (30 % uber 4 Schritte) — weiller Feststoff

168-170 °C (Zers.)
7-(Chinolin-4-carbonyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0O) & [ppm]: 2.00 (br m, 2 H); 2.09 (br s, 1 H); 2.50 (br s, 1 H);
3.30-3.42 (br m, 4 H); 3.45-3.60 (br m, 3 H); 4.65 (br d, J = 13.9 Hz, 1 H); 6.63
(s,2.0H); 7.73 (d, J=8.2Hz, 1 H); 7.79 (m, 1 H); 7.83 (d, J = 4.7 Hz, 1 H); 7.96
(m,1H); 817 (d, J=8.5Hz, 1H);9.01 (d, J=4.7 Hz, 1 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 27.7 (+); 28.1 (+); 29.8 (-); 48.7 (-); 49.2 (-); 50.5 (-);
53.3 (-); 121.1 (+); 126.7 (Cquart); 127.5 (+); 129.8 (+); 132.1 (+); 135.0 (+); 137.6
(+); 146.8 (Cquart); 147.9 (Cquant); 152.0 (+); 174.1 (C=0); 174.9 (C=0)

¥ [em™]: 3424 (v OH), 3086 u. 3049 (v CHarom.), 2955 u. 2861 (v CH,), 2636 (v
NH,"), 1700 u. 1646 (v C=0), 1457 (5 CH,), 1419, 1260, 1209, 985 u. 967
(trans-C=C-), 878, 760, 663, 648, 641, 630, 518, 472, 446

[M+H"] 282.3 (Base)

C47H19N30 * 1.0 C4H,04 * 1.45 H,0 (423.55)

ber.. C:59.55% H: 6.16 % N:9.92 %

gef.. C:59.51 % H: 6.08 % N: 9.98 %
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7.4.35 6-Chinolinoyl-Bispidin Fumarat 178

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:

IUPAC:

"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fir
72 Std. mit Chinolin-6-carbonsaure (173 mg, 1.0 mmol) umgesetzt. Zur saulen-
chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH
(20:1) benutzt. Man erhalt 303 mg (79 %) eines klaren Ols. Zur Entfernung der
tBoc-Schutzgruppe wird dieses Ol (270 mg, 0.71 mmol) nach AAV 5 mit
wasserfreiem ZnBr, (319 mg, 1.42 mmol) fiir 72 Std. bei RT gerthrt. Nach der
Aufarbeitung erhalt man 191 mg (96 %) eines klaren Ols. Zur Uberfihrung
diesen Ols (45 mg, 0.16 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure
(19 mg, 0.16 mmol) zum Einsatz.

27 mg (40 %); (30 % Uber 4 Schritte) — weiller Feststoff

162-165 °C (Zers.)
7-(Chinolin-6-carbonyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0O) & [ppm]: 2.02 (br m, 2 H); 2.21 (br s, 1 H); 2.47 (br s, 1 H);
3.34-3.48 (br m, 4 H); 3.53-3.61 (br m, 2 H); 3.86 (br d, J = 12.7 Hz, 1 H); 4.59
(brd, J=13.9 Hz, 1 H); 6.58 (s, 2.0 H); 7.79 (dd, J = 8.4, 4.7 Hz, 1 H); 7.95 (dd,
J=8.7,19Hz,1H); 818 (d,J=1.8Hz 1H); 819 (d, J=8.9 Hz, 1 H); 8.68 (d,
J=8.1Hz,1H);9.00(d,/=4.7,1.4 Hz, 1 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.0 (+); 28.4 (+); 30.1 (-); 49.4 (-); 49.6 (-); 50.6 (-);
54.7 (-); 125.4 (+); 129.0 (+); 130.4 (+); 130.8 (Cquant); 132.3 (+); 136.7 (Cquant);
137.8 (+); 144.2 (+); 146.8 (Cquant); 152.7 (+); 175.7 (C=0); 176.4 (C=0)

¥V [cm™: 3426 (v OH), 3048 (v CHarom ), 2934 u. 2863 (v CH,), 2604 (v NH,"),
1701 u. 1633 (v C=0), 1461 (& CH,), 1415, 1255, 1124, 1094, 969 (trans-C=C-
), 907, 848, 831, 782, 620, 582, 522, 471

[M+H™] 282.5 (Base)

C47H19N30 * 1.0 C4H404 * 1.5 H,0O (424.45)
ber.. C:59.42 % H:6.17 % N: 9.90 %
gef.. C:59.25% H: 6.00 % N: 10.11 %
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7.4.36 Cinnamoyl-Bispidin Fumarat 179

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fir
48 Std. mit Zimtsdure (148 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulenchromato-
graphischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) be-
nutzt. Man erhalt 256 mg (72 %) eines weillen Feststoffes. Zur Entfernung der
tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (240 mg, 0.67 mmol) nach AAV 5 mit
wasserfreiem ZnBr, (303 mg, 1.35 mmol) fur 72 Std. bei RT gerlhrt. Nach der
Aufarbeitung erhalt man 150 mg (87 %) eines weilen Feststoffes. Zur Uber-
fuhrung dieses Feststoffes (73 mg, 0.28 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7
mit Fumarsaure (33 mg, 0.28 mmol) zum Einsatz.

40 mg (37 %); (23 % uber 4 Schritte) — weiller Feststoff

155-159 °C (Zers.)

7-(Cinnamoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) & [ppm]: 2.02 (br m, 2 H); 2.38 (br s, 2 H); 3.20 (brd, J = 13.7
Hz, 1 H); 3.32-3.42 (br m, 2 H); 3.46-3.59 (br m, 3 H); 4.38 (br d, J = 12.7, 1 H);
449 (brd, J=13.8 Hz, 1 H); 6.68 (s, 1.8 H); 7.16 (d, J = 15.6 Hz, 1 H); 7.49 (m,
3 H); 7.59 (d, J = 15.6 Hz, 1 H); 7.68 (m, 2 H)'

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.2 (+); 28.5 (+); 30.3 (-); 49.4 (-); 50.3 (-); 50.6 (-);
52.4 (-); 120.5 (+); 130.9 (+); 132.0 (+); 133.3 (+); 137.5 (Cquant); 137.6 (+); 146.5
(+); 173.9 (C=0); 174.5 (C=0)"

¥ [em™]: 3433 (v OH), 3059 u. 3022 (v CHarom.), 2938 u. 2844 (v CH,), 2628 (v
NH,"), 1650 u. 1616 (v C=0), 1451 (& CH,), 1413, 1218, 1108, 975 (trans-C=C-
), 766, 708, 646, 567, 509, 484

[M+H"] 257.4 (Base)

C16H20N20 * 0.9 C4H,0,4 * 1.2 H,O (382.43)

ber. C:61.56 % H: 6.85 % N:7.33 %

gef.. C:61.56 % H: 6.66 % N: 7.57 %

T Kein cis-Isomer erkennbar
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7.4.37 1-Naphthylacryloyl-Bispidin Fumarat 180

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fiir
48 Std. mit 3-(Naphthalin-1-yl)acrylsaure (198 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur
saulenchromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und
MeOH (20:1) benutzt. Man erhalt 344 mg (85 %) eines weillen Feststoffes. Zur
Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (270 mg, 0.66 mmol)
nach AAV 5 mit wasserfreiem ZnBr, (449 mg, 1.99 mmol) fir 72 Std. bei RT ge-
ruhrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 196 mg (96 %) eines gelblichen Fest-
stoffes. Zur Uberfihrung dieses Feststoffes (119 mg, 0.39 mmol) in das
Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure (45 mg, 0.39 mmol) zum Einsatz.

103 mg (61 %); (50 % Uber 4 Schritte) — weiler Feststoff

171-174 °C (Zers.)
7-(3-(Naphthalin-1-yl)acryloyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat
(500 MHz, D;0) & [ppm]: 1.86 (brd, J=13.3 Hz, 1 H); 1.97 (brd, J=13.4 Hz, 1
H); 2.21 (br s, 1 H); 2.32 (br s, 1 H); 3.03 (brd, J=13.0 Hz, 1 H); 3.20 (br d, J =
12.3 Hz, 1 H); 3.30 (br d, J = 13.0 Hz, 2 H); 3.44 (br d, J = 13.4 Hz, 2 H); 4.15
(brd, J=123 Hz, 1 H); 4.41 (brd, J = 13.4 Hz, 1 H); 6.61 (s, 1.9 H); 6.96 (d, J
=15.3 Hz, 1 H); 7.50 (dd, J=7.8, 7.7 Hz, 1 H); 7.56 (m, 2 H); 7.74 (d, J=7.2
Hz, 1 H); 7.91 (dd, J = 7.7, 6.7 Hz, 2 H); 8.13 (d, J = 8.2 Hz, 1 H); 8.21 (d, J =
15.3 Hz, 1 H)'

(125 MHz, D,0O) & [ppm]: 28.1 (+); 28.4 (+); 30.2 (-); 49.3 (-); 50.2 (-); 50.5 (-);
52.2 (-); 122.8 (+); 126.0 (+); 127.9 (+); 128.6 (+); 129.3 (+); 130.0 (+); 131.6
(+); 133.3 (+); 133.8 (Cquant); 134.5 (Cquant); 136.2 (Cquant); 137.5 (+); 143.0 (+);
173.4 (C=0); 174.3 (C=0)"

¥ [cm™): 3433 (v OH), 3048 (v CHarom), 2934 u. 2854 (v CHy), 2622 (v NH,"),
1701 u. 1643 u. 1601 (v C=0), 1458 (& CH;), 1415, 1253, 1219, 1109, 1087,
970 (trans-C=C-), 907, 800, 778, 642, 593, 557, 493, 462, 423

[M+H"] 307.5 (Base)

C20H22N,0 * 0.95 C4H,04 * 1.1 H,0 (436.49)
ber.. C:65.49 % H:6.47 % N: 6.42 %
gef.. C:6551% H: 6.44 % N: 6.51 %

T Ca. 5 % cis-Isomer erkennbar



194 | Experimenteller Teil

7.4.38 o-Methoxycinnamoyl-Bispidin Fumarat 181

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fir
24 Std. mit o-Methoxyzimtsdure (178 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulen-
chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH
(20:1) benutzt. Man erhalt 335 mg (87 %) eines klaren Ols. Zur Entfernung der
tBoc-Schutzgruppe wird dieses Ol (275 mg, 0.71 mmol) nach AAV 5 mit
wasserfreiem ZnBr, (481 mg, 2.13 mmol) fur 48 Std. bei RT gerlhrt. Nach der
Aufarbeitung erhalt man 192 mg (94 %) eines weilen Feststoffes. Zur Uber-
fuhrung dieses Feststoffes (142 mg, 0.50 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7
mit Fumarsaure (58 mg, 0.50 mmol) zum Einsatz.

149 mg (72 %); (59 % uber 4 Schritte) — weilRer Feststoff

141-144 °C (Zers.)
7-(o-Methoxycinnamoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) & [ppm]: 1.97 (br m, 1 H); 2.03 (br m, 1 H); 2.36 (br s, 2 H);
3.17 (brd, J = 12.9 Hz, 1 H); 3.31-3.40 (br m, 2 H); 3.47-3.58 (br m, 3 H); 3.92
(s, 3H); 4.33 (brd, J=12.8 Hz, 1 H); 4.48 (brd, J = 13.4 Hz, 1 H); 6.66 (s, 2.0
H); 7.07 (dd, J=7.7, 75 Hz, 1 H); 712 (d, J=8.3 Hz, 1 H); 7.14 (d, J = 15.7
Hz, 1 H); 7.46 (m, 1 H); 7.64 (dd, J=7.7, 1.6 Hz, 1 H); 7.83 (d, J = 15.7 Hz, 1
H)"

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.2 (+); 28.5 (+); 30.3 (-); 49.4 (-); 50.3 (-); 50.6 (-);
52.4 (-); 8.7 (+); 115.0 (+); 120.9 (+); 124.1 (+); 126.2 (Cquant); 131.5 (+); 134.8
(+); 137.5 (+); 141.5 (+); 160.6 (Cquan); 174.1 (C=0); 174.4 (C=0)"

¥ [cm™): 3432 (v OH), 3044 (v CHarom), 2939 u. 2841 (v CH,), 2620 (v NH,"),
1705 u. 1645 (v C=0), 1598, 1489, 1462 (& CH,), 1416, 1248, 1218, 1173,
1108, 1024, 976 (trans-C=C-), 907, 792, 758, 639, 589, 516, 476

[M+H'] 287.1 (Base)

C17H2N,0, * 1.0 C4H404 * 0.75 H,0 (415.96)
ber.. C:60.64 % H: 6.66 % N: 6.73 %
gef.. C:60.55% H:6.42 % N: 6.88 %

T Ca. 5 % cis-Isomer erkennbar
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7.4.39 m-Chlorcinnamoyl-Bispidin Fumarat 182

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:

IUPAC:

"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

Cl

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fiir
24 Std. mit m-Chlorzimtsdure (182 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulen-
chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH
(20:1) benutzt. Man erhalt 287 mg (73 %) eines weilRen Feststoffes. Zur Ent-
fernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (225 mg, 0.58 mmol) nach
AAV 5 mit wasserfreiem ZnBr, (389 mg, 1.73 mmol) fir 48 Std. bei RT gerihrt.
Nach der Aufarbeitung erhalt man 160 mg (96 %) eines wei3en Feststoffes. Zur
Uberfihrung dieses Feststoffes (103 mg, 0.35 mmol) in das Fumarat kommt
AAV 7 mit Fumarsaure (41 mg, 0.35 mmol) zum Einsatz.

88 mg (62 %); (43 % Uber 4 Schritte) — weiller Feststoff
141-144 °C (Zers.)
7-(m-Chlorcinnamoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,O) 8 [ppm]: 1.99 (br m, 1 H); 2.04 (br m, 1 H); 2.37 (br s, 2 H);
3.18 (brd, J =13.7 Hz, 1 H); 3.36 (br m, 2 H); 3.52 (br m, 3 H); 4.33 (brd, J =
12.9 Hz, 1 H); 4.47 (brd, J = 13.9 Hz, 1 H); 6.65 (s, 1.58 H); 7.11 (d, J = 15.6
Hz, 1 H); 7.39-7.46 (m, 3 H); 7.48 (d, J = 15.6 Hz, 1 H); 7.54 (m, 1 H); 7.66 (m,
1 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.2 (+); 28.5 (+); 30.3 (-); 49.4 (-); 50.2 (-); 50.5 (-);
52.4 (-); 121.7 (+); 129.3 (+); 130.4 (+); 132.8 (+); 133.3 (+); 137.1 (Cquant); 137.6
(+); 139.4 (Cquan); 144.9 (+); 173.4 (C=0); 174.4 (c=0)t

¥ [cm™: 3427 (v OH), 3058 (v CHarom), 2934 u. 2857 (v CH,), 2618 (v NH,"),
1702 u. 1649 (v C=0), 1595, 1475 u. 1458 (& CH,), 1429, 1250, 1220, 1108,
971 (trans-C=C-), 907, 787, 674, 646, 556, 509, 463. 437

[M+H'] 291.4 (Base)

C16H19CIN,O * 0.79 C4H404 * 1.15 H,0 (403.21)
ber.. C:57.07 % H:6.11 % N: 6.95 %
gef. C:57.01% H:5.78 % N: 7.01 %

T Kein cis-Isomer erkennbar
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7.4.40 m-Bromcinnamoyl-Bispidin Fumarat 183

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fir
24 Std. mit m-Bromzimtsdure (227 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur sdulen-
chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH
(20:1) benutzt. Man erhalt 337 mg (77 %) eines weilten Feststoffes. Zur Ent-
fernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (285 mg, 0.65 mmol) nach
AAV 5 mit wasserfreiem ZnBr, (442 mg, 1.96 mmol) fur 48 Std. bei RT geruhrt.
Nach der Aufarbeitung erhalt man 206 mg (94 %) eines weillen Feststoffes. Zur
Uberfiihrung dieses Feststoffes (132 mg, 0.39 mmol) in das Fumarat kommt
AAV 7 mit Fumarsaure (46 mg, 0.39 mmol) zum Einsatz.

97 mg (55 %); (40 % uber 4 Schritte) — weiller Feststoff

142-144 °C (Zers.)

7-(m-Bromcinnamoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) & [ppm]: 2.00 (br m, 2 H); 2.37 (br s, 2 H); 3.18 (brd, J = 12.5
Hz, 1 H); 3.30-3.41 (br m, 2 H); 3.45-3.58 (br m, 3 H); 4.31 (brd, J = 12.3 Hz, 1
H); 4.46 (brd, J=13.1 Hz, 1 H); 6.64 (s, 1.7 H); 7.09 (d, J = 15.6 Hz, 1 H); 7.34
(m, 1 H); 7.45 (d, J = 15.6 Hz, 1 H); 7.57 (m, 1 H); 7.80 (m, 1 H)"

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.2 (+); 28.5 (+); 30.3 (-); 49.4 (-); 50.2 (-); 50.5 (-);
52.4 (-); 121.7 (+); 125.2 (Cquant); 129.7 (+); 133.3 (+); 133.5 (+); 135.7 (+); 137.5
(+); 139.6 (Cquart); 144.8 (+); 173.4 (C=0); 174.5 (C=0)'

¥ [cm™): 3423 (v OH), 3054 (v CHarom), 2932 u. 2856 (v CH,), 2619 (v NH,"),
1703 u. 1649 (v C=0), 1591, 1474 (& CH,), 1250, 1219, 1128, 1108, 971 (trans-
C=C-), 900, 852, 785, 716, 671, 646, 554, 508, 462, 431

[M+H"] 335.3 und 337.3 (Base)

C16H19BrN,O * 0.85 C4H,0, * 0.9 H,O (450.12)

ber. C:51.77 % H: 542 % N: 6.22 %

gef.. C:51.76 % H:5.42 % N: 6.31 %

T Kein cis-Isomer erkennbar



Experimenteller Teil | 197

7.4.41 m-Nitrocinnamoyl-Bispidin Fumarat 184

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fr
24 Std. mit m-Nitrozimtsdure (193 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur s&ulen-
chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH
(20:1) benutzt. Man erhalt 294 mg (73 %) eines gelblichen Feststoffes. Zur Ent-
fernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (230 mg, 0.57 mmol) nach
AAV 5 mit wasserfreiem ZnBr, (387 mg, 1.72 mmol) fur 48 Std. bei RT geruhrt.
Nach der Aufarbeitung erhalt man 170 mg (98 %) eines gelblichen Feststoffes.
Zur Uberfiihrung dieses Feststoffes (120 mg, 0.40 mmol) in das Fumarat kommt
AAV 7 mit Fumarsaure (46 mg, 0.40 mmol) zum Einsatz.

97 mg (57 %); (41 % uber 4 Schritte) — gelblicher Feststoff

184-187 °C (Zers.)

7-(m-Nitrocinnamoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) & [ppm]: 2.03 (br m, 2 H); 2.40 (br s, 2 H); 3.22 (br d, J = 14.0
Hz, 1 H); 3.32-3.43 (br m, 2 H); 3.47-3.62 (br m, 3 H); 4.38 (brd, J = 13.2 Hz, 1
H); 4.50 (brd, J=13.7 Hz, 1 H); 6.64 (s, 1.7 H); 7.27 (d, J= 15.6 Hz, 1 H); 7.58
(d, J=156 Hz, 1 H); 7.65 (t, J= 8.0 Hz, 1 H); 7.98 (d, J = 7.8 Hz, 1 H); 8.24
(ddd, J=8.3,2.3,0.9 Hz, 1 H); 8.45 (t, J= 1.9 Hz, 1 H)'

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.2 (+); 28.5 (+); 30.3 (-); 49.4 (-); 50.2 (-); 50.5 (-);
52.4 (-); 123.2 (+); 125.3 (+); 127.4 (+); 133.0 (+); 137.2 (+); 137.6 (+); 139.1
(Cquar); 143.8 (+); 151.1 (Cquan); 173.1 (C=0); 174.5 (C=0)'

¥ [cm™): 3423 (v OH), 3082 (v CHarom.), 2935 u. 2869 (v CH,), 2626 (v NH,"),
1702 u. 1652 u. 1602 (v C=0), 1529 (v N=0O), 1443 (& CH;), 1417, 1356 (v
N=0), 1251, 1224, 1171, 1129, 1110, 983 u. 974 (trans-C=C-), 909, 855, 807,
742,713, 648, 576, 515, 465

[M+H"] 302.0 (Base)

C16H19N303 * 0.85 C4H,0O, * 1.5 H,0O (427.03)
ber.. C:54.57 % H: 6.00 % N: 9.84 %
gef.. C:54.50 % H:5.95 % N: 9.80 %

T Ca. 5 % cis-Isomer erkennbar
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7.4.42 p-Methoxycinnamoyl-Bispidin Fumarat 185

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

P OH
00
NH,
O )
N

OMe

N-fBoc-Bispidin 93 (249 mg, 1.1 mmol) wird nach AAV 3 fir 12 Std. mit p-
Methoxyzimtsdure (178 mg, 1.0 mmol) umgesetzt. Zur s&ulenchromato-
graphischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) be-
nutzt. Man erhalt 249 mg (64 %) eines weillen Feststoffes. Zur Entfernung der
tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (240 mg, 0.62 mmol) nach AAV 4 fir 6
Std. bei RT gerthrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 175 mg (98 %) eines
weilen Feststoffes. Zur Uberfiihrung diesen Feststoffes (175 mg, 0.61 mmol) in
das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure (71 mg, 0.61 mmol) zum Einsatz.
194 mg (76 %); (48 % uber 4 Schritte) — weiller Feststoff

169-170 °C (Zers.)
7-(p-Methoxycinnamoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) & [ppm]: 2.00 (br m, 2 H); 2.36 (br s, 2 H); 3.12-3.19 (br m, 1
H); 3.31-3.40 (br m, 2 H); 3.45-3.58 (br m, 3 H); 3.87 (s, 3 H); 4.35 (br d, J =
12.0 Hz, 1 H); 4.47 (brd, J=13.5 Hz, 1 H); 6.65 (s, 2.0 H); 6.99 (d, J = 15.5 Hz,
1 H); 7.03 (ddd, J = 8.8, 3.0, 2.0 Hz, 2 H); 7.53 (d, J = 15.5 Hz, 1 H); 7.62 (ddd,
J=8.7,29,19Hz 2H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.2 (+); 28.5 (+); 30.3 (-); 49.4 (-); 50.3 (-); 50.6 (-);
52.3 (-); 58.3 (+); 117.4 (+); 117.9 (+); 130.5 (Cquan); 132.8 (+); 137.6 (+); 146.3
(+); 163.6 (Cquan); 174.0 (C=0); 174.5 (C=0)"

¥ [em™]: 3427 (v OH), 3032 (v CHarom.), 2998 u. 2957 u. 2935 u. 2839 (v CHy),
2636 (v NH,"), 1737, 1650 u. 1604 (v C=0), 1576, 1512, 1425, 1374, 1318,
1247, 1215, 1174, 1109, 1030, 979 (trans-C=C-), 835, 786, 646, 558, 537, 507

[M+H"] 287.4 (Base)

C17H2N20, * 1.0 C4H404 * 0.75 H,0 (415.96)
ber.. C:60.64 % H: 6.66 % N:6.73 %
gef..  C:60.57 % H:6.53 % N:6.77 %

T Ca. 7 % cis-Isomer erkennbar
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7.4.43 3,4-Dimethoxolancinnamoyl-Bispidin Fumarat 186

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:
IUPAC:

"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

O

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fir
72 Std. mit 3,4-Dimethoxolanzimtsdure (192 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur
saulenchromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und
MeOH (40:1) benutzt. Man erhalt 284 mg (71 %) eines weilRen Feststoffes. Zur
Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (235 mg, 0.59 mmol)
nach AAV 4 fur 2 Std. bei RT geruhrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 128
mg (73 %) eines gelblichen Feststoffes. Zur Uberfiilhrung dieses Feststoffes
(128 mg, 0.43 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure (49 mg,
0.43 mmol) zum Einsatz.

106 mg (58 %); (30 % uber 4 Schritte) — gelblicher Feststoff

147-148 °C (Zers.)
7-(3-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)acroloyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]nonan
Fumarat

(500 MHz, D,0) 6 [ppm]: 1.97 (br m, 1 H); 2.03 (br m, 1 H); 2.37 (s, 2 H); 3.16
(brd, J=12.2 Hz, 1 H); 3.31-3.41 (br m, 2 H); 3.44-3.58 (br m, 3 H); 4.34 (br d,
J=11.6 Hz, 1 H); 4.46 (brd, J = 13.2, 1 H); 6.02 (s, 2 H); 6.65 (s, 2.0 H); 6.91
(d, J=8.0Hz, 1 H); 6.94 (d, J = 15.3 Hz, 1 H); 7.12 (dd, J = 8.1, 1.6 Hz, 1 H);
7.19(d, J=1.6 Hz, 1 H); 7.47 (d, J = 15.4 Hz, 1 H)"

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.1 (+); 28.5 (+); 30.3 (-); 49.4 (-); 50.3 (-); 50.6 (-);
52.3 (-); 104.6 (-); 109.3 (+); 111.6 (+); 118.0 (+); 127.6 (+); 131.9 (Cquant); 137.5
(+); 146.5 (+); 150.8 (Cquant); 152.0 (Cquant); 173.9 (C=0); 174.3(C=0)"

¥ [cm™: 3434 (v OH), 3054 (v CHarom.), 2923 u. 2858 (v CH,), 2621 (v NH,"),
1706 u. 1646 u. 1607 (v C=0), 1504, 1492, 1448 (& CH,), 1359, 1251, 1220,
1104, 1037, 976 (trans-C=C-), 928, 814, 648, 549, 519, 424

[M+H"] 301.4 (Base)

C17H20N203 * 1.0 C4H404 * 0.75 H,0 (429.94)
ber.. C:58.67 % H: 5.98 % N: 6.52 %
gef.. C:58.65% H: 5.99 % N: 6.60 %

T Ca. 7 % cis-lsomer erkennbar
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7.4.44 A4-Pyridylacryloyl-Bispidin Fumarat 187

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:
IUPAC:
"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fiir
24 Std. mit 3-(Pyridin-4-yl)acrylsaure (149 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulen-
chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (9:1)
benutzt. Man erhalt 243 mg (68 %) eines weillen Feststoffes. Zur Entfernung
der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (185 mg, 0.52 mmol) nach AAV 5
mit wasserfreiem ZnBr, (350 mg, 1.55 mmol) fir 48 Std. bei RT gerihrt. Nach
der Aufarbeitung erhalt man 116 mg (87 %) eines gelblichen Ols. Zur Uber-
fuhrung dieses Ols (63 mg, 0.24 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit
Fumarsaure (28 mg, 0.24 mmol) zum Einsatz.

70 mg (72 %); (43 % uber 4 Schritte) — weiller Feststoff

163-166 °C (Zers.)
7-(3-(Pyridin-4-yl)acryloyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) 8 [ppm]: 2.02 (br m, 2 H); 2.38 (br s, 1 H); 2.40 (br s, 1 H); 3.24
(br d, J = 14.7 Hz, 1 H); 3.33-3.41 (br m, 2 H); 3.49 (br d, J = 13.3 Hz, 1 H);
3.54-3.62 (br m, 2 H); 4.33 (brd, J=13.2 Hz, 1 H); 4.48 (brd, J=13.9 Hz, 1 H);
6.58 (s, 2.0 H); 7.56 (s, 2 H); 8.02 (d, J = 6.7 Hz, 1 H); 8.70 (d, J = 6.2 Hz, 1 H)'
(125 MHz, D,0) d [ppm]: 28.1 (+); 28.4 (+); 30.2 (-); 49.4 (-); 50.1 (-); 50.4 (-);
52.5 (-); 127.3 (+); 130.4 (+); 138.0 (+); 140.4 (+); 146.6 (+); 152.7 (Cquan); 172.2
(C=0); 176.2 (C=0)"

¥ [cm™): 3427 (v OH), 3038 (v CHarom.), 2936 u. 2865 (v CH,), 2621 (v NH,"),
1699 u. 1653 u. 1602 (v C=0), 1459 (5 CH,), 1417, 1285, 1250, 1224, 1128,
1109, 982 (trans-C=C-), 908, 819, 647, 570, 550, 514, 463

[M+H"] 258.4 (Base)

C15H19N30 * 1.0 C4H,0, * 1.25 H,0 (395.93)

ber.. C:57.64 % H:6.49 % N: 10.61 %

gef.. C:57.70% H: 6.49 % N: 10.57 %

T Ca. 2 % cis-Isomer erkennbar
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7.4.45 3-(Furan-2-yl)acryloyl-Bispidin Fumarat 188

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:
IUPAC:
"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fir
72 Std. mit 3-(Furan-2-yl)acrylsaure (138 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulen-
chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH
(40:1) benutzt. Man erhalt 176 mg (51 %) eines orangeroten Feststoffes. Zur
Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (175 mg, 0.51 mmol)
nach AAV 5 mit wasserfreiem ZnBr; (341 mg, 1.52 mmol) fiir 12 Std. bei RT ge-
riihrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 84 mg (68 %) eines orangen Ols. Zur
Uberfihrung dieses Ols (84 mg, 0.34 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit
Fumarsaure (40 mg, 0.34 mmol) zum Einsatz.

65 mg (51 %); (18 % Uber 4 Schritte) — oranger Feststoff

142-144 °C (Zers.)
7-(3-(Furan-2-yl)acroloyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, MeOD) 8 [ppm]: 2.00 (br m, 1 H); 2.09 (br m, 1 H); 2.32 (br s, 2 H);
3.30-3.40 (br m, 4 H); 3.51 (br s, 2 H); 4.48 (br s, 2 H); 6.58 (dd, J = 3.4, 1.7 Hz,
1H); 6.72 (s, 2.0 H); 6.77 (d, J=3.4,1H); 7.05 (d, J=15.2 Hz, 1 H); 7.45 (d, J
=15.2 Hz, 1 H); 7.65 (d, J = 1.7 Hz, 1 H)'

(125 MHz, MeOD) © [ppm]: 27.7 (+); 29.5 (-); 49.0 (-); 113.7 (+); 115.8 (+);
116.5 (+); 131.4 (+); 136.5 (+); 146.3 (+); 153.2 (Cquan); 171.1 (C=0); 171.7
(C=0)"

¥ [cm™: 3426 (v OH), 3095 (v CHarom), 2933 u. 2863 (v CH,), 2629 (v NH,"),
1679 u. 1648 u. 1608 (v C=0), 1483 u. 1458 (6 CH;), 1415, 1360, 1336, 1224,
1108, 1017, 984 u. 968 (trans-C=C-), 751, 646, 595, 509

[M+H"] 247.4 (Base)

C14H1gN20; * 1.0 C4H,04 * 0.75 H,0 (375.89)

ber.. C:57.52% H: 6.30 % N:7.45 %

gef. C:57.47% H: 6.37 % N: 7.58 %

T Ca. 4 % cis-Isomer erkennbar
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7.4.46 3-(Thiophen-2-yl)acryloyl-Bispidin Fumarat 189

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fiir
24 Std. mit 3-(Thiophen-2-yl)acrylsdure (154 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur
saulenchromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und
MeOH (20:1) benutzt. Man erhéalt 220 mg (61 %) eines klaren Ols. Zur Ent-
fernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieses Ol (170 mg, 0.47 mmol) nach AAV
5 mit wasserfreiem ZnBr, (317 mg, 1.41 mmol) fiir 48 Std. bei RT gerthrt. Nach
der Aufarbeitung erhélt man 122 mg (99 %) eines klaren Ols. Zur Uberfiihrung
dieses Ols (44 mg, 0.17 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure
(19 mg, 0.17 mmol) zum Einsatz.

24 mg (37 %); (22 % Uber 4 Schritte) — gelblicher Feststoff

173-178 °C (Zers.)
7-(3-(Thiophen-2-yl)acroloyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat
(500 MHz, MeQOD) 6 [ppm]: 1.87-2.06 (br m, 2 H); 2.33-2.48 (br m, 2 H); 3.13-
3.24 (br m, 1 H); 3.30-3.58 (br m, 5 H); 4.30-4.52 (br m, 2 H); 6.67 (s, 2.0 H);
6.91 (d, J =15.2 Hz, 1 H); 7.15 (dd, J = 5.1, 3.6, 1 H); 7.42 (d, J = 3.6, 1 H);
7.57(d, J=5.1,1H);7.75(d, J=15.2, 1 H)'

(125 MHz, MeOD) & [ppm]: 28.2 (+); 28.5 (+); 30.3 (-); 49.4 (-); 50.3 (-); 50.6 (-);
52.3 (-); 118.6 (+); 131.4 (+); 132.0 (+); 134.5 (+); 137.6 (+); 139.5 (+); 142.4
(Cquart); 173.5 (C=0); 174.5 (C=0)"

¥ [cm™): 3441 (v OH), 3074 (v CHarom.), 2933 u. 2855 (v CH,), 2620 (v NH,"),
1700 u. 1638 u. 1600 (v C=0), 1437 (& CH,), 1411, 1248, 1210, 1107, 968
(trans-C=C-), 906, 828, 710, 646, 586, 538, 503

[M+H"] 263.4 (Base)

C14HgN,0OS * 1.0 C4H4O4 * 0.6 H,O (389.26)

ber.. C:55.54 % H: 6.01 % N: 7.20 %

gef. C:5551% H: 5.95 % N: 7.33 %

T Ca. 20 % cis-lsomer erkennbar
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7.4.47 3-(Thiophen-3-yl)acryloyl-Bispidin Fumarat 190

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:

IUPAC:

"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fur
24 Std. mit 3-(Thiophen-3-yl)acrylsdure (154 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur
saulen-chromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und
MeOH (20:1) benutzt. Man erhalt 312 mg (86 %) eines weillen Feststoffes. Zur
Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (240 mg, 0.66 mmol)
nach AAV 5 mit wasserfreiem ZnBr, (447 mg, 1.98 mmol) fur 48 Std. bei RT ge-
riihrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 168 mg (97 %) eines klaren Ols. Zur
Uberfiihrung dieses Ols (126 mg, 0.48 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit
Fumarsaure (56 mg, 0.48 mmol) zum Einsatz.

129 mg (70 %); (58 % uber 4 Schritte) — weil3er Feststoff

155-159 °C (Zers.)
7-(3-(Thiophen-3-yl)acroloyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat
(500 MHz, D,0) & [ppm]: 1.97 (br m, 1 H); 2.02 (br m, 1 H); 2.36 (br s, 2 H);
3.17 (brd, J = 12.2 Hz, 1 H); 3.30-3.40 (br m, 2 H); 3.45-3.58 (br m, 3 H); 4.34
(brd, J=12.5Hz, 1 H); 4.47 (brd, J = 13.3 Hz, 1 H); 6.66 (s, 1.8 H); 6.97 (d, J
=15.4 Hz, 1H); 7.47 (dd, J = 5.1, 1.1 Hz, 1 H); 7.52 (dd, J = 5.1, 3.0, 1 H); 7.59
(d, J=15.4 Hz, 1H); 7.74 (dd, J = 2.8, 1.1 Hz, 1 H)"

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.2 (+); 28.5 (+); 30.3 (-); 49.4 (-); 50.3 (-); 50.6 (-);
52.3 (-); 119.6 (+); 128.0 (+); 130.5 (+); 131.8 (+); 137.5 (+); 140.4 (+); 140.5
(Cquart); 174.1 (C=0); 174.4 (C=0)"

¥V [cm™): 3428 (v OH), 3087 (v CHarom.), 2934 u. 2858 (v CH,), 2623 (v NH,"),
1705 u. 1647 (v C=0), 1594, 1459 u. 1430 (6 CH,), 1336, 1267, 1221, 1109,
973 (trans-C=C-), 908, 867, 791, 642, 610, 586, 544, 508, 462

[M+H"] 263.4 (Base)

C14H41sN20OS * 0.9 C4H,0,4 * 0.9 H,0 (383.06)

ber.. C:55.19% H: 6.16 % N:7.31 %

gef.. C:55.26 % H:6.17 % N: 7.30 %

T Ca. 1 % cis-Isomer erkennbar
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7.4.48 1-Naphthoyl-Bispidin Fumarat 191

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

/ OH

N-fBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit 1-Naphthoylchlorid
(191 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulenchromatographischen Aufreinigung
wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) benutzt. Man erhalt 353 mg (91
%) eines weillen Feststoffes. Zur Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser
Feststoff (240 mg, 0.63 mmol) nach AAV 4 fur 12 Std. bei RT geruhrt. Nach der
Aufarbeitung erhalt man 172 mg (97 %) eines weilen Feststoffes. Zur Uber-
fuhrung dieses Feststoffes (62 mg, 0.22 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7
mit Fumarsaure (26 mg, 0.22 mmol) zum Einsatz.

73 mg (80 %); (70 % uber 3 Schritte) — weiller Feststoff

152-154 °C (Zers.)

7-(1-Naphthoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D;O) & [ppm]: 1.96 (br m, 2 H); 2.00 (br s, 1 H); 2.47 (br s, 1 H);
3.27-3.33 (br m, 3 H); 3.35-3.40 (br m, 1 H); 3.48-3.53 (br m, 3 H); 3.55 (br d, J
= 13.0 Hz, 1 H); 4.66 (br d, J = 13.9 Hz, 1 H); 6.66 (s, 2.0 H); 7.56-7-66 (m, 5
H); 8.00-8.06 (m, 2 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 27.9 (+); 28.2 (+); 29.9 (-); 48.8 (-); 49.3 (-); 50.6 (-);
53.6 (-); 126.6 (+); 126.8 (+); 128.4 (+); 129.8 (+); 130.6 (+); 131.5 (Cquant); 131.6
(+); 132.7 (+); 135.4 (Cquart); 136.0 (Cquart); 137.5 (+); 174.3 (C=0); 177.8 (C=0)

¥ [cm™): 3433 (v OH), 3054 (v CHarom), 2952 u. 2859 (v CH,), 2603 (v NH,"),
1707 u. 1635 (v C=0), 1459 (6 CH,), 1424, 1387, 1255, 1211, 1109, 983 u. 970
(trans-C=C-), 908, 810, 782, 632, 586, 525, 476, 446

[M+H"] 281.5 (Base)

C1gH20N20 * 1.0 C4H,0,4 * 1.5 H,0 (414.46)

ber.. C:63.76 % H:6.32 % N: 6.76 %

gef. C:63.73% H: 6.30 % N: 6.86 %
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7.4.49 2-Naphthoyl-Bispidin Fumarat 192

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:
IUPAC:
"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

OH
0 /

®
NH,
O )
\/N

N-tBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit 2-Naphthoylchlorid
(191 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulenchromatographischen Aufreinigung
wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) benutzt. Man erhalt 342 mg (88
%) eines weillen Feststoffes. Zur Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser
Feststoff (250 mg, 0.66 mmol) nach AAV 4 fur 12 Std. bei RT geruhrt. Nach der
Aufarbeitung erhalt man 181 mg (98 %) eines weilen Feststoffes. Zur Uber-
fuhrung dieses Feststoffes (103 mg, 0.37 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7
mit Fumarsaure (43 mg, 0.37 mmol) zum Einsatz.

101 mg (68 %); (58 % uber 3 Schritte) — weiller Feststoff

152-154 °C (Zers.)

7-(2-Naphthoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0O) & [ppm]: 1.97 (br m, 2 H); 2.11 (br s, 1 H); 2.42 (br s, 1 H);
3.30-3.55 (brm, 6 H); 3.82 (brd, J =11.9 Hz, 1 H); 4.54 (brd, J = 12.6 Hz, 1 H);
6.64 (s, 2.0 H); 7.51 (dd, J = 8.5, 1.7 Hz, 1 H); 7.64 (m, 2 H); 7.94-7.99 (m, 3 H);
8.01 (d, J=8.5Hz, 1 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.0 (+); 28.4 (+); 30.2 (-); 49.4 (-); 49.6 (-); 50.6 (-);
54.7 (-); 126.5 (+); 129.7 (+); 130.1 (+); 130.69 (+); 130.70 (+); 131.3 (+); 131.5
(+); 134-7 (Cquart); 135.1 (Cquart); 136.4 (Cquart); 137.5 (+); 174.2 (C=0); 177.8
(C=0)

¥ [cm™): 3432 (v OH), 3055 (v CHarom.), 2934 u. 2863 (v CH,), 2621 (v NH,"),
1704 u. 1635 (v C=0), 1476 u. 1459 (5 CH,), 1419, 1264, 1233, 1128, 1094,
983 u. 970 (trans-C=C-), 908, 867, 822, 778, 759, 647, 647, 574, 520, 481, 439

[M+H"] 281.3 (Base)

C1sH20N20 * 1.0 C4H,0, * 0.6 H,O (407.25)
ber.. C:64.88 % H:6.24 % N: 6.88 %
gef.. C:64.86 % H:6.23 % N: 7.05 %
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7.4.50 Phenylacetyl-Bispidin Fumarat 193

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-fBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit Phenylacetylchlorid
(155 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulenchromatographischen Aufreinigung
wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) benutzt. Man erhalt 343 mg (98
%) eines weillen Feststoffes. Zur Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser
Feststoff (310 mg, 0.90 mmol) nach AAV 4 fur 12 Std. bei RT geruhrt. Nach der
Aufarbeitung erhalt man 210 mg (97 %) eines weil3en Feststoffes. Dieser Fest-
stoff (180 mg, 0.74 mmol) wird nach AAV 6 aus 4 ml eines Gemisches von Et,0
und MeOH (9:1) als Fumarat gefallt.

158 mg (66 %); (62 % uber 3 Schritte) — weiller Feststoff

145-147 °C (Zers.)

7-(2-Phenylacetyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) & [ppm]: 1.91 (br m, 1 H); 1.97 (br m, 1 H); 2.27 (br s, 1 H);
2.32 (brs, 1 H); 2.78 (brd, J = 13.4 Hz, 1 H); 3.27-3.33 (br m, 3 H); 3.39 (brd, J
=129 Hz, 1 H); 3.45 (brd, J=13.2 Hz, 1 H); 3.85-3.97 (br m, 2 H); 4.17 (br d, J
=13.2Hz, 1 H); 4.40 (brd, J=13.7 Hz, 1 H); 6.69 (s, 0.9 H); 7.27-7.45 (m, 5 H)
(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.0 (+); 28.3 (+); 30.2 (-); 43.5 (-); 49.1 (-); 50.2 (-);
50.6 (-); 52.5 (-); 130.2 (+); 131.9 (+); 132.1 (+); 137.3 (Cquan); 138.0 (+); 176.5
(C=0); 178.8 (C=0)

¥V [cm™): 3443 (v OH), 3031 (v CHarom.), 2935 u. 2864 (v CH,), 2629 (v NH,"),
1696 u. 1640 (v C=0), 1498, 1457 (6 CHy), 1295, 1256, 1226, 1171, 1108, 984
u. 969 (trans-C=C-), 907, 732, 700, 647, 521, 472

[M+H"] 245.4 (Base)

C15Hz0N20 * 0.45 C4H404 * 1.5 H,0 (323.59)

ber.. C:62.36 % H:7.72 % N: 8.66 %

gef.. C:62.33% H: 7.88 % N: 8.44 %
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7.4.51 Phenylpropionyl-Bispidin Fumarat 194

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

(0]

/ OH
® 00
NH,
O )
\/N

N-fBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit 3-Phenylpropionyl-
chlorid (169 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur sdulenchromatographischen Auf-
reinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) benutzt. Man erhalt 355
mg (97 %) eines weillen Feststoffes. Zur Entfernung der tBoc-Schutzgruppe
wird dieser Feststoff (340 mg, 0.95 mmol) nach AAV 4 fur 12 Std. bei RT ge-
riihrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 235 mg (96 %) eines klaren Ols. Zur
Uberfiihrung dieses Ols (103 mg, 0.40 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit
Fumarsaure (46 mg, 0.40 mmol) zum Einsatz.

115 mg (75 %); (70 % uber 3 Schritte) — weiller Feststoff

153-156 °C (Zers.)

7-(3-Phenylpropanoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0O) & [ppm]: 1.86 (br m, 1 H); 1.94 (br m, 1 H); 2.22 (br s, 1 H);
2.29 (br s, 1 H); 2.78 (br m, 1 H); 2.88 (br m, 1 H); 2.90-2.96 (br m, 1 H); 2.99
(brd, J=14.0 Hz, 1 H); 3.14 (brd, J = 13.7 Hz, 1 H); 3.27 (br m, 2 H); 3.39 (br
m, 2 H); 4.02 (br d, J = 13.5 Hz, 1 H); 4.37 (brd, J = 14.1 Hz, 1 H); 6.69 (s, 2.0
H); 7.30 (m, 3 H); 7.38 (m, 2 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.0 (+); 28.3 (+); 30.1 (-); 33.6 (-); 37.9 (-); 48.8 (-);
50.2 (-); 50.6 (-); 52.2 (-); 129.4 (+); 131.4 (+); 131.7 (+); 137.5 (+); 143.7
(Cquart); 174.4 (C=0); 180.2 (C=0)

¥ [em™]: 3433 (v OH), 3054 u. 3023 (V CHarom.), 2937 u. 2855 (v CH,), 2629 (v
NH,"), 1701 u. 1645 (v C=0), 1496, 1454 (5 CH,), 1413, 1360, 1255, 1219,
1177, 1109, 984 (trans-C=C-), 909, 793, 749, 701, 640, 474

[M+H"] 259.5 (Base)

C16H22N20, * 1.0 C4H404 * 0.5 H,0 (383.44)
ber.. C:62.65% H:7.10 % N:7.31 %
gef.. C:62.62 % H:7.05 % N:7.42 %
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7.4.52 3,4,5-Trimethoxyphenylpropionyl-Bispidin Fumarat 195

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:

"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fur
48 Std. mit 3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propionsdure (240 mg, 1 mmol) umge-
setzt. Zur sdulenchromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM
und MeOH (20:1) benutzt. Man erhalt 375 mg (84 %) eines klaren Ols. Zur Ent-
fernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieses Ol (270 mg, 0.60 mmol) nach AAV
4 fur 12 Std. bei RT geruhrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 192 mg (92 %)
eines leicht gelben Feststoffes. Zur Uberfilhrung dieses Feststoffes (96 mg,
0.28 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure (32 mg, 0.28 mmol)
zum Einsatz.

96 mg (73 %); (56 % uber 4 Schritte) — weiller Feststoff

124-126 °C (Zers.)
7-(3-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)propanoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]nonan
Fumarat

(500 MHz, D,0O) & [ppm]: 1.83 (brd, J=13.5Hz, 1 H); 1.95 (brd, J = 13.4 Hz, 1
H); 2.21 (br s, 1 H); 2.29 (br s, 1 H); 2.71 (br m, 1 H); 2.84-3.01 (br m, 5 H); 3.29
(br m, 2 H); 3.42 (br m, 2 H); 3.76 (s, 3 H); 3.85 (s, 6 H); 4.01 (br d, J = 13.2 Hz,
1H); 4.39 (brd, J=13.9 Hz, 1 H); 6.63 (s, 2 H); 6.67 (s, 2.0 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.0 (+); 28.4 (+); 30.2 (-); 34.1 (-); 37.9 (-); 48.8 (-);
50.1 (-); 50.5 (-); 52.2 (-); 58.9 (+); 63.8 (+); 108.9 (+); 137.5 (+); 138.1 (Cquan);
140.7 (Cquart); 155.3 (Cquant); 174.4 (C=0); 180.0 (C=0)

U [cm™]: 3440 (v OH), 2940 u. 2842 (v CH,), 2623 (v NH,"), 1707 u. 1641 (v
C=0), 1590, 1508, 1458 (& CH,), 1423, 1241, 1126, 1006, 973 (trans-C=C-),
908, 832, 647, 591, 528, 485

[M+H"] 349.1 (Base)

C19H25N,0,4 * 1.0 C4H404 * 0.75 H,0 (478.03)
ber.. C:57.79% H: 7.06 % N: 5.86 %
gef.. C:57.80 % H: 7.06 % N:6.10 %
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7.4.53 (3-Methylisoxazol-5-yl)-acetyl-Bispidin Fumarat 196

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:

"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fiir
48 Std. mit 2-(3-Methylisoxazol-5-yl)essigsaure (141 mg, 1 mmol) umgesetzt.
Zur saulenchromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und
MeOH (20:1) benutzt. Man erhélt 234 mg (67 %) eines gelblichen Ols. Zur Ent-
fernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieses Ol (180 mg, 0.52 mmol) nach AAV
5 mit wasserfreiem ZnBr, (348 mg, 1.55 mmol) fiir 72 Std. bei RT gerthrt. Nach
der Aufarbeitung erhalt man 126 mg (98 %) eines leicht gelblichen Feststoffes.
Zur Uberfiihrung dieses Feststoffes (74 mg, 0.30 mmol) in das Fumarat kommt
AAV 7 mit Fumarsaure (34 mg, 0.30 mmol) zum Einsatz.

79 mg (71 %); (46 % Uber 4 Schritte) — weiller Feststoff

168-169 °C (Zers.)
7-(2-(3-Methylisoxazol-5-yl)acetyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]nonan
Fumarat

(500 MHz, D,0) & [ppm]: 1.96 (br m, 1 H); 2.02 (br m, 1 H); 2.29 (s, 3 H); 2.35
(brs, 2 H); 3.13 (br d, J = 13.9 Hz, 1 H); 3.30-3.40 (br m, 2 H); 3.46 (br d, J =
13.2 Hz, 1 H); 3.563 (br d, J = 13.3 Hz, 2 H); 4.05 (br d, J = 17.0 Hz, 1 H); 4.13
(brd, J=16.7 Hz, 2 H); 4.39 (br d, J = 13.9 Hz, 1 H); 6.26 (s, 1 H); 6.69 (s, 2.0
H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 13.3 (+); 28.0 (+); 28.4 (+); 30.1 (-); 35.3 (-); 49.1 (-);
50.2 (-); 50.5 (-); 52.4 (-); 108.1 (+); 137.6 (+); 164.7 (Cquan); 168.7 (Cquant); 174.4
(C=0); 174.5 (C=0)

¥V [em™]: 3474 (v OH), 3139 u. 3121 (V CHarom ), 2958 u. 2873 u. 2834 (v CHy),
2712 u. 2632 (v NH"), 1704 u. 1657 u. 1612 (v C=0), 1590, 1476 u. 1451 u.
1430 (5 CH,), 1397, 1351, 1277, 1226, 1172, 1111, 970 (trans-C=C-), 914, 887,
810, 636, 523, 475

[M+H"] 250.4 (Base)

C13H19N30, * 1.0 C4H,0,4 * 0.6 H,0 (376.20)
ber.. C:54.28 % H: 6.48 % N: 11.17 %
gef.. C:54.37% H: 6.48 % N: 11.17 %
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7.4.54  Flurbiprofenoyl-Bispidin Fumarat 197

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:

"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fiir
48 Std. mit 2-(2-Fluorbiphenyl-4-yl)propansaure (244 mg, 1 mmol) umgesetzt.
Zur saulenchromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und
MeOH (20:1) benutzt. Man erhalt 401 mg (89 %) eines weillen Feststoffes. Zur
Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (350 mg, 0.77 mmol)
nach AAV 4 fiir 12 Std. bei RT gerthrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 244
mg (90 %) eines leicht gelblichen Feststoffes. Zur Uberfiihrung dieses Fest-
stoffes (166 mg, 0.47 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure (55
mg, 0.47 mmol) zum Einsatz.

152 mg (66 %); (53 % Uber 4 Schritte) — weiler Feststoff

152-157 °C (Zers.)
7-(2-(2-Fluorbiphenyl-4-yl)propanoyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]nonan
Fumarat

(500 MHz, D,0) & [ppm]: 1.48 (d, J = 6.7 Hz, 3 H); 1.85 (br d, J = 12.7 Hz, 1 H);
1.98 (brd, J=13.4 Hz, 1 H); 2.15 (br s, 1 H); 2.24 (br s, 1 H); 2.84 (br m, 1 H);
2.98 (br m, 1 H); 3.27-3.33 (br m, 2 H); 3.44 (br m, 1 H); 3.57 (br m, 1 H); 4.22
(br m, 1 H); 4.29 (br m, 1 H); 4.60 (br m, 1 H); 6.72 (s, 2.0 H); 7.06-7.19 (br m, 2
H); 7.36-7.41 (m, 1 H); 7.43-7.50 (m, 3 H); 7.52-7.56 (m, 2 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 21.0 (+); 27.2 (+); 27.3 (+); 29.1 (-); 44.4 (+); 47.9 (-);
48.4 (-); 48.8 (-); 50.7 (-); 116.02 (d, Jor = 20.3 Hz, Cqyan); 116.04 (d, Jcr = 25.0
Hz, +); 124.7 (d, Jor = 8.4 Hz, +); 128.8 (+); 129.5 (+); 129.9 (d, Jor = 2.4 Hz,
+); 132.5 (d, Jor = 1.2 Hz, +); 136. 2 (+); 136.6 (Cquan); 144.0 (d, Jc = 9.6 Hz,
Cquart); 161.2 (d, Jor = 247.8 Hz, Cquan); 171.3 (C=0); 176.7 (C=0)

¥ [em™]: 3432 (v OH), 3056 u. 3033 (V CHarom.), 2984 u. 2834 u. 2862 (v CHy),
2621 (v NH,"), 1705 u. 1642 (v C=0), 1581, 1484, 1457 (5 CH,), 1417, 1253,
1130, 1083, 982 u. 974 (trans-C=C-), 931, 908, 769, 726, 700, 647, 576, 526
[M+H"] 353.4 (Base)

C2oH2sFN2O3 * 1.0 C4H404 * 1.25 H,0 (491.04)
ber.. C:63.60 % H:6.47 % N: 5.70 %
gef.. C:63.64 % H:6.42 % N: 5.89 %
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7.4.55 2-Phenylcyclopropanoyl-Bispidin Fumarat 198

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:
IUPAC:

"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fir
48 Std. mit trans-2-Phenylcyclopropancarbonsaure (198 mg, 1 mmol) um-
gesetzt. Zur saulenchromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus
DCM und MeOH (20:1) benutzt. Man erhalt 326 mg (88 %) eines klaren Ols.
Zur Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieses Ol (250 mg, 0.67 mmol)
nach AAV 4 fir 12 Std. bei RT gerthrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 177
mg (97 %) eines klaren Ols. Zur Uberfiihrung diesen Ols (67 mg, 0.25 mmol) in
das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure (29 mg, 0.25 mmol) zum Einsatz.

28 mg (28 %); (24 % uber 4 Schritte) — weiller Feststoff

101-102 °C
7-(2-Phenylcyclopropancarbonyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan
Fumarat

(500 MHz, D,O) & [ppm]: 1.41-1.52 (br m, 1.5 H); 1.65-1.73 (br m, 0.5 H); 1.90-
2.03 (br m, 2 H); 2.23-2-38 (br m, 3.5 H); 2.60 (br s, 0.5 H); 3.11 (brd, J=14.0
Hz, 1 H); 3.28-3.58 (br m, 5 H); 4.26-4.43 (br m, 2 H); 6.67 (s, 1.6 H); 7.19-7.45
(m, 5 H) [Rotamere sichtbar]

(125 MHz, D,O) 8 [ppm]: 17.6 (-); 27.3 (+); 28.1 (+); 28.4 (+); 28.6 (+); 30.3 (-);
49.5 (-); 50.3 (-); 50.6 (-); 52.3 (-); 128.9 (+); 129.6 (+); 131.7 (+); 137.6 (+);
143.3 (Cquant); 174.5 (C=0); 179.2 (C=0) [Rotamere sichtbar]

¥ [em™): 3433 (v OH), 3028 u. 305 (V CHarom ), 2934 u. 2860 (v CH,), 2623 (v
NH,"), 1705 u. 1637 (v C=0), 1459 u. 1442 (5 CHy), 1426, 1375, 1251, 1228,
1108, 983 u. 972 (trans-C=C-), 907, 759, 700, 647, 538, 518, 482

[M+H'] 271.3 (Base)

C17H22N20 * 1.0 C4H404 * 0.75 H,0 (399.96)
ber.. C:63.06 % H:6.93 % N: 7.00 %
gef.. C:63.14 % H:7.04 % N:7.02 %
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7.4.56 N-o-Chlorphenoxyacetyl-Bispidin Fumarat 199

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-Carbonylimidazol-N’-tBoc-Bispidin 108 (320 mg, 1 mmol) wird nach AAV 2 fir
24 Std. mit 2-(2-Chlorphenoxy)essigsaure (187 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur
saulenchromatographischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und
MeOH (20:1) benutzt. Man erhalt 186 mg (47 %) eines klaren Ols. Zur Ent-
fernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieses Ol (130 mg, 0.33 mmol) nach AAV
4 fur 12 Std. bei RT gerthrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 95 mg (98 %)
eines weilen Feststoffes. Zur Uberfiihrung dieses Feststoffes (46 mg, 0.16
mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure (18 mg, 0.16 mmol) zum
Einsatz.

40 mg (62 %); (29 % uber 4 Schritte) — weiller Feststoff

145-149 °C (Zers.)
7-(2-(2-Chlorphenoxy)acetyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat
(500 MHz, D,0) 6 [ppm]: 2.02 (br m, 2 H); 2.34 (br s, 1 H); 2.37 (br s, 1 H); 3.18
(brd, J=13.4 Hz, 1 H); 3.35 (br m, 2 H); 3.49 (brd, J = 13.1 Hz, 1 H); 3.59 (br
m, 2 H); 4.00 (brd, J=13.2 Hz, 1 H); 4.38 (brd, J=13.9 Hz, 1 H); 4.85 (brd, J
= 14.3 Hz, 1 H); 5.15 (br d, J = 14.6 Hz, 1 H); 6.68 (s, 1.8 H); 7.07 (m, 2 H);
7.33 (m, 1 H); 7.50 (dd, J=8.2, 1.3 Hz, 1 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.0 (+); 28.2 (+); 30.2 (-); 49.0 (-); 50.2 (-); 50.5 (-);
51.2 (-); 70.1 (-); 117.2 (+); 124.7 (Cquan); 125.8 (+); 131.2 (+); 133.3 (+); 137.5
(+); 155.5 (Cquant); 174.2 (C=0); 176.4 (C=0)

¥ [cm™): 3441 (v OH), 3065 (v CHarom.), 2936 u. 2866 (v CH,), 2607 (v NH,"),
1662 (v C=0), 1589, 1485, 1457 (& CH,), 1287, 1248, 1229, 1079, 970 (trans-
C=C-), 908, 752, 685, 644, 472

[M+H'] 295.1 (Base)

C15H19CIN,O; * 0.9 C4H,O4 * 0.8 H,O (413.66)
ber.. C:54.01 % H: 5.90 % N:6.77 %
gef.. C:53.98 % H: 5.80 % N: 6.80 %
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7.4.57 Mesyl-Bispidin Fumarat 201

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:

IUPAC:

"H-NMR:

*C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

/ OH

N-fBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit Methylsulfonylchlorid
(115 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulenchromatographischen Aufreinigung
wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) benutzt. Man erhalt 280 mg (91
%) eines weillen Feststoffes. Zur Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser
Feststoff (230 mg, 0.76 mmol) nach AAV 4 fur 12 Std. bei RT geruhrt. Nach der
Aufarbeitung erhalt man 146 mg (95 %) eines weilen Feststoffes. Zur Uber-
fuhrung dieses Feststoffes (110 mg, 0.54 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7
mit Fumarsaure (63 mg, 0.54 mmol) zum Einsatz.

163 mg (94 %); (81 % uber 3 Schritte) — weiller Feststoff

179 °C (Zers.)

7-Methylsulfonyl-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,0) 8 [ppm]: 1.90 (br m, 1 H); 2.00 (br m, 1 H); 2.38 (br s, 2H); 2.99
(s, 3H); 3.18 (brm, 2 H); 3.36 (brd, J=13.3 Hz, 2 H); 3.59 (brd, J=13.3 Hz, 2
H); 3.84 (br m, 2 H); 6.69 (s, 1.8 H)

(125 MHz, D,0) 6 [ppm]: 28.4 (+); 30.4 (-); 34.3 (+); 50.2 (-); 53.2 (-); 137.6 (+);
174.5 (C=0)

¥V [cm™): 3457 (v OH), 3237, 3198, 3096, 2933 u. 2865 u. 2824 (v CH,), 2604 (v
NH,"), 1705 u. 1654 (v C=0), 1605, 1465 (5 CH,), 1337 (v SO,-NRR;), 1164 (v
S0O,-NR1Ry), 1101, 1027, 986 u. 962 (trans-C=C-), 922, 778, 644, 540, 522, 469
[M+H"] 205.1 (Base)

CsH16N20,S * 0.9 C4H,04 * 0.7 H,O (321.37)

ber. C:43.35% H: 6.59 % N: 8.72 %

gef.. C:43.43% H:6.51 % N: 8.62 %
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7.4.58 Phenylsulfonyl-Bispidin 202

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

N-tBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit Phenylsulfonylchlorid
(177 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur saulenchromatographischen Aufreinigung
wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (20:1) benutzt. Man erhalt 324 mg (87
%) eines weillen Feststoffes. Zur Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser
Feststoff (90 mg, 0.25 mmol) nach AAV 4 fur 4 Std. bei RT geruhrt. Nach der
Aufarbeitung erhalt man 63 mg (96 %) eines gelblichen Feststoffes.

63 mg (96 %); (84 % uber 2 Schritte) — gelblicher Feststoff

101 °C

3-Phenylsulfonyl-3,7-diazabicyclo[3.3.1]Jnonan

(500 MHz, CDCl3) & [ppm]: 1.51 (br m, 1 H); 1.86 (br m, 1 H); 2.57-2.61 (br m, 4
H); 3.05 (br m, 2 H); 3.23 (br d, J = 14.0 Hz, 2 H); 3.92 (br d, J = 11.5 Hz, 2 H);
7.55 (m, 2 H); 7.62 (m, 1 H); 7.75 (m, 2 H)

(125 MHz, CDCl3) & [ppm]: 28.1 (+); 31.2 (-); 50.7 (-); 51.3 (-); 128.1 (+); 129.2
(+); 133.1 (+); 134.4 (Cquart)

¥ [em™]: 3417 u. 3343 u. 3264 (v OH), 3066 (v CHarom), 2903 u. 2857 (v CH.,),
1462 u. 1447 (5 CH,), 1345 (v SO-NR;R,), 1304, 1208, 1172 (v SO,-NRRy),
1091, 999, 946, 927, 832, 758, 739, 689, 575, 523

[M+H"] 267.0 (Base)

C13H1gN20,S * 0.7 H,0 (321.37)
ber. C:43.35% H: 6.59 % N:8.72 %
gef.. C:43.43 % H:6.51 % N: 8.62 %
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7.4.59 Tosyl-Bispidin 203

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:
IUPAC:
"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

CHy

N-tBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit Tosylchlorid (190
mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur sdulenchromatographischen Aufreinigung wird ein
Gemisch aus DCM und MeOH (9:1) benutzt. Man erhalt 377 mg (97 %) eines
weillen Feststoffes. Zur Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff
(200 mg, 0.53 mmol) nach AAV 5 mit wasserfreiem ZnBr, (237 mg, 1.05 mmol)
fur 48 Std. bei RT geruhrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 145 mg (98 %)
eines gelblichen Feststoffes.

145 mg (98 %); (95 % uber 2 Schritte) — gelblicher Feststoff

111 °C

3-Tosyl-3,7-diazabicyclo[3.3.1]nonan

(500 MHz, CDCl3) & [ppm]: 1.50 (br m, 1 H); 1.71 (br m, 1 H); 1.85 (br s, 2 H);
2.44 (s, 3 H); 2.58 (br m, 2 H); 2.73 (br s, 1 H); 3.02 (br m, 2 H); 3.21 (brd, J =
14.1 Hz, 2 H); 3.89 (brd, J=10.8 Hz, 2 H); 7.34 (d, J=8.0 Hz, 2 H); 7.62 (d, J
= 8.3 Hz, 2 H)

(125 MHz, CDCl3) & [ppm]: 21.7 (+); 28.3 (+); 31.3 (-); 50.9 (-); 51.3 (-); 128.1
(+); 129.7 (+); 131.4 (Cquan); 143.8 (Cquart)

¥ [cm™): 3343, 3089 u. 3065 u. 3044 u. 3028 (v CHarom.), 2931 u. 2893 u. 2851
(v CHy), 1598, 1458 (8 CH,), 1341 (v SO.,-NR4Ry), 1271, 1205, 1166 (v SO,-
NR;Rz), 1098, 1089, 1048, 996, 925, 812, 756, 725, 650, 579, 549, 519

[M+H"] 281.4 (Base)

C13H1sN20,S * 0.5 H,0 (289.40)

ber.. C:58.10 % H:7.31 % N: 9.68 %

gef.. C:58.17 % H:7.28 % N:9.42 %
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7.4.60 p-Nitrophenylsulfonyl-Bispidin 204

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

NO,

N-fBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit 4-
Nitrophenylsulfonylchlorid (222 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur sdulenchromato-
graphischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (40:1) be-
nutzt. Man erhalt 272 mg (65 %) eines gelblichen Feststoffes. Zur Entfernung
der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (253 mg, 0.61 mmol) nach AAV 5
mit wasserfreiem ZnBr, (277 mg, 1.23 mmol) flr 12 Std. bei RT gerihrt. Nach
der Aufarbeitung erhalt man 177 mg (92 %) eines gelblichen Feststoffes.

177 mg (92 %); (60 % Uber 2 Schritte) — gelblicher Feststoff

185 °C (Zers.)

3-(4-Nitrophenylsulfonyl)-3,7-diazabicyclo[3.3.1]nonan

(500 MHz, CDCI3) & [ppm]: 1.52 (br m, 1 H); 1.74 (br s, 2 H); 1.89 (br m, 1 H);
2.16 (br s, 1 H); 2.64 (br m, 2 H); 3.03 (br m, 2 H); 3.21 (brd, J = 14.1 Hz, 2 H);
3.96 (brd, J=10.9 Hz, 2 H); 7.94 (ddd, J = 8.9, 2.2, 2.0 Hz, 2 H); 8.40 (ddd, J =
8.9,2.2,2.0Hz, 2 H)

(125 MHz, CDCl3) & [ppm]: 28.2 (+); 31.2 (-); 50.9 (-); 51.3 (-); 124.4 (+); 129.1
(+); 140.7 (Cguart); 150.4 (Cquan)

U [cm™: 3424, 3108 (V CHarom), 2950 u. 2912 u. 2855 (v CH,), 1607, 1530 (v
N=0), 1461 (0 CH,), 1401, 1349 (v SO,-NR;R; und N=0), 1313, 1205, 1168 (v
S0,-NR¢Ry), 1087, 924, 855, 810, 750, 737, 707, 684, 603, 572, 518

[M+H"] 312.0 (Base)

C13H17N30,4S * 0.5 H,0 (320.37)

ber.. C:48.74 % H: 5.66 % N: 13.12 %

gef.. C:48.73% H: 5.50 % N: 12.34 %
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7.4.61 p-Cyanophenylsulfonyl-Bispidin 205

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:

IUPAC:

"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

CN

N-tBoc-Bispidin 93 (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit 4-
Cyanophenylsulfonylchlorid (202 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur sdulenchromato-
graphischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (9:1) benutzt.
Man erhalt 295 mg (75 %) eines weillen Feststoffes. Zur Entfernung der tBoc-
Schutzgruppe wird dieser Feststoff (200 mg, 0.51 mmol) nach AAV 5 mit
wasserfreiem ZnBr, (230 mg, 1.02 mmol) fur 48 Std. bei RT gerlhrt. Nach der
Aufarbeitung erhalt man 105 mg (71 %) eines gelblichen Feststoffes.

105 mg (71 %); (53 % uber 2 Schritte) — gelblicher Feststoff

169 °C

4-(3,7-Diazabicyclo[3.3.1]nonan-3-ylsulfonyl)benzonitril

(500 MHz, CDCl3) 6 [ppm]: 1.53 (br m, 1 H); 1.75 (br s, 2 H); 1.89 (br m, 1 H);
2.44 (brs, 1 H); 2.62 (br m, 2 H); 3.05 (br m, 2 H); 3.22 (br d, J = 14.0 Hz, 2 H);
3.94 (brd, J=11.4Hz, 2 H); 7.86 (m, 4 H)

(125 MHz, CDCl3) & [ppm]: 28.2 (+); 31.2 (-); 51.0 (-); 51.3 (-); 116.8 (Cquart );
117.4 (Cquart ); 128.6 (+); 133.0 (+); 139.1 (Cquart)

¥ [cm™): 3405, 3075 u. 3037 u. 3018 (V CHarom), 2983 u. 2912 u. 2867 u. 2851
(v CH,), 2237 (v CN), 1469 u. 1459 (5 CH,), 1344 (v SO,-NR¢R5), 1207, 1185,
1164 (v SO,-NRRy), 1092, 998, 951, 932, 836, 728, 714, 629, 581, 520

[M+H"] 292.1 (Base)

C14H417N30,S * 0.75 H,0 (304.89)

ber. C:55.15% H:6.12 % N: 13.78 %

gef. C:5547 % H:5.97 % N: 13.39 %
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7.4.62 m-Cyanophenylsulfonyl-Bispidin 206

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

CN

N-tBoc-Bispidin (230 mg, 1 mmol) wird nach AAV 1 mit 3-
Cyanophenylsulfonylchlorid (202 mg, 1 mmol) umgesetzt. Zur sdulenchromato-
graphischen Aufreinigung wird ein Gemisch aus DCM und MeOH (9:1) benutzt.
Man erhalt 385 mg (98 %) eines weillen Feststoffes. Zur Entfernung der tBoc-
Schutzgruppe wird dieser Feststoff (200 mg, 0.51 mmol) nach AAV 5 mit
wasserfreiem ZnBr, (230 mg, 1.02 mmol) fur 48 Std. bei RT gerlhrt. Nach der
Aufarbeitung erhalt man 138 mg (93 %) eines gelblichen Feststoffes.

138 mg (93 %); (91 % uber 2 Schritte) — gelblicher Feststoff

146 °C

3-(3,7-Diazabicyclo[3.3.1]nonan-3-ylsulfonyl)benzonitril

(500 MHz, CDCl3) 6 [ppm]: 1.53 (br m, 1 H); 1.75 (br s, 2 H); 1.89 (br m, 1 H);
2.52 (brs, 1 H); 2.62 (br m, 2 H); 3.04 (br m, 2 H); 3.21 (brd, J = 14.1 Hz, 2 H);
3.93 (brd, J=11.4 Hz, 2 H); 7.70 (ddd, J = 7.9, 7.9, 0.5 Hz, 1H); 7.89 (ddd, J =
7.8, 1.6, 1.2 Hz, 1H); 7.97 (ddd, J = 8.0, 1.8, 1.2 Hz, 1H); 8.04 (ddd, J = 1.7,
1.7, 0.5 Hz, 1H)

(125 MHz, CDCl3) & [ppm]: 28.1 (+); 31.1 (-); 50.8 (-); 51.3 (-); 113.9 (Cquart);
117.3 (Cquan); 130.2 (+); 131.4 (+); 131.9 (+); 136.0 (+); 136.6 (Cquart)

¥ [em™): 3364, 3094 u. 3084 u. 3072 u. 3057 u. 3019 (v CHarom ), 2929 u. 2914
u. 2888 u. 2849 (v CH,), 2232 (v CN), 1471 u. 1453 (5 CH,), 1343 (v SO,-
NRRy), 1273, 1209, 1159 (v SO,-NRR,), 1049, 993, 940, 820, 803, 746, 719,
689, 616, 590, 551, 513

[M+H'] 292.3 (Base)

C14H17N30,S * 0.75 H,0 (304.89)
ber. C:55.15% H:6.12 % N: 13.78 %
gef. C:5547 % H:5.97 % N: 13.39 %
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7.4.63 Pyrrolidincarbonyl-Bispidin Fumarat 207

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:

IUPAC:

"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

0]

NH,
O o
)

N-Carbonylimidazol-pyrrolidin 116a (182 mg, 1.1 mmol) wird in 2 ml ACN gel6st
und zusammen mit Methyliodid (625 mg, 4.4 mmol) fir 24 Std. gerthrt. Nach
Entfernung des Losungsmittels und des Uberschissigen Methyliodids wird dem
Ruckstand TEA (101 mg, 1 mmol), N-tBoc-Bispidin 93 (226 mg, 1 mmol) und 10
ml DCM zugegeben und das Gemisch 24 Std. bei RT gerihrt. Die organische
Phase wird zweimal mit 5 ml HCI-Lésung (1N) und einmal mit 5 ml Wasser
gewaschen. Danach wird mit MgSQO, getrocknet, filtriet und das
Lésungsmittels am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt.
Der Rickstand wird saulenchromatographisch mit einem Gemisch von DCM
und MeOH (40:1) aufgereinigt. Man erhalt 223 mg (69 %) eines weiflden
Feststoffes. Zur Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (180
mg, 0.56 mmol) nach AAV 4 fiir 3 Std. bei RT gerthrt. Nach der Aufarbeitung
erhalt man 120 mg (97 %) eines weillen Feststoffes. Dieser Feststoff (105 mg,
0.47 mmol) wird nach AAV 6 aus 2 ml eines Gemisches von Et,O und MeOH
(9:1) als Fumarat gefallt.

109 mg (67 %); (45 % Uber 4 Schritte) — weilder Feststoff

166-169 °C (Zers.)
7-(Pyrrolidin-1-carbonyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, MeOD) & [ppm]: 1.88-1.93 (br m, 5 H); 1.97-2.02 (br m, 1 H); 2.17 (br
m, 2 H); 3.09-3.13 (br m, 2 H); 3.29-3.34 (br m, 2 H); 3.43-3.47 (br m, 4H); 3.50
(brd, J=12.8 Hz, 2 H); 3.81 (brd, J =13.3 Hz, 2 H); 6.68 (s, 2.0 H)

(125 MHz, MeQOD) & [ppm]: 26.5 (-); 27.9 (+); 30.5 (-); 48.9 (-); 49.4 (-); 52.1 (-);
136.2 (+); 164.8 (C=0); 171.5 (C=0)

¥ [cm™]: 3441 (v OH), 2966 u. 2876 (v CH,), 2630 (v NH,"), 1710 u. 1635 (v
C=0), 1425, 1349, 1196, 972 (trans-C=C-), 915, 881, 645, 510, 419

[M+H'] 224.1 (Base)

C12H21N3O * 1.0 C4H404 * 0.25 H,0 (343.90)
ber.. C:55.88 % H: 7.47 % N:12.22 %
gef.. C:55.88% H: 7.53 % N:12.13 %
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7.4.64 Morpholincarbonyl-Bispidin Fumarat 208

Synthese:

Ausbeute:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

(0]

=
L)

o

@
NH,
i“/

N-Carbonylimidazol-morpholin 116b (182 mg, 1.1 mmol) wird in 2 ml ACN
geldst und zusammen mit Methyliodid (625 mg, 4.4 mmol) fur 24 Std. geruhrt.
Nach Entfernung des Lésungsmittels und des tberschiissigen Methyliodids wird
dem Ruckstand TEA (101 mg, 1 mmol), N-tBoc-Bispidin 93 (226 mg, 1 mmol)
und 10 ml DCM zugegeben und das Gemisch 24 Std. bei RT geruhrt.
Anschliefend wird der Rickstand saulenchromatographisch mit einem
Gemisch von DCM und MeOH (9:1) aufgereinigt. Man erhalt 336 mg (99 %)
eines weillen Feststoffes. Zur Entfernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser
Feststoff (130 mg, 0.38 mmol) nach AAV 4 fir 2 Std. bei RT gerthrt. Nach der
Aufarbeitung erhalt man 87 mg (95 %) eines klaren Ols. Zur Uberfiihrung
diesen Ols (87 mg, 0.36 mmol) in das Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsdure
(42 mg, 0.36 mmol) zum Einsatz.

57 mg (44 %); (42 % uber 4 Schritte) — gelblicher Feststoff

155-158 °C (Zers.)
7-(Morpholin-1-carbonyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]Jnonan Fumarat

(500 MHz, D,O ) & [ppm]: 1.93 (br m, 1 H); 1.98 (br m, 1 H); 2.24 (br s, 2 H);
3.27 (br m, 2 H); 3.35 (br m, 2 H); 3.38 (dd, J = 4.9, 4.7 Hz, 4H); 3.54 (br d, J =
13.2 Hz, 2 H); 3.76 (dd, J = 4.9, 4.7 Hz, 4 H); 3.78 (br m, 2 H); 6.73 (s, 1.5 H)
(125 MHz, D,0) & [ppm]: 28.8 (+); 31.4 (-); 49.3 (-); 50.4 (-); 53.9 (-); 69.1 (-);
137.5 (+); 168.0 (C=0); 173.9 (C=0)

¥ [cm™): 3440 (v OH), 2960 u. 2926 u. 2857 (v CH,), 2701 (v NH.,"), 1679 u.
1637 (v C=0), 1483, 1425, 1360, 1271, 1239, 1115, 1029, 985 u. 967 (trans-
C=C-), 874, 806, 646, 585, 508, 450

[M+H"] 240.4 (Base)

C12H21N30, * 0.75 C4H4O4 * 1.5 H,0 (353.40)

ber.. C:50.98 % H:7.70 % N: 11.89 %

gef. C:51.00 % H:7.47 % N: 11.80 %
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7.4.65 4-Benzylpiperidincarbonyl-Bispidin Fumarat 209

Synthese:

Ausbeute:

Smp.:

IUPAC:

'"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

N-Carbonylimidazol-4-benzylpiperidin 116¢ (296 mg, 1.1 mmol) wird in 2 ml
ACN gel6st und zusammen mit Methyliodid (625 mg, 4.4 mmol) fir 24 Std.
geruhrt. Nach Entfernung des Lésungsmittels und des (berschissigen
Methyliodids wird dem Ruckstand TEA (101 mg, 1 mmol), N-tBoc-Bispidin 93
(226 mg, 1 mmol) und 10 ml DCM zugegeben und das Gemisch 24 Std. bei RT
geruhrt. Die organische Phase wird zweimal mit 5 ml verdinnter HCI-Lésung
(1N) und anschiefdend einmal mit 5 ml Wasser gewaschen. AnschlieRend wird
mit MgSO, getrocknet, filtriert und das Lésungsmittels am Rotationsverdampfer
unter vermindertem Druck entfernt. Dann wird der Riickstand
saulenchromatographisch mit einem Gemisch von DCM und MeOH (40:1)
aufgereinigt. Man erhalt 355 mg (83 %) eines weilen Feststoffes. Zur Ent-
fernung der tBoc-Schutzgruppe wird dieser Feststoff (300 mg, 0.70 mmol) nach
AAV 4 fur 3 Std. bei RT gerthrt. Nach der Aufarbeitung erhalt man 191 mg (83
%) eines klaren Ols. Zur Uberfiihrung diesen Ols (124 mg, 0.38 mmol) in das
Fumarat kommt AAV 7 mit Fumarsaure (44 mg, 0.38 mmol) zum Einsatz.

124 mg (72 %); (50 % uber 4 Schritte) — weilRer Feststoff

172-175 °C (Zers.)
7-(4-Benzylpiperidin-1-carbonyl)-7-aza-3-azonium-bicyclo[3.3.1]nonan Fumarat
(500 MHz, D,0) & [ppm]: 1.17-1.27 (br m, 2 H); 1.69 (br m, 2 H); 1.82 (br m, 1
H); 1.91 (br d, J = 13.6 Hz, 1 H); 1.97 (br d, J = 13.6 Hz, 1 H); 2.21 (br s, 2 H);
2.61(d, J=7.1Hz, 2H); 2.87 (dt, J=12.4, 1.9 Hz, 2 H); 3.22 (br d, J = 13.1 Hz,
2 H); 3.34 (br d, J = 13.1 Hz, 2 H); 3.53 (br d, J = 13.2 Hz, 2 H); 3.70 (br m, 4
H); 6.69 (s, 2.0 H); 7.26-7.41 (m, 5 H)

(125 MHz, D,0) & [ppm]: 27.5 (+); 30.2 (-); 32.8 (-); 38.8 (+); 43.4 (-); 48.1 (-);
49.1 (-); 52.9 (-); 127.6 (+); 129.9 (+); 130.8 (+); 136.2 (+); 142.3 (Cquart); 166.8
(C=0); 173.0 (C=0)

¥ [em™]: 3441 (v OH), 3059 u. 3023 (V CHarom ), 2937 u. 2853 (v CH,), 2594 (v
NH,"), 1704 u. 1628 (v C=0), 1454 (& CH,), 1425, 1366, 1248, 981 u. 965
(trans-C=C-), 910, 747, 700, 622, 511, 466



222 | Experimenteller Teil

MS (ESI): [M+H"] 328.4 (Base)

EA: C20H29N30 * 1.0 C4H,0, * 0.5 H,O (452.55)
ber.. C:63.70 % H: 7.57 % N:9.29 %
gef.. C:63.49% H: 7.64 % N: 9.33 %

7.5 Stabilitatstest der Bispidin-Derivate

Vorbereitung

4.0 mg der zu vermessenden Substanz werden in einem 2 mL Autosampler-Braunglasvial ge-
fullt, in 1 mL HEPES-Puffer (pH 7.4; Herstellung siehe Kap. 7.9.1) gelést und mit einer
Schraubkappe mit Teflon-Silikon-Dichtung verschlossen. Der Stabilitatstest findet bei Raum-
temperatur statt. Von dieser Losung werden nach 5, 50, 90 und 180 Minuten je 5 yL mit einem
Autosampler auf die Saule der LCMS aufgetragen und vermessen. Man beginnt mit einem
Gradienten von 10 % MeOH und 90 % Wasser. Nach 10 Minuten wird der Gradient innerhalb
von 10 Minuten auf 100 % MeOH erhdht und abschlieRend weitere 10 Minuten bei 100 %
MeOH gemessen.

Auswertung

Es werden sowohl die Massenspektren als auch die Chromatogramme zur Auswertung benutzt.
Das Integrieren der Chromatogramme erfolgt mit Hilfe der Software der LCMS-Anlage. Die
Integrale der Chromatogramme erlauben eine Aussage Uber quantitative Zusammenhange und
die Massenspektren dienen zur Unterstiitzung dieser Aussagen.
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7.6  Gewinnung von (-)-Cytisin und Synthese von Zwischen-
produkten

7.6.1 Isolierung von (-)-Cytisin 34

Zur Gewinnung von (-)-Cytisin 34 wurden die Samen und Schoten des Goldregenbaumes
(Laburnum anagyroides und Laburnum watereri) aus dem Raum Koln-Bonn im Zeitraum
zwischen Oktober und November gesammelt. Das Pflanzenmaterial wurde mehrere Wochen
bei RT getrocknet und zur Vorbereitung auf die Extraktion in einer Schlagmihle zu einem feinen
Pulver zermahlen.

NH

——N

\_/

Isolierung: 1000 g des fein gemahlenen Goldregensamenpulvers werden mit zwei Liter PE
in ein 5 L Becherglas gegeben und 4 Std. intensiv geriihrt. Dann wird das
Lésungsmittel abfiltriert und der Riickstand zweimal mit je einem Liter PE ge-
waschen. Der Rickstand wird locker ausgebreitet und tber Nacht unter dem
Abzug stehen gelassen, bis das restliche Lésungsmittel verdampft ist. Das so
entfettete Goldregensamenpulver wird nun wieder in ein 5 L Becherglas ge-
geben und mit 4.4 Litern eines Gemisches aus DCM, MeOH und NH; (8:2:1) 8
Std. lang mit einem Ultra-Turrax® zerkleinert und geriihrt. Uber den Tag ent-
weichendes Ldsungsmittel wird ggf. nachgefullt. Danach wird die griinbraune
Aufschlammung filtriert und zweimal mit je einem Liter desselben Ldsungs-
mittelgemisches gewaschen. Das Filtrat wird am Rotationsverdampfer unter
vermindertem Druck bis auf ca. 300 ml eingeengt und anschlieRend wieder auf
etwa einen Liter Volumen mit DCM aufgefillt. Die dunkelgriine Lésung wird
dreimal mit je 150 ml HCI-Lésung (1N) ausgeschiittelt. Die vereinigten wass-
rigen Phasen werden mit festem NaOH auf einen pH-Wert > 12 alkalisiert und
anschlieBend mind. 20 Mal mit je 100 ml DCM ausgeschittelt. Dabei werden
die ersten funf Fraktionen getrennt gesammelt, das Losungsmittel entfernt und
der Rickstand auf einer kurzen Kieselgelsaule mit einem Gemisch aus CHCl;,
MeOH und NHj; (60:10:1) aufgereinigt. Das dabei sauber erhaltene Cytisin 34
wird mit dem ebenfalls sehr reinen Cytisin 34 aus den weiteren Fraktionen 6-20
vereinigt. Restliches Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer unter ver-
mindertem Druck entfernt.
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Tab. 7.1: Ausbeute an (-)-Cytisin 34 aus verschiedenen Ansétzen Goldregensamenpulver
Ansatz AnsatzgroBe (-)-Cytisin 34 Ausbeute

1 1000 g 6.2g 0.62 %

2 1000 g 8.3¢g 0.83 %

3 1000 g 759 0.75 %

4 1000 g 99g¢ 0.99 %

5 1000 g 8.8¢g 0.88 %

6 1000 g 49¢ 0.49 %

7 1000 g 51¢ 0.51 %

8 1000 g 54¢ 0.54 %
Ausbeute: 0.49-0.99 % (bezogen auf 1000 g Goldregensamenpulver) — weiller Feststoff
R-Wert: 0.17 (DCM:MeOH 9:1), 0.10 (DCM:MeOH 20:1)

Smp.: 152 °C (Lit.: 153-156 °C)"

IUPAC: 1,2,3,4,5,6-Hexahydro-1,5-methano-pyrido[1,2-a][1,5]diazocin-8-on

'H-NMR: (500 MHz, CDCl3) © [ppm]: 1.95 (t, J = 3.0 Hz, 2 H); 2.31 (br s, 1 H); 2.89 (br m,
1 H); 2.99 (ddd, J=12.4, 2.3, 1.2 Hz, 2 H); 3.04 (dd, J = 12.0, 2.3 Hz, 1 H); 3.09
(dd, J =12.4, 1.2 Hz, 1 H); 3.89 (ddd, J = 15.6, 6.7, 1.1 Hz, 1 H); 4.11 (d, J =
15.6 Hz, 1 H); 5.98 (dd, J = 6.9, 1.1 Hz, 1 H); 6.44 (dd, J = 9.0, 1.4 Hz, 1 H);
7.28 (dd, J=9.0,6.9 Hz, 1 H)"

3C-NMR: (125 MHz, CDCl3) & [ppm]: 26.5 (-); 27.9 (+); 35.8 (+); 49.9 (-); 53.2 (-); 54.2 (-);
105.1 (+); 116.9 (+); 138.9 (+); 151.2 (Cquan); 163.8 (c=0)t

IR (KBr): ¥ [cm™]: 3316 u. 3282 (v NH), 3084 u. 3032 (V CHarom ), 2985 u. 2934 u. 2914 u.
2897 (v CH,), 2835, 2804, 2748, 1650 (v C=0), 1564, 1541, 1443 (& CH,),
1347, 1312, 1141, 909, 821, 793, 737, 577"

MS (ESI): [M+H"] 190.9"

EA: C11H14N0 * 0.25 H,O"

ber. C:67.84 % H: 7.50 % N: 14.38 %
gef.: C:68.01 % H:7.36 % N: 14.02 %

T Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur Gberein

320, 489, 541
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7.6.2 Synthese von N-tBoc-Cytisin 138

Synthese 1:

Ausbeute:

Tab. 7.2:

OYO\’<
N
(0]
\/N

\ /

(-)-Cytisin 34 (6.2 g, 32.6 mmol) wird zusammen mit Di-tert-butyldicarbonat
(8.54 g, 39.1 mmol) und Natriumcarbonat (4.15 g, 39.1 mmol) in 100 ml DCM
und 20 ml Wasser gel6st und unter kraftigem Riihren 2 Std. unter Rickfluss er-
hitzt. Der Verlauf der Reaktion wird mit Hilfe einer DC kontrolliert. Bis zur voll-
standigen Umsetzung des Edukis werden kleinere Mengen an Di-tert-
butyldicarbonat und Natriumcarbonat nachgelegt. Nach dem Abkiihlen werden
20 ml gesattigte Natriumchlorid-Losung dazugegeben und die beiden Phasen
voneinander getrennt. Die wassrige Phase wird ein weiteres Mal mit 20 ml DCM
ausgeschlttelt und die vereinigten organischen Phasen mit MgSQO, getrocknet
und filtriert. Dann wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer unter ver-
mindertem Druck entfernt. AbschlieRend wird der Rickstand saulen-
chromatographisch mit einem Lésungsmittelgemisch aus DCM und MeOH (9:1)
auf einer kurzen Kieselgelsaule aufgereinigt. Die entsprechenden Fraktionen
werden vereinigt und das Losungsmittelgemisch wird am Rotationsverdampfer
unter vermindertem Druck entfernt.

(50.4-87.5 %) — weiler Feststoff

Mengen an Edukten und Ausbeute an N-tBoc-Cytisin 138 aus verschiedenen Ansétzen

Ansatz Cytisin (Boc),0 Na,CO; N-tBoc-Cytisin Ausbeute Ausbeute (total)

1 629 854g 4.15g 8.28 g 87.5% 0.54 %
2 839 1143g 555g 8.14 g 64.3 % 0.53 %
3* 759 10.33g 501g 2.92¢ 25.5% 0.19 %
4 99g 1360g 6.62g 8.619 57.0 % 0.56 %
5 88g 1211g 588g 6.89 g 50.4 % 0.45 %
6 49g 675g 3.28¢ 6.24 g 83.4 % 0.41 %
7 519 7.03g 342g 4.37g 56.0 % 0.29 %
8 549 743g 361g 6.28 g 76.2 % 0.41 %

* Ein Teil dieses Ansatzes ging wahrend der Reaktion aufgrund eines Kolbenbruches verloren
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Synthese 2:

Ausbeute:
Ri-Wert:

Smp.:
IUPAC:

'"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

(-)-Cytisin 34 (203 mg, 1.07 mmol) wird zusammen mit Di-tert-butyldicarbonat
(233 mg, 1.07 mmol) in 5 ml MeOH geldst. Dann wird vorsichtig elementares
lod (27.1 mg, 0.11 mmol) dazugeben, das Reaktionsgefall verschlossen und
die Reaktion 2 Std. bei RT gerlhrt. AnschlieRend wird das Lésungsmittel am
Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wird in
15 ml DCM aufgenommen und es wird nacheinander mit 10 ml 5%iger Natrium-
thiosulfatiésung und 15 ml gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung ge-
waschen. Die vereinigten wassrigen Phasen werden noch einmal mit 10 ml
DCM ausgeschittelt. Dann werden die vereinigten organischen Phasen mit
Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer unter ver-
mindertem Druck entfernt. Abschlieffend wird das Produkt sdulenchromato-
graphisch mit einem Ldsungsmittelgemisch aus DCM und MeOH (40:1) auf
einer Kieselgelsaule aufgereinigt. Die entsprechenden Fraktionen werden ver-
einigt und das Lo&sungsmittelgemisch am Rotationsverdampfer unter ver-
mindertem Druck entfernt.

(92 %) — weiler Feststoff

0.64 (DCM:MeOH 9:1), 0.34 (DCM:MeOH 20:1)

149-150 °C (Lit.: 156-157 °C)"
8-Ox0-1,5,6,8-tetrahydro-2H,4H-1,5-methano-pyrido[1,2-a][1,5]diazocin-3-
carbonsaure-tert-butylester

(500 MHz, CDCl3) 8 [ppm]: 1.32 (br s, 9 H); 1.93 (dm, J = 13.0 Hz, 1 H); 1.99 (br
d, J =129 Hz, 1 H); 2.40 (br s, 1 H); 2.90-3.13 (m, 3 H); 3.82 (ddd, J = 15.6,
6.6, 1.2 Hz, 1 H); 4.06-4.41 (br m, 2 H); 4.17 (d, J = 15.6 Hz, 1 H); 6.05 (br s, 1
H); 6.42 (brd, J=8.9 Hz, 1 H); 7.27 (dd, J = 9.1, 6.9 Hz, 1 H)

[Rotamere sichtbar]

(125 MHz, CDCl3) & [ppm]: 26.3 (-); 27.7 (+); 28.8 (+); 35.0 (+); 49.0 (-); 50.7 (-);
51.8 (-); 80.6 (Cquant); 105.9 (+); 117.3 (+); 139.1 (+); 149.9 (Cquan); 154.7 (C=0);
163.6 (C=0) [Rotamere sichtbar]"

¥ [em™): 3217, 3099 u. 3058 u. 3011 (v CHarom.), 2978 u. 2939 u. 2863 (v CH,),
1687 u. 1654 (v C=0), 1544, 1465 u.1445 u.1421 (6 CH,), 1364, 1235, 1172,
1127, 818, 760, 572, 518"

[M+H*]291.3"

C16HZZNZ()3T

ber.. C:66.18 % H: 7.64 % N: 9.65 %

gef.. C:66.07 % H:7.81 % N:9.45 %

T Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur Gberein

320, 542
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7.6.3 Bromierung von N-tBoc-Cytisin

Synthese 1:

Ausbeute:

Synthese 2:

Ausbeute:
Analytik:

Tab. 7.3:

\ / \_/

N-tBoc-Cytisin 138 (1000 mg, 3.44 mmol) wird zusammen mit N-Brom-
succinimid (NBS) (613 mg, 3.44 mmol) in 50 ml DCM gelést und fiir 2 Std. unter
Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abklhlen wird das Ldsungsmittel am Rotations-
verdampfer unter vermindertem Druck entfernt und der dlige Ruckstand wird
saulenchromtographisch mit einem Gemisch aus DCM, Aceton und MeOH
(84:15:1) auf Kieselgel aufgereinigt. Die entsprechenden Fraktionen werden
vereinigt und das Lésungsmittelgemisch wird am Rotationsverdampfer unter
vermindertem Druck entfernt. (Ansatze 1 bis 4)

(90.2 — 99.6 %) — zwei weille Feststoffe (s. Kap. 7.5.4 und 7.5.5)

N-tBoc-Cytisin 138 (4 g, 13.78 mmol) wird zusammen mit N-Brom-succinimid
(NBS) (2.45 g, 13.78 mmol) in 120 ml DCM gel6st und fir 2 Std. unter Rick-
fluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird das Losungsmittel am Rotations-
verdampfer unter vermindertem Druck entfernt und der 6lige Rickstand wird
saulenchromtographisch mit einem Gemisch aus DCM, Aceton und MeOH
(84:15:1) auf einer Kieselgelsaule aufgereinigt. Die entsprechenden Fraktionen
werden vereinigt und das Losungsmittelgemisch wird am Rotationsverdampfer
unter vermindertem Druck entfernt. (Ansatz 5)

(98.9 %) — zwei weille Feststoffe (s. Kap. 7.5.4 und 7.5.5)
(s. Kap. 7.5.4 und 7.5.5)

Ausbeute an 3-Brom-N-tBoc-Cytisin 139 und 5-Brom-N-tBoc-Cytisin 140

Ansatz

N-tBoc-Cytisin NBS 3-Br-N-tBoc-Cytisin 5-Br-N-tBoc-Cytisin

1
2

a A~ W

19 613 mg 832 mg (65.4 %) 435 mg (34.2 %)
19 613 mg 733 mg (57.6 %) 415 mg (32.6 %)
19 613 mg 705 mg (55.4 %) 533 mg (41.9 %)
19 613 mg 844 mg (66.4 %) 408 mg (32.1 %)
49 245¢g 3.47 g (68.2 %) 1.56 g (30.7 %)

Anm.: Als Nebenprodukt fiel bei dieser Reaktion 3,5-Dibrom-N-tBoc-Cytisin (wenige mg) an.
Sie wurden getrennt gesammelt, jedoch nicht ndher charakterisiert.
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7.6.4 3-Brom-N-tBoc-Cytisin 139

Synthese:

Ausbeute:

RWert:
Smp.:
IUPAC:

'"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

YK

__—N

\ /

(s. Kap. 7.5.3)

705 — 844 mg (55.4 — 68.2 %) — weilker Feststoff

0.89 (DCM:MeOH 9:1), 0.71 (DCM:MeOH 20:1)

131 °C (Lit.: k. A.)
9-Bromo-8-oxo0-1,5,6,8-tetrahydro-2H,4H-1,5-methano-pyrido[1,2-
a][1,5]diazocin-3-carbonsaure-tert-butylester

(500 MHz, CDCl3) & [ppm]: 1.32 (br s, 9 H); 1.92-2.01 (br m, 2 H); 2.42 (br s, 1
H); 2.91-3.14 (br m, 3 H); 3.86 (dd, J = 15.6, 6.2 Hz, 1 H); 4.05-4.40 (br m, 2 H);
4.25(d, J=15.7 Hz, 1 H); 5.98 (br m, 1 H); 7.66 (d, J=7.5 Hz, 1 H)

[Rotamere sichtbar]

(125 MHz, CDCl3) & [ppm]: 26.2 (-); 27.6 (+); 28.2 (+); 34.9 (+); 49.5 (-); 50.4 (-);
51.6 (-); 80.8 (Cquart); 105.8 (+); 112.7 (Cquan); 140.9 (+); 148.6 (Cquart); 154.7
(C=0); 159.6 (C=0) [Rotamere sichtbar]|"

¥ [cm™): 3092 (V CHarom.), 2974 u. 2932 u. 2867 (v CH,), 1692 u. 1648 (v C=0),
1587, 1535, 1423 (6 CH,), 1365, 1270, 1237, 1165, 1129, 1109, 1078, 760
[M+H"1369.0 und 371.0"

C16H2/BrN,O3 * 0.25 H,0O

ber. C:5142% H: 5.80 % N: 7.50 %

gef. C:51.50 % H: 5.84 % N:7.41 %

T Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur Gberein

320, 321
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7.6.5 5-Brom-N-tBoc-Cytisin 140

Synthese:

Ausbeute:

Ri-Wert:
Smp.:
IUPAC:

"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

~

\ /

Br

(s. Kap. 7.5.3)

408 — 533 mg (30.7 — 41.9 %) — weiler Feststoff

0.69 (DCM:MeOH 9:1), 0.34 (DCM:MeOH 20:1)

135 °C (Lit.: k. A.)
11-Bromo-8-o0x0-1,5,6,8-tetrahydro-2H,4H-1,5-methano-pyrido[1,2-
a][1,5]diazocin-3-carbonsaure-tert-butylester

(500 MHz, CDCl3) 8 [ppm]: 1.32 (br s, 9 H); 1.98 (m, 2 H); 2.41 (br s, 1 H); 2.87-
3.12 (br m, 2 H); 3.34-3.51 (br m, 1 H); 3.83 (dd, J = 15.5, 6.4 Hz, 1 H); 4.16 (d,
J=15.6 Hz, 1 H); 4.18-4.44 (br m, 2 H); 6.38 (brm, 1 H); 7.42 (d, J = 9.6 Hz, 1
H) [Rotamere sichtbar]"

(125 MHz, CDCIl3) 6 [ppm]: 26.5 (-); 27.5 (+); 28.2 (+); 34.5 (+); 48.2 (-); 49.0 (-);
50.2 (-); 80.0 (Cquart); 99.1 (Cquart); 118.5 (+); 142.3 (+); 146.2 (Cquant); 154.3
(C=0); 162.4 (C=0) [Rotamere sichtbar]'

¥ [em™): 3089 (V CHarom.), 2973 u. 2932 u. 2868 (v CH,), 1695 u. 1653 (v C=0),

1569, 1527, 1463 u.1423 (& CH,), 1365, 1270, 1237, 1171, 1153, 1124, 995,
919, 822, 766, 676, 631, 582

[M+H"] 369.3 und 371.3"

C16H21BFN203 *0.25 H20
ber. C:5142% H: 5.80 % N: 7.50 %
gef. C:51.31% H: 6.00 % N: 7.28 %

T Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur Gberein

320, 321
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7.7  Allgemeine Arbeitsvorschriften fur Cytisin-Derivate

7.71 Allgemeine Arbeitsvorschrift 8 (AAV 8) zur Synthese von substituierten tBoc-
geschiitzten Cytisin-Derivaten mittels Suziki-Miyaura Kreuzkupplung

Das Brom-substituierte tBoc-geschiitzte Cytisin-Derivat 140 oder 141 (100 mg, 0.27 mmol) wird
zusammen mit der Boronsaure (0.41 mmol) und einer Base (0.6 mmol) in 6 ml einer Losung von
DME:Wasser (3:1) oder DMF:Wasser (3:1) in ein 8 ml Mikrowellengefall eingefillt und fir 10
Min. mit einem  Argongasstrom durchspilt. Danach wird der Katalysator
Tetrakistriphenylpalladium (Pd(PPhs)s) (30 mg, 0.027 mmol) dazugegeben und weitere 5 Min.
mit einem Argongasstrom durchspult. Dann wird das Mikrowellengefal® mit einem Septum ver-
schlossen und in die Mikrowelle gestellt. Die Reaktion wird fiir 120 Min. bei einer Leistung von
30 W und einer Temperatur von 80 °C oder 90 °C in der Mikrowelle durchgefiihrt. Nach dem
Abkuhlen wird das Reaktionsgemisch auf einer SPE-Saule mit 100 ml einer Mischung von
Wasser und MeOH (40:60) aufgereinigt. Anschliefend wird das L&sungsmittelgemisch am
Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt.

7.7.2 Allgemeine Arbeitsvorschrift 9 (AAV 9) zur Aufreinigung von tBoc-geschiitzten
Cytisin-Derivaten mittels praparativer HPLC

Das auf einer SPE-Saule vorgereinigte Reaktionsgemisch der Suzuki-Miyaura Kreuzkupplung
(fester Rickstand von AAV 8) wird in 7 ml eines Gemisches von Wasser und MeOH (50:50)
gelost und mittels einer Probenschleife in das HPLC-System eingebracht. Die mobile Phase
besteht aus einem isokratischen Gradienten von MeOH und Wasser (50:50). Dieser wird eine
Dauer von 35 Minuten benutzt, bevor der Gradient der mobilen Phase innerhalb von 10 Minuten
auf 100 % MeOH umgestellt wird. Das Programm lauft fir eine Gesamtdauer von 50 Minuten.
Der UV-Detektor wird auf eine Wellenlange von A = 254 nm eingestellt. Die Durchflussrate be-
tragt 15 ml/Min. Die erhaltenen Fraktionen werden am Rotationsverdampfer unter vermindertem
Druck von dem groRten Teil des MeOH entfernt. AbschlieRend wird die Lésung in flissigem
Stickstoff eingefroren und das Lésungsmittelgemisch an der Gefriertrocknungsanlage entfernt.

7.7.3 Allgemeine Arbeitsvorschrift 10 (AAV 10) zur tBoc-Entschiitzung von
substituierten N-tBoc-Cytisin Derivaten

Das tBoc-geschitzte Cytisin-Derivat (50-150 mg) wird zusammen mit 80 ml Wasser in ein 80 ml
Mikrowellengefald gefillt und in die Mikrowelle gestellt. Die Entschitzung wird in der Mikrowelle
bei einer Leistung von 150 W und einer Temperatur von 150 °C fiir 30 Minuten durchgefihrt.
Anschlieflend wird die Ldsung in flissigem Stickstoff eingefroren und das L&sungsmittel-
gemisch an der Gefriertrocknungsanlage entfernt.
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7.8  Synthese der Cytisin-Derivate

7.8.1 3-Br-Cytisin 126

Synthese:

Ausbeute:
RiWert:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

NH

——N

\ /

3-Brom-N-tBoc-Cytisin 139 (120 mg, 0.32 mmol) wird AAV 10 in der Mikrowelle
entschitzt und anschlieflend gefriergetrocknet.

87 mg (99 %) — leicht gelblicher Feststoff

0.24 (DCM:MeOH 9:1), 0.09 (DCM:MeOH 20:1)

69 °C (Lit.: 51-53 °C)'
9-Bromo-1,2,3,4,5,6-hexahydro-1,5-methano-pyrido[1,2-a][1,5]diazocin-8-on
(500 MHz, CDCl3) & [ppm]: 1.89-1.98 (br m, 2 H); 2.34 (br s, 1 H), 2.91 (br m, 1
H); 2.97-3.02 (br m, 2 H); 3.05 (dd, J = 11.9, 2.3 Hz, 1 H); 3.10 (br d, J = 12.3
Hz, 1 H); 3.93 (ddd, J = 15.7, 6.7, 1.1 Hz, 1 H); 4.17 (d, J = 15.7 Hz, 1 H); 5.92
(d, J=75Hz, 1H);7.66 (d, J=7.5Hz, 1 H)'

(125 MHz, CDCl3) d [ppm]: 26.2 (-); 27.7 (+); 35.5 (+); 51.2 (-); 52.9 (-); 53.8 (-);
105.0 (+); 112.1 (Cquan); 140.8 (+); 151.0 (Cquan); 159.8 (C=0)"

¥ [em™]: 3442 u. 3319 (v NH), 3088 u. 3053 (V CHarom), 2935 u. 2797 (v CHy),
1642 (v C=0), 1582, 1535, 1467 u.1420 (& CH,), 1102, 910, 838, 798, 761,
722, 671, 633"

[M+H"] 268.9 und 270.9"

C11H13BrN20 *0.5 Hzo
ber.. C:47.50 % H: 5.07 % N: 10.07 %
gef.. C:47.22% H: 5.03 % N: 9.70 %

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur Gberein

257
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7.8.2 5-Br-Cytisin 52

Synthese:

Ausbeute:
Ri-Wert:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

NH

o

Br

5-Brom-N-tBoc-Cytisin 140 (120 mg, 0.32 mmol) werden mit 80 ml Wasser in
einem 80 ml Mikrowellengefa® nach AAV 10 in der Mikrowelle entschitzt.
Anschlielend wird das Reaktionsgemisch in flissigem Stickstoff eingefroren
und gefriergetrocknet.

87 mg (99 %) — leicht gelblicher Feststoff

0.32 (DCM:MeOH 9:1), 0.14 (DCM:MeOH 20:1)

98 °C (Lit.: 103-106 °C)"
11-Bromo-1,2,3,4,5,6-hexahydro-1,5-methano-pyrido[1,2-a][1,5]diazocin-8-on
(500 MHz, CDCl3) & [ppm]: 1.92 (dm, J = 13.0Hz, 1 H); 1.97 (dm, J = 13.0 Hz, 1
H); 2.32 (br s, 1 H); 2.93 (dd, J = 12.0, 2.4 Hz, 1 H); 2.98 (ddd, J=12.2,2.3, 1.2
Hz, 1 H); 3.07 (d, J = 12.0 Hz, 1 H); 3.18 (d, J = 12.2 Hz, 1 H); 3.34 (m, 1 H);
3.90 (ddd, J = 155, 6.7, 1.1, 1 H); 4.06 (d, J = 15.6 Hz, 1 H); 6.38 (d, J = 9.6
Hz, 1 H); 7.42 (d, J = 9.6 Hz, 1 H)'

(125 MHz, CDCI3) & [ppm]: 26.6 (-); 27.6 (+); 34.9 (+); 50.5 (-); 51.0 (-); 52.8 (-);
98.7 (Cquant); 118.0 (+); 142.7 (+); 148.2 (Cquan); 162.7 (c=0)t

¥ [cm™): 3441 u. 3323 (v NH), 3083 u. 3033 (V CHarom.), 2937 u. 2850 u. 2797 (v
CH,), 1653 (v C=0), 1564, 1526, 1459 (& CH,), 1404, 1356, 1312, 1256, 1185,
1156, 1114, 913, 822, 673, 630, 582"

[M+H'] 268.9 und 271.0"

C141H43BrN-O * 0.75 H,O

ber.. C:46.74 % H:5.17 % N: 9.91 %

gef.. C:46.81 % H: 4.98 % N: 9.44 %

T Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur Gberein

257
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7.8.3 3-(Pyridin-3-yl)-N-tBoc-Cytisin 141

Synthese:

Ausbeute:
R; (HPLC):

Ri~Wert:
Smp.:
IUPAC:

'"H-NMR:

*C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

3-Brom-N-tBoc-Cytisin 139 (100 mg, 0.27 mmol) wird nach AAV 8 zusammen
mit 3-Pyridinboronsaure (50 mg, 0.41 mmol), Kaliumphosphat Trihydrat (160
mg, 0.6 mmol) als Base und Pd(PPh3), (31 mg, 0.027 mmol) als Katalysator in
einem Gemisch aus DME und Wasser in der Mikrowelle zur Reaktion gebracht.
Die Aufreinigung erfolgt mittels HPLC nach AAV 9.

69 mg (69 %) — weilder Feststoff

26.47 Min.

0.71 (DCM:MeOH 9:1), 0.33 (DCM:MeOH 20:1)

149 °C

9-Pyridin-3-yl-8-ox0-1,5,6,8-tetrahydro-2H,4H-1,5-methano-pyrido[1,2-
a][1,5]diazocin-3-carbonsaure-tert-butylester

(500 MHz, CDCl3) & [ppm]: 1.32 (br s, 9 H); 1.95-2.06 (br m, 2 H); 2.45 (br s, 1
H); 2.93-3.20 (br m, 3 H); 3.88 (ddd, J = 15.7, 6.5, 1.3 Hz, 1 H); 4.12-4.46 (br m,
2 H); 4.28 (d, J = 15.8 Hz, 1 H); 6.21 (br s, 1 H); 7.30 (br m, 1 H); 7.50 (d, J =
7.2 Hz, 1 H); 8.11 (br m, 1 H); 8.52 (br s, 1 H); 8.79 (br s, 1 H)

[Rotamere sichtbar]

(125 MHz, CDCl3) & [ppm]: 26.3 (-); 27.8 (+); 28.2 (+); 35.2 (+); 49.6 (-); 50.7 (-);
51.8 (-); 80.6 (Cquart); 106.0 (+); 123.0 (+); 124.6 (Cquart); 133.3 (Cquart); 136.1 (+);
137.5 (+); 148.3 (+); 149.1 (+); 149.8 (Cquart); 154.7 (C=0); 161.9 (C=0)
[Rotamere sichtbar]

¥ [em™]): 3073 u. 3048 (V CHarom ), 2974 u. 2931 u. 2866 (v CH,), 1691 u. 1641
(v C=0), 1584, 1558, 1481, 1427 (d CH,), 1366, 1271, 1238, 1166, 1133, 1092,
806, 713

[M+H"] 368.0

C21H25N305 * 0.5 H,0

ber.. C:67.00 % H: 6.96 % N: 11.16 %

gef.. C:67.30% H: 7.09 % N: 10.87 %
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7.8.4 5-(Pyridin-3-yl)-N-tBoc-Cytisin 142

Synthese:

Ausbeute:
R; (HPLC):
RyWert:
Smp.:
IUPAC:

"H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

5-Brom-N-tBoc-Cytisin 140 (100 mg, 0.27 mmol) wird nach AAV 8 zusammen
mit 3-Pyridinboronsaure (50 mg, 0.41 mmol), Bariumhydroxid Octahydrat (189
mg, 0.6 mmol) als Base und Pd(PPh3), (31 mg, 0.027 mmol) als Katalysator in
einem Gemisch aus DMF und Wasser in der Mikrowelle zur Reaktion gebracht.
Die Aufreinigung erfolgt mittels HPLC nach AAV 9.

74 mg (74 %) — weilder Feststoff

20.14 Min.

0.51 (DCM:MeOH 9:1), 0.23 (DCM:MeOH 20:1)

101-103 °C
11-Pyridin-3-yl-8-ox0-1,5,6,8-tetrahydro-2H,4H-1,5-methano-pyrido[1,2-
a][1,5]diazocin-3-carbonsaure-tert-butylester

(500 MHz, CDCl3) 6 [ppm]: 1.35 (br s, 9 H); 1.86 (dm, J = 13.0 Hz, 1 H); 1.99 (br
d, J=12.8 Hz, 1 H); 2.35-2.47 (m, 1 H); 2.61-2.85 (br m, 1 H); 2.85-3.09 (br m,
2 H); 3.87 (dd, J = 15.7, 5.9 Hz, 1 H); 3.88-4.08 (br m, 1 H); 4.18-4.42 (br m, 1
H); 4.29 (d, J = 15.7 Hz, 1 H); 6.51 (br m, 1 H); 7.16 (br m, 1 H); 7.36 (dd, J =
7.6,4.9Hz, 1 H); 7.55-7.77 (br m, 1 H); 8.56 (s, 1 H); 8.61 (d, J=3.4 Hz, 1 H)
[Rotamere sichtbar]

(125 MHz, CDCl3) 6 [ppm]: 26.5 (-); 27.5 (+); 28.2 (+); 31.7 (+); 48.8 (-); 49.7 (-);
50.7 (-); 80.6 (Cquant); 116.2 (Cquant); 117.1 (+); 123.7 (+); 134.3 (Cquart); 137.8 (+);
141.0 (+); 146.1 (Cquart); 149.1 (+); 150.5 (+); 154.6 (C=0); 163.0 (C=0)
[Rotamere sichtbar]

¥ [em™): 3027 u. 3004 (V CHarom ), 2975 u. 2934 u. 2869 (v CH,), 1690 u. 1660
(v C=0), 1596, 1581, 1523, 1478, 1425 (& CHy), 1366, 1272, 1240, 1171, 1157,
1123, 831, 721

[M+H"] 368.0

C21H25N303 *0.5 H20
ber.. C:67.00 % H: 6.96 % N: 11.16 %
gef.. C:66.98 % H:7.18 % N: 10.81 %
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7.8.5  3-(Pyridin-3-yl)-Cytisin 53

Synthese:

Ausbeute:

Ri~Wert:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

*C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

3-(Pyridin-3-yl)-N-tBoc-Cytisin 141 (150 mg, 0.41 mmol) werden mit 80 ml
Wasser in einem 80 ml Mikrowellengefall nach AAV 10 in der Mikrowelle ent-
schitzt. Anschlieflend wird das Reaktionsgemisch in flissigem Stickstoff ein-
gefroren und gefriergetrocknet.

108 mg (99 %) — leicht gelblicher Feststoff

0.10 (DCM:MeOH 9:1), 0.05 (DCM:MeOH 20:1)

82 °C (Lit.: 79.8 — 81.6 °C)'
9-Pyridin-3-yl-1,2,3,4,5,6-hexahydro-1,5-methano-pyridino[1,2-a]diazocin-8-on
(500 MHz, CDClI3) & [ppm]: 1.98 (t, J = 2.9 Hz, 2 H); 2.38 (br s, 1 H); 2.95 (m, 1
H); 3.00-3.05 (m, 2 H); 3.08 (dd, J = 11.9, 2.2 Hz, 1 H); 3.12 (dd, J = 12.0, 1.2
Hz, 1 H); 3.96 (dd, J = 15.6, 6.3 Hz, 1 H); 4.18 (d, J = 15.6 Hz, 2 H); 6.13 (d, J =
7.2 Hz, 2 H); 7.30 (dd, J=8.0,4.8 Hz, 1 H); 7.51 (d, J= 7.2 Hz, 1 H); 8.17 (dt, J
=8.0, 1.9 Hz, 1 H); 8.51 (dd, J = 4.6, 1.1 Hz, 1 H); 8.80 (d, J = 1.6 Hz, 1 H)'
(125 MHz, CDCl;) & [ppm]: 26.4 (-); 27.9 (+); 35.9 (+); 50.4 (-); 53.1 (-) 54.0 (-);
105.2 (+); 123.0 (+); 124.1 (Cquant); 133.3 (Cquart); 136.2 (+); 137.3 (+); 148.3 (+);
149.2 (+); 151.6 (Cquar); 162.0 (C=0)"

¥ [em™]: 3425 (v NH), 3029 (v CHarom), 2933 u. 2845 u. 2801 (v CH,), 1635 (v
C=0), 1555, 1482 u. 1471 u.1426 (6 CH,), 1316, 1283, 1091, 1022, 803, 710
[M+H"] 268.0"

CsH17N30 * 1.0 H,O

ber.. C:67.35% H:6.71 % N: 14.73 %

gef.. C:67.71% H:6.72 % N: 14.21 %

T Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur Gberein

320
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7.8.6 5-(Pyridin-3-yl)-Cytisin 54

Synthese:

Ausbeute:
RiWert:
Smp.:
IUPAC:
'H-NMR:

3C-NMR:

IR (KBr):

MS (ESI):
EA:

5-(Pyridin-3-yl)-N-tBoc-Cytisin 142 (150 mg, 0.41 mmol) wird mit 80 ml Wasser
in einem 80 ml Mikrowellengefal® nach AAV 10 in der Mikrowelle entschitzt.
Anschlielend wird das Reaktionsgemisch in flissigem Stickstoff eingefroren
und mindestens 24 Std. gefriergetrocknet.

108 mg (99 %) — leicht gelblicher Feststoff

0.21 (DCM:MeOH 9:1), 0.08 (DCM:MeOH 20:1)

71 °C (Lit.: 70.4-72.0 °C)"
11-Pyridin-3-yl-1,2,3,4,5,6-hexahydro-1,5-methano-pyridino[1,2-a]diazocin-8-on
(500 MHz, CDCl3) 6 [ppm]: 1.86 (d, J =12.8 Hz, 1 H); 1.95 (d, J = 12.8 Hz, 1 H);
2.33 (brs, 1 H); 2.72 (dd, J = 12.0, 2.4 Hz, 1 H); 2.77 (d, J = 12.0 Hz, 1 H); 2.93
(d, J =12.1 Hz, 1 H); 2.96 (br s, 1 H); 3.08 (d, J = 12.0 Hz, 1 H); 3.96 (dd, J =
15.6, 6.7 Hz, 1 H); 4.20 (d, J = 15.6 Hz, 1 H); 6.53 (d, J = 9.2 Hz, 1 H); 7.19 (d,
J=9.2Hz,1H);7.34 (dd, J=7.8,4.9 Hz, 1 H); 7.56 (dt, J = 7.8, 2.0 Hz, 1 H);
8.50 (d, J = 2.1 Hz, 1 H); 8.59 (dd, J = 4.8, 1.5 Hz, 1 H)'

(125 MHz, CDCl3) & [ppm]: 26.5 (-); 27.5 (+); 32.0 (-); 50.7 (-); 52.3 (-); 53.2 (-);
115.3 (Cquart); 116.7 (+); 123.6 (+); 134.5 (Cquan); 137.4 (+); 141.1 (+); 148.6
(Cquart); 148.9 (+); 150.6 (+); 163.1 (C=0)"

¥ [em™]: 3423 (v NH), 3093 u. 3030 (v CHarom.), 2940 u. 2855 (v CH,), 1648 (v

C=0), 1571, 1521, 1476 (& CH,), 1411, 1257, 1188, 1160, 1026, 832, 719, 634,
569

[M+H] 268.17

C1sH17N3O * 1.75 H,O
ber.. C:64.30 % H:6.91 % N: 14.06 %
gef. C:64.18 % H: 6.57 % N: 13.35 %

T Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur inerein320
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7.9 Radioligand-Bindungsstudien

Fur die in-vitro-Testung der oben beschriebenen Bispidin-Derivate wurden die folgenden
Chemikalien, Gerate und Methoden verwendet.

7.9.1 Gerate und Materialien

Gerate

Filter: Whatman GF/B, Brandel, Gaithersburg, MD, USA

Harvester:
Homogenisator:
LSC-Counter:

Brandel M48, M24, Gaitherburg, MD, USA
RW 16 basic, IKA Labortechnik, Deutschland
Tricarb® 2900 TR, Canberra Packard/Perkin Elmer,

Dreieich, Deutschland

pH-Meter: WTW, pH-197, mit pH-Elektrode SenTix41,

IKA, Labortechnik, Deutschland
Photometer: Beckman DU®, 530 Lief Science, Deutschland
Pipetten: Eppendorf Research und Eppendorf Multipipette plus

Ultraschallbad:
Ultraturrax:

Sonorex RK52H, Bandelin, Deutschland
T25 basic, IKA, Labortechnik, Deutschland

Vortex: Ms2, Minishaker, IKA Labrotechnik, Deutschland

Zentrifuge:

Chemikalien

Calciumchlorid Dihydrat
(CaCly):

Dimethylsulfoxid (DMSO):
Ethanol p.a.:
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-
1-ethansulfonsgure (HEPES):
Kaliumchlorid (KCl):

Magnesiumchlorid Hexahydrat
(MgCly):
Methyllycaconitin Citrat (MLA):

Natriumchlorid (NaCl):

(S)-(-)-Nicotin Hydrogentartrat:

Beckman Avanti™, J-20 XP, Beckman Coulter, USA

C 3306, Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Munchen, Deutschland

Merck KG, Darmstadt, Deutschland
Merck KG, Darmstadt, Deutschland

H 3375, Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Munchen, Deutschland

P 9541, Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Munchen, Deutschland

M 2670, Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Miinchen, Deutschland

M 168, Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Munchen, Deutschland

S 7653, Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Munchen, Deutschland

N 5260, Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Munchen, Deutschland
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D-(+)-Saccharose:

Tris(hydroxymethyl)aminomethan
(TRIS-Base):
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Hydrochlorid (TRIS*HCI):
Wasser (ELGA Pure Lab ultra):
Ultima Gold™:

84097, Fluka Biochemika, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

T 1503, Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Munchen, Deutschland

T 3253, Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Munchen, Deutschland

ELGA, Ransbach-Baumbach, Deutschland
Perkin EImer and Analitical Science, MA, USA

Zusammengesetzt aus: Ethoxyliertes Alkylphenol 10-20 %
Bis(2-ethylhexyl)hydrogenphosphat 10-20 %
Natriumdocusat < 2.5 %
Triethylphosphat < 2.5 %
Diisopropylnaphthalin Isomere 60-80 %
2,5-Diphenyloxazol < 2.5 %
1,4-Bis(4-methyl-a-styryl)benzen < 2.5 %

Gewebe
Gefrorener Torpedo californica electroplax Marinus Inc., Long Beach, CA, USA
Gefrorenes Sprague-Dawley-Rattenhirne Pel-Freez Biologicals, Rogers, AR, USA

Schweinenebennieren

Radioliganden

(i)-[SH]Epibatidin Perkin Elmer Life Science Products, Kéln Deutschland

Puffer

(S.A.: 33.3 — 66.6 Ci/mmol)

Pel-Freez Biologicals, Rogers, AR, USA

[3H]Methyllycaconitin Tocris Cookson Ltd, Avonmouth, Bristol, UK

(S.A.: 20 — 39.8 Ci/mmol)

HSS-Puffer (HEPES salt solution):

Inkubations- und Membranpréparationspuffer

HEPES 15 mM
NaCl 120 mM
KCl 5.4 mM
MgCl, 0.8 mM
CaCl, 1.8 mM

Eingestellt mit gesattigter NaOH-Lésung auf pH 7.4
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TRIS-Puffer

Waschpuffer

TRIS*HCI 42.0 mM
TRIS-Base 8.0 mM

Saccharose/TRIS-Puffer
Membranpréparationspuffer
D-(+)-Saccharose 320 mM
TRIS*HCI 25.0 mM

7.9.2 Durchfiihrung der Membranpraparationen

Praparation der P2-Membranfraktion von Rattenhirn

Die gefrorenen Rattenhirne werden langsam auf Eis lagernd aufgetaut. Anschlieffend wird mit
einem scharfen Skalpell das Kleinhirn (Cerebellum) und das Riechzentrum (Medulla) entfernt
und die Hirne werden in eine Saccharose/TRIS-L6sung gelegt. Nach der Bestimmung des
Nassgewichtes wird das Hirnmaterial grob zerkleinert und nach Zugabe von 1/10 des Volumens
Sucrose/TRIS*HCI-Lésung homogenisiert (10 x 10 Sek. bei 750 rpm). Nach dem Zentrifugieren
bei 4 °C (20 Min. bei 1000 x G) wird der Uberstand (S1) wird mit einer Pasteurpipette vorsichtig
abgesaugt und auf Eis aufbewahrt. Das gewonnene Pellet (P1) wird wie oben beschrieben
homogenisiert und zentrifugiert. Der Uberstand (S1°) wird mit dem Uberstand (S1) vereinigt und
nochmals bei 4 °C zentrifugiert (20 Min. bei 25.000 x G). Der so erhaltene Uberstand (S2) wird
abdekantiert und das Pellet (P2) mit HSS-Puffer auf das Doppelte des Nassgewichtes verdinnt.
Die P2-Membranfraktion wird dann bei -80 °C gelagert.

Eine Stunde vor Beginn des Kompetitionsexperiments wird die P2-Membranfraktion aufgetaut,
mit dem 30fachen Volumen an HSS-Puffer homogenisiert und bei 4 °C (10 Min. bei 35.000 x G)
zentrifugiert. Das so gewonnene Pellet wird in HSS-Puffer suspendiert und dann fir die
Experimente verwendet.

Praparation der rohen Membranfraktione von Schweinenebennieren

Die gefrorenen Schweinenebennieren werden langsam auf Eis lagernd aufgetaut. Anschliefend
wird mit einem scharfen Skalpell anhaftendes Fett so weit wie moglich entfernt. Das Gewebe
wird grob zerkleinert, mit dem 15fachen Volumen an HSS-Puffer versetzt und homogenisiert (10
x 10 Sek. bei 750 rpm). Die Gewebesuspension wird dann (10 Min. bei 40.000 x G) zentri-
fugiert, der Uberstand wird abdekantiert und das Pellet in HSS-Puffer resuspendiert. Dieser
Waschschritt zur Entfernung von Fettbestandteilen wird fliinfmal wiederholt. Die rohe Membran-
fraktion wird dann bei -80 °C gelagert.
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Eine Stunde vor Beginn des Kompetitionsexperiments wird die rohe Membranfraktion aufgetaut,
mit dem flinffachen Volumen an HSS-Puffer homogenisiert und bei 4 °C (20 Min. bei 25.000 x
G) zentrifugiert. Das so gewonnene Pellet wird in Wasser suspendiert und fiir die Experimente
verwendet.

Praparation der Membranfraktion vom elektrischen Organ des Rochens Torpedo
californica

Die tiefgefrorenen elektrischen Organe des Rochens Torpedo californica werden langsam auf
Eis lagernd aufgetaut und anschliefend grob zerkleinert. Dann wird das Gewebe mit dem
15fachen Volumen an HSS-Puffer versetzt und homogenisiert (10 x 10 Sek. bei 750 rpm). Die
Gewebesuspension wird dann (10 Min. bei 40.000 x G) zentrifugiert, der Uberstand wird ab-
dekantiert und das Pellet in HSS-Puffer resuspendiert. Das Pellet wird durch Rehomogenisieren
und Zentrifugieren mit HSS-Puffer zwei weitere Male gewaschen. Die so gewonnene Membran-
fraktion wird dann bei -80 °C gelagert.

Eine Stunde vor Beginn des Experiments wird die Membranfraktion aufgetaut, mit dem finf-
fachen Volumenan HSS-Puffer homogenisiert und bei 4 °C (20 Min. bei 25.000 x G) zentri-
fugiert. Das so gewonnene Pellet wird in Wasser resuspendiert und dann fir die Experimente
verwendet.

7.9.3 Durchfiihrung der Radioligand-Bindungsstudien

Kompetitionsexperimente an a4pf2*-nAChR der Ratte

Die Testsubstanzen werden in Wasser, Ethanol oder DMSO gel6ést und es wird eine Ver-
dinnungsreihe von 6 bis 9 verschiedenen Konzentrationen in HSS-Puffer hergestellt. Die
Kompetitionsexperimente werden in Polypropylen-Reagenzglasern als Doppelbestimmungen
durchgefiihrt, wobei jedes Reagenzglas ein Gesamtvolumen von 500 pl enthalt. Die Poly-
propylen-Reagenzglaser werden mit 100 pyl HSS-Puffer und mit 200 pl der jeweiligen Lésung
der Verdinnungsreihe befillt. Dazu gibt man 100 pl einer 0.5 nM (i)—[3H]Epibatidin—L('jsung und
anschlieBend 100 ul einer Suspension der P2-Membranfraktion vom Rattenhirn (60-70 ug
Protein). Die unspezifische Bindung wird in Gegenwart von 300 uM (S)-Nicotin-di-D-tartrat-
Lésung bestimmt. Die Proben werden 2 Std. bei bei RT inkubiert. Die Inkubation wird mittels
Vakuumfiltration durch einen mit 1%iger Polyethylenimin-Lésung getrankten Glasfaserfilter be-
endet. Die Glasfaserfilter werden dreimal mit TRIS-Puffer gewaschen, in Probengefalie tber-
fuhrt und mit 2 ml Szintillations-Cocktail versetzt. Die Radioaktivitdt der Probe wird dann im
LSC-Counter bestimmt.
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Kompetitionsexperimente an a7*-nAChR der Ratte

Die Testsubstanzen werden in Wasser, Ethanol oder DMSO gel6ést und es wird eine Ver-
dinnungsreihe von 6 bis 9 verschiedenen Konzentrationen in HSS-Puffer hergestellt. Die
Kompetitionsexperimente werden in Polypropylen-Reagenzglasern als Doppelbestimmungen
durchgefiihrt, wobei jedes Reagenzglas ein Gesamtvolumen von 250 pul enthalt. Die Poly-
propylen-Reagenzglaser werden mit 50 ul der jeweiligen Losung der Verdiinnungsreihe befiillt.
Dazu gibt man 100 pul einer 1.0 nM (i)—[3H]MLA-Lésung und anschlieBend 100 pl einer
Suspension der P2-Membranfraktion vom Rattenhirn (60-70 ug Protein). Die unspezifische
Bindung wird in Gegenwart von 1 yM MLA bestimmt. Die Proben werden 3 Std. bei RT
inkubiert. Die Inkubation wird mittels Vakuumfiltration durch einen mit 1%iger Polyethylenimin-
Lésung getrankten Glasfaserfilter beendet. Die Glasfaserfilter werden dreimal mit TRIS-Puffer
gewaschen, in Probengefalle tberfihrt und mit 2 ml Szintillations-Cocktail versetzt. Die Radio-
aktivitat der Probe wird dann im LSC-Counter bestimmt.

Kompetitionsexperimente an a3pf4*-nAChR der Schweinenebenniere

Die Testsubstanzen werden in Wasser, Ethanol oder DMSO gelést und es wird eine Ver-
dinnungsreihe von 6 bis 9 verschiedenen Konzentrationen in HSS-Puffer hergestellt. Die
Kompetitionsexperimente werden in Polypropylen-Reagenzglasern als Doppelbestimmungen
durchgefiihrt, wobei jedes Reagenzglas ein Gesamtvolumen von 500 pl enthalt. Die Poly-
propylen-Reagenzglaser werden mit 100 yl HSS-Puffer und mit 200 pl der jeweiligen Lésung
der Verdunnungsreihe befullt. Dazu gibt man 100 pl einer 0.5 nM (t)-[3H]Epibatidin-Lijsung und
anschlieBend 100 pl einer Suspension der rohen Membranfraktion der Schweinenebenniere
(60-70 pg Protein). Die unspezifische Bindung wird in Gegenwart von 300 pM (S)-Nicotin-di-D-
tartrat-L6sung bestimmt. Die Proben werden 90 Min. bei RT inkubiert. Die Inkubation wird
mittels Vakuumfiltration durch einen mit 1%iger Polyethylenimin-Lésung getrankten Glasfaser-
filter beendet. Die Glasfaserfilter werden dreimal mit TRIS-Puffer gewaschen, in Probengefale
Uberfuhrt und mit 2 ml Szintillations-Cocktail versetzt. Die Radioaktivitat der Probe wird dann im
LSC-Counter bestimmt.

Kompetitionsexperimente an (a1),81y5-nAChR des Torpedo californica electroplax

Die Testsubstanzen werden in Wasser, Ethanol oder DMSO gelést und es wird eine Ver-
dinnungsreihe von 6 bis 9 verschiedenen Konzentrationen in HSS-Puffer hergestellt. Die
Kompetitionsexperimente werden in Polypropylen-Reagenzglasern als Doppelbestimmungen
durchgefiihrt, wobei jedes Reagenzglas ein Gesamtvolumen von 500 pl enthalt. Die Poly-
propylen-Reagenzglaser werden mit 100 yl HSS-Puffer und mit 200 pl der jeweiligen Lésung
der Verdinnungsreihe befillt. Dazu gibt man 100 pl einer 0.5 nM (i)—[SH]Epibatidin-Lc’isung und
anschlieend 100 pl einer Suspension der Membranfraktion des Torpedo californica electroplax
(60-70 ug Protein). Die unspezifische Bindung wird in Gegenwart von 300 uyM (S)-Nicotin-di-D-
tartrat-Lésung bestimmt. Die Proben werden 90 Min. bei RT inkubiert. Die Inkubation wird
mittels Vakuumfiltration durch einen mit 1%iger Polyethylenimin-LOsung getrankten Glasfaser-
filter beendet. Die Glasfaserfilter werden dreimal mit TRIS-Puffer gewaschen, in Probengefalle
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Uberfihrt und mit 2 ml Szintillations-Cocktail versetzt. Die Radioaktivitat der Probe wird dann im
LSC-Counter bestimmt.

7.9.4 Auswertung der Radioligand-Bindungsstudien

Die Daten der Kompetitionsexperimente wurden mit Hilfe nicht linearer Regressionsanalysen
ausgewertet. Die Ki-Werte wurden aus den ICso-Werten und den Ky-Werten fir die Bindung von
(+)-[*H]Epibatidin fiir die Subtypen a4B2* (K4 = 10 pM), a3p4* (K4 = 50 pM) und (a1),81yd (Kg =
2 nM) und dem Kg-Wert fir die Bindung von [3H]MLA fur den Subtyp a7* (K4 = 1 nM) mit Hilfe
der Cheng-Prusoff-Gleichung (K; = ICso/(1+F/Kg) berechnet.**®
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8  Abkurzungsverzeichnis

()-L°H]-Epi
['*I]a-Bgtx
[*H]-MLA
5-HT,

A

a-Bgtx
a-Ctx
A-85390
AAV
Abb.
ABT-089
ABT-418
ABT-594
ACh
AChBP
ACN
ADHS
ADNFLE
Aq.

APP
AR-R17779
bar

BBB

ber.
bFGF

br

C

ca.

CaCl,
CCh
CDCl,

Tritium markiertes (+)-Epibatidin
'2%|0d markiertes a-Bungarotoxin

Tritium markiertes Methyllycaconitin
5-Hydroxytryptamin-Rezeptor Typ 3 (Serotoninrezeptor)
Angstrém (= 107° Meter)

a-Bungarotoxin

a-Conotoxin(e)

3-(2-(S)-Azetidinylmethoxy)pyridin

Allgemeine Arbeitsvorschrift

Abbildung

2-Methyl-3-(2-(S)-pyrrolidinylmethoxy)pyridin
(S)-3-Methyl-5-(1-methyl-2-pyrrolidinyl)isoxazol
(R)-5-(2-azetidinylmethoxy)-2-chlorpyridin

Acetylcholin

Acetylcholin-Bindungsprotein

Acetonitril
Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitdtssyndrom
autosomal-dominante nachtliche Frontallappenepilepsie
Aquivalent

Amyloid-Precursor-Protein
(S)-Spiro[1-azabicyclo[2.2.2]octan-3,5-0xazolidin]-2’-on
Einheit fir Druck

Blut-Hirnschranke (blood-brain barrier)

berechnet

basischer Fibroblasten Wachstumsfaktor (basic fibroblast growth factor)

breit

Celcius

circa

Calciumchlorid

Carbachol (Carbamoylcholin)

deuteriertes Chloroform
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CDI
Ch
ChAT
CHCl;
Ci

d

dd
ddd

D,O
dba
DC
DCC
DCM
DHBE
DMAP
DMCC
DME
DMF
DMS-IV
DMSO
DNA
ECso

ESI
EtOAc
EtOH
FDA
GABA,
GABAg
gef.
ggf.
GH4C1
GTS-21
H,O

Carbodiimidazol

Cholin

Cholin Acetyltransferase

Chloroform

Curie

Duplett

Duplett vom Duplett

Duplett vom Duplett vom Duplett
Deformationsschwingung

deuteriertes Wasser

Dibenzylidenaceton
Dunnschichtchromatographie
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid

Dichlormethan

Dihydro-B-erythroidin

Dimethylaminopyridin
N,N-Dimethylcarbamoylcholin oder Dimethylcarbachol
1,2-Dimethoxyethan

Dimethyformamid

Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid)

halbmaximale effektive Konzentration (half maximal
concentration)

Elektronensprayionisation (electron spray ionisation)
Ethylacetat

Ethanol

United States Food and Drug Administration
y-Aminobuttersaure-Rezeptor Typ A
y-Aminobuttersaure-Rezeptor Typ B

gefunden

gegebenenfalls

Karzinomzelllinie aus der Hypophyse der Ratte
3-(2,4-Dimethoxybenzyliden)-anabasein

Wasser

effective



HBA
HCI
HEK
HEPES
HPLC

HSS

KCI

Kq

kDa

Ki
KXa3p4R2
L

LGIC
LiAIH,
LM

LSC
Lsg

m

M
mAChR
max.
MCC
MeOD
MeOH
mg
MgCl,
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Wasserstoffbrickenbindungs-Akzeptor (hydrogen bond acceptor)
Salzsaure, Hydrochlorid

Humane embryonale Nierenzelle (human embryonic kidney cells)
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin1-ethansulfonsaure

Hochleistungsflissigkeitschromatographie (high performance liquid
chromatography)

HEPES salt solution

Hertz (SI-Einheit fir Frequenz)

intravends

Halbmaximale Hemmkonzentration

humane Neuroblastomzelle

Infrarotspektrum, Infrarotspektroskopie
Kopplungskonstante

Kelvin

keine Angaben

kein Effekt

Kaliumchlorid

Dissoziationskonstante

Kilodalton

Inhibitionskonstante

mit dem ra3p4-Rezeptor stabil transfizierte HEK-293 Zelllinie
Liter

ligandgesteuerter lonenkanal (ligand gated ion channel)
Lithiumaluminiumhydrid

Lésungsmittel

Flussigszintillationszahler (liquid scintillation counting)
Lésung

Multiplett

Molar

muscarinischer Acetylcholinrezeptor

maximal

Methylcarbachol

deuteriertes Methanol

Methanol

Milligramm

Magnesiumchlorid
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MgSO, Magnesiumsulfat

Min. Minute(n)

mind. mindestens

ml Milliliter

MLA Methyllycaconitin

mmol Millimol

M, relative Moleklilmasse

mMmRNA messenger Ribonukleinsaure

n Anzahl durchgefiihrter Versuche

N Normal

n. b. nicht bestimmt

NaBH;CN Natriumcyanoborhydrid

NaCl Natriumchlorid

NaOH Natronlauge

NBS N-Bromsuccinimid

Na,SO, Natriumsulfat

nm Nanometer

NMR Kernresonanz (nuclear magnetic resonance)
NRT Nicotinersatztherapie (nicotine replacement therapy)
p. a. pro analysis

PC-12 Phaochromocytomzellen der Ratte

Pd/C Palladium auf Aktivkohle

Ph Phenyl-

PNS peripheres Nervensystem

ppm Teile von einer Million (parts per million)

q Quartett

QSAR Quantitative Struktur-Wirkungsbeziehung(en)
R¢ Ratio of fronts

RJR-2403 N-Methyl-4-(3-pyridinyl)-3-buten-1-amin

rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
Ry Retentionszeit (retention time)

RT Raumtemperatur

s Singulett

S.A. Spezifische Aktivitat

SAR Struktur-Wirkungsbeziehung(en)



Sazetidin A
Sek.

SEM

SG
SH-EP1
SH-SY5Y
SIB-1508Y
Smp.
SPECT
Ssp.

Std.

t

Tab.

tBoc
TC-2559
TEA

THF

TNFa
TRIS
UB-165

VTA

WHO
UM
z.B.
z. T.
z.Z.
Zers.
ZnBr,
ZNS
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(S)-5-(5-Hexin-1-ol)-3-(2-azetidinylmethoxy)pyridin
Sekunde(n)

Standarfehler (standard error of the mean)
Schutzgruppe(n)

humane Epithel-Zellinie

humane Neuroblastom-Zelllinie
(S)-5-Ethinyl-3-(1-methyl-2-pyrrolidinyl)pyridin, Altiniclin
Schmelzpunkt

single photon emission computed tomography
Subspezies

Stunden

Triplett

Tabelle

tert-Butyloxycarbonyl (Schutzgruppe)
(E)-N-Methyl-4-[3-(5-ethoxypyridin)yl]-3-buten-1-amin
Triethylamin

Tetrahydrofuran

Tumornekrosefaktor a
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Trometamol
(2-Chlor-5-pyridyl)-9-azabicyclo[4.2.1]non-2-en
Valenzschwingung

vor allem

Wellenzahl [cm'1]

vesikularer Monoamintransporter-2

gegen, gegenuber gestellt (versus)

ventrales tegmentales Areal

Watt

World Health Organization

mikrolmolar

zum Beispiel

zum Teill

zur Zeit

Zersetzung

Zinkbromid

zentrales Nervensystem
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