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A Einleitung 1

A Einleitung

Nach wie vor sind die Ursachen vieler neurodegenerativer Erkrankungen nicht geklart. Die
Alzheimer'sche und die Parkinson’sche Erkrankung gehen mit einem massiven
Neuronensterben einher. So umfangreich mogliche Entstehungsfaktoren diskutiert werden,
so vielfaltig sind auch die Therapieansatze, die zur Behandlung entwickelt wurden.

In der vorliegenden Arbeit werden B-Carboline diskutiert; zum Einen in ihrer Funktion als
Neurotoxine, die zur Pathogenese speziell der Parkinson’schen Erkrankung beitragen, zum
Anderen wird ihr Potential in Hinblick auf die praxisbewahrten Therapieansatze,
Cholinesterasehemmung und NMDA-Rezeptor-Antagonismus bei der Alzheimer’'schen

Erkrankung untersucht.

A.1 Neurodegenerative Erkrankungen

Neurodegenerative Erkrankungen sind langsame, unaufhaltsam fortschreitende Prozesse,
bei denen das Nervengewebe einer Degeneration unterliegt, die Uber Nekrobiose zum
Untergang nervoser Strukturen fuhrt. Die Haufigkeit der Erkrankungen nimmt mit dem Alter
zu, insbesondere nach dem 65. Lebensjahr. Durch erhdhte Lebenserwartung und einen
zunehmenden Anteil alterer Menschen in der Bevoélkerung wachst auch die Bedeutung
dieser Erkrankungen [Skovronsky et al., 2006].

Die klinischen Hauptsymptome neurodegenerativer Erkrankungen sind die Abnahme
kognitiver Fahigkeiten, Gangstérungen, motorische Schwache und vegetative Ausfalle
[Stevens et al., 1997]. Die Symptome sind abhangig von der betroffenen Gehirnregion, und
so lassen sich die Erkrankungen auch nach dieser einteilen, wie in Tabelle A-1 dargestellt.
Viele neurodegenerative Erkrankungen haben ein und denselben pathologischen
Mechanismus gemeinsam, die Aggregation und Ablagerung von fehlerhaft gefalteten
Proteinen. Unterscheiden kann man die Krankheiten ebenso nach diesen. Vor allem die

Proteine beta-Amyloid, Tau und a-Synuclein stehen hier im Fokus [Skovronsky et al., 2006].
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Hauptlokalisation Erkrankung
senile Demenz vom Alzheimer Typ
GroRhirnrinde Alzheimer’sche Erkrankung
Morbus Pick

Chorea Huntington
Parkinson’sche Erkrankung
progressive Pallidumatrophie
Torsionsdystonie

Stammganglien

diffuse und lokalisierte Kleinhirnatrophie

Kleinhirn Zahnkern-Bindearm-Atrophie

Spino-zerebellare Systeme verschiedene Atrophien

spastische Spinalparalyse
spinale Muskelatrophie
progressive Bulbarparalyse
myatrophische Lateralsklerose

Motorische Systeme

neurale Muskelatrophien

Periphere Nerven und spinale Strangsysteme Neurophatie

Striato-nigrale Degeneration
Multisystematrophien Zahnkern-Ruber-Degeneration
Shy-Drager-Syndrom

Tabelle A-1 Gliederung wichtiger Degenerativprozesse nach betroffenen neuralen Regionen (nach [Holzner,
1989])

Im Folgenden werden die haufigsten neurodegenerativen Erkrankungen, die Alzheimer’sche

und die Parkinson’sche Erkrankung, naher betrachtet.

A.1.1 Alzheimer’sche Erkrankung

Die Alzheimer'sche Erkrankung ist die haufigste neurodegenerative Erkrankung und die
haufigste Ursache einer Demenz. In Deutschland geht man zur Zeit von 1,2 Millionen
Erkrankten aus sowie von einer Verdopplung dieser Zahl in den nachsten 20 Jahren. Die
Kosten fir die Behandlung und Pflege der Patienten sind besonders durch die hohe
Pflegebedurftigkeit im fortgeschrittenen Krankheitsstadium enorm: sie betragen jahrlich pro
Patient ca. 45000 Euro [Alzheimer Forschungsinitiative e.V., 2009].

Klinisch entwickeln die Patienten eine progrediente Stérung der Merkfahigkeit, eine
Beeintrachtigung des abstrakten Denkens, zeigen Persdnlichkeitsveranderungen, gestoértes
Urteilsvermogen und haufig emotionale Stérungen. Mit Fortschreiten der Erkrankung werden
die Patienten immobil und ausgezehrt, der Tod ist gewdhnlich die Folge einer sich
entwickelnden Pneumonie oder eines Herzinfarktes [Werning et al., 1997].

Eine sichere Diagnose ist durch das Fehlen eindeutiger krankheitsspezifischer Marker bis
heute erst nach dem Tod mdglich. So mull die Diagnose zu Lebzeiten durch eine

Kombination  verschiedener Methoden erfolgen, die neuropsychologische und
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neurophysiologische Untersuchungen, das klinische Krankheitsbild, bildgebende Diagnose-
Verfahren und Laboruntersuchungen beinhalten.

Bei der Alzheimer'schen Erkrankung handelt es sich um eine Erkrankung multifaktorieller
Genese, wobei das Alter den grofdten Risikofaktor darstellt.

Bereits viele Jahre bevor erste klinische Symptome bei den Betroffenen sichtbar werden,
bilden sich in Bereichen des Gehirns, die mit Lernen, Gedachtnis und emotionalem
Verhalten assoziiert sind, extrazellulare Plaques und intrazellulare Neurofibrillen. Die
Plaques bestehen aus aggregiertem und abgelagertem beta-Amyloid (AB) — Peptiden mit 40
bis 42 Aminosauren, welche aus dem membranstandigen Amyloid-Vorlaufer-Protein (APP)
durch B- und y-Sekretase freigesetzt werden (siehe Abschnitt C.4, S.86). Gebildete A-
Aggregate induzieren oxidativen Strel3 verbunden u.a. mit einer Beeintrachtigung von
ATPasen, Membrantransportern (z.B. fir Glucose und Glutamat) und lonenkanalen, um nur
einen kleinen Teil zu nennen. Intrazelluldre Neurofibrillen bestehen hauptsachlich aus
aggregiertem, hyperphosphoryliertem und dadurch bedingt dysfunktionalem Tau-Protein. Die
physiologische Funktion des Proteins, die Bindung und Stabilisierung von Mikrotubuli, ist
dadurch nicht mehr moglich. Dies fuhrt u.a. zu einem gestérten axonalen Transport und
oxidativen Veranderungen in der Zelle [Mattson, 2004].

Die betroffenen Hirnregionen, wie der entorhinale Kortex, der Hippocampus und das basale
Vorderhirn weisen unter Einflull von Plaques eine reduzierte Zahl an Synapsen sowie
geschadigte Neuriten auf. Dabei scheinen cholinerge und glutamaterge Neuronen besonders
betroffen zu sein. Die verminderte cholinerge Signaltransduktion, verursacht durch einen
erniedrigten Acetylcholin-Spiegel, wird direkt mit den bei Alzheimer-Patienten beobachteten
Symptomen in Verbindung gebracht [Ballard, 2002]. Glutamaterge Neuronen reagieren bei
Schadigung mit einer erhéhten Glutamat-Freisetzung, die u.a. zu einer Uberaktivierung von
N-Methyl-D-aspartat (NMDA)-Rezeptoren fiihrt, wodurch ein erhoéhter Calcium-Einstrom
initiiert wird. Die Stérung der Calciumhomoéostase und letzten Endes der Zelltod sind die
Folgen (siehe Abschnitt C.5, S.95). Die Calciumhomobostase scheint auch mit
neurodegenerativen Vorgangen assoziiert zu sein [Mattson et al., 2003].

Da der eigentliche Ausgangspunkt der Krankheit noch nicht gefunden ist, kann eine Therapie
zur Zeit nur symptomatisch erfolgen, mit dem Ziel, die Lebensqualitat der Betroffenen und
ihrer Betreuer zumindest flr einen begrenzten Zeitraum zu verbessern. Neben
psychosozialen MaRRnahmen umfallt die Therapie einen kognitiven (antidementiven) und
einen nicht-kognitiven (antidepressiven, neuroleptischen) Bereich.

Zur Zeit sind fUr die Therapie kognitiver Einschrankungen leichter bis mittelschwerer Formen
der Alzheimer’schen Erkrankung vier Medikamente in Deutschland zugelassen (siehe Abb.
A-1) [BPlI Rote Liste, 2009]. Rivastigmin, Galantamin und Donepezil sind

Cholinesteraseinhibitoren. Sie verlangsamen den Abbau des vermindert vorkommenden
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Acetylcholins und erhdhen damit dessen Konzentration im synaptischen Spalt (siehe
Abschnitt A.1.3.2). Der NMDA-Rezeptor-Antagonist Memantin senkt die Glutamat-bedingte
Uberaktivierung des Rezeptors wieder auf physiologische Level und nimmt dadurch EinfluR
auf die Calciumhomoostase (sieht Abschnitt C.5, S.95).

Rivastigmin Galantamin
NH,
(0]
H3C\ @ ST (:H3
(6]
CH
HyC—O :

Donepezil Memantin

Abb. A-1 Pharmakotherapeutika zur Behandlung der Alzheimer’'schen Erkrankung

Die \vielseitige Pathologie der Alzheimer'schen Erkrankung flhrt zu weiteren
unterschiedlichen Therapieansatzen.

So wird z.B. untersucht, inwieweit Nootropika, wie Piracetam und Ginkgo biloba-Extrakte,
Ostrogene, Statine, nicht-steroidale Antiphlogistika und Antioxidanzien den Krankheitsverlauf
positiv beeinflussen kdnnen.

Weitere Forschungsaktivitadten sehen das Protein AR im Mittelpunkt. Dabei wird versucht die
Bildung von AB (B- und y-Sekretaseinhibitoren), seine Aggregation (durch Inhibitoren der
peripheren anionischen Bindungsstelle (PAS) der Acetylcholinesterase (AChE), siehe
Abschnitt C.4, S.86), die Zerstérung und den Abbau (Immunotherapie) von Aggregaten zu
beeinflussen [Mattson, 2004]. Ebenfalls wird versucht, die Bildung der intrazellularen
Neurofibrillen zu inhibieren. Dabei werden als Ansatzpunkte in der Forschung zur Zeit u.a.
die Antiphosphorylierung bzw. die Hemmung der Phosphatasen, die Tau-

Aggregationshemmung und der Abbau von Aggregaten untersucht [Schneider et al., 2008].
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A.1.2 Parkinson’sche Erkrankung

Die Parkinson'sche Erkrankung ist die zweithaufigste neurodegenerative Erkrankung.
Hauptsachlich betroffen sind Menschen Uber 55 Jahre, aber auch jingere Erwachsene und
Kinder. Etwa 150000 Menschen leiden in Deutschland unter dieser Krankheit. Man
unterscheidet zwei Arten der Erkrankung, das weitaus haufigere primare (idiopathische)
Syndrom mit unbekannter Herkunft und das sekundare (symptomatische) Syndrom, das als
Folge von z.B. Atherosklerose, Enzephalitiden, Traumen und Tumoren auftreten kann. Eine,
im Gegensatz zu o.g. Syndromen, reversible Erkrankung mit parkinsonoiden Symptomen
wird z.B. durch Neuroleptika hervorgerufen [Forth et al., 2005].

Klinisch ist die Krankheit gekennzeichnet durch drei Kardinalsymptome: Ruhetremor, Rigor
und Brady-, Hypo- oder Akinese. Meist beginnt der Tremor einseitig, gefolgt von einer
generellen Verlangsamung der Bewegung und Steifigkeit der Muskulatur [Forth et al., 2005].
Fir die Diagnose |af3t sich die Tatsache nutzen, dal® die Symptomatik der Parkinson’schen
Erkrankung durch L-Dopa positiv beeinfluRbar ist (siehe nachfolgenden Abschnitt ,Therapie®)
[Diener et al., 2008].

Wie bei der Alzheimer'schen Erkrankung, so spricht man auch bei Morbus Parkinson von
einer multifaktoriellen Genese, bei der Umweltfaktoren in Zusammenspiel mit genetischen
Faktoren und dem Alter die Erkrankung zum Ausbruch bringen [von Bohlen und Halbach,
2005].

Weitgehend akzeptiert ist, dal die Symptome eine Konsequenz des Verlustes dopaminerger
Neuronen und der Dopaminverarmung der Substantia nigra des Corpus striatums ist. Die
Symptome treten nicht gleich zu Beginn der Erkrankung auf. Sie sind erst vollstandig
ausgepragt, wenn mindestens 50-60% der dopaminergen Neuronen untergegangen sind und
nur noch 30% des striatalen Dopamins vorhanden sind. Durch den selektiven Verlust der
dopaminergen Neuronen und den damit verbundenen Dopaminmangel werden
bewegungsregulierende Signale nicht genligend weitergeleitet, und Bewegungen kdnnen
von motorischen Hirnregionen nicht mehr ausreichend koordiniert werden [Forth et al., 2005;
von Bohlen und Halbach, 2005].

In den noch verbliebenen dopaminergen Neuronen sind Lewy-Koérperchen
(intrazytoplasmatische Inklusionen) zu erkennen. Diese bestehen aus Aggregaten des
Proteins o-Synuclein [Skovronsky et al., 2006; von Bohlen und Halbach, 2005]. Vorstufen
der Aggregate bewirken eine Schadigung der Mitochondrienmembran, und Aggregate selbst
wirken zelltoxisch [Irvine et al., 2008]. Als Ursache des massiven Neuronensterbens werden
seit langem auch physiologische Neurotoxine, wie z.B. quartare B-Carbolinium-Derivate
diskutiert (siehe Abschnitt C.1, S.56).

Durch den geringeren Dopamingehalt kommt es zu einem Ungleichgewicht u.a. zwischen

den Neurotransmittern Dopamin, Glutamat und Acetylcholin. Der verminderte



6 A Einleitung

Dopaminspiegel fuhrt zu einer erhéhten Glutamat- und Acetylcholinfreisetzung [Forth et al.,
2005].

Auch die Parkinson’sche Erkrankung kann angesichts der noch unbekannten Ausldser der
Krankheit nur symptomatisch behandelt werden.

Das erste eingesetzte Medikament war L-Dopa, das bis heute zur Standardtherapie gehort.
L-Dopa, die biosynthetische Vorstufe des Dopamins, kann durch seine Aminosaurestruktur
die Blut-Hirn-Schranke tberwinden und wird dort durch enzymatische Decarboxylierung zu
Dopamin umgesetzt. So vermag es den Dopaminmangel im Gehirn voribergehend
auszugleichen. L-Dopa wird zur Zeit nur in Kombination mit peripher wirksamen
Decarboxylasehemmern wie Carbidopa eingesetzt, um die periphere, unerwiinschte
Umwandlung zu Dopamin zu verhindern. Ein weiterer Ansatzpunkt um die
Dopaminkonzentration zu erhdhen, ist die Hemmung der Dopamin-abbauenden Enzyme
Monoaminoxidase B (MAO B) durch z.B. Selegilin und Catechol-O-methyltransferase
(COMT) durch z.B. Entacapon.

Dopaminrezeptor-Agonisten werden ebenfalls zur Therapie eingesetzt. Neben den
klassischen Mutterkornalkaloiden, wie z.B. Bromocriptin und Cabergolin werden die neueren
selektiven und deshalb besser vertraglichen Dopamin-Rezeptor D, - Agonisten, wie z.B.
Pramipexol und Ropinirol, gegeben.

Das Ungleichgewicht der Neurotransmitter bietet noch weitere Therapieansatze. Die erhdhte
Acetylcholin-Konzentration kann durch Antagonisten an muskarinischen Acetylcholin-
rezeptoren wie Benzatropin gesenkt werden, und die verstarkte Ausschittung von Glutamat
kann durch NMDA-Rezeptor-Antagonisten wie z.B. Amantadin ausgeglichen werden.

Einige Pharmakotherapeutika sind in Abb. A-2 beispielhaft dargestellt.

Auch bei der Parkinson’schen Erkrankung zielen Forschungsansatze neuer Therapien auf

die Verhinderung und Auflésung von a-Synuclein-Ablagerungen [Skovronsky et al., 2006].
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HO. COOH HO COOH
HO HO NH,

L-Dopa Carbidopa
(0]
WCOOH HO. N/\CHg,
E;\ECH HO o kCHs
NO,
Selegilin Entacapon

HaC—

H

NH,
o)

Benzatropin Amantadin
Hscﬁ
(0] NH
Y i
(0]
N\/\/N\CH3

N\L oAb
| N CH, H C[N/>—NH2

Cabergolin Pramipexol

Abb. A-2 Pharmakotherapeutika zur Behandlung der Parkinson’schen Erkrankung
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A.1.3 Cholinesteraseinhibitoren

A.1.3.1 Allgemeines zu Cholinesterasen

Die Wirkung des esteratischen Enzyms Acetylcholinesterase (AChE) wurde von Dale
erstmals beschrieben [Dale, 1914]. Jahre spater wurde von Nachmansohn et al. die
Spezifitat fir das Substrat Acetylcholin (ACh) nachgewiesen [Nachmansohn et al., 1945].

Der Neurotransmitter ACh wird nach der Erregung cholinerger Synapsen aus Vesikeln der
Synapse ausgeschittet und bindet dann an postsynaptische Rezeptoren. Die
Erregungstbertragung wird beendet, indem AChE den Ester ACh in Essigsdure und Cholin
spaltet. Dazu bindet ACh mit dem Acetyl-Rest an die Aminosaure Serin des Enzyms (siehe
Abb. A-3). Durch eine Transacetylierung wandert der Acetylrest vom Acetylcholin zum Serin,
wo er zunachst gebunden wird. Nachfolgend wird der Serinester gespalten und AChE wieder
in seine Ausgangsform Uberflihrt [Soreq et al., 2001]. Dieser Prozel} verlauft so schnell, dal
er nur durch die Diffusion des Substrates an das Enzym limitiert wird. Man spricht hier von

einer diffusionskontrollierten Enzymreaktion.

Wirbeltiere verfiigen Uber zwei Cholinesterasen: AChE und Butyrylcholinesterase (BChE).
Die katalytische Reaktion von BChE verlauft analog zur AChE. Die Enzyme unterscheiden
sich in ihrer Substratspezifitdit. BChE hydrolysiert ACh, aber schneller noch das gréRere
Butyrylcholin (BCh), wahrend AChE selektiv ACh spaltet und inaktiv gegeniliber grofieren
Estern ist. Die Erklarung liegt in der im Vergleich zu AChE grofieren Bindungstasche von
BChE [Massoulie et al., 1998].

Ein weiterer Unterschied liegt im Verhalten der Enzyme gegenliber hohen
Substratkonzentrationen. AChE ist bei niedrigen Substratkonzentrationen hoch effizient und
wird durch hohe gehemmt, wahrend BChE bei niedrigen Konzentrationen wenig und bei
hohen hoch effizient ist [Greig et al., 2005].
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Abb. A-3 Katalytische Triade; Spaltung des Acetylcholins in Essigsédure und Cholin durch AChE [Kapkova, 2004]

AChE und BChE besitzen neben der klassischen Esterasefunktion, Aryl-Acyl-Amidase-
(AAA) und Peptidase-Aktivitat. Die physiologische Funktion der AAA-Aktivitat ist bislang
unbekannt, stellt aber vermutlich eine Verbindung von serotonergem und cholinergem
System dar, wobei der Mechanismus zur Zeit noch nicht bekannt ist. Das synthetische
Substrat o-Nitroacetanilid wird durch AAA in o-Nitroacetanilin und Acetat gespalten. Fur
einige Cholinesteraseinhibitoren, wie Tacrin und Physostigmin, wurde eine héhere AAA- als
Esterase-Inhibition festgestellt. Die Peptidase-Aktivitat hat eine groRe Bedeutung in der
Pathogenese der Alzheimer'schen Erkrankung. Amyloid-Vorlaufer-Protein (APP) ist ein
Substrat der Cholinesterasen und durch seine Spaltung kann niedermolekulares B-Amyloid
freigesetzt werden, was schlieRlich die B-Amyloid-Plaque-Bildung beginstigen kann. Beide
Cholinesterasen spalten APP, AChE aber auf einem nicht-amyloidogenen Weg, wahrend
BChE B-Amyloid freisetzt und dadurch die B-Amyloid-Plaque-Bildung férdert [Cokugras,
2003] (siehe Abschnitt C.4).

Die Cholinesterasen kénnen nach ihren verschiedenen Untereinheiten des C-terminalen
Endes unterschieden werden. Dabei steht ,H* flr hydrophob, , T fur ,tail* (Schwanz oder
Rest) und ,S* fur ,soluble” (16slich) bzw. ,snake” (Schlange) [Massoulie et al., 1998].

Zusatzlich unterscheidet man zwei molekulare Spezies der Cholinesterasen: A- und G-Form.
Die globularen (G-) Formen der Cholinesterasen bestehen aus ein, zwei oder vier
Monomeren und werden demnach als G4, G,, oder G, bezeichnet. Dimere entstehen meist

durch Disulfidbricken-Bildung am Cystein 571 und kénnen H- oder T-Untereinheiten
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aufweisen. Tetramere kdnnen sich aus monomeren und dimeren Formen Uber hydrophobe
Wechselwirkungen der aromatischen Aminosdauren am C-terminalen Ende bilden und
besitzen immer T-Untereinheiten [Cokugras, 2003; Massoulie et al., 1998; Massoulie et al.,
1999].

Die asymmetrische (A-) Form kann aus ein, zwei oder drei Tetrameren bestehen (A4, Ag, A12)
und besitzt immer die T-Form des C-terminalen Endes [Montenegro et al., 2008].
Zusammengefaldt ist dies in Tabelle A-2 dargestellt.

Die katalytische Aktivitat der Enzyme ist fir alle Formen gleich. Grund dafiir ist die
Lokalisation der katalytischen Triade am unveranderten N-Terminus. Die Unterschiede der
Aminosauresequenz liegen bei den verschiedenen Formen lediglich im C-Terminus
[Massoulie et al., 1998].

AChE und BChE sind Glykoproteine, unterscheiden sich aber im Grad der Glykosylierung,
die sich zusatzlich noch von Gewebe zu Gewebe unterscheidet. Wahrend die humane AChE
drei Glykosylierungsstellen aufweist [Velan et al., 1993], finden sich bei der BChE neun
[Millard et al., 1992].

Molekulare

Vorkommen
Formen

Untereinheit

H e wird nur von AChE gebildet

(-hydrophobic) e Nervengewebe von Insekten

(%g G, Muskel- und Nervengewebe und Zitterorgan von
i

Torpedo-Arten

ey e humane Erythrozyten und blutbildende Zellen [Di
Francesco et al., 1981]
T e wird von AChE und BChE gebildet
(,tailed®)
§O G. G, G e G4-BChE macht 95% der Plasmaaktivitat aus
A A e | e Plasma-AChE zu 54% Gs, 44% sind G + G,
iO b 78 T2 e Muskel- und Nervengewebe von Wirbeltieren; G,
3893 ggg am haufigsten im Nervengewebe vertreten
BUBHEBEAE [Atack et al., 1986]
S
(,soluble® oder e wird nur von AChE gebildet
,shake®) Gy
Q e Giftdrisen und andere Gewebe von Giftschlangen

Tabelle A-2 Ubersicht iiber die verschiedenen Untereinheiten des C-terminalen Peptides mit graphischer
Darstellung einiger Formen, deren molekulare Formen und Vorkommen [Massoulie et al., 1998; Massoulie et al.,
1999]
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Acetylcholinesterase

Die erste Isolierung der AChE gelang aus dem elektrischen Organ des Zitteraals
(Electrophorus electricus) [Rothenberg et al., 1947]. Eine weitere Quelle wurde im
elektrischen Organ des Zitterrochens (Torpedo californica und marmorata) gefunden. Nach
der Isolierung gelang hier auch die erste Kristallisation des Enzyms [Nachmansohn et al.,
1939; Sussman et al., 1991].

Neben den bereits erwadhnten Funktionen spielt die AChE auch fir die Stimulation der
Differenzierung und der zellularen Adhasion wahrend der Neurogenese eine Rolle
[Cokugras, 2003].

AChE hat eine 20 A tiefe Bindungstasche, die in Abb. A-4 dargestellt ist. An deren Boden
befindet sich das aktive Zentrum mit zwei Bindungsstellen: Einerseits die katalytische
Bindungsstelle, bestehend aus Serin, Histidin und Glutaminsaure (S200, H440, E327), in der
Bindungstasche linkerhand gelegen, und andererseits eine rechterhand liegende anionische
Bindungsstelle, bestehend aus Tryptophan, die zur Stabilisierung des Cholins wahrend der
Hydrolyse beitragt. Das elektronenreiche Tryptophan (W84) bildet Kation-n-
Wechselwirkungen mit dem quartdren Stickstoff des Cholins aus. W84 kann auch n-m-
Wechselwirkungen ausbilden und ist deshalb oft an Inhibitor-Bindungen beteiligt. Vermutlich
sind die in der Mitte der Bindungstasche gelegenen Aminosauren Glycin, Serin und
Phenylalanin (teilweise abgebildet; G328, S329, F330, F331) auch an der Stabilisation des
Inhibitors oder Substrates beteiligt [Holzgrabe et al., 2007]. Die Stabilisierung des Acylrestes
wahrend der Hydrolyse wird durch zwei Phenylalanine (F288, F290) bewirkt (nicht
dargestellt) [Silman et al., 2000].

Am Rand der Bindungstasche befinden sich die aromatischen Aminosauren Tyrosin,
Tryptophan und die sauren Aminosduren Asparaginsaure und Glutaminsaure (D72, Y334,
W279, Y70, Y121, E278), die die sogenannte ,peripheric anionic site“ (PAS), bilden [Masson
et al., 1999]. Uber diese Bindungsstelle soll eine verstarkte Bildung der bei der
Alzheimer’'schen Erkrankung vorkommenden AB-Plaques vermittelt werden. PAS wird somit

als pharmakotherapeutischer Ansatzpunkt untersucht und diskutiert [Giacobini, 2004].



12 A Einleitung

/ \175
\T/

N

Abb. A-4 Schematische Darstellung
A der AChE-Bindungstasche (bezogen

=
AN
-
E
5
IS
[\;o
X

X auf AChE isoliert aus Torpedo
californica) [Holzgrabe et al., 2007]

AR
/_, \//\1334‘7
Y W=~
G TN
x::.r\\piaim/_/ 20 A

o

N R\

ﬁ \/ waa ) —_
\——/

Butyrylcholinesterase

BChE, auch bekannt als Pseudo- oder Serumcholinesterase, gehort wie AChE zur Familie
der o/B-gefalteten Hydrolasen.

Die BChE ist weit weniger untersucht als die AChE, geriet aber in den letzten Jahren
verstarkt in den Fokus u.a. von Untersuchungen zur Pathogenese der Alzheimer'schen
Erkrankung.

Involviert in die embryonale Entwicklung des Nervensystems beeinflut die BChE zudem die
zellulare Proliferation sowie morphogenetische Veranderungen [Cokugras, 2003]. Die
Konzentration von BChE ist bei der Alzheimer'schen Erkrankung nicht vermindert, sondern
unverandert bis leicht erhoht. Ein Einflu auf die Bildung von AB-Plaques, AB-Oligomeren
und neurofibrillaren Tangles wird diskutiert [Guillozet et al., 1997].

Die Aminosaurensequenz der BChE zeigt 65% Ubereinstimmung mit der AChE [Cokugras,
2003]. Die Bindungstasche ist ebenfalls 20 A tief, allerdings sind 6 von 14 aromatischen
Aminosauren der AChE durch aliphatische Aminosauren ersetzt, wodurch die
Bindungstasche ein viel groReres Volumen aufweist [Cokugras, 2003]. Daher kénnen auch,
wie bereits erwahnt, groRere Substrate wie z.B. Butyrylcholin und Benzoylcholin hydrolysiert
werden. Die Bindungstasche der BChE ist in Abb. A-5 schematisch dargestellt. Die
anionische Bindungsstelle des aktiven Zentrums wird, wie auch bei der AChE, von
Tryptophan (W82, als ,W* in Abb. A-5) gebildet und die katalytische Triade durch Serin
(S226, ,S%), Histidin (H466, ,H*) und Glutaminsaure (E353, ,E“) gestaltet [Darvesh et al.,
2003]. Der Acylrest des Substrates kann mit den aliphatischen Aminosduren Leucin (L286)
und Valin (V288), die die Acyl-Bindungsstelle (,A“) bilden eine Wechselwirkung eingehen
[Cokugras, 2003]. Am Eingang der Bindungstasche befindet sich wie bei der AChE die

periphere Bindungsstelle, deren Funktion und zugehdrige Aminosauren im Falle der BChE
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aber noch nicht genau geklart sind. Tyrosin (Y332, ,Y*) und Asparaginsaure (D70, ,DY)
werden aber als zugehdrig betrachtet. Positiv geladene Substrate werden durch
Wechselwirkung mit Tyrosin und Asparaginsaure in die Bindungstasche gezogen [Darvesh
et al., 2003].

3 "Y\I .’n{\ Abb. A-5 Schematische Darstellung der BChE-
; Bindungstasche mit Acetylcholin als Substrat

(bezogen auf humane BChE) [Darvesh et al.,

2003
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A.1.3.2 Inhibitoren der Cholinesterase und deren Einsatz in der Pharmakotherapie

Cholinesteraseinhibitoren vermindern die Abbaugeschwindigkeit von ACh und anderen
Substraten. Als Folge der erhdhten Substratkonzentration nimmt der Parasympathikotonus
und der Tonus der quergestreiften Muskulatur zu. Cholinesteraseinhibitoren werden auch als
indirekt wirkende Parasympathomimetika bezeichnet und vielfaltig therapeutisch eingesetzt
[Forth et al., 2005].

Peripher wirksame Inhibitoren werden u.a. zur Therapie von Myasthenia gravis, zentral
wirksame Hemmer bei beginnender und fortgeschrittener Demenz genutzt. In Tabelle A-3
sind therapeutisch genutzte Cholinesteraseinhibitoren mit ihren Handelsnamen

zusammengefalit.
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Substanz (Handelsname) in Deutschland zugelassene Anwendung

symptomatische Behandlung von leichter bis

. . ®
Galantamin (Reminyl™) mittelschwerer Demenz vom Alzheimer-Typ

Physostigmin (Anticholium®) Antidot u.a. bei Atropin- und Amphetamin-Vergiftungen

Pyridostigmin (Kalymin®,

Mestinon®) Myasthenia gravis

Myasthenia gravis, neurogene Blasenstoérungen,

. . . . ®
Distigmin (Ubretid™) postoperative Darmatonie

Neostigmin (Neostig®) Myasthenia gravis

symptomatische Behandlung von leichter bis
Rivastigmin (Exelon®) mittelschwerer Demenz vom Alzheimer-Typ und beim
idiopathischen Parkinsonsyndrom

symptomatische Behandlung von leichter bis

Donepezil (Aricept”) mittelschwerer Demenz vom Alzheimer-Typ

Tabelle A-3 In Deutschland zugelassene Cholinesteraseinhibitoren und deren Anwendungsgebiete [BPI Rote
Liste, 2009]

Physostigmin, auch Eserin genannt, wurde als erster Cholinesterasehemmer bereits 1863
von Fraser aus der Kalabarbohne isoliert [Holmstedt, 2000]. Tacrin und Physostigmin waren
die ersten therapeutisch eingesetzten Inhibitoren. Sie werden aber heute nur noch als
Modellsubstanz bzw. als Antidot angewandt und sind durch besser vertragliche Inhibitoren
verdrangt worden.

Fir Behandlungen, die zentrale Wirksamkeit erfordern, wie die Demenz-Therapie, haben
sich Galantamin, Rivastigmin und Donepezil etabliert. Durch diese Stoffe wird zumindest
zeitweilig eine Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten und Verhaltenssymptome wie
Apathie und Halluzinationen erzielt. Quartare Inhibitoren, wie Pyridostigmin und Neostigmin

mit selektiv peripherer Wirkung, werden zur Therapie u.a. bei Myasthenia gravis angewandt.

Die Inhibitoren kénnen nach ihrer Angriffsstelle und Art der Blockade am Enzym eingeteilt

werden (siehe Tabelle A-4).
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, Bindungsart
Angriffsstelle Art der Inhibition Substanzen
nicht kovalent bindende Tacrin
Inhibitoren Galantamin
reversible Inhibitoren Hyperzin A
Physostigmin
carbamylierende Inhibitoren Neostigmin
aktives Zentrum pseudo-irreversible Pyridostigmin
Inhibitoren Distigmin
Rivastigmin
kovalent-bindende Paraoxon
Inhibitoren Soman
irreversible Inhibitoren Sarin
periphere Bindungsstelle nicht kovalent bindende Propidium
der AChE (PAS) Ir_1h|b|tor(_an_ Gallamin
reversible Inhibitoren Fasciculin
nicht kovalent bindende Decamethonium
»-duale” Inhibitoren (aktives o
Inhibitoren BW284C51
Zentrum und PAS) , -
reversible Inhibitoren Donepezil

Tabelle A-4 Einteilung der Inhibitoren [Brufani et al., 2000; Forth et al., 2005]

Einige der genannten Inhibitoren sind in Abb. A-6 dargestellt, und beispielhaft sind in Tabelle

A-5 die inhibitorischen Aktivitaten ausgewahlter Substanzen aufgeflhrt.

Tacrin, Galantamin und Hyperzin A sind chemisch nicht verwandte, reversible
Cholinesteraseinhibitoren. Sie verandern also nicht das Enzym oder werden hydrolysiert,
sondern blockieren nur die Bindungstasche. ACh kann nicht an das Enzym binden und
gespalten werden. Sie kdnnen kompetitiv. von ACh oder anderen Substanzen verdrangt
werden. Tacrin ist bereits nanomolar, Galantamin dagegen erst mikromolar wirksam.

Carbamate, wie Pyridostigmin und Rivastigmin, sind sog. pseudo-irreversible Inhibitoren. Sie
Ubertragen ihren Carbaminsaurerest auf das Serin im katalytischen Zentrum. Dieser Ester
wird durch Wasser jedoch viel langsamer als der Acylrest des AChs abgespalten. Die
langanhaltende Blockade und damit auch Wirkung macht selbst relativ schwach inhibitorisch

wirksame Substanzen wie Rivastigmin fir die Therapie bedeutsam [Brufani et al., 2000].
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Substanz AChE ICso[nM] BChE ICsc[nM] AChE Selektivitat
Tacrin 452 52 0,1
Galantamin 600° 8400° 14
Physostigmin 28° 16° 0,6
Rivastigmin 48000° 54000° 1,1
Soman 3¢ - i

Propidium 32300° 13200° 0,4

BW284C51 19° 48000° 2553
Decamthonium 12000 31000 2,6
Donepezil 22° 4150° 189

Ethopropazin 260000° 300° 0,001

Tabelle A-5 Cholinesterase-Inhibitoren und ihre inhibitorische Aktivitat an der AChE und BChE; AChE Selektivitét
[ICs0 (BChE) / ICso (AChE)] ¥) gemessen an eeAChE (isoliert aus Electrophorus electricus) und equBChE (isoliert
aus Pferdeserum), Daten aus [Fang et al., 2008]; b) gemessen an eeAChE und equBChE, Daten aus [Schott et
al., 2006]; °) gemessen an huAChE (human rekombinant gewonnen oder aus humanen Erythrozyten isoliert) und
huBChE (human rekombinant gewonnen oder aus humanem Serum isoliert), Daten aus [Giacobini, 2004]; d)
gemessen an huAChE, Daten aus [Erhard et al., 1993]; °) gemessen an huAChE und huBChE, Daten aus
[Bolognesi et al., 2005]; f) gemessen an FBS-AChE (isoliert aus Rinderserum) und huBChE, Daten aus [Payne et
al., 1989]

Irreversible Inhibitoren wie Paraoxon werden als Insektizide eingesetzt. Beim Menschen
eingesetzte irreversible Inhibitoren filhren zu einer ,endogenen Acetylcholinvergiftung®, die
letzten Endes zum Tode flihrt. Soman und Sarin gehéren auch zu dieser Klasse und wurden
bereits miRbrauchlich als Nervengift verwendet.

Die PAS-Inhibitoren werden in Abschnitt C.4 (S. 86) besprochen.

Von den ,dualen” Inhibitoren, also denen, die am aktiven Zentrum und der PAS der AChE
angreifen, ist insbesondere Donepezil zu nennen. Es gehért zur Klasse der N-Benzyl-
piperidine und zeigt, wie in Tabelle A-5 aufgefiihrt, eine hohe AChE-Selektivitat. Dies kdnnte
in der ,dualen Bindung der Substanz begrindet sein, da der peripheren BChE-
Bindungsstelle viele der mit ihr in Wechselwirkung stehenden Aminosauren der AChE-PAS
fehlen.

Ethopropazin (siehe Abb. A-6) gehort zu den BChE-selektiven Verbindungen. Diese werden
nicht in der Therapie, sondern zu Forschungszwecken eingesetzt, da madgliche
Nebenwirkungen durch die Inhibition auch der peripheren BChE noch nicht ausreichend

untersucht sind.



18 A Einleitung

Weitere Forschungsansatze sind seit einigen Jahren die Synthesen bivalenter
Verbindungen, um Substanzen in noch potentere Verbindungen zu Uberfuhren. Die
Uberlegung, bivalente Strukturen aus aktiven monovalenten Ausgangssubstanzen wie z.B.
Tacrin zu synthetisieren, hatte verschiedene Hintergriinde. Bivalente Strukturen kénnen zwei
raumlich benachbarte Targets gleichzeitig angreifen, und man erreicht durch grolie
Strukturen weitere Bindungsstellen am Target. Beispielsweise kénnen bivalente Inhibitoren
der Acetylcholinesterase ab einer bestimmten Kettenlange sowohl am esteratischen Zentrum
als auch gleichzeitig an der PAS angreifen. Im Falle der Cholinesterasen kann diese Bindung
an mehrere Bereiche des Enzyms zu Selektivitat bei verwandten Targets fihren. Dies hangt
mit dem Fehlen einiger flir Wechselwirkungen wichtiger Aminosauren der peripheren BChE-
Bindungsstelle im Vergleich zur AChE-PAS zusammen.

Bisher wurden u.a. homobivalente und heterobivalente Verbindungen des Tacrins und
homobivalente Verbindungen der Inhibitoren Galantamin und Hyperzin A an den
Cholinesterasen untersucht (Zusammenfassung siehe [Holzgrabe et al., 2007]) [Pang et al.,
1996]. Alle bivalenten Substanzen zeigten im Vergleich zu den monovalenten Derivaten eine
héhere inhibitorische Aktivitdt gegenuber AChE und z.T. auch gegenuber BChE. Fur die
Tacrin-Homobivalenten stellte sich die Heptylenkette als idealer Spacer in Bezug auf Aktivitat
und AChE-Selektivitat heraus. Spacer kirzer als funf Methylengruppen erlauben keine
Bindung an PAS und das aktive Zentrum zur gleichen Zeit [Carlier et al., 1999]. Bis-
Galantamine, die im Gegensatz zu Tacrin keine sekundaren Amine als Spacerverlangerung
besitzen, zeigten bei Spacern mit 8 und 10 Methylengruppen bestmdbgliche Ergebnisse
[Holzgrabe et al., 2007]. Im Allgemeinen kann man sagen, daf} der optimale Abstand zweier

aromatischer Zentren bei 7 oder 8 Atomen liegt.

Welche Eigenschaften sollte ein idealer Cholinesteraseinhibitor zur Therapie dementer
Erkrankungen besitzen?

Ein Cholinesteraseinhibitor sollte reversibel sein, eine lange Wirkdauer besitzen und die Blut-
Hirn-Schranke leicht Uberwinden konnen [Brufani et al., 2000; Giacobini, 2004]. Bei der
Frage der Enzymselektivitdt eines idealen Cholinesterasehemmers findet man in der
Literatur widersprichliche Standpunkte. BChE-Inhibitoren erlangen immer mehr an
Bedeutung. Eine Hemmung nicht nur des Esterasezentrums, sondern auch der Protease-
aktivitat konnte groRe Therapievorteile bringen, welche indirekt eine geringere AB-Plaque-
Bildung zur Folge hatten. Zusatzlich verringert sich, im Gegensatz zu AChE, die
Konzentration der BChE im Laufe der Alzheimer'schen Erkrankung nicht. Auf der anderen
Seite weild man jedoch nicht, welche maéglichen peripheren und zentralen Nebenwirkungen
BChE-selektive Verbindungen zeigen konnten. AChE-Inhibitoren sind dagegen besser

untersucht, und die Reduktion der AB-Aggregation durch die PAS-Inhibition ist erwiesen. Aus
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diesen Grunden erscheint zur Zeit noch eine Fokussierung auf unselektive Inhibitoren

sinnvoll.

A.2 [B-Carboline

Carboline, sind Pyridoindole, die je nach der Position des Stickstoffs im Pyridinring in o-, -,

v- oder 6-Carboline unterteilt werden (siehe Abb. A-7).

a0 Q0 QO QOO

a-Carbolin B-Carbolin y-Carbolin §-Carbolin

Abb. A-7 Carbolin-Isomere

o-, v- und &-Carboline sind weit weniger untersucht als B-Carboline, was in ihrem geringeren
Vorkommen in der Natur begriindet sein dirfte. Bekannt ist, dal® einige a-Carbolin-Derivate
eine Antitumorwirkung gezeigt haben [Sennhenn et al., 2006], wohingegen dem ~y-Carbolin
Dimebon antihistaminerge und nootropische Eigenschaften zugeschrieben werden
[Matveeva, 1983; Shevtsova et al.,, 2005] Fur o6-Carboline sind zur Zeit noch keine
pharmakologischen Daten bekannt.

B-Carboline bilden sich endogen aus biogenen Aminen, wie Tryptophan oder Serotonin
durch Kondensation mit Aldehyden oder a-Ketosduren. Diese Reaktion findet in humanen
Geweben, hier vorwiegend im Zentralnervensystem, in pflanzlichen und mykotischen
Geweben und bei der Nahrungsmittelverarbeitung durch Erhitzen oder Fermentations-
prozesse statt. Zudem sind B-Carboline im Tabakrauch zu finden [Drucker et al., 1990;
Matsubara et al., 1998; Rommelspacher et al., 2002].

Die vielfaltigen Wirkungen der B-Carboline werden schon seit langer Zeit genutzt. So wird
beispielsweise die 1-Methyl-B-carbolin-haltige Maracuja in Brasilien als Medikament gegen
Spasmen und als Sedativum eingesetzt [Boeira et al., 2001] und verschiedene B-Carbolin-
haltige Pflanzen, wie die Liane (Banisteria caapi), werden von studamerikanischen Indianer-
stdmmen als Halluzinogen verwendet [Freedland et al., 1999].

In den letzten Jahren konnte besonders im Zentralnervensystem eine Vielzahl von Targets
der B-Carboline identifiziert werden. Beispielhaft sind einige in Tabelle A-6 dargestellt.

Die aufgefiihrten Derivate mit Tetrahydro-B-carbolin-Grundgeriist zeigen meist einen
inhibierenden EinfluR auf die Serotonin-, z.T. auch die Noradrenalin- und vereinzelt auf die
Dopaminwiederaufnahme, was einen antidepressiven Effekt zur Folge hat.
Dihydro-B-carboline wirken antioxidativ und damit schitzend gegentber oxidativem Strel in

der Zelle. Andererseits wurde flir diese Verbindungen auch eine Veranderung der Membran-
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permeabilitdt an Mitochondrien gemessen, was sich wiederum negativ auf die
Zelluberlebensfahigkeit auswirkt.

Tetrahydro- und Dihydro-Derivate kdnnen durch enzymatische Oxidation in vollstandig
aromatisierte B-Carboline umgewandelt werden und durch N-Methyltransferasen in Position
2 und/oder 9 methyliert werden [Drucker et al., 1990; Gearhart et al., 2002]. Nicht-N-
methylierte B-Carboline, wie Harman und Norharman zeigen einerseits starke inhibitorische
Aktivitdt an der Monoaminoxidase, was einen giinstigen Effekt auf die Uberlebensfahigkeit
von Zellen hat, andererseits fordert im besonderen Norharman apoptotische Vorgange in der
Zelle durch die Stimulation bzw. Inhibition verschiedener Enzyme und Proteine
(Phosphoinositol-Phospholipase C, Glucose-regulierendes Protein 78, Triosephosphat-
isomerase). In Position 2 methylierte Verbindungen, also quartare Salze, inhibieren die
mitochondriale Atmungskette, fuhren zu verminderter ATP-Synthese und damit letztendlich
zum Zelltod (siehe Abschnitt C.1, S.56). Die permanente Ladung scheint dafir
ausschlaggebend zu sein, da das 9-Methyl-Derivat nur geringe zytotoxische Effekte zeigt
[Cao et al., 2004]. Die in Position 3 carboxylierten Derivate, wie z.B. BCCM, sind inverse
Agonisten am Benzodiazepinrezeptor und zeigen aufgrund dessen Benzodiazepin-
antagonistische Effekte.

Die vielfaltigen, z.T. gegensatzlichen, Effekte der Verbindungen und deren Auswirkungen auf

den Menschen hangen von der Konzentration und dem Vorkommen der Substanzen ab.
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Substitution (Trivialname)

Eigenschaften

1,2,3,4-
Tetrahydro-
B-carboline

(Tryptolin)

inhibiert Noradrenalin- und
Serotoninwiederaufnahme [Rommelspacher
et al., 1978]

6-Methoxy (Pinolin)

inhibiert Serotoninwiederaufnahme

[Ho et al., 1973; Komulainen et al., 1980]
Antioxidanz [Pahkla et al., 1998]

stimuliert Insulinsekretion durch Bindung am
Imidazolin I3- und Ryanodin-Rezeptor
[Squires et al., 2004]

6-Hydroxy (Plectomin)

inhibiert stark und reversibel die Dopamin-,
Noradrenalin- und Serotoninwiederaufnahme
[Rommelspacher et al., 1978]

6-Hydroxy, 1-Methyl
(Tetrahydroisoharmol)

hohe Affinitat zu Opiatrezeptoren;
mdglicherweise mit Abhangigkeit und
Neuronensterben bei Alkoholmif3brauch
verbunden [Wrona et al., 1997]

6-Methoxy, 1-Methyl
(Adrenoglomerulotropin)

starke tranquillisierende Effekte [Zhukov et
al., 1983]

3,4-Dihydro-
B-carboline

7-Hydroxy (Harmol)
oder
7-Methoxy , 1-Methyl,
(Harmalin)

Antioxidanzien

verandern die mitochondriale
Membranpermeabilitat [Park et al., 2003]
inhibieren Dopamin-uptake [Drucker et al.,
1990]

B-Carboline

(Norharman)

inhibiert die Monoaminoxidase B [Herraiz et
al., 2005; Rommelspacher et al., 2002]
stimuliert Phosphoinositol-Phospholipase C;
inhibiert Glucose-regulierendes Protein 78
inhibiert Triosephosphatisomerase

1-Methyl (Harman)

inhibiert die Monoaminoxidase A [Herraiz et
al., 2005; Rommelspacher et al., 2002]
stimuliert Insulinsekretion durch Bindung am
Imidazolin I3- und Ryanodin-Rezeptor
[Squires et al., 2004]

2-Methyl

inhibiert Komplex | der Atmungskette [Sayre
etal., 1991]

Substrat von N2-Methyltransferasen
[Gearhart et al., 2000]

inhibiert Acetylcholinesterase [Dekhane et
al., 1993]

9-Methyl

inhibiert stark die Monoaminoxidase [Ho et
al., 1970]

2,9-Dimethyl

inhibiert Komplex | der Atmungskette [Collins
et al., 1992]

3-Carboxymethylester
(BCCM)

inverser Agonist am Benzodiazepin-Rezeptor
[Glennon et al., 2000]

Verbesserung von Gedachtnisleistung
[Dekhane et al., 1993]

Tabelle A-6 Eigenschaften der -Carboline
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A.3 Zielstellung der Arbeit

B-Carboline sind im Zusammenhang mit der Alzheimer'schen und der Parkinson’schen
Erkrankung eine interessante Naturstoffklasse. Einige von ihnen werden als potentielle
Neurotoxine in der Ursachenforschung diskutiert, andere wiederum als potentielle
Arzneistoffe betrachtet.

Ziel dieser Arbeit war es, neuartige Derivate dieser Substanzklasse zu synthetisieren und auf
ihre  neurotoxischen, neuroprotektiven und mdglicherweise kognitionsférdernden
Eigenschaften hin zu untersuchen, um zu erkennen, welche Molekilleigenschaften fiir die
positiven bzw. negativen Effekte verantwortlich sein kénnten. Dadurch soll es in Zukunft
leichter moglich sein, Derivate mit Uberwiegend positiven, neuroprotektiven oder
kognitionsférdernden Effekten zu entwickeln.

In dieser Arbeit sollte speziell der Einflul® der Syntheseprodukte auf die Cholinesterasen und
den NMDA-Rezeptor untersucht werden. Ebenso sollten eine Dopamintransporter (DAT)-
abhangige und DAT-unabhangige Neurotoxizitat aber auch mdgliche neuroprotektive Effekte

bestimmt werden.

Nachfolgend seien die Ziele der Arbeit detailliert aufgefihrt.

Ziele zum Thema Neurotoxizitat und Neuroprotektion

1) Synthese eines enantiomerenreinen 1,2,2-Trimethyltetrahydro-pS-carbolinium-Salzes
(R2 oder S2)

Bereits in frlheren Arbeiten unseres Arbeitskreises wurden B-Carboline synthetisiert und

aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu dem neurotoxischen MPP” (siehe Abb. A-8) auf

Toxizitat an dopaminergen Neuronen untersucht.

O QD QO
N

N
H I
CHj
1-Methyl-4-phenylpyridinium 2-Methyl-B-carbolinium 2,9-Dimethyl-B-carbolinium
(MPP*) (9-1) (14-1)

Abb. A-8 MPP" und strukturverwandte -Carboline

Auffallig bei diesen Untersuchungen war die chirale Verbindung 1,2,2-Trimethyltetrahydro-§3-
carbolin (rac2) (siehe Abb. A-9). Fir weitere Tests sollte ein enantiomerenreines Derivat R2

oder S2 synthetisiert werden.
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rac2

Abb. A-9 rac-1,2,2-Trimethyitetrahydro--carbolinium (rac2)

2) Synthese von N9-monovalenten p-Carbolinen (13)

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ergab sich ebenfalls aus den friheren
Neurotoxizitatsuntersuchungen. Es hatte sich gezeigt, dal® 9-Methyl-B-carbolin (13-1) (siehe
Abb. A-10) nicht nur geringe neurotoxische Eigenschaften besitzt, sondern sogar

Uberraschenderweise neuroprotektiv wirkt [Hamann et al., 2008].

Br.

7\ 7\ 7\
N N N
| | |
R CH3 CH3
13 13-1 13Br-1

Abb. A-10 N9-monovalente p-Carboline 13 (R = CoHs, CsH7, CoH4F), 9-Methyl-S-carbolin (13-1), 6-Bromo-9-
methyl-B-carbolin (13Br-1)

Um diese Neuroprotektion eingehender zu untersuchen, sollte 13-1 nicht nur resynthetisiert
werden, sondern auch weitere 9-substituierte B-Carboline des Typs 13 dargestellt und auf
neurotoxische und neuroprotektive Eigenschaften hin untersucht werden (siehe Abb. A-10).
Fir eine spatere radioaktive Markierung durch Halogen-Tritium-Austausch sollte schlieRlich
13-1 in Position 6 bromiert werden (siehe Abb. A-10).

3) Synthese von potentiell neurotoxischen, N2,N9-disubstituierten, monovalenten [-
Carbolinen (14)

B-Carboline kénnen im Zentralnervensystem durch N-Methyltransferasen an N2 methyliert

und dadurch in neurotoxische, quartare Verbindungen Uberfihrt werden [Gearhart et al.,

2002]. Daraus ergab sich als weiteres Ziel die Quartarnisierung der Vorstufen 13 zu 14

(siehe Abb. A-11).
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74 \N Methylierung W\N(D
_— >
~CH;
S —_—
©

| | I
R R
13 14

Abb. A-11 N2,N9-disubstituierte monovalente p-Carboline (14)(R=CzHs, C3H7)

4) Untersuchungen auf Neurotoxizitdt und Neuroprotektion
Die neurotoxischen und neuroprotektiven Effekte der Testsubstanzen, sollten durch unsere
Kooperationspartner Frau Dr. Catrin Wernicke und Herrn Prof. Hans Rommelspacher an der

Charité Berlin untersucht werden.

Ziele zum Thema inhibitorische Aktivitat an der AChE und BChE

5) Synthese von N2- und N9-bivalenten p-Carbolinen (5, 10)

Bereits friher wurden [-Carboline im Ellman-Test auf ihre Cholinesteraseinhibition
untersucht. Dabei waren einige Substanzen im Vergleich zu Galantamin aquipotent, im
Vergleich zum Tacrin zeigten sie eine schwachere inhibitorische Aktivitat (siehe Tabelle A-7)
[Schott et al., 2006].

AChE
Name Strukturformel AChE ICsq BChE ICsg Selektivitat
OH
Galantamin o ® ‘ ' 600 nM? 8400 nMm? 14
N\CH3

H3C— J e | . )
9MMeO-1 ek 800 nM 1200 nM 1,5
N

Tacrin A 45 nMP 5 nMP 0,1

Tabelle A-7 Cholinesteraseinhibitoren deren ICsp-Werte und AChE Selektivitét ([ICso (BChE) / ICso (AChE)] ?)
Daten aus [Schott et al., 2006]; b) Daten aus [Fang et al., 2008]
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Da sich B-Carboline als potente Cholinesterasehemmer erwiesen haben, sollte nun die
Strategie des ,bivalent ligand approach®, die Verknupfung von zwei Pharmakophoren, auf sie
angewendet werden. Bereits frlher wurde diese Strategie erfolgreich auf die
Cholinesterasehemmer Ubertragen. Von Pang et al. wurde die Synthese von homobivalenten
Tacrin-Derivaten (siehe Abb. A-12) beschrieben, deren inhibitorische Aktivitat die des
Tacrins an der AChE um den Faktor 1000 Ubersteigt [Pang et al., 1996].

NN NHZ—E:HE{;NHZ—E/ W

Folglich ergab sich ein weiteres Ziel dieser Arbeit, die Darstellung neuer homobivalenter [3-

Abb. A-12 homobivalentes Tacrin

Carboline. Es ergaben sich die beiden in Abb. A-13 dargestellten Grundstrukturen 5 und 10.

Weiterhin sollte 10 durch Quartarnisierung zu 11 umgesetzt werden.

7\ 7
n 2 21
= HaCon/

5 10 1
Abb. A-13 Grundstrukturen der homobivalenten S-Carboline (5,10,11)

6) Synthese von N2-monovalenten p-Carbolinen (9)

Um die pharmakologischen Ergebnisse der bivalenten Verbindungen bestmaoglich mit den
Eigenschaften der entsprechenden monovalenten Grundstrukturen 9 und 13 (siehe Abb.
A-14) vergleichen zu koénnen, sollten beispielhaft einige dieser monovalenten Derivate

synthetisiert werden. Die Derivate 13 sind bereits unter Punkt 2 (siehe S. 23) aufgefiihrt.

Abb. A-14 Grundstrukturen der monovalenten S-Carboline 9 (R=CHs, C2oHs, CsH7, CsH17, C2H4OH)
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7) Synthese von partiell reduzierten homobivalenten [-Carbolinen (8, 12)
Die quartaren Strukturen 5 und 11 sollten zu den jeweiligen Tetrahydro-Derivaten 8 und 12
reduziert werden (siehe Abb. A-15), zum Einen, um dem Tacrin ahnlichere Strukturen zu

synthetisieren (siehe Tabelle A-7) und zum Anderen, um die Membrangangigkeit der

(a5 Lo,

8 12
Abb. A-15 Grundstruktur der reduzierten homobivalenten [-Carboline (8,12)

Verbindungen zu erhéhen.

8) Untersuchung der inhibitorischen Aktivitédt an der AChE und BChE
Alle Derivate sollten auf ihre inhibitorische Aktivitat an der AChE und BChE in einem in vitro
Enzymassay (Ellman-Test) untersucht werden, um Anderungen der Aktivitat und Selektivitat

mit strukturellen Merkmalen zu vergleichen.

Ziele weiterer pharmakologischer Charakterisierungen

9) Bestimmung der antagonistischen Wirkung am NMDA-Rezeptor

NMDA-Rezeptoren sind Bestandteil des glutamatergen Systems. Stérungen in diesem
System spielen eine Rolle bei der Alzheimer'schen Erkrankung und koénnen zu
Funktionseinschrankungen bis hin zur Exzitotoxizitat fihren. NMDA-Rezeptor-Antagonisten,
wie z.B. Memantin, gleichen diese Stérungen aus, und physiologische Signale, z.B. von
kognitiven Prozessen, kdbnnen wieder weitergeleitet werden.

Die eventuelle inhibitorische Aktivitat der Zielverbindungen am NMDA-Rezeptor sollte am
Lehrstuhl fur Pharmazeutische Biologie der FSU Jena von Kai-Uwe Schmidtke und

Heidemarie Graf aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Thomas Winckler bestimmt werden.

10)  Etablierung eines Assays zur Untersuchung der AChE induzierten Ap-Aggregation

Ein weiteres Ziel war die Etablierung eines Assay, in dem die zweite nicht-esteratische
Bindungsstelle der Acetylcholinesterase, die sog. ,peripheric anionic site“ (PAS), und deren
induzierender EinfluR auf die B-Amyloid-Aggregation untersucht werden sollte. Die
synthetisierten B-Carboline sollten auch hier auf die AChE-inhibitorische Aktivitat und die

damit verbundene reduzierte B-Amyloid-Aggregation untersucht werden.
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B Synthetischer Teil

Es wurden 40 Zielverbindungen synthetisiert, deren Struktur und Reinheit durch NMR- und
IR-Spektroskopie, Schmelzpunkt und Elementaranalyse oder hochauflésende Massen-
spektroskopie abgesichert wurden.

Die Zielverbindungen werden nach folgendem Schema numeriert:

Die erste Zahl beschreibt das Grundgerust und Zusatze, dazu eventuelle Substituenten am
Grundgerust (in Abb. B-1 beschreibt ,5“ das Grundgerist und ,OH* die Substitution). Die
zweite Zahl beschreibt die Anzahl der Kohlenstoffatome in der Alkylkette am B-Carbolin bzw.
die Anzahl der Methylengruppen des Spacers bei bivalenten Verbindungen. Im gewahlten
Beispiel besitzt der Spacer funf Methylengruppen und dementsprechend eine ,5“ hinter dem
Bindestrich. Ein Zusatz beschreibt auch hier eventuelle Substitutionen, wie z.B. eine
Hydroxygruppe am Kettenende, die mit ,OH® hinter der Kettenlange angegeben wird.

OH
HO

Z |
ll@

X
>

50H-5

IZ_

2 Br

Abb. B-1 Nummerierung der Zielverbindungen am Beispiel von 50H-5

Das trizyklische Ringsystem der 3-Carboline wird auch als 9H-Pyrido[3,4-blindol bezeichnet.
Da es sich immer um dasselbe Grundgerust handelt, wird im Folgenden zur Vereinfachung
nur der Trivialname B-Carboline genutzt. Die verschiedenen Grundstrukturen werden nach
der Position ihrer Substitution/Verknupfung benannt (siehe Abb. B-2):
e monovalente oder bivalente Verbindungen mit Substitution/Verknipfung an/iber N2
als N2-monovalente oder — bivalente 3-Carboline
e monovalente oder bivalente Verbindungen mit Substitution/Verknipfung an/iber N9

als N9-monovalente oder — bivalente B-Carboline

Abb. B-2 Bezifferung des [-Carbolin-Grundgeriistes

Die Gegenionen von quartéren Verbindungen werden zur besseren Ubersicht im Kapitel B

nicht aufgefihrt.
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B.1 Synthese von 1S- und 1R-1,2,2-Trimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-3-carbolin-2-ium

Wie in A.3 dargestellt, war das erste Ziel dieser Arbeit die Darstellung von 1S- und 1R-1,2,2-
Trimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolin-2-ium (2). Dazu sollte zuerst die Vorstufe rac-1-
Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolin (rac1) synthetisiert, in ihre Enantiomere getrennt und

anschliefend zu 1,2,2-Trimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolin-2-ium (2) dimethyliert werden.

B.1.1 Literaturbekanntes

1S- und 1R-1,2,2-Trimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolin-2-ium (2)

Die Darstellung beider Enantiomere wurde von Milen et al. beschrieben. Dabei wurde 1-
Methyl-3,4-dihydro-f-carbolin mit chiralen Sulfinyl-Derivaten an der Methylgruppe in Position
1 acyliert und anschlieRend zu dem 1,2,3,4-Tetrahydro-B-carbolin-Derivat reduziert. Die
Trennung der entstandenen Diastereomere erfolgte Uber Normalphasen-Chromatographie.
Abschliellend wurde der Sulfinyl-Rest abgespalten und 1S- und 1R-1,2,2-Trimethyl-1,2,3,4-
tetrahydro-B-carbolin (S2 und R2) erhalten [Milen et al., 2004].

S- und R-1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolin-2-ium (S1, R1)

In der Literatur werden fir die Darstellung von enantiomerenreinem 1-Methyl-1,2,3,4-
tetrahydro-B-carbolin (S1, R1) stereoselektive Synthesen beschrieben.

Akimoto et al. setzten L-Tryptophan als Ausgangsmaterial ein, welches beim Ringschlul® mit
Acetaldehyd enantiomerenreines S-(-)-1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolin (S1) ergab
[Akimoto et al., 1974].

Die Synthese von 81 wurde auch durch asymmetrische Reduktion von 1-Methyl-3,4-dihydro-
B-carbolin mit chiralem Natriumacyloxoborhydriden erreicht [Yamada et al., 1983].

Lee et al. beschrieben die Synthese von R1 durch Michael-Addition von Tryptamin mit
chiralem Acetylsulfoxid und anschlieRender saurer Cyclisierung und Reduktion mit Raney-
Nickel [Lee et al., 1994].

Alle genannten Synthesen erfordern die aufwendige Darstellung chiraler Vorstufen und
deren analytische Struktursicherung. Deshalb wurde zunachst die Trennung Uber die Bildung
diastereomerer Salze versucht. Dazu wurde zuerst die Vorstufe rac-1-Methyl-1,2,3,4-
tetrahydro-B-carbolin (rac1) synthetisiert (siehe Abb. B-5).

rac-1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolin (rac1)

Die Synthese des teilhydrierten p-Carbolin-Grundgeristes kann Uber eine Bischler-
Napieralski-Reaktion oder eine Pictet-Spengler-Kondensation erfolgen.

Die Bischler-Napieralski-Reaktion beschreibt urspringlich die Synthese von 3,4-

Dihydroisochinolinen (17) aus Phenylethylamiden (15). Diese werden bei hohen
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Temperaturen mit geeigneten Kondensationsmitteln wie Phosphorylchlorid zu 3,4-
Dihydroisochinolinen (17) umgesetzt (siehe Abb. B-3) [Bischler et al., 1893].

POCIs*, A T
(CHCIg)* Dehydrierung A
- > _ >
R C/NH - H20 R _ N [Pd]*** R _ N
o’ “r
R R’ R’
15 16 17

Abb. B-3 Bischler-Napieralski-Synthese von Isochinolinen [Bischler et al., 1893]
R = H, OAlk, Alk; R* = Alk, Ar * P,0Os, PCls, ZnCl,, Polyphosphorséure; ** CsHsNO,, inerte Lésungsmittel; ***
PdC/z, (CH3COO)2HQ, [Pt], KMI‘IO4

Durch Verwendung von Tryptamiden anstelle von Phenylethylamiden entstehen unter
gleichen Bedingungen 3,4-Dihydro-B-carboline [Mahboobi et al., 1995]. Die Literaturaus-

beuten betrugen dabei maximal 60%.

Von Pictet und Spengler wurde die Synthese von Tetrahydroisochinolinen (20) aus
Phenylethylaminen (18) und Aldehyden im stark sauren Milieu Uber Schiffsche Basen als
Zwischenstufen (19) beschrieben [Pictet et al., 1911].

Auch diese Synthese wurde durch zahlreiche Variationen der Reaktionsbedingungen
optimiert und weiter entwickelt (siehe Abb. B-4) [Whaley et al., 1951].

RO. RO. RO
HCI
+ RICHO —» E—
NH, N NH
RO RO ]/ RO

18 19 20

Abb. B-4 Pictet-Spengler-Synthese von Isochinolinen [Whaley et al., 1951]

B.1.2 Synthese von rac-1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolin (rac1)

Nach Bobbit und Willis wurde Tryptamin (21) mit Brenztraubensaure in einer Pictet-Spengler-
Kondensation umgesetzt (siehe Abb. B-5) [Bobbitt et al., 1980].

e e
Cl RH,
1. HCI
HO /O 2. NaOH
/R Ty > — \ NH
O CH3 -COZ *
CHs
21 22 racl

Abb. B-5 Darstellung von rac-1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-f-carbolin (rac1)
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Die Brenztraubensaure wurde zusammen mit Tryptamin (21) in einer Wasser-Methanol-
Mischung geruhrt, wobei 1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolin-1-carbonsaure (22) ausfiel.
Das abfiltrierte Zwischenprodukt 22 wurde in heiRem Wasser gelost, durch Zugabe von
Salzsaure decarboxyliert und dann die racemische Base rac1 mit Natriumhydroxid ausgefallt
[Bobbitt et al., 1980]. Diese Reaktion lieferte bei milden Bedingungen Ausbeuten von 80%.

Das "H-NMR von rac1 zeigte bei 1,3 ppm das Signal der Methylprotonen mit der Integration
von 3H. Durch die Kopplung zum Proton in Position 1 erschienen sie als Dublett mit einer
vizinalen Kopplungskonstante von 6,7 Hz, welche auch im Quartett des H1-Signals bei
4,0 ppm gefunden wurde. Durch den Einfluld des chiralen Zentrums in Position 1 erschienen
die zwei dazu meta-standigen Protonen in Position 3 als Multipletts. *C-NMR sind neben
den 8 Signalen der aromatischen Kohlenstoffatome 3 aliphatische Ring-Kohlenstoffe und das

Signal der Methylgruppe zu sehen (siehe Abb. B-6 a und b).

DMSO
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NH
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T
4.0 3.0

(ppm) (ppm) 3
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Abb. B-6 a) "H-NMR von rac-1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-S-carbolin (rac1) ([De]-DMSO)(oben) und b) "*C-NMR
rac1 ([D¢]-DMSQ)(unten)
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B.1.3 Racemattrennung von rac-1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-f-carbolin (rac1)

Das synthetisierte Racemat (rac1) sollte nun in die Enantiomere (R1 und S1) aufgetrennt
werden. Zunachst mufite eine analytische HPLC-Methode entwickelt werden, bei der die
Enantiomere getrennt identifiziert und das Verhaltnis von beiden quantifiziert werden konnte.
Dazu wurden an einer chiralen HPLC-S&ule (Chiracel® OD) verschiedene Hexan-Alkohol-
Mischungen und Mischungsverhaltnisse untersucht und dabei jeweils die Flufrate und die
Temperatur variiert. n-Hexan mit 10% 2-Propanol stellte sich als beste Mischung fur die
Auftrennung heraus, allerdings zeigte sich keine Basislinientrennung (siehe Abb. B-7 oben).

Diese wurde durch Zusatz von 0,1% Diethylamin erreicht (siehe Abb. B-7 unten).

Methode:

Mobile Phase: n-Hexan /2-Propanol (90/10) mit 0,1% Diethylamin
Stationdre Phase:  Chiracel® OD Cellulose-(tris-(3,5-dimethylphenylcarbamat)
FluRrate: 1,0 ml/min

Saulentemperatur:  25°C

Detektor: UV-Vis-Detektor, MeRwellenlange 230 nm
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Abb. B-7 Chromatogramme von rac-1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-fS-carbolin (rac1) mit n-Hexan/2-Propanol (90/10)
(oben) und n-Hexan /2-Propanol (90/10) mit 0,1% Diethylamin (unten)

Die praparative Trennung des basischen Racemats (rac1) wurde u(ber die Bildung
diastereomerer Salze mit folgenden chiralen Sduren und deren Kombination versucht (siehe
Tabelle B-1):

I (2R,3R)-(-)-Di-O-benzoylweinsaure-Monohydrat

II' R,R-(-)-O,0-Dianisoylweinsaure und S,S-(+)-O,0-Dianisoylweinsaure
Il (2R,3R)-(-)-Di-O-4-toluyl-L-weinsaure

IV L-(+)-Weinsaure

V (-)-Campher-10-sulfonsaure

T, llund Il (2:1)

Ty LILH(1:1:1)

Te 1lund Il (2:1)

R,R-(-)-O,0-Dianisoylweinsaure und S,S-(+)-O,0-Dianisoylweinsdure wurden von Dr.
Johannes Wange synthetisiert. [Wange, 2005]

Das basische Racemat und die jeweilige chirale Sdure wurden zusammen in dem jeweils
angegebenen Ldsungsmittel in der Hitze geldst und filtriert. Die Loésung wurde
stehengelassen, eventuell gekuhlt, bis Kristallbildung einsetzte. Die Kristalle wurden
abfiltriert, gewaschen und mit verdiinnter Natriumhydroxid-Lésung versetzt. Die erhaltene
Base wurde mit organischen Ldsungsmitteln extrahiert. AnschlieBend wurde die Probe

HPLC-analytisch nach oben beschriebener Methode untersucht.
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Versuch Racemat chirale Saure/n Lésungsmittel [ml] _erhaltenes o
[mmol] [mmol] Enantiomerenverhaltnis
1 1,00 \Y 1,00 Methanol 40 50:50
2 2,68 I 1,47 Ethanol 20 50:50
3 1,00 I 0,50 Ethanol 60 keine Kristallbildung
4 1,00 To 1,00 Ethanol 75 60:40
5 0,50 | 0,50 2-Propanol 50 keine Kristallbildung
6 0,50 R-Il 0,50 Ethanol 25 70:30
7 0,50 1 0,50 Ethanol 20 65:35
8 0,50 I 0,25 Ethanol 25 60:40
9 0,50 i 0,25 2-Propanol 35 55:45
10 0,25 Ta 0,25 Ethanol 15 67:33
11 0,25 Te 0,25 Ethanol 10 64:36
12 0,25 R-II 0,12 Ethanol 25 36:64
13 0,25 R-II 0,25 Ethanol 25 35:65
14 0,25 R-lI 0,50 Ethanol 30 keine Kristallbildung
15 0,25 \Y 0,13 Ethanol 12 52:48
16 0,25 \Y 0,25 Ethanol 12 52:48
17 0,25 \Y 0,25 Methanol 10 51:49
18 0,54 I 0,28 Ethanol 3 45:55

Tabelle B-1 Diastereomerenbildung unter verschiedenen Bedingungen

Versuch 6 und 10 schienen am erfolgversprechendsten und wurden deshalb im grofieren
Malstab wiederholt. Dabei wurde die Lésungsmittelmenge verringert, um eine groRere
Ausbeute zu erhalten. In Versuch 19 hatte dies auch einen positiven Effekt auf das
auskristallisierte Diastereomeren- und damit Enantiomerenverhaltnis, jedoch nicht auf die
Ausbeute. Bei Versuch 20 war zwar die Ausbeute gut, allerdings zu ungunsten des

Enantiomerenverhaltnisses (siehe Tabelle B-2).
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Racemat chirale Saure/n Lésungsmittel Enantiomerenverhaltnis /
Versuch
[mmol] [mmol] [ml] Ausbeute
19 5,00 S-lI 5,00 Ethanol 50 20:80/5mg
20 5,00 T, 5,00 Ethanol 50 58:42 / 580 mg

Tabelle B-2 Diastereomerenbildung unter verschiedenen Bedingungen

Da die Versuche zeigten, dal} eine Racemattrennung auf diesem Weg viel Aufwand mit nur
geringen Ausbeuten bedeuten, wurde nach Alternativen gesucht. Es bot sich die im Haus
befindliche praparative Chiracel® OD-Saule an.

Die bereits ermittelte Methode der analytischen Untersuchungen mufdte nun anhand der
Erkenntnisse friiherer Arbeiten [Wange, 2005] fir den praparativen Ansatz in Hinblick auf
maximale Selektivitdt und Saulenbeladung sowie minimale Laufzeit optimiert werden. Die
Saulentemperatur wurde auf 30°C gesteigert und die FluRrate wurde auf 1,3 ml/min erhéht,
was jeweils zu schmaleren, friiher eluierten Peaks flihrte. Fir die Ubertragung der FluBrate
auf den praparativen Maldstab wurde der empirisch gefundene Faktor 150 eingesetzt, der in
der praparativen Trennung zu vergleichbaren Retentionszeiten flihren sollte. Zur Ermittlung
der maximalen S&ulenbeladung wurde der Substanzauftrag auf die analytische Saule
schrittweise so weit erhoht, bis im Chromatogramm eine Basislinientrennung gerade noch zu
verzeichnen war. Diese Substanzmenge ergab mit dem saulenspezifischen Faktor 250
multipliziert die Saulenbeladung fiir eine erste sichere praparative Trennung. Die endgiiltige
Optimierung der Trennbedingungen konnte aber erfahrungsgemal erst im praparativen
MalRstab erfolgen, da es durch die stark vergroflerten Saulendimensionen zu
Verschiebungen der Retentionszeiten und durch die verdoppelte mittlere PartikelgroRe der
stationaren Phase immer zu einer Verschlechterung der Trennleistung durch
Peakverbreiterung kam.

Eine Probetrennung wurde bei einer Saulentemperatur von 30°C mit 75 mg Substanz bei
einer Flufrate von 220 ml/min durchgefuhrt. Da die Peaks im Chromatogramm
basisliniengetrennt waren, wurde der Substanzauftrag auf 100 mg erhoht. Die oben
angesprochene Peakverbreiterung machte sich hier durch groRe Ubergangsfraktionen
bereits bemerkbar. Deshalb wurde, um dem entgegen zu wirken, die Temperatur auf 37°C
erhdht und die FluBrate auf 260 ml/min eingestellt. Hieraus resultierten nun auch scharfere
Peaks bei verkurzter Laufzeit (siehe Abb. B-8 oben). Unter diesen Bedingungen folgten zwei
weitere Laufe, wobei die gesammelten Mischfraktionen im letzten Lauf aufgetragen wurden.
Die Gesamtlaufzeit eines Laufes betrug 30 min. Die gesammelten Fraktionen wurden auf
Enantiomerenreinheit geprift, Fraktionen gleicher Reinheit vereinigt und unter vollstandiger
Rickgewinnung der mobilen Phase eingeengt. Es wurde aber nicht wie erwartet ein

Feststoff, sondern ein Ol erhalten. Das 'H-NMR wies eine Anreicherung von Diethylamin
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aus, das auch nach verschiedenen Umkristallisationsversuchen und Trocknung unter
verschiedenen Bedingungen (Diethylamin besitzt einen Siedepunkt von 55°C) nicht
vollstandig zu entfernen war. Daraufhin wurde die praparative Trennung ohne Diethylamin-
Zusatz wiederholt, woraus eine schlechtere Auflosung (siehe Abb. B-8 (unten)) und grof3ere
Ubergangsfraktionen resultierten. Eine Trennung war dennoch méglich. Die
Ubergangsfraktionen wurden ein weiteres Mal praparativ getrennt und so wurden letztendlich

Fraktionen gesammelt und wie oben beschrieben aufgearbeitet.

. 368

Abb. B-8 Chromatogramme der préparativen Trennung von rac-1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-f-carbolin (rac1) mit

n-Hexan /2-Propanol (90/10) mit 0,1% Diethylamin (oben) und n-Hexan /2-Propanol (90/10) (unten)

Die HPLC-analytischen Untersuchungen ergaben, dal} die gesammelten Fraktionen der
Enantiomere 96 bis 100% Enantiomerenreinheit (ee) besalien (siehe Abb. B-9).
AnschlieBend wurden deren Drehwerte bestimmt und konnten nach Literaturdaten den

Enantiomeren ,R“und ,S*zugeordnet werden.
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Abb. B-9 Chromatogramme der vereinigten enantiomerenreinen Fraktionen der prédparativen Trennung von rac-1-
Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-f-carbolin (rac1) mit n-Hexan /2-Propanol (90/10) mit 0,1% Diethylamin

B.1.4 Synthese der rac- und 1R-1,2,2-Trimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolin-2-ium-
Salze (rac2, R2)

Die Enantiomere sollten nun, nach erfolgreichen Vorversuchen mit dem Racemat,
dimethyliert werden. Die Dimethylierung von 1,2,3,4-Tetrahydro-f-carbolin gelang bereits
friher im Arbeitskreis durch Zugabe von Diisopropylethylamin (Hiinig-Base) im Uberschuf®
zum eingesetzten Edukt und Methyliodid in Acetonitril.

Nun wurde rac1 mit Hilnig-Base im Verhaltnis 2:1 vorgelegt und mit Methyliodid im
Uberschul in Acetonitril umgesetzt. Mit 10%iger Ausbeute wurde das gewiinscht Produkt
enthalten.

Da die Hunig-Base als ,nicht methylierbar® galt, wurde der Ansatz wiederholt, dazu aber die
doppelte Menge an Hiinig-Base zugegeben, um die Ausbeute zu erhdhen. Das 'H-NMR
zeigte daraufhin methylierte Hiinig-Base (Diisopropylethylmethylammoniumiodid) und das
gewlnschtes Produkt im Verhaltnis von ca. 60:1. Methylierte Hulnig-Base war durch
Umkristallisation nicht vom Produkt zu trennen.

Deshalb wurde die Reaktion nun ohne Hilfsbase versucht, wobei in Acetonitril kein quartares
Produkt ausfiel und auch laut DC kein Umsatz stattgefunden hatte. AnschlieRend wurde, wie
von Barger et al. beschrieben, Kaliumcarbonat als Base zugesetzt, aber auch hier war keine

Umsetzung zu erkennen [Barger et al., 1938].
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Die Methylierung von 0,02 mmol 1R-1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-f-carbolin (R1) mit 0,02
mmol Hunig-Base und 0,04 mmol Methyliodid flihrte mit einer 40%igen Ausbeute zum
gewlnschten reinen Produkt (siehe Abb. B-10). Diese Reaktion konnte nicht auf das S-

Enantiomer (S1) Ubertragen werden.

I@
Acetonitril
L — { o
5 1. Hinig-Base CHs
H CHy 2 Mel H CHs
2

Abb. B-10 Synthese von 1,2,2-Trimethyl-1,2,3,4-tetrahydro--carboliniumiodid (2)

Im 'H-NMR sind die beiden Methylgruppen am Stickstoff als Singuletts bei 3,1 und 3,3 ppm
zu erkennen. Weiterhin sind durch den quartarnisierten Stickstoff in Position 2 die vizinalen
Protonen H1 und H3 um ca. 1 ppm ins Tieffeld verschoben (siehe Abb. B-11).
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Abb. B-11 "H-NMR von 1R-1,2,2-Trimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-/-carbolin-2-iumiodid (R2) (MeOD)
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Zusatzlich zu den Signalen des 1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolins (rac1) erscheinen im
*C-NMR 2 Signale bei 44 und 50 ppm, die durch das DEPT-Spektrum eindeutig den zwei
eingefiihrten Methylgruppen zugeordnet werden konnten (siehe Abb. B-12 a und b).

]
6 58 43 |
,; { D CHj
CH
8 1 3
H  CH,
MeOD
4
CHCH3
1 3
NCH3,|
NCH3
140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

(ppm)
Abb. B-12 a) "SC-NMR von 1R-1,2,2-Trimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-f-carbolin-2-iumiodid (R2) (MeOD)(oben)
und b) DEPT-Spektrum von (R2) (MeOD)(unten)

D CH,4

NCH3
NCH3

CHCH3

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
150 140 130 120 110 100 920 80 70 60 50 40 30 20 10 0
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B.2 Synthese von B-Carbolin

Die Darstellung von B-Carbolin verlief in zwei Stufen. In der ersten Stufe wurde 1,2,3,4-
Tetrahydro-B-carbolin (3) analog zum 1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-f-carbolin (1) Uber eine
Pictet-Spengler-Kondensation synthetisiert (siehe Abschnitt B.1.2).

Nach Ho et al. wurde, wie in Abb. B-13 dargestellt, Tryptamin-Hydrochlorid (21) in Wasser
gelést und mit Glyoxalsdure umgesetzt. Es entstand die Carbonsaure 23, die in einem
weiteren Schritt durch Zugabe konzentrierter Salzsaure decarboxyliert und mit
Kaliumhydroxid in die Base 3 Uberfuhrt wurde. Diese Reaktion lieferte Ausbeuten von 80%
[Ho et al., 1988].

N
’ HO/ ’ 1. HCl
2. KOH
I\ c® L \ NH — » \ NH
N KOH CO;
H N COOH N
21 23 3

Abb. B-13 Pictet-Spengler-Kondensation zu 1,2,3,4-Tetrahydro-f-carbolin (3) [Ho et al., 1988]

Im "H-NMR von 3 erkennt man die 3 aliphatischen Protonensignale des Tetrahydro-Pyridin-
Ringes (H1,H3,H4) zwischen 2,5 und 4 ppm mit der Integration von jeweils 2H. Die 4
aromatischen Protonen und das NH-Signal sind dann im Tieffeld zu finden. Die Struktur laf3t
sich analog auch im "*C-NMR sichern (siehe Abb. B-14 a und b).
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Abb. B-14 a) "H-NMR von 1,2,3,4-Tetrahydro-f-carbolin (3) ([Ds]-DMSO)(oben) und b) "*C-NMR von 1,2,3,4-
Tetrahydro-f-carbolin (3) ([De]-DMSO)(unten)
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AnschlieBend wurde die Aromatisierung von 3 zu 4 mit Palladium/Kohle in Cumol
durchgefiihrt (siehe Abb. B-15), was im 'H-NMR sowie im "*C-NMR (siehe Abb. B-16 a und
b) durch die Abwesenheit von Signalen im Aliphatenbereich und 3 weiteren aromatischen

Signalen gesichert werden konnte.

Cumol

Pd/C

3 4
Abb. B-15 Aromatisierung von 1,2,3,4-Tetrahydro-f-carbolin (3) zu p-Carbolin (4)

DMSO

1 H20

IS

NH

(ppm)

A o UWJ J

(ppm)

L

T T T T T T T T T
5.0 4.0 3.0 20 1.0

|
711.0637 \

1.0415
©71.0513

{24788 =
21784
s naas N—
10842 —

Integral
1.0342
©71.0000 =

©
°
N
°
o
o

T T T T T
12.0 11.0 10.0

©

(ppm)

Abb. B-16 a) "H-NMR von p-Carbolin (4) ([De]-DMSO) (oben) und b) "*C-NMR von 4 ([De]-DMSO) (unten)
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B.3 Synthese von N2-bivalenten B-Carbolinen

Bereits friiher haben Pang et al. die Synthese eines bivalenten AChE-Inhibitors beschrieben,
indem zwei Pharmakophor-Einheiten zusammengefligt wurden. Dabei diente Tacrin als
Ausgangssubstanz [Pang et al., 1996]. Dies erwies sich als erfolgreiche Strategie und sollte
auf das B-Carbolin-Grundgerist auf zwei unterschiedlichen Wegen angewandt werden: Die
Bildung von bivalenten Verbindungen Uber den Stickstoff in Position 2 (als N2-bivalente -
Carboline bezeichnet) und in Position 9 (als N9-bivalente B-Carboline bezeichnet).

Die Synthese der N2-homobivalenten B-Carboline (5) wurde zuerst unter den bei Gray et al.
beschriebenen Bedingungen versucht. Hier wurde 1-Methyl-B-carbolin mit 1,5-Dibrompentan
im Molverhaltnis 3:1 in Acetonitril umgesetzt [Gray et al., 1954]. Im '"H-NMR konnte aber kein
Umsatz festgestellt werden, es waren nur die Signale der Edukte zu erkennen.

Die Literatursuche nach Bispyridinium-Derivaten war erfolgreicher und fiihrte zu mehreren
Artikeln von K. Musilek. Ubertragen auf die B-Carboline wurde 4 mit o,o-Dibromalkan im
UberschuR in DMF umgesetzt (siehe Abb. B-17). Das Produkt 5 wurde anschlieRend mit
Aceton ausgefallt und abfiltriert [Musilek et al., 2006]. Diese Darstellung war erfolgreich, und

die Ausbeuten lagen zwischen 80 und 100%.



B Synthetischer Teil 43

H
74 =
_ \N + Br/ECHa\n Br —»DMF 7 \%Hﬁm
4 5 280

Abb. B-17 Synthese der N2-homobivalenten f-Carboline (5) [Musilek et al., 2006]

Abweichend davon beschrieben Agarwal et al. die Umsetzung von 1-Brom-3-chloropropan
mit B-Carbolin (4) in 2-Propanol zu 5-3 [Agarwal et al., 1987].

Im "H-NMR des beispielhaft dargestellten 5-6 (siehe Abb. B-18 a) sind die Signale der
Spacer-Methylengruppen bei 1,4, 2,0 und 4,8 ppm mit der Integration von jeweils 4H zu
sehen. Die aromatischen Protonensignale unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Aufspaltung
nicht wesentlich vom B-Carbolin (4), lediglich H1 und H3 sind durch die Quartarnisierung
tieffeldverschoben. Das in Abb. B-18 b dargestelite *C-NMR bestatigt ebenfalls diese
Struktur aufgrund der Signale der Spacer-Methylengruppen bei 25-60 ppm.
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Abb. B-18 a) 'H-NMR von 2-[6-(f-Carbolin-2-ium-2-yl)hexyl]-B-carbolin-2-iumdibromid (5-6) ([Ds]-DMSO)
(oben) und b) "*C-NMR von 5-6 ([Ds]-DMSO) (unten)
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Diese Reaktion wurde fiir die Spacerlangen 2 bis 12 durchgefiihrt. Bei den Spacerlangen
grolker 9 war die Wasserloslichkeit flir die biologischen Tests meist zu gering und die
Durchfiihrung zum Teil nicht méglich. Deshalb wurde versucht die Wasserloslichkeit der
langkettigen N2-homobivalenten Derivate (5) zu erhdhen, in dem die Lipophilie des Spacers
durch die Einflhrung von Sauerstoffen reduziert wurde. Dazu wurden zuerst die
endstandigen Hydroxylgruppen des Tetraethylenglykols durch Bromid substituiert (24) [Biron
et al.,, 2004], um anschlielRend, wie oben beschrieben, das Homobivalente (5-110) (siehe
Abb. B-19) darzustellen.

\

4 \ /\/O\/\o/\/ @
® © 2 Bre

<
N
% H

5-110
Abb. B-19 2-[2-(2-{2-[2-(-Carbolin-2-ium-2-yl)ethoxy]ethoxy}ethoxy)ethyi]--carbolin-2-iumdibromid (5-110)

Weiterhin sollte ein homobivalentes B-Carbolin mit einem starren Spacer synthetisiert
werden. Dies wurde durch die Einfihrung von p-Xylyl erreicht. Dazu wurde analog zu den
linearen Spacern ein 1,4-Bis-(bromomethyl)benzen eingesetzt und nach oben beschriebener
Vorschrift zu 5-Xy umgesetzt (siehe Abb. B-20).
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5-Xy

Abb. B-20 2-[4-(-Carbolin-2-ium-2-ylmethyl)benzyl]--carbolin-2-iumdibromid (5-Xy)

B.4 Synthese weiterer bivalenter Verbindungen

Die N2-homobivalenten B-Carboline besalien im Vergleich zu den monovalenten Strukturen
hohere inhibitorische Aktivitdt an den Cholinesterasen. Um eine Aussage Uber die Relevanz
eines zweiten eingefihrten B-Carbolins bzw. eines zweiten eingefiihrten aromatischen
Systems hinsichtlich der inhibitorischen Aktivitat treffen zu kdbnnen, wurde die heterobivalente
Verbindung 6 synthetisiert (siehe Abb. B-21). Der Spacer wurde an einer Seite von j-
Carbolinium, an der anderen Seite von Pyridinium begrenzt. Dazu wurde zuerst eine Addition
von 1,6-Dibromhexan an Pyridin vorgenommen, wobei das 1,6-Dibromhexan im dreifachen
Uberschul verwendet wurde. Das Bromohexylpyridinium (25) wurde dann in Acetonitril mit
B-Carbolin umgesetzt.

Um auch den Vergleich zum Pyridinium-Homobivalenten (7) (siehe Abb. B-21) zu haben,

wurde diese Verbindung ebenfalls, wie unter B.3 beschrieben, synthetisiert.

7\ 7\
H
© ©
2Br ®/ 2Br @y
\ N\
6 7

Abb. B-21 2-(6-Pyridinium-1-yl-hexyl)--carbolin-2-iumdibromid (6) und 1-(6-Pyridinium-1-yl-hexyl)-pyridinium-
dibromid (7)

Weiterhin sollte der Einflul einer Methoxy- und einer Hydroxygruppe in Position 6 untersucht
werden (siehe Abb. B-22). Dazu wurde die Spacerlange 5 ausgewahlt, da diese zu dem
Zeitpunkt in pharmakologischen Tests vielversprechend erschien. In einem ersten Schritt
wurde 6-Methoxy-B-carbolin (4MeO) analog zu dem bereits in Abschnitt B.2 beschriebenen
B-Carbolin synthetisiert. 4MeO wiederum wurde, wie in Abschnitt B.3 beschrieben, zur
homobivalenten Verbindung (5MeO-5) umgesetzt. Um eine Hydroxygruppe in Position 6 zu
erhalten, wurde eine Etherspaltung der Methoxygruppe von 4MeO mit Bortribromid
durchgefiihrt [Schott et al., 2006; Tanaka et al., 1978]. Das entstandene 6-Hydroxy-§3-

carbolin (4OH) wurde, wie in Abschnitt B.3 beschrieben, anschlieRend zu 5OH-5 umgesetzt.
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Abb. B-22 6-Methoxy-2-[5-(6-methoxy-[-carbolin-2-ium-2-yl)pentyl]-S-carbolin-2-iumdibromid (5Me0O-5)
und 6-Hydroxy-2-[5-(6-hydroxy-f-carbolin-2-ium-2-yl)pentyl]-f-carbolin-2-iumdibromid (50H-5)

B.5 Synthese von partiell reduzierten N2-homobivalenten B-Carbolinen

Gray et al. und Booth et al. beschrieben die Synthese von 2-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-f3-
carbolin durch partielle Reduktion des quartéaren 2-Methyl-B-carboliniumiodids (9-1) mit Hilfe
von Natriumborhydrid in Methanol [Booth et al., 1989; Gray et al., 1954]. Die beschriebenen
Bedingungen konnten erfolgreich auf die Reduktion der N2-Homobivalente (5) zu
Tetrahydro-N2-Homobivalente (8) Ubertragen werden (siehe Abb. B-23).

H H
4 \ /= Methanol \
~/eToH\ NaBH, WMok
28°
5 8

Abb. B-23 Synthese der Tetrahydro-N2-homobivalenten S-Carbolinen (8)(n=5,10)

Zur besseren Ubersicht wurden aus den folgenden NMR-Spektren Abb. B-24 a und b fiir 8-5
Losungsmittelpeaks nachtraglich entfernt. Diese Losungsmittel konnten durch Trocknen der
Substanz im Vakuum nicht beseitigt werden. Im "H-NMR und "®C-NMR erscheinen zu den

Signalen der Methylengruppen des Spacers die Signale des aliphatischen Rings.
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Abb. B-24 a) "H-NMR von 2-[5-(1,2,3,4-Tetrahydro-fS-carbolin-2-yl)pentyl]-1,2,3,4-tetrahydro--carbolin (8-5) ([Ds]-
DMSO)(oben) und b) *C-NMR von 8-5 ([Ds]-DMSO)(unten)
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B.6 Synthese von N2-monovalenten B-Carbolinen

Die Quartarnisierung gelang unter Standardbedingungen in Aceton oder Acetonitril mit
Alkyliodiden (siehe Abb. B-25).

7\ Acetonitril 7 \@
N _— N\R
= Alkyliodid =
H Ie
4 9

Abb. B-25 Synthese von N2-monovalenten -Carbolinen (9)

Die Struktursicherung der Verbindungen gelang durch 'H-NMR- und '*C-NMR-
Spektroskopie. Beispielhaft fiir die Verbindungen 9 ist das Derivat 9-1 dargestellt. Das 'H-
NMR zeigt die Methylgruppe mit der Integration von 3H bei 5,5 ppm (siehe Abb. B-26). Durch
die Quartarnisierung sind die Signale von H1 und H3 leicht tieffeldverschoben. Im *C-NMR

(nicht dargestellt) erscheint das Signal der Methylgruppe bei 48 ppm.
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Abb. B-26 "H-NMR von 2-Methyl-S-carbolin-2-iumiodid (9-1) ([De]-DMSO)
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B.7 Synthese von N9-bivalenten B-Carbolinen

Wie bereits in Kapitel B.3 beschrieben, sollten auch N9-verknipfte bivalente Verbindungen
synthetisiert werden.

Der erste Darstellungsversuch wurde analog der N2-homobivalenten Derivate nach Musilek
et al. unternommen [Musilek et al., 2006]. Zusatzlich mufte hier im ersten Schritt zu dem in
DMF geldsten B-Carbolin (4) Natriumhydrid zugegeben werden. Diese Hilfsbase wurde
bereits friiher erfolgreich bei der Darstellung der N9-Monovalente eingesetzt [Schott et al.,
2006]. Anschliefend wurde ein a,m-Dibromalkan zugegeben. Allerdings war nach 4 Tagen
kein Umsatz von 4 zu sehen. Somit wurde der Ansatz verworfen. Diese Methode wurde
leicht verandert auch bei Neumeyer et al. fir Cyclorphan-Bivalente mit Erfolg durchgefihrt.
Hier wurden die Pharmakophore Uber eine Hydroxy-Gruppe verknipft und dazu in DMF
geldstes o,m-Dibromalkan tropfenweise zur deprotonierten Zwischenstufe gegeben. Auch
diese Bedingungen fiihrten fir die B-Carboline nicht zum Erfolg [Neumeyer et al., 2003].
Nach Hannig et al. wurde 4 mit einem UberschuR an Kaliumhydroxid vermischt und
verschmolzen. Der Schmelzkuchen wurde zerrieben, das so erhaltene Kaliumsalz in Xylol
suspendiert und mit o,w-Dibromalkan umgesetzt. Die Mischung wurde fir 12 h erhitzt und
heid filtriert. Laut Literatur sollten beim Abkihlen des Filtrats Kristalle des jeweiligen
Bivalenten entstehen [Hannig et al., 1963]. Es fanden sich aber nur sehr wenige Kristalle, die
bei der DC-Untersuchung nur das Edukt 4 zeigten. Der Ansatz wurde somit verworfen.

Braun et al. beschrieben die Synthese von 3,6-Dibromocarbazol. Danach wurde Carbazol in
1-Methyl-2-pyrrolidinon mit Kaliumhydroxid erhitzt und o,®-Dibromalkan langsam zugetropft.
Nach Verdampfen des Lésungsmittels wurde in Toluol oder Toluol/Methanol umkristallisiert
[Braun et al,, 1999]. Auch diese Synthesemethode konnte nicht auf die B-Carboline
Ubertragen werden. Nach der Umkristallisation in Toluol war kein aromatisches
Protonensignal im 'H-NMR-Spektrum zu finden. Das Rohprodukt zeigte bei der DC-
Untersuchung eine Umsetzung von 4, allerdings war die Aufreinigung durch
Saulenchromatographie und Umkristallisation nicht erfolgreich.

Die Synthesevorschrift von Yakuphanoglu et al. flir N,N-Biscarbazole fiihrte letztendlich zum
Erfolg. Unter den beschriebenen Bedingungen wurde 4 in DMSO geldst, mit einem
Uberschul® an Natriumhydroxid umgesetzt und anschlieRend o,w-Dibromalkan zugegeben
(siehe Abb. B-27). Die Mischung wurde in Wasser aufgenommen und mit Chloroform
extrahiert [Yakuphanoglu et al., 2007]. Das so erhaltene Rohprodukt konnte

saulenchromatographisch gereinigt werden.
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Abb. B-27 Synthese der N9-bivalenten [-Carboline (10)

Die Reaktion wurde fiir n = 5, 9 und 12 durchgefiihrt. Im "H-NMR, beispielhaft dargestellt fiir
10-5, sieht man an der Abwesenheit des NH-Signals die gewlinschte Position des Spacers
(siehe Abb. B-28 a). Die Signale der Spacer-Methylengruppen sind im Aliphatenbereich von
'H-NMR und "®*C-NMR (siehe Abb. B-28 b) zu erkennen.
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Abb. B-28 a) "H-NMR von 9-[5-(-Carbolin-9-yl)pentyl-p-carbolin (10-5) ([Ds]-DMSQO)(oben) und b) C-NMR
von 10-5) ([De]-DMSO)



B Synthetischer Teil 51

DMSO

11,13

12

T T T T T T T T T T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
(ppm)

B.8 Synthese von quartdaren N9-bivalenten B-Carbolinen

Die Synthese erfolgte unter den in Kapitel B.6 beschriebenen Bedingungen in Aceton mit
Methyliodid (siehe Abb. B-29).

7

Acet
I:(;_)Hzl n ceton CH;I ) Ie
CH3l n
\ % e\
10 11

Abb. B-29 Synthese der quartdren N9-bivalenten -Carboline (11)

Im "H-NMR und "*C-NMR (siehe Abb. B-30 a und b) erscheint das Signal der Methylgruppen
im Aliphatenbereich und konnte durch die Integration von 6H im 'H-NMR eindeutig

zugeordnet werden.
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B.9 Synthese des partiell reduzierten N9-bivalenten B-Carbolins

Die Reduktion gelang, wie bereits in B.5 fur die N2-homobivalente Derivate (5) beschrieben,
mit Natriumborhydrid in Methanol (siehe Abb. B-31).

7 \e®

o) Methanol
CHy 21 —_— > CH,
9 NaBH, 9
HaC H3C— \
@\ Y
11-9 12-9

Abb. B-31 Synthese des reduzierten N9-bivalenten p-Carboline (12-9)

Im "H-NMR von 12-9 sind die Signale von H1, H3, und H4 im Aliphatenbereich zu sehen.
Das Signal der Methylgruppen a3t sich bei 2,4 ppm durch die Integration von 6H eindeutig
zuordnen und ist im Vergleich zu dem quartéaren Vorstufe 11-9 (nicht dargestellt) stark
hochfeldverschoben (siehe Abb. B-32).
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Abb. B-32 'H-NMR von 2-Methyl-9-[9-(2-methyl-1,2,3,4-tetrahydro--carbolin-9-yl)nonyl]-1,2, 3,4-tetrahydro- -
carbolin (12-9) ([Ds]-DMSO)
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B.10 Synthese von N9-monovalenten B-Carbolinen

Bereits frGher wurde in unserem Arbeitskreis von Dr. Christoph Enzensperger eine
Synthesevorschrift entwickelt, die es ermdglichte, N9-monovalente B-Carboline (13) rein
darzustellen [Hamann et al., 2008].

Dazu wurde B-Carbolin (4) in DMF gel6st, durch Natriumhydrid deprotoniert und mit
Methyliodid (aquimolar) umgesetzt. Zur Aufreinigung wurde mit Chloroform extrahiert und die
Chloroformphase wiederum salzsauer extrahiert. In der sauren Phase lagen Edukt und
Produkt nebeneinander  als lonenpaar  vor. Durch eine abschlieRende
Schwerphasenextraktion mit Chloroform gelang es, das Produkt 13 selektiv zu isolieren
(siehe Abb. B-33).

7\ DMF 7\
N _— > N—H
= 1. NaF{ ) =/@
2. Alkyliodid | dp
R
4 13

Abb. B-33 Synthese der N9-monovalenten -Carboline (13)

Die Struktur von 13-1 konnte im "H-NMR-Spektrum durch das Signal der Methylgruppe bei
4.1 ppm und die Abwesenheit des NH-Signals gesichert werden (siehe Abb. B-34). Im *C-
NMR erscheint die Methylgruppe bei 29 ppm (nicht dargestellt).

6 5 4 4 o
Cl
7 \@
7 hL\H
8 1
|
CH3

NCH3

MeOD
7.8
. 3
4 6 MeOD
5

(ppm)

il

J

|

Integral
0.9741 ‘L—
1.0511 \

J1.0648

1.0811 /

T i SN

{3.0000

T T T T T T T T T T T T T T
11.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 3.0 2.0 1.0

(ppm)

>
o

Abb. B-34 "H-NMR von 9-Methyi-f-carboliniumchlorid (13-1)(MeOD)
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Weiterhin sollte fir eine spatere radioaktive Tritiummarkierung von 13-1 ein Brom in Position
6 eingefuhrt werden (siehe Abb. B-35). Hierzu wurde B-Carbolin (4) mit Brom nach Heineke
umgesetzt [Heineke, 1992] und das entstandene 6-Bromo-B-carbolin (28) nach oben

beschriebener Methode zu 13Br-1 alkyliert.

Abb. B-35 6-Bromo-9-methyl-S-carbolin (13Br-1)
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C Pharmakologischer Teil

C.1 Untersuchung auf Neurotoxizitat, MTS-Assay, f-Carbolin-Uptake-Assay

1979 traten in Kalifornien plétzlich parkinsonoide Symptome bei Drogenabhangigen auf, die
synthetisch hergestelltes ,Stral’en-Heroin®, ein Prodinanalogon mit dem Namen MPPP,
eingenommen hatten [Davis et al., 1979]. Diese zufallige Vergiftung wurde durch 1-Methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) ausgel6st, welches unter Einflull des Enzyms
Monoaminoxidase B (MAO B) in den Astrozyten zu hochgiftigem 1-Methyl-4-phenyl-
pyridinium (MPP") umgewandelt wird (siehe Abb. C-1) [von Bohlen und Halbach, 2005].

0 |
H =
| | 9|
CH, CH, CH,
MPPP MPTP MPP*

Abb. C-1 Bildung von MPP": 1-Methyl-4-phenyl-4-propionoxypiperidin (MPPP) eleminiert Propionséure und
wird zu 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP), welches durch MAO B zu 1-Methyl-4-
phenylpyridinium (MPP") oxidiert wird.

MPP" ist selektiv am Untergang der dopaminergen Neuronen beteiligt, da es als selektives
Substrat des Dopamintransporters (DAT) in den Neuronen angereichert [von Bohlen und
Halbach, 2005] und durch den transmembranaren elektrochemischen Gradienten in den
Mitochondrien konzentriert wird [Ramsay et al., 1986]. In den Mitochondrien inhibiert MPP*
u.a. die NADH-Dehydrogenase des Komplexes | der Atmungskette, was letztendlich zum
Zelltod fiihrt [von Bohlen und Halbach, 2005]. Nach diesen Erkenntnissen begann die Suche
nach MPP*-strukturverwandten Verbindungen aus der Umwelt oder im humanen
Organismus selbst, die eventuell als Schlissel fir die Entstehung des Parkinsonsyndroms
gelten konnten. Ins Auge fiel eine Substanzklasse, die sich von MPTP bzw. MPP* nur durch
eine Stickstoffbriicke unterschied, die B-Carboline (siehe Abb. C-2).

a:y ay ay
N N
H I
CHj
1-Methyl-4-phenylpyridinium 2-Methyl-B-carbolinium 2,9-Dimethyl-B-carbolinium
(MPP¥) (9-1) (14-1)

Abb. C-2 MPP" und strukturverwandte [3-Carboline
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B-Carboline sind ubiquitér in der Natur und auch im menschlichen Kérper anzutreffen,
deshalb lag die Vermutung einer moglichen Beteiligung in der parkinsonschen Pathogenese
nahe. Bereits wenige Jahre nach den Zwischenfallen mit MPP* bestatigten Collins und
Neafsey diese Vermutung und fanden, daRR 2-Methyl-tetrahydro-B-carbolin (26)
parkinsonahnliche Symptome bei Affen auslésen kann [Collins et al., 1985].

Einige PB-Carboline wurden, &hnlich wie das neurotoxische MPP®, als Inhibitoren der
Dopaminaufnahme in striatalen Synaptosomen identifiziert [Drucker et al., 1990]. Matsubara
et al. entdeckten wenige Jahre spater, daR 2,9-Dimethyl-B-carbolin (14-1) nicht bei
Kontrollen-Patienten, sondern nur in lumbaler Cerebrospinalfllissigkeit (CSF) von Parkinson-
Patienten nachgewiesen werden konnte, wohingegen 2-Methyl-B-carbolin (9-1) in beiden
Proben auftauchte. Zusammen betrachtet ist die Gesamtmenge an methylierten und
dimethylierten B-Carbolinen in Parkinson-Patienten signifikant hdéher als in der
Kontrollgruppe [Matsubara et al., 1995]. Weiterhin wurde ein héherer Gehalt an 9-1 und 14-1
in der Substantia nigra als im Cortex gefunden, was auf eine Bevorzugung des erst
genannten Gewebes schlieRen [aRt [Matsubara et al., 1993].

Die Umwandlung von harmlosen, physiologisch vorkommenden, kaum neurotoxischen (-
Carbolin-Derivaten (wie z.B. 3, 4 oder 26) in toxische B-Carbolinium-Verbindungen (wie z.B.
9-1 und 14-1) geschieht durch enzymatische Oxidation der Tetrahydro- oder Dihydro-§3-
carboline zu aromatischen B-Carbolinen und durch Reaktion der partiell aromatischen und
aromatischen B-Carboline mit verschiedenen S-Adenosyl-L-Methionin (SAM)-abhangigen N-
Methyltransferasen [Drucker et al., 1990; Gearhart et al., 2002]. Die Reihenfolge dieser in

vivo-Reaktionen ist noch nicht vollstandig aufgeklart.

NH Oxidation - N Methylierung - N
\ — \ — \
N
H 3 H 4 [ 1341
CHg

lMethylierung lMethylierung lMethylierung
R —~
Oxidation Methylierung
V. MNecn, —* V\_yecH, T N\ &=CHs
) : )
26 9-1
CHj

141

Abb. C-3 Umwandlung kaum neurotoxischer [-Carbolin-Derivate (wie z.B. 4 oder 26) in toxische pS-
Carbolinium-Verbindungen (wie z.B. 9-1 und 14-1); Zur Vereinfachung wurde die Graphik nur auf die

Tetrahydro-f-carboline bezogen, lauft aber auch analog mit Dihydro-f-carbolinen ab.
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Die N-Methyltransferasen lassen sich in 2N- (Methylierung des Pyridin-N in Position 2) und
9N-Methyltransferasen (Methylierung des Indol-N in Position 9) unterteilen. Eine Erhéhung
der N9-Methyltransferase-Konzentration um 450% im Frontalhirn von Parkinson-Patienten
konnte post mortem gezeigt werden [Gearhart et al., 2000]. Da in nigralem Gewebe N-
Methyltransferasen bei der Parkinson’schen Erkrankung erhéht exprimiert werden, werden
auch B-Carbolinium-Derivate in diesem Areal bevorzugt gebildet. Seit einigen Jahren wird
besonders die Phenylethanolamin-N-methyltransferase (PNMT) im Zusammenhang mit der
in vivo-Methylierung der B-Carboline diskutiert. Diese kann verschiedene Derivate der Klasse
sowohl in Position 2 als auch Position 9 methylieren [Gearhart et al., 2002], wobei letzteres
der limitierende Schritt zu sein scheint [Collins et al., 1992]. Nagatsu et al. konnten PNMT in
der Substantia nigra nachweisen [Nagatsu et al., 1998]. Gearhart et al. stellten bei der
Parkinson’schen Erkrankung den spezifischen Zelltod von PNMT-exprimierenden Zellen fest,
was moglicherweise mit der Bildung von B-Carbolinium-Derivaten in Zusammenhang steht
[Gearhart et al., 2002].

Die Selektivitat der neurotoxischen B-Carbolinium-Verbindungen auf dopaminerge Neuronen
wird neben der vermuteten raumlichen Nahe von Bildungs- und Wirkort [Gearhart et al.,
2002], ebenso die Aufnahme der Substanzen Uber den Dopamintransporter (DAT) und
demzufolge die Kumulation in diesen Neuronen diskutiert.

Der Dopamintransporter ist an der prasynaptischen Seite hauptsachlich dopaminerger
Neuronen lokalisiert. Er nimmt Dopamin aus dem synaptischen Spalt auf und beendet somit
die Signaltbertragung [Torres et al., 2003].

Wahrend MPP™ ein DAT-abhéngiges selektives Neurotoxin ist [Wernicke et al., 2007], konnte
dies trotz selektiver Neuronenschadigung von 14-1 nicht nachgewiesen werden [Hamann et
al., 2008].

C.1.1 Methodenbeschreibung

Die Untersuchungen wurden im Arbeitskreis unserer Kooperationspartner Frau Dr. Catrin
Wernicke und Herrn Prof. Dr. Hans Rommelspacher an der Klinik und Hochschulambulanz
fur Psychiatrie und Psychotherapie der Charité Berlin durchgefihrt.

Fur diesen Test wurde eine Zellinie von humanen embryonalen Nierenzellen HEK-239, als
Wildtyp (HEK.:) und als humaner Dopamintransporter exprimierende Zellen (HEKpa7),
verwendet [Wernicke et al., 2007].

Die kultivierten Zellen wurden auf eine 96well-Platte gebracht und mit verschiedenen
Konzentrationen der Testsubstanz inkubiert. AnschlieRend wurde in einem kolorimetrischen
Assay, auch MTS-Assay genannt, die Zellvitalitat getestet. Der Tetrazolium-Farbstoff MTS,

dargestellt in Abb. C-4, wurde bei Anwesenheit von Phenazinmethosulfat durch Enzyme zu
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einem wasserldslichen Formazan reduziert, welches spektrometrisch bei 490-500 nm

quantifiziert worden ist [Cory et al., 1991].
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Abb. C-4 MTS-Assay (Das Tetrazolium-Derivat MTS (3-(4,5-Dimethyithiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxy-

phenyl)-2-(4 sulfophenyl)-2H-tetrazolium) wird durch Reduktasen zu einem Formazan-Derivat umgesetzt.)

Substanzen, die Zelltoxizitat und damit eine Abnahme der Enzymaktivitat hervorrufen, flihren
zu einer verminderten Formazanbildung.

Die Ergebnisse wurden in ECso-Werten (Mittelwert mit Standardabweichung) dargestellt.
Weiterhin wurde flir ausgewahlte Testsubstanzen ein B-Carbolin-Uptake-Assay durchgefiihrt.
Die Testsubstanzen wurden entsprechend ihrem, im MTS-Assay ermittelten ECso-Wert, auf
eine HEK,+- und HEKpa7-Zellsuspension gegeben und fir 60 min inkubiert. Anschlielend
wurde die Testsubstanz ausgewaschen und die Zellen lysiert. Die interzellulare B-Carbolin-
Konzentration konnte anschlieRend fluorimetrisch durch die spezifische Eigenfluoreszenz der

Testsubstanzen bestimmt werden. Die Ergebnisse wurden in mol pro ng Protein angegeben.

C.1.2 Ergebnisse und Diskussion

Zuerst wurden die chiralen Verbindungen rac2 und R2 auf Neurotoxizitat untersucht. Die

Ergebnisse sind in Tabelle C-1 dargestellt.

Chiffre Strukturformel HEKw ECso[uM] £ S.D. HEKppat ECso[uM] + S.D.
,\(CH3
rac2 2 I 894 + 152 118 + 63
H CHg

)_CH3
R2 Q}Cf\ o 499 + 142 52 + 29
H

Tabelle C-1 ECso-Werte von rac2 und R2 gemessen im MTS-Assay
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Die Toxizitat, gemessen an den DAT-exprimierenden Zellen, war fir das R-Enantiomer R2
doppelt so hoch wie fir das Racemat rac2. Gleichzeitig war auch die DAT-unabhangige
Toxizitat groRer. Dies deutet darauf hin, da® R2 auf einem DAT-unabhangigen Weg ins
Zellinnere gelangen kann, wo es seine Toxizitdt entfaltet. Obwohl stereoisomere
Eigenschaften des DAT friher bereits beschrieben wurden [Buck et al., 1994; Giros et al.,
1994], konnte dies hier nicht bestatigt werden. Da Racemat und Enantiomer bezlglich der
Lipophilie identische Eigenschaften aufweisen, ist nicht von einer vermehrten passiven
Aufnahme auszugehen. Daher liegt entweder eine erhéhte mitochondriale Toxizitat vor oder
das Enantiomer gelangt durch andere aktive Transportsysteme in die Zelle.

Die Durchflihrung des Uptake-Assays konnte klaren, wieviel Testsubstanz wirklich in die
Zellen aufgenommen worden ist, und ob dies mit der Toxizitat korreliert. Bisher wurden

solche Untersuchungen flir diese Verbindungen noch nicht durchgefihrt.

= Das R-Enantiomer von 1,2,2-Trimethyltetrahydro-f-carbolinium R2 besall DAT-

unabhéngige, neurotoxischere Eigenschaften als das Racemat rac2.

In Tabelle C-2 sind zwei Verbindungssatze von -Carbolin-Derivaten dargestellt. Sie
unterscheiden sich in der Methylgruppe in Position 1 (in der Verbindungsbezeichnung als ,M*
fur Methyl dargestellt). In den jeweiligen Verbindungssatzen sind Substitutionen in Position 2,
6 und 9 und verschiedene Kombinationen derer vorgenommen worden. Diese sind
groftenteils bereits in einer vorangegangenen Diplomarbeit synthetisiert worden [Schott,
2005] und fir eine Gesamtdiskussion in Tabelle C-2 mit aufgenommen worden.

Vergleicht man physiologisch vorkommende Konzentrationen von B-Carbolinen mit den im
MTS-Assay ermittelten ECsp-Werten, so zeigt sich eine grolle Differenz. Dabei ist die
physiologische Konzentration in pg/g Protein bestimmt worden [Matsubara et al., 1993],
wahrend die ECso-Werte im uM-Bereich anzusiedeln sind. Auch wenn man die ermittelten
Konzentrationen durch die verschiedenen Einheiten nicht direkt vergleichen kann, zeigt sich
die angesprochene grofde Differenz, wodurch die pathologische Relevanz der B-Carboline
bei der Parkinson’schen Erkrankung fraglich erscheint.

Weiterhin stellte sich das Zellmodell als spezifisch, aber nicht so sensitiv wie der
physiologisch exprimierte DAT heraus. In der Literatur ist man sich dennoch einig, dall der
Untergang dopaminerger Neuronen bei der Parkinson’schen Erkrankung durch eine
Kombination von exogenen und endogenen Stressoren und dem EinfluR genetischen
Erbanlagen geschieht. Dies macht die Zellen anfalliger, und Strel3 kann schlechter
abgewehrt werden [Abou-Sleiman et al., 2006]. In Hinblick darauf sind die ermittelten
toxischen Konzentrationen der B-Carboline, auch durch ihre chronische Einwirkung,

pathologisch relevant.
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. HEK,« ECso HEK;par ECso
Chiffre Strukturformel UM +S.D] [UM+S.D]
7\
4 N 717 + 103 578 + 171
H
7 \@
9-1 -~ “k;Hs 710+ 78 78 + 26
H |
[ e
131 =/ " 396 + 8 764 +73
!:H:,’ C?
7\ @
*%k — N\CHa
141 o 116 + 32 43 + 11
Shy
HO
7\
40H* N 168 + 65 81+ 54
H
HO,
9OH-1* Q@»@CHS 1315 + 262 186 + 90
H Bre
HO,
7 \
130H-1* N 1460 + 105 215 + 81
Shy
HO
7 \e@
140H-1* - N\cgs >1000 >1000
SHy &
HaC—0
4MeO* "\ 215 + 50 213 +10
N
HaC—O,
9MeO-1* C e, 380 + 25 283 + 41
]
H |
H3C—0
74 \@
13MeO-1* Q_/Q“\H 292 +23 247 + 18
EH3 &F
H3C—O,
7 \@
14MeO-1* /"% 53+ 16 32+3
Shy '
7\
4M** < 169 + 78 215+ 90
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. HEK, ECsp HEKpar ECso
Chiffre Strukturformel [UM +S.D ] UM+ S.D]
74 \@®
9M-1** </ cHs 445 + 98 85+ 50
H CH3 °
7 A\¥<)
13M-1** < " 147 + 46 227 + 80
JDH3 CHg o
74 \@
14M-1** =( 168 + 24 48 +17
éH3 CH3 |
HO
7
AMOH* N 53 + 20 139 + 45
H CH3
HO,
74 A\¥<)
9MOH-1* Qﬁm% 535 + 125 73+ 57
H CH3 g
HO,
7 \
13MOH-1* N 130 + 47 97 +27
ICH3 CHa
HO,
7 \@
14MOH-1* Qﬁkcm 1222 + 105 105 + 47
éHs CH3 &
H3C— O,
7
4MMeO* N 93 + 20 118 + 56
H CHs
H3C—Q
7 \@
9MMeO-1* C[ﬁws n.b. n.b.
H CHg ©
H3C—O,
7 \@®
13MMeO-1* Qﬁm 88 + 50 110+ 10
ICHS CH3 &
H3C— O
74 \®
14MMeO-1* Qﬁw n.b. n.b.
(IiHa CHg |
MPP* &= 113+ 10 0,4+0,1

Tabelle C-2 ECso-Werte bestimmt im MTS-Assay; n.b. = nicht bestimmt; * Verbindungen bereits in einer voran-

gegangenen Diplomarbeit synthetisiert [Schott, 2005]; ** Verbindung bereits friiher im Arbeitskreis synthetisiert



C Pharmakologischer Teil 63

Die Struktur-Toxizitats-Beziehungen lassen sich wie folgt beschreiben:

Bei den in Position 6 unsubstituierten Derivaten 4, 9-1, 13-1 und 14-1 war letztgenannte
Verbindung die am starksten neurotoxische. 9-1 und 14-1 zeigten beide eine starkere DAT-
abhangige als -unabhangige Toxizitat.

Die Einfihrung einer Hydroxylgruppe in Position 6 fihrte bei den methylierten Derivaten
90H-1, 130H-1 und 140H-1 zu einer verminderten Toxizitdt im Vergleich zu den
unsubstituierten Analoga, wahrend die Methoxy-substituierten Derivate 4MeO, 9MeO-1,
13MeO-1 und 14MeO-1 starkere neurotoxische Eigenschaften zeigten.

Die Derivate mit einer Methylgruppe in Position 1 (siehe 2. Tabellenhalfte) besallen meist
neurotoxischere z.T. auch unveranderte Effekte, als in dieser Position unsubstituierte
Derivate.

Bis auf wenige Ausnahmen zeigten die mit einer Hydroxygruppe substituierten B-Carboline
eine hohe DAT-abhangige Toxizitat. Der Effekt war bei den Derivaten 40H, 90H-1, 130H-1,
9MOH-1 und 14MOH-1 besonders auffallend. In der strukturellen Ahnlichkeit dieser
Verbindungen zu Dopamin, durch die EinfGhrung einer Hydroxygruppe in Position 6 ist eine
mogliche Erklarung hierfir zu finden. Weitere allgemeine Regeln der strukturellen
Beeinflussung der DAT-abhangigen Toxizitdt durch andere Substituenten lieBen sich aus
diesen Daten nicht ermitteln.

14MeO-1 zeigte von allen untersuchten p-Carbolinen die starksten neurotoxischen
Eigenschaften mit ECs-Werten von 53 uM an den HEK-Zellen und 32 uM an den HEKpaT-
Zellen. Die Verbindung scheint die Membran leicht Gberwinden zu kénnen, denn die Effekte
waren dabei unabhéngig vom DAT. Im Vergleich zu MPP”, ist 14MeO-1 an den DAT-
exprimierenden Zellen aber nur 1/100 mal so toxisch.

Fur einige ausgewahlte Verbindungen wurde der unter C.1.1 beschriebene Uptake-Assay
durchgeflhrt und die Ergebnisse zusammen mit den ECsp-Werten des MTS-Assays in
Tabelle C-3 dargestellt.

Dabei korreliert eine Konzentrationszunahme in den HEKpar im Vergleich zu den HEK, wie
bei 13-1 zu sehen, nicht wie angenommen mit einer Zunahme der Toxizitdt, sondern mit
einer Abnahme dieser. Ein Grund dafur kdonnte die Beeintrdchtigung der Zellfunktionen
inklusive der Transportfunktionen durch die Testsubstanzen sein. Die anderen Verbindungen

zeigen keine DAT-abhangige intrazellulare Konzentrationszunahme.
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HEK. HEK:pat
Chiffre Strukturformel Uptake-Assay Uptake-Assay
ECso Konz. [mol/ug ECso Konz. [mol/ug
[uM+S.D.] Protein] MM+ S.D] Protein]
7\
4 - 717 + 103 2,4x10° 578 + 171 1,9x10°
H
7 \@
9-1 <o 710+ 78 4.4x107 78 + 26 2,4x107
H |
’ Ve
13-1 = C*; 396 +8 9,6x10”" 764 +73 1,6x10°
Ly,
7\ @
14-1 =/ 5" 116 + 32 9,0x10%® 43 + 11 8,0x10®
CH3 :
7\
4M** </ 169 + 78 2,4x10° 215+ 90 1,8x10°
H CHs
74 \@
9M-1** ~/'~cHs 445 + 98 1,4x107 85 + 50 8,4x10®
H CH3 °
74 \N@
13M-1** ad . 147 + 46 2,7x10® 227 + 80 2,7x10®
| CHy Cl
CHj
/ \NQ.\)
14M-1** = 168 + 24 1,0x107 48 + 17 7,9x10®
(I:H CHj |

Tabelle C-3 ECsp-Werte gemessen im MTS-Assay und Ergebnisse des Uptake-Assays (Konzentration der
Testsubstanzen in den Zellen, gemessen beim jeweiligen ECsp-Wert); ** Verbindung bereits friiher im Arbeitskreis

synthetisiert

=  6-Methoxy- und 1-Methyl-Derivate stdrkere  neurotoxische

wohingegen die 6-Hydroxylierung

zeigten meist
Eigenschaften, im Allgemeinen zu einer
14MeO-1

neurotoxischen

gesteigerten DAT-abhéngigen Toxizitat fluhrte.
[-Carbolinen  die

Korrelationen zwischen den im MTS-Assay ermittelten ECs,-Werten und den

zeigte von allen

untersuchten stérksten Eigenschaften.
intrazelluldren Konzentrationen der Testsubstanzen, gemessen im Uptake-Assay,

sind nicht zu erkennen.
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Das N2-bivalente Derivat 5-4 zeigte, trotz seiner im Vergleich zu Dopamin und anderen (-
Carbolinen ausgepragten MoleklilgroRe, eine hohe DAT-abhangige Toxizitat und stellt

demnach ein selektives Substrat des DAT dar.

H

7\ Y
</ T\

282
5-4
Chiffre HEKt ECso[uM] = S.D. HEKpat ECso[uM] £ S.D.
5-4 1380 + 150 15+ 3

Tabelle C-4 ECso-Werte von 5-4, bestimmt im MTS-Assay

=  Trotz der Molekiilgr6Be zeigte das untersuchte N2-homobivalente p-Carbolin 5-4

eine hohe DAT-abhéngige und eine nur geringe DAT-unabhéngige Neurotoxizitét

Von den restlichen Zielverbindungen liegen zur Zeit noch keine Ergebnisse zu

Neurotoxizitatsuntersuchungen vor.

C.2 Untersuchung auf neuroprotektive Eigenschaften

Bei den Untersuchungen auf Neurotoxizitat ist eine Substanz auffallig geworden. Obwohl 9-
Methyl-B-carbolin (13-1) je nach Zelltyp eine mittlere Toxizitdt mit einem ECs, von 400 bis
800 uM =zeigte, hat die Substanz bei geringeren Konzentrationen ausgepragte
neuroprotektive Effekte auf dopaminerge Zellen. So fanden Hamann et al. heraus, daf3 13-1
in der Lage ist, die Zahl der dopaminergen Neuronen konzentrationsabhangig um bis zu 20%
zu erhéhen. Da dieser Effekt durch einen Inhibitor des Dopamintransporters aufgehoben
werden konnte, 1813t sich eine DAT-abhangige Aufnahme von 13-1 vermuten. Die signifikante
Erhéhung der Zellzahl beschrankte sich nur auf dopaminerge Neuronen, wahrend sich der
Gesamtteil der Neuronen nur geringfligig anderte. Sie fanden weiterhin heraus, daf} sich bei
den Zellen durch die Behandlung mit 13-1 die LDH-Freisetzung verringerte, der intrazellulare
ATP-Gehalt stieg und die Anzahl der nekrotischen Zellen um 50% sank. Diese Effekte
begiinstigen die Uberlebensfahigkeit der Zellen. Genexpressionsanalysen zeigten zudem,
dafy verschiedene Gene von inflammatorischen und apoptotischen Signaltransduktions-
wegen herunter reguliert wurden [Hamann et al., 2008]. Die aufgefihrten Effekte von 13-1
zeigen, dald die Verbindung neuroprotektive Eigenschaften besitzt. Allgemein 1alt sich
sagen, dal Verbindungen mit neuroprotektiven Eigenschaften den Absterbeprozess

verlangsamen bzw. die Neuronen vor dem Zelltod schiitzen. Sie kdnnen dabei selbst direkt
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protektiv auf die Physiologie der Zelle wirken, protektive Faktoren in der Zelle stimulieren

und/oder Faktoren, die zum Zelltod beitragen, inhibieren.

C.2.1 Methodenbeschreibung

Die folgenden Untersuchungen wurden in den Arbeitsgruppen unserer Kooperationspartner
Frau Dr. Catrin Wernicke und Herrn Prof. Dr. Hans Rommelspacher an der Klinik und
Hochschulambulanz fir Psychiatrie und Psychotherapie der Charité Berlin durchgeftihrt.

Fir diesen Test wurde die Neuroblastom-Zellinie SH-SY5Y verwendet. Die Lange der
Neuriten wurde mit einer speziellen Software nach 14 Tagen Inkubation mit der
Testsubstanz erfalit. Die Ergebnisse sind jedoch noch nicht publizierbar und werden zur Zeit
noch weiter vervollstandigt. Ein erster Trend ist aber anhand von Photographien der mit
Testsubstanzen inkubierten Zellen bei unterschiedlichen Substanzkonzentrationen zu

erkennen.

C.2.2 Ergebnisse und Diskussion
Untersucht wurden bisher die 9-methylierten Derivate 13-1 und 13MeO-1 und das 9-
Fluoroethyl-Derivat 13-2F (siehe Abb. C-5) auf ihre neuroprotektive Wirkung. Dazu wurden

sie flr 14 Tage mit Neuroblastomzellen inkubiert (siehe Abb. C-6).

72\ 7\ 7\
N N N
| | N
CHs CH3 H
F
131 13MeO-1 13-2F

Abb. C-5 Auf neuroprotektive Wirkung untersuchte Substanzen

13-1 bei 30 uM 13-1 bei 50 uM
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Kontrolle Kontrolle

Abb. C-6 Inkubation von SH-SY5Y - Zellen fiir 14 Tage mit 13-1, 13MeO-1 und 13-2F (Testkonzentrationen 30

und 50 uM) und einer Kontrolle (ohne Testsubstanz)
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Im Vergleich zur Kontrolle schienen die getesteten Substanzen das Neuritenwachstum
(Anzahl und Lange) zu fordern. Die Substanz 13-2F zeigte hierbei die beeindruckendsten
Ergebnisse. Fur 13-1 konnte bereits ebenfalls eine Zunahme der Neuronenanzahl
nachgewiesen werden [Hamann et al., 2008], was flir die anderen Substanzen noch nicht
gelang, aber vermutet werden kann.

Die Verbindungen 13-2 und 13-3 zeigten in ersten Versuchen, im Vergleich zu den hier
dargestellten Verbindungen 13-1, 13-2F und 13MeO-1, schwachere neuroprotektive Effekte
und wurden aus diesem Grunde nicht weiter untersucht. Daraus laRt sich schlieffen, daf
Verbindungen mit groReren Alkyl-Substituenten in Position 9 die neuroprotektiven
Eigenschaften vermindern. 13-2F stellte hier eine Ausnahme dar. Die Fluoroethyl-Gruppe
des Moleklils ist zwar isoster zur Ethylgruppe, allerdings ist ein Wasserstoffatom durch ein
stark elektronegatives Fluoratom ersetzt, was einen positiven Einflull auf die

Neuroprotektivitat zu haben scheint.

=  Die Substanzen 13-1, 13MeO-1 und 13-2F scheinen einen glinstigen Effekt auf das
Wachstum der Zellen und somit einen neuroprotektiven Effekt zu haben. Ein
groBerer Alkyl-Substituent in Position 9 fiihrt zu einer Verschlechterung der

neuroprotektiven Eigenschaften.
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C.3 Bestimmung der inhibitorischen Aktivitiat an der AChE und BChE, Ellman Test

Die inhibitorische Aktivitat der Testsubstanzen an der AChE und BChE kann in vitro im

Ellman Test gut gemessen werden.

C.3.1 Bestimmung der Cholinesterase-Aktivitat

Zur Bestimmung der Cholinesterase-Aktivitat wird das Ausmall der enzymatischen
Hydrolyse von ACh oder eines Analogons unter Freisetzung von Acetat gemessen. Zur
Vereinfachung wird im nachfolgenden Abschnitt nur von der AChE und deren Substrat ACh
gesprochen, gleiches gilt analog flir die BChE mit Butyrylcholin (BCh) als Substrat.

Auf einige der verschiedenen in vitro-Methoden werde ich im nachfolgenden Abschnitt
eingehen.

Hestrins Methode beruht z.B. darauf, das nicht umgesetzte Acetylcholin mit Hydroxylamid,
Salzsaure und Eisen(lll)-chlorid in einen roten ACh-Acethydroxamsaure-Komplex zu
Uberfuihren, der anschlieRend spektrophotometrisch quantifiziert werden kann [Hestrin,
1949].

Ein ganzlich anderes Prinzip verfolgt die Methode von Michel. Hier wird die Anderung des
pH-Werts durch die freigesetzte Essigsdure gemessen [Michel, 1949].

Wesentlich besser zu handhaben und viel genauer ist die neuere radiometrische Methode.
Hier wird der Acetatrest des ACh radioaktiv markiert. Das durch die AChE abgespaltene '*C-
Acetat wird dann mittels Szintillationsspektrometrie bestimmt [Potter, 1967; Reed et al.,
1966].

Die Erkenntnis, dal® der Thioester des Cholins analog dem Cholin ein Substrat der AChE ist,
brachte neue methodische Ansatze. Dabei wird das Acetylthiocholin (ATC) als Substrat flr
die AChE eingesetzt und das Spaltprodukt Thiocholin mit Reagenzien zu einem
spektrophotometrisch oder fluorimetrisch vermeRbaren Komplex umgesetzt. Der am
haufigsten angewandte Test ist der von Ellman beschriebene [Ellman et al., 1961]. Die

zugrunde liegende Reaktion ist in Abschnitt C.3.2 naher beschrieben.

C.3.2 Methodenbeschreibung
Die Messung der AChE- und BChE-Inhibition erfolgte mit Hilfe eines am Lehrstuhl etablierten

Assays, der von Ellman et al. urspriinglich beschrieben [Ellman et al., 1961] und durch
Kapkova et al. modifiziert worden ist [Kapkova et al., 2003].

Das MeRprinzip beruht auf der Bildung eines chromophoren Systems, welches
spektrophotometrisch bei 412 nm quantifiziert werden kann. Die Testsubstanzen wurden mit
dem Enzym in Phosphatpuffer (pH 8) inkubiert und anschlieRend mit den Reagenzien 5,5’-
Dithiobis-2-nitrobenzoesaure (DTNB, Ellmans Reagenz) und ATC versetzt. ATC wurde durch
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AChE enzymatisch in Thiocholin und Acetat gespalten. In einer zweiten Reaktion reagierte
das freigesetzte Thiocholin im Verhaltnis 1:1 mit dem zugesetzten DTNB zum Anion der 5-
Thio-2-nitrobenzoesaure (TNB) (siehe Abb. C-7). Die TNB-Bildung konnte bereits mit blolem
Auge verfolgt werden. Eine schwache Gelbfarbung deutete auf eine starke Inhibition hin,
wohingegen eine starke Farbung auf eine geringe Enzyminhibition schlief3en liel3.

Die katalytische Reaktion verlief in gleicher Weise bei der Bestimmung der BChE-Aktivitat
mit Butyrylthiocholin (BTC) als Substrat ab [Gergel et al., 1997].

cod®
O2N( i
s~
DTNB
NO,
cod®
CHs o CHs
9 e A @
S/\/(E CH, AChE Hy S/VI\CHs
Hs Hs
. . o
Thiocholin ATC
H3<))LOe
\
cod® cod®
02 02
+ CHj,
® CHs
TNB-Anion (gelb) TNB-Thiocholin

Abb. C-7 Farbreaktion des Ellman-Test

Von der jeweiligen Testsubstanz wurde eine Verdunnungsreihe hergestellt, wobei die
Verdunnungsstufen von der Loslichkeit und der Aktivitdt bestimmt wurden. Idealerweise
wurden funf Verdinnungsstufen hergestellt, deren ermittelte Aktivitat den Kurvenbereich von
0% bis 100% klar definierten. Jede Verdunnungsstufe wurde dreifach vermessen. Die
erhaltenen prozentualen Aktivitatswerte wurden gegen die logarithmierte Konzentration der
Testsubstanz aufgetragen. Daraus wurden anschlielfend mit Hilfe des Programms GraphPad
Prism™ die Inhibitionskurve und der ICso-Wert ermittelt (sieche Abb. C-8).



C Pharmakologischer Teil 71

Die zugrunde liegende Gleichung des Fittings ist die unten dargestellte, die sog. ,vier

Parameter-Gleichung®.

(T 3 ) X Konzentration des Inhibitors
op — bottom Y Aktivitat
Y'= Bottom + 1 4 1 LogECS0-X)xHillslope Bottom erreichtes unteres Plateau
(Y nahe Null)
Top erreichtes oberes Plateau
(Y nahe 100)
Hillslope Hill-Koeffizient oder
Steigungsfaktor

ICs ist diejenige Inhibitorkonzentration, die zu einer halbmaximalen Hemmung des Enzyms
fuhrt. Ein anderer Begriff hierflr ist ECs, die effektive Konzentration bei 50% Inhibition. Der
Hillslope beschreibt die Steilheit der Kurve. Eine ideale Standard-Dosis-Wirkungskurve hat

einen Hillslope von 1.

Die Ergebnisse werden nachfolgend mit ICso-Werten angegeben und zur Fehlerabschatzung

der zugehdrige 1gICso mit seinem Standardfehler des Mittelwertes (SEM).

Aus den erhaltenen ICso-Werten wurde die Enzymselektivitat der Testsubstanzen berechnet.
Dazu wurde der Quotient aus ICso(BChE) und IC5,(AChE) gebildet. Eine hohe Zahl zeigte
AChE-Selektivitat und eine niedrige Zahl BChE-Selektivitat an.
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ACHE /12-9

110+
Ig [12-9] activity [%)]
100+ 7 7 3
90+ 11.00 700.00 700.00 700.00
-9.00 90.80 105.50 101.00
) 80+ -8.00 70.60 74.60 85.60
SN
o 70+ 7.70 60.40 60.80 63.10
— -7.30 35.20 33.60 35.80
:‘"E 60- -7.00 14.40 13.60 13.60
= -6.00 2.30 1.10 4.60
> 50+ -5.00 3.90 2.60 5.10
g 40+
< 304
20+
10+
0 T T T

)
12 -1 10 9 -8 -7 -6 -5 -4

log M von [12-9]

activity [%]
Sigmoidal dose-response (variable slope)
Best-fit values
BOTTOM 2.263
TOP 99.83
LOGEC50 -7.569
HILLSLOPE -1.307
EC50 2.698e-008
Std. Error
BOTTOM 1.713
TOP 1.740
LOGEC50 0.02923
HILLSLOPE 0.1003
95% Confidence Intervals
BOTTOM -1.310 t0 5.836
TOP 96.20 to 103.5
LOGEC50 -7.630 to -7.508
HILLSLOPE -1.516 to -1.097
EC50 2.345e-008 to 3.105e-008
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 20
R? 0.9907
Absolute Sum of Squares 326.1
Sy.x 4.038
Data
Number of X values 8
Number of Y replicates 3
Total number of values 24

Abb. C-8 Ergebnisse des Ellman-Tests am Beispiel der Verbindung 12-9. Die Auswertung erfolgte mit dem

Programm GraphPad Prism™; Standardabweichungen z.T. innerhalb der Punktbreite.
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C.3.3 Ergebnisse

In Tabelle C-5 sind die Ergebnisse aller Zielverbindungen aufgefiihrt. Flr gering aktive bzw.
wenig l6sliche Substanzen, bei denen keine ICso-Bestimmung moglich war, wurde eine 3-
fach Bestimmung der 10° M Verdiinnung durchgefiihrt. Naherungen von >1000 oder >10000

wurden fiir eine Enzyminhibition bei 10°M von <50% und >50% bestimmit.

Die Verbindungen 1 und 2 und die Vorstufen 3, 4, 4Br, 40H, 4MeO wurden auf inhibitorische
Aktivitdt an der AChE und BChE untersucht. Sie zeigten weniger als 50% Enzyminhibition

bei einer Konzentration von 10°M und sind damit gering aktiv.

Der Ellman-Test ist ein in der Literatur anerkannter Test zur Bestimmung der inhibitorischen
Aktivitat der Cholinesterasen. Die Ergebnisse kdnnen aber durch Verwendung eines
abgewandelten Protokolls oder durch Verwendung von Enzymen unterschiedlicher Herkunft
oft nicht direkt verglichen werden. Deshalb wurden Standardsubstanzen wie Tacrin und
Galantamin in unserem Arbeitskreis erneut vermessen. Die Daten hierzu sind in Tabelle A-5
(siehe S.17) dargestellt.
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Chiffre (A-lgrci O'%OS[E'\I\;'I]) agr&;%g[gml) AChE Selektivitat

5-2 (6,3674 200,077) (6,496341;90,063) 0.7
5-3 (5,1 12616(1),139) (6,1866220,029) 0.1
5-4 (6,5562180,158) (7,1097J_r8 0,199) 0.3
5-5 (6,2255350,063) (7,31 144_? 0,088) 0.1
5-6 (6,6052180,070) (6,7301 i60,081) 0.8
57 (7,091?0,068) (7,188615 0,026) 0.8
5-8 (6,9471 130,076) (7,1207J_r5 0,170) 0.7
59 (6,9031 i50,074) (7,392410 0,052) 0.3
5-10 (6,9476130,076) (7,30944;9 0,055) 0.8
5-11 (7,035?;20,053) (7,741 1f 0,041) 0.3
5-12 (7,0648160,024) (7,665212 0,042) 0.3
SOH-5 (5,371216(1),371) (5,7881 i209,1317) 0.4

5MeO-5 >1000** 6 4963190,063) <0,3
5-110 (5,50214_:1 (1),042) (6,7091 350,023) 0.1
S-Xy (6,8341 170,1 10) (6,3584 130,223) 3.2

6 564 6331 19
(6,249 + 0,034) (5,199 + 0,040) !

7 > 10000* > 10000* n.b.
8-5 > 1000** > 1000** n.b.

8-10 > 1000 (5,532819 8,073) <29

9-1 > 10000* (6,2675100’ 068) <0,1
9.2 2642 760 03

(5,578 + 0,112)

(6,119 + 0,057)
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Chiffre (A-lgrci O'%glr_:‘m]) (Bfg:rciﬁsé[gm]) AChE Selektivitat
9-3 (5,5120133,100) (6,08884_r1 8,0435) 0.3
9-8 (6,0738150,030) (5,633310 8,099) 2.7

9-20H > 10000* (5.6 432;8’058) <0,2
10-5 > 10000* > 1000*** n.b.
10-9 > 10000* > 10000* n.b.

10-12 > 10000* > 1000*** n.b.
11-5 (6,5532i00,055) (7,72{2 8;2,043) 0.1
11-9 (9,295050,074) (8,2465£70,051 ) 1.4

11-12 (8,910130,047) (8,40244,;00,045) 3.3
12-9 (7,5692i70,029) (7,42434_r8 0,029) 14
1341 > 10000* > 10000* n.b.
13-2 > 1000** > 1000** n.b.
13-3 > 10000* > 1000** n.b.

13-2F > 10000" (5,072413 8,202) <08

13Br-1 > 10000* > 10000* n.b.
14-2 (5,59?516(7),103) (5,692011 3,029) 0.8
14-3 (5,093158,060) (5,562712 8,066) 0.3

Tabelle C-5 ICso-Werte, ermittelt im Ellman-Test; AChE Selektivitdt berechnet nach [ICso (BChE) / ICso (AChE)];
* < 50% Enzyminhibition bei 10° M: ** 50%-60% Enzyminhibition bei 10° M; *** 65% Enzyminhibition bei 10° M;

n.b. = nicht bestimmbar
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C.3.4 Diskussion

C.3.4.1 N2-bivalente B-Carboline

Es wurden 11 N2-homobivalente B-Carboline (5) auf inhibitorische Aktivitdt an der AChE und
BChE untersucht und die Ergebnisse in Tabelle C-6 dargestellit.

H

J 1 0/~ 2Bre
<1\

5

n=2-12

Chiffre (A-lgrci O'%glr_:‘m]) ?lgréo'%g[gm]) AChE Selektivitét
5-2 (6,3674 200,077) (6,4963-1_1-90,063) 0.7
5-3 (5.1 1265(1),139) (6,1866220,029) 0.1
S-4 (6,5562180,158) (7,10918 0,199) 0.3
5-5 (6,2255250,063) (7,31 - 0,088) 0.1
5-6 (6,6052180,070) (6,7301 i60,081) 0.8
57 (7,0918i10,068) (7,1886i5 0,026) 0.8
5-8 (6,9471 130,076) (7,12015 0,170) 0.7
59 (6,9031 i5o,074) (7,3924io 0,052) 0.3
5-10 (6,9476i30,076) (7,3094i9 0,055) 0.8
5-11 (7,035950,053) (7,741 I 0,041) 0.3
5-12 (7,064850,024) (7,6652i2 0,042) 0.3

Tabelle C-6 ICso-Werte, ermittelt im Ellman-Test fiir die N2-Homobivalenten (5); AChE Selektivitét berechnet nach

[ICs0 (BChE) / ICso (AChE)]
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Die Verbindungen 5 zeigten, abhéngig von ihrer Kettenldnge, eine hohe
Cholinesteraseinhibition im zwei- bis dreistelligen nanomolarem Bereich. Dabei lieR? sich eine
geringe Bevorzugung der BChE, besonders fir die Spacerlangen 3 und 5, erkennen. Ab
einer Spacerlange von 7 Methylengruppen hemmten die Substanzen beide Enzyme in
grolkerem Male, was in Abb. C-9 gut erkennbar ist. Ein Grund fiir die Spacer-abhangige
hohe Aktivitat konnte die Wechselwirkung der Verbindung mit beiden Bindungsstellen, dem
aktiven Zentrum und der PAS sein.

Holzgrabe et al. berichten, dal} eine bivalente Substanz mindestens einen Spacer mit 7
Atomen (im Artikel auf Tacrin bezogen, wobei 5 Methylengruppen und 2 sekundare
Stickstoffe, also 7 Atome den Spacer bilden) bendétigt, um an beiden Bindungsstellen der
AChE anzugreifen [Holzgrabe et al., 2007], was auch fir die N2-Homobivalenten (5)

bestatigt werden konnte.

60089 5 [ 1AChE
1 I BChE

7000

A%

700 —
600 — -
500

400 -

IC., [NM]

300 —

200 —

100 -

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Spacerlénge

Abb. C-9 Korrelation der ICso-Werte von 5-2 bis 5-12 mit der jeweiligen Spacerldnge

Weiterhin wurde der Einflul® einer Hydroxy- und einer Methoxygruppe in Position 6 auf die
inhibitorische Aktivitat untersucht. Die Ergebnisse und die Grundstruktur sind in Tabelle C-7
aufgefiihrt. Beide Substitutionen fihrten zu einer Aktivitatsabnahme, an der AChE um den
Faktor 10, an der BChE um den Faktor 10-30.
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\/
IZz_ o

N\/\/\/N

R=H 5-5 2Br

R=0H 50H-5
R =0CH3 5MeO-5

Chiffre ?—ISIE OESOS[E'R"A]) (Blgrcio'if’g[gm]) AChE Selektivitat
55 (6,2255250,063) (7,31 1180,088) 0.1

SOH-5 (5,37‘112i6(1),371) (5,7881 i209,1317) 0.4

5Me0-5 >1000* ® 4963190,063) <03

Tabelle C-7 ICso-Werte, ermittelt im Ellman-Test fiir in Position 6 substituierte N2-Homobivalente (5);
AChE Selektivitit berechnet nach [ICsy (BChE) / ICsp (AChE)]: * 50% Enzyminhibition bei 10° M

Die Einflhrung von drei Sauerstoffatomen in den 11er Spacer (5-110) mit dem Ziel, eine
Verbesserung der Loslichkeit von 5-11 zu erreichen, fuhrte zu einem starken Aktivitatsverlust
um den Faktor 30 an der AChE und zu einer Abnahme um den Faktor 10 an der BChE.

W@@Cﬁb

5110 5-Xy
Chiffre f_lglhc'io'i“s[gm]) (BISEO'%OS[ER"A]) AChE Selektivitét
5-11 (7,0359+_r2 0,053) (7,741 14_? 0,041) 0.3
5-110 (5,50214 (1),042) (6,7091 250,023) 0.1
5-6 (6,6052180,070) (6,7301 i60,081) 0.8
S-Xy (6,8341 170,1 10) (6,3584 130,223) 3.2

Tabelle C-8 ICso-Werte ermittelt im Ellman-Test fiir 5-110, 5-Xy und zum Vergleich 5-6 und 5-1; AChE Selektivitét

berechnet nach [ICso (BChE) / ICso (AChE)]
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Weiterhin wurde eine Verbindung mit einem starren Spacer p-Xylyl synthetisiert (5-Xy) und
im Ellman-Test untersucht. Der Abstand der zwei aromatischen Zentren entsprach in etwa
dem von 5-6. Vergleicht man nun 5-6 mit 5-Xy so erkennt man eine Verschiebung der
Selektivitdt zugunsten der AChE-Inhibition bei etwa gleich bleibenden Aktivitdten. Daraus
lakt sich vermuten, dal® die Homobivalenten nicht zusammengefaltet, sondern langgestreckt

in der Bindungstasche vorliegen.

Um auch den EinfluR des aromatischen Trizyklus der N2-Homobivalenten zu ermitteln,

wurden die Verbindungen 6 und 7 untersucht (siehe Tabelle C-9).

7 \e 7 \e 7 \o
o Crfo _
H y H
28° ’@b 28° y 28 y

® ® \\ ® \\
5-6 6 7
, AChE ICs5o[nM] BChE ICso[nM] e
Chiffre (-IgICso + SEM) (-IgICso + SEM) AChE Selektivitat
248 186

>-6 (6,605 + 0,070) (6,730 + 0,081) 08

6 564 6331 112

(6,249 + 0,034) (5,199 + 0,040) ’
7 > 10000* > 10000* n.b.

Tabelle C-9 ICso-Werte, ermittelt im Ellman-Test fiir 6 und 7; AChE Selektivitét berechnet nach [ICso (BChE) / ICso
(AChE)]; * < 50% Enzyminhibition bei 1 0° M: n.b. = nicht bestimmbar

Verbindung 6 zeigte im Vergleich zu 5-6 mit dem Wert 11,2 eine gesteigerte AChE-
Selektivitat, bei einem Aktivitatsverlust an der AChE um den Faktor 2 und an der BChE um
den Faktor 30. Ein Austausch des zweiten B-Carbolin-Trizykluses gegen einen Pyridin-Ring
(7) fuhrte zu einem vollstdndigen Verlust der inhibitorischen Aktivitat. Fur die
Wechselwirkung der Derivate 5 mit den Bindungsstellen der Cholinesterasen ist ein grof3es
aromatischen GerUst, wie das B-Carbolin, essentiell, wobei dies im Fall von 6 besonders fur
die BChE gilt.

=  Die N2-homobivalente p-Carboline (5) zeigten bei einer Spacerldnge von 2-6 einen
ICs0-Wert im drei- bis vierstelligen nanomolaren Bereich, wahrend die Derivate mit

einer Spacerldnge von 7-12 ICso-Werte nur im zwei oder niedrig dreistelligen nano-
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molaren Bereich besallen. Filir alle Derivate 5 ergab sich eine minimal héhere
Aktivitdt an der BChE.

=  Hydroxylierung und Methoxylierung in Position 6 fiihrten zu einer
Aktivitadtsverringerung, was sich auch fiir den oxygenierten und starren Spacer

gezeigt hat.

=  Der Austausch eines oder beider aromatischer Trizyklen der homobivalenten S

Carboline durch Pyridin fiihrte zu einer Aktivitdtabnahme.

C.3.4.2 Partiell reduzierte N2-homobivalente B-Carboline

Quartare Verbindungen, wie die in der Arbeit beschriebenen N2-homobivalente 3-Carboline
(5), sind wegen ihrer permanenten Ladung im Allgemeinen schlecht membrangangig. Um
analoge, nicht quartare Derivate zu erhalten, wurden zwei Derivate 5 partiell reduziert. Die
dadurch erhaltenen Tetrahydro-Derivate 8 besitzen keine permanente Ladung mehr und

kdnnten somit besser membrangangig sein.

_ *@H}Ob Qﬁw}

n=5,10
. AChE ICso[nM] BChE ICs[nM] .
Chiffre (-IgICso + SEM) (-IgICso + SEM) AChE Selektivitat

595 48
5-5 (6,225 + 0,063) (7,311+ 0,088) 0.1
8-5 > 1000* > 1000* n.b.

63 49
5-10 (6,947 + 0,076) (7,309 + 0,055) 0.8

. 2895

8-10 > 1000 (5,538 + 0,073) <29

Tabelle C-10 ICso-Werte, ermittelt im Ellman-Test fiir reduzierte N2-Homobivalente (8); AChE Selektivitat
berechnet nach [ICsy (BChE) / ICso (AChE)]; * 50% Enzyminhibition bei 10°° M; ** 52% Enzyminhibition bei 10° M;

n.b. = nicht bestimmbar

Dies flihrte allerdings, wie in Tabelle C-10 dargestellt, zu nur noch gering aktiven
Substanzen. Der quartare Stickstoff bzw. eine positive Ladung in Position 2 scheinen also flr

diese Substanzklasse essentiell zu sein.
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=  Die Reduktion der N2-homobivalenten p-Carboline (5) zu Tetrahydro-Derivaten (8)

fiihrte zu einem starken Aktivitatsverlust.

C.3.4.3 N2-monovalente B-Carboline

Durch die Darstellung monovalenter Substanzen sollte geklart werden, ob das zweite
aromatische System der bivalenten Verbindungen fiir die Bindung zum Enzym notwendig ist
oder ob ein B-Carbolinium mit einer Methylenkette fur die Bindung zum Enzym ausreicht. In
Tabelle C-11 wurden die Ergebnisse der Derivate 9 mit den Bivalenten 5 gleicher
Spacerlange verglichen.

9-2 und 9-8 zeigten im Vergleich zu ihren bivalenten Analoga 5-2 und 5-8 einen
Aktivitatsverlust an der AChE und an der BChE. 9-3 stellte hier eine Ausnahme dar. Zwar
war die BChE-AKktivitat leicht vermindert, die AChE-Aktivitat war dagegen um den Faktor 2
gestiegen. 9-1 und 9-20H zeigten sehr geringe Aktivitdt an der AChE und an der BChE

jedoch moderate Aktivitaten im drei- bis vierstellig nanomolaren Bereich.

R = CHjs, C2Hs, C3H7, CgH47, CoH4OH

Chiffre ?—ISIE OESOS[E'R"A]) (Blgrcio'?_jg[gm]) AChE Selektivitat
9-1 > 100007 (6,2675100,068) <01
9-2 (5,57264_:1 3,1 12) (6.1 197?0,057) 0.3
9-3 (5,512(133,100) (6,08887:1 8,0435) 0.3
9-8 (6,0738150,030) (5,63310 8,099) 2.7
9-20H > 10000* 56 432;8’058) <0,2
5-2 (6,3674 200,077) (6,4963190,063) 0.7
5-3 (5.1 1265(1),139) (6,1866?0,029) 0.1
5-8 (6,9471 130,076) (7,12074_? 0,170) 0.7

Tabelle C-11 ICso-Werte, ermittelt im Ellman-Test fiir reduzierte N2-monovalente (9) und zum Vergleich
ausgewdhlte N2-homobivalente p[-Carboline (5); AChE Selektivitdt [ICso (BChE) / ICso (AChE)]; * < 50%
Enzyminhibition bei 10° M
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= Die N2-monovalenten p-Carboline zeigten geringe Aktivitdten im drei- bis
vierstelligen nanomolaren Bereich. Die Entfernung des zweiten aromatischen

Systems flihrte also bei allen, bis auf 9-3, generell zu einer Aktivitdtsabnahme.

C.3.4.4 N9-homobivalente 3-Carboline

Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Untersuchung der N9-Bivalente im Ellman-Test. Es
wurden die Verbindungen 10, deren methylierte Derivate 11 und das partiell reduzierte

Analogon 12-9 untersucht und die Ergebnisse in Tabelle C-12 dargestellt.

E:l

n

L (o,
10

n=509 12 12-9
Chiffre QEE 0'352[2'\,\2]) (Blgrcio'ii‘g[gm]) AChE Selektivitat
10-5 > 10000* > 1000* n.b.
10-9 > 10000* > 10000* nb.
10-12 > 10000* > 1000* n.b.
11-5 (6,5532 i00,055) (7,72;%,043) 0.1
11-9 (9,295050,074) (8,24654,170,051 ) 1.4
11-12 (8,91 o1£20,o47) (8,4024i00,o45) 3.3
12-9 (7,5692i70,029) (7,424?;8 0,029) 14

Tabelle C-12 ICso-Werte ermittelt im Ellman-Test fiir aromatische, quartdre und reduzierte N9-homobivalente [-
Carboline (10,11,12-9); AChE Selektivitét [ICso (BChE) / ICso (AChE)]; * < 40% Enzyminhibition bei 10° M; ** 65%

Enzyminhibition bei 10°° M; n.b. = nicht bestimmbar

Die Verbindungen 10 zeigten unabhangig von der Anzahl der Atome des Spacers eine sehr
geringe Enzym-inhibitorische Aktivitdt. Durch die Methylierung in Position 2, also die

Einflhrung einer permanenten positiven Ladung an dieser Stelle, sanken die ICso-Werte an
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beiden Cholinesterasen in den einstelligen nanomolaren Bereich. Besonders die
Verbindungen 11-9 und 11-12 scheinen optimale Kettenlangen zu besitzen, um maglichst
starke oder zahlreiche Wechselwirkungen mit AChE und BChE einzugehen. Vermutlich
kénnen beide B-Carbolinium-Einheiten n-Kation- bzw. n-n-Wechselwirkungen zu aroma-
tischen Aminosauren der Cholinesterasen ausbilden; eine Einheit hat vermutlich
Wechselwirkungen mit dem Tryptophan (W84 (AChE) und W82 (BChE)) im aktiven Zentrum
und die zweite Einheit mit verschiedenen Aminosauren der PAS (mdglich waren hier D72,
Y334, W279, Y70, Y121 oder E278).

Die Lange des Spacers von 5 Atomen der Verbindung 11-5 scheint nicht ausreichend zu
sein, um Wechselwirkungen an beiden Bindungsstellen (aktives Zentrum und PAS)
einzugehen. Dies wurde vorangehend auch fir die N2-bivalenten B-Carboline (5) gezeigt
(siehe Abschnitt A.1.3.2). Die partielle Reduktion des aktivsten Derivates 11-9 zu einem nicht
quartdren und damit, aufgrund der gesteigerten Lipophilie, vermutlich besser
membrangangigen Derivat 12-9, zeigte eine generell leicht verminderte Aktivitat. Dennoch
besall die Verbindung ICso-Werte im niedrigen zweistelligen nanomolaren Bereich und ist
damit im Aktivitdtsbereich von Donepezil und Tacrin (siehe Abschnitt A.1.3.2, S. 13).

Die pK,-Kalkulation (Software ACD Version 5.11, Advanced Chemistry Developement Inc.
(ACD/Labs)) fur den protonierten Stickstoff in Position 2 von 12-9 und 10-9 ergab Werte von
9,6 und 7,1. Dies bedeutet, dal® bei einem physiologischen pH-Wert von 7,4 die Verbindung
129 fast vollstandig protoniert und 10-9 zu ca. 50% protoniert vorliegt. Die hohe
Protonierungsrate von 12-9 und die damit verbundenen positiven Ladungen im Molekil 12-9
konnten die hohe Aktivitat erklaren. Trotz der kalkulierten Protonierung in vivo ist die
Verbindung nicht permanent geladen, wie die Verbindungen 11, und hat dadurch
moglicherweise Vorteile bei der Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke. Eine Bestimmung des
Verteilungskoeffizienten, um eine genauere Aussage Uber die Lipophilie von 12-9 treffen zu
kdénnen, oder die Untersuchung der Membrangangigkeit selbst konnten daruber letztendlich
Aufschlufd geben.

Auch hier zeigten die getesteten Substanzen keine Enzymselektivitat.

Wie bereits in Abschnitt C.1 beschrieben, koénnen B-Carboline nachweislich durch
N-Methyltransferasen im Zentralnervensystem in Position 2 methyliert werden. So kdnnten

die Derivate 10 auch als Prodrugs fur die Derivate 11 angesehen werden.

=  Die N9-homobivalenten [-Carboline 10 zeigten sehr schwache Aktivitdten. Die
Methylierung und damit Quartérnisierung in Position 2 fiihrte zu gesteigerten
Aktivitdten an AChE und BChE. 11-9 zeigte die stérkste inhibitorische Aktivitét aller
Zielsubstanzen mit einem ICso(AChE) von 0,5 nM und einer IC5o(BChE) von 5,7 nM.
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Die partielle Reduktion zu 12-9 fiihrte zu einem geringfiigig schwécher aktiven, aber

nicht quartaren und somit besser membrangéngigen Derivat.

C.3.4.5 N9-monovalente und N2,N9-disubstituierte, monovalente B-Carboline

Die Derivate 13 und 14, die als monovalente Analoga von 10 und 11 angesehen werden
kénnen, wurden ebenfalls im Ellman-Test untersucht (siehe Tabelle C-13). Die Verbindungen
13 zeigten, analog den bivalenten Verbindungen 10, sehr geringe Aktivitaten, wohingegen
die quartdaren Derivate 14 hohere Aktivitaten aufwiesen. Dies |aRt wieder n-Kation-
Wechselwirkungen mit der anionischen Bindungsstelle des aktiven Zentrums vermuten.
Insgesamt zeigten die N9- und die N2,N9-disubstituierten monovalente B-Carboline sehr

geringe Aktivitdten im mikromolarem Bereich.

7\ 7
©

R2

R1 = CH3, C2H5, C3H7, CzH4F

&, S ' R, = H, Br
13 14 R3 = C,Hs, C3Hy
. AChE ICso[nM] BChE ICso[nM] e
Chiffre (-IgICso + SEM) (-IgICso + SEM) AChE Selektivitat
13-1 > 10000* > 10000* n.b.
13-2 > 1000** > 1000** n.b.
13-3 > 10000* > 1000** n.b.
. 8439
13-2F > 10000 (5,074 + 0,202) <0,8
13Br-1 > 10000* > 10000* n.b.
2567 2019
14-2 (5,591 + 0,103) (5,695 + 0,029) 038
7958 2723
143 (5,099 + 0,060) (5,565 + 0,066) 0.3

Tabelle C-13 ICso-Werte, ermittelt im Ellman-Test fiir N9-monovalente (13) und N2,N9-substituierte monovalente
P-Carboline (14); AChE Selektivitdt [ICso (BChE) / ICso (AChE)]; * < 50% Enzyminhibition bei 10° M; ** < 60%

Enzyminhibition bei 1 0° M; n.b. = nicht bestimmbar
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=  Die N9- und N2,N9-disubstituierten monovalenten [-Carboline zeigten sehr geringe

Aktivitdten im mikromolaren Bereich.

=  Zusammenfassend 146t sich sagen, dal3 die Verkniipfung der p-Carboline iber N2

und N9 sinnvoll war, da sich gesteigerte inhibitorische Aktivitaten verglichen mit den
N2- und N9-substituierten monovalenten Analoga ergaben. Die Verknlipfung der
bivalenten [-Carboline Uber N9 scheint durch die hohen Aktivitdten und
moglicherweise bessere Membrangéngigkeit des nicht permanent geladenen
Derivates 12-9 am erfolgversprechendsten im Hinblick auf eine therapeutische

Anwendung zu sein.
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C.4 B-Amyloid Aggregation und deren Beeinflussung durch verschiedene Faktoren

Die Alzheimer'sche Erkrankung zeigt zwei pathologische Auffalligkeiten im Gehirn: Das
Vorkommen von intrazellularen Neurofibrillen (n&her besprochen in Abschnitt A.1.1) und
extrazellularen B-Amyloid-Plaques. Der Hauptbestandteil der Plaques sind B-Amyloid-
Peptide (AB) mit 40 bzw. 42 Aminosauren. Alle AB-Formen werden aus einem
Membranprotein, dem ,amyloid precursor protein‘, kurz APP, durch Reaktion mit
verschiedenen Sekretasen freigesetzt (siehe Abb. C-10).

| |
| a8

| ’— COOH

HZN—{

Abb. C-10 Schematische Darstellung von APP und den Schnittstellen der Sekretasen ¢,  und y (nach [Sisodia et
al., 2002])

APP besteht aus 770 Aminosduren und kann auf zwei Wegen gespalten werden [Sisodia et
al., 2002]:

¢ dem nicht-amyloidogenen Weg: a-Sekretasen spalten in einem ersten Schritt APP in
der AB-Sequenz, so dald kein AB entstehen kann

e dem amyloidogenen Weg: B-Sekretasen spalten AB-Sequenz am N-Terminus von
APP ab und y-Sekretasen spalten AR am C-Terminus ab, so daf3 ein Protein mit 38-43
Aminosauren, je nach Schnittstelle der Sekretase, freigesetzt wird

AB 42 unterscheidet sich von AB 40 lediglich im C-Terminus, der bei AB 42 zusatzlich die
Aminosauren Isoleucin und Alanin enthalt. Dieser Unterschied bewirkt eine enorme
Verschlechterung der Loslichkeit und schnellere Fibrillen-Bildung des Peptides [Harper et al.,
1997].

Die Aggregation verlauft stets in 2 Phasen [Fandrich, 2007; Hortschansky et al., 2005]:

e In der lag-Phase oder Verzégerungsphase werden Aggregationskerne gebildet, bis
eine kritische Anzahl erreicht ist und es zur spontanen Aggregation kommen kann. Die
Dauer dieser Phase wird auch als lagtime bezeichnet.

e In der Wachstumsphase wachsen die in der die gebildeten Aggregationskerne.

Die Aggregate bestehen hauptsachlich aus Fibrillen, die eine B-Faltblatt-Struktur aufweisen,
wobei die Wechselwirkungen zwischen den Fibrillen senkrecht zur Fibrillen-Achse sind.
Diese Sekundarstruktur des Peptides wird deshalb ,cross-B-Konformation“ genannt.

B-Amyloid-Plaques wurden auch in post mortem gewonnen Hirngeweben von Patienten
gefunden, die vor ihrem Tod keinerlei kognitive Einschrankungen zeigten [Guillozet et al.,

1997]. Daraus ergibt sich folgende Frage:
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Was macht f-Amyloid-Plaques zu pathogenen Plaques mit Auswirkungen auf die Kognition?
Die Cholinesterasen, AChE und BChE, werden in diesem Zusammenhang als bedeutend
diskutiert. Es wurden beide Esterasen in Plaques und Neurofibrillen nachgewiesen, wobei
nur fur die AChE eine gesteigerte Aggregation des A in vitro nachgewiesen werden konnte
(siehe Abb. C-11 a). Mit steigender AChE-Konzentration nimmt die Bildung von Ap-
Aggregaten (siehe Abb. C-11 b) [Bartolini et al., 2003], sowie die Zytotoxizitat der -Amyloid-
Plaques zu [Munoz et al., 1999]. Weiterhin wird durch die AChE die AB-Aggregation
beschleunigt und die lag-Phase verkiirzt [Inestrosa et al., 2005b]. BChE zeigt dagegen z.T.
eher eine Reduktion der AB-Aggregation und damit eine Verschiebung zu kleineren Fibrillen
und amorphen Aggregaten, die sich in vitro als starker zytotoxisch als ausgereifte Fibrillen
erwiesen haben [Guillozet et al., 1997; Klein, 2002]. Zusatzlich wird eine Funktion von BChE
bei der Plaque-Reifung vermutet, da diese eher mit gereiften Plaques als mit diffusen, jungen

Plaques assoziiert ist [Ballard, 2002].
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Abb. C-11 a) EinfluB der BChE und der AChE auf die Ap-Aggregation [Inestrosa et al., 1996] (links) und
b) EinfluB der huAChE-Konzentration auf die Apf-Aggregation [Bartolini et al., 2003] (rechts) jeweils

aufgetragen gegen willkiirlich festgelegte Fluoreszenzeinheiten

Die AChE induzierte AB-Aggregation soll Uber die
Qe

Wechselwirkung von AP mit der peripheren, hydrophoben

N\
Bindungsstelle der AChE (PAS) (siehe Abschnitt A.1.3) N@_\; o
3
vermittelt sein. Dies wird durch den Aggregations- O @Ni—CH3
reduzierenden Effekt der PAS-Inhibitoren wie Propidium CHa
Propidium

(Aggregation-reduktion um 82% [Bartolini et al., 2003])

gestutzt. Zusatzlich untermauert wird diese Theorie durch den ausbleibenden induktiven
Effekt der BChE auf die Aggregation, was vermutlich im Fehlen mehrerer hydrophober
Aminosauren der peripheren Bindungsstelle begriindet liegt [Inestrosa et al.,, 1996]. Eine

Vorstellung, wie ein moglicher AChE-AB-Komplex aussieht, haben Inestrosa et al. entwickelt.
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Sie vergleichen diese Aggregation mit der fur DNA-Histon-Komplexe beschriebenen, so dal}
sich AB um die AChE herumlegt, wodurch groRere Aggregate gebildet werden kdnnen
[Inestrosa et al., 2005a].

Inhibiert man also die PAS, so inhibiert man auch die AChE induzierte AB-Aggregation
[Bartolini et al., 2003].

Da sich die Zielverbindungen als gute AChE-Inhibitoren herausstellten, sollten sie nun auch

auf ihre Inhibition an der peripheren Bindungsstelle der AChE untersucht werden.

C.4.1 Methodenbeschreibung

Der Assay wurde mit einigen Modifikationen nach der von Bartolini et al. beschriebenen
Methode mit den Peptiden AB 42 und AP 40 durchgefihrt [Bartolini et al., 2003].

Im ersten Schritt wurde, dem Desaggregationsprotokoll von Klein folgend [Klein, 2002], das
jeweilige Peptid in eine einheitliche, nicht fibrillare Konformation berfihrt. Dies wurde durch
Inkubation des Peptides mit HFIP (Hexafluoroisopropanol) erreicht, da dieser Alkohol
hydrophobe Wechselwirkungen unterbinden kann [Stine, Jr. et al., 2003].

Als AB-Fibrillen-Marker fur den Assay wurde Thioflavin T verwendet (THT-Assay). Dieser
lagert sich, wie in Abb. C-12 dargestellt, spezifisch an Amyloid-Fibrillen an, wodurch das

Fluoreszenzspektrum des Farbstoffs verschoben wird und bei 490 nm vermessen werden

kann.
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Abb. C-12 a) Struktur von Thioflavin T; b) Schematische Darstellung der Ap-Faltblattstruktur (f-sheets); die
Anlagerung von THT zur Faltblattstruktur ist mit einem Pfeil dargestellt; c) Schematische Darstellung einer Fibrille
mit eingelagertem THT [Krebs et al., 2005]

Die Auswertung des Assays erfolgte durch die Darstellung der Fluoreszenzintensitaten
gegen die Zeit, wobei Proben gleicher Zusammensetzung gemittelt wurden. Dabei steht eine
hohe Fluoreszenzintensitat fir eine hohe Anzahl von Fibrillen (Aggregationsrate). Weiterhin
wurde die Kurve jeder einzelnen Probe mit der Einstellung ,Fit sigmoide“ anhand der

untenstehenden Boltzmann-Gleichung ausgewertet.
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X Zeit in [min]
Xo Wendepunkt des Graphen in [min];
Bott —T
_ pouom—1op | r entspricht der halbmaximalen Aggregation
(x—xp) + Op .
= Bottom erreichtes unteres Plateau
I-e 4 Top erreichtes oberes Plateau

dx Umkehrparameter zum Anstieg

Die Parameter x, und 1/dx wurden ermittelt, dabei entspricht ein grofer Wert fir 1/dx einem
steilen Anstieg der Aggregationskurve und ein grofer xo-Wert einer langsamen Aggregation.
Eine Aussage in Hinblick auf die Aggregation beruht darauf, daf® eine langsame Aggregation
immer zu groRen x,-Werten, einem kleinen Anstieg und einer geringen Aggregationsrate
fuhrt [Fandrich, 2007]. xo korreliert mit der lagtime, da diese aus der Differenz von x, und

2/dx berechnet wird und analog verwendet werden kann.

C.4.2 Ergebnisse und Diskussion

Zu Beginn der Arbeiten wurde versucht, den Assay mit dem Peptid AR 42 zu etablieren.
Zuerst wurde, wie unter C.4.1 beschrieben, das Desaggregationsprotokoll durchgefiihrt.
Dabei zeigte AP 42 eine schlechte Léslichkeit in HFIP, so dal® dieses Protokoll z.T.
wiederholt werden mufite. Bei der Herstellung der AB-Stammldsung in DMSO I6ste sich das
Peptid schlecht in DMSO. Zeitgleich konnte eine zunehmende Trubung beobachtet werden.
Selbst bei minimiertem Zeitplan war es nicht moéglich unter diesen Bedingungen einen
Nullpunkt, also eine geringe Fluoreszenz nahe dem Blankwert zu vermessen. So wurden
zum Melzeitpunkt Null bereits Fluoreszenzintensitaten im vierstelligen Bereich beobachtet.
Es konnten keine Unterschiede zwischen der Inkubation von AB und AB mit AChE
festgestellt werden. Der EinfluR der AChE auf die AB-Aggregation ist jedoch fraglich, da AB
vermutlich bereits Aggregate in der DMSO-Stammldsung gebildet hatte (Tribung in der
Lésung), bevor es mit AChE in Kontakt kam. Da mit diesem Protokoll die Aggregation des
Peptids nicht kontrolliert werden konnte, wurden die Untersuchungen mit dem kurzeren AR
40 wiederholt, welches von der Arbeitsgruppe von PD Dr. habil. Marcus Fandrich (Max-
Planck-Institut, Halle/Saale) bereitgestellt wurde. AP 40 aggregiert langsamer und war
deshalb besser zu handhaben (siehe Abschnitt C.4).

In Abb. C-13 sind die Ergebnisse des THT-Assays von verschiedenen Ap 40-
Konzentrationen aufgetragen. ErwartungsgemafR war hier eine konzentrationsabhangige
Fibrillen-Bildung von AB zu erkennen, wobei eine geringere AB-Konzentration eine langere

lag-Phase und eine kleinere Anzahl an THT-angefarbten Fibrillen zeigte.
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Die Inkubation der verschiedenen AB-Konzentrationen mit AChE im Molverhaltnis 100:1
zeigte nicht die erwarteten Ergebnisse. In der Literatur ist, wie in Abschnitt C.4 erwahnt, eine
vermehrte Fibrillen-Bildung beschrieben worden. Hier flihrte die Zugabe von eeAChE (AChE
isoliert aus Electrophorus electricus) zu AP zu einer gleichbleibenden oder sogar geringeren

Fluoreszenzintensitat im Vergleich zu A ohne AChE-Zusatz.
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100uM AR + eeAChE

20004
— 50uM AR

Fluoreszenzinzensitat
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Abb. C-13 Zeitabhdngige Ap-Aggregation mit Ap-Konzentrationen von 50uM, 100uM und 200uM inkubiert
mit/ohne eeAChE im Molverhéltnis 100:1; aufgetragen sind die Mittelwerte aus 6 Messungen mit deren

Standardabweichungen

AnschlieBend wurden die Bedingungen des Experiments verandert, um eine mogliche
Ursache fur den nicht erwartungsgemafen Verlauf zu erhalten:

e Der Einflul des zu Beginn der Testreihe zugegebenen Natriumazids (NaN3), welches
zur Verminderung der Keimbildung im Puffer dienen sollte, wurde untersucht. Dazu
wurden Experimente mit und ohne Natriumazid im Puffer durchgefuhrt.

e Der Einflul von DMSO in der AB-Stammlésung wurde untersucht, da selbst geringe
Mengen DMSO Funktionseinschrankungen der AChE bewirken kénnen. Dazu wurden
Experimente mit und ohne DMSO durchgefihrt.

o Der EinfluR der verschiedenen AChE-Spezies wurde untersucht. Bisher verwendete
eeAChE (isoliert aus Elektrophorus electricus) zeigt im Allgemeinen neben Esterase-
auch vermehrte AAA- und Peptidase-Aktivitat (siehe Abschnitt A.1.3.1, S.8), wobei
deren Einflu} auf die AB-Aggregation weitestgehend ungeklart ist. Aus diesem Grund
wurde zusatzlich die huAChE (human rekombinant gewonnene AChE) untersucht, die
diese nicht-esteratischen Aktivitaten nicht oder nur gering aufweisen soll.

e Die Inkubation des AB mit/ohne AChE wurde, wie u.a. bei Bartolini et al. beschrieben,

ohne THT durchgefuhrt und anschlieend die AP-Aggregation in einer
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Endpunktbestimmung durch Zugabe von THT ermittelt. Da auch der Kurvenverlauf,
also der Verlauf der Aggregation sehr interessant ist, wurde bei den ersten
Experimenten THT gleich zu Beginn zugegeben und halbstindlich vermessen. Um
mogliche Wechselwirkungen des THT mit der AChE auszuschlielen, wurde zuerst
ohne THT inkubiert, dann nach verschiedenen Zeitpunkten THT zugegeben und

vermessen.

Die Ergebnisse sind in Abb. C-14 zusammengefaldt. Aufgetragen sind die steigenden Ap-
Konzentrationen gegen x,. Auf die Darstellung des Anstieges 1/dx wurde im Folgenden
verzichtet, da bei den Ergebnissen ein ahnliches Bild erhalten wurde. Die Ergebnisse der
nachtraglichen THT-Zugabe wurden hier nicht dargestellt und zeigten keine Unterschiede zu
den Proben mit anfanglicher THT-Zugabe.

Die Testreihe ohne DMSO in der AB-Stammlésung konnte aufgrund der wenigen
Substanzressourcen nur in einem Assay (n = 8) untersucht werden. Alle weiteren Testreihen
wurden in zwei bis drei unabhangigen Experimenten vermessen.

Allgemein laRt sich sagen, dal die Resultate keine klaren Tendenzen zeigten. Selbst die
Inkubation von AB ohne AChE-Zusatz ergab fir die verschiedenen Konzentrationen nicht
das erwartete Bild; mit steigender Konzentration sollte xq kleinere Werte annehmen, dies war
jedoch nicht der Fall.

Zur besseren Ubersicht wurden in Abb. C-15 die Ergebnisse fiir die am meisten untersuchte
AB-Konzentration (50 uM) herausgegriffen. Die Inkubationen von AP mit den bzw. ohne die
verschiedenen AChE-Formen wie auch die weiteren Untersuchungen des NaN3; und DMSO-
Einflusses ergaben keine signifikanten Unterschiede fur x,. Keine der Testreihen gab also
Aufschlul®3 Uber die Grinde der unerwarteten ersten Ergebnisse mit AR 40, sondern

bestatigten diese.
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Abb. C-14 Gesamtiibersicht der verschiedenen Ap 40 Testreihen; angegeben ist die halbmaximale
Aggregationszeit (xo), bestimmt in [min], gegen die A Konzentration; 'AS in DMSO gelést; *NaNs-Zusatz im
Phosphatpuffer
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Abb. C-15 Gesamtiibersicht der verschiedenen Testreihen bei einer Ap-Konzentration von 50 uM; angegeben ist

die halbmaximale Aggregationszeit (xo), bestimmt in [min]; 1A,8 in DMSO gelést; 2 NaN3-Zusatz im Phosphatpuffer
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Um diese unerwarteten Ergebnisse naher zu untersuchen, sollten neben der Anfarbung der
Fibrillen mit THT weitere Methoden angewandt werden. Da der durchgefihrte THT-Assay
zwar ein praktikabler Test mit hoher Sensitivitat ist, aber die Wechselwirkung des Farbstoffs
mit den Fibrillen stark von der Fibrillen-Morphologie abhangt [Harper et al., 1997], wurden
elektronenmikroskopische Aufnahmen zu deren Klarung gemacht. Die Proben wurden
hierflr, wie bereits geschrieben, vorbereitet, inkubiert und typisch verlaufende Proben fir die
Aufnahmen ausgewahlt.

Dabei zeigten sich bei der Inkubation von AB 40 (50 uM) nach 3 Tagen relativ hoch
geordnete, kurze und lange, umfangreiche Fibrillen mit einer klaren Morphologie, neben
feinen, sog. fibrillaren Aggregaten (siehe Abb. C-16 oben).

Die Zugabe von eeAChE (Molverhaltnis 100:1) fuhrte dagegen zu einem ganzlich anderen
Bild. Die Probe war von einem Netzwerk feiner, klar definierter, hauptsachlich langer Fibrillen
Uberzogen und nur wenige Anteile fibrillarer Aggragate waren zu erkennen (siehe Abb. C-16
Mitte). Die Inkubation von huAChE und AP 40 zeigte viele kurze, wenig definierte Fibrillen
und fibrillare Aggregate (siehe Abb. C-16 unten). Mdglicherweise vermag THT eher an
umfangreiche Fibrillen zu binden, die bei der Inkubation von AB 40 entstanden, als an dinne
Fibrillen, die durch die Zugabe von AChE entstanden sind. Dies wirde die Uberraschenden
Ergebnisse erklaren.

Die Elektronenmikroskopie wurde allerdings nur einmalig durchgefihrt. Fir fundierte
Aussagen muRlte dies mehrmals unter gleichen Bedingungen wiederholt werden, was
aufgrund von geringen Ressourcen und Zeitknappheit im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr
maoglich war.

Zukunftig muRten weitere elektronenmikroskopische Untersuchungen, eventuell in
Kombination mit CD-Spektroskopie durchgefiuhrt werden, um diese ersten Ergebnisse zu
sichern. Weiterhin muften die Bedingungen des Desaggregationsprotokolls und des Assays
so verandert werden, dall mit dem THT-Assay eine reale Aussage Uber die Anzahl der

gebildeten Fibrillen gemacht werden kann.
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50 uM AB + huAChE (Verhaltnis 100:1) (mit DMSO)

Abb. C-16 Elektronenmikroskopische Aufnahmen ausgwéhlter Proben

=  Esistim Rahmen der zur Verfliigung stehenden Zeit nicht gelungen, den Assay zur
Bestimmung der AChE-induzierten AB-Aggregation zu etablieren. Dementsprechend

konnten auch keine Zielverbindungen auf ihre PAS-Inhibition hin untersucht werden.
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C.5 Bestimmung der inhibitorischen Aktivitait am NMDA-Rezeptor
Der NMDA-Rezeptor (NMDAR), nach seinem Liganden N-Methyl-D-aspartat (NMDA)

benannt, gehort zur Familie der Glutamatrezeptoren, speziell zu den ionotropen Rezeptoren.
AMPA- (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionsaure) und Kainat-Rezeptoren sind
ebenfalls ionotrope Glutamatrezeptoren, neben den metabotropen G-Protein gekoppelten
Rezeptoren mGIuR 1-8.

Die Struktur des Rezeptors ist noch nicht vollstandig aufgeklart, man geht aber von einem
Tetramer aus. Die monomeren Einheiten werden als NR1, NR2 und NR3 bezeichnet und
existieren jeweils mit verschiedenen Untereinheiten. Die Kombinationsmdglichkeiten der
verschiedenen Einheiten ergeben eine Vielzahl von Rezeptorsubtypen. Das Tetramer wird
aus einem dimeren NR1 und einem dimeren NR2 gebildet oder in NR3-exprimierenden
Zellen aus NR1, NR2 und NR3. In Abb. C-17 ist der Rezeptor schematisch dargestellt.
Neben einem grollen extrazellularen N-Terminus (als ,N-terminal domains® und ,Agonist
binding domains® in der Abbildung bezeichnet) und dem intrazellular gelegenen C-Terminus
(als ,C-terminal domains“ bezeichnet), weist der Rezeptor eine Membranregion (als ,Pore
domains® bezeichnet) auf, die aus 3 transmembranaren (TM1, TM3, TM4) und dem
Porenspalt bildenden Segment TM2 besteht. Zur Aktivierung des NMDARs missen
Glutamat und Glycin (oder D-Serin) binden. Die gebildete Pore ist besonders gut permeabel
fur Calcium-lonen. Dem Rezeptor wird unter physiologischen Verhaltnissen eine Funktion in
der synaptischen Plastizitdt und damit verbunden in Lern- und Ged&achtnisvorgangen

zugeschrieben [Paoletti et al., 2007].
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Abb. C-17 Schematische 2D-Darstellung des NMDA-Rezeptors [Paoletti et al., 2007]
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Glutamat ist ein exzitatorischer Neurotransmitter im Zentralnervensystem. Kommt es zu
einer energetischen Unterversorgung von Neuronen durch erniedrigte Nahrstoff- oder
Sauerstoffversorgung und Hemmung der Atmungskette in den Mitochondrien, so fihrt dies
zu unphysiologisch hohen Konzentrationen des Transmitters und dieser wandelt sich zum
Neurotoxin. Die Zellschadigung wird durch die Uberaktivierung von NMDARSs initiiert, was
einen vermehrten Calciumeinstrom auslést, der zu einer gestérten Calciumhomoostase flhrt.
Hierdurch bedingt werden schliellich u.a. calciumabhangige Nukleasen, Lipasen und
Proteasen aktiviert, was letztendlich zum Zelltod flhrt. Des Weiteren aktiviert eine exzessive
Stimulation mit Glutamat ebenfalls calciumabhangige NO-Synthasen und flhrt zur
Produktion von NO-Radikalen [Dawson et al., 1993]. Diese Uberaktivierung der NMDARs ist
pathologischer Bestandteil vieler Gehirnerkrankungen, darunter viele neurodegenerative
Erkrankungen, wie z.B. die Alzheimer'sche und die Parkinson’sche Erkrankung. Dem
entsprechend wird pharmakotherapeutisch versucht, durch Gabe von NMDAR-Inhibitoren
den physiologischen Zustand wieder herzustellen [Paoletti et al., 2007].

Es gibt verschiedene Angriffspunkte fir Inhibitoren am NMDAR, die in Abb. C-17
eingezeichnet sind. Zum Einen gibt es eine Bindungsstelle fur allosterische Inhibitoren an der
extrazellularen Doméane (in der Abbildung als ,allosteric modulators site® bezeichnet), wo
Zink-lonen und Ifenprodil (siehe Abb. C-18) angreifen kdnnen. Kompetitive Antagonisten
kdnnen an der extrazellularen, in der Abbildung als ,Agonist-binding domains® bezeichnet
Bindungsstelle angreifen. An der Pore gibt es weitere Bindungsstellen. Magnesium-lonen,
MK801, Memantin und Ketamin (siehe Abb. C-18) binden hier nicht-kompetitiv.

NH, HO CH,4
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Abb. C-18 NMDAR-Antagonisten

C.5.1 Methodenbeschreibung

Der NMDA-Exzitotoxizitdtsassay wurde mit wenigen Modifikationen nach der von Steinmetz
et al. beschriebenen Methode [Steinmetz et al., 2002] am Lehrstuhl fir Pharmazeutische
Biologie der FSU Jena von Kai-Uwe Schmidtke und Heidemarie Graf aus dem Arbeitskreis
von Prof. Dr. Thomas Winckler durchgefuhrt.

Fir diesen Test wurden die murinen, mit den jeweiligen NMDAR-Untereinheiten kodierten
Plasmiden stabil transfizierten Fibroblasten-Zellinien L12-G10 (exprimieren die Unter-
einheiten NR1-1a und NR2a) und L13-E6 (exprimieren die Untereinheiten NR1-1a und
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NR3a) verwendet. Da in der Promotorregion ein glucocorticoid responsive element zu finden
ist, kann mit Dexamethason die Rezeptorexpression initiiert werden. Durch Zugabe von
Glutamat und des Co-Aktivators Glycin wird der pathologische Zustand in Neuronen bei der
Alzheimer'schen Erkrankung simuliert. Da der in der Folge stattfindende Zelluntergang auf
die Wirkung der beiden Neurotransmitter via NMDAR zurlickzufiihren ist, spricht man von
Exzitotoxizitat.

Zu deren Bestimmung wurde ein gebrauchlicher Zytotoxizitatsassay unter Verwendung des
Cytotoxicity Detection Kit (Roche, Mannheim) durchgefiihrt. Die Integritat der Zellmembran
fungiert dabei als korrelierender Parameter. Durch eine Schadigung der Zellmembran
kbnnen sonst nur intrazellular vorkommende Enzyme aus der Zelle ins Kulturmedium
Ubergehen. Eines dieser Enzyme ist die Lactatdehydrogenase (LDH), welches durch eine
kolorimetrische Bestimmung nachgewiesen werden kann (LDH-Assay). Das Testprinzip ist in
Abb. C-19 dargestellt. LDH oxidiert im Medium enthaltenes Lactat zu Pyruvat unter Bildung
von NADH + H'. In einer nachfolgenden Reaktion wird durch eine im Testreagenz
vorhandene Reduktase der Wasserstoff von NADH + H* auf das zugesetzte Tetrazoliumsalz
lodonitrotetrazolium (INT) dbertragen. Dadurch erfolgt eine reduktive Spaltung zum
entsprechenden Formazan-Derivat, das aufgrund seiner roten Farbung bei 492 nm

spektrophotometrisch vermessen werden kann.
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Abb. C-19 LDH-Assay

Die gebildete Menge Formazan korreliert direkt mit der LDH-Aktivitat, d.h. der Anzahl

lysierter Zellen und ist somit ein Mal fiir die Exzitotoxizitat.
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Ziel war es nun, Substanzen auf ihre Fahigkeit zur Senkung der Glutamat/Glycin-vermittelten
Exzitotoxizitat aufgrund inhibitorischer Wirkungen am NMDAR zu untersuchen.

Zu Beginn wurden in einem Grobscreening die B-Carboline in einer Konzentration von 25 uM
auf ihre Inhibition am NMDAR getestet. Dabei wurden alle Substanzen an der Zellinie L12-
G10 und in der Folge einige ausgewahlte, reprasentative Derivate an L13-E6-Zellen getestet.
Jeder Wert wurde dreifach bestimmt. Fir interessante Verbindungen erfolgte die

Bestimmung des ICso-Wertes in mindestens drei voneinander unabhangigen Experimenten.

Die aufgefiuihrte Exzitotoxizitat (in Prozent) wurde folgendermallen errechnet:

Absorption,_,, — Absorption

Exzitotoxizitdt = x100%

Absorption_, — Absorption

Die minimale Absorption (entspricht 0% Exzitotoxizitat) ergibt sich hierbei flr Zellen, die
zusatzlich zur Glutamat/Glycin-Behandlung mit dem NMDAR-Antagonisten Ketamin (100
uM) inkubiert wurden. Die maximale Absorption (entspricht 100% Exzitotoxizitat) ermittelt
man nach einer alleinigen Inkubation mit Glutamat und Glycin. Exzitotoxizitatswerte kleiner
100 sind somit gleichbedeutend mit einer Inhibition des NMDAR. Die Differenz 100 minus
Exzitotoxizitat entspricht dann der prozentualen Inhibition des NMDARSs. Fir Substanzen, die
potenter wirken als die Vergleichssubstanz Ketamin, ergeben sich somit Exzitotoxizitatswerte

kleiner Null bzw. Werte flr die prozentuale Inhibition groRer 100.
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C.5.2 Ergebnisse
Exzitotoxizitat NMDAR-Inhibition
Chiffre bei 25 uM [% £ SD] ICs0 + SD [uM]
L12G10-Zellen L13E6-Zellen L12G10-Zellen L13E6-Zellen
1 102+ 14 n.v. n.v. n.v.
3 1038 n.v. n.v. n.v.
4 108 +4 n.v. n.v. n.v.
4Br 702 n.v. n.v. n.v.
4MeO 100 £ 1 n.v. n.v. n.v.
5-2 82+9 85+2 n.v. n.v.
5-3 74+7 n.v. 17,6 n.v.
5-4 70+£3 88+0 n.v. n.v.
5-5 50+2 46 +9 205+7,1 16,3+ 1,8
5-6 3+2 17+6 22+0,7 7,2*
5-7 11£3 317 6,1+£1,9 17,8 £6,0
5-8 4+4 8+2 n.v. 6,0+0,7
5-9 21+4 31+£2 17,2+ 3,3 n.v.
5-10 10+3 714 9,1+2,0 n.v.
5-11 163 33+£3 n.v. n.v.
5-12 3+1 6+2 3,2* n.v.
50H-5 679 7713 n.v. n.v.
5MeO-5 6504 66 £7 n.v. n.v.
5-110 80+6 92 + 1 n.v. n.v.
5-Xy 58 +8 78 £12 n.v. n.v.
6 87+5 92+8 n.v. n.v.
7 97 +9 n.v. n.v. n.v.
8-5 99+3 n.v. n.v. n.v.
8-10 104 £ 11 n.v. n.v. n.v.
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Exzitotoxizitat NMDAR-Inhibition
Chiffre bei 25 uM [% £ SD] ICs0 + SD [uM]
L12G10-Zellen L13E6-Zellen L12G10-Zellen L13E6-Zellen
9-1 96+ 3 94 +2 n.v. n.v.
9-2 103+ 10 n.v. n.v. n.v.
9-3 1005 n.v. n.v. n.v.
9-8 139+9 n.v. n.v. n.v.
9-20H 94 +8 n.v. n.v. n.v.
10-5 757 n.v. n.v. n.v.
10-9 93+8 n.v. n.v. n.v.
10-12 93+16 n.v. n.v. n.v.
11-5 765 n.v. n.v. n.v.
11-9 -2+2 4+3 1,4+0,2 29+14
11-12 12+ 4 25+9 43+0,6 57"
12-9 93+8 n.v. n.v. n.v.
131 91* n.v. n.v. n.v.
13-2 96 £ 10 n.v. n.v. n.v.
13-3 85+12 n.v. n.v. n.v.
13-2F 88+ 10 n.v. n.v. n.v.
13Br-1 808 n.v. n.v. n.v.
14-2 96 +£0,1 n.v. n.v. n.v.
14-3 100 £2 96 + 12 n.v. n.v.
Memantin 11+0,4 11+3 56+1,6 11,3+£2,5
MK801 1+3 3+3 6,4 £ 2,6 (NM) 11,9 £ 3,2 (nM)

Tabelle C-14 Ergebnisse des NMDAR-Grobscreenings (dargestellt als prozentuale Exzitotoxizitdt) und ICso-Werte

potenter Zielverbindungen. Die Substanzen (inkl. des bekannten NMDAR-Inhibitores Memantin) wurden im Grob-

screening bei einer Konzentration von 25 uM (MK801 bei 300 nM) an der Zellinien L12-G10 und einige

ausgewdhlte, représentative Substanzen an der Zellinien L13-E6 getestet; n.v. = nicht vermessen;

Zeitgriinden erst einmal gemessen

*

aus
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C.5.3 Diskussion

Die prozentuale Veranderung der Exzitotoxizitdt an der Zellinie L12-G10 durch die
Zielverbindungen bei einer Konzentration von 25 uM (siehe Tabelle C-14) wurde in Abb.
C-20 dargestellt. Hier kann man klar zwischen wenig und hoch aktiven Substanzen
unterscheiden. Die Ergebnisse werden nachfolgend einzeln diskutiert. Exzitotoxizitats-Werte
Uber 100% sprechen fur mdgliche zusatzliche zytotoxische Effekte der Substanzen. Ebenso
ist eine Uberlagerung der inhibitorischen Aktivitdt anderer Substanzen mit zytotoxischen
Effekten denkbar, weswegen zukilinftig die vielversprechendsten Verbindungen auf
Zytotoxizitat getestet werden sollen.

Soweit bereits vermessen, war die Vielzahl der Derivate an beiden Zellinien gleich potent.
Als Ausnahme zeigte 5-7 eine um 20% niedrigere Exzitotoxizitdt an L12-G10-Zellen im
Vergleich zu L13-E6-Zellen.

120

100

80

60

40 -

Exzitotoxizitét bei 25 pM [%)]
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Abb. C-20 Ergebnisse des NMDAR Grobscreenings an der Zellinie L12-G10 . Die Substanzen wurden bei einer
Konzentration von 25 uM getestet (Ausnahme: MK801 — 300nM).

Alle untersuchten monovalenten B-Carboline (1, 3, 4, 9, 13, 14; sieche Abb. C-21) zeigten im
Grobscreening an beiden Zellinien Exzitotoxizitaten zwischen 80 und 100% (entspricht einer
inhibitorischen Aktivitat am NMDAR im Bereich von 0-20%). Die Verbindung 4Br ergab eine
Exzitotoxizitat von 70% an den L12-G10-Zellen. Eine Bromierung in Position 6 scheint also
gegenuber keiner Substitution oder einer Methoxylierung (4MeO) gunstiger zu sein. Auch

13Br-1 zeigte von den Derivaten 13 die geringste Exzitotoxizitat.
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Ra
H R I | )
Ry Rj |
1 (R=CHj) 4 (Ry=H; Ry =H, Br, MeO) 9 (R3 = H; Ry = CHa, C,Hs, C3H7, CgH47, CoH4OH)
3(R=H) 13 (Ry= CHa, CyHs, CsH7, CoH4F; Ry = H, Br) 14 (Rg = C,Hg, C3H7; Ry = CHg)

Abb. C-21 Monovalente p-Carboline (1, 3, 4, 9, 13, 14)

Die N2-homobivalenten B-Carboline 5, dargestellt in Abb. C-22, erwiesen sich ab einer
Spacerlange von 6 Methylengruppen als hoch potente NMDAR-Inhibitoren. Langere Spacer
(untersucht bis 12 Methylengruppen) wurden ebenfalls toleriert. Im Grobscreening, wurden
sehr niedrige Exzitotoxizitatswerte (z.T. < 10%) ermittelt. Die fur 5-6 ermittelten 1C5,-Werte
(2,2 uM an L12G10 und 7,2 uM an L13E6) befindet sich im Bereich von denen von
Memantin (5,6 uM an L12G10 und 11,3 uM an L13EB6).

H
J ) o 2Bre
<o 1TEN_

R

R

5 R=H, OH, MeO
n=2-12
Abb. C-22 N2-homobivalente p-Carboline (5)

Die Einfihrung einer Methoxy- (5MeO-5) oder einer Hydroxygruppe (50H-5) in Position 6
fluhrte zu einer um ca. 15% erhohten Exzitotoxizitat, im Vergleich zu dem in Position 6

unsubstituierten 5-5.

Die Verbindung 5-110 (siehe Abb. C-23) zeigte eine auffallend geringere Wirkung auf den
NMDAR, im Vergleich zum Sauerstoff-freien Analogon 5-11 (Exzitotoxizitat betrug 85% fir 5-
110 und 14% fur 5-11). Der starre p-Xylyl-Spacer von 5-Xy (siehe Abb. C-23) erwies sich mit
58% Exzitotoxizitat als weniger aktiv, im Vergleich zu 5-6 mit 4% Exzitotoxizitat, dessen

Abstand der aromatischen Zentren in etwa dem von 5-Xy entsprach,.

oo QIO

2Bre
5110 5-Xy

Abb. C-23 N2-homobivalente -Carboline (5-110 und 5-Xy)
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Das heterobivalente B-Carbolin 6 und das homobivalente Pyridinium 7 (siehe Abb. C-24)
zeigten Exzitotoxizitaten von 87% und 97%. Im Vergleich zum homobivalenten B-Carbolin
gleicher Kettenlange (5-6) mit 4% Exzitotoxizitat, fuhrte der Austausch des gréReren
aromatischen Trizykluses [B-Carbolin gegen einen bzw. zwei Pyridin-Ringe zu einem
drastischen Verlust der Aktivitat.

Far die Wechselwirkung der Derivate 5 mit dem NMDAR ist offensichtlich ein grofles

aromatischen Gerust, wie das B-Carbolin, essentiell.

7 \e 7 \@
/ \“\\\\\\ -
N
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r @NQ 2 Br /\

6 7

Abb. C-24 heterobivalentes f-Carbolin (6) und homobivalentes Pyridinium (7)

Die Untersuchung der N9-bivalenten B-Carboline (siehe Abb. C-25) ergab fiir die Derivate 10
sehr geringe inhibitorische Aktivitaten (> 75% Exzitotoxizitat). Die Quartarnisierung von 10 zu
11 fuhrte fur die Spacerlangen 9 (11-9) und 12 (11-12) zu einer enormen Verringerung der
Exzitotoxizitat von ca. 80%, flr 11-5 jedoch zu keinerlei Aktivitdtsdnderung. Dies bestatigte
die fur die Verbindungen 5 erhaltenen Ergebnisse. Auch hier war der 5er-Spacer im
Vergleich zu langeren Spacern nur gering aktiv. Es ist daher eine Bindung der beiden
verknUpften aromatischen Zentren der bivalenten B-Carboline an je eine Bindungsstelle
denkbar, deren Abstand etwa 6 Atome betragt. 11-9 zeigte die hochste inhibitorische

Aktivitat aller Testsubstanzen mit einem I1Cso-Wert von 1,4 (an L12G10-Zellen) bzw. 2,9 uM

(an L13E6-Zellen).
7\ 7 \ @
O Qe

©
[%Hz . GHEI” 21
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10 11
Abb. C-25 N9-homobivalente p-Carboline 10, 11 (n=5, 9, 12)

Die partiell reduzierten, nicht quartdren Verbindungen 8-5, 8-10 und 12-9 (siehe Abb. C-26)
zeigten im Grobscreening nur sehr geringe Aktivitaten (> 90% Exzitotoxizitat). Dies war

Uberraschend, da die strukturellen Merkmale der meisten bekannten NMDAR-Inhibitoren
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neben mindestens einem basischen Stickstoff einen aliphatischen Bereich aufweisen. Dieser
liegt entweder in Form einer Methylenkette, wie beispielsweise bei den Polyaminen, oder

eines Cyclohexan-Ringes, wie beim Ketamin, vor. Dies scheint sich auf die B-Carboline nicht

8 n=5,10 HaC \

Ubertragen zu lassen.

129
Abb. C-26 Partiell reduzierte, nicht quartdre p-Carboline 8-5, 8-10 und 12-9

=  Monovalente [-Carboline zeigten im Grobscreening sehr schwache Aktivitéaten
(> 90% Exzitotoxizitdt). Dabei unterschieden sich Tetrahydro-Derivate (1, 2),
vollsténdig aromatisierte (4) und in Position 2,6 und 9 substituierte -Carboline (9,

13, 14) nur in geringem Mal3e.

=  Bivalente, quartédre [-Carboline (5, 11) zeigten abhéngig von der Kettenldnge im
Grobscreening hohe Aktivitaten (Exzitotoxizitat z.T. < 10%). 11-9 zeigte die hichste
inhibitorische Aktivitat mit ICs-Werten von 1,4 uM an L12G10-Zellen bzw. 2,9 uM
an L13E6-Zellen. Da die Derivate 5 und 11 ab einem 6er Spacer hohe inhibitorische
Aktivitdten zeigten, scheint eine Bindung jeweils eines aromatischen Zentrums der
bivalenten Strukturen an je eine Bindungsstelle am NMDAR denkbar, deren

Abstand etwa 6 Atome betrégt.

=  Die partielle Reduktion der quartédren, bivalenten Derivate (5, 11) zu Tetrahydro-3-
Carbolinen (8,12) fiihrte zu einem nahezu vollstdndigem Aktivitétsverlust. Die
aromatischen, nicht quartdren Verbindungen 10 waren ebenfalls nur gering aktiv.
Ebenso fiihrte der Austausch eines oder beider aromatischer Trizyklen der
homobivalenten p-Carbolin gegen Pyridin-Ringe (6, 7) zu einer Aktivitdtsabnahme.
Fiir die Wechselwirkung der Derivate mit dem NMDAR ist offensichtlich ein gro3es

aromatischen Gertist, wie das [-Carbolin, essentiell.

=  Nahezu alle getesteten p-Carboline zeigten &hnliche inhibitorische Aktivitdten an
beiden Zellinien (L12G10 und L13E6). Es konnte somit keine signifikante Selektivitat
der Verbindungen fiir die verschiedenen Untereinheiten (NR1/NR2; NR1/NR3)

gefunden werden.
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D Gesamtdiskussion

In diesem Abschnitt sollen die verschiedenen pharmakologischen Charakterisierungen,
besonders die Ergebnisse der Studien auf inhibitorische Aktivitat der Zielsubstanzen an der
AChE, BChE und am NMDAR, zusammen betrachtet werden.

In den Abbildungen D-2, D-4 und D-6 ist fiir jede Substanz sowohl deren Hemmwirkung auf
die AChE und die BChE (auf der linken Achse (ICsp-Wert in [nM])), als auch auf den NMDAR
(auf der rechten Achse als erniedrigte Exzitotoxizitat in [%]) dargestellt. Dabei stehen jeweils
niedrige Balken flir eine hohe pharmakologische Aktivitat.

Fur die Darstellung der NMDAR-Daten wurden die Ergebnisse der L12G10-Zellinie
ausgewahlt (siehe C.5.1, S.96).

Obwohl die Enzyme AChE und BChE strukturell keinerlei Ahnlichkeit mit dem NMDAR
besitzen, haben die synthetisierten Testsubstanzen mit hoher inhibitorischer Aktivitat an den

Cholinesterasen gleichzeitig eine starke NMDAR-antagonistische Wirkung.
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In Abb. D-2 sind die Daten aller N2-bivalenten B-Carboline dargestellt. Es ist deutlich zu
erkennen, dall die homobivalenten Derivate 5-7 bis 5-12 (siehe Abb. D-1) an den drei

Targets hoch potente Inhibitoren darstellen.

R =H, OH, MeO

X =[CHal - 12, CgH1603; p-Xylyl

Abb. D-1 N2-bivalente p-Carboline 5 und 8 (n =5, 10)

Im Unterschied zu den Ergebnissen gemessen an der AChE und BChE, die erst ab einer
Spacerlange von 7 gleichbleibend hohe Aktivitat zeigten, ist am NMDAR dies bereits ab
Spacern >6 zu beobachten. Es wurden Spacer bis 12 Methylengruppen untersucht.
Verbindungen mit Spacern ab 9 Methylengruppen zeigten schlechte Léslichkeiten, was die
pharmakologischen Untersuchungen einschrankte. Aus diesem Grunde wurden auch keine
Derivate mit Spacern >12 synthetisiert.

Die Substitutionen am Spacer (5-Xy, 5-110), des B-Carbolin-Grundgerust (5MeO-5, 50H-5),
sowie die Verkleinerung des aromatischen Grundkoérpers (6, 7) und die partielle Reduktion

(8-5, 8-10) flihrten zu Aktivitatsverlusten an allen drei Targets.
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Abb. D-2 Pharmakologische Daten (AChE, BChE und NMDAR) der N2-bivalenten p-Carboline
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Die nicht quartarnisierten N9-bivalenten B-Carboline (10) (siehe Abb. D-3) zeigten an allen
drei Targets nur sehr geringe Aktivitat, die sich durch die Quartarnisierung zu den Derivaten
11 ab einer Spacerlange >5 enorm steigern lie3 (Abb. D-4). Vermutlich kénnen die nicht
permanent geladenen, lipophileren Derivate 10 in vivo durch N-Methyltransferasen (siehe
Abschnitt C.1, siehe S. 56) zu den aktiven Verbindungen 11 quartarnisiert werden und somit
als Prodrugs fir diese angesehen werden.

Die partielle Reduktion von 11-9 zu 12-9 flihrte an den Cholinesterasen nur zu einem
schwachen Aktivitatsverlust, wohingegen die Aktivitdt am NMDAR nahezu vollstandig

verloren ging.

7\ 74
_N _ \CH3 N~ CHj,

I:C::Hzl ) CH£| ) CHa

Abb. D-3 N9-bivalente p-Carboline 10,11 (n =5, 9, 12) und 12-9
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Abb. D-4 Pharmakologische Daten (AChE, BChE und NMDAR) der N9-bivalenten f-Carboline
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Die untersuchten monovalenten B-Carboline 1, 3, 4, 9, 13 und 14 (siehe Abb. D-5) zeigten an
der AChE und BChE moderate bis schwache inhibitorische Aktivitaten im mikromolaren
Bereich. Am NMDAR hingegen sind sie sehr schwach wirksam und konnten bei einer

Konzentration von 25 uM die Exzitotoxizitat um maximal 20% senken (siehe Abb. D-6) .

R,
H R I I o
R4 Rs3 |
1 (R=CHj) 4 (Ry=H; Ry = H, Br, MeO) 9 (R; = H; R4 = CHg, C,Hs5, C3Hy, CgHq7, CoH4OH)
3 (R=H) 13 (Ry = CHg, CoHs, C3Hy, CoHaF; Ry = H, Br) 14 (R; = CoHs, CaHy; Ry = CHa)

Abb. D-5 Monovalente p-Carboline 1, 3, 4, 9, 13, 14
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Abb. D-6 Pharmakologische Daten (AChE, BChE und NMDAR) der monovalenten -Carboline

Zusammenfassend lafldt sich sagen, dal® alle quartdren N2- und N9-bivalenten B-Carboline
ab einer Kettenlange >5 eine signifikante Steigerung der inhibitorischen Aktivitdt an den drei
Targets im Vergleich zu kirzeren Kettenlangen zeigten. Die hohe Aktivitat blieb bis zu einer
Spacerlange von 12 Atomen erhalten. Allerdings konnte auch gezeigt werden, dal} der
quartare Stickstoff (z.B. 14-2, 50H-5, 11-5) bzw. die Bivalenz (z.B. 5-110, 50H-5, 10-9)
allein keine ausreichenden Voraussetzungen fir hohe Aktivitaten an den getesteten Targets
sind.
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E Zusammenfassung

Der Zielstellung (siehe A.3, S.22) folgend, sollen die wesentlichen Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit zusammengefalt werden.
Ergebnisse zum Thema Neurotoxizitiat und Neuroprotektion

1) Synthese eines enantiomerenreinen 1,2,2-Trimethyltetrahydro-f-carbolinium-Salzes
(R2 oder S2)

Fiar die Darstellung eines enantiomerenreinen 1,2,2-Trimethyltetrahydro-B-carbolinium-
Salzes (R2 oder S2) wurde in einem ersten Schritt die Racemattrennung der
Synthesevorstufe 1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolin (rac1) mittels praparativer chiraler
HPLC erreicht. AnschlielRend gelang die Umsetzung von R1 zu R2 mit Methyliodid unter
Zusatz einer Hilfsbase (siehe Abb. E-1).

praparative chirale HPLC
\ NH >

H CH, H
raci R1

Methylierung

NH
CH3

Abb. E-1 Darstellung des R-1,2,2-Trimethyltetrahydro-f-carbolinium-Salzes (R2)

2) Synthese von N9-monovalenten p-Carbolinen (13)

Es gelang alle in Abb. E-2 dargestellten monovalenten B-Carbolin-Derivate zu synthetisieren.
Die Substituenten in Position 9 wurden durch Umsetzung mit Natriumhydrid und Alkyliodid in
DMF eingefihrt. Die Bromierung in Position 6, fir eine spatere radioaktive Markierung durch
Halogen-Tritium-Austausch, gelang durch Reaktion des véllig unsubstituierten B-Carbolins
(4) mit Brom.

Br.
— N — N — N
N
Fli (|3H3 CH;
13 1341 13Br-1

Abb. E-2 N9-monovalente [-Carboline 13 (R = CyHs, CsH7, CoH4F), 9-Methyl-S-carbolin (13-1), 6-Bromo-9-
methyl-p-carbolin (13Br-1)
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3)

Synthese von potentiell neurotoxischen N2,N9-disubstituierten, monovalenten [j-
Carbolinen (14)

Die Quartarnisierung einiger Derivate 13 zu den quartaren Analoga 14 gelang durch die
Umsetzung mit Methyliodid in Aceton (siehe Abb. E-3).

74 \ Methylierung 7 \e
| 2]
R

I I
R

13 14

Abb. E-3 N2,N9-disubstituierte monovalente f-Carboline (14)(R=C,Hs, CsH7)

4)

Untersuchung auf Neurotoxizitdt und Neuroprotektion

Einige der unter Punkt 1, 2, 3 und 6 aufgefiihrten Derivate (R2, 9, 13, 14) und B-Carboline

aus friheren Arbeiten des Arbeitskreises wurden auf neurotoxische Effekte und einige

Derivate 13 auf neuroprotektive Eigenschaften an dopaminergen Neuronen an der Charité

Berlin durch Frau Dr. Catrin Wernicke und Herrn Prof. Hans Rommelspacher untersucht. Die

Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Das R-Enantiomer des 1,2,2-Trimethyltetrahydro-f-carbolinium-Salzes (R2) besal’
DAT-unabhéngige, neurotoxischere Eigenschaften als das Racemat rac2.
6-Methoxy- und 1-Methyl-Derivate  zeigten meist stédrker neurotoxische
Eigenschaften, wohingegen die 6-Hydroxylierung im Allgemeinen zu einer
gesteigerten DAT-abhéngigen Toxizitdt flihrte. 14MeO-1 zeigte von allen
untersuchten  p-Carbolinen die stédrksten neurotoxischen Eigenschaften.
Korrelationen zwischen den im MTS-Assay (Neurotoxizitdtsuntersuchung)
ermittelten  ECsp-Werten und den intrazelluldren  Konzentrationen der
Testsubstanzen, gemessen im Uptake-Assay, sind nicht zu erkennen.

Trotz der Molekliilgrél3e zeigte das untersuchte N2-homobivalente [-Carbolin 5-4

eine hohe DAT-abh&ngige und eine nur geringe DAT-unabhé&ngige Neurotoxizitét.

Die Substanzen 13-1, 13MeO-1 und 13-2F scheinen einen glinstigen Effekt auf das
Wachstum der Zellen und somit einen neuroprotektiven Effekt zu haben. Ein
groBerer Alkyl-Substituent in Position 9 fiihrt zu einer Verschlechterung der

neuroprotektiven Eigenschaften.
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Ergebnisse zum Thema inhibitorische Aktivitat an der AChE und BChE

5) Synthese von N2- und N9-bivalenten p-Carbolinen (5, 10)
Zur Darstellung der N2-homobivalenten B-Carboline (5) (siehe Abb. E-4) wurde B-Carbolin
(4) mit o,o-Dibromalkan in DMF umgesetzt. Die Synthese der N9-homobivalenten (-
Carboline (10) (siehe Abb. E-4) gelang durch die Reaktion von B-Carbolin (4) mit o,®-
Dibromalkan in DMSO unter Zusatz von Natriumhydroxid. Die Quartarnisierung der Derivate
10 zu 11 wurde mit Methyliodid in Aceton erreicht (sieheAbb. E-4)

7\ 7 \@
; D Qe
7\ /=
— N\Esz’n\ y |:<;3Hz N |:<;3Hz o 2P

Abb. E-4 Grundstrukturen der homobivalenten f-Carboline (5,10,11); ny =2-12,n, =5, 9, 12

Zusatzlich sollte eine Verbindung mit hydrophilerem Spacer synthetisiert werden, da die
Loslichkeit der Verbindungen mit [angerem Spacer (>9 Methylengruppen) sehr schlecht war.
Durch die Einfihrung von drei Sauerstoffatomen in den 11er Spacer (5-110) sollte der
erhoffte Effekt erhalten werden. Weiterhin wurde eine Verbindung mit dem starren Spacer p-
Xylyl synthetisiert (5-Xy). Die Synthesen erfolgten mit den jeweiligen Dibrom-Derivat der

Spacer analog den oben fur § beschrieben Bedingungen.

oo QIO

2Bro
5110 5-Xy

Abb. E-5 N2-homobivalente [-Carboline 5-110 und 5-Xy

Um auch den EinfluR des aromatischen Trizykluses der N2-homobivalenten B-Carboline zu
ermitteln, wurden ein (6) bzw. zwei (7) B-Carboline gegen Pyridin-Ringe ersetzt und analog
zu den Verbindungen 5 synthetisiert (siehe Abb. E-6).
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N
28r° 28°

6 7

Abb. E-6 heterobivalentes -Carboline 6 und Bis-Pyridinium-Derivat 7

6) Synthese von N2-monovalenten p-Carbolinen (9)
Die Darstellung der N2-monovalenten B-Carboline (9) gelang durch die Umsetzung mit
Alkyliodid in Aceton (siehe Abb. E-7).

Abb. E-7 Grundstrukturen der N2-monovalenten S-Carboline 9 (R=CHs, C2Hs, CsH7, CsH17, C2H4OH)

7) Synthese von partiell reduzierten homobivalenten (-Carbolinen (8, 12)
Die Synthese der partiell reduzierten homobivalenten B-Carboline (8, 12) gelang durch die

Umsetzung der quartaren Verbindungen 5 bzw. 11 mit Natriumborhydrid in Methanol.

o O
\ \ S’”Z

8 12

Abb. E-8 Grundstrukturen der partiell reduzierten homobivalenten f-Carboline (8,12)

8) Untersuchung der inhibitorischen Aktivitdt an der AChE und BChE
Alle Zielverbindungen und Synthesevorstufen wurden auf ihre inhibitorische Aktivitat an der
AChE und BChE in einem in vitro Enzymassay (Ellman-Test) untersucht. Die Ergebnisse

lassen sich wie folgt zusammenfassen:

=  Die N2-homobivalenten p-Carboline (5) zeigten bei einer Spacerldnge von 2-6 einen
ICs0-Wert im drei- bis vierstelligen nanomolaren Bereich, wéhrenddessen die

Derivate mit einer Spacerldnge von 7-12 ICsp-Werte nur im zwei oder niedrig
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dreistelligen nanomolaren Bereich besallen. Fiir alle Derivate 5 ergab sich eine
minimal hbhere Aktivitdt an der BChE.

=  Hydroxylierung und Methoxylierung in Position 6 fiihrten zu einer
Aktivitadtsverringerung an beiden Cholinesterasen, was sich auch fiir den
oxygenierten und starren Spacer gezeigt hat.

=  Der Austausch eines oder beider aromatischen Trizyklen der homobivalenten [
Carboline durch Pyridin fiihrte zu einer Aktivitdtsabnahme.

=  Die Reduktion der N2-homobivalenten p-Carboline (5) zu Tetrahydro-Derivaten (8)
flihrte zu einem starken Aktivitétsverlust.

= Die N2-monovalenten [-Carboline zeigten geringe Aktivitdten im drei- bis
vierstelligen nanomolaren Bereich. Die Entfernung des zweiten aromatischen
Systems flihrte also bei allen, bis auf 9-3, generell zu einer Aktivitdtsabnahme.

=  Die N9-homobivalenten [-Carboline 10 zeigten sehr schwache Aktivitdten. Die
Methylierung und damit Quartérnisierung in Position 2 fiihrte zu gesteigerten
Aktivitdten an AChE und BChE. 11-9 zeigte die stérkste inhibitorische Aktivitét aller
Zielsubstanzen mit einem ICs(AChE) von 0,5 nM und einem ICso(BChE) von
5,7 nM. Die partielle Reduktion zu 12-9 flihrte zu einem geringfligig schwécher
aktiven, aber nicht quartdren und somit besser membrangéngigem Derivat.

=  Die N9- und N2,N9-substituierten monovalenten [-Carboline zeigten sehr geringe
Aktivitdten im mikromolaren Bereich.

=  Zusammenfassend 1463t sich sagen, dal3 die Verkniipfung der p-Carboline iber N2
und N9 sinnvoll war, da sich gesteigerte inhibitorische Aktivitdten verglichen mit den
N2- und N9-substituierten monovalenten Analoga ergaben. Die Verknlipfung der
bivalenten [-Carboline (ber N9 scheint durch die hohen Aktivitdten und
moglicherweise bessere Membrangéngigkeit des nicht permanent geladenen
Derivates 12-9 am erfolgversprechendsten in Hinblick auf eine therapeutische

Anwendung zu sein.

Ergebnisse weiterer pharmakologischer Charakterisierungen

9) Bestimmung der antagonistischen Wirkung am NMDA-Rezeptor

Alle Zielverbindungen und Synthesevorstufen wurden auf ihre inhibitorische Aktivitat am
NMDA-Rezeptor in einem in vitro Assay (Exzitotoxizitdtsassay) am Lehrstuhl fir
Pharmazeutische Biologie der FSU Jena von Kai-Uwe Schmidtke und Heidemarie Graf aus
dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Thomas Winckler durchgeftihrt.

Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:
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10)

Monovalente p-Carboline zeigten im Grobscreening sehr schwache Aktivitdten
(> 90% Exzitotoxizitdt). Dabei unterschieden sich Tetrahydro-Derivate (1, 2),
vollsténdig aromatisierte (4) und in Position 2,6 und 9 substituierte -Carboline (9,
13, 14) nur in geringem Mal3e.

Bivalente, quartdre [(-Carboline (5, 11) zeigten abhédngig von der Kettenldnge im
Grobscreening hohe Aktivitaten (Exzitotoxizitéat z.T. < 10%). 11-9 zeigte die héchste
inhibitorische Aktivitat mit ICs-Werten von 1,4 uM an L12G10-Zellen bzw. 2,9 uM
an L13E6-Zellen. Da die Derivate 5 und 11 ab einem 6er Spacer hohe inhibitorische
Aktivitdten zeigten, scheint eine Bindung jeweils eines aromatischen Zentrums der
bivalenten Strukturen an je eine Bindungsstelle am NMDAR denkbar, deren
Abstand etwa 6 Atome betrégt.

Die partielle Reduktion der quartéren, bivalenten Derivate (5, 11) zu Tetrahydro-f-
Carbolinen (8,12) fiihrte zu einem nahezu vollstdndigem Aktivitétsverlust. Die
aromatischen, nicht quartdren Verbindungen 10 waren ebenfalls nur gering aktiv.
Ebenso fiihrte der Austausch eines oder beider aromatischer Trizyklen der
homobivalenten B-Carboline gegen Pyridin-Ringe (6, 7) zu einer Aktivitdtsabnahme.
Fir die Wechselwirkung der Derivate mit dem NMDAR ist offensichtlich ein gro3es
aromatisches Gertist, wie das [-Carbolin, essentiell.

Nahezu alle getesteten [-Carboline zeigten &hnliche inhibitorische Aktivitdten an
beiden Zellinien (L12G10 und L13E6). Es konnte somit keine signifikante Selektivitat
der Verbindungen fiir die verschiedenen Untereinheiten (NR1/NR2; NR1/NR3)

gefunden werden.

Etablierung eines Assays zur Untersuchung der AChE induzierten AB-Aggregation

=  Esistim Rahmen der zur Verfligung stehenden Zeit nicht gelungen, den Assay zur

Bestimmung der AChE-induzierten A-Aggregation zu etablieren. Dementsprechend

konnten auch keine Zielverbindungen auf ihre PAS-Inhibition hin untersucht werden.
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F Abstract

B-Carbolines are an interesting class of natural products, especially with respect to
Alzheimer's and Parkinson’s diseases. It is postulated that some B-carbolines are potential
neurotoxins, playing a role in the pathogenesis of Parkinson’s disease, whereas others are
considered as potential agents for the treatment of Alzheimer’s disease.

In this work, 40 B-carboline derivatives were synthesized and pharmacologically tested, in
order to assess their neurotoxic / neuroprotective effects. Moreover, their activities towards
cholinesterases and NMDA-receptor were examined.

The pathogenesis of Parkinson’s disease is characterized by a massive loss of dopaminergic
cells. Therefore some [B-carboline derivatives presumably physiologically occurring were
tested for their toxicity. The toxicity tests were carried out in a DAT (dopamine transporter)
dependent as well as an independent protocol, in an attempt to determine the specific toxicity
towards dopaminergic cells. The results showed no clear image. Since some 9-methylated [3-
carbolines showed neuroprotective effects, structurally similar target compounds were also
examined for their neuroprotective properties and the 9-fluoro-p-carboline (13-2F) was found
to possess the strongest ones.

Cholinesterases and NMDA-receptor are important therapeutic targets, as they enhance
cognitive skills. Cholinesterase and NMDA-receptor inhibitors are used in the treatment of
Alzheimer’s disease; NMDA-receptor inhibitors are additionally applied in the treatment of
Parkinson’s disease. Therefore, the inhibitory effect of all target compounds on
cholinesterases (AChE and BChE) was tested. Some derivatives showed higher activities
than the therapeutically used donepezil (ICso(AChE) 22 nM; I1Cso(BChE) 4150 nM) and
galantamine (ICso(AChE) 600 nM; ICso(BChE) 8400nM). Most of the compounds possessing
strong cholinesterase inhibitory properties also proved to be potent NMDA-receptor
inhibitors, showing an activity similar to memantine (ICso((NMDAR) 6 uM). The most
promising compound with respect to the three targets, was the N9-homobivalent 3-carboline
11-9; displaying an ICs, of 1 nM for AChE, an ICs, of 6 nM for BChE and an I1Cs, of 1 uM for
the NMDA receptor.

Before considering the therapeutic application of these potent B-carboline derivatives, their
ability to cross the blood brain barrier, and thus to reach their therapeutic targets, should first

be examined.
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G Experimenteller Teil

G.1 Experimenteller Teil, Synthesen

G.1.1 Allgemeine Angaben zu Materialien und Geraten

Diinnschichtchromatographie
DC-Alufolien, Kieselgel 60 F,s4 (Merck (Darmstadt, Deutschland))

Elementaranalyse
Vario EL Il (CHNOS Elementaranalysator) (Elementar Analysensysteme GmbH (Hanau,
Deutschland))

Die Messungen wurden am Institut fir Organische Chemie an der FSU Jena durchgefihrt.

Saulenchromatographie
Kieselgel 60 (Merck (Darmstadt, Deutschland))

Schmelzpunktbestimmung
Melting Point Apparatus (Gallenkamp (Loughborough, United Kingdom))
nicht korrigiert

Infrarotspektren
Thermo Nicolet Avatar 370 DTGS FTIR-Spectrometer (Therma Electron Corporation (USA))

Kernresonanzspektroskopie (‘H- und "*C-NMR-Spektren)
Avance 200, Avance 250, Avance 400 (Bruker Biopsin (Karlsruhe, Deutschland))

Die Messungen wurden am Institut fir Organische Chemie an der FSU Jena durchgefihrt.

Massenspektren (hochauflosende Masse)
TSQ Quantum AM Spectrometer (Therma Electron Corporation (Waltham, USA))

Die Messungen wurden am Hans-Kndll-Institut in Jena durchgefiihrt.

Molekularmassenbestimmung

Atomgewichtstabelle von 1962, bezogen auf '°C

Polarimeter

Polartronic E, 4-Filter (Firma Schmidt und Haensch (Berlin Deutschland))
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G.1.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

Synthese von N2-homobivalenten B-Carbolinen

Nach Musilek et al. werden 8,2 mmol B-Carbolin (4) zusammen mit 3,7 mmol o,w-
Dibromalkan in einem 100 ml Rundkolben mit 10 ml DMF bei 100°C unter Ruckfluf3 fir 4-6 h
erhitzt. Nach Abklhlen der Lésung auf Raumtemperatur (RT) werden 40 ml Aceton
zugegeben, wobei das entstandene Produkt ausgefallt wird. Die Suspension wird abfiltriert,
mit 100 ml Aceton gewaschen und der Rickstand im Vakuum getrocknet [Musilek et al.,
2006].

Synthese von N2-monovalenten 3-Carbolinen

Die Synthesen erfolgen nach der Standardvorschrift fur Quartarnisierungen von tertiaren
Aminen.

3,0 mmol tertidres B-Carbolin-Derivat werden in 100 ml Aceton gelést und mit drei- bis
funffachem molarem UberschulR an Methyliodid 24 h bei RT geriihrt. Anschlieend wird das
Methyliodid bei 50°C verdampft, der Niederschlag abfiltriert, mit Aceton gewaschen und der

Ruckstand im Vakuum getrocknet.

Synthese von N9-bivalenten 3-Carbolinen

Nach Yakuphanoglu et al. werden 3,0 mmol B-Carbolin (4) in 7,5 ml DMSO gel6st. Zu der
Lésung werden 85 mmol verriebenes Natriumhydroxid und 1,5 mmol o,®-Dibromalkan
gegeben und fir 4 h bei RT gerthrt. Anschlielend werden 10 ml Wasser zugegeben und die
Reaktionsmischung mit Chloroform extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
mit 10%iger Natriumhydroxid-Lésung gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und
eingedampft [Yakuphanoglu et al., 2007]. Der verbleibende Rickstand wird Uber Kieselgel
60 mit einer Mischung aus Chloroform und Methanol (12:1) s&ulenchromatographisch
gereinigt. Die organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, eingedampft

und der Ruckstand im Vakuum getrocknet.

Synthese von N9-monovalenten 3-Carbolinen

6,0 mmol B-Carbolin (4) werden in 10 ml getrocknetem DMF unter N,-Atmosphéare bei RT
geldst und anschlielfend auf 0°C gebracht. 14,86 mmol Natriumhydrid (60%ige Petroleum-
Suspension) werden zugegeben und bei RT fur 1 h gerthrt bis sich der entstandene
Niederschlag aufgelost hat. Die Losung wird auf -10°C abgekuhlt und 6,0 mmol Methyliodid
zugegeben, 15 min lang unter den Bedingungen geruhrt und anschlieRend bei RT Uber
Nacht weiter geruhrt. Das Methyliodid wird im Vakuum entfernt, 100 ml Wasser zur

Reaktionsldsung zugegeben und mit Chloroform extrahiert. Die vereinigten organischen
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Phasen werden mehrmals mit Wasser gewaschen und mit 2N Salzsaure extrahiert. Die
Salzsaure-Phasen werden vereinigt und im Schwerphasenextraktor mit Chloroform zwei
Tage lang extrahiert. Die Chloroformphase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet,

eingedampft und der Rickstand im Vakuum getrocknet [Hamann et al., 2008].

Partielle Reduktion von quartaren homobivalenten B-Carbolinen

0,35 mmol B-Carbolin-2-ium-Derivate werden in 50 ml Methanol unter N,-Atmosphéare bei RT
geldst. Die Lésung wird langsam mit 0,50 g Natriumborhydrid versetzt und fur 2-4 Stunden
gerihrt. Das organische Ldsungsmittel wird vorsichtig verdampft, 10 ml Wasser zum
Ruckstand gegeben und die walrige Phase mit Dichlormethan extrahiert. Anschliel3end
werden die organischen Phasen vereinigt, Uber Magnesiumsulfat getrocknet, eingedampft

und der Ruckstand im Vakuum getrocknet.
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G.1.3 Monographien
rac-1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-f-carbolin (1)

1,00 g (5,08 mmol) Tryptamin werden in 50 ml Dichlormethan gel6ést und tropfenweise mit
etherischer Salzsaure versetzt. Das entstandene Tryptamin-Hydrochlorid wird abfiltriert, mit
Dichlormethan gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Nach Bobbitt und Willis [Bobbitt et al., 1980] werden 1,00 g (5,08 mmol) Tryptamin-
Hydrochlorid in 15 ml einer 1:1 Mischung aus Wasser und Methanol gelést und mit 0,57 g
Brenztraubensaure versetzt. Die Losung wird fir 12 h bei RT unter No-Atmosphare gerihrt.
Der entstandene Niederschlag wird abfiltriert, mit Wasser gewaschen und in 17 ml
siedendem Wasser suspendiert. Anschliefend wird tropfenweise konz. Salzsaure
zugegeben bis alles geldst ist und fur 15 bis 30 min zum Sieden erhitzt. Die erkaltete Losung
wird mit Natriumhydroxid auf pH 12 eingestellt und mit Chloroform extrahiert. Die
organischen Phasen werden vereinigt, Uber Magnesiumsulfat getrocknet, eingedampft und
der Rickstand im Vakuum getrocknet.

MG: C12H14N, (186,25g/mol) 6 S 4,
Ausbeute: 1,5 g (74%), beiges Pulver 7 \ N
Rf: 0,06 (FM Chloroform/Methanol (9:1) + 1 Tr. NH3) ’ N ICHS
Smp.: 136-138°C, Lit.: 179-180°C [Menshikov et al., 1950]

'H-NMR: 250 MHz in [D¢]-DMSO

o [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.34-1.37 d(J=6.7 Hz) 3 CHs
2.55-2.67 m 2 aliph.,H4
2.77-2.87 m 1 aliph.,H3
3.10-3.19 m 1 aliph.,H3
3.96-4.04 q(J=6.5Hz) 1 aliph., H1
6.89-6.95 t (J=6.3Hz) 1 arom., H6
6.96-7.02 dt (/=1.0,7.1 Hz) 1 arom., H7
7.25-7.28 d(J=7.7 Hz) 1 arom., H8
7.32-7.35 d(J=7.5Hz) 1 arom., H5

10.66 s 1 NH

*C-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO

S [ppm] Zuordnung S [opm] Zuordnung
21.01 CH; 117.80 arom.
22.87 aliph., C4 118.56 arom.
42.69 aliph., C3 120.64 arom.
48.31 aliph., C1 127.55 arom.
107.17 arom. 135.99 arom.
111.24 arom. 138.82 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3284, 3139, 3047, 2936, 1454, 1157, 1119, 742
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Racemattrennung von 1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-f-carbolin (rac1)

Die Trennung der Enantiomere erfolgt {iber eine praparative HPLC an der Chiracel® OD-
Saule.

HPLC-System: HPLC-Pumpe Labomatic-HD-200 (Labomatic, Alschwil, CH), UV/VIS-
Filterphotometer (Knauer, Berlin) mit 220 nm Filter, Thermostat julabo F12 (julabo),
Schreiber Chromatopac C-6A (Shimadzu, Duisburg), 10 ml Probenaufgabenschleife, 6-
Kanalschaltventil (manuell) zur Fraktionssammlung

Stationdre Phase: Chiralcel® OD-S&ule (50 x 5 cm) mit Kiihimantel (Daicel Chemical
Industries, Tokio)

Trennbedingungen: Mobile Phase n-Hexan/Isopropanol 90/10, 35°C, FluRrate: variabel von
260 ml/min

Pro Lauf werden 50-100 mg in 10 ml Isopropanol gel6st. Nach 3 Laufen mit 50 mg, 61 mg
und 50 mg Racemat werden 68 mg des R-Enantiomers und 140 mg des S-Enantiomers
erhalten.

Die Racemattrennung wird mittels analytischer HPLC unter den folgenden Bedingungen
erreicht:

HPLC-System: Systemcontroller SCL10-Avp, Autoinjektor SIL-10A, UV- Detektor SPD-10A,
2 Pumpen LC-10A, PC-gestitzte Steuerung und Auswertung mit der Software CLASS-VP
5.03 (Shimadzu, Duisburg), Saulenofen Jetstream plus (Jasco, Grof3-Umstadt)

Stationdre Phase: Chiralcel® OD-S&ule [Cellulose-tris-(3,5-dimethylphenylcarbamat)] auf
Kieselgel (10 um), 250 x 4,6 mm (Daicel Chemical Industries, Tokio und von Prof.
Chankvetadze, Minster, zu Testzwecken Uberlassen)

Trennbedingungen: Mobile Phase n-Hexan/Isopropanol 90/10 mit 0,1% Diethylamin, 35°C,
FluBrate: 1,4 ml/min, Injektion 20 ul der Pruflésung

R-(+)-1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolin (R1)

[0]®°s + 61 (5 mg/ml, Ethanol), e.e. 100% aY
Lit.: [o]*°% + 53 (2 g/ml, Ethanol) [Lee et al., 1994] ‘. CH,
H

Retentionszeit 19 min
Smp.: 136°C, Lit.: 70-75°C [Lee et al., 1994]

S-(-)-1-Methyl-1,2,3 4-tetrahydro-B-carbolin (S1)

[0]°, - 52 (5 mg/ml, Ethanol), e.e. 96% W‘H
Lit.: [0]*% - 41 (2 g/ml, Ethanol), e.e. 79% 7~CH;,
[Yamada et al., 1983] "

Lit.: [o]®p - 52 (2 g/ml, Ethanol), e.e. 79% [Akimoto et al., 1974]

Retentionszeit 26 min
Smp.: 138°C, Lit.: 149-168°C [Yamada et al., 1983] ; Lit.: 177°C [Akimoto et al., 1974]
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R-(+)-1,2,2-Trimethyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolin (R2)

0,40 mg (0,20 mmol) R-(+)-1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-9H-B-carbolin (R1) werden in 10 ml
Acetonitril gelést. 0,03 ml (0,20 mmol) Diisopropylethylamin (Hinig-Base) und 0,03 ml (0,40
mmol) Methyliodid werden zugesetzt und die Mischung flir 3 Tage bei RT unter No-
Atmosphare gerlhrt. Die Losungsmittel werden vollstandig verdampft, der Rickstand in 0,5
ml Acetonitril geldést und tropfenweise Ether zugegeben, bis ein Niederschlag entsteht.
Dieser wird abfiltriert, mit Ether gewaschen und im Vakuum getrocknet.

MG: C14H19|N2 (342,22 g/mol)

Ausbeute: 0,03 g (43%), ockerfarbene Kristalle Q‘Q\N\/cm
/' “CH

Smp.: 220-223°C, Lit.: 228°C [Barger et al., 1938] N -'E:Hg 3@

"H-NMR: 250 MHz in MeOD

S [opm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.81-1.84 d(J=6.7 Hz) 3 CHCH3
3.10 m 5 N*CHa; aliph., H4
3.34 s 3 N*CH,
3.74-3.96 m 2 aliph., H3
4.97-5.05 q(J=6.7 Hz) 1 aliph., H1
7.05-7.11 dt (J=1.1,8.0 Hz) 1 arom., H6
7.14-7.21 dt (J=1.2,8.2 Hz) 1 arom., H7
7.37-7.41 d(J=8.2Hz) 1 arom., H5
7.49-7.52 d(J=7.9Hz) 1 arom., H8
3C-NMR: 250 MHz in MeOD
S [opm] Zuordnung S [opm] Zuordnung
12.73 CHCH3 110.55 arom.
16.77 aliph., C4 117.35 arom.
44.05 N*CHs 118.86 arom.
50.41 N*CH, 121.78 arom.
60.23 aliph., C3 125.01 arom.
65.23 aliph., C1 127.92 arom.
103.06 arom. 136.65 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3199, 3006, 2971, 2857, 1619, 1568, 1461, 1315, 1242, 916, 758

Elementaranalyse:

C [%] H [%] N [%]
gemessen 48,66 5,50 7,71
berechnet fir Cq4H19IN, x 1/6 H,O 48,71 5,64 8,11
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1,2,3,4-Tetrahydro-B-carbolin (3)

Nach Ho und Walker [Ho et al., 1988] werden 5,90 g (30,0 mmol) Tryptamin-Hydrochlorid in
95 ml Wasser unter leichtem Erwarmen geldst und nach dem Abkuhlen der L6sung mit einer
Glyoxalsaure-Lésung (3,49 g (38,0 mmol) Glyoxalsaure in 8,0 ml Wasser) versetzt.
AnschlieBend wird eine eisgekuhlte Kaliumhydroxid-Losung (1,65 g (29,4 mmol) KOH in
8,0 ml Wasser) zugegeben und eine Stunde bei RT gerihrt. Der Niederschlag wird abfiltriert
und mit 20 ml Wasser gewaschen. Der Filterkuchen wird nun in 56 ml Wasser
aufgenommen, 8 ml konz. Salzsdure zugegeben und flir 30 min zum Sieden erhitzt.
Anschlielend werden weitere 8 ml konz. Salzsdure zugegeben und 15 min zum Sieden
erhitzt. Nach dem Abkuihlen auf RT wird der entstandene Niederschlag abfiltriert und mit 8 ml
Wasser gewaschen. Dieser wird in 95 ml Wasser geldst, auf 55°C erhitzt und der pH-Wert
mit 20%iger Kaliumhydroxid-Losung auf 12 eingestellt. Nach Abklhlen der Lésung auf RT
wird der entstandene Niederschlag abfiltriert, mit 80 ml Wasser gewaschen und im Vakuum
getrocknet.

MG: C141H12N2 (172,23g/mol) 6 .
Ausbeute: 1,8 g (35%), beiges Pulver 7 \ NH
Rf: 0,30 (FM Chloroform/Methanol (9:1) + 1 Tr. NH3) ¢ N !
Smp.: 207°C, Lit.: 204-205°C [Ho et al., 1988]

'H-NMR: 250 MHz in [D¢]-DMSO

S [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
2.56-2.60 t(J=5.6 Hz) 2 aliph., H4
2.95-2.99 t(J=5.7 Hz) 2 aliph., H3

3.88 s 2 aliph., H1
6.88-7.02 m 2 arom.
7.24-7.27 d(J=7.5Hz) 1 arom.
7.32-7.35 d(J=7.5Hz) 1 arom.

10.64 S 1 NH

*C-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO

S [ppm] Zuordnung S [ppm] Zuordnung
22.65 aliph., C4 118.53 arom.
43.11 aliph., C3 120.58 arom.
43.84 aliph., C1 127.72 arom.
107.37 arom. 134.67 arom.
111.19 arom. 135.94 arom.
117.56 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3288, 3063, 2939, 2876, 2822, 2743, 1591, 1477-1432, 1214, 793
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B-Carbolin (4)

1,3 g (10,4 mmol) 3 werden in 65 ml Cumol gelést und mit 0,52 g Palladium/Kohle (10%
Palladium) versetzt. Die Mischung wird unter No-Atmosphare unter Rickflu@ zum Sieden
erhitzt. Mittels DC wird der Verlauf der Reaktion kontrolliert. Bei vollstandiger Umsetzung von
3 wird zu dem Ansatz 30 ml Ethanol gegeben, nochmals unter Ruckflud zum Sieden erhitzt
und heil3 filtriert. Es wird mit 100 ml heiRem Ethanol nachgewaschen. AnschlieRend werden
die organischen Phasen vereinigt, eingedampft und der Rickstand in Toluol umkristallisiert.

MG: C11H12N2 (168,20 g/mol) ~
Ausbeute: 1,8 g (35%), weille Kristalle \ N
Rf: 0,29 (FM Chloroform/Methanol (9:1) + 1 Tr. NH3) H
Smp.: 198-200°C, Lit.: 198-200 °C [Speitel et al., 1949]
'H-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
o [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
7.20-7.26 dt (J=1.3,8.0 Hz) 1 arom.,H6
7.49-7.57 m 2 arom., H7,H8
8.07-8.10 d(J=5.2Hz) 1 arom., H4
8.20-8.24 d(J=7.8Hz) 1 arom., H5
8.32-8.34 d(J=5.2Hz) 1 arom., H3
9.25 S 1 arom., H1
11.59 s 1 NH
®C-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
O [ppm] Zuordnung d [ppm] Zuordnung
112.39 arom. 128.55 arom.
115.08 arom. 134.47 arom.
119.69 arom. 136.44 arom.
121.05 arom. 138.55 arom.
122.21 arom. 140.99 arom.
127.90 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3128, 3044, 2938, 2856, 2739, 2658, 1627, 1503, 1449, 1244, 733,
624
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2-[2-(B-Carbolin-2-ium-2-yl)ethyl]-B-carbolin-2-iumdibromid (5-2)

1,38 g (8,2 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, mit 0,70 g
(3,7 mmol) 1,2-Dibromethan in 10 ml DMF umgesetzt.

MG: CQ4H2()BI'2N4 (524,269/mo|) 6_2 43 r g
J \ (Y
Ausbeute: 0,81 g (42%), gelbes Pulver 7 I \__ M%T
Smp.: 326°C N K T
2 Br
'H-NMR: 400 MHz in [Dg]-DMSO + Trifluoressigséure
S [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
5.50 s 4 2xN*CH,
7.44-7.48 mc 2 arom., H6,H®’
7.82-7.83 m (J = 3.7 Hz) 4 arom., H7 ,H7’,H8,H8’
8.48-8.49 d(J=28.1Hz) 2 arom., H5,H5’
8.53-8.54 d(J=6.3 Hz) 2 arom., H4,H4’
8.75-8.77 d(J=6.4Hz) 2 arom., H3,H3’
9.46 S 2 arom., H1,HT’
12.94 s 2 2xNH
3C-NMR: 400 MHz in [Dg]-DMSO + Trifluoressigséure
d [ppm] Zuordnung d [ppm] Zuordnung
60.50 2xN*CH, 124.09 arom.
113.48 arom. 130.53 arom.
114.03 arom. 132.78 arom.
118.34 arom. 133.17 arom.
119.62 arom. 135.34 arom.
122.20 arom. 144.72 arom.
IR-Daten (KBr, cm™): 3411, 3038-2971, 2914, 1648, 1520, 1340, 1261, 729, 609
Elementaranalyse:
C [%] H [%] N [%]
gemessen 54,80 4,07 10,45
berechnet fur CosH20BroN4 54,99 3,85 10,69
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2-[3-(B-Carbolin-2-ium-2-yl)propyl]-B-carbolin-2-iumdibromid (5-3)

1,38 g (8,2 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, mit 0,75 g
(3,7 mmol) 1,3-Dibrompropan in 10 ml DMF umgesetzt.

MG:

Cz5HZZBr2N4 (538,28 g/mol)

Ausbeute: 1,73 g (87%), gelbes Pulver

Smp.:

265-267°C,

7 \N/\/\@\
-~ /@ \/

Lit.: (C25H22BrCIN,) 265-270°C [Agarwal et al., 1987]

'H-NMR: 250 MHz in [D¢]-DMSO

H

2 Bre

o [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
2.81-2.87 t(J=6.9 Hz) 2 N*CH,CH,
4.93-4.98 t(J=6.9 Hz) 4 2xN*CH,
7.38-7.49 mc 2 arom., H6,H6’
7.78-7.80 d (J=3.5Hz) 4 arom., H7,H7’,H8,H8’
8.47-8.50 d(J=8.2Hz) 2 arom., H5,H5’
8.79-8.81 d(J=6.5Hz) 2 arom., H4,H4’
8.85-8.87 d(J=6.5Hz) 2 arom., H3,H3’

9.53 S 2 arom., H1,HT1’

12.91 s 2 2xNH

®C-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO

O [ppm] Zuordnung d [ppm] Zuordnung
33.31 N*CH,CH, 130.19 arom.
57.84 2xN*CH, 132.47 arom.
113.44 arom. 132.81 arom.
118.42 arom. 133.05 arom.
120.44 arom. 135.32 arom.
122.05 arom. 144 .51 arom.
124.02 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3056, 1644, 1494, 1337, 1254, 1140, 757, 728, 596, 418

Elementaranalyse:

C [%] H [%] N [%]
gemessen 53,63 4,64 10,07
berechnet flr C,5H2,BroNs x 1H,O 53,98 4,35 10,07
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2-[4-(B-Carbolin-2-ium-2-yl)butyl]-B-carbolin-2-iumdibromid (5-4)

1,38 g (8,2 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, mit 0,78 g
(3,7 mmol) 1,4-Dibrombutan in 10 ml DMF umgesetzt.

MG: 026H24BI'2N4 (552,31 g/mol) ®,/~
Ausbeute: 1,82 g (89%), gelbes Pulver J 4 \N\/\/\ \
Smp.: 320-322°C N 55O

'H-NMR: 250 MHz in [D¢]-DMSO

S [opm] Multiplizitat Integration Zuordnung
2.07 S 4 2xN*CH,CH,
4.84 s 4 2xN*CH,
7.39-7.50 mc 2 arom., H6,H®&’
7.75-7.81 m 4 arom., H7,H7’,H8,H8’
8.48-8.51 d(J=8.0Hz) 2 arom., H5H5’
8.74-8.77 dd (J=0.6, 6.3 Hz) 2 arom., H4,H4’
8.82-8.85 d(J=6.5Hz) 2 arom., H3,H3’
9.50 S 2 arom., H1,H?1’
12.86 s 2 2xNH

BC-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO

d [ppm] Zuordnung d [ppm] Zuordnung
33.31 2xN*CH,CH, 130.19 arom.
57.84 2xN*CH, 132.47 arom.
113.44 arom. 132.81 arom.
118.42 arom. 133.05 arom.
120.44 arom. 135.32 arom.
122.05 arom. 144 .51 arom.
124.02 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3031, 2911, 1644, 1473, 1340, 1258, 770, 729

Elementaranalyse:

C [%] H [%] N [%]
gemessen 55,63 4,49 9,98
berechnet fur C26H24Br2N4 X 1/2H20 55,82 4,29 10,03
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2-[5-(B-Carbolin-2-ium-2-yl)pentyl]-B-carbolin-2-iumdibromid (5-5)

1,38 g (8,2 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, mit 0,85 g
(3,7 mmol) 1,5-Dibrompentan umgesetzt.

MG: Ca7H26BroN, (566,34 g/mol) “ N@\/\/\/® Z~N g0
Ausbeute: 1,61 g (77%), gelbes Pulver :
Smp.: 236-240°C, Lit.: 241-242°C [Gray et al., 1954]
'H-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
S [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.32-1.38 mc 2 N*CH,CH,CH,
2.06 s 4 2XN*CH,CH,
4.76-4.82 t(J=7.1Hz) 4 2xN*CH,
7.38-7.49 mc 2 arom., H6,H6’
7.75-7.83 m 4 arom., H7,H7’,H8,H8
8.47-8.50 d(J=8.0Hz) 2 arom., H5H5’
8.78-8.81 dd (J=6.5, 1.0 Hz) 2 arom., H4,H4’
8.84-8.86 d (J=6.5Hz) 2 arom., H3,H3’
9.54 S 2 arom., H1,H?1’
12.89 s 2 2xNH
BC-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
O [ppm] Zuordnung 4 [ppm] Zuordnung
22.45 N*CH,CH,CH, 124.04 arom.
36.24 2xN*CH,CH, 130.00 arom.
60.37 2xN*CH, 132.40 arom.
113.46 arom. 132.64 arom.
118.33 arom. 133.04 arom.
119.58 arom. 135.28 arom.
122.02 arom. 144 .47 arom.
IR-Daten (KBr, cm™): 3386, 3009, 1644, 1502, 1331, 1255, 733
Elementaranalyse:
C [%] H [%] N [%]
gemessen 55,10 5,10 9,82
berechnet fur C27stBr2N4 X 1H20 55,50 4,83 9,59
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2-[6-(B-Carbolin-2-ium-2-yl)hexyl]-B-carbolin-2-iumdibromid (5-6)

0,69 g (4,1 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, mit 0,45 g
(1,9 mmol) 1,6-Dibromhexan in 5 ml DMF umgesetzt.

MG: ngHngT2N4 (580,37 g/mol)
Ausbeute: 0,77 g (71%), gelbes Pulver
Smp.: 272-274°C

'H-NMR: 250 MHz in [D¢]-DMSO

S [opm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.40 S 4 2xN*CH,CH,CH,
2.02 s 4 2xN*CH,CH,

4.75-4.80 t(J=7.3Hz) 4 2xN*CH,

7.43-7.48 mc 2 arom.,H6,H6’

7.80-7.82 d (J=5.3 Hz) 4 arom., H7 ,H7’,H8,H8’

8.50-8.52 d(J=8.1Hz) 2 arom., H5,H5’

8.78-8.80 dd (/=1.0,4.0 Hz) 2 arom., H4,H4’

8.85-8.84 d (J= 4.0Hz) 2 arom., H3,H3’
9.53 S 2 arom., H1,HT’
12.86 s 2 2xNH

®C-NMR: 400 MHz in [Dg]-DMSO

S [ppm] Zuordnung d [ppm] Zuordnung
22.42 2xN*CH,CH,CH, 124.06 arom.
31.42 2XN*CH,CH, 130.02 arom.
60.72 2xN*CH, 132.42 arom.
112.44 arom. 132.69 arom.
118.33 arom. 133.04 arom.
119.65 arom. 135.36 arom.
122.05 arom. 144 .52 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 2930, 2854, 2767, 2749, 1635, 1515, 1334, 1261, 729

Elementaranalyse:

C [%] H [%] N [%]
gemessen 56,74 4,92 9,52
berechnet flir CogH2gBroN4 x 2/3 H,O 56,77 4,99 9,46
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2-[7-(B-Carbolin-2-ium-2-yl)heptyl]-B-carbolin-2-iumdibromid (5-7)

0,50 g (3,0 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, mit 0,35 g
(1,4 mmol) 1,7-Dibromheptan in 7,5 ml DMF umgesetzt.

MG: CaoH30BraN4 (594,38 g/mol)
Ausbeute: 0,75 g (93%), gelbes Pulver
Smp.: 294-296°C

'H-NMR: 250 MHz in [D¢]-DMSO

o [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.34 m 6 N+(CH2)2(Cﬂ2)3(CH2)2N+
1.98 S 4 2xN*CH,CH,
4.73-4.78 t(J=7.08 Hz) 4 2xN*CH,
7.40-7.47 mc 2 arom., H6,H®&’
7.80 S 4 arom., H7,H7’,H8,H8’
8.48-8.51 d(J=8.0Hz) 2 arom., H5,H5’
8.76-8.79 d (J=6.5Hz) 2 arom., H4,H4’
8.83-8.85 d (J= 6.5H2) 2 arom., H3,H3’
9.52 [ 2 arom., H1,HT1’
12.87 S 2 2xNH
®C-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
o [ppm] Zuordnung 4 [ppm] Zuordnung
25.68 N*(CH,)2(CH2)3(CH,), N* 124.04 arom.
31.54 2XN*CH,CH, 129.96 arom.
60.77 2xN*CH, 132.37 arom.
113.46 arom. 132.64 arom.
118.33 arom. 133.00 arom.
119.61 arom. 135.33 arom.
122.00 arom. 144 .47 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3395, 3050, 2933, 2854, 1648, 1518-1448, 1337, 1255, 1141, 729

Elementaranalyse:

C [%] H [%] N [%]
gemessen 57.02 5.58 9.47
berechnet flir CogH30BraN4 x 1 H,O 56.88 5.27 9.15
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2-[8-(B-Carbolin-2-ium-2-yl)octyl]-B-carbolin-2-iumdibromid (5-8)

1,38 g (8,2 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, mit 1,01 g

(3,7 mmol) 1,8-Dibromoctan in 10 ml DMF umgesetzt.

MG:

CgoH3zBr2N4 (608,41 g/mol)

Ausbeute: 2,2 g (98%), gelbes Pulver

Smp.:

294-296°C

'H-NMR: 250 MHz in [D¢]-DMSO

o [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.30 S 8 N"(CHa)2(CHa)4(CH2),N"
1.97 S 4 2xN*CH,CH,
4.69-4.75 t(J=7.3Hz) 4 2xN*CH,
7.39-7.50 mc 2 arom., H6,H6’
7.75-7.83 m 4 arom., H7,H7’,H8,H8’
8.48-8.51 d(J=8,0Hz) 2 arom., H5,H5’
8.72-8.75 dd (J=1.0, 6.5 Hz) 2 arom., H4,H4’
8.81-8.84 d(J= 6.3 Hz) 2 arom., H3,H3’
9.47 S 2 arom., H1,HT’
12.83 s 2 2xNH
*C-NMR: 200 MHz in [Dg]-DMSO
S [ppm] Zuordnung S [opm] Zuordnung
25.91 N*(CH,)3(CH>)2(CH3)sN* 124.03 arom.
28.75 2xN*CH,CH,CH, 129.94 arom.
31.65 2xN*CH,CH, 132.42 arom.
60.86 2xN*CH, 132.65 arom.
113.47 arom. 132.97 arom.
118.31 arom. 135.35 arom.
119.61 arom. 144 .47 arom.
122.05 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 2920, 2851, 1641, 1499, 1337, 1255, 1144, 758-729, 631, 422

Elementaranalyse:

C [%] H [%] N [%]
gemessen 57,56 5,61 8,70
berechnet fur C30H3zBr2N4 x 1 Hzo 57,52 5,47 8,94
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2-[9-(B-Carbolin-2-ium-2-yl)nonyl]-B-carbolin-2-iumdibromid (5-9)

0,50 g (3,0 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, mit 0,39 g
(1,35 mmol) 1,9-Dibromnonan in 7,5 ml DMF umgesetzt.

MG: Cg1H34Br2N4 (622,44 g/mol)
Ausbeute: 0,74 g (98%), x
gelbes Pulver / ‘ P
{ \N@\/\/\/\/\/@ H
Smp.: 304°C ~
H 28r°
'H-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
O [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.27 s 10 N*(CH,)2(CH,)s5(CH2),N*
1.96 s 4 2xN*CH,CH,
4.71-4.77 t(J=7.1Hz) 4 2xN*CH,
7.40-7.46 mc 2 arom., H6,H6’
7.78-7.80 m 4 arom., H7,H7’,H8,H8’
8.48-8.51 d(J=8,0Hz) 2 arom., H5,H5’
8.75-8.77 d(J=6.5Hz) 2 arom., H4,H4’
8.83-8.85 d(J=6.3 Hz) 2 arom., H3,H3’
9.51 S 2 arom., H1,HT’
12.86 s 2 2xNH
BC-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
S [ppm] Zuordnung S [opm] Zuordnung
25.91 N*(CH,)4CH(CH,),N* 122.00 arom.
28.79 2xN*(CH,)3CH, 124.04 arom.
29.05 2xN*(CH,),CH, 129.95 arom.
31.68 2xN*CH,CH, 132.36 arom.
60.83 2xN*CH, 132.62 arom.
113.45 arom. 132.99 arom.
118.34 arom. 135.32 arom.
119.61 arom. 144.46 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3053, 2917, 2848, 1641, 1499, 1337, 1258, 1138, 1258, 1138, 865,
783-764, 729,631, 590

Elementaranalyse:

C [%] H [%] N [%]
gemessen 59,04 5,52 9,01
berechnet flr C31H34BroN4 x 1/2 H,O 58,97 5,59 8,87
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2-[10-(B-Carbolin-2-ium-2-yl)decyl]-B-carbolin-2-iumdibromid (5-10)

1,38 g (8,2 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, mit 1,11 g

(3,7 mmol) 1,10-Dibromdecan in 10 ml DMF umgesetzt.

MG:

C32H3GBI'2N4 (636,46 g/mol)

Ausbeute: 2,18 g (93%), gelbes Pulver

Smp.:

285-287°C

'H-NMR: 250 MHz in [D¢]-DMSO

S [opm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.26 S 12 N*(CH,)2(CH,)s(CHz).N*
1.95 s 4 2xN*CH,CH,
4.70-4.75 t(J=14.5Hz) 4 2XN*CH,
7.41-7.47 mc 2 arom.,H6,HE’
7.75-7.82 m 4 arom., H7,H7’,H8,H8’
8.48-8.52 d (J=8.2 Hz) 2 arom., H5,H5’
8.73-8.76 d(J=1.0,6.5Hz) 2 arom., H4,H4’
8.82-8.85 d(J=6.5Hz) 2 arom., H3,H3’
9.49 S 2 arom., H1,H1’
12.85 s 2 2xNH
BC-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
O [ppm] Zuordnung d [ppm] Zuordnung
25.96 N-"(CH2)4(QH2)2(CH2)4N+ 122.02 arom.
28.87 2xN*(CH;)3CH, 124.04 arom.
29.17 2xN*(CH,),CH, 129.95 arom.
31.69 2xN*CH,CH, 132.39 arom.
60.87 2xN*CH, 132.63 arom.
113.46 arom. 132.99 arom.
118.33 arom. 135.34 arom.
119.61 arom. 144 .46 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3424, 3063-2857, 1641, 1518, 1499, 1337, 1258, 1140, 739, 631

Elementaranalyse:

C [%] H [%] N [%]
gemessen 58,39 5,98 8,57
berechnet flir Cs,H3sBroNg x 1 H,O 58,73 5,85 8,56
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2-[11-(B-Carbolin-2-ium-2-yl)undecyl]-B-carbolin-2-iumdibromid (5-11)

0,50 g (3,0 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, mit 0,42 g
(1,4 mmol) 1,11-Dibromundecan in 7,5 ml DMF umgesetzt.
N

=
Z ® I
/ \N@\/\/\/\/\/\/ N
N ~ 28°
MG: C33H3gBr2N4 (650,49 g/mol)
Ausbeute: 0,77 g (87%), gelbes Pulver
Smp.: 284-286°C
'H-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
S [opm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.19-1.25 d (J=15.1 Hz) 14 N*(CH,)2(CH,)7(CH2),N*
1.95 S 4 2xN*CH,CH,
4.71-4.77 t(J=7.1Hz) 4 2xN*CH,
7.41-7.47 mc 2 arom., H6,H®&’
7.75-7.80 m 4 arom., H7,H7’,H8,H8’
8.49-8.52 d(J=7.8Hz) 2 arom., H5,H5’
8.75-8.78 d(J=6.5Hz) 2 arom., H4 H4’
8.83-8.86 d(J=6.3 Hz) 2 arom., H3,H3’
9.51 S 2 arom., H1,H1’
12.87 s 2 2xNH
BC-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
d [ppm] Zuordnung d [ppm] Zuordnung
25.95 N-"(CH2)4(QH2)3(CH2)4N+ 122.00 arom.
28.88 2xN*(CH;)3CH, 124.05 arom.
29.21 2xN*(CH,),CH, 129.96 arom.
31.70 2xN*CH,CH, 132.36 arom.
60.85 2xN*CH, 132.64 arom.
113.46 arom. 133.00 arom.
118.34 arom. 135.33 arom.
119.62 arom. 144.48 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 2917, 2848, 2756, 2654, 1638, 1613-1451, 1337, 1255, 1144, 865,
777-732, 625, 590

Elementaranalyse:

C [%] H [%] N [%]
gemessen 59,98 6,09 8,47

berechnet flir Cs3H3gBroNg x 1/2 H,O 60,10 5,96 8,50
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2-[12-(B-Carbolin-2-ium-2-yl)dodecyl]-B-carbolin-2-iumdibromid (5-12)

0,40 g (2,4 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, mit 0,35 g
(1,1 mmol) 1,12-Dibromdodecan in 5 ml DMF umgesetzt.

~
\
—N
4 ~ \N@\/\/\/\/\N@ ;
N = 28°
MG: C34H4oBr2N4 (664,52 g/mol)
Ausbeute: 0,62 g (86%), gelbes Pulver
Smp.: 295°C
'H-NMR: 400 MHz in [Dg]-DMSO
S [opm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.20-1.27 d (J=30.2 Hz) 16 N*(CH,)2(CH>)s(CH;).N*
1.97 S 4 2xN*CH,CH,
4.72-4.76 t(J=7.2Hz) 4 2xN*CH,
7.44-7.47 m 2 arom.,H6,H6’
7.78-7.83 m 4 arom., H7,H7’,H8,H8’
8.50-8.52 d(J=8.1Hz) 2 arom., H5,H5’
8.75-8.77 d(J=6.4 Hz) 2 arom., H4,H4’
8.84-8.85 d(J=6.4Hz) 2 arom., H3,H3’
9.49 S 2 arom., H1,HT’
12.84 s 2 2xNH
3C-NMR: 400 MHz in [Dg]-DMSO
d [ppm] Zuordnung d [ppm] Zuordnung
25.97 N-"(CH2)4(QH2)2(CH2)4N+ 122.04 arom.
28.91 2xN*(CH;)3CH, 124.05 arom.
29.29 2xN*(CH,),CH, 129.98 arom.
31.69 2xN*CH,CH, 132.40 arom.
60.91 2xN*CH, 132.68 arom.
113.49 arom. 133.02 arom.
118.34 arom. 135.38 arom.
119.65 arom. 144.51 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 2920, 2848, 2759, 2654, 1638, 1496, 1331, 1258, 1141, 867, 777-

745, 631
Elementaranalyse:
C [%] H [%] N [%]
gemessen 61,23 6,10 8,25
berechnet flr CssH4oBroN4 61,45 6,07 8,43
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6-Methoxy-1,2,3,4-tetrahydro-f-carbolin (27)

Die Synthese erfolgt unter den gleichen Bedingungen wie bei 1,2,3,4-Tetrahydro-B-carbolin
(3) (siehe S. 122) beschrieben. 5,0 g (22 mmol) 5-Methoxytryptamin-Hydrochlorid werden als
Edukt eingesetzt.

MG: C12H14N20 (202,25 g/mol) Hio—O)

Ausbeute: 3,0 g (66%), grin-graues Pulver

Rf: 0,05 (FM Chloroform/Methanol (9:1) + 1 Tr. NH3) W\NH
Smp.: 217°C, Lit.: 220-223 °C [Pachter et al., 1961] "

"H-NMR: 250 MHz in MeOD

S [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
3.05-3.10 t(J=6.1Hz) 2 aliph.,H4
3.58-3.62 t(J=6.2 Hz) 2 aliph.,H3

3.84 s 3 OCH;

4.44 s 2 aliph., H1
6.80-6.84 dd (J=2.5,8.8 Hz) 1 arom., H7
6.99-7.00 d(J=2.3Hz) 1 arom., H5
7.24-7.28 d(J=8.8 Hz) 1 arom., H8

BC-NMR: 250 MHz in MeOD

O [ppm] Zuordnung 4 [ppm] Zuordnung
19.53 aliph., C4 112.97 arom.
42.35 aliph., C3 113.32 arom.
43.81 aliph., C1 126.97 arom.
56.23 OCH; 127.90 arom.
101.06 arom. 133.29 arom.
106.78 arom. 155.55 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3291, 3148, 3053, 2936, 2825, 2743, 1591, 1480-1429, 1214, 793

6-Methoxy-B-carbolin (4MeO)

Die Synthese erfolgt unter den gleichen Bedingungen wie fiir B-Carbolin (4) beschrieben.
Dabei werden 1,0 g (50 mmol) 6-Methoxy-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolin (27) als
Ausgangsmaterial eingesetzt.

MG: C12H10N20 (198,22 g/mol)
(@]

Ausbeute: 0,5 g (50%), hellbraune Nadeln HaC— -
Rf: 0,64 (FM Methanol + 1 Tr. NH3) \ N

Smp.: 200°C, Lit.: 206-207°C [Ho et al., 1970] H
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'H-NMR: 200 MHz in [D¢]-DMSO

S [opm] Multiplizitat Integration Zuordnung
3.85 S 3 OCH;
7.15-7.21 dd (J=2.5,8.9 Hz) 1 arom., H7
7.48-7.53 d(J=8.8 Hz) 1 arom., H8
7.77-7.78 d(J=2.6 Hz) 1 arom., H5
8.05-8.08 d(J=5.4Hz) 1 arom., H4
8.27-8.30 d(J=5.2Hz) 1 arom., H3
8.87 d(J=0.8 Hz) 1 arom., H1
11.40 s 1 NH
BC-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
S [opm] Zuordnung S [opm] Zuordnung
55.54 OCH; 127.28 arom.
103.51 arom. 134.14 arom.
112.77 arom. 135.41 arom.
114.61 arom. 136.56 arom.
118.06 arom. 137.41 arom.
120.87 arom. 153.26 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3064, 2728, 2644, 1512, 1464, 1289, 1217, 1162, 1036, 807, 614

6-Methoxy-2-[5-(6-methoxy-B-carbolin-2-ium-2-yl)pentyl]-B-carbolin-2-iumdibromid

(5Me0-5)

0,81 g (4,1 mmol) 6-Methoxy-B-carbolin (4MeO) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben,

mit 0,43 g (3,7 mmol) 1,5-Dibrompentan in 5 ml DMF umgesetzt.

0—CHs
HsC—0
MG: Co9H30BraN4O5 (626,38 g/mol) z | \ A N
®
Ausbeute: 0,98 g (40%), gelbes Pulver NS m 2B°
H
Smp.: 291-294°C
"H-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
S [opm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.34 s 2 N*CH,CH,CH,
2.08 S 4 2xN*CH,CH,
3.89 S 6 2xOCH3
4.73-4.78 t(J=7.0Hz) 4 2xN*CH,
7.40-7.45 dd (J=2.5,9.0 Hz) 2 arom., H7 H7’
7.71-7.74 d(J= 9.1 Hz) 2 arom., H8,H8’
8.03-8.04 d(J=24Hz) 2 arom., H5,H5’
8.70-8.73 d(J=6.6 Hz) 2 arom., H4,H4’
8.79-8.82 d(J= 6.5Hz) 2 arom., H3,H3’
9.49 S 2 arom., H1,HT’
12.73 S 2 2xNH
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3C-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO

S [opm] Zuordnung S [opm] Zuordnung
22.44 N*CH,CH,CH, 123.51 arom.
30.88 2xN*CH,CH, 130.10 arom.
56.25 2 x OCH; 132.07 arom.
60.28 2xN*CH, 132.19 arom.
104.33 arom. 135.40 arom.
114.48 arom. 139.70 arom.
118.27 arom. 155.12 arom.
120.06 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3041, 2993, 2955, 2914, 2860, 2803, 2762, 2642, 1648, 1578-1477,
1328, 1296, 1204, 1154, 1021, 827, 631

Elementaranalyse:

C [%] H [%] N [%]
gemessen 54,50 4,97 8,86
berechnet flir CogH30BroN4Os x %2 H,O 54,82 4,92 8,82

6-Hydroxy-B-carbolin (40H)

Nach Tanaka et al. [Tanaka et al., 1978] werden 0,73 g (3,7 mmol) 6-Methoxy-B-carbolin
(4MeO) in 80 ml Dichlorethan geldst, 1,5 ml Bortribromid zugegeben und bei 60°C unter N,-
Atmosphare flr 24 h gerihrt. Das Bortribromid wird mit 10 ml Eiswasser zerstort, der Ansatz
mit Ammoniak alkalisiert und mit einem Gemisch aus Dichlormethan/Isopropanol (1:3)
extrahiert. Die organischen Phasen werden vereinigt und verdampft, der Rlckstand im
Vakuum getrocknet.

MG: C11H3N20 (184,20 g/mol) HO
Ausbeute: 0,56 g (30%), ockerfarbenes Pulver =
N
Rf: 0,65 (FM Methanol + 1 Tr. NH3) Y\
Smp.: 289°C, Lit.:189-190 °C [Rocca et al., 1995] i
'H-NMR: 200 MHz in [Dg]-DMSO
S [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
7.04-7.10 dd (J=2.3,8.8 Hz) 1 arom., H7
7.39-7.43 d(J=8.8Hz) 1 arom., H8
7.51-7.52 d(J=24Hz) 1 arom., H5
7.96-7.98 d(J=5.1Hz) 1 arom., H4
8.23-8.25 d (J=5.2 Hz) 1 arom., H3
8.82 S 1 arom., H1
9.14 S 1 OH
11.25 S 1 NH
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BC-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO

S [opm] Zuordnung S [opm] Zuordnung
105.56 arom. 133.78 arom.
112.36 arom. 134.47 arom.
114.53 arom. 136.40 arom.
118.06 arom. 137.17 arom.
121.13 arom. 150.65 arom.
127.07 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3268, 2548, 1579, 1464, 1373, 1186, 810, 602

6-Hydroxy-2-[5-(6-hydroxy-f-carbolin-2-ium-2-yl)pentyl]-B-carbolin-2-iumdibromid
(50H-5)

0,56 g (3,0 mmol) 6-Hydroxy-p-carbolin (4OH) wurden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben,
mit 0,31 g (1,4 mmol) 1,5-Dibrompentan in 10 ml DMF umgesetzt.

MG: Ca7H26BrN,O, (598,33 g/mol) HO PH
Ausbeute: 0,30 g (35%),
% TN
ockerfarbenes Pulver e \
Smp.: 314°C H

'H-NMR: 400 MHz in [D¢]-DMSO

S [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.36-1.37 mc 2 N*CH,CH,CH,
2.06-2.09 t(J=6.5Hz) 4 2xN*CH,CH,
4.72-4.76 t(J=6.8 Hz) 4 2xN*CH,
7.34-7.37 dd (J=2.1,8.9 Hz) 2 arom., H7, H7’
7.65-7.67 d(J=8.9Hz) 2 arom., H8,H8’
7.72-7.73 d(J=1.7 Hz) 2 arom., H5,H5’
8.65-8.67 d(J=6.5Hz) 2 arom., H4,H4’
8.72-8.74 d(J=6.4Hz) 2 arom., H3,H3’

9.43 S 2 arom., H1,H1’
9.63 S 2 2x0OH
12.60 s 2 2xNH

3C-NMR: 400 MHz in [Dg]-DMSO

d [ppm] Zuordnung d [ppm] Zuordnung
22.54 N*CH,CH,CH, 123.48 arom.
30.99 2xN*CH,CH, 129.80 arom.
60.29 2xN*CH, 131.86 arom.
106.59 arom. 131.92 arom.
114.22 arom. 135.50 arom.
118.25 arom. 138.93 arom.
120.42 arom. 152.97 arom.
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IR-Daten (KBr, cm™): 3057, 2927, 2854, 1625, 1578, 1527, 1328, 1201, 821, 634

Elementaranalyse:

C [%] H [%] N [%]
gemessen 52,68 4,56 8,99
berechnet flir Co7H26BroN4O5 x 1 H,O 52,61 4,58 9,09

2-[4-(B-Carbolin-2-ium-2-ylmethyl)benzyl]-B-carbolin-2-iumdibromid (5-Xy)

0,50 g (3.0 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, mit 0,36 g
(1,4 mmol) 1,4-Bis-(bromomethyl)benzen in 5 ml DMF umgesetzt.

MG: C30H24Br2N4 (600,35 g/mol) @
Ausbeute: 0,79 g (98%), Pulver ) y \N\/Q/\ |
Smp.: 294-297°C ~® o
H 2 Br
"H-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
O [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
6.03 S 4 2xN*CH,
7.37-7.47 mc 2 arom.
7.63 S 4 arom.
7.77-7.79 d(J=29Hz) 4 arom.
8.45-8.48 d(J=8.1Hz) 2 arom.
8.83 S 4 arom.
9.65 S 2 arom.
12.87 S 2 2xNH
®C-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
3 [ppm] Zuordnung d [ppm] Zuordnung
62.71 2xN*CH, 130.09 arom.
113.49 arom. 132.58 arom.
118.69 arom. 132.90 arom.
119.55 arom. 133.07 arom.
122.11 arom. 135.41 arom.
124 .10 arom. 136.60 arom.
129.61 arom. 144.61 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3417, 3003, 2816, 2765, 2651, 1635, 1521, 1334, 1258, 1119, 758

Elementaranalyse:

C [%] H [%] N [%]
gefunden 56,58 4,59 8,55
berechnet fur C30H24Br2N4 X2 Hzo 56,62 4,43 8,80
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1-Bromo-2-{2-[2-(2-bromoethoxy)ethoxy]ethoxy}ethan (24)

Nach Biron et al. [Biron et al., 2004] werden 93 g (0,35 mol) Triphenylphosphin in 400 ml
Acetonitril unter No-Atmosphare bei 0°C suspendiert und 57 g (18 ml, 0,35 mol) Brom werden
bei maximal 5°C Uber 45 min zugetropft. Anschlief’end wird eine Lésung aus 34 g (0,18 mol)
Tetraethylenglykol in 60 ml Acetonitril tropfenweise zugegeben. Die Lésung wird flr 2 d bei
RT gerihrt, der entstandene weil3e Niederschlag abfiltriert und mit Acetonitril gewaschen.
Die vereinigten Acetonitriiphasen werden eingeengt und der gelbe, 6lige Rickstand
mindestens 10 mal mit n-Hexan gewaschen. Die vereinigten Hexan-Phasen werden
eingeengt und es verbleibt ein farbloses Ol.

MG: CgH16Br,03 (320,02 g/mol)
Ausbeute: 43 g (75%), farbloses Ol

Br\/\o/\/o\/\o/\/Br

"H-NMR: 250 MHz in CDCls

S [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
3.43-3.48 t(J=6.3 Hz) 4 CH,CH,Br
3.66 s 8 OCH,CH,0O
3.77-3.82 t(J=6.1Hz) 4 CH,CH,Br

BC-NMR: 250 MHz in CDCl,

S [ppm] Zuordnung
30.32 2xBrCH,
70.53 2xOCH,CH,0(CH,),Br
70.64 2xBrCH,CH,
71.19 2xBrCHng20gH2

2-[2-(2-{2-[2-(B-Carbolin-2-ium-2-yl)ethoxy]ethoxy}ethoxy)ethyl]-B-carbolin-2-iumdi-
bromid (5-110)

0,50 g (3,0 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, mit 0,43 g
(1,4mmol) 24 in 7,5 ml DMF umgesetzt. Nach Zugabe von Aceton entsteht ein
Niederschlag. Die Suspension wird abdekantiert, der Rickstand mehrmals in Ether
suspendiert und jeweils abdekantiert. Dies wird wiederholt, bis laut DC kein Edukt 4 mehr zu
sehen ist. AnschlieRend wird der harzartige Rickstand im Vakuum getrocknet.

MG: C30H328r2N403 (656,41 g/mol)
Ausbeute: 0,90 g (98%), braunes Harz
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'H-NMR: 400 MHz in [D¢]-DMSO

S [opm] Multiplizitat Integration Zuordnung
3.43-3.44 m 8 2x0OCH,CH-,0O
3.90-3.91 t(J=4.9 Hz) 4 2xN*CH,CH,0

4.89 m 4 2xN*CH,
7.42-7.46 mc 2 arom., H6,H6’
7.79-7.80 d (J=3.6 Hz) 4 arom., H7,H7’,H8,H8
8.46-8.48 d(J=8.1Hz) 2 arom., H5,H5’
8.63-8.65 d(J=6.5Hz) 2 arom., H4,H4’
8.76-8.77 d(J=6.5Hz) 2 arom., H3,H3’

9.37 S 2 arom., H1,HT’

12.85 s 2 2xNH

®C-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
3 [ppm] Zuordnung d [ppm] Zuordnung
60.43 2xOCH,CH,0O(CH,),N* 124.02 arom.
69.73 2xOCH,CH,0O(CH,),N* 130.39 arom.
69.91 2xN*CH,CH,0 132.48 arom.
70.13 2xN*CH, 132.73 arom.
113.47 arom. 133.37 arom.
117.91 arom. 135.08 arom.
119.54 arom. 144 .47 arom.

IR-Daten (KBr, cm™):

Hochauflosende Masse:
berechnet fiir C3gH3oN4O3 (M2+):248,1232

gemessen:

1-(6-Bromohexyl)pyridiniumbromid (25)

248,1240

0,81 ml (10,0 mmol) Pyridin in 20 ml Acetonitril werden tropfenweise zu einer Losung aus
7,33 g (30,0 mmol) 1,6-Dibromhexan in 50 ml Acetonitril gegeben. Nach 24 h riihren bei RT
wird der Niederschlag abfiltriert, mehrmals mit Acetonitril gewaschen und der Riickstand im
Vakuum getrocknet.

MG: C11H47Br2N (323,07 g/mol)
Ausbeute: 1,26 g (39%), weilRe Nadeln
Smp.: 141°C, Lit.: 127-128°C [Gray et al., 1985]

Br
_N@_/_/_F

N 5,©
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'"H-NMR: 250 MHz in MeOD

S [opm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.37-1.61 m 4 N+(CH2)2(Cﬂ2)2(CH2)zBr
1.82-1.94 m 2 CH,CH,Br
2.00-2.12 m 2 N*CH,CH-
3.43-3.49 t(J=6.7 Hz) 2 CH,Br
4.65-4.71 t(J=7.5Hz) 2 N*CH,
8.11-8.17 t(J=6.9 Hz) 2 arom., H2,H6
8.58-8.66 m 1 arom., H3
9.04-9.11 m 2 arom., H3,H5

3C-NMR: 250 MHz in MeOD
d [ppm] Zuordnung d [ppm] Zuordnung
24.84 N*(CH,),CH,CH,(CH,),Br 61.56 N*CH,
27.09 N+(CH2)29H2CH2(CH2)zBr 128.13 arom.
30.86 CH,CH,Br 144.57 arom.
32.13 N*CH,CH, 145.48 arom.
32.74 gHzBr

IR-Daten (KBr, cm™): 3006, 2920, 2857, 1635, 1486, 1166, 786, 695, 638

2-(6-Pyridinium-1-yl-hexyl)-B-carbolin-2-iumdibromid (6)

0,34 g (2,0 mmol) B-Carbolin (4) werden mit 0,65 g (2,0 mmol) 1-(6-Bromohexyl)pyridinium
(25) in 100 ml Acetonitril bei RT umgesetzt. Nach 72 h wird das Produkt mit Ether ausgefallt,
abfiltriert und mit Ether mehrmals gewaschen.

MG: CasHasBraN; (491,26 g/mol) 7 7\
Ausbeute: 0,5 g (51%), gelbes Pulver =7®

Smp.: 248°C

2 Br N \
'H-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
S [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung

1.34 S 4 2xN*CH,CH,CH,
1.89-1.99 m 4 2XN*CH,CH,
4.61-4.67 t(J=7.3Hz) 2 N*CH,
4.75-4.80 t(J=7.3Hz) 2 N*CH,
7.41-7.48 m 1 arom., H6
7.75-7.83 m 2 arom.
8.13-8.18 t(J=6.7 Hz) 2 arom.
8.50-8.53 d(J=8.1Hz) 1 arom.
8.57-8.63 t(J=7.8Hz) 1 arom.
8.79-8.87 q(J=6.6 Hz) 2 arom., H3,H4
9.16-9.18 d(J=5.6 Hz) 2 arom.

9.55 s 1 arom., H1

12.89 s 1 NH
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BC-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO

S [opm] Zuordnung S [opm] Zuordnung
25.22 N*(CH,),CH, 124.07 arom.
25.25 N*(CH,),CH, 128.50 arom.
30.85 N*CH,CH, 130.00 arom.
31.34 N*CH,CH, 132.38 arom.
60.62 N*CH, 132.65 arom.
60.92 N*CH, 133.03 arom.
113.47 arom. 135.30 arom.
118.35 arom. 144 .47 arom.
119.62 arom. 145.21 arom.
122.01 arom. 145.94 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3047, 2911, 2854, 2806, 2651, 1638, 1477, 1334, 1258, 1169, 1140,

783, 739, 688
Elementaranalyse:
C [%] H [%] N [%]
gemessen 53,36 5,27 8,42
berechnet fir 022H25Br2N3 53,79 5,1 3 8,55

1-(6-Pyridinium-1-yl-hexyl)-pyridiniumdibromid (7)

0,66 ml (8,2 mmol) Pyridin werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, mit 0,90 g (3,7 mmol)
1,6-Dibromhexan in 10 ml DMF umgesetzt.

N
MG: C16szBr2N2 (402,17 g/mol) O\ —
Ausbeute: 1,18 g (79%), beiges Pulver —\ @

Smp.: 245-247°C, Lit.: 238-241°C [Chen et al., 1977] \_7 28°
'"H-NMR: 250 MHz in MeOD
o [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung

1.50-1.55 m 4 2xN*CH,CH,CH,
2.06-2.11 m 4 2xN*CH,CH>
4.69-4.75 t(J=7.7Hz) 4 2xN*CH,
8.12-8.17 t(J=7.1Hz) 4 arom., H3,H5,H3’,H5’
8.59-8.66 t(J=7.8 Hz) 2 arom., H4,H4’
9.10-9.13 d(J=5.6 Hz) 4 arom., H2,H6,H2’ H6’

BC-NMR: 250 MHz in MeOD

S [opm] Zuordnung S [opm] Zuordnung
24.96 2xN*(CH,),CH, 128.13 arom.
30.64 2XN*CH,CH, 144.64 arom.
61.36 2xN*CH, 145.48 arom.
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IR-Daten (KBr, cm-1): 3047, 2927, 2848, 1632, 1480, 1166, 1144, 770, 672, 476

2-[5-(1,2,3,4-Tetrahydro-B-carbolin-2-yl)pentyl]-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolin (8-5)

0,20 g (0,35 mmol) 2-[5-(B-carbolin-2-ium-2-yl)pentyl]-B-carbolin-2-iumdibromid (5-5) werden,
wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, in 50 ml Methanol gelést und mit 0,50 g
Natriumborhydrid umgesetzt.

MG: CarHaoN, (412,57 g/mol) :\< I PP |ﬂ

Ausbeute: 0,07 g (45%), gelbes Pulver H
Rf: 0,26 (FM Chloroform/Methanol (9:1) + 1 Tr. NH3)
Smp.: 198-202°C

'H-NMR: 400 MHz in [D¢]-DMSO

O [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.37-1.43 m 2 NCH,CH,CH>
1.55-1.57 mc 4 2xNCH,CH,
2.53-2.57 t(J=7.2Hz) 4 2xXNCH,
2.67-2.68 m 4 aliph.,H3,H3’
2.74-2.77 m 4 aliph., H4,H4’

3.59 S 4 aliph., H1,HT’
6.91-6.95 dt (J=1.1,7.9 Hz) 2 arom.
6.98-7.02 dt (J=1.1,7.2 Hz) 2 arom.
7.26-7.28 d(J=7.9Hz) 2 arom.
7.33-7.35 d(J=7.6 Hz) 2 arom.

10.63 S 2 NH

BC-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO

S [opm] Zuordnung S [ppm] Zuordnung
21.67 aliph., C4,C4’ 111.29 arom.
25.30 NCH,CH,CH, 117.73 arom.
27.19 2xNCH,CH, 118.64 arom.
50.55 aliph., C3,C3 120.66 arom.
51.30 2xNCH, 127.13 arom.
57.71 aliph., C1,C1’ 133.35 arom.
106.93 arom. 136.32 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3142, 3050, 2939, 2803, 2749, 1625, 1451, 1236, 1163, 736

Hochauflosende Masse:
berechnet fiir Co;H3N4 (M + H'):413,2700
gemessen: 413,2687
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2-[10-(1,2,3,4-Tetrahydro-B-carbolin-2-yl)decyl]-1,2,3,4-tetrahydro--carbolin (8-10)

0,21 g (0,33 mmol) 2-[10-(B-carbolin-2-ium-2-yl)decyl]-B-carbolin-2-iumdibromid (5-10)
werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, in 50 ml Methanol gelést und mit 0,50 g

Natriumborhydrid umgesetzt.
N\/\/\/\/\/\ \
\

H

MG: Cs2HaoN4 (482,70 g/mol)

Ausbeute: 0,05 g (31%), gelbes Pulver

Rf: 0,72 (FM Chloroform/Methanol (9:1) + 1 Tr. NH3)
Smp.: 176°C

'H-NMR: 400 MHz in [D¢]-DMSO

o [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.51-1.54 m 4 2xNCH,CH,
2.49-2.53 m 4 2xNCH,
2.66-2.67 m 4 aliph., H3,H3’
2.72-2.75 m 4 aliph., H4,H4’

3.57 S 4 aliph., H1,HT’
6.90-6.94 dt (/=1.0,7.8 Hz) 2 arom.
6.97-7.01 dt (J/=1.2,8.0 Hz) 2 arom.
7.25-7.27 d(J=8.1Hz) 2 arom.
7.33-7.35 d(J=7.6Hz) 2 arom.

10.63 S 2 NH

BC-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO

3 [ppm] Zuordnung S [opm] Zuordnung
19.00 aliph., C4,C4’ 106.91 arom.
21.69 2xNCH,CH,CH, 111.28 arom.
27.27 2xNCH,CH, 117.71 arom.
27.40 2XN(CHz);CH. 118.63 arom.
29.47 2xN(CH>),CH. 120.65 arom.
50.56 aliph., C3,C3 127.13 arom.
51.31 2xNCH, 133.37 arom.
57.76 aliph., C1,C71’ 136.31 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3053, 2924, 2848, 1625, 1454, 1328, 1236, 1163, 739

Hochauflosende Masse:
berechnet flr Cs;HyoNy (M + HY): 483,3482
gemessen: 483,3493
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2-Methyl-B-carbolin-2-iumiodid (9-1)

1,50 g (8,9 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, in 300 ml
Aceton gel6st und mit dreifachem Uberschul® an Methyliodid umgesetzt.

MG: C12H14IN2 (310,14 g/mol) /e
Ausbeute: 2,37 g (85%), gelbes Pulver Q—QN\CHs
N

Smp.: 236-238°C, Lit.: 234°C [Ruiz et al., 1997] H °

'H-NMR: 250 MHz in [D¢]-DMSO

S [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
4.48 S 3 N*CHs
7.39-7.49 mc 1 arom., H6
7.78-7.79 d(J=3.7 Hz) 2 arom., H7,H8
8.46-8.49 d(J=8.0HHz) 1 arom., H5
8.62-8.64 d(J=6.3 Hz) 1 arom., H4
8.77-8.80 d(J= 6.5Hz) 1 arom., H3
9.34 S 1 arom., H1
12.76 s 1 NH

*C-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO

3 [ppm] Zuordnung d [ppml] Zuordnung
48.16 N*CH, 130.80 arom.
113.46 arom. 132.30 arom.
118.05 arom. 132.33 arom.
119.59 arom. 133.82 arom.
121.98 arom. 135.24 arom.
123.98 arom. 144.34 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3079, 1641, 1524-1480, 1344, 1258, 1141, 774, 733, 587, 422

2-Ethyl-B-carbolin-2-iumiodid (9-2)

0,2 g (1,2 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, in Acetonitril
gelost und mit dreifachem Uberschuf’ an 1-lodethan bei 40°C 12 h lang umgesetzt.

MG: C13H13|N2 (324,16 g/mol) 74 \® cH
Ausbeute: 0,27 g (69%), gelbes Pulver Q_Q\N\/ 93

N
Smp.: 200°C, Lit.: 198-199°C [Leonard et al., 1942] H '
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"H-NMR: 400 MHz in [Dg]-DMSO
S [opm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.61-1.64 t(J=7.3Hz) 3 N*CH,CHs
4.76-4.81 q(J=7.0Hz) 2 N*CH,
7.44-7.48 mc 1 arom.,H6
7.81-7.81 d (J=3.5Hz) 2 arom., H7,H8
8.50-8.52 d(J=8.2Hz) 1 arom., H5
8.75-8.77 dd (J=1.0,6.7 Hz) 1 arom., H4
8.83-8.85 d(J= 6.4 Hz) 1 arom., H3
9.45 S 1 arom., H1
12.99 s 1 NH
3C-NMR: 400 MHz in [D¢]-DMSO
O [ppm] Zuordnung o [ppm] Zuordnung
17.44 N*CH,CH, 129.87 arom.
56.51 N*CH, 132.38 arom.
113.49 arom. 132.65 arom.
118.45 arom. 132.71 arom.
119.65 arom. 135.43 arom.
122.03 arom. 144 .49 arom.
124.04 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3148, 3050, 3965, 1638, 1499, 1337, 1249, 1144, 723, 606

2-Propyl-B-carbolin-2-iumiodid (9-3)

0,2 g (1,2 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, in Acetonitril
geldst und mit dreifachem Uberschul} an 1-lodpropan bei 40°C 12 h lang umgesetzt.

MG: C14H15|N2 (338,19 g/mol)

7 \e
Ausbeute: 0,36 g (87,5%), gelbes Pulver — “\/;CH3
Smp.: 191-194°C, Lit.:201-202°C [Spenser, 1956] H !
'H-NMR: 400 MHz in [Dg]-DMSO
O [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
0.92 t(J=7.2Hz) 3 N*CH,CH,CHs
2.00-2.06 h (J=7.3 Hz) 2 N*CH,CH,
4.70-4.74 t(J=7.3Hz) 2 N*CH,
7.43-7.50 hept (J = 3.5 Hz) 1 arom.,H6
7.81-7.82 d (J=3.5Hz) 2 arom., H7,H8
8.50-8.52 d (J=8.3Hz) 1 arom., H5
8.74-8.76 dd (J=0.9,6.7 Hz) 1 arom., H4
8.84-8.85 d(J= 6.6 Hz) 1 arom., H3
9.44 S 1 arom., H1
12.78 S 1 NH
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3C-NMR: 400 MHz in [Dg]-DMSO

d [ppm] Zuordnung O [ppm] Zuordnung
10.81 N*CH,CH,CH, 124.06 arom.
25.09 N*CH,CH, 129.99 arom.
62.27 N*CH, 132.42 arom.
113.50 arom. 132.73 arom.
118.33 arom. 133.01 arom.
119.67 arom. 135.42 arom.
122.05 arom. 144 .40 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3164, 3053, 2952, 2867, 1641, 1499, 1344, 1258, 1112, 878, 751,
593

2-Octyl-B-carbolin-2-iumiodid (9-8)

0,34 g (2,0 mmol) B-Carbolin (4) werden in 10 ml Aceton/Ether 1:1 gel6st und mit 0,48 mg
(2,0 mmol) 1-lodoctan bei 50°C 72 h lang gerlhrt. Die Lésungsmittel werden vollstandig im
Vakuum entfernt, der Rlckstand mehrmals in Ether suspendiert und der Ether jeweils
abdekantiert. Dies wird wiederholt bis laut DC kein Edukt 4 mehr zu sehen ist. Anschliel3end
wird der pulvrige Rickstand im Vakuum getrocknet.

MG: C19H25|N2 (408,32 g/mol) CHs

Ausbeute: 0,70g (85%), gelbes Pulver Qﬂ'@\/\/\/\/

Smp.: 97-99°C N S

'H-NMR: 250 MHz in [D¢]-DMSO

O [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
0.79-0.84 m 3 N*(CH,);CHs
1.22-1.29 m 10 N*CH,CH,(CH,)sCH3
1.98-2.00 m 2 N*CH,CH,
4.69-4.75 t(J=7.3Hz) 2 N*CH,
7.42-7.49 mc 1 arom., H6
7.79-7.81 d(J=3.6 Hz) 2 arom., H7,H8
8.48-8.52 d(J=8.0Hz) 1 arom., H5
8.72-8.75 d (J=6.5Hz) 1 arom., H4
8.82-8.84 d(J= 6.3Hz) 1 arom., H3

9.44 S 1 arom., H1
12.77 s 1 NH
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BC-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO

S [ppm] Zuordnung

14.35 N*(CH,);CHs
22.46 N*(CH,)sCH,CHs
25.96 N*(CH;),CH2(CH,)4CHj3
28.84 N*(CH,),CH>(CH,),CH,
28.90 N*(CH,)3CH2(CH3);CHs
31.56 N*(CH,)sCH,CH,CHj3
31.67 N*CH,CH,(CH;)sCHs
60.95 N*CH,

113.48 arom.

118.33 arom.

d [ppm] Zuordnung
119.64 arom.
122.04 arom.
124.03 arom.
129.97 arom.
132.41 arom.
132.68 arom.
132.99 arom.
135.40 arom.
144.50 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3003, 2920, 2851, 1644, 1518, 1340, 1252, 1141, 755, 733

Elementaranalyse:

C [%] H [%] N [%]
gemessen 55,72 6,13 6,85
berechnet fur C4gH25IN> 55,89 6,17 6,86

2-(2-Hydroxyethyl)-B-carbolin-2-iumbromid (9-20H)

0,34 g (2,0 mmol) B-Carbolin (4) werden in 20 ml Acetonitril gelést und mit 0,22 g (1,8 mmol)
2-Bromoethanol versetzt. Nach 24 h wird der entstandene Niederschlag abfiltriert und mit
Ether gewaschen. Anschlielsend wird der pulvrige Riickstand im Vakuum getrocknet.

MG: C13H13BI’N20 (293,16 g/mol)

7\
Ausbeute: 0,18 g (34%), gelbes Pulver — g\/\eOH
Smp:  198°C : Br
'H-NMR: 400 MHz in [Dg]-DMSO
o [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
3.94-3.95 m 2 N*CH,CH,
4.80-4.82 t(J=4.9 Hz) 2 N*CH,
5.20 s 1 OH
7.44-7.48 dt (J=1.9,6.0 Hz) 1 arom.,H6
7.78-7.84 m 2 arom., H7,H8
8.50-8.52 d(J=8.1Hz) 1 arom., H5
8.68-8.70 d(J=6.5Hz) 1 arom., H4
8.83-8.85 d(J=6.4Hz) 1 arom., H3
9.38 S 1 arom., H1
12.81 s 1 NH
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3C-NMR: 400 MHz in [Dg]-DMSO

d [ppm] Zuordnung S [ppm] Zuordnung
61.06 N*CH,CH, 130.53 arom.
63.32 N*CH, 132.38 arom.
113.52 arom. 132.75 arom.
118.03 arom. 133.46 arom.
119.65 arom. 135.20 arom.
122.03 arom. 144 .44 arom.
124.04 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3262, 3050, 2908, 2867, 2645, 1942, 1644, 1518. 1340, 1258, 758-

726
Elementaranalyse:
C [%] H [%] N [%]
gemessen 53,27 4,54 9,51
berechnet fir C13H3BrN,O 53,26 4 47 9,56

9-[5-(B-Carbolin-9-yl)pentyl]-B-carbolin (10-5)

0,50 g (3,0 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, in 7,5 ml
DMSO gelést, mit 3,44 g (85 mmol) Natriumhydroxid und 0,35 g (1,5 mmol) 1,5-
Dibrompentan versetzt.

[N
MG: Ca7H24N4 (404,51 g/mol) =
Ausbeute: 0,10 g (16%), gelbes Pulver N
Rf: 0,39 (FM Chloroform/Methanol (9:1) + 1 Tr. NH3) \_\—\—
N
Smp.: 174°C / N\
'H-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
o [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.30-1.43 mc 2 NCH,CH,CH,
1.75-1.86 mc 4 2xNCH,CH.
4.37-4.43 t(J=7.1Hz) 4 2xNCH.
7.21-7.27 dt (J=1.4,7.8 Hz) 2 arom., H6,H6’
7.50-7.54 dd (J=0.8,8.2 Hz) 2 arom., H7,H7’
7.56-7.60 d(J=7.8Hz) 2 arom., H8,H8’
8.08-8.10 d(J=5.2 Hz) 2 arom., H4,H4’
8.21-8.24 d(J=7.8Hz) 2 arom., H5,H5’
8.35-8.37 d(J=5.2Hz) 2 arom., H3,H3’
8.99 s 2 arom., H1,HT’
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BC-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO

d [ppm] Zuordnung d [ppm] Zuordnung
24.61 NCH,CH,CH. 122.34 arom.
28.93 2xNCH,CH, 127.65 arom.
42.93 2xNCH, 128.69 arom.
110.53 arom. 133.00 arom.
114.97 arom. 136.42 arom.
119.80 arom. 138.70 arom.
120.72 arom. 141.15 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3034, 2933, 2857, 1622, 1556, 1473, 1442, 1328, 1027, 812, 729

Elementaranalyse:

C [%] H [%] N [%]
gemessen 79,92 6,08 13,93
berechnet C,7H24N4 80,17 5,98 13,85

9-[9-(B-Carbolin-9-yl)nonyl]-B-carbolin (10-9)

0,50 g (3,0 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, in 7,5 ml
DMSO gelést, mit 3,44 g (85 mmol) Natriumhydroxid und 0,43 g (1,5 mmol) 1,9-
Dibromnonan versetzt.

[N
P~

MG: C31H32N4 (460,62 g/mol) N

Ausbeute: 0,30 g (43%), gelbes Pulver

Rf: 0,53 (FM Chloroform/Methanol (9:1) + 1 Tr. NH3)

Smp.: 131°C N

AN
/
1 , N
H-NMR: 250 MHz in [De]-DMSO
o [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.08-1.15 m 10 NCH,CH>(CH,)s
1.69-1.74 mc 4 2xNCH,CH,
4.39-4.45 t(J=7.1Hz) 4 2xNCH,
7.20-7.27 dt (J=1.1,8.0 Hz) 2 arom., H6,H6’
7.52-7.59 dt (J=1.2,6.9 Hz) 2 arom., H7 , H7’
7.63-7.67 d(J=8.4 Hz) 2 arom., H8,H8’
8.08-8.10 dd (J=0.8,5.4 Hz) 2 arom., H4,H4’
8.21-8.24 d(J=7.8Hz) 2 arom., H5,H5’
8.34-8.36 d(J=5.2Hz) 2 arom., H3,H3’
9.01 s 2 arom., H1,H?1’




152 G Experimenteller Teil

BC-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO

S [opm] Zuordnung S [opm] Zuordnung
26.70 2xN(CH;).CH.» 120.75 arom.
28.93 2XN(CH;);CH.» 122.36 arom.
28.99 N(CH,)4CH, 127.56 arom.
29.12 2xNCH,CH, 128.66 arom.
42.92 2xNCH, 133.09 arom.
110.57 arom. 136.51 arom.
114.96 arom. 138.75 arom.
119.77 arom. 141.14 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3038, 2920, 2848, 1885, 1625, 1556, 1445, 1328, 1239, 1030, 815,

720
Elementaranalyse:
C [%] H [%] N [%]
gemessen 78,51 6,93 1,77
berechnet C31H3N4 x 2/3 H,O 78,78 7,11 11,85

9-[12-(B-Carbolin-9-yl)dodecyl]-B-carbolin (10-12)

0,50 g (3,0 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, in 7,5 ml
DMSO gelost, mit 3,44 g (85 mmol) Natriumhydroxid und 0,49 g (1,5 mmol) 1,12-

Dibromdodecan versetzt. N

\_/

MG: CasHasN, (502,69 g/mol) 7\

Ausbeute: 0,18 g (24%), gelbes Pulver

Rf: 0,66 (FM Chloroform/Methanol (9:1) + 1 Tr. NH3)

Smp.: 85°C

'H-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO

o [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.03-1.16 m 16 NCH,CH,(CH,)s
1.72-1.77 mc 4 2xNCH,CH.
4.42-4.47 t(J=6.9 Hz) 4 2xNCH,
7.20-7.26 dt (J=1.0,7.8 Hz) 2 arom., H6,H6’
7.53-7.60 dt (J=1.2,7.1 Hz) 2 arom., H7,H7’
7.68-7.68 d (J=8.4 Hz) 2 arom., H8,H8’
8.07-8.09 dd (J=1.0,5.4 Hz) 2 arom., H4,H4’
8.21-8.24 d(J=7.7 Hz) 2 arom., H5,H5’
8.34-8.36 d(J=5.2Hz) 2 arom., H3,H3
9.02 s 2 arom., H1,HT’
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BC-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO

d [ppm] Zuordnung
26.76 2xN(CH,).CH,
29.03 2xXN(CH,)3CH.
29.10 N(CH2)4(CHa)4
29.17 2xNCH,CH,
42.94 2XNCH,
110.59 arom.
114.95 arom.
119.77 arom.

d [ppm] Zuordnung
120.75 arom.
122.35 arom.
127.56 arom.
128.65 arom.
133.09 arom.
136.52 arom.
138.74 arom.
141.15 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3050, 3009, 2920, 2848, 1622, 1442, 1328, 1255, 1217, 818, 726

Elementaranalyse:

C [%] H [%] N [%]
gemessen 79,28 7,60 10,70
berechnet C34H3sN4 x 2/3 H,O 79,34 7,70 10,89

2-Methyl-9-[5-(2-methyl-B-carbolin-9-yl)pentyl]-B-carbolin-2-iumdiiodid (11-5)

0,05 g (0,1 mmol) 9-[5-(B-carbolin-9-yl)pentyl]-B-carbolin (10-5) werden, wie in Abschnitt
G.1.2 beschrieben, in 10 ml Aceton geldst und mit 0,06 ml (0,8 mmol) Methyliodid versetzt.

/ N®_cH,
—
N
MG: CaoHs0lN, (688,38 g/mol) \—\1
Ausbeute: 0,08 g (97%), gelbes Pulver N
Smp.: 329°C o 1 N
21
1®
'H-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO HC
S [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.22-1.35 m 2 NCH,CH,CH,
1.84-1.90 mc 4 2xNCH,CH.

4.46 s 6 2xN*CHjs
4.50-4.56 t(J=6.7 Hz) 4 2xNCH,
7.45-7.51 t(J=7.6 Hz) 2 arom., H6,H6’
7.76-7.85 m 4 arom., H7,H7’, H8,H8’
8.49-8.52 d(J=8.0Hz) 2 arom., H5,H5’
8.65-8.67 d(J=6.5Hz) 2 arom., H4,H4’
8.80-8.83 d(J=6.3Hz) 2 arom., H3,H3’

9.61 S 2 arom., H1,HT’
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BC-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO

d [ppm] Zuordnung S [ppm] Zuordnung
24.21 NCH,CH,CH, 124.24 arom.
28.87 2xNCH,CH, 129.86 arom.
43.91 2xXN*CH, 131.85 arom.
48.30 2xNCH, 132.36 arom.
111.77 arom. 133.96 arom.
118.06 arom. 135.68 arom.
119.39 arom. 144 .43 arom.
122.19 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3038, 3003, 2936, 2851, 1638, 1511, 1340, 1245, 770

Elementaranalyse:

C [%] H [%] N [%]
gemessen 50,71 452 7,94
berechnet C29H3o|2N4 50,60 4,39 8,14

2-Methyl-9-[9-(2-methyl-B-carbolin-9-yl)nonyl]-B-carbolin-2-iumdiiodid (11-9)

0,10 g (0,2 mmol) 9-[9-(B-carbolin-9-yl)nonyl]-B-carbolin (10-9) werden, wie in Abschnitt
G.1.2 beschrieben, in 25 ml Aceton geldst und mit 0,13 ml (1,6 mmol) Methyliodid versetzt.

/ N -cH,
—
N
MG: 033H38|2N4 (744,49 g/mol)
Ausbeute: 0,15 g (98%), gelbes Pulver N
o
Smp.: 250-251°C 21 Y
®|
'H-NMR: 400 MHz in [Dg]-DMSO CHs
S [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.17-1.30 m 10 NCH,CH,(CH,)s
1.78-1.85 mc 4 2xNCH,CH,
4.51 s 6 2XN*CHs
4.55-4.59 t(J=7.3Hz) 4 2xNCH,
7.47-7.51 dt (J=0.6,7.8 Hz) 2 arom., H6,H6’
7.83-7.87 dt (J=1.0,8.2 Hz) 2 arom., H7,H7’
7.92-7.95 d (J=8.5Hz) 2 arom., H8,H8’
8.52-8.53 d(J=7.9Hz) 2 arom., H5,H5’
8.67-8.68 dd (J=0.9,6.5 Hz) 2 arom., H4,H4’
8.82-8.84 d(J=6.4Hz) 2 arom., H3,H3’
9.69 S 2 arom., H1,HT1’
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BC-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO

d [ppm] Zuordnung d [ppm] Zuordnung
26.70 NCH,CH>(CH.)s 124.24 arom.
29.16 2xNCH,CH, 130.01 arom.
44.07 2XN*CHj, 131.85 arom.
48.31 2xXNCH, 132.47 arom.
111.84 arom. 133.95 arom.
118.10 arom. 135.78 arom.
119.45 arom. 144 .50 arom.
122.15 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3038, 2927, 2851, 16351508, 1458, 1340, 758

Elementaranalyse:

C [%] H [%] N [%]
gemessen 53,41 5,38 7,57
berechnet C33H38|2N4 53,24 5,14 7,53

2-Methyl-9-[12-(2-methyl-B-carbolin-9-yl)dodecyl]-B-carbolin-2-iumdiiodid (11-12)

0,05 g (0,1 mmol) 9-[12-(B-carbolin-9-yl)dodecyl]-B-carbolin (10-12) werden, wie in Abschnitt
G.1.2 beschrieben, in 10 ml Aceton geldst und mit 0,06 ml (0,8 mmol) Methyliodid versetzt.

CHs
—=N®
%
MG: CsgHaaloNy (786,57 g/mol) 4 \
Ausbeute: 0,07 g (89%), gelbes Pulver 5P ON=
HaC
Smp..  274°C ’
"H-NMR: 400 MHz in [Dg]-DMSO
S [ppml Multiplizitat Integration Zuordnung
1.80-1.87 mc 4 2xNCH,CH,
4.51 s 6 2xN*CH,
4.56-4.60 t(J=7.3Hz) 4 2xNCH,
7.48-7.51 t(J=7.6 Hz) 2 arom., H6,H6’
7.84-7.88 dt (/=0.9,7.2 Hz) 2 arom., H7,H7’
7.94-7.96 d(J=8.6 Hz) 2 arom., H8,H&’
8.52-8.54 d(J=7.9Hz) 2 arom., H5,H5’
8.67-8.69 d(J=6.4Hz) 2 arom., H4,H4’
8.83-8.84 d(J=6.4Hz) 2 arom., H3,H3’
9.68 S 2 arom., H1,HT1’
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3C-NMR: 400 MHz in [Dg]-DMSO

d [ppm] Zuordnung d [ppm] Zuordnung
26.76 NCH,CH>(CH.)s 124.28 arom.
29.38 2xNCH,CH, 129.95 arom.
4412 2XN*CHj, 131.93 arom.
48.35 2xNCH, 132.47 arom.
111.88 arom. 133.98 arom.
118.08 arom. 135.80 arom.
119.49 arom. 144 .53 arom.
122.22 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 2924, 2854, 1641, 1511, 1457, 1337, 770, 755, 723

Hochauflésende Masse:
berechnet fiir CssHasN4 (M?*):266,1778
gemessen: 266,1787

2-Methyl-9-[9-(2-methyl-1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolin-9-yl)nonyl]-1,2,3,4-tetrahydro-§-
carbolin (12-9)

0,13 g (0,2 mmol) 2-Methyl-9-[9-(2-methyl-B-carbolin-9-yl)nonyl]-B-carbolin-2-iumdiiodid (11-
9) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, in 40 ml Methanol gelést und mit 0,5 g
Natriumborhydrid versetzt.

n—CHs
AN
N
MG: 033H44N4 (496,73 g/mol)
Ausbeute: 0,07 g (70%), ockerfarbenes Pulver
Rf: 0,34 (FM Chloroform/Methanol (9:1) + 1 Tr. NH3) N
Smp.: 131°C
N
b,
'H-NMR: 250 MHz in CDCl,
S [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.20 S 10 NCH,CH,(CH,)s
1.58 m 4 NCH,CH,
2.41 s 6 2xNCH;
2.66 S 8 aliph., H3,H3’,H4,H4’
3.54 s 4 aliph., H1,H1’
3.93-3.99 t(J=7.1Hz) 4 2xNCH,
6.91-6.97 t(J=7.7Hz) 2 arom.
7.00-7.06 t(J=6.9 Hz) 2 arom.
7.31-7.37 t(J=6.7 Hz) 4 arom.
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BC-NMR: 250 MHz in CDCl,

S [opm] Zuordnung S [opm] Zuordnung
21.49 aliph., C4,C4’ 106.88 arom.
27.02 2xN(CH,),CH, 108.95 arom.
29.33 2xN(CH,);CH, 118.00 arom.
29.69 2xNCH,CH, 118.68 arom.
30.34 N(CH,)4CH, 120.68 arom.
43.26 2XNCH, 126.83 arom.
45.83 2XNCH3 132.75 arom.
51.74 aliph., C3,C3 136.45 arom.
52.91 aliph., C1,C1’

IR-Daten (KBr, cm™): 3044, 2924, 2848, 2778, 2360, 1654, 1467, 1353, 1325, 1179, 1147,
736

Hochauflosende Masse:
berechnet fiir Cs3HauN4 (M + H) :497,3639
gemessen: 497,3644

9-Methyl-B-carbolin-2-iumchlorid (13-1)

1,00 g (5,95 mmol) B-Carbolin (4), werden wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, in 10 ml DMF
unter No-Atmosphare mit 0,36 g (14,90 mmol) Natriumhydrid und 0,84 g (5,95 mmol)
Methyliodid umgesetzt.

MG: C12H11C|N2 (218,68 g/mol) J \o
Ausbeute: 0,70 g (64%), gelbe Kristalle W\N\H
)

Rf: 0,38 (FM Chloroform/Methanol (12:1)) ! cl

CHs
Smp.: 295°C, Lit.: 288-290°C [Taborsky et al., 1965]
'H-NMR: 250 MHz in MeOD
o [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
4.06 s 3 NCHs
7.28-7.35 dt (J=1.2,6.8 Hz) 1 arom., H6
7.58-7.70 m 2 arom., H7,H8
8.13-8.16 d(J=54Hz) 1 arom., H4
8.18-8.21 d(J=7.9Hz) 1 arom., H5
8.31-8.33 d(J=54Hz) 1 arom., H3
8.89 S 1 arom., H1
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BC-NMR: 250 MHz in MeOD

d [ppm] Zuordnung d [ppm] Zuordnung
29.06 NCH; 125.04 arom.
110.34 arom. 129.37 arom.
116.68 arom. 131.86 arom.
119.47 arom. 133.43 arom.
121.57 arom. 136.16 arom.
122.89 arom. 144.78 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3076, 3034, 2924, 2502, 1638, 1505, 1331, 1264, 1135, 837, 758,
720

9-Ethyl-B-carbolin-2-iumchlorid (13-2)

1,00 g (5,95 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, in 10 ml DMF
unter Ny-Atmosphare mit 0,36 g (14,90 mmol) Natriumhydrid und 0,93 g (5,95 mmol) 1-
lodethan umgesetzt.

MG: C13H13C|N2 (232,71 g/mol) i \ o
Ausbeute: 1,16 g (83%), ockerfarbenes Pulver %\N\H
°

Rf: 0,41 (FM Chloroform/Methanol (12:1)) ) cl

Smp.:  250-255°C, Lit.: 249-252°C [Ho et al., 1969] e
'H-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
o [opm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.33-1.39 t(J=7.1Hz) 3 NCH,CH;
4.64-4.72 q((J=7.1Hz) 2 NCH,>CH;
7.41-7.48 dt (J=1.1,7.1 Hz) 1 arom., H6
7.78-7.85 dt (J=1.2,6.9 Hz) 1 arom., H7
7.89-7.92 d(J=8.4Hz) 1 arom., H8
8.51-8.54 d(J=7.8Hz) 1 arom., H5
8.58-8.60 d(J=6.1Hz) 1 arom., H4
8.76-8.79 d(J=6.1Hz) 1 arom., H3
9.57 S 1 arom., H1
®C-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
3 [ppm] Zuordnung d [ppm] Zuordnung
14.41 NCH,CH; 125.98 arom.
38.80 NCH,CH; 129.80 arom.
111.47 arom. 132.07 arom.
117.82 arom. 133.00 arom.
119.83 arom. 135.24 arom.
121.82 arom. 143.56 arom.
124.19 arom.
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IR-Daten (KBr, cm™): 3041, 2962, 2455, 2015, 1635, 1499, 1337, 1242, 1131, 831, 742-

720, 438
Elementaranalyse:
C [%] H [%] N [%]
gemessen 66,43 5,93 11,99
berechnet C43H3CIN, x 1/5 H,0 66,07 5,72 11,85

9-Propyl-B-carbolin-2-iumchlorid (13-3)

1,00 g (5,95 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, in 10 ml DMF
unter No-Atmosphare mit 0,36 g (14,90 mmol) Natriumhydrid und 1,01 g (5,95 mmol) 1-
lodpropan umgesetzt.

MG: C14H45CIN; (246,74 g/mol) J
Ausbeute: 1,31 g (89%), ockerfarbenes Pulver WN\H
Rf: 0,44 (FM Chloroform/Methanol (12:1)) c®
Smp.: 250-255°C, Lit.: 229-231°C [Ho et al., 1969]

CHs,
'H-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
S [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
0.83-0.89 t(J=7.4Hz) 3 NCH,CH,CHj5
1.75-1.90 sext (J=7.3 Hz) 2 NCH,CH,CHj3
4.58-4.64 t(J=7.3Hz) 2 NCH,CH,CHj3
7.42-7.49 dt (/=1.0,7.8 Hz) 1 arom., H6
7.79-7.86 dt (J=1.2,7.1 Hz) 1 arom., H7
7.91-7.95 d(J=8.4Hz) 1 arom., H8
8.53-8.56 d(J=7.9Hz) 1 arom., H5
8.59-8.61 d(J=6.1Hz) 1 arom., H4
8.80-8.82 d(J=6.1Hz) 1 arom., H3
9.62 S 1 arom., H1
BC-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
d [ppm] Zuordnung S [ppm] Zuordnung
11.52 NCH,CH,CH3; 124.20 arom.
22.47 NCH,CH,CH3; 125.84 arom.
45.25 NCH,CH,CH3; 129.45 arom.
111.76 arom. 132.18 arom.
117.93 arom. 133.09 arom.
119.67 arom. 135.79 arom.
121.89 arom. 14417 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3019, 2958, 2924, 2512, 2024, 1631-1610, 1501, 1461, 1331, 824,
745,790, 416



160 G Experimenteller Teil

Elementaranalyse:

C [%] H [%] N [%]
gemessen 66,15 6,34 10,86
berechnet C14H15CIN, x 1/4 H,O 66,53 6,25 11,08

9-(2-Fluoroethyl)-B-carbolin-2-iumchlorid (13-2F)

0,50 g (3,00 mmol) B-Carbolin (4) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, in 5 ml DMF
unter No-Atmosphéare mit 0,11 g (4,56 mmol) Natriumhydrid und 0,38 g (3 mmol) 1-Bromo-2-
fluoroethan umgesetzt.

MG: C13H+2CIFN; (250,70 g/mol) W e,
Ausbeute: 0,31 g (41%), ockerfarbenes Pulver == 0
Rf: 0,32 (FM Chloroform/Methanol (12:1)) H

Smp.: 235-239°C F

'"H-NMR: 250 MHz in CDCl,

o [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
4.76-4.80 m 1 NCH,CH,F
4.86-4.91 m 1 NCH,CH,F
4.94-5.01 m 2 NCH,CH,F
7.46-7.52 m 1 arom., H6
7.83-7.85 m 2 arom., H7,H8
8.39-8.43 d(J=8.0Hz) 1 arom., H5
8.47-8.50 d(J=6.1Hz) 1 arom., H4
8.62-8.64 d(J=6.1Hz) 1 arom., H3

9.27 S 1 arom., H1

BC-NMR: 250 MHz in MeOD

3 [ppm] Zuordnung d [ppm] Zuordnung
43.94 NCH,CH,F 122.95 arom.
44.27 NCH,CH,F 125.76 arom.
80.95 NCH,CH,F 130.05 arom.
83.64 NCH,CH,F 131.82 arom.
110.72 arom. 133.70 arom.
116.75 arom. 136.25 arom.
119.79 arom. 14412 arom.
121.83 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3047, 2946, 2531, 2005, 1635, 1499, 1470, 1337, 1014, 827, 748,
720

Hochauflésende Masse:
berechnet fiir C13H1,FN, (M*):215,0979
gemessen: 215,1016
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6-Bromo-B-carbolin (4Br)

Nach Heineke [Heineke, 1992] werden 0,50 g (2,96 mmol) B-Carbolin (4) in 150 ml
Dichlormethan gelést, 30 mg Eisenpulver und tropfenweise 0,48 g (3,00 mmol) Brom
zugegeben. Danach wird der Ansatz 75 min geruhrt. Der entstandene Niederschlag wird
abfiltriert, in Wasser suspendiert und mit verdinnter Ammoniak-Losung neutralisiert. Die
Lésung wird mit Dichlormethan extrahiert, die organischen Phasen vereinigt, Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und eingedampft. Der Rickstand wird Uber Kieselgel 60 mit
einer Mischung aus Chloroform und Methanol (9:1) saulenchromatographisch gereinigt. Die
organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, eingedampft und der
Ruckstand im Vakuum getrocknet.

MG: C141H7BrN; (247,09 g/mol) Br
Ausbeute: 0,20 g (27%), braunes Pulver 4 \N
Rf: 0,35 (FM Chloroform/Methanol (9:1) + 1 Tr. NH3) N =

Smp..  265-268°C, Lit.: 271°C [Heineke, 1992]
'H-NMR: 250 MHz in [D¢]-DMSO

S [opm] Multiplizitat Integration Zuordnung
7.54-7.58 dd (J=0.4,8.5 Hz) 1 arom., H8
7.63-7.67 dd (J=2.0,8.8 Hz) 1 arom., H7
8.14-8.16 d(J=5.0Hz) 1 arom., H4
8.34-8.36 d(J=5.3Hz) 1 arom., H3
8.50-8.51 d(J=2.0Hz) 1 arom., H5
8.91-8.92 d(J=1.0Hz) 1 arom., H1

11.76 s 1 NH

BC-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO

S [opm] Zuordnung S [opm] Zuordnung
111.65 arom. 130.98 arom.
114.46 arom. 134.89 arom.
115.46 arom. 136.71 arom.
123.01 arom. 138.87 arom.
124.84 arom. 139.62 arom.
126.95 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3120, 3047, 2933, 2835, 2737, 1625, 1562, 1432, 1274, 1017, 808,
606

6-Bromo-9-methyl-B-carbolin-2-iumchlorid (13Br-1)

1,08 g (4,36 mmol) 6-Bromo-B-carbolin (4Br) werden, wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, in
15 ml DMF unter No-Atmosphare mit 0,30 g (14,90 mmol) Natriumhydrid und 0,62 g (4,36
mmol) Methyliodid umgesetzt und aufgearbeitet. Der Rickstand wird ber Kieselgel 60 mit
einer Mischung aus Chloroform und Methanol (12:1) saulenchromatographisch gereinigt. Die
organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, eingedampft und der
Rickstand im Vakuum getrocknet.
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MG: C12H10BrCIN; (297,58 g/mol) Br
Ausbeute: 0,34 g (26%), ockerfarbenes Pulver \Q—Q\N@H
Rf: 0,40 (FM Chloroform/Methanol (12:1)) II\I = o
Smp.: 121°C CHa
'H-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
o [ppm] Multiplizitat Integration Zuordnung
3.95 S 3 NCH;
7.63-7.67 d(J=8.8 Hz) 1 arom., H8
7.70-7.74 dd (J=1.9,8.8 Hz) 1 arom., H7
8.14-8.16 dd (J=1.1,5.2 Hz) 1 arom., H4
8.38-8.41 d(J=54Hz) 1 arom., H3
8.50-8.51 dd (J=0.6,1.9 Hz) 1 arom., H5
9.04 S 1 arom., H1
BC-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
S [ppm] Zuordnung S [opm] Zuordnung
29.87 NCH3; 126.53 arom.
111.87 arom. 131.06 arom.
112.57 arom. 133.44 arom.
115.25 arom. 137.26 arom.
122.54 arom. 139.12 arom.
124.86 arom. 140.46 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3041, 2927, 1619, 1556, 1502-1461, 1271, 1014, 808, 720, 619, 422

9-Ethyl-2-methyl-B-carbolin-2-iumiodid (14-2)

0,20 g (0,85 mmol) 9-Ethyl-B-carbolin-2-iumchlorid (13-2) werden in 30 ml Wasser
suspendiert, mit 10%iger Natriumhydroxid-L6ésung auf pH 10-12 eingestellt und mit
Chloroform extrahiert. Die organischen Phasen werden verdampft und der Riickstand wird,
wie in Abschnitt G.1.2 beschrieben, in 10 ml Aceton gelést und mit 0,5 ml (8,00 mmol)
Methyliodid umgesetzt.

MG: C14H15|N2 (338,19 g/mol) J Vo
Ausbeute: 0,22 g (82%), gelbe Kristalle CZ—Q\N\CW,
N ©

Smp.: 285-290°C ) '
HsC
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'H-NMR: 250 MHz in [D¢]-DMSO

S [opm] Multiplizitat Integration Zuordnung
1.37-1.43 t(J=7.1Hz) 3 NCH,CH;
4.49 S 3 N*CHs
4.59-4.68 q(J=7.1Hz) 2 NCH,CH;
7.46-7.51 t(J=7.1Hz) 1 arom., H6
7.82-7.89 t(J=7.1Hz) 1 arom., H7
7.93-7.97 d(J=8.4 Hz) 1 arom., H8
8.50-8.53 d(J=8.0Hz) 1 arom., H5
8.65-8.67 d(J=6.5Hz) 1 arom., H4
8.80-8.82 d(J=6.3 Hz) 1 arom., H3
9.68 S 1 arom., H1
®C-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO
3 [ppm] Zuordnung d [ppm] Zuordnung
14.45 NCH,CH; 124.31 arom.
40.99 NCH,CH; 129.92 arom.
48.31 N*CH, 131.94 arom.
111.68 arom. 132.46 arom.
118.04 arom. 133.89 arom.
119.56 arom. 135.36 arom.
122.20 arom. 144.00 arom.

IR-Daten (KBr, cm™):3044, 2971, 1638, 1511, 1641, 1340, 1245, 862, 764, 720, 425

Elementaranalyse:

C [%] H [%] N [%]
gemessen 49,52 4,54 8,25
berechnet C44H45IN, 49,72 4,47 8,28

2-Methyl-9-propyl-B-carbolin-2-iumiodid (14-3)

0,20 g (0,81 mmol) 9-Propyl-B-carbolin-2-iumchlorid (13-3) werden in 30 ml Wasser
suspendiert, mit 10%-iger NaOH-Losung auf pH 10-12 eingestellt und mit Chloroform
extrahiert. Die organischen Phasen werden verdampft und der Rickstand wird, wie in
Abschnitt G.1.2 beschrieben, in 10 ml Aceton gelést und mit 0,5 ml (8,00 mmol) Methyliodid

umgesetzt.

MG: C15H47IN2 (352,21 g/mol)
Ausbeute: 0,18 g (62%), gelbe Kristalle

Smp..  232-235°C

7 \e
e
]

N
|

CHj
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'H-NMR: 250 MHz in [D¢]-DMSO

S [opm] Multiplizitat Integration Zuordnung
0.87-0.92 t(J=7.3 Hz) 3 NCH,CH,CH3;
1.80-1.94 sext (J=7.3 Hz) 2 NCH,CH,CH3;
4.49-4.58 m 5 N*CHs, NCH,CH,CHj3
7.45-7.51 t(J=7.1Hz) 1 arom., H6
7.82-7.88 t(J=7.1Hz) 1 arom., H7
7.95-7.98 d (J=8.4 Hz) 1 arom., H8
8.50-8.53 d(J=8.0Hz) 1 arom., H5
8.65-8.67 d(J=6.5Hz) 1 arom., H4
8.81-8.83 d(J=6.3 Hz) 1 arom., H3

9.69 S 1 arom., H1

®C-NMR: 250 MHz in [Dg]-DMSO

d [ppm] Zuordnung d [ppm] Zuordnung
11.55 NCH,CH,CH; 124.23 arom.
22.41 NCH,CH,CH; 129.96 arom.
45.40 NCH,CH,CH; 131.84 arom.
48.31 N*CHs 132.44 arom.
111.91 arom. 133.92 arom.
118.04 arom. 135.86 arom.
119.43 arom. 144 .56 arom.
122.19 arom.

IR-Daten (KBr, cm™): 3038, 2962, 2927, 1635, 1508, 1340, 1236, 758, 419

Elementaranalyse:

C [%] H [%] N [%]
gemessen 51,14 4,95 7,99
berechnet C5H47IN, 51,15 4,86 7,95
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G.2 Untersuchung auf Neurotoxizitat, MTS-Assay, 3-Carbolin-Uptake-Assay

Der Test wird, wie bei Wernicke et al. beschrieben, durchgefiihrt [Wernicke et al., 2007].

G.3 Untersuchung auf neuroprotektive Eigenschaften

Der Test auf Neuroprotektion wird, wie bei Hamann et al. beschrieben, durchgefiihrt
[Hamann et al., 2008].

G.4 Bestimmung der inhibitorischen Aktivitat an der AChE und BChE, Ellman-Test

Die verwendete Methode wurde von Ellman entwickelt und von Kapkova et al. modifiziert
[Ellman et al., 1961; Kapkova et al., 2003].

G.4.1 Allgemeine Angaben zu Materialien und Geraten

Der im Folgenden beschriebene Elliman-Test wurde von Herrn Dr. habil. Michael Decker aus

unserem Arbeitskreis etabliert.

Phosphatpuffer pH 8,0

13,61 g Kaliumdihydrogenphosphat (Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)) wird in 1 |
Wasser gelost und mit Kaliumhydroxid auf pH 8,0 = 0,1 eingestellt. Der Puffer wird durch
einen Filter der PorengréRe 0,22 um filtriert. Der Puffer wird bei 4°C gelagert und ist eine
Woche haltbar.

5,5’ -Dithiobis-,2-nitrobenzoesaure-Losung (DTNB-L6sung) (0,01 M)

0,396 g DTNB (Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)) und 0,15 g
Natriumhydrogencarbonat (Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)) werden in 100 ml
Wasser geldst und in 1 ml Aliquote geteilt. Die Aliquote werden direkt verwendet oder bei —
30°C aufbewahrt.

Acetylthiocholiniumiodid-Lésung (ATC-L6sung) (0,075 M)
0,217 g ATC (Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)) werden in 10 ml Wasser geldst und in
0,4 ml Aliquote geteilt. Diese werden bei —30°C aufbewahrt.

Butyrylthiocholiniumiodid-Lésung (BTC-L6sung) (0,075 M)
0,237g BTC (Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)) werden in 10ml Wasser geldst und in
0,4 ml Aliquote geteilt. Diese werden bei —30°C aufbewahrt.
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Acetylcholinesterase (AChE) (E.C.3.1.1.7, Typ V-S, Electric Eel, Sigma Aldrich (Steinheim,
Deutschland) und Butyrylcholinesterase (BChE) (E.C.3.1.1.8, horse serum, Sigma Aldrich
(Steinheim, Deutschland)

500 Einheiten des jeweiligen Enzyms werden in 1 ml einer 1%igen Gelatinelésung geldst
und mit Wasser auf 100 ml verdiinnt. Die Stammlésung wird in 0,7 ml Aliquoten bei —30°C
eingefroren. Vor dem Gebrauch werden 0,7 ml Wasser zugegeben um die MeRRkonzentration

von 2,5 Einheiten/ml zu erhalten.

UV-VIS Spektrophotometer
Spektrophotometer V-570 (Jasco Labor und Datentechnik GmbH (GroR-Umstadt,
Deutschland)

G.4.2 Versuchsdurchfiihrung

Vor Beginn der Messung werden die eingefrorenen Reagenzien bei RT aufgetaut. Alle
Messungen erfolgen in Quarzkivetten durch UV-Spektrometrie. Die zu prufenden
Substanzen werden je nach Léslichkeit in einer Konzentration von 10* M oder 10° M in
Wasser oder Ethanol geldst. Die Konzentration der Stammlésung wird so berechnet, daf die
vermessene Lésung mit einem Endvolumen von 3,32 ml eine 10 bzw. 10®° molare Lésung
der Testsubstanz enthalt. Aus dieser Stammldsung wird eine Verdinnungsreihe in
geeigneten Verdunnungsstufen hergestellt. Bei 3-Carbolinen mit geringerer Affinitat wird eine
10®° M - Verdiinnung hergestellt und dreifach bestimmt. Die Durchfiihrung wird im Anschlufy
nur fur die Bestimmung der AChE-Inhibition dargestellt, die Messung an der BChE erfolgt
analog mit BTC statt ATC als Enzymsubstrat. Alle Proben werden nach Zugabe von ATC
und nach Durchmischung der Probenldésung mit einer 5 ml Pipette fir 3 min inkubiert und
anschliellend bei 412 nm an einem Spektrophotometer vermessen. Die Verdinnungsreihen
der Testsubstanzen werden jeweils dreifach vermessen, wobei vor jeder Melreihe der Blind-
und Leerwert erneut vermessen werden und fur die jeweilige MefRreihe als

Berechnungsgrundlage der prozentualen Enzymaktivitat herangezogen werden.

Zur Vermessung der Proben werden 3 ml Puffer, 100 ul Testsubstanz-Verdinnung, 100 pl
DTNB, 100 ul AChE-Lésung und zuletzt 20 ul ATC zugegeben, gemischt, 3 min inkubiert
und vermessen.

Die Berechnung der verbleibenden prozentualen Enzymaktivitat erfolgte durch Einbeziehung
eines 100%-Wertes (Leerwert), dessen Zusammensetzung sich nur durch die Zugabe von
100 ul Wasser anstatt der Testsubstanz unterschied.

Der Blindwert wurde durch die Messung einer Mischung aus 3 ml Puffer, 200 ul Wasser, 100
ul DTNB und 20 ul ATC erhalten.
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Die prozentuale Enzyminhibition (100% — Enzymaktivitdt%) wird gegen den Logarithmus der
entsprechenden Inhibitorkonzentration aufgetragen. Die Dosis-Wirkungs-Kurven und die
entsprechenden ICs-Werte werden mit Hilfe des Programms GraphPad Prism™ (GraphPad
Software, Inc.) mit den Parametern ,non-linear regression® und ,sigmoidal dose-response-

variable slope*“ berechnet.

G.5 ApB-Aggregation und deren Beeinflussung durch verschiedene Faktoren

G.5.1 Allgemeine Angaben zu Materialien und Methoden

Alle Reagenzien werden mit bidestilliertem Wasser hergestellt.

Phosphatpuffer pH 8 (0,1 M)

Dinatriumhydrogenphosphat, wasserfrei, Natriumdihydrogenphosphat x 2 H,O

3,4334 g Dinatriumhydrogenphosphat (Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)) und
0,1270 g Natriumdihydrogenphosphat (Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)) werden in
200 ml Wasser geldst. Die Lésung wird mit verdinnter Phosphorsaure auf pH 8 eingestellt

und auf 250 ml mit Wasser aufgefllit.

Thioflavin T-Losung (THT-L6sung) (15 uM)
0,5 mg THT (Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)) werden in 1 ml Wasser geldst. Davon

werden 10 pl auf 1 ml mit Phosphatpuffer verdinnt.

Hexafluoro-2-propanol (HFIP) (Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland))

AB-Lésung (400 uM)

Ap 42 (H-1368, Bachem (Bubendorf, Schweiz)), AR 40 (wurde von der Arbeitsgruppe von
PD Dr. habil. Marcus Fandrich (Max-Planck-Institut Halle/Saale) zur Verfigung gestellt)

1,90 mg mit HFIP behandeltes AR 40/AB 42 werden in 176 ul DMSO (2,5 mM) (99,9%;
Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)) 5-10 s unter vorsichtigem Mischen mit dem
Vortexer geldst und anschlieBend 920 ul Phosphatpuffer zugeben und fir 5-10 s erneut mit
dem Vortexer vorsichtig mischen. Aus dieser Lésung werden anschlielend adaquate

Verdiinnungen hergestellt und diese werden sofort verbraucht.

AChE-Losung (5 uM)
eeAChE (E.C.3.1.1.7, Typ V-S, Electric Eel, Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)
huAChE (E.C.3.1.1.7, C1682, human rekombinant, Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)
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0,46 mg eeAChE (70 kDa) werden in 657 ul Phosphatpuffer unter vorsichtigem mischen mit
dem Vortexer geldst und anschlieend 1:10 mit Phosphatpuffer verdinnt. Aus dieser Lésung
werden anschlieBend adaquate Verdinnungen hergestellt und diese werden sofort

verbraucht.

Fluorimeter
NOVOstar Microplate-Reader, BMG Labtechnilogies GmbH (Offenburg, Deutschlang)
Einstellungen: Exzitation: 450 nm; Emission: 490 nm; Shake width (mm): 1,0; Shake mode:

orbital; Additional shaking: 20 s before each cycle; Temperatur: 37°C

G.5.2 Versuchsdurchfiihrung

Vor der eigentlichen Versuchsdurchfihrung wird das Desaggregationsprotokoll nach Kilein
[Klein, 2002] durchgeflhrt. Hierzu wird das bei -80°C gelagerte A und HFIP fir 15 min auf
Eis gelegt. AB wird nun in ein nicht beschichtetes Glasgefal® eingewogen und gekuhltes
HFIP zugegeben, so dal} eine 1 mM Lésung (z.B. 1,76 mg AP 40 in 1,015 ml HFIP) entsteht.
Das Peptid muBl vollstandig geldst sein, gegebenenfalls mufd die Suspension flr wenige
Sekunden mit dem Vortexer vorsichtig gemischt oder im Ultraschallbad behandelt werden.
Das geschlossene Gefal® wird fur eine Stunde bei RT stehen gelassen und bei schlechter
Ldslichkeit wird die Losung alle 10 min erneut mit dem Vortexer gemischt. Die Ldsung
verbleibt unverschlossen Uber Nacht bei RT, wofur das Glaschen in die maximale
Schraglage gebracht wird. Das noch verbliebene HFIP wird am Rotationsverdampfer bei RT
10 min lang bei 0 bar entfernt. Es soll ein klarer diinner AB-Film entstehen, welcher nun
wieder bei -80°C flir mehrere Monate gelagert werden kann.

Die Experimente werden in einer 96well-Mikrotiterplatte durchgefiihrt. Bei allen
Experimenten wird ein Blindwert (45 ul Puffer und 5 ul THT) mitgefuhrt. Die Proben enthalten
5 wl THT, die weiteren Volumina ergeben sich aus den jeweiligen Konzentrationen und der
Zusammensetzung der Proben. Letztendlich werden sie mit Puffer auf ein Gesamtvolumen
von 50 ul aufgefillt. Jede Probe wird vier- bis achtfach auf einer 96well-Platte und in 2-3
unabhangigen Experimenten wiederholt. Die Reihenfolge der Pipettierung ist stets gleich,
zuerst werden Puffer und THT, anschlielend eventuell AChE und zuletzt AR zugegeben. Die
96well-Platte wird dann im Fluorimeter bei 37°C fur 2-4 d inkubiert und halbstindlich
vermessen. Die Auswertung der Fluoreszenzintensitaten erfolgt mit den Programmen
GraphPad Prism™ (GraphPad Software, Inc.) und Microcal(TM) Origin® (Microcal Software,
Inc.).

Die elektronenmikroskopischen Proben werden durch Negativkontrastierung mit
Uranylacetat vorbereitet. Die Untersuchungen wurden am Elektronenmikroskopischen

Zentrum (EMZ) des Universitatsklinikums Jena am Transmissionselektronenmikroskop
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Zeiss-CEM 902A (Auflésung: 0,6 nm) durchgefuhrt. Die Abbildungen werden mit Hilfe der

TVIPS FastScann CCD-Kamera aufgenommen.

G.6 Bestimmung der inhibitorischen Aktivitait am NMDA-Rezeptor

Der NMDA-Exzitotoxizitatassay wird mit wenigen Modifikationen nach Steinmetz et al. mit
Hilfe des LDH-Tests durchgeflhrt [persdnliche Mitteilung von Kai-Uwe Schmidtke; Steinmetz
et al., 2002].
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AB

ACh
AChE
APP

ATC

BCh
BChE
BTC
CDCl3

d

DAT

dd

DMF
DMSO
[De]-DMSO
dt

DTNB
ECso
eeAChE
equBChE
FBS-AChE
FM

HFIP
huAChE

huBChE

1Cs0
IR
J
LDH

MAO
mc
MeOD

beta-Amyloid

Acetylcholin

Acetylcholinesterase

Amyloid-Precursor-Protein (Amyloid-Vorlaufer-Protein)
Acetylthiocholin

Butyrylcholin

Butyrylcholinesterase

Butyrylthiocholin

deuteriertes Chloroform

Dublett

Dopamintransporter

Dublett vom Dublett

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

deuteriertes Dimethylsulfoxid

Dublett vom Triplett

5,5’-Dithiobis-2-nitrobenzoesaure

mittlere effektive Konzentration

Acetylcholinesterase isoliert aus Electrophorus electricus (Zittelaal)
Butyrylcholinesterase isoliert aus Pferdeserum
Acetylcholinesterase isoliert aus Rinderserum
FlieRmittel

Hexafluoroisopropanol

human rekombinant gewonnene oder aus humanen Erythrozyten isolierte
Acetylcholinesterase

human rekombinant gewonnene oder aus humanen Serum isolierte
Butyrylcholinesterase

mittlere inhibitorische Konzentration

Infrarot

Kopplungskonstante

Lactatdehydrogenase

Multiplett

Monoaminoxidase

zentriertes Multiplett

deuteriertes Methanol
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MG Molekulargewicht

MPP* 1-Methyl-4-phenylpyridinium

MPTP 1-Methyl-4-phenyl-tetrahydropyridin

MTS 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxy-phenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium

NMDA N-Methyl-D-aspartat

NMDAR N-Methyl-D-aspartat-Rezeptor

PAS peripheric anionic site (periphere anionisches Bindungsstelle der AChE)

ppm parts per million

q Quartett

Rs Retentionsfaktor

RT Raumtemperatur

s Singulett

Smp Schmelzpunkt

t Triplett

THT Thioflavin T
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