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ABSTRACT

Die Positronen-Emissions-Tomographie ist ein nicht-invasives bildgebendes
Verfahren der Nuklearmedizin, das Schnittbilder lebender Organe erzeugt.

Diese Technik beruht auf der Verteilung einer positronenemittierten radioaktiven
oder radioaktiv markierten Substanz im Organismus aufgrund deren eine
dreidimensionale Darstellung des entsprechenden Gewebes moglich ist. Abgebildet
werden Struktur und vor allem die Funktionen der Gewebe, wie biochemische und
physiologische Vorgénge.

Die Zielsetzung der vorliegenden Diplomarbeit bestand darin, auf Basis des
hochaffinen und selektiven MCH1-Rezeptor-Liganden racSNAP-7941 1 Vorstufen zur
radioaktiven Markierung herzustellen.

Da in weiterer Folge an der nuklearmedizinischen Abteilung des AKHs radio-
synthetisch mit einem geeigneten Nuklid, ndmlich F[18], markiert wird, sollte ein
tosyliertes Edukt 2 als Ausgangsverbindung hierfiir dienen. Um dieses zu gewinnen,
wurde ein allyloxyethylgeschiitztes Derivat 3 von racSNAP-7941 synthetisiert, die
Schutzgruppe anschlieBend abgespalten und infolgedessen der Hydroxyethylester 4
von racSNAP-7941 als Startmaterial fiir die Tosylierung zuginglich gemacht.
AnschlieBend wurde die spektroskopische Analytik der neuen Substanzen
vorgenommen.

Diese Syntheseroute konnte erfolgreich umgesetzt werden und erwies sich somit als

vielversprechender Ansatz fiir zukiinftige Untersuchungen auf diesem Gebiet.

1: R=CHj F
2: R=(CH,),0Ts F
3: R=(CHy),OAllyl
4: R=(CH,),0H O o
R
~0 | N N/\/\N H
H N
/go
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ENGLISH SUMMARY

Positron emission tomography is a non-invasive imaging technique for nuclear
medicine based diagnostics which produces sectional views of living tissue.
Attachment of a positron emitting, radioactive nuclide to a non-radioactive precursor
produces radiotracers for diagnostical or therapeutic use. Distribution, receptor
linkage and bioavailability of the radiotracer differ drug specifically after intra-
venously administration in living organisms.

Hence, the three-dimensional pictures which are reconstructed after detection and
localization of the nuclides display functional status as well as biochemical and
physiological properties of the examined tissues.

The aim of this work was synthesizing a precursor for radioactive labeling with F[18]
adapted from the high-affinity, selective MCHR1 antagonist racSNAP-7941 1, namely
tosylate 2.

Therefore, allyloxyethyl was chosen as protecting group to form derivative 3. After
cleavage of the protecting group, hydroxyethyl derivative 4 could be easily obtained
which serves as a starting material for tosylate 2. All of the new compounds have been
thoroughly spectroscopically analyzed.

The successful implementation of the new synthetic route to precursor 2 is very

promising for further investigations concerning the MCH receptor.

1: R=CH,4 F
2: R=(CH,),0Ts F
3: R=(CH,),0Allyl
4: R=(CH,),0H o) 0
R
0 | N N/\/\N H
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1 EINLEITUNG

1.1 Adipositas

Adipositas (lat. adeps = Fett) oder Fettleibigkeit ist eine h&ufige chronische
Stoffwechselerkrankung, die ein gravierendes Problem der heutigen Gesellschaft
weltweit darstellt. Sie resultiert aus einer Dysbalance zwischen Energiezufuhr
und -verbrauch und geht mit einer pathologischen Vermehrung der Korperfettmasse

iber das normale MaR einher.?

Historisch betrachtet war Fettleibigkeit lange Zeit ein Schonheitsideal, besonders in
Zeiten, in denen Nahrungsiiberfluss ein den Reichen vorbehaltenes Privileg war. Vor
allem galt Fettleibigkeit bei Frauen als Garant fiir Fruchtbarkeit und Gesundheit und

war somit ein wichtiger soziokonomischer Faktor in verschiedenen Kulturen.’

In der offentlichen Meinung gilt Adipositas heutzutage als stigmatisierend, den
betroffenen Personen wird hdufig alleine die Schuld zugeschrieben, selbst Mediziner
werten sie oft nicht als ernstzunehmende Diagnose, obwohl Adipositas als Krankheit
gilt und bereits in der weltweit giiltigen International Statistical Classification of
Diseases and Related Health Problems (ICD-10) unter dem Schliissel E.66 vermerkt ist.
Sie ist nachweislich mit vielen Krankheitsbildern vergesellschaftet, die die

Sterblichkeit erh6hen.’

Laut der rezentesten Publikationen steigt die Prdvalenz der Adipositas jahrlich.* Die

Daten der World Health Organization (WHO) zeigen, dass die Pravalenz der Adipositas
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sich seit 1980 mehr als verdoppelt hat und dass 2008 mehr als 1.4 Milliarden
Erwachsene im Alter von tiber 20 Jahren {ibergewichtig waren. Von diesen sind tiber
200 Millionen Ménner und fast 300 Millionen Frauen adipds. Weiters steht fest, dass
65% der Weltbevilkerung in Lindern leben, in denen mehr Menschen an Ubergewicht

versterben, als an Untergewicht.’

1.1.1 Adipositasklassifikation und Diagnostik

Die erhohte Fettakkumulation, die sich hinsichtlich des Schweregrades in
Ubergewicht und Adipositas differenziert, wird unter anderem mithilfe des Body-

Mass-Index (BMI)® klassifiziert.

Es handelt sich hierbei um die gingigste Methode zur Diagnose von Ubergewicht und
Adipositas von Erwachsenen und wird als Quotient aus Kilogramm (kg) Kdrpergewicht

und dem Quadrat der Kdrpergréfe in Metern (m) definiert.*

Die WHO definiert einen BMI groRer oder gleich 25 kg/m? als iibergewichtig, ab BMI
35 kg/m? spricht man von Adipositas.

Um eine aussagekriftige Beurteilung in Bezug auf die Stadieneinteilung der Adipositas
durchfithren zu konnen, ist die ausschlieBliche Bestimmung des BMI nicht
ausreichend, da nur Gewicht und KérpergroRRe beriicksichtigt werden, unabhéngig

davon, ob das Gewicht durch Muskelmasse oder interponiertes Fett verursacht wird.
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Besonders ungenau ist die Diagnostik der Fettleibigkeit anhand des BMI bei mittleren

BMI-Werten (25.0-29.9 kg/m?), bei Mdnnern und bei dlteren Personen.’

Weitere Methoden, wie die Messung des Taillenumfangs, die Ermittlung des
Quotienten aus Taillen- und Hiiftumfang (Waist-Hip-Ratio, WHR) oder Taillenumfang
und Korpergroe (Waist-Height-Ratio, WHtR) konnen fiir die graduierte
Klassifizierung herangezogen werden. In Anbetracht des Taillenumfangs steigt das
adipositas-assoziierte Erkankungsrisiko ab einem Mal von 80 cm bei Frauen und ist
signifikant erhoht ab Werten tiber 88 cm, fiir Midnner gelten 94 cm beziehungsweise
102 cm.® Laut Schneider et al.’ reprisentiert WHtR den besten Pradiktor fiir das
kardiovaskuldre Risiko und die Mortalitét, gefolgt von Taillenumfang und WHR. Der

BMI sollte nicht zur Diagnostik verwendet werden.

Komplexere und aufwendige Zugangsweisen zur Bestimmung der Kdrperfettmasse
sind die Dual-energy X-ray absorptiometry (DEXA)", die als Goldstandard gilt, sowie
die Hydrodensitometrie." Diese Messmethoden gehen mit einer Strahlenbelastung

einher und sind nur mit teuren Apparaturen moglich.

KLASSIFIKATION BMI (kg/m’) | Adipositasgrad
Untergewicht <18.5

Normalgewicht 18.5-24.9

Ubergewicht 25.0-29.9

Adipositas 30.0-34.9 Grad I
Adipositas 35.0-39.9 Grad IT
Extreme (morbide) Adipositas >40 Grad III

Tabelle 1. BMI-Klassifikation des Ubergewichts und Adipositas
(adaptiert nach Slawik'?)
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1.1.2 Risikofaktoren und Ursachen

Das multifaktoriell bedingte Risiko an Adipositas zu erkranken, griindet sich auf
genetischer Disposition, physiologischen, psychologischen Faktoren und geringen
soziodkonomischem Status.” Im Gegensatz dazu sind beeinflussbare Faktoren wie
inaktiver Lebensstil, geprdgt durch verminderte korperliche Aktivitit und
hochkalorische Erndhrung, die auf vitamin- und ballaststoffarmen und vorwiegend

fett- und zuckerhaltigen Nahrungsmitteln basiert, bekannt."**¢

Analog zur Einteilung vieler Krankheitsbilder kann man Adipositas auch in eine
primare, auf einer multifaktoriellen Genese basierten Erkrankung und eine sekundire
Form einteilen. Die sekunddre Form ist auf andere Grunderkrankungen mit Stérungen
der Fetthomdostase zuriickzufithren, wie Morbus Cushing’, dem mit zum Teil
hypothalamischen Funktionsstorungen assoziiertem Prader-Willi-Syndrom (PWS)"

oder dem Bardet-Biedl-Syndrom (BBS)."”

Schlafmangel wird ebenso mit Steigerung des Korpergewichts in Verbindung
gebracht. Wissenschaftliche Untersuchungen haben ergeben, dass die Anzahl der
Stunden an Schlaf pro Nacht negativ mit dem BMI korreliert® und dass zu wenig
Schlaf zu einem gesteigerten Hungergefiihl fiihren und zudem appetitanregend

wirken kann.”

Zu einer iatrogenen Gewichtszunahme kann es sekundédr durch Pharmaka kommen,

3,22

von denen besonders Psychopharmaka®?, Antihypertensiva, Steroidhormone,

Kontrazeptiva, Antihistaminika und Protease-Inhibitoren evident adipogen wirken.”
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Eine weitere pharmakon-induzierte Zunahme des Korperfettanteils, verursacht durch
Antidiabetika, antagonisiert ihren positiven Effekt auf den Glukose-Stoffwechsel, der
bei Diabetes mellitus pathologisch verdndert ist und erhoht gleichsam das
kardiovaskuldre Risiko, das bei den groRteils iibergewichtigen Diabetikern bereits

primdr gesteigert ist.”

Infektionen, insbesondere ausgeldst durch humanes Adenovirus-36 (Ad-36), spielen
moglicherweise eine unterschitzte Rolle in der Atiologie der Adipositas, da belegt ist,
dass Ad-36 mittels metabolischen und molekularen Mechanismen Ubergewicht in
Labortieren verursacht”” und adipdse Individuen eine erhéhte Wahrscheinlichkeit

haben, mit Ad-36 infiziert zu sein.”’

1.1.3 Komorbidititen

Das komplexe Krankheitsbild der Adipositas, die als Multisystemerkrankung gilt, ist
mit einer Reihe von Folgeerkrankungen vergesellschaftet, aufgrund deren die
Mortalitdt** gesteigert und die Lebensqualitit erheblich eingeschrinkt ist und deren
Inzidenz mit Erhéhung des BMI positiv korreliert.*

7% ist ein Symptomenkomplex bestehend aus

Das metabolische Syndrom
Insulinresistenz, Lipidstoffwechselstérung und arterieller Hypertonie®”, kombiniert
mit viszeraler (abdomineller) Adipositas.

Die Pathogenitit geht unter anderem mit einer Insulinresistenz einher, die einen

Uberfluss an zirkulierenden freien Fettsduren zur Folge hat, der dadurch begriindet

ist, dass durch Insulinresistenz die antilipolytischen Effekte von Insulin® aufgehoben
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werden. Dies ist langfristig mit einem erhhten Risiko fiir Diabetes mellitus Typ II

assoziiert.”

Uber den portalen Kreislauf gelangen die freien Fettsduren® in die Leber und werden
dort zum Apolipoprotein-B* beinhaltenden und triglyzeridreichen very low density
Lipoprotein (VLDL)*** umgebaut, mit negativen Auswirkungen auf das kardio-

2448 wie Atherosklerose,” koronare Herzkrankheit (KHK),

vaskuldre System,
Herzinsuffizienz® und Myokardinfarkt und dariiber hinaus mit einem zunehmenden

Auftreten von ischiamischen Insulten.

Hypertension
cl
.@%ﬂooand * HDL cholesterol r R
Tt de + Small dense LDL by | ey SymPathetic nervous
VLDL system
Glucose - 4

:\.
%
L

Trighyceride
{intramuscular droplet)

Abbildung 1. Pathophysiologie des metabolischen Syndroms (Insulinresistenz)
(adaptiert nach Eckel **)
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Mit Adipositas assoziiert ist eine Prddisposition fiir eine vermehrte Inzidenz von
onkologischen Erkrankungen, die gehduft als Mamma-, sowie Uterus-Karzinome
manifestiert sind, zu nennen. Gastrointestinale maligne Tumorformen, insbesondere
Oesophagus- und Kolorektal- Karzinom®, konnten iiberdies mit Adipositas in

Verbindung gebracht werden.”

Neben endokrinen Stérungen, vorwiegend als Hyperandrogendmie und
polyzystisches Ovarialsyndrom (PCOS),” das initial durch eine erhéhte Produktion
von Androgenen bedingt ist, treten zudem gastrointestinale Komplikationen, wie
Cholecystolithiasis mit chronisch erhohter bilidrer Cholesterinausscheidung,
nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH)* und ebenso Refluxerkrankungen, durch

erhohten abdominellen Druck, in hoher Zahl auf.”

Obstruktives Schlafapnoe-Syndrom (OSAS) und erhdhte Schlafneigung (Pickwick-

Syndrom) sind als pulmonale Komplikationen anzufiithren.””’

Nicht zuletzt leidet auch der Bewegungsapparat unter der Uberlastung, bedingt durch
das hohe Korpergewicht, dies dulert sich in degenerativen Gelenkserkrankungen wie

vertebrale Osteochondrosen oder Cox- und Gonarthrosen.****

1.1.4 Therapiemoglichkeiten

Integraler Bestandteil der Adipositastherapie mit dem langfristigen Ziel der
Stabilisierung der Lebensstilinderung und gleichsam Senkung von Inzidenz und
Privalenz von adipositasbedingten Folgeerkrankungen ist vor allem die effektive

Gewichtsreduktion durch Dezimierung der Kalorienaufnahme und Bewegungs-
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intervention in Form von kdrperlicher Aktivitat®*. Sdmtliche positive Eigenschaften
der holistischen Therapie, wie lipidsenkende, verdauungsanregende, appetit-

hemmende und antidepressive Effekte werden somit erméglicht.

Unterstiitzend ist medikamentdse Therapie mit Antiadiposita mit den Substanzen

63-65

Orlistat®® zur effektiven Senkung der Fettreduktion und Sibutramin®®, welches

aufgrund der appetitmindernden Wirkung eingesetzt wird, mdglich. Bislang war mit

Rimonabant®*®’

ein weiteres Prdparat verfiigbar, das - wie alle oben genannten -
aufgrund des unglinstigen Nutzen-Risiko-Verhiltnisses vom Markt genommen

wurde.®

Dariiber hinaus bieten sich als Alternativvariante chirurgische Interventionen an, die
im Anschluss an konservative gewichtsreduzierende Strategien oder gegebenenfalls
auch erginzend veranlasst werden kénnen, da die klassische antiadipése Therapie

®7 unterteilt sich derzeit in malabsorptive, die

limitiert ist. Die bariatrische Chirurgie
Resorption von aufgenommenen Kalorien verhindernde Variante und nahrungs-
restriktive Eingriffe, die kalorienzufuhrvermindernd wirken. Hiufig wird eine Kombi-

nation beider Verfahren angewandt.

Malabsorptive Operationsmethoden, die laparoskopisch” durchgefiihrt werden,

77 mit der Weiterentwicklung des

beinhalten die Biliopankreatische Diversion (BPD),
Duodenal Switch, wo die groRe Kurvatur des Magens reseziert wird und aus dem

verbleibenden Rest ein Magenschlauch mit geringem Fassungsvermdgen prépariert

wird./*”
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Daneben wird bei der hiufig ergdnzend durchgefiihrten vertikalen bandverstirkten
Gastroplastik der Magen permanent in zwei Kompartimente gegliedert, das in frithem
Sattigungsgefiihl und Volumenrestriktion resultiert.

5% etabliert, die die Entfernung

Weiterfithrend hat sich die Magen-Sleeve-Resektion
des Hauptteiles des Magens, Corpus und Fundus, zur Folge hat. Zuriick bleibt dabei ein
Magenschlauch, der eine deutliche Einschrinkung der Magenkapazitit bedingt.
Gastric Banding, ein weiteres wichtiges Element, erfolgt anhand einer Implantation
eines verstellbaren Magenbandes. Es gilt dementsprechend als besonders sicheres und
effektives Vorgehen, da die Anatomie, sowie die Verdauungsphysiologie intakt
bleiben.

Bisherige Erfahrungen, die anhand hervorragender Langzeitergebnisse beschrieben
sind, zeigen, dass laparoskopische bariatrisch-chirurgische Eingriffe die beste und

wirkungsvollste Behandlungsweise der extremen morbiden Adipositas mit

BMI > 40 kg/m? reprisentieren.

Aufgrund der Komplexitdt der Erkrankung ist die Therapie sehr vielseitig angelegt.
Zum gewiinschten Erfolg kann nur ein umfassendes Konzept mit entsprechenden
Lebensstilmodifikationen mittels individualisierten didtetischen Erndhrungs-
malnahmen und an die groRtenteils bestehende eingeschrinkte korperliche

Funktionsfihigkeit angepasste Bewegungstherapie maRgeblich beitragen.
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1.2 Melanin-concentrating hormone (MCH)

Melanin-concentrating hormone (MCH), ebenso als melaninkonzentrierendes
Hormon bezeichnet und erstmals 1983 sequenziert, ist ein orexigenes, zyklisches
Heptadekapeptid, das in der Hypophyse von Teleostei (Echte Knochenfische)
sezerniert wird und dem eine Rolle in der Regulation der Pigmentanpassung von
Fischen, Amphibien und Reptilien zukommt.*

Bei Knochenfischen wird eine Aggregation von Melaningranula durch MCH
beschrieben, wihrend es bei Reptilien und Amphibien zu gegensitzlichen Effekten

kommt.¥*

In vitro Studien beschreiben, dass MCH in Teleostei ein potenter Inhibitor der
Corticotropin Releasing Factor (CRF)-induzierten Adrenocorticotropen Hormon

82,83
t

(ACTH)-Ausschiittung in der Hypophyse darstellt®**, in Ratten hingegen wird ein

dhnlicher, jedoch schwicher ausgeprigter Effekt beobachtet.™

Mithilfe eines Antiserum gegen Lachs-MCH (sMCH) wurde das Vorkommen von MCH-
immunreaktiven Zellen im ZNS von verschiedenen Vertebraten (Wirbeltieren) und
Mammalia (Sdugetieren) nachgewiesen. Eine signifikante Anhdufung von solchen
Neuronen wurde bei Ratten, als auch beim Menschen im Dienzephalon, insbesondere
in bestimmten Regionen des lateralen Hypothalamus (lateral hypothalamic area, LHA)

sowie der rostromedial situierten Zona incerta lokalisiert.***’

Das Dienzephalon, bestehend aus vier Komponenten, namentlich Thalamus,

Subthalamus, Hypothalamus und Epithalamus, ist eine Struktur am kranialen Ende
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des Truncus cerebri (Hirnstamm), unterhalb des Cerebrums und umschlieRt den

3. Ventrikel.®

T R W LB e
o - 1t

Abbildung 2. Immunhistochemische Lokalisationen MCH-produzierender Neurone

(schwarze Punkte) im Gehirn der Ratte.

Abkiirzungen: 3V = 3. Ventrikel; ARC = Nucleus arcuatus; DMH = dorsomedialer Hypothalamus; F =
Fornix; LHA = lateral hypothalamic area; ME = Eminentia mediana; VMH = rostromedialer
Hypothalamus; ZI = Zona incerta®

cDNA-Klonierung des MCH-Precursors, exprimiert in Perikarya des Hypothalamus®*°

von Ratten, wies auf ein Nonadekapeptid (rMCH) hin, dessen Struktur dem sMCH sehr

shnelt.?*

Bittencourt et al.” zeigten in ihren  immunhistochemischen  und
Hybridisierungsstudien, dass der Precursor praproMCH (ppMCH) nicht nur fiir MCH
selbst kodiert, sondern zusitzlich die Neuropeptide EI (NEI)* und Neuropeptid GE

(NGE) beinhaltet.
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Direkt vor dem Abschnitt, der fiir MCH kodiert, befindet sich eine 14 Aminosduren
lange Peptidsequenz, die von basischen Resten flankiert ist und C-terminal eine
Amidierungsstelle trigt. Aufgrund der beinhaltenden Aminosduren, wurde das Peptid

186

anhand der gingigen Nomenklatur fiir Aminosduren Neuropeptid EI* genannt.

(E = Glutaminsaure, I = Isoleucin)

Der NEI-Sequenz vorangehend ist eine aus 19 Aminosduren bestehende Sequenz,
benachbart von mono- und dibasischen Resten, die das Neuropeptid GE definiert.

(G = Glyzin)
RAT PREPRO-MELANIN-CONCENTRATING HORMONE

7777777,
%//P/% NGE NEI

22 108 (110 128131 144

n @@

MCH _|— COOH

HE

47 165

T

3 3

Bie
Bie

Abbildung 3. Proteinstruktur des Ratten-prepro-MCH (ppMCH)

Sichtbar am Amino-Terminus ist das Signal-Peptid (SP) und die MCH-, NEI- und SGE-Sequenzen am
Carboxy-Terminus. Die senkrechten Linien stellen die Spaltungsstellen proteolytischer Enzyme dar. Es
sind weiters Cystein-Reste (©) und eine Amidierungsstelle (W) eingezeichnet.”

Wihrend die Funktion all dieser Peptide, die aus ppMCH hervorgehen, innerhalb von
Sdugetieren unklar ist, kristallisiert sich ein Hauptzentrum dieser Zellen im lateralen
Hypothalamus, der eine Vielzahl von Funktionen wie Verdauung, sensomotorische
Vernetzung, Erregung und autonomer Regulation™, innehat, heraus. Durch die
extensive Verflechtung der Projektionsfasern” mit dem medial-forebrain-bundle
(MFB), als wohl komplexestes Fasersystem des Siugetier-ZNS, stellen Studien in

diesem Bereich eine schwierige Aufgabe dar.”*

Laut Vaughan et al.”’, Presse et al.” und Nahon et al.” ist die Sequenzfolge des MCH-

Proteins von Maus, Ratte, Hase (Nagetiere) strukturell identisch mit humanem MCH
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und weist eine hohe Homologie zum Lachs-MCH auf, die sich nur durch die Addition
von zwei N-terminalen Aminosduren unterscheidet, wobei die charakteristische
Schleifenstruktur erhalten bleibt. Die Relevanz von MCH in Sdugetieren, wie Mdusen,
Ratten, Affen und letztendlich auch dem Menschen ergibt sich aus der Steuerung der
Energichomgdostase sowie der Regulation des Korpergewichts, weiters sind

mittlerweile auch periphere Funktionen bekannt.”

Abbildung 4. Schematische Darstellung: (a) humanes MCH und (b) Lachs-MCH
Die unterschiedlichen Aminosduresequenzen sind rot markiert. Lachs-MCH ist um zwei Aminosduren
kiirzer als humanes MCH.*

Rossi et al.'®

publizierten eine Studie, die bestatigt, dass das orexigen wirkende MCH
zu einer Zunahme der Futterkonsumation in Ratten fithrt, denen

intracerebroventriculdr (i.c.v) 5 ug MCH appliziert wurde.

ob/ob-Miduse gehdren zu den sogenannten gentechnisch verdnderten Knockout
Versuchstieren, bei denen das sogenannte ob-Gen (obese-Gen) mittels Punktmutation
verdndert und somit inaktiviert wird. Dieses Gen codiert ein Protein, Leptin

(griech. Aentdg = leicht), ein von Adipozyten sezerniertes Hormon, das mit MCH in
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dem Sinne in engem Zusammenhang steht, als mittels RT-PCR nachgewiesen wurde,

dass die Transkription von pro-MCH mRNA in Leptin-defizienten homozygoten ob/ob

Miusen zunimmt.'™

Abbildung 5. Knockout-Maus
Links eine ob/ob-Knockout Maus verglichen mit einer normalen Maus'®

Eine gentechnische Alternative bietet die transgene Uberexpression des orexigenen
MCH in Midusen (MCH-OE Maus, OE = overexpressing), die hyperphagisch und
hyperleptindmisch sind, sowie einen hoheren Blutglucosespiegel aufweisen. Dariiber
hinaus wurde bei den MCH-OE Miusen ein signifikant gehduftes Auftreten einer
Hyperinsulindmie detektiert und zudem blieb die physiologische Reaktion auf
Insulingabe aus, welches Diabetes mellitus als Begleiteffekt der Adipositas zusitzlich

nahelegt.'”
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1.2.1 MCH-Rezeptor

Wusste man bereits in den frithen 80er Jahren von dem Peptidhormon MCH und
seiner Sequenzierung, so wurde erst 1999 ein Wirkort des Neuropeptids entdeckt, an
welchem eine hoch affine Bindung nachgewiesen werden konnte."*"'*

Der Melanin-concentrating-hormone receptor 1 (MCHR1) gehort zur Familie der
G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR),' ist strukturell ident mit dem (Orphan-

)’ und ist auf Chromosom 22q13.3

Rezeptor) Somatostatin-like receptor (SLC-1
lokalisiert.' Die Linge der Aminosduresequenz betrégt 353 und das Protein weist die
klassischen Charakteristika der Rezeptorfamilie, wie die 7-transmembraniren
o-Helices, das DRY-Motiv am Ende der dritten intrazelluliren Schleife und drei
potentielle Glykosylierungsstellen am N-Terminus auf.

Beim Vergleich von humanem und Nagetier-MCHR1 ist bemerkenswert, dass eine bis

zu 96-prozentige Homologie zwischen diesen Spezies zu erkennen ist.'*”""

Im Allgemeinen handelt es sich bei G-Proteinen um Peptide, die abhingig von
Guanosintriphosphat (GTP) in der Zellwand fiir den Informationsaustausch zwischen
Extra- und Intrazellularraum verantwortlich sind. Bindet ein Ligand an die
extrazelluldre Bindungstasche, kommt es zu einer Konformationsinderung des
G-Proteins, welche eine Signaltransduktion im Inneren der Zelle zur Folge hat, die
wiederum eine Zellantwort auslost. Es ist eine Unmenge von verschiedenen
G-Proteinen bekannt, die je nach Untergruppe aufgrund einer hochaffinen Bindung
eines Liganden unterschiedliche Kaskaden triggern. Sie nehmen in nahezu jedem

erdenklichen physio- und pathophysiologischen Vorgang eine zentrale Rolle ein.'"*



16

EINLEITUNG

MCHR1 koppelt unter anderem an G-Proteine, die innerhalb der Zelle die
Adenylatcyclase (AC) und somit die Umwandlung von Adenosintriphosphat (ATP) zu
zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) hemmen, damit die intrazelluldre
Ca”-Konzentration durch Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER)
erhdhen und die Proteinkinase A (PKA) inhibieren. cAMP ist ein sogenannter second
messenger, der eine Phosphorylierung von Proteinen und somit eine Aktivierung
beziehungsweise Deaktivierung derselben zur Folge hat, die letztendlich iiber die
Zellantwort entscheidet, wie beispielsweise die Transkription bestimmter Gene und
die Zustandsianderung (Offnen und SchlieRen) bestimmter Ionenkanidle in der

Zellmembran.'*

Anhand der Ahnlichkeit zu SLC-1, die G,-gekoppelt sind, wurde zuerst vermutet, dass
MCHR1 ausschlieRlich an solchen wirksam sein kann. Erst spater wurde erkannt, dass
der Rezeptor auch an andere G-Proteine, G, und G,, binden kann™', wobei die mittlere
effektive Konzentration (EC,,) gemessen an Hemmung der cAMP-Bildung und
Steigerung der Ca”-Konzentration darauf schliefen ldsst, dass die Bindung zu

G;- starker als jene zu G -Proteinen ist.

Letztere 16sen im Unterschied zu den vorher genannten Varianten als Signalkaskade
die Aktivierung der Phospholipase C (PLC) aus, die Phosphatidylinositol-4,5-
biphosphat (PIP,) zu Inositoltriphosphat (IP,) und Diacylglycerin (DAG) hydrolysiert.

Die Hauptfunktion des second messengers IP, ist eine Ausschiittung von Ca* aus den
intrazelluldren Speichern im endoplasmatischen Retikulum. Calciumionen sind oft am
Ende von Signalkaskaden aktiv und fiir eine Reihe wichtiger Reaktionen, wie fiir die
Muskelkontraktion, die Mitose, die Expression von Genen und zahlreiche andere

elementare Abldufe verantwortlich.'***
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DAG verweilt als hydrophobes Spaltprodukt in der Zellmembran und aktiviert

wiederum die Proteinkinase C, welche in weiterer Folge zur Phosphorylierung und

Aktivierung von Proteinen fiihrt."**

PTX
l Gay, Ghio
cAMP | G,

| ¥ ca?
= g,

Abbildung 6. Signaltransduktion des MCHR1
Der MCHR1 koppelt iiber verschieden G-Proteine und 13st in Folge Signalkaskaden aus."”’

Die Zustandsdnderung der Ionenkanile in der Zellmembran, die durch die G-Proteine
ausgeldst werden, resultiert in der Hemmung der synaptischen Reizleitung. Gao et
al."® beschrieb im Jahr 2002 eine Hemmung von spannungsabhingigen Ca*-Kanilen

in Neuronen des lateralen Hypothalamus.

Am hiufigsten ist MCHR1 im Gehirn anzutreffen, viel seltener in anderen Geweben,
wie im Muskel, im Auge, der Zunge und dem Fettgewebe."” Die Lokalisation des

t,9 wobei

MCHR1 im Gehirn wurde vielfach im Tierversuch an der Ratte untersuch
Anhdufungen im Cortex, den Basalganglien, dem Hypothalamus und dem Hirnstamm

dokumentiert sind.
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Das Vorkommen von MCHR1 im Nucleus arcuatus (ARC) und Nucleus ventromedialis
(VMH) des Hypothalamus' erklart die Regulation der Nahrungsaufnahme sowie der
Energiebalance durch MCH, wobei das Neuropeptid am meisten in extra-
hypothalamischen Arealen (Nucleus olfactorius anterior, Cortex piriformis und
Tuberculum olfactorium, OT), die olfaktorische Informationen beinhalten, anzutreffen

ist.

Auffallend hohe Konzentrationen sind in der Schalenregion des Nucleus accumbens
anzutreffen, wo unter anderem die Steuerung des willkiirlichen Belohnungs-
verhaltens, zu dem die Nahrungsaufnahme zihlt, stattfindet. Zudem ist MCH auch
signifikant in Amygdala und Hippocampus présent, potentiell hinweisend auf die von

MCH regulierten Emotionen wie Angst und Geddchtnisregulation.

Weitere grofe Tierversuchsstudien an Méusen, in denen man belegen konnte, dass die
Expression durch Fasten erhoht und durch Leptin-Applikation wieder gesenkt werden
kann, weisen auf einen Zusammenhang zwischen Expression von MCHR1 und
Energiebalance hin'*. Durch gentechnische Inaktivierung von MCHR1 in Miusen
erzielte man einen mageren Phidnotyp, erhdhte Aktivitit und Hyperphagie bei
konstanter Nahrungsmenge im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei Elevation der
Nahrungsmenge wurde bewiesen, dass MCHR1-defiziente Maiduse signifikant
langsamer Gewicht zulegten und folglich durch Inaktivierung von MCHR1 eine

protektive Wirkung vor nahrungsmittelbedingter Adipositas erreicht wird.'”

Der Mechanismus, dem die Effekte des MCH auf die Energiebalance unterliegen, ist
noch nicht restlos aufgeklart. Nahrungsaufnahme, motorische Aktivitit und Energie-

grundumsatz sind wesentlich involviert, wobei zu unterscheiden ist, ob MCH oder
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MCHR absent ist. Die Diskrepanz manifestiert sich im hyperphagischen,
hypermetabolischen und aktiveren Phidnotyp bei MCH-Defizienz, andererseits bei

mangelndem MCHR1 durch Hypophagie und Elevation des Energieumsatzes.

Zwei Jahre nach der MCHR1-Sequenzierung wurde ein weiterer Rezeptor entdeckt, an
den MCH mit hoher Affinitit binden kann. MCHR2 hat 340 Aminosduren und ist
chromosomal auf 6q16.2-6q21 lokalisiert.””"* Interessanterweise teilen die zwei
Rezeptor-Subtypen nur 38% der Aminosduren, am dhnlichsten sind die Anteile, die die
Bindungstasche fiir Liganden bilden. Die nahe Verwandtschaft duRert sich im fast
identischen Verteilungsmuster, so trifft man MCHR2 gehauft im Gehirn, besonders im
frontalen Cortex, der Amygdala und dem Nucleus accumbens an,'?***'**

Kleine Mengen wurden im Darm, im Fettgewebe und der Prostata gefunden.'”®
Erstaunlich ist die hohe vorliegende Speziesspezifitit, die durch Studien von Tan et
al."”” beschrieben wurde, nach denen Nagetiere MCHR2 nicht vorweisen konnen. Bei
Meerschweinchen und Hasen liegen nur nicht-funktionelle Allele des Rezeptors vor.

Carnivoren, wie Hunde und Frettchen, sowie Affen als auch der Mensch besitzen beide

Rezeptoren.

Biochemisch betrachtet unterscheidet sich MCHR2 von MCHR1 durch die fehlende
Fahigkeit, cAMP-Konzentrationen zu senken und durch die Unempfindlich gegentiber

Pertussis-Toxin, was auf eine ausschlieSliche Kopplung mit G -Proteinen schlieRen

léiSSt 123,124,128
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Abbildung 7. 3D-Modell: MCHR1 und MCHR?2
Die iibereinstimmenden Aminosiduresequenzen sind griin gefirbt.* Modellentwurf durch Guex™°

1.2.2 MCHR-Antagonisten

Die vielfiltigen Wirkungen des Neuropeptids MCH, die aufgrund intensiver
wissenschaftlicher Arbeiten in den letzten Jahrzehnten immer genauer untersucht
wurden, lassen hoffen, dass man den biochemischen Mechanismus zur
pharmakologischen Therapie von Erkrankungen ausniitzen kann. Dabei kénnten
MCHR-Antagonisten moglicherweise potente Ziele bei der Forschung nach
Therapievarianten der Adipositas sein.”" Die nachgewiesenen Zusammenhinge
zwischen einerseits MCH und andererseits Energiebalance, limbischem System,
Schlaf**? und anderen wichtigen physiologischen Automatismen sind Grundlage eines

regen weltweiten Forschungsprozesses.

Neben dem Einsatz als Adipositastherapeutikum existiert als Ziel der

wissenschaftlichen Bemithungen auch die Behandlung von Angstzustinden,

Depressionen und Schlafstérungen.”>"*
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Valerie Audinot', eine Pionierin der Erforschung von MCH-Rezeptor-Analoga und
Antagonisten, priifte 2001 in vitro rein peptidische 50 MCH-Analoga in Bezug auf ihre
Affinitdt und Wirkung und schlussfolgerte, dass die Minimalvariante eines potenten
MCH-Agonisten, die gerade noch zu einer Erhéhung von cAMP fiihrt, ein
Dodecapeptid (MCH 6-17) ist und dass die fiir die Wirkung essentiellen Schliissel-
Aminosduren, Methionin auf Position 8 (Met8), Arginin auf Position 11 (Argl1) und
Tyrosin auf Position 13 (Tyr13) sind. Substitution von 6 der 12 Aminosduren durch
synthetische Reste und gleichzeitiger Austausch der Disulfidbriicke mit einer
Amidbindung produziert drei Verbindungen mit potenten antagonistischen

Qualititen.

Bednarek et al.™, der sein Augenmerk ebenso sehr friih auf die Erforschung des MCH
gerichtet hat, postulierte mit seinen Ergebnissen, dass die Seitenketten Argé und Met8
moderat zur molekularen Erkennung von MCHR1 und 2 beitragen. Chiralitit von Argé
hat einen signifikanten Verlust von Bindungsstarke und agonistischer Wirkung zur

Folge.

Erste erfolgreiche in vivo Studien wurden ein Jahr spiter veroffentlicht, als Takekawa

1 137

et al."”” mit dem nicht-peptidischen Biphenyl-Benzamid T-226296 - ein Enantiomer
von N-[6-(dimethylamino)-methyl]-5,6,7,8-tetrahydro-[2-naphthalenyl]-4'-fluoro-
[1,1'-biphenyl]-4-carboxamid - erstmals einen oral bioverfiigbaren, selektiven
MCHR1/2-Antagonisten entwickelten, wobei sich die Affinitdt fiir MCHR1 um ein
Vielfaches hoher erwies.”” ™ Bei den Versuchen injizierte man MCH in das

intracerebroventriculdre System von Ratten, dies hatte eine Steigerung der

Nahrungsaufnahme zur Folge und konnte bei einer Dosierung von 30 mg/kg T-226296
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erfolgreich antagonisiert werden. Chemotypen dieser Verbindung dienen als
Leitstruktur fiir viele Firmen.'*

1."*" aus den vorher

Ein Pharmakophormodell eines MCHR-Antagonisten von Clark et a
beschriebenen Untersuchungen ergab folgende Charakteristiken: positiv geladener

Stickstoff, H-Akzeptor und die Anwesenheit von zwei hydrophoben Fragmenten.

Vier weitere Alternativen mit den Verbindungen GW856464'*, AMG-076'*’, NGD-
4715 und weiters BMS-830216" wurden klinischen Phase I-Untersuchungen zu-

gefiihrt.
1.2.2.1 MCHR1-Antagonist racSNAP-7941

Beim Screenen von fokussierten Substanzbibliotheken gegen humanes MCHR1 nach
Mobilisierung von intrazelluldrem Ca* war die Firma SyNAptic Pharmaceutical 2002

131,146

erfolgreich in der Synthese einer niedermolekularen Dihydropyrimidin-
Verbindung mit einer einzigartigen 4-Piperidinyl-acetanilid-Gruppe und viel-
versprechenden therapeutisch relevanten Effekten bei der Behandlung von Adipositas

und patentierte diese unter dem Namen racSNAP-7941 1.'*
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racSNAP-7941, Methyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-
4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-

carbonsdureester Hydrochlorid™’ ist ein nicht-peptidischer, selektiver, hoch-affiner
kompetitiver Antagonist von MCH, dessen Selektivitdt fiir MCHR1 1000fach hdher
liegt als die fiir MCHR2."® Weiters eignet sich racSNAP-7941 besonders gut als Tritium-

Radioligand, der sich in den MCHR1-Arealen des ZNS (siehe 1.2) akkumuliert.

Um zu eruieren, ob der orexigene Effekt von racSNAP-7941 durch MCHR1 mediiert
wird, wurden Ratten mit der Substanz systemisch vorbehandelt, darauffolgend 3 nMol
MCH i.c.v. in den 3. Ventrikel injiziert, mit der Konsequenz einer attenuierten MCH-
regulierten Steigerung des Futterverbrauchs.

Um einen Langzeiteffekt zu testen, wurde in Experimenten an Ratten, denen Futter
frei zur Verfigung stand, racSNAP-7941 zweimal téglich flir insgesamt sieben Tage
appliziert und die Gewichtszunahme mit einer Placebo-Kontrollgruppe verglichen,
mit dem Ergebnis, dass Ratten, die 10 mg/kg intraperitoneales racSNAP-7941
erhielten, bis zu 26% weniger Gewicht zulegten, als Ratten, die der Kontrollgruppe
zugeteilt waren. Damit ist belegt, dass chronische pharmakologisch medikamentése
Behandlung mit racSNAP-7941 die Zunahme von Korpergewicht in jungen, noch im

Wachstum befindlichen Ratten verringert.'”

Borowsky et al.””’ beschrieben auRerdem einen anxiolytischen und antidepressiven
Effekt bei Nagetieren mithilfe diverser Versuchsanordnungen wie dem forced-swim-

test und dem rat social-interaction test.
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1.3 Energiehomdostase

1.3.1 Zentrale Regulation der Energiehomdostase

Anhand physiologischer, metabolischer und zentraler Regulationsmechanismen, die
tiber verursachte Hunger- und Sattigungszustinde Appetit und Nahrungsaufnahme
regulieren, wird das Essverhalten und damit maRgeblich die Kérpermasse gesteuert.
Die Herstellung einer ausgleichenden Energiebalance, auf die das Regulationssystem
Hypothalamus und Hirnstamm langfristig ausgerichtet ist, stellt einen duferst
komplexen Vorgang dar.

In Hinblick darauf fungiert der Hypothalamus als zentrale Koordinationsstelle der

Energiehomdostase, die langfristig ein konstantes Korpergewicht gewahrleistet."”'**

Die hypothalamische Involvierung in die Steuerung der Kérpermasse erfolgt sowohl
tiber eine kurzfristige als auch langfristige Regulation der Nahrungsaufnahme.

Kurzfristige Regulation iiber Hunger als Motivationszustand und als Dehnungssignal
aus dem Gastrointestinaltrakt (GIT) resultiert in zielgerichteten Verhaltensweisen

und letztendlich im konsumatorischen Verhalten aufgrund eines Energiedefizits."*’

Préresorptive Sittigung (Sattigungsgefiihl) tritt sehr rasch innerhalb von Minuten
ein, noch bevor die aufgenommenen Nahrungsstoffe vom Kérper resorbiert worden
sind. Darin involviert ist die Stimulation des neuronalen sowie des humoralen

Systems.
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Dem gegeniiber steht die postresorptive Sittigung (Sattheit), die den Zustand nach
erfolgter Resorption und aufgefiillter Energiespeicher beschreibt, der bis zum
Vorhandensein eines erneuten Hungergefiihls bestehen bleibt."*>**

Langfristig regulierend wirkt dabei Leptin, zugehorig zu den humoralen Botenstoffen,

da es einen sidttigenden Effekt im Gehirn ausiibt, gleichsam korreliert die Fettmasse

positiv mit der Leptin-Plasmakonzentration.

Der Hypothalamus ist die Hauptschaltzentrale und das Befehlszentrum, mithilfe
dessen das ZNS Hunger und Sittigung reguliert. Bereits vor tiber 60 Jahren wurde die
hungerregulierende  Funktion von lateralem Hypothalamus (LHA) und
rostromedialem Hypothalamus (VMH) erkannt."

1.**  demonstrierten im Tierversuch die Verdnderungen des

Bernardis et a
Appetitverhaltens bei elektrophysiologischer Stimulation oder Zerstérung der
verantwortlichen Regionen im ZNS.

Lokalisierte Lédsionen der Region des VMH, die als Sittigungszentrum fungiert,
resultieren in Hyperphagie, vermehrter Energiezufuhr und pradestinieren somit zu
Adipositas, wihrend elektrische Reizung gegenteilige Effekte aufzeigt.'”'>

Destruktion des LHA, der das Hungerzentrum reprisentiert, erzielt eine

entgegengesetzte anorektische Wirkung,"

Der Nucleus arcuatus (ARC) befindet sich an der Basis des 3. Ventrikels, wo die Blut-
Hirn-Schranke am durchgingigsten ist, direkt oberhalb der Eminentia mediana, die in
den Ventrikelwidnden des Gehirns als zirkumventrikuldres Organ' vorliegt und als
wichtigste Nahtstelle zwischen dem Nerven- und Hormonsystem fungiert. Ein reger
Austausch verschiedener Hormone wie Leptin, Ghrelin, Pankreatisches Polypeptid

(PP) oder Polypeptid YY (PYY) ist damit iiber die Blut-Hirn-Schranke gegeben.'**
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Den LHA erreichen unter anderem Afferenzen aus dem ARC, wahrend die Efferenzen
Richtung zerebralem Cortex und Nucleus tractus solitarii (NTS) ausgesandt werden.
Wichtige humorale Botenstoffe, die in diesem Gebiet nachgewiesen wurden, sind
MCH, Orexine'””***- Orexin A/B - und das Opioiddynorphin.

Der dorsomediale hypothalamische Nucleus (DMH) ist dem LHA und VMH
zwischengeschaltet und projiziert efferent zum Nucleus paraventricularis (PVN). Hier
spielen Insulin und Leptin eine wichtige Rolle.

Der PVN'™ empfingt Signale vom LHA, ARC, DMH und NTS und wird durch die
Informationstrager Oxytocin, Vasopressin, Corticotropin-Releasing-Hormone (CRH)

und Thyroid-Releasing-Hormon (TRH) gesteuert.'*>'*

Neben den oben genannten Arealen sind ebenso andere hypothalamische
Neuronenpopulationen sowie extrahypothalamische Areale an der komplexen
Regulation der Energiechomdostase involviert, die durch die Synthese verschiedener
Neurotransmitter groRtenteils bidirektional kommunizieren.

Gustatorische Informationen werden in den Nucleus tractus solitarii (NTS), der sich
extrahypothalamisch im Hirnstamm befindet, weitergeleitet, welcher ein Kerngebiet

der Medulla oblongata und eine Schaltstelle der Geschmacksbahn ist."*

1.3.2 Periphere Regulation {iber humorale Mediatoren

Nach Produktion und Sekretion in Adipozyten gelangt Leptin als peripheres
anorexigenes Hormon iiber die Blut-Hirn-Schranke ins Gehirn an seinen Wirkort, den
ARC und wirkt dort als Indikator der Energiereserven, zentraler Appetitregulator und
Schliisselregulator des Fettmetabolismus. Nach Kopplung an den Leptin-Rezeptor

Typ b fordert es die Sekretion von a-Melanozyten-stimulierendem Hormon (o-MSH)
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aus Proopiomelanocortin (POMC)-Neuronen und wirkt inhibierend auf Neuro-
peptid Y-Neurone (NPY).

POMC ist ein Vorldufer-Polypeptid des a-MSH und besteht aus 241 Aminosduren. Das
codierende Gen liegt auf Chromosomenabschnitt 2p23.3.

Der Leptinspiegel im Blut korreliert positiv mit der Menge der Fettreserven und dem

AusmalR der Stoffwechselaktivitit der Adipozyten.'®

Zwei distinkte Neuronenpopulationen verfligen iiber Leptin-Rezeptoren, beide
lokalisiert im Hypothalamus, genauer im Nucleus paraventricularis (PVN) und ARC.

Zahlreich vorhandene Leptin-, Insulin- und Cholecystokinin (CCK)-Rezeptoren im
dorsomedialen Hypothalamus (DMH) weisen auf die Mitbeteiligung im Zuge der

162-165

Sattigung hin.

Ghrelin ist dagegen orexigen - wesentlich fiir die Initiation des Hungers'®® - und die

t'¥ es sinkt nach

Ausschiittung wird nach Fasten und Gewichtsabnahme gesteiger
Ingestion innerhalb einer Stunde um ca. 30% ab. Es bindet an den Growth-Hormone-
Secretagogue Rezeptor (GHS-R) und bewirkt konsekutiv die Sekretion von NPY und
Orexinen und die Senkung des Energieverbrauchs durch supprimierte Produktion von
TRH. Die Folge ist ein Steigen der CRH- und Cortisol-Blutkonzentration, damit geht

eine Verkiirzung des Abstandes zwischen der Nahrungsaufnahme einher.'*>'***”°

Cholecystokinin wird im Diinndarm im Bereich des Duodenums bei erhdhten
Konzentrationen von Fett, Proteinen und Glucose ausgeschiittet. Der
korrespondierende Rezeptor (CCK1-R) fiihrt zu einer Aktivierung von Neuronen, die
zum NTS ziehen und meldet dem ZNS das Vorhandensein von Nahrung. Es hat eine

kurze sittigende Wirkung und steuert somit die praresorptive Sittigung.'**'*
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Pankreatisches Polypeptid (PP), eines der zahlreichen Produkte des Pankreas welches
bei Anwesenheit von Fetten und Proteinen sezerniert wird, bindet im ARC an den
Y4-Rezeptor, der autoregulatorisch die Ausschiittung von NCY inhibiert und damit

das Gefiihl der Sittigung herbeifiihrt."”*'*

Eine bedeutende regulierende Rolle kommt dem Polypeptid YY (PYY) - ebenfalls ein
im GIT sezerniertes Hormon - welches in der Schleimhaut des terminalen Ileums und
im Colon bei Anwesenheit von Fettsduren freigesetzt wird."”! Es kann {iber Interaktion
mit dem Y2-Rezeptor, der anorexigen wirkt und dem orexigenen Y5-Rezeptor wirken

172

und fiihrt hauptsdchlich zu einer Sittigung'”, die die Folge einer Autoinhibition von

NPY_Neuronen iSt 160,165,171,173,174

1.3.3 Neurotransmitter

a-Melanozyten-stimulierendes Hormon (o-MSH) mit anorexigener Wirkung geht aus
POMC im ARC nach Stimulation durch Leptin hervor. Der Melanocortin-4-Rezeptor
(MC4-R) hat eine stimulierende Wirkung auf PVN und das sympathische System und

eine hemmende Wirkung auf den LHA.">"*

Neuropeptid Y (NPY) hat wiederum orexigene Effekte und wird im ARC gebildet.
Ghrelin ist Ausloser der Ausschiittung des Energieverbrauch-mindernden NPY,

welches tiber eine Stimulation von LHA und Hemmung des PVN wirkt.">"”
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Abbildung 8. Hypothalamische Regulation der Nahrungsaufhahme

Langzeitig wirksame Faktoren wie Leptin, Insulin gegentiibergestellt kurzzeitig wirksamen wie das bei
Hunger ausgeschiittete Ghrelin, Sittigungshormone (PYY), PP, Amylin und Oxyntomodulin (OXM).
Glucagon-like Peptid 1 (GLP-1), glukoseabhingiges insulinotropes Peptid (GIP) und OXM sensibilisieren
den Pankreas auf internalisierte Nahrungsstoffe. Weiters wird iiber afferente vagale Fasern der NTS
von Dehnungsrezeptoren des GIT iiber den Inhaltszustand informiert.'”®

Kompetitiv antagonistisch zu a-MSH am MC4-R"” wirkt das ausnahmslos in NPY-

Neuronen gebildete Agouti-related peptide (AgRP), das die Feinregulation des

Hunger-Sittigungs-Systems steuert.'*"”’



30

EINLEITUNG

Orexin A und B werden im LHA durch NPY induziert sezerniert. Die
appetitanregenden Orexin-hiltigen Neurone ziehen zu PVN, ARC, NTS und zum
Cortex. Sie spielen nicht nur eine Rolle in der Regulation der Nahrungsaufnahme,
sondern sind ebenfalls fiir Aufmerksamkeit und Wachheit verantwortlich und lassen

deswegen auf einen Zusammenhang zwischen Narkolepsie und Adipositas

schlieRen.'®
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1.4 Nuklearmedizin

1.4.1 Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ist ein nicht-invasives Bild-
gebungsverfahren zur in vivo Diagnostik, mithilfe dessen funktionelle Informationen
zu Stoffwechselaktivitdten, aber ebenso Rezeptorkonzentrationen und ihre Stérungen
dargestellt werden kdnnen. Ein GroRteil der Erkrankungen wird durch Entgleisung
von Stoffwechselsystemen verursacht, wofiir sich nuklearmedizinische Unter-
suchungsmethoden besonders eignen. Hierbei werden radioaktiv markierte Molekiile
intravends (i.v.) appliziert und unterliegen pharmakokinetischen Veridnderungen
durch den Metabolismus.

PET ist eine (quantitative) Untersuchungsmethode, die Radioaktivitdt in vivo
quantifizieren kann. Der Grund liegt in den spezifischen physikalischen Eigenschaften
von Positronen-Emittern und der Verwendung von "'C, "N, 0O oder "F, die Isotope
von in organischen Molekiilen natiirlich vorkommenden Elementen sind und damit

stoffwechselrelevante Funktionen haben."*"'*

PET basiert auf der Emission von Positronen aus Kernen, die eine Uberzahl von
positiver Ladung innehaben. Diese emittierten Positronen besitzen eine geringe
Reichweite von einigen mm, bis sie mit einem Elektron fusionieren und somit ein
ultrakurzlebiges Positronium (Elektron-Positron-System) bilden. Bei der Vernichtung
dieses Positroniums entstehen zwei Photonen, y-Quanten, die mit je 511keV
Energiegehalt in nahezu diametrale Richtungen aufgrund der Impulserhaltung in

einem Winkel von nahezu 180° ausgesandt werden. Aufgrund dieses Photonenpaars
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lasst sich mittels Detektoren, die rund um den Patienten aufgebaut sind, auf die
Anzahl der Positronen und den Aufenthaltsort schlieBen. Die Detektoren bestehen aus
Blocken von kleinen szintillierenden Kristallen, die an einen oder mehrere
Photomultiplier angeschlossen sind. Es konnen Photonenpaare registriert werden,
wenn eines der Photonen einen Detektorkristall erreicht und innerhalb eines
vorgegebenen Zeitfensters (z.B. 6 ns) der gegeniiberliegende Detektor vom zweiten
Photon getroffen wird. Aufgrund der Anordnung der Detektoren und den bekannten
Vektoreigenschaften der Photonen kann auf die Herkunft des radioaktiv markierten
Molekiils, das auf der gedachten Linie zwischen den zwei erregten Detektoren liegen
muss, geschlossen werden - basierend auf der koinzidenten Detektion der sekundir
entstandenen Vernichtungsstrahlung. Der Ort der Strahlungsquelle kann mittels

computergestiitzter Software sichtbar gemacht werden.'*'

Wihrend der PET-Messung, die wenige Sekunden bis mehrere Minuten dauern kann,
wird ein Teil der Photonenpaare, die den Kérper in alle Richtungen verlassen vom
Detektorring erfasst. Die registrierten Photonenpaare, die eine projizierte Information
der Aktivitdtsverteilung représentieren, werden mittels Algorithmen &dhnlich der
Computer-Tomographie (CT) zu tomographischen Schnittbildern rekonstruiert.'®’

Der spezielle Vorteil der PET ist, dass sie nicht nur eine Verteilungsrate von gezahlten
empfangenen Signalen, wie bei der Szintigraphie oder der Single-Photon-Emissions-
Computer-Tomographie (SPECT)™, darstellt, sondern dass sie die Verteilung der
Aktivitidtskonzentration in absoluten Messwerten auswertet (kBq/cm’). Der
Hauptgrund dieses Vorteils ist, dass die Abschwdchung der Radioaktivitdt innerhalb
des Kdrpers der Untersuchungsperson genau korrigiert werden kann. Das wird durch
eine zusitzliche Ubertragungsberechnung erreicht, die sich aus einer Linienquelle

bestehend aus Positronen-emittierenden *Ge/®Ga errechnet, die den Patienten
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umgibt. Die 511 keV messende Strahlung der Linienquelle, die im Korper attenuiert
wird, wird von gegentiberliegenden Detektoren gemessen. Mithilfe dieser Ergebnisse
kann die Projektionsgleichung der PET beziiglich der absorbierten 511 keV Strahlung

korrigiert werden.'’

Die Entwicklung der PET hat die bildgebende Auflésung von urspriinglich 15 mm auf
4-5mm  verbessert,
jedoch auf Kosten der
statistischen Genauig-
keit, da bei den
kleineren Auflésungs-
elementen natiirlich

weniger eintreffende

Abbildung 9. PET-CT Photonen gezdhlt wer-
adaptiert nach '

den. Um dem entge-
genzuwirken, wurde der sogenannte 3D-Modus Anfang 1990 eingefiihrt. Bis zu dieser
Zeit wurde nur im 2D-Modus gemessen, bei dem nur jene Photonenpaare
aufgezeichnet wurden, die Detektoren eines Rings erreichten. Der 3D-Modus trennt
die Detektorringe nicht, somit werden auch eintreffende Photonen in benachbarten
Detektorringen registriert. Infolgedessen konnte die Sensititivdt der Untersuchung
verfiinffacht werden, was wiederum dazu fiihrte, dass die radioaktive Dosis, die der

Patient infundiert bekommt, verringert werden konnte.'*’

Heutzutage werden standardisiert 80% der PET-Untersuchungen in der

onkologischen Diagnostik durchgefiihrt. In Kombination mit Daten einer Computer-

181,188

Tomographie erlangt man zusétzlich eine genaue Lokalisation der PET-Ergebnisse
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innerhalb des Korpers. PET bietet als neue diagnostische Messtechnik, sowie als
komplexes interdisziplindres Verfahren die Mdoglichkeit zur Diagnostik von
Oesophaguskarzinomen, dem kolorektalen Karzinom, Tumoren der Mamma und
Ovarien, Kopf-Hals-Tumoren, Lungentumoren, malignen Lymphomen, Melanomen
und Hirntumoren. Gegenstand aktueller Untersuchungen ist eine Therapieanpassung
bei positiven oder negativen PET-Verlaufskontrollen.” Weitere wichtige
Einsatzgebiete sind die Kardiologie zur Infarktdiagnostik, die die Vitalitdtsdiagnostik
des Herzmuskels impliziert und in der Neurologie bei der Diagnostik von Basal-
ganglienerkrankungen, wie Morbus Parkinson, primiren Demenzen, sowie der
Unterscheidung von differenzierten und entdifferenzierten Tumoren und bei der

prichirurgischen Fokuslokalisation in der Epilepsiediagnostik.'”

1.4.1.1 Radioaktiver Zerfall

Instabile Atomkerne zerfallen durch spontane Fission mit Emission von a-Partikeln,
B-Partikeln oder y-Emission, um eine stabile Zustandsform zu erreichen. Die Stabilitdt
eines Nuklids wird durch das strukturelle Arrangement und die Bindungsenergie der
Nukleonen im Kern gewdhrleistet. Ein wichtiges Kriterium ist die Relation von
Protonen zu Neutronen (N/Z) der stabilen Nuklide. Die Radionuklide zerfallen
solange, bis sie die N/Z des ndchstméglichen stabilen Nuklids erreichen. Radioaktiver
Zerfall, der mit einer Partikelemission einhergeht, fiihrt zu einer Anderung der
Protonenzahl des Nuklids, wihrend bei Emission von y-Strahlung die Anzahl der

Nukleonen konstant bleibt.'**"***

Spontane Fission (Kernspaltung) ist ein Vorgang, bei dem ein schwerer Kern in zwei

Fragmente zerbricht, wobei das Verhiltnis normalerweise 60:40 betrdgt. Dieser
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Prozess wird immer von der Emission von zwei oder drei Neutronen mit einer
mittleren Energie von 1.5 MeV und einer Energiefreisetzung von 200 MeV in Form
von thermischer Strahlung begleitet.

Fission in schweren Kernen erfolgt spontan oder nach Beschuss mit energiereichen
Partikeln, wobei dessen Wahrscheinlichkeit gering ist und mit der Massenzahl der

schweren Nuklei steigt.'**'*

Der fiir die vorliegende Arbeit relevante 3-Zerfall findet bei neutronenreichen Nuklei
statt und geht mit Emission von P-Partikeln und Antineutrinos (¥) einher.
Antineutrinos sind kleine Entitdten fast ohne Masse und Ladung, deren Aufgabe in der
Konservierung der Energie wihrend des Zerfalls liegt. Beim B-Zerfall teilt sich ein
Neutron in ein Proton und einen B-Partikel. Die Energie, mit der der B-Partikel
emittiert wird, variiert von Null bis zur Zerfallsenergie, die der Energieunterschied
zwischen Ursprungs- und Zerfallsprodukt ist. ¥ tragen die Differenz zwischen der
Energie des B -Partikels und der Zerfallsenergie. Wenn das Zerfallsprodukt in einem
erregten Zustand ist, tritt zusitzlich y-Strahlung auf, deren Menge von der
Erregungsenergie abhdngt. Nach dem B-Zerfall tragt das Zerfallsprodukt immer eine

um eins erhohte Atomzahl, wobei die Massenzahl stets gleich bleibt."****

Protonenreiche Kerne zerfallen unter Emission von B’-Partikeln und Neutrinos (v), die
kontrdr zu den Antineutrinos aufgebaut sind, wobei das Zerfallsprodukt eine um eins
erhohte Atomzahl als das Ursprungselement erhilt. Die Reichweite von Positronen ist
sehr kurz und nach Verbindung mit einem Elektron werden sie, unter Emission von
zwei Photonen mit der Energie von 511 keV, ausgeldscht. Die Vernichtungsstrahlung -
Annihilation - vernichtet das Paar. Bei Positronenzerfall teilt sich ein Proton in ein

Neutron und emittiert ein B*-Partikel und ein v."*



36 ‘ EINLEITUNG

Da das B'-Partikel eine Energie zwischen Null und der Zerfallsenergie tragt, wird die
Restenergie durch das Neutrino iibernommen. Es ist bekannt, dass ein Neutron
dquivalent zu einem Proton plus einem Elektron ist. Daraus folgt, dass bei B'-Zerfall
das Energiedquivalent von zwei Elektronenmassen bei der Umwandlung von einem
Proton zu einem Neutron geschaffen wird - dabei kann man errechnen, dass 1.02 MeV
fiir diese Reaktion nétig ist. Aus diesen Vorgaben resultiert, dass Positronenemission
nur bei einem Energieunterschied zwischen Ursprungs- und Zerfallsprodukt von

groRer als 1.02 MeV stattfindet.”

1.4.1.2 PET-Radiopharmaka

Die medizinische Diagnostik und Therapie ist ein wichtiges Anwendungsgebiet von
radioaktiven Stoffen. Die Nuklearmedizin beschiftigt sich mit dem intrakorporalen
Einsatz eines radioaktiven Stoffes zur Detektion der aus dem Korper austretenden
Strahlung zur Funktionsdiagnostik oder zur Akkumulation der strahlenden Substanz

in gewissen Regionen zur Therapie.'”

Radiopharmaka, oder Radio-Tracer, sind im Allgemeinen radioaktive Wirkstoffe, die
zur Diagnose sowie Therapie von Krankheitsbildern zum Einsatz kommen. In der
Nuklearmedizin werden 95% der Radiopharmaka fiir diagnostische Zwecke als
Radiodiagnostika verwendet, wihrend die restlichen als TherapiemaRnahme -
Radiotherapeutika - eingesetzt werden. Radiopharmaka sind normalerweise
charakterisiert durch minimale pharmakologische Konsequenzen, da nur nano- oder
picomolare Mengen nétig sind, um als Tracer eingesetzt werden zu kénnen. Im Falle
eines therapeutischen Einsatzes kommt es als Nebenwirkung zu massiven

Gewebsschiddigungen durch die radioaktive Strahlung. Da sie in der Humanmedizin
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eingesetzt werden, miissen sie steril sein und diirfen keinerlei pyrogene Potenz
besitzen, weiters miissen sie allen Priifungen auf Qualitidt und Reinheit entsprechen.
Als Radiopharmaka kdnnen radioaktive Elemente, wie '**Xe eingesetzt werden, eine
weitere Moglichkeit besteht in der Markierung von Tragersubstanzen, wie bei

Bl jodinierten Proteinen'® und **"Tc markierten Substanzen.'”’

Ein Radiopharmakon bestehend aus zwei Komponenten, einem Radionuklid und
einem pharmakologischen Wirkstoff, dem Tréger, deren kombinierte Charakteristiken

die Wirksamkeit des Radiopharmakons innehaben.

Bei der Herstellung wird zuerst ein Wirkstoff ausgewdhlt, der das gewiinschte
Zielorgan erreichen kann oder in der physiologischen Funktion des Organs involviert
ist. In einem zweiten Schritt wird ein geeignetes Radionuklid an den Wirkstoff
angedockt, um nach Applikation mithilfe von Detektoren die Verteilung im Korper zu
bestimmen und dadurch Riickschliisse auf die metabolische Funktion des Zielorgans
schlieRen zu kénnen. Der Wirkstoff sollte méglichst sicher und nicht toxisch fiir die
Verwendung im menschlichen Korper sein, die Strahlung einfach detektierbar sein

und die Strahlungsdosis fiir den Patienten so minimal wie méglich gehalten werden.'”®

1.4.1.2.1 Herstellung der PET-Radionuklide

Die wichtigsten PET-Nuklide - °F, ''C, °N und "0 - sind durch ihre kurze Halbwertszeit
(t/,) charakterisiert, die somit enorme Anspriiche beziiglich der Bereitstellung und der
nachfolgenden messtechnischen Interpretation erfordern, jedoch im Gegenzug dazu
aufgrund der kurzen Expositionsdauer mit einer extrem reduzierten Strahlen-

belastung einhergehen.
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1.4.1.2.2 Markierungsmethoden fiir PET-Radiopharmaka

1.4.1.2.21 Markierung mit *'C

Es handelt sich um eine hiufig eingesetzte Markierungsmethode, die jedoch von
kurzer Halbwertszeit gekennzeichnet ist (20 Minuten) und wird unter anderem fiir die
Umwandlung zu Methyliodid fiir Methylierungen verwendet. Fiir die vorliegende

Arbeit ist diese Markierungsmethode von untergeordneter Bedeutung.'”

1.4.1.2.2.2 Markierung mit °F

Das wichtigste Radiopharmakon fiir PET ist ["°*F]-2-Fluor-2'-desoxyglucose ([**F]FDG),
welches seit 1979 gebrduchlich ist*® und sich etabliert hat, da es in Untersuchungen
des Gehirns, des Herzens und von Tumoren angewandt werden kann und zusitzlich
eine nahezu optimale ¥/, von 109 Minuten (min) hat.*

Die Bedeutsamkeit bei cerebralen Untersuchungen ergibt sich dadurch, dass das
Gehirn 90% seiner Energie aus Oxidierung von Glucose schopft und dass viele normale
und pathologische Gehirnfunktionen mit Verdnderungen des Glucoseverbrauchs
vergesellschaftet sind. Die ["*F]FDG-Aufnahme in Neuronen, die mit PET gemessen
wird, spiegelt den Glucoseverbrauch wider, wobei eine verminderte Aufnahme auf
eine cerebrale Unterfunktion wie bei Epilepsie, Infarkt und Demenz hinweist und ein
erhhter Verbrauch auf gesteigerte Aktivitat bedingt durch externe oder mentale
Stimulation oder eine Uberexpression von Glucosetransportproteinen bei zahlreichen

Tumoren. Man kann so zum Beispiel eine Elevation des Glucoseverbrauchs im

Motorcortex bei Fingerbewegung nachweisen.'®



EINLEITUNG | 39

In der Kardiologie wird [*F]FDG zur Detektion von Infarktarealen verwendet, da mit
der Substanz einem Infarkt benachbarte Areale beziiglich ihrer Lebensfdhigkeit
beurteilt werden kénnen.*” Dies ist mit anderen Radiopharmaka nicht méglich, stellt
aber eine sehr wichtige Information beziiglich der prichirurgischen Evaluation und
Prognose von Bypass-Operationen und perkutaner transluminaler Coronar-
angioplastie (PTCA) dar, mit denen eine reduzierte Perfusion in schlecht
durchbluteten Myokardarealen wiederhergestellt oder zumindest verbessert werden

kann.'®

Kurz nach der Entdeckung und Einfithrung von [*F]JFDG wurde von einer erhshten
Speicherung der Substanz in malignem Gewebe, besonders in schlecht-differenzierten
und somit prognostisch ungiinstigen Hirntumoren berichtet.”” Es dauerte jedoch
noch mehr als zehn Jahre, bevor [*F]FDG als Tumor- und Metastasendiagnostikum
und als hauptsdchlich verwendetes Radiopharmakon zum Einsatz kam. Mittels
[®FIFDG durchgefithrte PET-Untersuchungen haben eine vielfach hdhere Sensitivitit
als reine CT- oder MRT-Untersuchungen. Folglich kam es zu einem Ausbau der

Infrastruktur und zu einer erhéhten Anzahl an verfiigbaren PET-Scannern weltweit.””

Die Markierungsmethoden bediirfen einer Erweiterung, dabei aussichtsreich sind
Fluoralkylierungsmethoden, wobei im Zuge von nukleophilen
Substitutionsreaktionen fluorierte Alkylierungsagenzien, wie Fluorethyltosylat,
Fluorpropionsdureester oder Fluorbenzylderivate hergestellt werden, um zu den

jeweiligen Priparaten umgesetzt zu werden.'*
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2 METHODEN UND UNTERSUCHUNGSVERLAUF

2.1 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Diplomarbeit bestand darin, auf Basis des hochaffinen und
selektiven MCH1-Rezeptor-Liganden racSNAP-7941 1 Vorstufen zur radioaktiven
Markierung herzustellen. Es galt, anhand von verschiedenen Synthesewegen den
bestmdglichen Zugang, ausgehend von Hydroxyethylester HE@SNAP 4, ein dem
racSNAP-7941 Methyl-3-(3-(4-(3-acetaminophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-
(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbon-

sdureester Hydrochlorid verwandtes Derivat, zu erzielen, um so {iber die
Tosyloxyethyl-Vorstufe TOE@SNAP 2 in weiterer Folge zum Fluorethylester FE@SNAP
5 zu gelangen, der als Referenzsubstanz fiir die Radiomarkierung mit F[18] dient (vgl.

Literatur®?).

CH, F

apRren-=2
A 00 00
o T

ZT

IH/&O @/

Um das Edukt effizient zuginglich zu machen, sollte dabei ein SNAP-Derivat mittels
eines allylgeschiitzten Hydroxyethylesters AIIOE-SNAP 3 generiert werden, bei dem

nachfolgend eine direkte Abspaltung des Allyl-Restes zum Alkohol erfolgen sollte.
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Die geschaffenen Derivate sollten als Ausgangsverbindungen fiir PET-Tracer zur
“C-Markierung, respektive '°F-Fluorierung in einer Forschungsreihe der
Universitétsklinik fiir Nuklearmedizin, AKH-Wien, fiir diagnostische Zwecke genutzt
werden, da sie einen vielversprechenden Ansatz fiir zukiinftige Untersuchungen auf

diesem Gebiet bieten.
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2.2 Synthesen

2.2.1 Darstellung des Allyloxyethylesters AIIOE-SNAP (3)

F

(o) (0]
RO\/\O i NJ\N/\/\N H
H N
= s
H
-

Als Grundlage fiir die Synthese des Grundkdrpers wurden als Vorlage fiir die ersten

3: AIOE@SNAP, R= "

Schritte die Arbeitsvorschrift von Li et al.*” fiir alle weiteren, die Arbeit von

Schénberger® herangezogen.

2.2.1.1 Synthese von 2-Allyloxyethyl-3-(3-brompropyl-carbamoyl)-4-
(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetra-

hydropyrimidin-5-carbonsiureester (9)

" o O
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Schema 1

Mittels der Vorstufe 6 erfolgte unter inerten Bedingungen durch Acetylierung der
Meldrumsdure mit Methoxyacetylchlorid in Dichlormethan unter Zusatz von Pyridin
bei 0°C die Herstellung des P-Ketoesters mit der gewiinschten Schutzgruppe.
Aufgrund der exothermen Reaktion wurde Pyridin in die auf -20°C abgekiihlte
entstandene Lsung tropfenweise zugegeben, um ein besseres Ergebnis zu erzielen.

Danach wurde bei 0°C fiir eine weitere Stunde geriihrt, das Losungsmittel entfernt
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und nach Erreichen der Raumtemperatur noch eine Stunde gerithrt. Zur
anschlieBenden Aufarbeitung wurde das Reaktionsgemisch mit 1IN Salzsdure und
Wasser ausgeschiittelt und die vereinigten organischen Phasen iiber Natriumsulfat

getrocknet.””

Nach dem Abfiltrieren und Einengen des Losungsmittels am Rotavapor wurde der
Riickstand 6 aus dem ersten Schritt ohne weitere Aufreinigung in Toluol
aufgenommen. Nach der Zugabe von Allyloxyethanol wurde das Reaktionsgemisch auf
80°C erhitzt und unter Riickfluss 24 Stunden lang geriihrt. Nach Abrotieren des
Losungsmittels und anschlieRend durchgefithrter Vakuumdestillation konnte die
Reinsubstanz gewonnen werden. Der Allyloxyester erreichte seinen Siedepunkt bei
einer Temperatur von 60°C, dabei destillierte der {iberschiissige Alkohol schon bei

40°C.205

Nach Erhitzen in Toluol erfolgte die Zugabe von Difluorbenzaldehyd und Harnstoff
zum Allyloxyethylester 7, diese wurden in Tetrahydrofuran gelost und weiters
portionsweise mit Kupferoxid und Essigsdure versetzt. AnschlieBend wurde
Bortrifluoriddiethyletherat ~ zugetropft, = dadurch  entstand  eine  klare
Reaktionsmischung, die unter Riickfluss fiir 12 Stunden geriihrt wurde. Um die
Reaktion zu beenden, wurde die auf Raumtemperatur abgekiihlte Mischung in eine
Eis/Wassermischung gegossen. Es erfolgte die Filtration mit Celite, das Nachwaschen
des Uberflusses mit Dichlormethan und die Trennung der griinen organischen Phase
von der blauen wissrigen Phase, welche jeweils dreimal mittels Dichlormethan
extrahiert wurde. Uber Natriumsulfat wurden die gesammelten organischen Phasen
getrocknet, das Losungsmittel abfiltriert und zur Trockene gebracht. Das Rohprodukt

207

wurde sdulenchromatographisch gereinigt. (EtOAc/PE 3:1)
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Zu einer Losung des Dihydropyrimidinon-Grundkérpers 8 und Chlorameisensdure-4-
nitrophenylester in Tetrahydrofuran wurde auf -78°C abgekiihlt und langsam
Lithiumbis(trimehtylsilyl)amid zugetropft. Durch Zugabe von Wasser wurde nach
zehn Minuten die Reaktion gequencht und danach die Mischung auf 0°C erwérmt.
Kaliumcarbonat ~ sowie  3-Bromopropylamin  Hydrobromid  wurden  der
Reaktionslosung zugesetzt und iiber Nacht auf Raumtemperatur erwédrmt. Die
leuchtend gelbe Suspension wurde zweimal mit Natriumhydrogencarbonat-Lésung
gewaschen und nachfolgend die Phasen getrennt, wobei die wéssrige Phase mit
Diethylether extrahiert wurde. AnschlieRend wurden die vereinigten organischen
Phasen iiber Natriumsulfat getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und
weiters eine Reinigung mittels Siulenchromatographie (CH,Cl,/MeOH 9:1)

205,207
t.

durchgefiihr
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2.2.1.2 Darstellung von N-(3-(Piperidin-4-yl)phenyl)acetamid (14)

o
N
HN
14

Die Darstellung von Verbindung 14, die unverdndert in zahlreichen SNAP-Derivaten
Verwendung findet, sollte durch Modifikation der literaturbekannten Vorschrift®

wesentlich optimiert werden.

2.2.1.2.1 Synthese von #Butyl-4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-carbonsiureester

(13)

qo 1. LiHMDS, -78°C G/O\Tf +
Boo- 2. Tf,NPh, -78°C Boc Y HO NH

10 O

2

PdCl, AcCI
PPh, X NH, Pyridin
_— —_—
K2C03 BOC/N 11
(0] (0]
H,, Pd/C
X NH)J\ _— NH)]\
N N
Boc~ 12 Boc~ 13

Schema 2

In Anlehnung an Schonberger” wurden die folgenden Syntheseschritte

durchgefiihrt.
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Zuerst wurde das Enoltriflat 10 unter inerten Bedingungen hergestellt, ausgehend von
4-N-Boc-Piperidinon in Tetrahydrofuran, durch Umsetzung bei -78°C, mit
Lithiumhexamethyldisilazid versetzt und weiters wurde nach 30 Minuten eine Losung
von N-Phenylbis(trifluormethansulfonimid) in Tetrahydrofuran zugetropft. Dies sollte
langsam erfolgen, um einen rasanten Temperaturanstieg zu verhindern. Nachdem fiir
weitere 15 Minuten bei -78°C geriihrt wurde, wurde iiber Nacht auf Raumtemperatur

erwarmt.

Ohne weitere Reinigung wurde das erhaltene Reaktionsgemisch direkt im nichsten
Reaktionsschritt eingesetzt und mit Wasser und Tetrahydrofuran verdiinnt.
AnschlieRend wurden weiterhin unter inerten Arbeitsbedingungen Kaliumcarbonat,
3-Aminophenylboronsiure Hemisulfat, Triphenylphosphin und Palladium(iI)chlorid
hinzugefiigt, die Mischung entgast und die Suspension iiber Nacht unter Reflux
erhitzt, welche sich dabei braun-rot verfarbte. Nach dem Abkiihlen wurde sie in
Ethylacetat aufgenommen, die Phasen getrennt, wobei die wéssrige Phase zweimal
mit Ethylacetat extrahiert und die vereinigten organischen Phasen {ber
Natriumsulfat getrocknet wurden. Danach wurde das Losungsmittel abrotiert und das
Produkt 11 sdulenchromatographisch (EtOAc/PE 3:1) gereinigt und konnte im

folgenden Schritt problemlos zum Acetamid 12 {iberfithrt werden.

Fiir die Acetylierung wurde das Amin 11 in Dichlormethan geldst und mit Pyridin
versetzt, auf 0°C gekiithlt und Acetylchlorid zugesetzt und nach 20 Minuten auf
Raumtemperatur erwdrmt. Die Reaktion wurde nach 90 Minuten Rithren durch
Zugabe von gesittigter Ammoniumchlorid-Lésung beendet, das Gemisch in
Ethylacetat aufgenommen, jeweils zweimal mit gesittigter Ammoniumchlorid- und

Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Danach trennte man die Phasen und
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extrahierte die wéssrigen Phasen mit Ethylacetat, wobei die vereinigten organischen
Phasen iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt
wurde. Um stérende Nebenprodukte abzutrennen, war fiir die weitere Umsetzung

eine schnelle Saulenfiltration (EtOAc/PE 1:1) ausreichend.

Das gelbe, Olige Gemisch 12, in Methanol geldst, wurde nach Zugabe von
Palladium/Aktivkohle-Katalysator (10 Gew.-% Pd) einer 60 stiindigen Hydrierung
unter Normaldruck unterworfen, wobei der butyloxycarbonylgeschiitzte Baustein 13

erhalten wurde.

2.2.1.2.2 N-(3-(Piperidin-4-yl)phenyl)acetamid (14)

o
NH)J\ TFA NH)J\

— HN

13 14

N
Boc~
Schema 3
Zur Herstellung des 4-substituierten Piperidins 14 musste die Abspaltung der tert-Boc-

Schutzgruppe in einer 16-stiindigen Reaktion mit Trifluoressigsdure erfolgen.

(Schema 3)
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2.2.1.3 Zusammenfilhrung der Fragmente 9 und 14 zu AIllOE-SNAP:
2-Allyloxyethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)-
propylcarbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-

0x0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsdureester

Zur Synthese von AlIOE-SNAP 3 wurde das 4-substituierte Piperidin-Fragment 14 mit

der brompropylierten Verbindung 9 in Anlehnung an Schénberger® umgesetzt.

(Schema 4)
F
F
0 O O K,CO;4
NH)J\ . /\/O\/\o | N- SN "B ——»
H
HN N 0
H
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F
(e} (0]
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H N
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Schema 4

Nach 16 stiindigem Riithren bei Raumtemperatur wurde die Losung mit Toluol versetzt
und danach das Loésungsmittel im Vakuum vollstdndig entfernt.

Der Riickstand 14 wurde in Azetonitril aufgenommen, mit Propylbromid 9 und
Kaliumcarbonat versetzt und unter Inertgasatmosphire fiir 37 Stunden bei 35°C

geriihrt. Nach Filtration der gelben Suspension, wurde der Filterriickstand griindlich
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mit Ethylacetat nachgewaschen und das Filtrat im Vakuum vom Lésungsmittel
befreit. Der dlige Riickstand wurde wieder in Ethylacetat aufgenommen, zweimal mit
gesdttigter Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen und die wiéssrigen Phasen
mit Ethylacetat extrahiert. Nach Vereinigen der organischen Phasen wurde iiber
Natriumsulfat getrocknet, danach abfiltriert und das Losungsmittel am Rotavapor
abgedampft.  AnschlieRend erfolgte  sdulenchromatographische  Reinigung

(CH,Cl,/MeOH 9:1) und das Rohprodukt als gelbbraunes Ol wurde erhalten.



52 ‘ METHODEN UND UNTERSUCHUNGSV

2.2.2 Darstellung der Ethylderivate HE@SNAP und TOE@SNAP

F
F
4: Hydroxyethylderivat HE@SNAP, R=  HO_~_
o) o)
2: Tosyloxyethylderivat TOE@SNAP, R= TSO__~_ R
yloxyethy| @ ° NN ’
| H N
. ] = F N
5: Fluorethylderivat FE@SNAP, R= Fu~ N O \g/

Ausgehend vom allylgeschiitzten Hydroxyethylester AIIOE-SNAP 3 (Schema 4) konnte
durch direkte Abspaltung des Allyl-Restes das HE@SNAP 4 generiert werden und in
weiterer Folge gelangte man tiber die Tosyloxyethyl-Vorstufe 2 zum Fluorethylester,

der als Referenzsubstanz hergestellt wurde. (vgl. *****®) (Schema 5)
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Schema 5
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2.2.2.1 Darstellung des Hydroxyethylesters HE@SNAP (4) aus dem

Allyloxyethylester AIIOE-SNAP (3)

2-Hydroxyethyl-3-(3-(4-(3-acetamido-phenyl)-piperidin-1-yl)propyl-
carbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-

tetrahydropyrimidin-5-carbonséureester

Um die Herstellung des Tosyloxyethylderivates TOE@SNAP (2) bewerkstelligen zu
kdnnen, musste zunichst ein Zugang zum Hydroxyethylderivat HE@QSNAP (4) eroffnet

werden.

Vorangegangene Versuche die Verbindung HE@SNAP 4 in der Form des
ungeschiitzten Alkohols zu synthetisieren, konnten nicht realisiert werden, deshalb
wurde mit der Synthese des allylgeschiitzten Derivats 3 ein Versuch zur

Effizienzsteigerung unternommen.”

Die nachfolgende Abspaltung der Schutzgruppe sollte zu HE@SNAP 4 fiihren, wobei
die Methode von Smith et al.*” und Gigg und Warren®® herangezogen wurde, bei der
zuerst mithilfe eines Wilkinson-Katalysators eine Isomerisierung der Doppelbindung
erfolgte. Das resultierende Vinyl-SNAP 15, das unmittelbar einer anschlieRenden
Quecksilberchlorid/Quecksilberoxid-vermittelten ~Vinyletherspaltung unterworfen
wurde, fithrte zum gewiinschten HE@SNAP 4. (Schema 6)

Durch Zugabe eines Wilkinson-Katalysators erfolgte die Isomerisierung und
Umlagerung der Doppelbindung in Richtung des stabileren Enolethers, die dabei

entstandene Salzsdure wurde durch das zugefiigte gelbe Quecksilberoxid abgefangen.
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Schema 6

Bei der Umsetzung zum Zwischenprodukt 15 nach Smith et al.”® wurde 3 in 90%
Ethanol geldst, Diazabicyclooctan zugegeben und auf 80°C erhitzt. Nach Erreichen der
Temperatur wurde Chlorotris(triphenylphosphin)rhodium zugegeben und danach fiir
15 Minuten geriihrt. Nachdem auf Raumtemperatur abgekiihlt wurde, quenchte man
mit Puffer pH 7.0. Die wdssrige Phase wurde mit Diethylether nach erfolgter
Phasentrennung extrahiert und die vereinigten organischen Phasen {iber
Natriumsulfat getrocknet, das Trocknungsmittel filtriert und anschlieBend am
Rotavapor vom Losungsmittel befreit.”” Das entstandene Produkt wurde nach der
Vorschrift”’® ohne weitere Aufreinigung fiir den nichsten Schritt eingesetzt. Der

Riickstand wurde in einem Aceton/Wassergemisch (10:1) aufgenommen und mit
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gelbem Quecksilberoxid versetzt. Danach tropfte man iiber 3 Minuten eine Losung
von Quecksilberchlorid in Aceton/Wasser hinzu und man priifte die
Produktumsetzung mittels DC-Kontrolle. Nach Filtration {iber Celite wurde
Quecksilberoxid ~ entfernt  und  Aceton im  Vakuum = abgedampft.
Sdulenchromatographisch wurde der Riickstand gereinigt, wobei ein Teil des Eduktes
15 fiir eine nochmalige Umsetzung riickgewonnen werden konnte, die anhand der
NMR-spektroskopischen Analytik eindeutig als Isomer des urspriinglichen Allylethers

3 nachgewiesen werden konnte.

Schema 7 skizziert den mdglichen rhodium(I)katalysierten Mechanismus der

Isomerisierung und Schema 8 die quecksilbervermittelte Etherspaltung:

RO
+ Rh! ~oN -Rh!
RO RO - —_ RO
N = W/\\ _— F]thll _— \/\ _— RO\/\
H -Rh H o D A H LR

Schema 7%

(0]
R'o___ HqCl H,O 1 HCI
O NR2 + Mghlz o+ 2 —» R'-OH + + HC
R HJ\CH(HgCIZ)R2
Schema 8*°

Der Beweis fiir das Vorliegen des entstandenen Vinylethers wurde durch das Fehlen
von dem fiir eine Allylgruppe charakteristische Multiplett im 'H-Spektrum bei

5.85 ppm und die Signalverschiebung des °C-Spektrums erbracht.

131.6 ppm o 102.0 ppm
Lo~ Lo~
1M86ppM N >0~ SR 125ppm I 707 R
N N

65.2 ppm 147.0 ppm
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Das allyloxyethylgeschiitzte SNAP-Derivat 3 stellte einen effizienten Syntheseweg

zum Hydroxyethylester HE@SNAP 4 dar.
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2.2.2.2 Darstellung des Tosyloxyethylesters TOE@SNAP (2)

2-(Tosyloxy)ethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propyl-
carbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-

tetrahydropyrimidin-5-carbonsédureester

F
F
(o) (0]
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N0 N N/\/\N H LSCI
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F
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| H N
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Schema 9

In Anlehnung zu Bouzide et al.*** konnte mit Tosylchlorid und Silberoxid die

Umsetzung erreicht werden. Dazu war frisch hergestelltes Silberoxid nach Tanabe et

al.*” notig. Eine Losung von Natriumhydroxid in Wasser wurde auf ca. 90°C erhitzt

und zu einer ebenfalls 90°C heilen Losung Silbernitrat in Wasser zugefiigt. Danach

wurde rasch die resultierende heile Suspension filtriert, der Filterkuchen mit heiRem

Wasser, sowie 95-prozentigem Ethanol und absolutem Ethanol gewaschen und das

entstandene Silberoxid fiir zwei Tage an der Pumpe getrocknet.
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Zu einer Losung des Alkohols 4 in Dichlormethan wurde das frisch hergestellte
Silberoxid, Tosylchlorid und Kaliumiodid unter Rithren zugegeben. Die Mischung
wurde bei 40°C geriihrt, bis die Reaktion beendet war, dies wurde mittels DC-Kontrolle
Uberpriift. Nach der Filtration und dem Abrotieren des Losungsmittels wurde der
Riickstand mittels Sdulenchromatographie (CH,Cl,/MeOH 9:1) gereinigt.

Das Produkt konnte ohne weiteres Aufarbeiten nach der chromatographischen

Reinigung als hellbrauner amorpher Feststoff erhalten werden.
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3 EXPERIMENTELLER TEIL

3.1 Geritedaten

Spektren:

'H- und “C-NMR-Spektren wurden auf einem Bruker Avance DPX-200 Spektrometer
bei 27°C (200.13 MHz fiir 'H, 50.32 MHz fiir C), einem Varian UnityPlus 300
Spektrometer bei 28°C (299.95 MHz fiir 'H, 75.43 MHz fiir °C) oder einem Bruker
Avance 500 Spektrometer bei 20°C (500.13 MHz fiir 'H, 125.77 MHz fiir *°C, 470.59 MHz
fir F) vermessen. Die Losungsmittelsignale fungierten als interner Standard, dabei
wurden die Werte der chemischen Verschiebungen auf TMS bezogen:

CDCl,: & = 7.26 ppm fiir 'H- und 8 = 77.00 ppm fiir C-Spektren

DMSO-d,: 8 = 2.49 ppm fiir 'H- und & = 39.50 ppm fiir °C-Spektren.

Massenspektrometrische Analysen wurden an einem GC/MS-kombinierten GC/MS-
Q95050A GC-17A Gerdt der Marke SHIMADZU mit Direkteinlass (EI 70 eV)
durchgefiihrt.

Hochauflésende Massenspektren erfolgten auf einem Finnigan MAT 8230 (EI 70 eV)
sowie einem Finnigan MAT 900 S (ESI, 4 kV, 3 uA, ACN/MeOH).

Elementaranalysen fithrte das Mikroanalytische Laboratorium der Universitidt Wien
durch.

Die IR-Spektren wurden mittels eines KBr Presslings auf einem Perkin-Elmer FT-IR

Spektrophotometer - Spectrum 1000 - aufgenommen.
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Chromatographische Trennungen:

Merck DC-Aluminiumfolien wurden fiir die diinnschichtchromatographischen
Analysen (Kieselgel 60 F,,,, Nr. 1.05554.,0001, 0.2 mm x 20 cm X 20 cm;

Kieselgel 60 RP-18 F,,,, Nr. 1.05559.0001, 0.2 mm x 20 cm x 20 cm) herangezogen.

Bei der Siulenchromatographie wurde Merck Kieselgel 60 (70-230 mesh ASTM,

Nr. 1.07734) eingesetzt.

Die Chemikalien wurden von den Firmen Sigma Aldrich (www.sigma-aldrich.com),

Acros (www.acros.com) und VWR (www.vwr.com) bezogen.
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3.2 Synthesen

3.2.1 Darstellung von Allyloxyethyl-SNAP (3)

3.2.1.1 5-(2-Methoxyacetyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4,6-dion (6)

O
O)i N (0] O)ilf‘\/ O\
—_—
>|\O O CI)J\/O\ ﬂ\o O

2,2-Dimethyl-1,3-dioxan, Meldrumsaure, (11.18¢g, 77.92 mmol) sowie
Methoxyacetylchlorid (7.8 ml, 85.66 mmol) werden unter inerten Bedingungen in
CH,Cl, abs. (258.0ml) gelost. Nach erfolgter Losung wird tropfenweise Pyridin
(12.6ml, 1237g, 156.40 mmol) bei 0°C zugegeben. Zunichst wird die
Reaktionstemperatur fiir 1 h auf 0°C gehalten, die darauffolgende Stunde ldsst man bei
Raumtemperatur rithren. Das Reaktionsgemisch wird zuerst mit 1N HCI (172 ml) und
H,0 (86 ml) gewaschen und die vereinigten organischen Phasen werden {iber
wasserfreiem Na,SO, getrocknet.

Nach dem Abfiltrieren wird das Losungsmittel im Vakuum abgedampft und der
Riickstand 6 ohne zusdtzliche Aufreinigung fiir den néchsten Reaktionsschritt

eingesetzt.
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3.2.1.2 2-Allyloxyethyl-4-methoxy-3-oxobutansiureester (7)

)

O O
(0] (6] (0]
e ~ + O 0H - TN N0
oo 0

-

Der Riickstand 6 aus dem vorhergehenden Reaktionsschritt wird mit 111 ml Toluol
versetzt und nach Zugabe von 25 ml (23.88 g, 233.71 mmol) Allyloxyethanol unter
inerten Bedingungen auf 80°C erhitzt und diese Reaktionstemperatur fiir 24 h
aufrecht erhalten.

Nach dem Eindampfen des Losungsmittels und des restlichen Alkohols am Rotavapor

wird der Riickstand mittels Vakuumdestillation gewonnen.*°

Ausbeute: 15.25 g (39.3%) dunkelgelbes Ol



EXPERIMENTELLER TEIL | 63

Spektroskopische Daten

'H-NMR (200 MHz, CDCL): & (ppm) 3.36 (s, 2H), 3.65 (m, 2H), 3.96-3.99 (m, 2H), 4.04

(s, 2H), 4.22-4.27 (m, 2H), 5.27 (d, 2H, J=19.1), 5.88 (m, 1H)

BC-NMR (50 MHz, €DCL): § (ppm) 45.6 (2-CH,), 59.2 (5-OCH,), 64.3 (9a-CH,), 67.5

(9b-CH,), 71.9 (9¢c-CH,), 77.1 (4-CH,), 117.1 (6d-CH,), 134.4 (6c-CH), 166.9 (1-CO),

201.3 (3-CO)

MS: m/z (%) 73 (23), 69 (37), 60 (23), 57 (41), 55 (60), 43 (100), 42 (17), 41 (87)

HRMS: m/z berechnet fiir C,;H,,0.: 216.0998. Gefunden: 216.1003

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein.”®
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3.2.1.3 2-Allyloxyethyl-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-

1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonséiureester (8)

; L ;
/\/O\/\O . F HaN NH2 /\/O\/\O | NH
O N /go
H
~ H™ 0

Eine gut geriihrte Mischung aus 15.25g (70.55 mmol) Allyloxyethylester 7,
3,4-Difluorbenzaldehyd (8.0 ml, 10.33g, 70.55mmol) und Harnstoff (6.36g,
105.92 mmol) in 60 ml THF wird unter inerten Bedingungen geldst. Portionsweise wird
bei Raumtemperatur Cu,0 (1.01 mg, 7.03 mmol) und CH,COOH (412 pl) zugegeben.
Danach wird tropfenweise Bortrifluoriddiethyletherat (11.3ml, 91.59 mmol)
hinzugefiigt und anschlieBend 12 h zum Riickfluss erhitzt.

Nach erfolgter Umsetzung ldsst man die Reaktionslésung abkiihlen und giet diese auf
Eis (100 g) und NaHCO, (20 g), das entstandene Gemisch wird tiber Celite filtriert und
wird sodann mit 80 ml CH,Cl, gewaschen.

Das Filtrat wird von den organischen Phasen getrennt, die nochmals mit 3 x 60 ml
CH,Cl, extrahiert wird. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na,SO,
getrocknet und das Losungsmittel am Rotavapor abgedampft. Das Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch (Kieselgel, EtOAc/PE 3:1) gereinigt und man erhilt

racemisches Pyrimidinon 8.

Ausbeute: 12.39 g (45.9%) gelbes Ol
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Spektroskopische Daten

Im Spektrum sind die F-substituierten C-Atome 12 und 13 mittels "C-NMR nicht

detektierbar und scheinen daher nicht auf.

'H-NMR (200 MHz, CDCL,): 8 (ppm) 3.43 (s, 3H, 7-CH,), 3.94-4.23 (m, 6H, 9a- CH,, 9b-CH,,

9c-CH,), 4.63 (s, 2H, 6-CH,), 5.16-5.29 (m, 2H, 9e-CH,), 5.76-5.96 (m, 1H, 9d-CH), 6.52

(s, 1H, 3-CH), 7.04-7.21 (m, 3H, 11-CH, 14-CH, 15-CH), 7.66 (s, 1H, NH)

C-NMR (50 MHz, CDCL,): § (ppm) 54.5 (3-CH), 59.1 (7-CH3), 63.3 (9a-CH,), 67.7 (9b-CH,),

68.5 (6-OCH3), 71.9 (9c-CH,), 98.4 (4-Cq), 115.6/115.9 (11-CH), 117.2 (9e- CH,),

117.4/117.6 (14-CH), 134.2 (10-Cq), 147.6 (5-Cq), 152.2 (2-CO), 164.5 (8-CO0)

HRMS: m/z berechnet fiir C,;H,,0.F,N,: 383.1419. Gefunden: 383.1426

CHN: Anal. berechnet fiir C,;H,,0.F,N,."/, H20: C, 55.20; H, 5.16; N, 7.15.

Gefunden: C, 54.60; H, 5.10; N, 6.82.

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein.”®
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3.2.1.4 2-Allyloxyethyl-3-(3-brompropylcarbamoyl)-4-(3,4-difluor-
phenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-

5-carbonsiureester (9)

F
F
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Eine Ldsung von 12.39g (32.43 mmol) Pyrimidinon 8 und 27.99 g (138.86 mmol)
Chlorameisensidure-4-nitrophenylester (4-Nitrophenylchloroformiat) in 496 ml THF
wird auf -78°C abgekiihlt. Dieser Losung wird langsam 111.1ml (111.1 mmol)
Lithiumbis(trimethylsilyl)amid, 1M in THF (LiIHMDS) zugetropft. Nach 10 min beendet
man die Reaktion durch die Zugabe von 12.4 ml H,0, erwdrmt auf 0°C und versetzt mit
21.95g (159.02 mmol) K,CO, (Kaliumcarbonat), sowie 26.06g (119.03 mmol)
3-Bromopropylamin Hydrobromid und erwarmt iiber Nacht auf Raumtemperatur. Die

leuchtend gelbe Suspension wischt man zweimal mit NaHCO,-Lésung und trennt die
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Phasen, wobei man die wissrige Phase mit Diethylether (Et,0) extrahiert. Nach dem
Vereinigen der organischen Phasen wird iiber Na,SO, getrocknet, das Losungsmittel
abrotiert und mittels sdulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH

9:1) erhilt man Bromid 9.

Ausbeute: 7.04 g (54.7%)
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Spektroskopische Daten

Die F-substituierten C-Atome 12 und 13 erscheinen nicht im Spektrum, da sie mittels

BC-NMR nicht detektiert werden konnten.

'H-NMR (200 MHz, CDCL): & (ppm) 2.02-2.08 (m, 2H, 19-CH,), 3.36-3.47 (m, 5H, 18,
7-CH,), 3.60-3.62 (m, 2H, 20-CH,), 3.94-4.29 (m, 6H, 9a-CH,, 9b-CH,, 9¢c-CH,), 4.65 (s, 1H,
6-CH,), 5.15-5.28 (m, 2H, 9e-CH,), 5.75-5.94 (m, 1H, 9d-CH), 6.64 (s, 1H, 3-CH), 7.02-7.25

(m, 3H, 11-CH, 14-CH, 15-CH), 7.77 (s, 1H, 1-NH), 8.89 (t, 1H, 17-NH, J=5.6 Hz)

C-NMR (50 MHz, CDCL): § (ppm) 30.4 (20-CH,), 32.1 (19-CH,), 39.1 (18-CH,), 59.1
(7-CH,), 63.7 (9a-CH,), 67.6 (9b-CH,), 68.1 (6-OCH,), 71.9 (9c-CH,), 101.5 (4-Cq),
116.0/116.4 (11-CH), 117.1 (9e-CH,), 117.3/117.4 (14-CH), 122.9 (15-CH), 134.2 (9d-CH),
137.8 (10-Cq), 146.0 (5-Cq), 152.5 (2-C0), 153.2 (16-CO), 163.9 (8-COO)

HRMS: m/z berechnet fiir C,,H,,0,BrF,N,H: 548.1035. Gefunden (M+1)": 548.1044

CHN: Anal. berechnet fiir C,,H,,0,BrF,N,H '/, H,0: C, 47.58; H, 4.73; N, 7.57. Gefunden:

C,47.47;H, 4.81; N, 7.28.

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein.*®
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3.2.1.5 Darstellung von N-(3-(Piperidin-4-yl)phenyl)acetamid

o
NHO

HN

3.2.1.5.1 £Butyl-4-(trifluormethylsulfonyloxy)-5,6-dihydropyridin-1(2H)-

carbonsiureester (10)

o)

o X ~Tf
N N
Boc~ Boc—

% wird einer Losung von 4-N-Boc-Piperidinon

In Modifikation der Literaturvorschriff
(25.00g, 125.47 mmol) in 195ml THF bei -78°C LiHMDS 1M in THF (163.1ml,
163.1 mmol) langsam zugetropft, nach 30 min eine Lésung von N-Phenyl-
trifluoromethansulfonimid (Tf,NPh) (49.32 g, 138.10 mmol) in 147 ml THF zugetropft,
fiir weitere 15 min bei -78°C geriihrt und iiber Nacht auf Raumtemperatur erwédrmt.

Das erhaltene Reaktionsgemisch wird direkt im nichsten Reaktionsschritt ohne

weitere Reinigung eingesetzt.
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3.2.1.5.2 tButyl-4-(3-aminophenyl)-5,6-dihydropyridin-1(2H)-carbonsiureester (11)

2 —_—

O/O\Tf . HO\B/©\NH [ o NH,
Boc~ 6H Boc~

Die rote Reaktionslgsung von Enoltriflat 10 wird unter inerten Arbeitsbedingungen
mit 195 ml Wasser und 488 ml THF verdiinnt, mit K,CO, (47.24 g, 341.81 mmol),
3-Aminophenylboronsiure Hemisulfat (21.19 g, 113.96 mmol), 2.99¢g
Triphenylphosphin (PPh,) (11.43 mmol) und PdCl, (1.01 g, 5.69 mmol) versetzt, entgast
und iiber Nacht unter Inertgasatmosphdre zum Riickfluss erhitzt. Die erkaltete
rotbraune Suspension wird in EtOAc aufgenommen, die Phasen getrennt, die wissrige
Phase zweimal mit EtOAc extrahiert und die vereinigten organischen Phasen {iber
Na,S0, getrocknet. Nach Sdulenchromatographie (Kieselgel, EtOAc/PE 3:1) erhilt man

als gelbes Harz Anilin 11.
Ausbeute: 10.37 g (65.4%) gelbes Harz

Die analytischen Daten stimmten mit denen der Literatur {iberein.*”
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3.2.1.5.3 £Butyl-4-(3-acetamidophenyl)-5,6-dihydropyridin-1(2H)-carbonsdureester

(12)

NH)J\

Boc~ N Boc~

Eine LOsung von 10.37g des gelben, honigartigen Harzes (37.80 mmol) der
vorhergehenden Synthese in 73 ml CH,Cl, wird mit 16.34 ml Pyridin (203.16 mmol)
versetzt, auf 0°C gekiihlt und langsam 7.18 ml Acetylchlorid (100.67 mmol) zugegeben
ohne die Temperatur von 10°C zu iiberschreiten und nach 20 min auf
Raumtemperatur erwdrmt. Nach 1 h 30 min wird die Reaktion durch Zugabe von 20 ml
gesdttigter NH,Cl-Losung beendet. Das Gemisch wird in EtOAc aufgenommen, jeweils
zweimal mit gesattigter NH,Cl- und NaHCO,-Losung gewaschen, die Phasen getrennt,
die wissrigen Phasen mit EtOAc extrahiert, die vereinigten organischen Phasen tiber
Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das nach
anschlieBender Siulenfiltration (Kieselgel, EtOAc/PE 1:1) mit Eluentengraduation des
braunen 6ligen Rohproduktes erhaltene, gelbe, 6lige Gemisch 12, wird ohne weitere

Aufreinigung im nichsten Schritt umgesetzt.”
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3.2.1.5.4 tButyl-4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-carbonsdureester (13)

@)

(0]
X NH)J\ — NH)J\

N
Boc~ N Boc~

Das erhaltene Ol 12 wird in 126 ml MeOH geldst und nach Zugabe des Katalysators
Pd/C (10 Gew.-% Pd, 2.72g, 2.55mmol) wihrend 60h bei Normaldruck und
Raumtemperatur hydriert. Die Suspension wird nachfolgend iiber Celite filtriert, mit
MeOH griindlich nachgewaschen und das Losungsmittel am Rotavapor zur Trockene
eingedampft. Nach Siulenchromatographie (Kieselgel, EtOAc/PE 3:1) erhdlt man

Acetamid 13 als Produkt.
Ausbeute: 8.97 g (44.3%) farbloses Harz

Die analytischen Daten stimmten mit denen der Literatur {iberein.*”



EXPERIMENTELLER TEIL | 73

3.2.1.5.5 MN(3-(Piperidin-4-yl)phenyl)acetamid (14)

o} o)
NH)J\ NH)J\

N HN
Boc~

Zunidchst wird eine L3sung von 3.19 g (10.04 mmol) Boc-geschiitztem Amin 13 in
222ml CH,Cl, mit 149ml TFA (194.54 mmol) versetzt und fiir 16h bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Losung wird mit 91 ml Toluol versetzt und das

Losungsmittel im Vakuum vollstdndig abrotiert.

Der Rickstand wird ohne weitere Aufreinigung fiir die Herstellung von

Allyloxyethyl-SNAP eingesetzt.”
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3.2.1.6 2-Allyloxyethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)-piperidin-1-yl)
propylcarbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-

0x0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsdureester (3)

Die Seitenkette 14 wird in 497 ml ACN aufgenommen, mit 7.04 g (12.89 mmol) Bromid
9 und 18.53 g (134.07 mmol) K,CO, versetzt und unter Inertgasatmosphire fiir 37 h bei
35°C geriihrt. AnschlieRend wird die gelbe Suspension filtriert, der Filterriickstand
griindlich mit EtOAc gewaschen und das Filtrat am Rotavapor vom Losungsmittel
befreit. Der 6lige Riickstand wird in EtOAc aufgenommen, zweimal mit gesattigter
NaHCO,-Lsung gewaschen, nach der Phasentrennung wird die wissrige Phase mit
EtOAc extrahiert, die vereinigten organischen Phasen iiber Na,SO, getrocknet und im
Vakuum das Losungsmittel entfernt. Man erhilt mittels Sdulenchromatographie

(Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 9:1) das Rohprodukt als gelbbraunes Ol.

Ausbeute: 6.63 g (57.8%) gelbbraunes Ol
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Spektroskopische Daten

Die F-substituierten C-Atome 12 und 13 konnten mittels “C-NMR nicht detektiert

werden und erscheinen nicht im Spektrum.

'H-NMR (200 MHz, CDCL): & (ppm) 1.72-1.81 (m, 6H, 19-CH,,22-CH,, 22’-CH,), 1.99 und
2.99 (m, 4H, 21-CH,, 21’-CH,), 2.11 (s, 3H, 32-CH,), 2.39 (m, 2H, 20-CH,), 2.42 (m, 1H),
3.29 und 3.39 (m, 2H, 18-CH,), 3.37 (s, 3H, 7-CH,), 3.55-3.60 (m, 2H, 9b-CH,), 3.92 und
3.94 (d, 2H, 9c-CH,, J=5.6 Hz), 4.17 und 4.29 (m, 2H, 9a- CH,), 4.63 (m, 2H, 6-CH,),
5.12-5.26 (m, 2H, 9e-CH,), 5.81 (m, 1H, 9d-CH), 6.65 (s, 1H, 3-CH), 6.90 (d, 1H, 29-CH,
J=7.44), 6.98-7.19 (m, 5H, 11-CH, 14-CH, 15-CH, 27-CH, 28-CH), 7.25 (s, 1H, 25-CH),

7.44 (s, 1H, 30-NH), 7.95 (s, 1H, 1-NH), 8.98 (t, 1H,17-NH, J=5.3 Hz)

BC-NMR (50 MHz, CDCL,): § (ppm) 24.4 (32-CH,), 26.3 (19-CH,), 32.8 (22, 22’-CH,), 39.5
(18-CH,), 42.5 (23-CH), 53.1 (3-CH), 54.2 (21, 21’-CH,), 56.5 (20-CH,), 58.9 (7-OCH,), 63.6
(9a-CH,), 67.6 (9b-CH,), 67.9 (6-OCH,), 71.9 (9¢c-CH,), 101.7 (4-Cq), 115.9/116.3 (11-CH),
116.9 (9e-CH,), 117.2/117.3 (14-CH), 117.6 (27-CH), 118.2 (25-CH), 112.7 (29-CH), 122.8
(15-CH), 128.7 (28-CH), 134.2 (9d-CH), 137.8 (10-Cq), 138.2 (26-Cq), 146.2 (5-Cq), 147.16

(24-Cq), 152.3 (2-C0), 153. 0 (16-CO), 164.0 (8-COO0), 168.6 (31-CON)
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MS: m/z (%) 280 (33), 231 (100), 221 (21), 167 (34), 70 (26), 45 (21), 44 (21), 43

(54), 42 (31), 41 (57)

HRMS: m/z berechnet fiir C,;H,,0.F,N.H: 684.3209. Gefunden (M+1)": 684.3195

CHN: berechnet fiir C,,H,,0,F,N.H * H,0: C, 59.90; H, 6.19; N, 9.98. Gefunden: C,

59.09; H, 6.35; N, 9.69.

Die analytischen Daten stimmten mit denen der Literatur {iberein.”**
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3.2.1.7 trans-2-(Prop-1-enyloxy)ethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piper-
idin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxy-

methyl)-2-o0xo0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsdure-ester

(15)
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150.00 mg (0.22 mmol) Allylether 3, gelost in 90% EtOH, werden mit 103.00 mg
Diazabicylooctan (DABCO) (0.92 mmol, 4.20 Aq) versetzt und dann auf 80°C erhitzt.
Nach Erreichen der Temperatur werden 52 mg (0.06 mmol, 0.26 Aq) RhCl (PPh,),
hinzugefiigt und das Reaktionsgemisch fiir 15 min bei 80°C geriihrt. AnschlieRend
wird auf Raumtemperatur abgekiihlt und mit Puffer (pH 7.0) gequencht. Die wissrige
Phase wird mit Et,0 (3 x 10ml) extrahiert, danach werden die vereinigten
organischen Phasen iiber Na,SO, getrocknet, das Trocknungsmittel filtriert und
anschliefend am Rotavapor vom Lésungsmittel befreit. Das entstandene Produkt wird

ohne weitere Aufreinigung fiir den nichsten Schritt eingesetzt.

Ausbeute: 420.00 mg Rohprodukt



78 ‘ EXPERIMENTELLER TEIL

3.2.2 Darstellung der Ethylderivate HE@SNAP und TOE@SNAP

3.2.2.1 Darstellung von HE@SNAP (4)

2-Hydroxyethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)-piperidin-1-yl)propyl-
carbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-

tetrahydropyrimidin-5-carbonsédureester
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Eine Losung von 166.43 mg HgCl, (0.61 mmol) in 2.0 ml Aceton/H,0 (10:1) wird
tropfenweise unter Rithren zu einer Ldsung des Rohproduktes 15 (420.00 mg,
0.61 mmol) und gelbem HgO (166.43 mg, 0.77 mmol) in 6.0 ml Aceton/ H,0 (10:1) tiber
3 min zugegeben. Dabei wird die Produktumsetzung mittels DC-Kontrolle kontrolliert.
Dann wird HgO mittels Filtration tiber Celite entfernt und Aceton im Vakuum

abgedampft. Siulenchromatographisch (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 10:1) wird der
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Riickstand gereinigt, wobei ein Teil des Eduktes 15 fiir eine nochmalige Umsetzung

wieder riickgewonnen werden kann.

Ausbeute: 51.1 mg (78.7%) gelbes Harz

Spektroskopische Daten

'H-NMR (200 MHz, CDCL): § (ppm) 1.74-1.85 (m, 6H, 19-CH,, 22,22°-(CH,),), 2.02-2.09
und 3.01-3.06 (m, 4H, 21,21’-(CH,),), 2.09 (s, 3H, 32-CH,), 2.42-2.45 (m, 3H, 20-CH,, 23-
CH), 3.27-3.31 (m, 2H, 18-CH,), 3.39 (s, 3H, 7-OCH,), 3.74 (t, 2H, J = 4.4 Hz, 9b-CH,0H),
4,10-4.20 (m, 2H, 9a-OCH,), 4.62 (s, 2H, 6-OCH,), 6.62 (s, 1H, 3-CH), 6.86 (d, 1H, J = 7.5 Hz,
29-CH), 6.94-7.23 (m, 5H, 11-CH, 14-CH, 15-CH, 27-CH, 28-CH), 7.33-7.39 (m, 2H, 25-CH,

30-NH), 8.53 (s, 1H, 1-NH), 8.99 (t, 1H, J = 5.4 Hz, 17-NH)

BC-NMR (50 MHz, CDCL,): 8 (ppm) 24.1 (32-CH,), 25.8 (19-CH,), 32.2 (22,22"-(CH,),), 39.2
(18-CH,), 42.0 (23-CH), 53.0 (3-CH), 53.9 (21,21-(CH,),), 56.1 (20-CH,), 58.9 (7-OCH,), 60.3
(9b-CH,0H), 66.2 (9a-OCH,), 67.9 (6-OCH,), 101.6 (4-C), 115.8/116.1 (11-CH), 117.1/117.4
(14-CH), 117.8 (27-CH), 118.0 (25-CH), 122.6 (29-CH), 122.7/122.8 (15-CH), 128.7 (28-CH),
137.6 (10-C), 138.3 (26-C), 146.4 (5-C), 147.4 (24-C), 152.2 (2-CO), 153.2 (16-CO), 164.1 (8-

C00), 169.0 (31-CON)

MS: m/z (%) 644 (32), 345 (16), 302 (100), 259 (17), 231 (20), 160 (4), 114 (5)

HRMS: m/z berechnet fiir C,,H,,F,N.O, [M + H]": 644.2896. Gefunden: 644.2902.

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein.*”



80 ‘ EXPERIMENTELLER TEIL

3.2.2.2 Darstellung von TOE@SNAP (2)

2-(Tosyloxy)ethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propyl-
carbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-

tetrahydropyrimidin-5-carbonsédureester

F
F
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| H N
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Herstellung von Ag,0:*"* Eine Losung von NaOH (90 mg, 2.24 mmol) in H,0 (2.2 ml)
wird auf 80-90°C erhitzt und zu einer ebenfalls 80-90°C heilen Losung von AgNO,
(391 mg, 2.30 mmol) in H,0 (2.6 ml) zugefiigt. Rasch wird die resultierende heiRe
Suspension filtriert, der Filterkuchen mit 2.6 ml heilem H,0, sowie 2.6 ml 95-%igem
EtOH und 2.6 ml EtOH abs. gewaschen und das entstandene Ag,0 an der Pumpe
getrocknet.

Zu einer Losung des Alkohols 4 (131 mg, 0.20 mmol) in CH,CI, (4.0 ml) wird frisch
hergestelltes Ag,0 (94 mg, 0.41 mmol), Tosylchlorid (77 mg, 0.41 mmol) und KI (67 mg,

0.41 mmol) unter Rithren zugegeben. Die Mischung wird bei 40°C geriihrt bis die
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Reaktion beendet ist (DC-Kontrolle). Das Reaktionsgemisch wird filtriert, das

Losungsmittel abrotiert, der Riickstand mit SC gereinigt (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 9:1).

Ausbeute: 84 mg (64.1%)

Spektroskopische Daten

Die analytischen Daten der “C- und 'H-Magnetresonanzspektroskopie werden im

Folgenden bezogen auf diese Nummerierung des TOE@SNAP-Molekiils angegeben.

'H-NMR (500 MHz, CDCL,): & (ppm) 1.78-1.86 (m, 4H, 22,22"-(CH,),), 1.79 (m, 2H, 19-CH,),
2.09 (m, 4H, 21,21’-(CH,),), 2.16 (s, 3H, 32-CH,), 2.44 (s, 3H, Tos-CH,), 2.47 (m, 1H, 23-
CH), 2.48 (m, 2H, 20-CH,), 3.32-3.41 (m, 2H, 18-CH,), 3.45 (s, 3H, 7-OCH,), 4.19 (m, 2H,
9b-OCH,), 4.29 (m, 2H, 9a-OCH,), 4.62 (s, 2H, 6-OCH,), 6.61 (s, 1H, 3-CH), 6.94 (d, 1H, J =
7.6 Hz, 29-CH), 7.04 (m, 1H, 14-CH), 7.09 (m, 1H, 15-CH), 7.15 (m, 1H, 11-CH), 7.20 (m,
1H, 28-CH), 7.33 (m, 1H, 27-CH), 7.34 (m, 2H, 3",3""-(CH),), 7.44 (s, 1H, 25-CH), 7.60 (s,

1H, 30-NH), 7.76 (m, 2H, 2”,2""-(CH),), 8.01 (s, 1H, 1-NH), 8.96 (t, 1H, ] = 5.4 Hz, 17-NH)

“®C-NMR (126 MHz, CDCL,): § (ppm) 21.6 (Tos-CH,), 24.5 (32-CH,), 26.2 (19-CH,), 32.6

(22,22°-(CH,),), 39.5 (18-CH,), 42.3 (23-CH), 53.1 (3-CH), 54.2 (21,21"-(CH,),), 56.5 (20-
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CH,), 59.1 (7-OCH,), 61.9 (9a-OCH,), 67.2 (9b-OCH,), 68.1 (6-OCH,), 100.9 (4-CH), 116.0
(11-CH), 117.4 (14-CH), 117.7 (27-CH), 118.2 (25-CH), 122.8 (29-CH), 123.2 (15-CH), 127.9
(27,2”"-CH), 128.9 (28-CH), 130.0 (3",3""-CH), 132.5 (1’-C), 137.6 (10-C), 138.1 (26-C), 145.2
(47-C), 147.1 (5-C, 24-C), 150.0 (12- oder 13-CF), 150.2 (12- oder 13-CF), 152.1 (2-CO),

153.0 (16-CO), 163.7 (8-C00), 168.5 (31-CON)

“F-NMR (471 MHz, CDCl,): & (ppm) -136.7 (m, 12- oder 13-CF), -138.4 (m, 12- oder 13-

CF)

MS: m/z (%) 812 (87), 615 (5), 468 (2), 345 (5), 302 (100), 260 (1)

HRMS: m/z berechnet fiir C,,H,,F,N.O,S [M + H]": 798.2984. Gefunden: 798.2997.

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein.”
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5.1 Abkiirzungen

Abb. Abbildung

abs. absolut

AC Adenylatcyclase

AcCl Acetylchlorid

ACN Acetonitril

AgNO, Silbernitrat

Ag,0 Silber(I)oxid

AgRP Agouti-related peptide
AlIOE Allyloxyethyl

Aq. Aquivalente

ARC Nucleus arcuatus
BF,OFEt, Bortrifluoriddiethyletherat
BMI Body-Mass-Index

Boc tert-Butyloxycarbonyl
Bq Becquerel

°C Grad Celsius

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
CCK Cholecystokinin

cDCl, deuteriertes Chloroform
CF,COOH Trifluoressigsdure
CH,CI, Dichlormethan
CH,COOH Essigsdure

CHO Aldehyd

cm Zentimeter

Co, Kohlenstoffdioxid

Cco,” Carbonatanion

cocl, Kobaltchlorid

CsF Casiumfluorid
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Cu,0
Cuso,
CT

EDC

DABCO
DAG
DAST
DC

DCC
DIPA
4-DMAP
DMPU
DMS
d,-DMSO
EI

ER

Et,0
EtOAc
etal.
EtOH
eV
[*FIFDG
g
G-Protein
GC
Gew.-%
GLP

GPCR

Kupfer(T)oxid

Kupfersulfat
Computer-Tomographie
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N"-ethylcarbodiimid
Verschiebung

Deuterium

Diazabicyclooctan

Diacylglycerin
Diethylaminoschwefeltrifluorid
Diinnschichtchromatographie
Dicyclohexylcarbodiimid
Diisopropylamin
4-(Dimethylamino)pyridin
1,3-Dimethyl-3,4,5,6-tetrahydro-2(1H)pyrimidinon
Dimethylsulfid

deuteriertes Dimethylsulfoxid
Electron Impact

Endoplasmatisches Reticulum

Ether

Ethylacetat

et alii

Ethanol

Elektronenvolt
["*F]Fluordesoxyglukose

Gramm
Guanin-Nukleotid-bindendes Protein
Gaschromatographie
Gewichtsprozent

Glucagon-like Peptide
G-Protein-Coupled Receptor

Stunde(n)



HCI
HgCl,
HgO
HMBC
HMQC
HPLC
H,0
HRMS

HSQC

i.c.v.
ip.

IP,

KBr
K,CO,
kev
KF

K;
KI

kv

KG

1

L

LHA
LiHMDS
M

M

HA

m/z

Salzsdure

Quecksilberdichlorid

Quecksilberoxid

Heteronuclear Multiple Bond Correlation experiment
Heteronuclear Multiple Quantum Correlation experiment
High Performance Liquid Chromatography

Wasser

High Resolution Mass Spectrometry

Heteronuclear Single Quantum Coherence experiment
Iod

intracerebroventrikuldr

intraperitoneal

Inositoltriphosphat

Kopplungskonstante

Kelvin

Kaliumbromid

Kaliumcarbonat

Kiloelektronenvolt

Kaliumfluorid

Inhibitionskonstante

Kaliumiodid

Kilovolt

Kieselgel

Liter

Ligand

Lateral Hypothalamic Area
Lithiumhexamethyldisilazid

molar

Molekularion

Mikroampere

Masse/Ladungs-Verhiltnis

ANHANG

105



106 | ANHANG

MAPK Mitogen Activated Proteine Kinase
MeOH Methanol

MeV Megaelektronenvolt

MC Melanocortin

MCH Melanin-concentrating hormone
MCH-OE MCH-overexpressing

MCHR1 MCH-Rezeptor 1

MCHR2 MCH-Rezeptor 2

mg Milligramm

MgSO, Magnesiumsulfat

MHz Megahertz

min Minute(n)

ul Mikroliter

ml Milliliter

um Mikrometer

mm Millimeter

mmol Millimol

MR Magnetresonanz

mRNA Messenger Ribonucleic Acid
MRT Magnetresonanztomographie
MS Massenspektrometrie

mSv Millisievert

n Neutron

N normal

NaBH, Natriumborhydrid

Nacl Natriumchlorid; Kochsalz
Na,CO, Natriumcarbonat

NaHCO, Natriumhydrogencarbonat; Natron; Speisesoda
NalO, Natriumperiodat

NaOH Natriumhydroxid

Na,SO, Natriumsulfat



NH,CI
nM
NMR
NOE
NOESY
NPY
NTS
Nu
NuH
0s0,

OXM

P

p-
Pd/C
Pdcl,
Pd(0)L,
Pd(0Ac),
PE

PET

Ph

pH
PhSMe
PIP,
PKA
PKC
PLC
PMB
POMC
PP
PPh,

(PPh,),Pd

Ammoniumchlorid

nanomolar
Kernresonanzspektroskopie

Nuclear Overhauser Effect/ Enhancement
Nuclear Overhauser Enhance-ment Spectroscopy
Neuropeptid Y

Nucleus tractus solitarii

Nukleophil

protoniertes Nukleophil
Osmiumtetroxid

Oxyntomodulin

Proton

para-

Palladiumkatalysator mit Aktivkohle
Palladiumchlorid
Palladium(0)-Liganden-komplex
Palladiumacetat

Petrolether; Ligroin
Positronen-Emissions-Tomographie
Phenyl

potentia/pondus Hydrogenii
Thioanisol
Phosphatidylinositolbiphosphat
Proteinkinase A

Proteinkinase C

Phospholipase C

p-Methoxybenzyl
Proopiomelanocortin
pankreatisches Polypeptid
Triphenylphosphin

Tetrakis(triphenylphosphin)-Palladium

ANHANG
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ppm
PYY

PTX

PVN

Ry
RhCI(PPh,),
RP

RT

s,d, t,q, m

(SLC)-1

/.
Temp.
Tf,NPh
TFA
THF
T™MS
TMSE
TsCl
vgl.
WHO
WHR

WHtR

parts per million

Peptid YY(5 55

Pertussistoxin

Nucleus paraventricularis
Retentionsfaktor
Rhodiumchloridtris(triphenylphosphin)
Reversed-Phase

Raumtemperatur

Singulett, Dublett, Triplett, Quartett, Multiplett
Sekunde(n)

Somatostatin-like Receptor

tertidr-

Halbwertszeit

Temperatur
N-Phenylbis(trifluormethan-sulfonimid); Triflimid
Trifluoressigsdure

Tetrahydrofuran

Trimethylsilan

Trimethylsilylethyl

Tosylchlorid

vergleiche

World Health Organization
Waist-Hip-Ratio

Waist-Height-Ratio

Watt



ANHANG

5.2  Abkiirzungen der SNAP-Derivate

[“*FIFE@SNAP

AllOE-SNAP

FE@SNAP

HE@SNAP

racSNAP-7941

TOE@SNAP

2-["*F]Fluorethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-

difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-ox0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsdureester

Allyloxyethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-

difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-o0x0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsdureester

2-Fluorethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-

difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-ox0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsdureester

2-Hydroxyethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-

difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-o0x0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsdureester

Methyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-difluor-

phenyl)-6-(methoxymethyl)-2-ox0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsdureester

2-(Tosyloxy)ethyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl) propylcarbamoyl)-4-(3,4-

difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-o0x0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsdureester
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5.3 Spektren
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8.9.09, ll-ae3, Allloxyethylester; ca 100 mg, CDCI3C13APT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 8T
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23.6.10, jb-gkp3, 2. Fraktion nach 2. Saeule, CDCI3PROTON CDCI3 opt/xwinnnu schirmer 31|
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23.6.10, jb-gkp3, 2. Fraktion nach 2. Saeule, CDCI3C13APT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 31
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2.6.2010, jb-ghp, AE-Ghkp, CDCI3PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 18!
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2.6.2010, jb-ghkp, AE-Gkp, CDCI3013APT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 1811
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30.10.2009, ll-aesp1, Allyloxyethyl-Snap, Fraktion C, 100 mg, CDCI3PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 351
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30.10.2009, ll-aespl, Allyloxyethyl-Snap, Fraktion C, 100 mg, CDCI3CI3APT CDCI3 opt/xwinnmw schirmer 350
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HESp, 178 mg, CDCI3PROTON CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 3501

11.2.10, es-hspll, 3. Fraktion Vinylsnap
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11.2.10, es-hspll, 3. Fraktion Vinylsnap = HESp, 178 mg, CDCI3CI3APT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 35
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Evi es-ts5fl / CDC13
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Current Data Parameters

NAME ES-Tos
EXPNO iG
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20091012
Time 18.14
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT CcDC13

NS 16

Ds 2
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.122266 Hz
AQ 4.0895586 sec
RG 90.5

DwW 62.400 usec
DE 6.00 usec
TE 293.4 K
Dl 5.00000000 sec
MCREST 0.00000000 sec
MCWRK 0.01500000 sec

CHANNEL f1 =

1H
13.50 usec
0.30 dB
500.1337510 MHz

F2 - Processing parameters

65536
500.1300137 MHz
no
0
0.00 Hz

0
1.00



Evi es-ts5fl / CDC1l3
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116.20
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100.91
77.25

77.00
68.07
67.18
66.26
65.54

76.74

61.87
60.88

59.12
56.49

54.23

53.07
42.33

39.46
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Current Data Parameters

NAME
EXPNO
PROCNO

ES-Tos
2
1

F2 - Acquisition Parameters
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG

CPDPRG2
NUC2
PCPD2
PL2
PL12
SFO2

== CHANNEL fl1 ==

20091012
21.16
spect

5 mm BBO BB—lH

jmod
120116
¢DC13
2048
4
26455.027 Hz
0.220246 Hz
2.2702613 sec
7298.2
18.900 usec
6.00 usec
294.8 K
145.0000000
1.0000000
2.00000000 sec
0.00689655 sec
0.00001210 sec
0.00000000 sec
0.01500000 sec

13c
9.50 usec
12.00 usec
.80 dB
125.7708678 MHz

90.00 usec

0.30 dB

16.78 dB
500.1330008 MHz

F2 - Processing parameters

SI
SF
WDW
SSB
LB
GB
PC

768
125.7577968 MHz
EM
0
1.00 Hz
0

1.00
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