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1  EINLEITUNG

1.1 Melanin-Concentrating Hormone (MCH)

Melanin-concentrating Hormone bzw. Melanin-konzentrierendes Hormon wurde
erstmals 1983 aus der Hypophyse von Ketalachsen isoliert und als zyklisches

Peptid, bestehend aus 17 AminosGuren, charakterisiert. [1]

Schon 1931 stellten Hogben und Slome [2] fest, dass der Fahigkeit dieser
Knochenfische (Ketalachse) und anderer niederer Wirbeltiere die Hautfarbe an
ihren jewelligen Hintergrund anzupassen, ein duales hormonelles Wirkprinzip
zugrunde liegt. Das hypothalamische MCH wird von der Hypophyse ins Blut
abgegeben und bewirkt, wie schon sein Name erahnen |4sst, die Aggregation
von Melanin in Melanophoren (Pigmentzellen). Dies fUhrt zu einer Aufhellung der
Haut, wodurch die pigmentverteilende und somit gegenteilige Wirkung des a-
MSH (a-Melanozyten-stimulierendes Hormon) antagonisiert wird. [2]

Abgesehen von der Wirkung an den Melanophoren wird vermutet, dass sMCH
(salmon-MCH, Lachs-MCH) die CRF (Corticotropin Releasing Factor) induzierte
ACTH (Adrenocorticotropes Hormon)-Sekretion und in Folge die a-MSH-Freiset-
zung aus hypophysdren Zellen inhibiert.

Zudem wurde unter Stresssituationen eine erndhte MCH-AusschUttung bei Fi-
schen beobachtet, was eine Beteiligung in der Stresskompensation vermuten
|&sst. [3]

In weiterer Folge konnte MCH auch in Raften nachgewiesen werden:
Bestehend aus 19 Aminosduren weist dieses zyklische Neuropeptid bei auffallend
ahnlicher Sequenz 2 Aminoséuren mehr als Lachs-MCH auf.

Zudem ist das MCH der Ratte mit dem des Menschen in Aminos@ure-Zahl und

Sequenz véllig ident. [4] Diese Ubereinstimmungen lassen auf eine hohe



evolutiondre Konservierung des MCH schlieBen und weisen auf eine bedeu-

tende physiologische Wirkung hin. [5]

1 10 17

Salmon MCH Asp | Thr-Met | Arg-Cys-Met |Va

Gly-Arg-Val-Tyr-Arg-Pro-Cys-Trp |Glu| Val

Rat/Human MCH  Asp-Phe|Asp [Met-Leu|Arg-Cys-Met |Leu Gly-Arg-Val-Tyr-Arg-Pro-Cys-Trp |GlIn| Val

1 10 19

Abb. 1: [2] Vergleich der MCH-Aminosduresequenzen

Asp-Thr-Met-Arg— Cys ‘Arg  Asp-Phe-Asp-Met-Leu-Arg—Cys "Arg
I |
Cys Val Cys Val
/ / 4 /
Val-GIn-Trp” 5} ) Val-GIn-Trp" 5}
Pro \Arg Tyr Pro \Arg—Tyr

Abb. 2: [6] Salmon-MCH (links), Rat/Human-MCH (rechts)

Mammales MCH wird vorwiegend von Neuronen des lateralen Hypothalamus
und der Zona incerta gebildet. Besonderes Interesse gilt seiner Wirkung als
orexigenes (appetitanregendes) Neuropeptid in Bezug auf Essverhalten,

Energiechomodostase und Koérpergewichtskontrolle, worauf in den folgenden

Abschnitten genauer eingegangen wird. [7]
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1.2 MCH im Zusammenhang mit Adipositas

1.2.1 Die zentrale Rolle des Hypothalamus in der
Appetitregulation

An der Regulation der Nahrungsaufnahme sind verschiedene Kerngebiete des
Hypothalamus beteiligt.

Dazu zdhlen unter anderem der Nucleus arcuatus (ARC) und der mit ihm
verbundene Nucleus paraventricularis (PVN), welcher wiederum Informationen

Uber Appetit und Essverhalten an den Kortex weiterleitet.

Das letztendlich wahrgenommene Hunger- bzw. Sattigungsgefuhl wird in erster
Linie Uber zwei als Gegenspieler arbeitende Neuronenpopulationen im Nucleus
arcuatus gesteuert:

Eine Aktivierung von POMC/CART-Neuronen (Proopiomelanocortin/Cocain/
Amphetamine Related Transkript-Neuronen) wirkt unter anderem Uber a-MSH,
welches aus seiner Vorstufe POMC gebildet wird und in Folge MC4-Rezeptoren
(Melanocortin 4-Rezeptoren) im PVN akfiviert, appetithemmend.

Im Gegensatz dazu stellen NPY/AgRP-Neuronen (Neuropeptid Y/Agouti-Related
Protein) ein stark orexigenes System dar und hemmen zudem ihre antagonisti-

schen Neuronen auch direkt.

Zu einer Beeinflussung der Akftivitadt dieser Neuronenpopulationen kommt es
unter anderem im Rahmen der Kurzzeitregulation des Appetits:

Das vor einer Mahlzeit aus der Magenwand freigesetzte Hormon Ghrelin
signalisiert Uber die Stimulation NPYerger Neuronen Hungergefuhl. Wahrend der
Nahrungsaufnahme wird dessen Bildung reduziert und die des Peptid YY (PYY) in
der Darmwand gesteigert. Uber Hemmung NPYerger Neuronen steigt sodann

das Sattigungsgefunl.
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Eine Rolle in der Langzeitregulation des Appetits spielt das Protein Leptin. Es wird
im Fettgewebe gebildet und wirkt unter anderem Uber Stimulation der anorexi-
genen POMC-Neuronen und Hemmung des orexigenen Systems stark appetit-
hemmend.

Bei Abnahme der Fettspeicher und somit des Leptins bleibt die Hemmung der
Expression von NPY aus, dieses steigt in Folge an, woraus ein verstarktes Hunger-

gefuhl resultiert. [8]

Nucleus paraventricularis

Hypothalamus

Nucleus arcuatus

- -~ appetitsteigernd
- == appetithemmend
—» stimulierend
— inhibierend

e "~ Ghrelin TTesllzzzze: Leptin
(Darm) (Magen) (Fettgewebe)
Kurzzeitregulation Langzeitregulation

Abb. 3.: [8] Regulation des Appetits

Eine weitere SchlUsselrolle in der Regulation von Essverhalten und Energiehaus-
halt spielt der laterale Hypothalamus (LHA, lateral hypothalamic area), welcher

auch in direkter Verbindung mit dem ARC steht.
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Beteiligt an komplexen Funktionen wie der sensorischen Wahrnehmung und so-
matomotorischen Antwort in Bezug auf Hunger und Durst, liegt in der LHA eine
groBe neurochemische Vielfalt vor, in der die hohe Zahl an MCH-exprimierenden
Zellen besonders auffallend ist. [9]

Wie andere zuvor genannte Neuropeptide ist auch MCH der Kontrolle durch
Leptin unterworfen. [10]

So konnte im Tierversuch bei leptindefizienten, sowie bei Mdusen unter Nahrungs-
enfzug, ein erhdhter MCH-Spiegel festgestellt werden, welcher zu einer verstark-
ten Nahrungsaufnahme fUhrte.

Ebenso entwickelten genetisch modifizierte Versuchstiere mit MCH-Uberexpres-
sion Adipositas, Hyperglyké&mie, Insulinresistenz und Hyperinsulindmie.

Im Gegensatz dazu waren Mduse mit fehlendem MCH-Gen auffallend hypo-
phagisch und mager. [11]

All diese Erkenntnisse zeigen eindrucksvoll die Rolle von MCH in der Regulation
der Energiehomd&ostase, sowie seine Beteiligung an der Entstehung von Adiposi-
tas und lassen die Bedeutung des MCH-Rezeptors 1 als Target in der Behandlung

von Fettleibigkeit erkennen.

1.2.2 Ursachen und Folgen von Adipositas

Adipositas (lat. adeps = Fett) bzw. Fettleibigkeit oder Obesitas entsteht als Folge
einer gestorten Energiebilanz, wobei ein chronisches Ungleichgewicht zwischen
Kalorienzufuhr und Energieverbrauch vorliegt, welches zu gravierenden Ande-
rungen in der GréBe der Energiespeicher fUhrt. [8]

Krankhaftes Ubergewicht fUhrt zu gesundheitlicher Beeintrachtigung und ist ein
bedeutender Risikofaktor fir eine Reihe von Folgeerkrankungen und Comorbidi-
taten. [12]

Zur Abschdatzung des Korperfettanteils hat sich der Body-Mass-Index (BMI) welt-
weit durchgesetzt. Er errechnet sich als Quotient aus dem Koérpergewicht in kg

und dem Quadrat der KérpergroBe in Metern (kg/m?2). [13]
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Laut WHO [14] beginnt bei einem Erwachsenen Ubergewicht ab einem BMI von
25 kg/mZ2, von Adipositas wird ab einem Korpermasseindex von 30 kg/m?2 gespro-
chen. [14]

Ob ein Ubergewichtiger Mensch mit Folgeerkrankungen zu rechnen hat, hangt
nicht nur von der Hohe des BMI, sondern auch stark von seinem Fettverteilungs-
muster ab. Somit sollte das Taille-HUft-Verhdaltnis (Waist-Hip-Ratio) bei Mdnnern
unter 1, bei Frauen unter 0,85 liegen. An Ubergewichtigen konnten immer wieder
zwei Prototypen der Fettverteilung identifiziert werden:

Wdahrend der ,,Birnentyp” zu Fettdepots an HUfte und Oberschenkel tendiert, ist
bei Mdnnern haufiger der sogenannte ,,Apfeltyp* vertreten, welcher durch das
verstarkt vorliegende innere Bauchfett (Viszeralfett) mit einem deutlich erhdhten

Risiko fUr kardiovaskuldre Folgeerkrankungen einhergeht. [15]

Ubergewicht stellt eines der schwerwiegendsten Probleme fUr die Gesundheit
der Bevdlkerung weltweit im 21. Jahrhundert dar. In der europdischen Region
der WHO hat sich allein in den beiden letzten Jahrzehnten die Pravalenz der
Adipositas verdreifacht und mittlerweile epidemische AusmaBe erreicht. Nach
Schatzungen lag 2010 die Zahl adipdser Menschen bei 150 Mio. Erwachsenen
und 15 Mio. Kindern. Vor allem bei Kindern und Jugendlichen gibt es eine massiv
steigende Tendenz!

Bewegungsmangel einerseits, Fehl- und Ubererndhrung andererseits sind Haupt-
ursachen fur die Entwicklung von Adipositas.

Durch die soziale Entwicklung unserer Zeit bedingt, sind eine sitzende Tatigkeit
am Arbeitsplatz, passive Freizeitgestaltung vor dem Fernseher oder Computer
und Fortbewegung mit motorisierten Verkehrsmitteln zunehmend verbreitet.
Hinzu kommt ein steigender Konsum energiereicher, ndhrstoffarmer (Fertig-)-
Nahrung und stark zuckerhaltiger Getranke.

Eine tfraditionell gesunde Erndhrung wie z.B. die der Mittelmeerldnder mit Ge-
muse, pflanzlichen Olen und Fisch geht zunehmend verloren, insbesondere unter

jungeren Menschen. [14]
14



Wdahrend familidres, schulisches und berufliches Umfeld das Erndhrungsverhalten
eines Einzelnen pragen, steht vor allem die wirtschaftliche Entwicklung eines
Landes in engem Zusammenhang mit der Verbreitung von Adipositas. So breitet
sich Ubergewicht in einkommensschwachen Landern bei steigendem Wohlstand
schlagartig aus, wobei die verstarkte Zuganglichkeit von Fast-Food und die Ab-
nahme korperlicher Arbeit eine Rolle spielen. Die dadurch steigenden Krank-
heitsfalle in der Bevolkerung beeintréchtigen wiederum inre Chancen, den sozio-
dkonomischen Status zu verbessern. [14]

In Europa ist Adipositas fUr 6% der nationalen Gesundheitsausgaben verantwort-
lich. [14]

Viele Zivilisationskrankheiten stehen in direktem Zusammenhang mit Uberge-
wicht: Das auch als todliches Quartett bezeichnete metabolische Syndrom
charakterisiert das gemeinsame Auftreten von Fettleibigkeit mit Hypertonie, Dys-
lipiddmie und Diabetes mellitus Typ Il und wird als entscheidender Risikofaktor fur
das Entstehen von Arteriosklerose und koronaren Herzkrankheiten gesehen. [16]
AuBerdem besteht bei steigendem BMI ein erhdhtes Risiko fur Osteoarthritis,
Schlaganfall und verschiedene Krebsformen. [17]

Neben den genannten umweltbedingten Einflissen als Ursache fUr Adipositas
spielt auch genetische Disposition eine Rolle. So sind Kinder Ubergewichtiger
Eltern haufig selbst Ubergewichtig, auch wenn sie nicht von diesen groBgezogen
werden. [15] Hier ist auch eine Studie zu erwdhnen, die zeigt, dass mutterliche
Junk-Food-Erndhrung wdhrend der Schwangerschaft eine erhdhte Adipositas-
Neigung beim Nachwuchs zur Folge hat. [18]

Im Falle sekunddrer Adipositas liegen andere Grinde vor: Hormonstérungen wie
das Cushing-Syndrom und Hypothyreose fUhren, wie auch die Einnahme
bestimmter Medikamente (z.B.: Kortisonpréparate, trizyklische Antidepressiva,
Kontrazeptiva), zu einer teils starken Gewichtszunahme. [15]

In der Therapie von Adipositas stehen eine ausgewogene gesunde Erndhrung

und regelmdaBige Bewegung im Vordergrund.
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1.3 Der MCH-Rezeptor

Die beschriebenen Wirkungen von MCH entstehen durch Bindung an und Akti-
vierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (GPCR) der Rhodopsin-Familie, MCH-
Rezeptor 1 und MCH-Rezeptor 2, welche unter anderem im menschlichen
Gehirn exprimiert werden. [19, 20]

Der MCH-Rezeptor 1 ist in verschiedensten Sdugetieren hoch konserviert und
wird auch als GPR24 und aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zu den
Somatostatin-Rezeptoren als SLC-1 (Somatostatin-like Rezeptor-1) bezeichnet.
[19]

Der ursprunglich im Menschen identifizierte SLC-1 konnte anschlieBend auch in
Ratten nachgewiesen werden, wo er mit einer auffallend groBen Sequenz-
Ahnlichkeit von 91% und einer Lange von 353 Aminosduren eine um 49 Amino-
s@uren kUrzere Form darstellt. Die Existenz einer dhnlich kurzen Form konnte
jedoch auch im Menschen nachgewiesen werden. [4]

Im Vergleich dazu wurde ein funktionsféhiger MCH-Rezeptor 2 in wenigen
Spezies, etwa im Hund, Frettchen, Affen und Menschen nachgewiesen. Tan et al
[19] beschreiben die Kodierung eines nicht-funktionellen MCH-Pseudogens in
Ratte, Maus, Hamster, Meerschweinchen und Kaninchen.

Der menschliche MCH-Rezeptor 2 besteht aus 340 Aminosduren und weist mit
einer Ubereinstimmung der Aminos&uresequenz von nur 38% deutliche struktu-

relle Unterschiede zum MCH-Rezeptor 1 auf. [19]

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren stellen die groBte Familie unter den Zellober-
fldachenrezeptoren dar und bestehen aus sieben Transmembranhelices, welche
Uber sechs Schleifen unterschiedlicher Ldnge verbunden sind. [21]

Sie werden durch extrazelluldre Stimuli wie Hormone, Neurofransmitter, Licht,
Geruchs- und Geschmacksstoffe aktiviert.

Die dadurch ausgeldste Konformationsénderung im Rezeptorprotein bewirkt

einen Austausch von GDP gegen GTP an der a-Untereinheit des intrazellulér an
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den Rezeptor gekoppelten, heterotrimeren G-Proteins. Dadurch folgt eine Disso-
ziation des G-Protein-Komplexes in die GTP-haltige a-Untereinheit und das Ry-
Dimer, welche beide auf unterschiedliche Effektorproteine in der Zelle einwirken.
[22]

W/\ Ligand

\ GPCR
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Abb. 4: [23] GPCR und dessen Interakfion mit einem Liganden und einem G-Protein

Bereits in nanomolaren Konzentrationen bindet und aktiviert MCH spezifisch den
MCH-Rezeptor 1, welcher an Gi- und Gg-Proteine koppelt. [24]

Uber Gi wird die Adenylat-Cyclase gehemmt, somit sinkt der cAMP-Spiegel in der
Zelle und resultiert in einer Hemmung der Proteinkinase A.

Gq aktiviert die Phospholipase C und bewirkt UGber IP3 einen Anstieg von infrazel-
luldrem Ca?*, [25]

Auch der MCH-Rezeptor 2 zeigt eine hohe Bindungsaffinitdt zu MCH, was ebenso
Uber IP3 in einer erndhten intrazelluldren Ca?+-Freisetzung resultiert. [26]

Saito et al [24] beschreiben verschiedene Gehirnregionen, die den MCH-
Rezeptor 1 exprimieren und eine Rolle in der Regulierung des Kdrpergewichtes
spielen.

Die Annahme, dass eine Wirkbeziehung, zum Teil antagonistischer Art, zwischen
MCH, MSH und Leptin vorliegt, wird durch die Coexpression inrer Rezeptoren vor

allem im Hypothalamus bestarkt. [24]
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1.4 Der MCH-Rezeptor 1-Antagonist racSNAP-7941

Die neuen Erkenntnisse Uber die physiologische Bedeutung von MCH und die
Erforschung seiner Rezeptoren steigerten das Interesse an der Entwicklung von
MCH-Rezeptor 1-Antagonisten als mdgliche Pharmakotherapie gegen Adiposi-
tas.

Wie bereits erwdhnt, resultierte ein Prapro-MCH-knockout bei Mdusen in einem
hypophagen, mageren Phdnotyp.

Im Vergleich dazu waren MCH-Rezeptor 1-knockout-Mduse zwar Uberraschend
hyperphagisch, jedoch trotzdem schlank, was auf eine erhdhte kdrperliche Akfi-
vitat und einen verdnderten Metabolismus zurGckgefUhrt wurde. [27, 28]
Dadurch ergaben sich erste Anzeichen, dass allein durch Deaktivierung dieses
Rezeptors eine geringere Anfdlligkeit fOr erndhrungsbedingte Adipositas erzielt
werden kann.

Seit der bahnbrechenden Entdeckung des ersten nicht-pepftidischen MCH-Re-
zeptor 1-Antagonisten T-226296 durch das Unternehmen Takeda wurde Uber
eine FUlle von strukturell unterschiedlichen, selektiven MCH-Rezeptor 1-Antago-
nisten berichtet.

So zeigte GlaxoSmithKline, dass eine orale Gabe der Verbindung GW3430 bei
adipdsen Mdusen zu einem erheblichen, dosisabhdngigen Gewichtsverlust in
einem Versuchszeitfraum von 12 Tagen fUhrte.

Die Firma Synapftic Pharmaceutical untersuchte eine Reihe substituierter Anilin-
Piperidine, darunter auch das inzwischen patentierte racSNAP-7941 (1), auf

deren MCH-Rezeptor 1-antagonistische Aktivitat. [29]
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Borowsky et al [20] untersuchten die Wirkungen dieses hochpotenten, kompetiti-
ven MCH-Rezeptor 1-Antagonisten in verschiedenen Tiermodellen:

Eine durch intracerebroventrikuldre MCH-Injektion hervorgerufene erhohte Nah-
rungsaufnahme bei Ratten konnte durch systemische Vorbehandlung mit
racSNAP-7941 (infraperitoneal) eindrucksvoll inhibiert werden.

AuBerdem wurde bei chronischer Gabe von racSNAP-7941 ein verringerter Kon-
sum von wohlschmeckendem Futter und in Folge eine verminderte Gewichtszu-
nahme im Vergleich zu Placebo-Ratten beobachtet, was auf die appetithem-
mende Wirkung, aber auch auf eine erhdhte Metabolismusrate zurlckzufUhren
ist.

Im Vergleich zu D-Fenfluramin konnte mit racSNAP-7941 eine stdrkere und lang-
fristigere Gewichtsreduktion erzielt werden.

Durch Blut-Tests, Leber- und Nieren-Funktionstests an der Ratte war es moglich,
toxische Effekte des Antagonisten und eine dadurch verursachte geringere
Nahrungsaufnahme auszuschlieBen.

Des Weiteren |asst das Vorkommen des MCH-Rezeptors 1 in Gehirnarealen wie
der Amygdala (Kerngebiet des ZNS, das an der Entstehung von Angst beteiligt
ist) und dem Locus coeruleus eine mogliche Bedeutung des Antagonisten als
Anxiolytikum und Antfidepressivum vermuten.

Um dieser Hypothese genauer auf den Grund zu gehen, wurden verschiedene
Verhaltenstests an Versuchstieren durchgefUhrt. So konnte beim forcierten
Rattenschwimmtest eine eindeutige Reduktion der Bewegungslosigkeit und eine
Erhdhung der Schwimmezeit erreicht werden.

Zudem zeigten Versuche an jungen Meerschweinchen nach der Gabe von
racSNAP-7941 eine wesentlich verminderte Anzahl hochfrequenter Laute
wdahrend einer fUnf minutigen Trennung vom Muttertier. [20]

Im Gegensatz dazu deuten Forschungsergebnisse von Basso et al [30] auf keiner-
lei antidepressive und anxiolytische Wirksamkeit von racSNAP-7941 im Ratten-
schwimmtest hin [30] - Beobachtungen, die wiederum neue Fragen im Bereich

MCH-Rezeptor 1 aufwerfen.
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1.5 Radioaktivitat und Radiopharmazie

1.5.1 Entdeckung der Radioaktivitat

1896, nur ein Jahr nach der Entdeckung der Rontgenstrahlen durch Wilhelm
Conrad Rontgen, stellte der Physiker Henri Becquerel (1852-1908) fest, dass be-
stimmte natdrlich vorkommende Stoffe eine fotografische Platte schwdarzen,
selbst wenn diese mit fUr Licht undurchdringlichem Papier geschUtzt wird. Dieses
neue Phdnomen trat im Gegensatz zu Réontgenstrahlen ohne externe Anregung
auf und wurde als Radioaktivitét bezeichnet. [31, 32]

Kurz darauf wurden verschiedene radioaktive Elemente entdeckt und Radioakti-
vitat (lat. radius = Strahl) wurde als Zerfall instabiler Atomkerne, unter dem es zur

Emission von Strahlung kommt, beschrieben. [32, 33]

1.5.2 Radioaktive Strahlung

Genauere Untersuchungen dieser emittierten Strahlen fOhrten aufgrund ihrer
steigenden Fahigkeit Materie zu durchdringen (Abb. 5) und ihres unterschiedli-

chen Verhaltens im Magnetfeld (Abb. 6) zur Einteilung in drei Strahlungsarten:
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Abb. 5 [34] Durchdringung von Materie Abb. é [35] Ablenkung im Magneftfeld
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1.5.2.1 a-Strahlung

Beim a-Zerfall emittiert ein instabiler Mutterkern einen zweifach positiv geladenen
Helium-Kern (3He2+), der als a-Teilchen bezeichnet wird. Durch diesen Verlust von
zwei Protonen und zwei Neutronen wird ein neues Element gebildet.
Beispielsweise zerfdllt der a-Strahler Radium unter Emission eines a-Teilchens in
Radon:

226Ra — 22ZRn + sHe2*

a-Strahlung wird somit wie ein Strom positiv geladener Teilchen im Magnetfeld
abgelenkt. Aufgrund der relativ groBen Masse ist sie lediglich in der Lage ein

Blatt Papier zu durchdringen. [32]

1.5.2.2 B-Strahlung

lonisierende Teilchenstrahlung wird auch beim B-Zerfall beobachtet, wobei hier
zwischen der Emission von - und B*-Teilchen unterschieden wird.

In Kernen instabiler Nuklide, die einen NeutronenUberschuss besitzen, kommt es
zur Umwandlung eines Neutrons in ein Proton, wodurch ein Elekiron emittiert
wird: n = p + - + Antineutrino

Dies wird beispielsweise beim Isotop 1:C beobachtet:

1c — 1IN + B~ + Antineutrino

B—-Strahlung verhdlt sich im Magnetfeld wie ein Strom negativ geladener Teil-
chen.

Im Gegensatz dazu zerfallen radioaktive Isotope, die im Vergleich zu ihrer Proto-
nenzahl zu wenige Neutfronen besitzen, unter Posifronenaussendung:

p — n+ B*+ Neutrino

Dies trifft z.B. auf das Kohlenstoff-Isotop iC zu, das zum Bor-Isotop zerfdllt, die
Kernladungszahl nimmt um eins ab (Abb. 7). [32, 34]

e — 1B + B* + Neutrino
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Radionuklide wie dieser kurzlebige Positronenstrahler finden Anwendung in der
PET-Diagnostik, worauf in spdteren Abschnitten noch genauer eingegangen

wird.

Elektron
Positron 3*

Neutrino v

Proton p
Neutron 118

Abb. 7 [36] Zerfall eines Positronenstrahlers

Bei dem simultan mit dem B*-Teilchen emittierten Neutrino handelt es sich um ein
ungeladenes, sehr leichtes Teilchen, dessen Existenz erst spdter nachgewiesen
wurde und das hier eine unbedeutende Rolle spielt. [33]

Was das Durchdringungsvermogen betrifft, sind B-Strahlen mit einem dickeren

Aluminiumblech gut abschirmbar. [32]

1.5.2.3 y-Strahlung

Die y-Strahlen bestehen aus hochenergetischen Photonen und zdhlen daher,
wie z.B. auch Roéntgenstrahlung, zur elektromagnetischen Strahlung. Sie weisen
das stérkste Durchdringungsvermogen der drei radioaktiven Strahlungsarten auf
und kénnen auf der RUckseite eines einige Zentimeter dicken Bleis noch immer
detektiert werden. y-Strahlung ist ungeladen und breitet sich deshalb im
Magnetfeld unbeeinflusst aus.

Zur Emission eines y-Strahls (Photon) kommt es, wenn ein Kern, der sich in einem

angeregten Zustand befindet, in einen energetisch niedrigeren Zustand Uber-
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geht. Meistens gelangt dieser Kern in Folge eines vorangegangenen radioakti-
ven Zerfalls in den angeregten Zustand. Das Element dndert sich beim y-Zerfall
nicht. [32]

2c(angeregter Zustand) — 2C (Grundzustand) +y

1.5.3 Entwicklung der Radiopharmazie

Mit der Entdeckung der Radioaktivitdt begann Anfang des 20. Jahrhunderts
auch deren vielfdltige therapeutische Nutzung. Radioaktive Substanzen wurden
unter anderem in der Behandlung von Hauterkrankungen, Epilepsie, Tumoren
und Infektfionserkrankungen eingesetzt und verschiedenste radioaktiv angerei-
cherte Praparate als Wunder-, Revitalisierungs- und Allheilmittel angepriesen.

Das Wissen Uber Radioaktivitdt und deren Gefahren steckte zu dieser Zeit noch in
den Kinderschuhen. Zunehmend wurde man auf die gefdhrlichen Wirkungen
radioaktiver Substanzen aufmerksam. Unter anderem wurde von Rétungen bis zu
bdsartigen EntzOndungen der Haut bei zu langer Einwirkung eines Radiumprd-
parates und der starken Schddigung von gesundem Gewebe im Rahmen der
Tumortherapie berichtet.

Wdahrend die breite Anwendung radioaktiver Stoffe ab 1930 zurickging, nahm
die Bedeutung der Radioaktivitdt im Bereich der medizinischen Diagnostik und
Therapie stark zu.

Voraussetzung fUr die DurchfUhrung der Tracer-Methode, eine Methode bei der
ein radioaktives Element oder eine mit einem Radionuklid markierte interessante
Verbindung in den Korper eingebracht wird und anschlieBend deren Verteilung
und Weg von auBBen anhand ihrer radioaktiven Strahlung messtechnisch verfolgt
wird, war die Gewinnung kUnstlicher radioaktiver Isotope.

Erfolgreich wurden kUnstliche Nuklide erstmals in den USA hergestellt, dem
Standort des ersten Zyklotrons. Nach dem zweiten Weltkrieg setzte die Entwick-
lung der Radiopharmazie ein — die ersten radiopharmazeutischen Arzneimittel

wurden vertrieben, Monographien erstellt, der Aufgabenbereich radiopharma-
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zeutisch tatiger Apotheker definiert und vermehrt Fortbildungen im Bereich Her-
stellung und Umgang mit radioaktiven und isotopenmarkierten Arzneimitteln
angeboten — und fUhrte sogar 1978 zur Anerkennung der Nuclear Pharmacy als
erste Spezialisierungsrichtung der Pharmazie in den USA.

In Europa fand die Nuklearpharmazie ihren Platz auf den Universitdten in Form

von Aufbaustudiengdngen mit radiopharmazeutischem Schwerpunkt. [31]

1.5.4 Radionuklide

Im Allgemeinen unterscheiden sich Radionuklide in ihrer Halbwertszeit (diese
kann von Bruchteilen einer Sekunde bis zu Milliarden von Jahren reichen), in ihrer
Lerfallsart (a-, B-, y-Strahlung) und ihrer Zerfallsenergie. [37, 38]

Sie entstehen durch naturliche Vorgdnge oder kdnnen durch technische An-

wendungen kunstlich hergestellt werden. [38]

1.5.4.1 NatUrliche Radionuklide

Die Radionuklide Uran-238 (238U) und Thorium-232 (232Th) sind aufgrund ihrer
langen Halbwertszeit seit Entstehung der Erde existent und auBerdem Ausgangs-
nuklide von Zerfallsreinen, die viele weitere natirliche Radionuklide erzeugen.
Diesen sogenannten geogenen Radionukliden stehen natlrliche kosmogene
Radionuklide gegenuber, die durch Weltraumstrahlung in der Atmosphdre

gebildet werden, wie zum Beispiel Kohlenstoff-14 (14C). [38]

1.5.4.2 KUnstliche Radionuklide

Radionuklide, die unter anderem in der Medizin Anwendung finden, werden
Uber gezielte Kernreaktionen in Kernreaktoren oder an Zyklotronen gewonnen
und kommen aufgrund ihrer meist geringen Halbwertszeit in der Natur nicht in

merklichen Mengen vor. [37, 39]
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Im Reaktor hergestellte Nuklide sind im Allgemeinen neutronenreich, emittieren
B--Strahlung bei ihrem Zerfall und sind deshalb besonders fur endogene Thera-
pien geeignet.

Lyklotronradionuklide hingegen sind meistens neutronenarm und zerfallen haupt-
sachlich durch B*-Emission oder Elektroneneinfang. Diese kurzlebigen Positronen-
strahler dienen anschlieBend der Herstellung von PET-Tracern, welche in der
Positronen-Emissions-Tomographie im Rahmen von diagnostischen Untersuchun-

gen und Arzneimittelforschungen verwendet werden. [39]

1.5.4.3 Herstellung im Zyklotron

Das Zyklotron ist ein Gerdt, mit dem sich Teilchen wie Protonen ('H) und Deutero-
nen (2H) auf hohe Geschwindigkeiten beschleunigen lassen. AnschlieBend
werden diese energiereichen Teilchen auf Atomkerne geschossen, wodurch

Kernreaktionen ausgeldst werden. [40]

Abb. 8 [41] Schematischer Aufbau eines Zyklotrons

Geladene Teilchen freten in der Mitte des Teilchenbeschleunigers (siehe Abb. 8)
mit niedriger Geschwindigkeit aus der lonenquelle und bewegen sich in einem
Magnetfeld entlang der eingezeichneten Kreisbahnen. Jedes Mal wenn sie die
LUcke zwischen den metallischen Halbschalen (aufgrund ihrer Gestalt auch
,Dees" genannt) Uberwinden, werden sie durch eine zwischen den ,,Dees" herr-

schende Potentialdifferenz beschleunigt. Im Inneren der Halbschalen werden die
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Teilchen hingegen nicht von dem elekirischen Feld beeinflusst — ihr Hohlraum ist
feldfrei. So nimmt die Geschwindigkeit der Teilchen bei jedem Durchlaufen des
Spaltes zu und der Bahnradius wird allmdahlich groBer, bis die Teilchen schliellich
aus dem Magnetfeld austreten, das Targetmaterial beschossen wird und

dadurch die Kernreaktion und Entstehung radioaktiver Isotope erfolgt. [32, 40]

1.5.5 Radiopharmaka

Radiopharmaka kdnnen sowohl aus einfachen ionischen Formen (z.B.: Na'3'l) als
auch aus komplexen organischen Verbindungen, die mit einem radioaktiven
Isotop markiert sind, bestehen und werden aufgrund ihrer Strahlung zur Therapie

oder Diagnostik eingesetzt. [42, 43]

1.5.5.1 Radiotherapeutika

FOr das Erlangen einer bei der Radiotherapie erwlUnschten, moglichst hohen
Strahlenexposition im Zielgewebe, sind neben der richtigen Auswahl des Radio-
nuklids auch die geeigneten pharmakokinetischen Eigenschaften des Radio-
therapeutikums ausschlaggebend.

In der Tumortherapie sind a- und B—-Emitter mit einer Halbwertszeit von mehreren
Stunden bis zu zehn Tagen besonders geeignet. Die selektive Anreicherung des
Radiopharmakons erfolgt durch sperzifische Interaktion mit Rezeptoren oder
Antigenen, die von Krebszellen (Uber)exprimiert werden oder durch dessen
Teilnahme am Stoffwechsel des Tumorgewebes.

Um einer frUhzeitigen Zersetzung des Radiopharmakons vorzubeugen, erfolgt die
radioaktive Markierung meist kurz vor Gebrauch vor Ort. Die dabei angewen-
dete Chemie muss aus Strahlenschutzgronden einfach und mit der Halbwertszeit
des Markierungsisotops kompatibel sein.

[131]-Natriumiodid ist das am hdaufigsten verwendete Radiotherapeutikum und

eignet sich unter anderem zur Behandlung von Schilddrisenkarzinomen und
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Morbus Basedow. Die Therapie basiert auf der hochselektiven Aufnahme von

freiem lodid aus dem Blut in die SchilddrUse. [43]

1.5.5.2 Radiodiagnostika

Die inzwischen routinemdBige Anwendung bildgebender nicht-invasiver Ver-
fahren in der medizinischen Diagnostik beruht unter anderem auf der Verfugbar-
keit stoffwechselspezifischer Radiodiagnostika. [44]

Bei diesen handelt es sich um MolekUle des korpereigenen Stoffwechsels oder
exogene Medikamente, die beispielsweise mit den Positronen-Emittern 1"C oder
18F fUr die PET bzw. 23] oder ??mTc fUr die SPECT (Single Photon Emission Computer
Tomographie) markiert werden, wobei darauf geachtet wird, dass die biologi-
schen Eigenschaften des MolekUls nicht verdndert werden und die Markierungs-
position metabolisch stabil ist. [44, 45]

Nach systemischer Verabreichung dieser Radiopharmaka, die in der Diagnostik
auch als Radiotracer bezeichnet werden, ist eine bildhafte Darstellung ihrer
regionalen und zeitlichen Verteilung im Korper durch Messung der Radioakfivitat
mittels PET oder SPECT moglich. Ihre unterschiedlich hohe selektive Anreicherung,
welche somit ,sichtbar® gemacht wird, kann auf lokal verdnderten physiologi-
schen Prozessen wie einem verdnderten Energieverbrauch und einem verdnder-
ten Blutfluss oder auf der selektiven Bindung an biochemische Targets wie Rezep-
toren, Transporter und Enzymen beruhen. [44, 46]

Dies ermoglicht einen Einblick in das lebende biochemische System und fGhrt
zum Versta@ndnis normaler und gestdrter physiologischer und biochemischer Vor-

gdnge. [44]
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1.5.5.3 PET-Tracer

Das derzeit am hdaufigsten eingesetzte PET-Radiopharmakon ist 2-['8F]Fluor-2-
deoxy-D-glucose (2-['8F]-FDG) und wird als Tracer zur Messung des lokalen
Glucose-Metabolismus verwendet. [47]

2-['8F]-FDG gelangt als Glucose-Analogon mittels Glucose-Transportern in die
Zelle und durchlduft anschlieBend den ersten Schritt der Glykolyse, indem sie von
der Hexokinase zum 2-['8F]-FDG-6-Phosphat umgesetzt wird.

Eine Weiterreaktion wird durch den '8F-Substituenten jedoch blockiert, so dass
intrazelluld@r die Radioaktivitdt akkumuliert. [48]

Anfangs wurde 2-['8F]-FDG zur Diagnostik von pathologischen Verdnderungen
des Gehirn oder Herzens eingesetzt, inzwischen hat sich der Schwerpunkt der
Untersuchungen in den Bereich der Onkologie verschoben. [36]

Tumore, deren Zellen oft eine Uberexpression des GLUT-1 (Glucosetransporter-1)
und einen erhdhten Glucose-Stoffwechsel aufweisen, lassen sich mittels PET
schon im FrUhstadium diagnostizieren und lokalisieren, darGber hinaus ist eine
Konftrolle des Therapieverlaufs mdglich. [48]

Bei Untersuchungen am Herzen liefert die Akkumulierung von 2-['8F]-FDG in den
Herzmuskelzellen proportional zur Glucoseutilisation wichtige Informationen Uber
die erhaltene Myokardyvitalitat. [49]

Auch in der Neurologie wird 2-['8F]-FDG fUr Messungen der zerebralen Glucose-
umsatzrate eingesetzt und findet dadurch unter anderem Anwendung in der
Diagnostik von Epilepsie (Lokalisation epileptogener Zonen) und Alzheimer. [44]
Die Strahlenexposition bei PET-Untersuchungen mittels 2-[18F]-FDG ist vergleichbar
mit der einer Rédntgenuntersuchung oder eines Transatlantikfluges, das Risiko for
Krebs und Erbgutschdden ist im Allgemeinen niedrig. Dem Patienten wird nach
der Untersuchung allerdings empfohlen ausreichend zu trinken, um die Strahlen-

exposition der Blase zu vermindern. [50]
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Abgesehen von der vielfdltigen medizinischen Anwendung der 2-['8F]-FDG, hat
18F, obwohl es im lebenden Organismus kein Element von groBer Bedeutung ist,
geeignete nukleare Eigenschaften fur die Anwendung als PET-Nuklid.

Es zerfdllt fast ausschlieBlich unter Positronenemission (niedrige B*-Energie) und
seine Halbwertszeit von 109,7 min stellt ein ideales Zeitfenster fOr PET-Untersu-
chungen dar. [51]

Die ebenfalls hdufig im Rahmen der PET angewendeten Radionuklide C (t1,2
20,4 min), N und 'O haben den Vorteil, dass ihre stabilen Isotope in
endogenen MolekUlen, Arzneistoffen und Lebensmitteln weit verbreitet sind.
Dadurch sind die mit ihnen markierten MolekUle in Bezug auf das biochemische
Verhalten ununterscheidbar von ihren nicht markierten Pendants, was die unge-

storte Abbildung ihres metabolischen Verhaltens ermoglicht. [52]

1.5.5.4 PET-Tracer in der prdklinischen Forschung

Neben Radiopharmaka, mit denen ein therapeutisches oder diagnostisches Ziel
am Menschen verfolgt wird, bietet sich mittels PET auch die Mdglichkeit, radio-
aktiv markierte Wirkstoffe, die sich in der Entwicklung befinden, in ADME-Studien
(Absorption Distribution Metabolismus Exkretion-Studien) zu untersuchen.

FUr spezielle pharmakokinetische Fragestellungen werden die Entwicklungskan-
didaten mit ""C oder 18F markiert und beispielsweise ihre cerebrale Verteilung
mittels PET dargestellt. [45]

Im Rahmen von Rezeptor-Bindungsstudien gilt es, Informationen Uber die Vertei-
lung und Funktfion von noch unerforschten Rezeptoren zu gewinnen. Um aus-
sagekraftige Ergebnisse zu erhalten, sind die Herstellung geeigneter Precursoren
und deren radioaktive Markierung unabdingbar. Neben einer hochaffinen, se-
lektiven und idealerweise subtyp-spezifischen Bindung am Rezeptor sollte der
Radioligand in keine im Zielgewebe stérenden Metaboliten umgewandelt
werden. [44, 53]
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1.5.6 Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

1.5.6.1 Allgemeines

Die Positronen-Emissions-Tomographie (altgr. tome ,Schnitt”, graphein ,schrei-
ben”) ist ein leistungsstarkes, nicht-invasives technisches Verfahren, das in vivo
biochemische und physiologische Prozesse auf molekularer Ebene in Form von
Schnittbildern darzustellen vermag.

Nach der Injektion eines PET-Tracers ist es mittels PET moglich, die auBerhalb des
Korpers registrierten Projektionsdaten in die unbekannte AktivitGtsverteilung des
PET-Tracers im Korperinneren umzurechnen und diese dreidimensional darzustel-
len. [52, 54]

Seit der Entwicklung des ersten industriereifen PET-Scanners vor mehr als 30
Jahren tragen sowohl die technischen Weiterentwicklungen der PET-Systeme mit
einer laufend besseren rdumlichen Aufldsung und Bildqualitat als auch die steten
Fortschritte im Designen neuer PET-Radiotracer, den SchlUsselelementen der PET,
zur Erfolgsgeschichte dieser funktionellen Bildgebung bei. [46, 52]

Neben der Anwendung als Diagnosegerdt in der Onkologie, Neurologie und
Kardiologie liefert die PET auf einzigartige Weise quantitative Informationen Gber
molekulare Wirkmechanismen von neuen und bereits bekannten Arzneistoffen.
[52]

1.5.6.2 Prinzip der PET

Die fUr die Herstellung von PET-Tracern verwendeten Radionuklide sind, wie
bereits in Abschnitt 1.5.5.2 erwdhnt, neutronenarm und zerfallen nach Einbrin-
gung und Verteilung des Tracers im lebenden Kérper unter Positronenemission
(B+-Zerfall):

p — n+ B+ + Neutrino
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Wdhrend das Neutrino entweicht, wird das Positron durch Wechselwirkung mit
der umgebenden Materie (z.B. Gewebe des Patienten) abgebremst und kolli-
diert mit einem Elektron aus der unmittelbaren Umgebung, mit dem es fur einen
Bruchteil einer Sekunde ein Positfronium (Elektron-Positron-System) bildet. Danach
kommt es zur Annihilation (lat. annihilatio ,,das Zunichtemachen*) bei der sich
die Massen des Positrons und Elektrons in zwei Gammaguanten mit der Energie
von je 511 keV umwandeln, welche in genau entgegengesetzter Richtung (180°

Winkel) auseinanderstrahlen. [36]

decay by

pasiran
BmiSsan

anrihlalan

Abb. 9 [55] Schematische Darstellung des PET-Prinzips: B*-Zerfall und Annihilation

Die beiden emittierten Vernichtungsstrahlen werden anschlieBend innerhalb
eines kleinen Zeitfensters von zwei gegenuberliegenden Detektoren gemessen.
Durch diese Koinzidenzmessung und der Koppelung an leistungsfdhige Rechner-
systeme 1asst sich der Ort der Annihilation auf einen Punkt auf der Verbindungs-
linie (Line of response) festlegen. Aus den gesammelten Informationen werden
schlieBlich Schnittbilder rekonstruiert. [12, 56]
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2 EIGENE UNTERSUCHUNGEN
2.1 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Diplomarbeit war die Herstellung eines chiralen MCH-
Antagonisten fUr PET-diagnostische Zwecke.

Dafur wurde in Anlehnung an die von Schirmer [57] und Schonberger [58] be-
schriebene Synthese des MCH-Rezeptor 1-Antagonisten und Methylesters
racSNAP-7941 (1), ein ihm verwandtes Derivat, der Allylester (Allyl-SNAP, 2) syn-
thetisiert.

Ausgehend von dieser Verbindung galt es, einen geeigneten Syntheseweg zur
freien SAure (SNAP-Acid, 3) zu finden.
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Die SNAP-Séure (3) dient im Anschluss an diese Arbeit als Ausgangssubstanz for
radioaktive Markierung und somit Herstellung der PET-Tracer '"C-Methylester
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[""C]SNAP (4) und 18F-Fluorethylester [18F]FE@SNAP (5) am Department for

Nuklearmedizin des Allgemeinen Krankenhauses Wien.

F F

o o 0 o)
Hj c\O ‘ ‘ N*H/\/\N ) N ‘ NJ\H/\/\N
H)%o O\Q/NY H)%o O\Q/Hv
O % _© o}
5

PET-diagnostische Untersuchungen an der Ratte sollen weitere wissenschaftliche
Informationen Uber den noch recht unerforschten MCH-Rezeptor 1 und die
pharmakologische Wirkung seines Antagonisten liefern.

Schwerpunkt dieser Arbeit waren zudem Versuche zur dUnnschichtchromato-

graphischen Enantiomerentrennung der als Racemat vorliegenden SNAP-S&ure

(3 zu 3a, respektive 3b).
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Die chirale SNAP-SGure besteht aus zwei Enantiomeren, die ein Verhalten zu-
einander wie Bild und Spiegelbild aufweisen und nicht zur Deckung gebracht
werden kdnnen.

Die Bedeutung einer stereoselektiven Arzneistoffsynthese liegt darin, dass Enanti-
omere mit ebenfalls chiral gebauten RezeptormolekUlen unterschiedlich wech-
selwirken, was in verschiedenartigen physiologischen bzw. pharmakologischen
Wirkungen resultiert.

Bei chiralen Arzneimitteln ist oft nur eines der beiden Enantiomere pharmakolo-
gisch wirksam (Eutomer), das andere bestenfalls inaktiv, manchmal sogar toxisch
(Distomer).

So weist beispielsweise im bekannten Fall Contergan (Thalidomid) nur ein Enanti-
omer die gewuUnschte sedierende Wirkung auf, das andere ist hingegen fir die
schwerwiegenden teratogenen Nebenwirkungen verantwortlich. Eine Verabrei-
chung des Eutomers ist hier jedoch tfrotzdem obsolet, da eine Racemisierung in
vivo nicht ausgeschlossen werden kann.

Bis heute werden nur wenige optisch aktive Pharmaka als reine Enantiomere ge-
handelt. [59, 60]
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2.2 Synthesen

2.2.1 Synthese des Grundkorpers Allyl-3-(3-brompropyl-
carbamoyl)-4-(3,4-difluvorphenyl)-6-(methoxymethyl)-
2-0x0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsdureester
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Zu Beginn der Synthese des Grundkdrpers wurde in Anlehnung an Shanab et al
[61] und Schirmer [57] Meldrumsdure unter inerten Bedingungen in Dichlor-
methan geldst und anschlieBend Methoxyacetylchlorid zugegeben. Die
vorliegende Losung wurde auf ca -30°C abgekuhlt und Pyridin langsam zuge-
tropft, somit konnte ein Ansteigen der Temperatur Uber 0°C wdhrend dieser
exothermen Reaktion mit Sicherheit verhindert werden. Die Probe wurde eine
Stunde bei 0°C gerthrt, auf Raumtemperatur erwdrmt und anschlieBend fUr eine
weitere Stunde gerUhrt. Um die Reaktionsmischung aufzureinigen, wurde sie mit
IN Salzsdure und Wasser ausgeschuttelt, die wdassrigen Phasen wiederum mit
Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen Uber
Natriumsulfat getrocknet und anschlieBend filtriert. Das Losungsmittel wurde ab-
rofiert und das erhaltene Rohprodukt ohne zusatzliche Aufreinigung weiter um-

gesetzt. [57]

Das Rohprodukt (6) wurde in Toluol geldst, Allylalkohol zugegeben und die Reak-
tionsmischung fur 24 Stunden auf 80°C unter RUckfluss erhitzt. In der Folge wurde
das Lésungsmittel unter Vakuum am Rotavapor entfernt und eine dlige Substanz
erhalten. [57]

Die folgenden Syntheseschritte wurden analog zu Schirmer [57] nach der Me-
thode von Schénberger [58] durchgefihrt. Der entstandene Allylester (7) wurde
mit  Difluorbenzaldehyd und Harnstoff unter inerten Bedingungen in
Tetrahydrofuran gelést  und portionsweise  Kupferoxid, EssigsGure und
Bortrifluoriddiethyldietherat der vorliegenden Reaktfionslidsung zugefigt. Die
Probe wurde fur 16 Stunden unter RUckfluss erhitzt. Nachdem die Suspension auf
Raumtemperatur abgekUhlt war, wurde die Reaktion durch Zugabe von gesat-
tigter Natriumhydrogencarbonat-Losung beendet. AnschlieBend wurde Uber
Celite filtriert und der FilterrGckstand mit Dichlormethan gewaschen. Nachdem
die Phasen getrennt wurden, wurde die blaue wassrige Phase noch dreimal mit

Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten grGnen organischen Phasen wurden
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Uber Natriumsulfat gefrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Die Reinigung erfolgte mittels SGulenchromatographie, als FlieBmittel wurde
CH2Cl2/MeQOH 9:1 eingesetzt. [57]

Das vorliegende Pyrimidinon (8) wurde mit 4-Nitrophenylchloroformiat in
Tetrahydrofuran geldst und anschlieBend bei -78°C eine einmolare Losung von
Lithiumhexamethyldisilazid in Tetrahydrofuran langsam zugetropft. Die Reaktion
wurde nach 10 Minuten durch Zugabe von Wasser beendet und auf 0°C er-

warmt. [57]

AbschlieBend wurde dem geldsten Intermediat (9) Kaliumcarbonat und 3-
Aminopropylbromid Hydrobromid zugefUgt und Uber Nacht auf Raumtem-
peratur erwdrmt. Um Aufzureinigen wurde die gelbe Suspension zweimal mit
Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen, die Phasen getrennt, die wdass-
rige Phase mit Diethylether extrahiert und die vereinigten organischen Phasen
Uber Natriumsulfat getrocknet und danach filtriert. Die nach dem Entfernen des
L&sungsmittels verbliebene dunkelgelbe, zdhflUssige Substanz wurde durch
Sdaulenchromatographie aufgereinigt. Es wurde mit CH2Clo/MeOH 40:1 als FlieB-
mittel gearbeitet und somit die auf der DC-Platte deutlich erkennbare gelbe
Verunreinigung abgetrennt. Der als Propylbromid vorliegende Grundkorper (10)

wurde als schwach gelber bis farbloser Schaum erhalten. [57] (Schema 1)
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2.2.2 Synthese der geschutzten Seitenkette t-Butyl-4-(3-
acetamidophenyl)piperidin-1-carbonsaureester (14)

HO\B/©\NH2
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Schema 2

Einer unter inerten Bedingungen bereiteten Losung von 4-N-Boc-Piperidinon in
Tetrahydrofuran wurde aufgrund der stark exothermen Reaktion bei einer
Temperatur von -78°C eine einmolare Losung von Lithiumhexamethyldisilazid in
Tetrahydrofuran langsam zugetropft. Nach 30 Minuten wurde bei derselben
Temperatur eine Losung von Phenyltrifluormethansulfimid in Tetrahydrofuran dem
Reaktionsgemisch langsam zugefugt. Es wurde fUr weitere 15 Minuten bei -78°C
gerUhrt und Uber Nacht auf Raumtemperatur erwdrmt. Das rosafarbene Roh-

produkt wurde ohne zusatzliche Aufreinigung weiter umgesetzt. [58]

Die Reaktionslosung von 11 wurde mit Wasser und Tetrahydrofuran verdunnt,
anschlieBend mit Kaliumcarbonat, 3-AminophenylboronsGure Hemisulfat,

Triphenylphosphin und Palladiumchlorid versetzt, entgast und unter Inertgas Uber

39



Nacht unter RUckfluss erhitzt. Nach dem Erkalten der vorliegenden dunkelbrau-
nen Suspension wurde diese in Ethylacetat aufgenommen, die Phasen getrennt
und die wassrige Phase noch zweimal mit Ethylacetat ausgeschittelt (da
Tetrahydrofuran als Phasenvermittler qilt, ware das Abrotieren von diesem vor
der Extrahierung mit Ethylacetat eventuell von Vorteill gewesen). Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und unter Va-
kuum zur Trockene eingedampft. Nach der Reinigung mittels SGulenchromato-
graphie mit dem FlieBmittelgemisch EtAc/PE 1:1 wurde Anilin als gelbes Harz ge-

wonnen. [58]

Das Anilin (12) wurde in Dichlormethan geldst, mit Pyridin versetzt und danach im
Eisbad auf 0°C gekUhlt. Dem Reaktionsgemisch wurde langsam Acetylchlorid
zugeflgt und nach 20 Minuten wieder auf Raumtemperatur erwdrmt. Nach
einer Stunde 30 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von gesdattigter
Ammoniumchlorid-Lésung beendet. Die Reaktionsldsung wurde in Ethylacetat
aufgenommen und diese je zweimal mit gesattigter Ammoniumchlorid- und
Natriumhydrogencarbonat-Lésung gewaschen.

Durch die Ethylacetat/Dichlormethan-Mischung in der organischen Phase ent-
standen beim Ausschutteln mit den wdssrigen Lésungen 3 Phasen im Scheide-
trichter. Ethylacetat verhielt sich leichter, Dichlormethan schwerer als die wdass-
rige Phase. Durch Zugabe von mehr Dichlormethan konnte schlieBlich eine
totale Phasenumkehr erreicht und die nun zur Gdnze unter der wdassrigen Phase
befindliche organische Phase erfolgreich abgetrennt werden. Die wdassrigen
Phasen wurden wiederum mit Ethylacetat extrahiert und anschlieBend die verei-
nigten organischen Phasen Uber Naftfriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Die dunkelgelbe, z&hflUssige Substanz
wurde mittels SGulenchromatographie gereingt und aufgrund von dinnschicht-
chromatographischen Versuchen das FlieBmittelgemisch EtAc/PE 3:1 gewdhlt.
[58]
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Das erhaltene Ol (13) wurde in Methanol geldst, mit Palladium/Aktivkohle-
Katalysator versetzt und for 60 Stunden bei Raumtemperatur und Normaldruck
hydriert. AnschlieBend wurde die Suspension Uber Celite filtriert, mit Methanol
nachgewaschen und das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Es wurde somit

das Acetamid (14) erhalten. [58] (Schema 2)
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2.2.3 Die Fusion der Verbindungen 10 und 15 zum Allyl-SNAP
Allyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)piperidin-1-yl)-
propylcarbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-6-
(methoxymethyl)-2-o0x0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-
carbonsaureester (2)
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Schema 3

Vor der Vereinigung von Grundkoérper und Seitenkette nach Schirmer [57] durch
nukleophile Substitution musste die Abspaltung der Butyloxycarbonyl-Schutz-
gruppe von Verbindung 14 erfolgen. Dazu wurde nach Schdénberger [58] das
Boc-Amin (14) in Dichlormethan geldst, mit Trifluoressigsdure versetzt und die Re-
aktionsmischung fur 16 Stunden bei Raumtemperatur gerUhrt. AnschlieBend
wurde die Ldsung mit als Schlepper verwendetem Toluol versetzt und das Lo-

sungsmittel zur Gé&nze im Vakuum entfernt. [58]
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Die erhaltene Substanz (15) wurde in Acetonitril aufgenommen, der Grundkorper
als Bromid (10) vorliegend zugegeben und die Losung mit Kaliumcarbonat, zur
Neutralisierung des entstehenden Bromwasserstoffs, versetzt. Das Reaktionsge-
misch wurde fur 37 Stunden bei 35°C unter inerten Arbeitsbedingungen geruhrt.
Die orange Suspension wurde Uber Celite filtriert, der RUckstand mit Ethylacetat
nachgewaschen und das Filtfrat unter Vakuum vom Losungsmittel befreit. Der
gewonnene dlige RUckstand wurde in Ethylacetat geldst und zweimal mit gesat-
tigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung gewaschen. Die wdassrigen Phasen
wurden wiederum mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am
Rotavapor abgedampft. AbschlieBend wurde eine Reinigung Uber SGulenchro-
matographie (CH2Clo/MeOH 10:1) vorgenommen und die Zielverbindung Allyl-
SNAP (2) als schwach gelber Schaum erhalten. [57] (Schema 3)
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2.2.4 Versuche zur Darstellung von SNAP-Saure 3-(3-(4-(3-
acetamidophenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-
(3.4-difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo0-1,2,3,4-
tetrahydropyrimidin-5-carbonscaure (3) aus Allyl-SNAP
(2)
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Schema 4

2.2.4.1 Methode 1 mit Azo-bis-(isobutyronitril)

Als Vorbild galt die Anleitung von Perchyonok et al [62], welche eine radikale
Deallylierung an verschiedensten Carboxylestern durch Azo-bis-(isobutyronitril) in
Wasser oder Benzol beschreibf.
Allyl-SNAP (2) wurde in Benzol geldst und mit Azo-bis-(isobutyronitril) versetzt. An-

schlieBend wurde die Reaktionsmischung bei einer Temperatur von 65-70°C fUr
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19 Stunden geruhrt. Der Reaktionsverlauf wurde mittels Dunnschichtchromato-
graphie kontrolliert, durch die nur eine sehr minimale Sdurebildung festgestellt
werden konnte. Aufgrund des geringen Reaktionserfolges wurde die Temperatur
auf 100°C erhoht und fur weitere 16 Stunden gerUhrt. Trotzdem konnte nur ein

Bruchteil des Allyl-SNAPs in die SNAP-Saure (3) umgewandelt werden.

2.2.4.2 Methode 2 mit Morpholin

In Anlehnung an Kocienski [63] wurde eine Losung von Allyl-SNAP (2) in
Tetrahydrofuran bereitet, der Katalysator Tetrakis(triphenylphosphin)palladium
und Morpholin  hinzugefigt. Nachdem 17 Stunden untfer Argon bei
Raumtemperatur gerthrt wurde, lieB eine diUnnschichtchromatographische
Analyse des Reaktionsverlaufs auf eine erfolgte SNAP-SGurebildung hoffen.

Das Losungsmittel wurde im Vakuum abdestilliert. Das Rohprodukt konnte mittels
reversed phase-Kieselgelsdule gereinigt werden, verwendetes FlieBmittel war
MeOH/H2O 4:1. Mittels NMR-Spektroskopie konnte schlielich mit Sicherheit die
gelungene Umwandlung des Allyl-SNAPs zur freien SGure (3) festgestellt werden.
(Schema 4)
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2.2.5 Versuche zur dunnschichtchromatographischen
Racemattrennung der SNAP-Saure (3)
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Die Versuche das Racemat SNAP-SGure (3) auf einer DC-Platte mit chiraler
Festphase in seine beiden Enantiomere aufzutrennen wurden in Anlehnung an
GUnther [59] durchgefUhrt. Verwendet wurden die in der Literatur
beschriebenen DC-Fertigplatten (CHIRALPLATE®), bei denen das chirale
Wechselwirkungsprinzip (Dreipunkiregel) dem Trennmechanismus zugrunde liegt:
Die gewunschte Auftrennung der Antipoden erfolgt ohne Derivatisierung mittels
Ligandenaustausch an einem hydrophoben Kieselgel als Schichtmaterial, das
mit einem chiralen Selektor (Prolinderivat) belegt ist. Die Anfipoden bilden mit

dem Metallion (z.B. Cu?*) und dem chiralen Adsorbens diastereomere Assoziate,
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deren unterschiedliche Stabilitdt eine chromatographische Trennung
ermoglichen sollte.

Es wurde eine einprozentige Losung der SNAP-Sdure (3) in Methanol hergestellt
und diese auf die Startlinie mehrerer DC-Platten (CHIRALPLATE®, Format 2x10cm)
aufgetragen. AnschlieBend wurde, um eine Racemattrennung der SNAP-Sdure
zu erzielen, jede DC-Platte mit einem anderen FlieBmittelgemisch entwickelt.
Verwendete Laufmittel waren MeOH/H2O/ACN 5+5+20, MeOH/H2O/ACN 5+5+3,
MeOH/H20O 5+5, MeOH, ACN/MeOH 9+1, ACN/H20 5+5, ACN/H20 2+1, ACN/H20
1+2. Wahrend die meisten der angefUhrten FlieBmittel-Zusammensetzungen ein-
deutig keine Racematirennung bewirkten, lieB das mit dem bindren Losungsmit-
telgemisch ACN/H2O 5+5 entwickelte DUnnschichtchromatogramm auf eine
gelungene Trennung der Anfipoden hoffen, wobei aber auch noch ein dritter
Spot mit einem niedrigem Rf-Wert erkennbar war. Es wurden weitere Entwicklun-
gen mit ACN/H2O durchgefUhrt bei denen das Lésungsmittel-Verhdaltnis auf 1+2
und 2+1 ver&ndert wurde. Auch hier wurden zwei deutlich untereinander
liegende Spofts, welche auf eine Trennung der L- und D-Konfiguration der SNAP-
Saure hinwiesen, sichtbar. Negativ auffallend war jedoch bei verwendetem
ACN/H2O 1+2 der relativ groBe Unterschied der beiden Rf-Werte der méglichen
Anfipoden.

Um mit Sicherheit nachweisen zu kdnnen, dass eine Enantiomerentrennung
stattfand, wurden die drei sichtbaren Spots auf préparativem Weg genauer
untersucht. DafUr wurden nochmals auf die Startlinien mehrerer DC-Platten
(CHIRALPLATE®, Format 2x10cm) gréBere Mengen der SNAP-Saure aufgetragen
und diese mit dem FlieBmittel ACN/H2O 5+5 entwickelt. Die beiden, eventuell
durch gelungene Racemattrennung entstandenen Spots mit hdheren Rf-Werten
und der dritte Spot mit niedrigem Rf-Wert wurden getrennt voneinander von den
DC-Platten mitsamt dem Tradgermaterial mechanisch abgetragen. AnschlieBend
wurden die drei Substanzproben jeweils mit dem Losungsmittel MeOH/ H2O 4:1
von der stationdren Phase eluiert, Uber Celite filiriert und die erhaltenen

Lésungen unter Vakuum eingedampft. Eine massenspekirometrische Analyse
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der drei auf dem Dunnschichtchromatogramm sichtbaren Substanzspots zeigte,
dass es sich hierbei leider nicht um eine erfolgte Racemattrennung handelte
und nur der Spot mit dem niedrigen Rf-Wert auf dem DUnnschichtchromato-
gramm die Sdure darstellte. Der Versuch, einen chiralen MCH-Rezeptor-
Antagonisten via chromatographischer Racematspaltung herzustellen scheiterte
zwar mit diesem speziellen Trager, es sollte aber durchaus moglich sein, mit Hilfe
anderer chiraler Adsorbentien die gewulnschte Trennung zu realisieren. [59]
(Schema 5)
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3  EXPERIMENTELLER TEIL

3.1 Geratedaten

Spekiren:

TH- und 1BC-NMR-Spekiren wurden auf einem Bruker Avance DPX-200
Spektrometer bei 27°C (200.13 MHz fOr H, 50.32 MHz fUr '3C), einem Varian
UnityPlus 300 Spektrometer bei 28°C (299.95 MHz fUr 'H, 75.43 fUr 13C) oder einem
Bruker Avance 500 Spektrometer bei 20°C (500.13 MHz fur H, 125.77 MHz f0r 13C,
470.59 MHz fUr 1°F) durchgefuhrt.

IR-Spekiren wurden auf einem Perkin ElImer FT-IR Spekirophotometer (Modell
Spectrum 1000) aufgenommen.

Massenspekirometrische Analysen wurden mit einem GC/MS-kombinierten GC-
MS-Q95050A GC-17A Gerat der Marke SHIMADZU aufgenommen.

Die Aufnahme hochauflésender Massenspektren erfolgte auf einem Finnigan
MAT 8230 (El, 70eV) und einem Finnigan MAT 9200 S (ESI, 4 kV, 3 uA, ACN/MeCQOH).
Elementaranalysen fUhrte das Mikroanalytische Laboratorium der Universitat
Wien durch.

Chromatographische Trennungen:

FOr die Dunnschichtchromatographie wurden von der Firma Merck DC-
Aluminiumfolien (Kieselgel 60 Fas4, Nr. 1.05554.0001, Schichtdicke 0.2 mm;
Kieselgel 60 RP-18 Fas4s, Nr. 1.05559.0001, Schichtdicke 0.2 mm) verwendet.
FUr die Saulenchromatographie wurde von derselben Firma Merck Kieselgel 60
(70-230 mesh ASTM, Nr. 1.07734) oder LiChroprep RP-18 Kieselgel (40-63 um)
eingesetzt.
FOr die Versuche der Racemattrennung wurden von Macherey-Nagel
CHIRALPLATE®-Fertfigplatten (2.5mm x 10cm x 20cm) verwendet.
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3.2 Synthesen

3.2.1 Synthese des Grundkorpers Allyl-3-(3-brompropyl-
carbamoyl)-4-(3,4-difluvorphenyl)-6-(methoxymethyl)-
2-0x0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-carbonsdureester
(10)

3.2.1.1 Synthese von 5-(2-methoxyacetyl)-2,2-dimethyl-1,3-
dioxan-4,6-dion (6)

i i
o) 0O
oﬁ + Mo - oﬁ/v “
Jx Cl ~
o X0 \%o X0
6

Unter inerten Bedingungen wird eine Losung von 2,2-Dimethyl-1,3-dioxan-4,6-
dion (30 g, 208,15 mmol) und Methoxyacetylchlorid (24,85 g, 228,97 mmol) in
CH2Cl2 (416,4 ml) bereitet und bei -20°C Pyridin (33,6 ml, 416,31 mmol) langsam
zugetropft. Bei 0°C wird eine Stunde lang geruhrt, die Temperatur wieder auf
Raumtemperatur gebracht und fur eine weitere Stunde gerGhrt. Das Reaktions-
gemisch wird mit TN HCI und mit HoO gewaschen, die organische Phase Uber
NaxSO4 getrocknet und das Ldésungsmittel im Vakuum entfernt. Nach dem
Trocknen erhdlt man 27,73 g braunes Harz (6), das ohne zusatzliche Reinigung im

ndchsten Schritt ungesetzt wird. [61]
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3.2.1.2 Synthese von Allyl-4-methoxy-3-oxo-butansGureester

(7)

O
O O H
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6 7

Der RUckstand von 6 (27,73 g, 128,27 mmol) der vorherigen Reaktion und
Allylalkohol (22,23 g, 382,75 mmol) werden in Toluol (410 ml) geldst, unter inerten
Bedingungen auf 80°C erhitzt und fur 24 Stunden bei dieser Temperatur gerUhrt.

Das Lésungsmittel wird am Rotavapor entfernt und das Produkt (7) nach sdulen-

chromatographischer Aufreinigung erhalten.

Ausbeute: 16,46 g (45,9 %) gelbes Ol

Die spekiroskopischen Daten entsprechen der Literatur. [57]
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Spekiroskopische Daten:

TH-NMR (200 MHz, CDCl3): & (ppm) 3.39 (s, 3H, OCHs), 3.51 (s, 2H, 2-CHa), 4.05 (s,
2H, 4-OCHa), 4.61 (d, J = 5.7 Hz, 2H, Allyl-OCHa), 5.20-5.35 (m, 2H, Allyl-CHs), 5.79-
5.98 (m, TH, Allyl-CH)

13C-NMR (50 MHz, CDCl3): & (ppm) 45.6 (2-CHa), 59.3 (OCHs), 65.9 (Allyl-OCHa),
77.3 (4-OCHa), 118.7 (Allyl-CHa), 131.4 (Allyl-CH), 166.6 (1-COO), 201.4 (3-CO)

MS: m/z (%) 173 (1), 172 (1), 115 (47), 84 (6), 69 (14), 55 (11), 45 (100), 43 (8), 42 (7),
41 (24)

HRMS: m/z berechnet fUr CgH1204: 172.0736. Gefunden: 172.0735.
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3.2.1.3 Synthese von Allyl-4-(3,4-difluorphenyl)-6-
(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-5-
carbonsdureester (8)

c‘)‘ F
\/\O F o
S + + I —
0 H,N" NH,
O H S0

Der erhaltene Allylester 7 (16,46 g, 95,60 mmol) wird mit 3,4-Difluorbenzaldehyd
(14,02 g, 98,66 mmol) und Harnstoff (8,63 g, 143,69 mmol) unter inerten Bedin-
gungen in THF (81,88 ml) geldst und portionsweise mit Cu20 (1,38 g, 9,64 mmol)
versetzt. AnschlieBend werden CH3COOH (578 pl) und Bortrifluoriddiethyletherat
(15,13 ml, 17,31 g, 108,71 mmol) hinzugetropft und 16 Stunden unter RUckfluss er-
hitzt. Nach dem Erkalten wird die Reaktion durch GielBen auf eine Mischung aus
Eis (133 g) und NaHCOz3 (27 g) beendet. Die Suspension wird Uber Celite filtriert
und der Filterrckstand mit CH2Cl2 nachgewaschen. Die vorliegenden Phasen
werden getrennt und die wassrige Phase mit CH2Cl, extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden Uber NasSO4 getrocknet und das Losungsmittel am
Rotavapor abgedampft. Nach Sdulenchromatographie (Kieselgel, CH2Cly/

MeOH 9:1) erhdalt man racemisches Pyrimidinon (8).
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Ausbeute: 29,59 g (91,5 %) gelbes Ol

Die spektroskopischen Daten entsprechen der Literatur. [57]

Spekiroskopische Daten:

TH-NMR (500 MHz, CDClg): & (ppm) 3.44 (s, 3H, 7-OCHzs), 4.48-4.56 (m, 2H, Allyl-
OCHy), 4.64 (d, 2H, J = 16.5 Hz, 6-OCH>), 5.17 (m, 2H, Allyl-CH2), 5.34 (d, 2H, J = 3.0
Hz, 3-CH), 5.79 (m, 1H, Allyl-CH), 6.77 (s, 1H, 2a-NH), 7.02 (m, 1H, 15-CH), 7.06 (m,
1H, 14-CH), 7.11 (m, 1H, 11-CH), 7.66 (s, TH, 1-NH)

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): 6 (ppm) 54.5 (53-CH), 59.1 (7-OCHjs), 68.5 (6-OCH>),
98.2 (4-C), 115.7 (d, J =17.6 Hz, 11-CH), 117.4 (d, J = 17.4 Hz, 14-CH), 118.4 (Allyl-
CH»), 122.5 (15-CH), 131.8 (Allyl-CH), 140.4 (t, J = 4.1 Hz, 10-C), 147.8 (5-C), 149.9
(12-CF), 150.3 (13-CF), 152.2 (2-CO), 164.3 (8-COO)

19F-NMR (471 MHz, CDCl3): 6 (ppm) -136.7 (m, 12-CF), -138.5 (m, 13-CF)

MS: m/z (%) 338 (11), 297 (47), 265 (53), 261 (34), 253 (32), 225 (100), 194 (28), 184
(51), 169 (35), 167 (33), 151 (32), 140 (27), 45 (33), 41 (98)

HRMS: m/z berechnet fUr CigH14F2N204: 339.1156. Gefunden: 339.1150.

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

werden und erscheinen nicht im Spektrum.
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3.2.1.4 Synthese von Allyl-3-(3-brompropylcarbamoyl)-4-(3,4-
difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-oxo-1,2,3,4-
tetrahydropyrimidin-5-carbonsdureester (10)
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Es wird eine Ldésung von 8 (29,59 g, 87,46 mmol) und Chlorameisens@ure-4-

nitrophenylester (61,76 g, 306,39 mmol) in THF (1095 ml) bereitet, bei -78°C
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langsam LIHMDS (244,8 ml, 244,62 mmol, 1 M in THF) zugetropft und die Reaktion
durch Zugabe von Wasser (27,6 ml) nach 10 min beendet. Nach dem Erwdrmen
auf 0°C wird KoCOsz (48,32 g, 349,64 mmol) und 3-Aminopropylbromid
Hydrobromid (57,42 g, 262,26 mmol) hinzugefugt und unter RGhren Uber Nacht
auf Raumtemperatur erwdrmt. Die leuchtend gelbe Suspension wird zweimal mit
NaHCOz-Lésung gewaschen und nach der Phasentrennung die wdassrige Phase
mit Et2O extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Na,SO4 ge-
trocknet und das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Nach Sdulenchromato-
graphie mit dem FieBmittel CH2Clo/MeOH 40:1 wird der Grundkdrper (10) als

Propylbromid vorliegend erhalten.

Ausbeute: 38,46 g (87,5 %) Grundkorper

Die spekiroskopischen Daten entsprechen der Literatur. [57]

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

werden und erscheinen nicht im Spektrum.
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Spekiroskopische Daten:

TH-NMR (200 MHz, CDCl3): & (ppm) 1.20-1.30 (m, 2H, 20-CH2Br), 2.02-2.15 (m, 2H,
19-CHy), 3.38 (t, J = 6.4 Hz, 2H, 18-CHy), 3.46 (s, 3H, 7-OCHsa), 4.59-4.62 (m, 2H, Allyl-
OCHy), 4.67 (s, 2H, 6-CHa), 5.17-5.26 (m, 2H, Allyl-CHz), 5.74-5.94 (m, TH, Allyl-CH),
6.66 (s, 1H, 3-CH), 7.02-7.21 (m, 3H, 11-CH, 14-CH, 15-CH), 7.88 (s, 1H, 1-NH), 9.08
(t, TH, J = 5.6 Hz, 17-NH)

13C-NMR (50 MHz, CDCl3): & (ppm) 30.2 (20-CHa), 31.9 (19-CHa), 39.3 (18-CHa),
53.4 (3-CH), 59.1 (7-CHs), 65.6 (Allyl-OCHa), 68.0 (6-CHa), 101.4 (4-C), 115.9/116.2
(11-CH), 117.3/117.6 (14-CH), 118.8 (Allyl-CH,), 122.8/122.88/122.93/123.0 (15-CH),
131.3 (Allyl-CH), 141.0 (10-C), 146.3 (5-C), 152.4 (2-CO), 153.8 (16-CO), 163.8 (8-
COO)

MS: m/z (%) 502 (1), 463 (12), 420 (5), 337 (23), 279 (13), 261 (14), 168 (22), 142
(16), 56 (15), 45 (15), 43 (15), 41 (100)

HRMS: m/z berechnet fOr CooH2FN3OsBrNa [M + Nal+: 524.0609. Gefunden:
524.0611.
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3.2.2 Synthese der Seitenkette N-(3-(Piperidin-4-yl)-
phenyl)acetamid (15)

O

|
N~ N
H
HN

3.2.2.1 Synthese von t-Butyl-4-(trifluormethylsulfonyloxy)-5,6-
dihydropyrimidin-1(2H)-carbonsdureester (11)

O
O& /©/O\tf
N »

11

Es wird unter inerten Bedingungen eine Lésung von 4-N-Boc-Piperidinon (25,40 g,
127,48 mmol) in THF (198,4 ml) bereitet und bei -78°C langsam mit LIHMDS (165.,4
ml, 165,42 mmol, 1 M in THF) versetzt. Nach 30 min wird eine Losung von Tf2NPh
(50,11 g, 140,31 mmol) in THF (148,8 ml) zugetropft und fur weitere 15 min bei -
78°C geruhrt. AnschlieBend wird Uber Nacht auf Raumtemperatur erwdrmt. Die

Reaktionsldsung (11) wird ohne Aufzureinigen im ndchsten Schritt eingesetzt. [58]

3.2.2.2 Synthese von t-Butyl-4-(3-aminophenyl)-5,6-
dihydropyridin-1(2H)-carbonsdureester (12)
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St N NH,
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| 2 boc
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Das Reaktionsgemisch (11) wird mit H2O (198,4 ml) und THF (496,1 ml) verdUnnt
und KoCO3 (48,00 g, 347,32 mmol), 3-Aminophenylboronsdure Hemisulfat (21,53
g, 115,78 mmol), PPhz (3,04 g, 11,59 mmol) und PdCl> (1,02 g, 5,75 mmol) hinzu-
gefugt. AnschlieBend wird Uber Nacht unter Inertgas zum RUckfluss erhitzt. Die
erkaltete rot-braune Suspension wird in EtAc aufgenommen und nach erfolgter
Phasentrennung die wassrige Phase zweimal mit EtAc ausgeschuttelt. Die ver-
einigten organischen Phasen werden mittels Na.SOs getrocknet und das
Losungsmittel abrotiert. Nach der Aufreinigung durch Sdulenchromatographie
(EtAc/PE 1:1) wird 12 als gelbes Harz erhalten.

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur Gberein. [58]

3.2.2.3 Synthese von t-Butyl-4-(3-acetamidophenyl)-5,6-
dihydropyridin-1(2H)-carbonsdureester (13)

v
T

boc boc

12 13
Anilin 12 (36,07 g, 131,46 mmol) wird in CH2Cl; (252,3 ml) geldst, mit Pyridin (57,4
ml, 711,13 mmol) versetzt und auf 0°C abgekuihlt. Es wird Acetylchlorid (25,2 ml,
353,12 mmol) hinzugefugt, fUr weitere 20 min bei 0°C gerUhrt und anschlieBend
auf Raumtemperatur erwé@rmt. Die Reaktion wird nach 1 h 30 min durch Zugabe
von gesattigter NH4Cl-Lésung beendet und das Gemisch in EtAc aufgenommen.
Es wird je zweimal mit gesattigter NH4+Cl- und NaHCOs-Losung gewaschen und
nach der Phasentrennung die wdassrigen Phasen mit EtAc extrahiert. Die vereinig-
ten organischen Phasen werden Uber Na>SO4 getrocknet und das Lésungsmittel

am Rotavapor entfernt. Nach einer SGulenchromatographie mit Kieselgel und
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der FlieBmittelmischung EtAc/PE 3:1 wird ein gelbes, dliges Produkt (13) erhalten

und dieses ohne weitere Aufreingung in der folgenden Reaktion eingesetzt. [58]

3.2.2.4 Synthese von t-Butyl-4-(3-acetamidophenyl)piperidin-
1-carbonsdureester (14)

boc

13 14
Das erhaltene Produkt (13) wird in MeOH (441,6 ml) geldst, mit Pd/C (10 Gew.%
Pd) (9,46 g. 8,90 mmol) versetzt und wdhrend 60 h bei Normaldruck und Raum-
temperatur hydriert. In Folge wird die Suspension Uber Celite filtriert und der
RUckstand mit MeOH nachgewaschen. Das Filtrat wird im Vakuum eingedampft
und das Produkt Acetamid (14) erhalten.

Ausbeute: 27,93 g (66,72 %) farbloses Harz

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur Gberein. [58]

3.2.2.5 Synthese von N-(3-(Piperidin-4-yl)phenyljacetamid
(15)

Ir=z
v
Z>

boc” HN

14 15
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Eine Losung von Boc-Amin 14 (13,97 g, 43,87 mmol) in CH2Cl2 (969,8 ml) wird be-
reitet, mit TFA (65,2 ml, 846,34 mmol) versetzt und bei Raumtemperatur fOr 16 h
gerUhrt. AnschlieBend wird dem Reaktionsgemisch Toluol (387,92 ml) hinzugefogt
und das Losungsmittel im Vakuum vollstandig entfernt. [58]

Der RUckstand (14) wird direkt ohne weitere Aufreinigung in der Synthese von

Allyl-SNAP (2) eingesetzt. [57]
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3.2.3 Verbindung des Grundkorpers (10) mit der Seitenkette
(15) zu Allyl-SNAP Allyl-3-(3-(4-(3-acetamidophenyl)-
piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-difluorphenyl)-
6-(methoxymethyl)-2-o0xo0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidin-
5-carbonsaureester (2)
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Die entschutzte Seitenkette (15) wird in ACN (1551,7 ml) aufgenommen, mit dem
Grundkorper (20,91 g. 41,63 mmol) (10) und KoCO3z (60,56 g, 438,21 mmol) ver-
sefzt und unter Inertgasatmosphdre bei 35°C fur 37 h gerGhrt. Die gelbe
Suspension wird filtriert, der FilterrOckstand mit reichlich EtAc gewaschen und das
Filtrat am Rotavapor eingedampft. AnschlieBend wird der Ruckstand in EftAc
aufgenommen und zweimal mit gesattigter NaHCOs-Losung gewaschen.

Wiederum werden die wassrigen Phasen mit EtAc extrahiert und die vereinigten
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organischen Phasen Uber Na>SO4 getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel im
Vakuum abrotiert. Schlielich wird eine Sdulenchromatographie mit dem Lauf-
mittel CH2Clo/MeOH 10:1 durchgefUhrt und Allyl-SNAP (2) als schwach gelber

Schaum erhalten.

Ausbeute: 4,69 g (17.61 %) Allyl-SNAP

Die spektfroskopischen Daten entsprechen der Literatur. [57]

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

werden und erscheinen nicht im Spekfrum.
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Spekiroskopische Daten:

TH-NMR (500 MHz, CDCl3): & (ppm) 1.73-1.83 (m, 4H, 22,22°-(CHa)2), 1.74 (m, 2H,
19-CHa), 1.99 und 2.99 (m, 4H, 21,21°-(CHa)2), 2.16 (s, 3H, 32-CHa), 2.40 (t, 2H, J =
7.0 Hz, 20-CHa), 2.44 (m, TH, 23-CH), 3.32 und 3.40 (m, 2H, 18-CHy), 3.43 (s, 3H, 7-
CHs), 4.54-4.64 (m, 2H, Allyl-CHa), 4.67 (s, 2H, 6-CHa), 5.20-5.21 (m, 2H, Allyl-CHa),
5.85 (m, TH, Allyl-CH), 6.69 (s, 1H, 3-CH), 6.95 (d, 1H, J = 7.6 Hz, 29-CH), 7.05 (m, TH,
14-CH), 7.10 (m, TH, 15-CH), 7.19 (m, TH, 11-CH), 7.20 (m, TH, 28-CH), 7.28 (d, TH, J
= 8.0 Hz, 27-CH), 7.47 (s, 1H, 25-CH), 7.58 (s, 1H, 30-NH), 8.00 (s, TH, 1-NH), 8.99 (t,
1H, J = 5.4 Hz, 17-NH)

13C-NMR (126 MHz, CDCls): & (ppm) 24.5 (32-CHs), 26.4 (19-CHa), 33.0 (22,22
(CHa)2), 39.7 (18-CHa), 42.7 (23-CH), 53.0 (3-CH), 54.33, 54.37 (21,21"-(CHa)2), 56.7
(20-CHy), 59.0 (7-CHa), 65.2 (Allyl-CHa), 68.0 (6-CHa), 101.6 (4-C), 116.2 (11-CH),
117.2 (14-CH), 117.5 (27-CH), 118.3 (25-CH), 118.6 (Allyl-CHa), 122.8 (29-CH), 123.1
(15-CH), 128.8 (28-CH), 131.6 (Allyl-CH), 137.7 (10-C), 138.0 (26-C), 146.5 (5-C),
147.4 (24-C), 149.9 (12- oder 13-CF), 150.1 (12- oder 13-CF), 152.2 (2-CO), 153.1
(16-CO), 163.8 (8-COO), 168.5 (31-CON)

19F-NMR (471 MHz, CDCl3): 6 (ppm) -136.9 (m, 12- oder 13-CF), -138.5 (m, 12- oder
13-CF)

MS: m/z (%) 641 (7), 640 (19), 628 (8), 346 (2), 345 (13), 324 (3), 303 (19), 302 (100)

HRMS: m/z berechnet fUr CasHsoF2N5O6 [M + H]*: 640.2947. Gefunden: 640.2956.

IR: (v) (cm1) 3311, 3147, 3087, 2937, 2809, 2771, 1718, 1674, 1647, 1610, 1593, 1541,
1517, 1490, 1468, 1437, 1393, 1371, 1306, 1280, 1211, 1115, 1077, 766
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3.2.4 Synthese der SNAP-Saure 3-(3-(4-(3-acetamido-
phenyl)piperidin-1-yl)propylcarbamoyl)-4-(3,4-
difluorphenyl)-6-(methoxymethyl)-2-o0xo-1,2,3,4-
tetrahydropyrimidin-5-carbonsaure (3)




Zu einer Losung von Allyl-SNAP (2) (100 mg, 0,16 mmol) in Benzol (5 ml) wird AIBN
(10 Gew.% = 10 mg, 0,06 mmol) zugegeben. Die Losung wird 19 h bei 65-70°C
gerUhrt und der Reaktionsverlauf mittels DC kontrolliert. Trotz anschlieBender
Temperaturerhdhung auf 100°C kann nur eine minimale Saurebildung festgestellt

werden.

3.2.4.2 mittels Morpholin
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Eine Losung von Allyl-SNAP 2 (2,84 g, 4,44 mmol) in THF (34 ml) wird unter inerten
Arbeitsbedingungen mit (PPhz)4Pd (616 mg, 0,54 mmol) versetzt und Morpholin
(4,63 g, 53,15 mmol) zugetropft. Nach 17 h RGhren bei Raumtemperatur wird THF

im Vakuum abdestilliert. Das Rohprodukt wird mittels RP-Kieselgelsdule gereinigt,
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verwendetes FlieBmittel ist MeOH/H20O 4:1. Nach der Aufreinigung wird die SNAP-

Sdure (3) als amorphe gelbliche Substanz erhalten.

Ausbeute: 835 mg (31,36 %) SNAP-SaGure

Die spektfroskopischen Daten entsprechen der Literatur. [57]
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Spekiroskopische Daten:

TH-NMR (200 MHz, ds-DMSO): & (ppm) 1.52-1.66 (m, éH, 19-CHa, 22,22"-(CHa)a),
1.89-2.01 (m, 5H, 21,21°-CHa, 32-CHg), 2.36 (m, 3H, 20-CHy, 23-CH), 2.98-2.99 (m,
2H, 21,21°-CHy), 3.22 (m, 5H, 7-OCHs, 18-CHa), 4.59 (dd, 2H, J = 12.7 Hz, J = 84.0 Hz,
6-CHa), 6.61 (s, 1H, 3-CH), 6.87 (d, 1H, J = 6.4 Hz, 29-CH), 7.03-7.48 (m, 7H, 11-CH,
14-CH, 15-CH, 25-CH, 27-CH, 28-CH, 30-NH), 7.77-7.83 (m, 1H, 1-NH), 8.96 (m, 1H,
17-NH), 9.89 (s, 1H, 8-COOH)

13C-NMR (50 MHz, ds-DMSQ): 6 (ppm) 24.0 (32-CHa), 25.8 (19-CH,), 32.4 (22,22"-
(CHa2)2), 38.9 (18-CHy), 41.7 (23-CH), 52.5 (3-CH), 53.5 (21,217-(CHz)2), 55.6 (20-
CH2), 57.7 (7-OCHa), 66.3 (6-OCH2), 115.0/115.3 (11-CH), 116.9/117.2 (14-CH),
117.4 (27-CH), 117.7 (25-CH), 121.5 (29-CH), 122.6/122.8/122.8 (15-CH), 128.6 (28-
CH), 139.1 (10-C), 139.4 (26-C), 146.1 (5-C), 146.6 (24-C), 152.9 (2-CO), 153.2 (16-
CO), 168.1 (31-CON), 168.2 (8-COOH)

Der quartdre Kohlenstoff an Position 4 ist aufgrund der Aufldsung des Mess-

gerdates nicht sichtbar.

MS: m/z (%) 601 (4), 600 (15), 579 (7), 345 (11), 324 (8), 303 (18), 302 (100), 301
(26), 279 (5)

HRMS: m/z berechnet fur: CaoHz4F2N5O46 [M - H]-: 598.2477. Gefunden: 598.2462

IR: (V) (cm-1) 3416, 3256, 2961, 2925, 2853, 1711, 1685, 1651, 1610, 1556, 1514, 1489
1424, 1375, 1261, 1223, 1096, 1021, 874, 799, 703
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3.2.5 Dunnschichtchromatographische
Enantiomerentrennung der SNAP-Saure (3)

n
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SNAP-Saure 3 (5 mg, 0.0083 mmol) wird in MeOH (0,5 ml) geldst und die Lésung
mit einer Mikropipette zu gleichen Teilen auf die Startlinien von 5 DC-Platten
(CHIRALPLATE®, Format 2x10cm) aufgetragen. FOr die Entwicklung der DC-
Platten wird das FlieBmittel ACN/H20 1:1 verwendet. AnschlieBend werden die
drei sichtbaren Spots (Rf1=0,159, Rf2=0,523, Rf3=0,682) getrennt voneinander
mitsamt des Tradgermaterials von den Platten abgetragen, jeweils mit dem
Lédsungsmittelgemisch  MeOH/H.O 4:1 Uber Nacht am Schottler von der
stationdren Phase eluiert und dann Uber Celite filtriert. Das Lésungsmittel wird im
Vakuum abgedampft und die drei erhaltenen Substanzen mittels Massen-
spektrometrie untersucht. Diese zeigt, dass die dUnnschichtchromatographische

Enantiomerentrennung der SNAP-Sdure mittels Ligandenaustausch unter
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Verwendung von CHIRALPLATE® leider kein positives Ergebnis bringt, da nur der
Spot mit dem Rf-Wert=0,159 die Sdure darstellt.
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5 ANHANG






5.1 Abkurzungsverzeichnis

a-MSH
ACN
ACTH
ADME-Studie
AgRP
AIBN

ARC

BMI

Boc

CART
CDCls
CH2Cl2
CHsCOOH
CRF

Cu20
d¢-DMSO
DC

etal

Et2O

EtAc
2-[18F]-FDG
GC
Gew.%
GLUT-1
GPCR, GPR
H20

HCI

HRMS

IP3

IR

K2oCOs

keV

a-Melanozyten stimulierendes Hormon
Acetonitril

Adrenocorticotropes Hormon
Absorption Distribution Metabolismus Exkretion-Studie
Agouti-Related Protein
Az0-bis-(isobutyronitril)

Nucleus arcuatus

Body-Mass-Index, Kérpermasseindex
tert-Butyloxycarbonyl
Cocain/Amphetamine Related Transkript
deuteriertes Chloroform
Dichlormethan

Essigsdure

Corticotropin Releasing Factor
Cu(l)oxid

deuteriertes Dimethylsulfoxid
DuUnnschichtchromatographie

et alii, et alice

Diethylether

Ethylacetat
2-[18F]Fluor-2-deoxy-D-glucose
Gaschromatographie
Gewichtsprozent
Glucosetransporter-1
G-Protein-gekoppelter Rezeptor
Wasser

SalzsGure

High Resolution Mass Spectrometry
Inositoltriphosphat

Infrarot

Kaliumcarbonat

Kiloelektronenvolt
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LHA
LIHMDS
MA
MC4-Rezeptoren
MCH
MCH-R
MeOH
MHz
MS
Na131|
Na25SO4
NaHCO3
NH.CI
NMR
NPY
Pd/C
PdCl,
PE

PET
POMC
PPhs
(PPh3)4Pd
ppPm
PVN
PYY
Rf-Wert
SLC-1
s-MCH
SPECT
f-

tir2
TfaNPh
TFA

THF

lateral hypothalamic areaq, laterale Hypothalamus

Lithiumhexamethyldisilazid
Mikroampere
Melanocortin 4-Rezeptoren

Melanin-Concentrating Hormone

Melanin-Concentrating Hormone-Rezeptor

Methanol

Megaherz

Massenspekirometrie
['31]Natriumiodid

Natriumsulfat
Natriumhydrogencarbonat
Ammoniumchlorid
Kernresonanzspektroskopie
Neuropeptid Y
Palladiumkatalysator mit Aktivkohle
Palladiumchlorid

Petrolether
Positfronen-Emissions-Tomographie
Proopiomelanocortin
Triphenylphosphin
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium
parts per million

Nucleus paraventricularis

Peptid YY

Retentionsfaktor
Somatostatin-like Rezeptor-1
Salmon-MCH, Lachs-MCH

Single Photon Emission Computer Tomographie

tertiar

Halbwertszeit

N-Phenylbis(trifluormethansulfonimid), Triflimid

Trifluoressigs@ure

Tetrahydrofuran
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5.2 Spekiren
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2.8.07, es-ams, Allylmethoxyacetoacetat nach Saeule, ca 50 mg, CDCI3C13APT CDCI3 opt/xwinnmr schirmer 12
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5.4 Zusammenfassung

Studien der letzten Jahre zeigten vermehrt die bedeutende Rolle des MCH
(Melanin-Concentrating Hormone) als orexigenes Neuropeptid in der Regulation
der Nahrungsaufnahme und Energiehomdostase.

Der hochpotente MCH-Rezeptor 1-Antagonist racSNAP-7941 fUhrt im Tierversuch
zu einer Appetithemmung und in Folge zu verminderter Gewichtszunahme, au-
Berdem wird eine antidepressive und anxiolytische Wirkung vermutet.

Diese Ergebnisse steigern das Interesse an dem bis dato noch relativ unerforsch-
ten MCH 1-Rezeptor als Target fUr die Pharmakotherapie gegen Adipositas.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Herstellung eines chiralen MCH-Antagonis-
ten (3a, 3b) fUr PET-diagnostische Zwecke.

Dafur wurde ein dem racSNAP-7941 verwandtes Derivat, Allyl-SNAP (2) synthe-
tisiert. Davon ausgehend galt es einen Syntheseweg zur freien Saure (3) zu fin-
den, welche anschlieBend am AKH Wien als Precursor fUr die Herstellung von Ro-
diofracern eingesetzt wird. Biodistributionsstudien an der Ratte mittels PET sollen

weitere Informationen Uber den MCH-Rezeptor 1 und seine Liganden liefern.
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Wdahrend die Umsetzung des Allyl-SNAP zur freien SNAP-S&ure erfolgreich durch-

gefUhrt werden konnte, blieben Versuche zur Racemattrennung der SNAP-Sdure

mittels enantioselektiver DC leider erfolglos.






5.5 English Summary

Recent studies demonstrated the important role of the orexigenic neuropeptide
MCH (melanin-concentrating hormone) in the regulation of food intake and
energy homeostasis.

The highly potent MCH 1-receptor antagonist racSNAP-7941 inhibits food intake,
reduces weight gain in animal studies and is also suspected to have
antidepressant and anxiolytic effects.

These results increased the interest in the currently relatively unexplored MCH 1-
receptor as a target for anti-obesity pharmacotherapy.

The aim of this diploma thesis was the preparation of a chiral MCH-receptor
antagonist (3a, 3b) for PET-diagnostic purposes.

Therefore a derivate of racSNAP-7941, Allyl-SNAP (2) has been synthetisized. Then
it had to be established to SNAP-Acid (3), which will be a precursor for the
radiosynthesis of PET-Tracers. Biodistribution studies should provide more detailed

information on the MCH 1-receptor and its ligands.
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It was possible to react the Allyl-SNAP to SNAP-Acid, but unfortunately the

seperation of the racemic SNAP-Acid info its enantiomers could not be

achieved.
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