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Einleitung 1

1 Einleitung

Das Kernziel der medizinalchemischen Forschung ist die Untersuchung der Zusammenhange zwischen
einer chemischen Struktur und ihrer biologischen Effekte. Die Identifizierung und Charakterisierung
eines biologischen Targets stellt dabei den Anfang jeder Wirkstoffentwicklung in der
pharmazeutischen Industrie dar. Meistens haben Arzneistoffe Membranproteine, wie z.B. Rezeptoren

oder Transporter als biologische Targets, um ihre therapeutischen Effekte zu vermitteln.

Mithilfe von Hochdurchsatz-Screening-Methoden versucht man in Substanzbibliotheken mit mehreren
Millionen chemischen Verbindungen Leitstrukturen zu entdecken, die als Ausgangspunkt fiir das
Design und die Entwicklung neuer Arzneistoffe dienen. Diese Vorgehensweise ist allerdings sehr

kostenintensiv und fiihrt nicht immer zum gewiinschten Erfolg.™

Heutzutage hat das computergestiitzte Design von Wirkstoffen sowohl bei der Auffindung neuer

Leitstrukturen als auch bei deren Optimierung immens an Bedeutung gewonnen.

Falls eine 3D-Struktur von einem Target mit co-kristallisiertem Liganden als Rontgenkristallstruktur
verfligbar ist, konnen detaillierte Kenntnisse bezlglich der Substratbindungsstelle, des
Substratbindungsmodus und der Wechselwirkungen des Substrates mit dem Proteinkomplex
gewonnen werden. Computerprogramme verwenden das Docking, um potenzielle Liganden in die
Bindungstasche einzupassen. Mithilfe von Scoring-Funktionen wird dann die von einer
Bindungsgeometrie erzeugte Bindungsaffinitdt bewertet. Beim Struktur-basierten Wirkstoff Design
besteht auBerdem die Moglichkeit, aus kleinen Molekilen oder Molekilfragmenten voéllig neuartige
Strukturen zu entwickeln, von denen man sich eine potente, selektive Bindung ans Zielprotein erhofft.
Inwieweit diese Molekiile synthetisch zuganglich sind, wie Ihre Pharmakokinetik und Toxizitdt ist, lasst

sich damit allerdings nicht genau vorhersagen.? 3

Wenn keine 3D-Struktur des Targets existiert, muss auf das , Liganden-basierte Wirkstoff-Design“
zuriickgegriffen werden. Anhand der physikochemischen und pharmakologischen Eigenschaften von
bekannten Liganden versucht man so, das Design neuer Wirkstoffe zu planen und ein
Pharmakophormodell zu entwickeln, das die Wechselwirkungen zwischen dem Ligand und dem Target
beschreibt. Mit diesem Pharmakophormodell kénnen Substanzbibliotheken auf potentielle aktive

Verbindungen durchsucht werden.

Die aktivsten Verbindungen kdnnen dann als Leitstrukturen fir die Entwicklung neuer, potenterer und
selektiverer Wirkstoffe herangezogen werden. Dabei muss die Leitstruktur neben Ihrer biologischen
Wirkung gewisse Anforderungen beziglich lhrer physikalisch-chemischen Eigenschaften wie

Molekiilmasse, Lipophilie und Loslichkeit erfillen.
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In einem meist langwierigen iterativen Prozess miissen dann systematisch chemische Modifikationen
vorgenommen werden, um die Wirkstarke, Spezifitdt und Wirkdauer zu optimieren. Basierend auf den
Testergebnissen flir strukturverwandte Verbindungen koénnen daraufhin Struktur-Aktivitats-
Beziehungen aufgestellt werden, die zum besseren Verstandnis der Interaktionen von Target und
Ligand beitragen. Die systematische Modifikation von Leitstrukturen dient auBerdem dazu,
Verbindungen beziiglich Aufnahme, Verteilung, Metabolismus, Ausscheidung sowie Toxizitdt zu

optimieren.

Entscheidend fiir den Erfolg ist, dass die Computermethoden eng verkniipft sind mit dem iterativen

Prozess aus Synthese und experimenteller Aktivitatsbestimmung.

Bei dem schier unbegrenzten Bedarf an neuen, nebenwirkungsarmen Arzneimitteln ist die Entwicklung
neuer, effizienter Methoden, welche einen leichten und moglichst variablen Zugang zu neuen

Wirkstoffen ermoéglichen von entscheidender Bedeutung.

Ein Hauptziel des Arbeitskreises ist die Synthese neuer, potenter Inhibitoren fiir die vier verschiedenen

GABA-Transportproteine.

1.1 GABAerge Neurotransmission

v-Aminobuttersdure (GABA, 1) gilt als der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter im zentralen

Nervensystem von Sdaugetieren.

)

HZN\/\)J\OH

v-Aminobuttersdure (GABA, 1)

Abb. 1: Struktur von y—Aminobuttersdaure

Die Biosynthese von GABA im prasynaptischen Neuron erfolgt durch enzymatische Decarboxylierung
von Glutamat durch die Glutamatdecarboxylase (GAD). Mithilfe vesikularer GABA-Transporter (VGAT)
wird GABA dann in Vesikel verpackt. GABA wird nach Eingang des extrasynaptischen Aktionspotentials
durch exozytotische Freisetzung in den synaptischen Spalt freigegeben. Dort kann es mit pra- und
postsynaptischen GABA-Rezeptoren interagieren. Die prasynaptischen G-Protein-gekoppelten GABAg-

Rezeptoren (GPCR) regulieren die weitere GABA Freisetzung (iber einen negativen Feedback-
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Mechanismus. Postsynaptisch erfolgt die Bindung an GABAa-Rezeptoren, Liganden-gesteuerten

Chloridionenkanilen sowie an G-Protein-gekoppelten GABAg—Rezeptoren.”!

Im Gehirn vermittelt GABA die schnelle synaptische Signalweiterleitung hauptsachlich Gber
heteropentamere GABAa-Rezeptoren. Durch Einstrom von Chloridionen kommt es zur

Hyperpolarisation und damit zu einer verringerten Erregbarkeit der postsynaptischen Neurone. 1

Die Signaltransduktion der postsynaptischen heterodimeren GABAg-Rezeptoren fiihrt Uber
Sekundérbotenstoffe zur Inhibierung von spannungsabhingigen Calciumkanélen und der Offnung von
einwarts gerichteten Kaliumkanédlen. Die Rezeptoren produzieren ein inhibitorisches Potential des

postsynaptischen Neurons.!® 7

Zur Beendigung der synaptischen Signalweiterleitung ist es erforderlich, den Neurotransmitter
innerhalb von Millisekunden aus dem synaptischen Spalt zu entfernen oder seine Wirkung zu
blockieren. Die Beendigung der GABAergen Neurotransmission erfolgt durch Wiederaufnahme des
Neurotransmitters in die Synapsen oder in angrenzende Gliazellen durch hochaffine GABA-Transporter
(GAT). Sie verhindern die Ausbreitung der GABA in extrasynaptische Regionen und regulieren den
extrazellularen GABA-Level, um die GbermaRige Aktivierung von synaptischen und extrasynaptischen
GABA-Rezeptoren zu verhindern.”*Y Die direkte Wiederaufnahme in Neurone spielt eine

entscheidende Rolle beim Wiederauffiillen der Neurotransmitterspeicher in der Synapse.

Aufgrund der geringen Oberflache der Synapsen wird vermutet, dass die angrenzenden Gliazellen

notwendig sind fiir eine schnelle Entfernung von GABA aus dem synaptischen Spalt.!

In den Gliazellen wird GABA enzymatisch durch die GABA-Transaminase (GABA-T) zu
Succinatsemialdehyd (SSA) und weiter durch die Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase zu Succinat
abgebaut. Succinat wird im Zitronensdurezyklus in a-Ketoglutarat umgewandelt, aus dem sich
wiederum neues Glutamat erzeugen lasst. Um die Gliazelle verlassen zu kénnen wird das Glutamat
durch die Glutaminsynthetase in Glutamin umgewandelt. Das aus den Gliazellen freigegebene
Glutamin kann wieder in GABAerge Neuronen aufgenommen werden und dient als Vorlaufer fiir neues
GABA. Die Transaminierung von Glutamin in der Synapse mittels Glutaminase generiert neues
Glutamat, das Substrat der GABA Biosynthese.® 7! Dieser Metaboliten-Transport zwischen GABAergen
Neuronen und Gliazellen wird als ,,GABA-Glutamin-Zyklus“ bezeichnet und ist entscheidend fiir das

effiziente Recycling von GABA.V: 12!

Eine Zusammenfassung der Komponenten des GABA-Neurotransmittersystems ist in Abb.2 dargestellt.
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GABA

Glu '
VvGAT
GAD
GABAg
GABA (—
—
v 4

/) GAT3

Abb. 2: Schematische Darstellung der Komponenten des GABA-Neurotransmittersystems

1.2 Pathophysiologie der GABAergen Neurotransmission

Da fast alle Neuronen im ZNS unter exzitatorischer Kontrolle durch Glutamat bzw. inhibitorischer
Kontrolle durch GABA stehen, ist das Gleichgewicht zwischen Erregung und Hemmung entscheidend
flir die normale Gehirnfunktion. Storungen in der GABAergen Neurotransmission sind daher
maRgeblich an der Pathophysiologie von neurodegenerativen Erkrankungen wie Epilepsie!™*3, Morbus
Parkinson*¥, Chorea Huntigton®!, Angszustinden®, Depression”), Morbus Alzheimer*® und

neuropathischem Schmerz!*! beteiligt.

Demzufolge sind Enzyme der Biosynthese bzw. des Abbaus von GABA, GABA-Rezeptoren und GABA-

Transporter potentielle Targets zur Entwicklung neuer Therapeutika.
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Positive allosterische Modulatoren (PAM) der GABAA-Rezeptoren, wie Benzodiazepine finden breite
Anwendung als Arzneistoffe zur Regulation der GABAergen Neurotransmission. Sie binden in
Gegenwart von GABA an eine eigene allosterische Bindungsstelle am GABAs-Rezeptor und senken die
erforderliche GABA-Konzentration zur Offnung des lonenkanals, wodurch der inhibitorische Effekt
verstarkt wird.?? Als bekanntester Vertreter der Gruppe findet Diazepam (2) breite klinische

Anwendung.[?Y

Der metabotropische GABAg-Rezeptor ist das Target von Baclofen (3), einem selectiven GABAg-

Rezeptor-Agonist, der seit Jahren als Antispastikum verwendet wird.!”!

Eine andere Moglichkeit zur Erhohung der GABAergen Neurotransmission besteht darin, das fur den
Abbau von GABA verantwortliche Enzym GABA-Transaminase (GABA-T) zu Inhibieren. Der Suicid-
Inhibitor Vigabatrin (4) hemmt GABA-T irreversibel und findet als Antiepileptikum klinische

Verwendung.

Die Inhibierung der GABA-Transportproteine fihrt zu einer Erhohung der Konzentration von
freigesetztem GABA im synaptischen Spalt und bietet eine weitere Moglichkeit, die endogenen
Funktionen von GABA zu verstarken. Der selektive GAT1-Inhibitor Tiagabin ((R)-5),Gabitril) ist als

Zusatzmedikation bei Epilepsie zugelassen.

Leider sind die bis heute entwickelten Arzneistoffe mit teils schwerwiegenden Nebenwirkung belastet,
sodass die Entwicklung neuer, subtypenselektiver und nebenwirkungsarmerer Arzneistoffe, die die

GABAerge Neurotransmission verstarken, weiterhin von grolRer Bedeutung ist.

OH o) o)
\ (O]
N HZN/\i/\ﬂ/ H,oN
O o) OH OH
Cl

Diazepam (2) Baclofen (3) Vigabatrin (4) (R)-Tiagabin ((R)-5)

Abb. 3: Arzneistoffe mit Einfluss auf die GABAerge Neurotransmission
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1.3 GABA Transporter

Transporter (solute carrier) ermoglichen den Austausch von lonen, Aminosauren, Nahrstoffen oder
Neurotransmittern Gber zelluldre Membranen. Mittlerweile sind rund 350 ,Solute Carrier” (SLC)-
Transporter bekannt, die sich in 55 Familien unterteilen lassen.??! Die SLC6-Transporter stellen dabei
eine der groRten Gruppen dar, die sich basierend auf Sequence-Ubereinstimmung und
Substratspezifitat in vier Unterkategorien einteilen lassen: Monoamin-, GABA- und die Aminosaure-
Transporter | und Il. Bei ihnen handelt es sich um sekundar aktive Co-Transporter, die den Gradienten
der Natriumkonzentration als Triebkraft fir den Transport des Substrates gegen dessen

Konzentrationsgradienten nutzen.!?’!

Das Genom der Sdugetiere enthalt vier Gene, die flir GABA-Transporter kodieren (GAT1, slc6al; GAT2,
slc6al3; GAT3, slc6all; BGT1, slc6al2). Es handelt sich dabei um membranstindige, Na*/Cl-abhangige
Transporter, die das Substrat im Cotransport mit den lonen gegen den elektrochemischen Gradienten
Uber die Membran beférdern. Die Transport-Stéchiometrie fiir GAT1, GAT2 und GAT3 ist 2 Na*:1 Cl":1
GABA wohingegen fiir BGT1 gilt 3 Na*:2 CI":1 GABA.!

Je nach Spezies, aus denen die GABA-Transporter kloniert wurden, existieren unterschiedliche
Bezeichnungen fiir die verschiedenen Subtypen (Tab.1). Die von der ,Human Genome Organisation”
(HUGO) vorgeschlagene Nomenklatur betrifft naturgemall die humanen Transporter, wird aber auch
gerne Spezies-iibergreifend verwendet.? Fiir aus Mauszellen klonierte Transporter gilt allerdings eine
andere Nomenklatur. So wird GAT1 als mGAT1, BGT-1 als mGAT2, GAT2 als mGAT3 und GAT3 als
mMGAT4 bezeichnet. [ Da in unserem Arbeitskreis fiir biologische Untersuchungen Transporter der

Maus verwendet wurden, werde ich diese Bezeichnung nachfolgend verwenden.

Tab. 1: Nomenklatur der GABA-Transportproteine

Spezies GABA Transporter Bezeichnung

Ratte rGAT-1 rBGT-1 rGAT-2 rGAT-3
Mensch hGAT-1 hBGT-1 hGAT-2 hGAT-3
Maus mGAT1 MmGAT2 mGAT3 mGAT4
HUGO GAT1 BGT-1 GAT2 GAT3

Die vier Subtypen unterscheiden sich sowohl in Ihrem Expressionsmuster als auch in lhrer

pharmakologischen Bedeutung.
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MGAT1 ist der wichtigste und am haufigsten vorkommende GABA-Transporter im Gehirn. Er wird in
groRen Mengen im Neocortex, Hippocampus, Kleinhirn, Basalganglien, Hirnstamm, Rickenmark,
Riechkolben und in der Retina exprimiert. *? mGAT1 befinden sich zudem hauptsichlich in
Zellmembranen von prasynaptischen Nervenendigungen der Synapsen und in geringerem AusmalR in

Gliazellen.[26:27]

Neben mGAT1 ist mGAT4 der einzig wichtige GABA Transporter im Gehirn mit besonderem
Vorkommen in Retina, Riechkolben, Hirnstamm, Diencephalon (Thalamus und Hypothalamus) sowie
in geringerem MaR im Hippocampus und Cortex.?®! mGAT4 ist dabei Uiberwiegend auf Gliazellen

lokalisiert, die in direktem Kontakt mit GABAergen Neuronen stehen.?’!

Neuere Studien zeigen, dass mMGAT3 und mGAT2 primar in Leber und Nieren exprimiert werden. Im
Gehirn kommen beide in den Leptomeningen (Hirnhaut) vor wobei mGAT3 auch in einigen Blutgefallen

exprimiert wird.[27-30

mGAT2 transportiert bevorzugt Betain und besitzt nur eine niedrige Affinitat fir GABA. B Abweichend
von fritheren Berichten!®> 33! wird inzwischen davon ausgegangen, dass mGAT2 keine Rolle bei der

Beendigung der GABAergen Neurotransmission im Gehirn spielt.?”- 3¢

MGAT3 ist ebenfalls unwichtig fir die Inaktivierung von GABA, es fungiert als Taurin-Transporter in der

Leber und als Efflux-Transporter in der Blut-Hirn-Schranke.3%

Aus ihrem Expressionsmuster ergibt sich, dass mGAT1 malgeblich an der Terminierung der

Signalweiterleitung Gber postsynaptische Rezeptoren in der Synapse beteiligt ist.

MGAT4 spielt eine entscheidende Rolle bei der Wiederaufnahme von GABA in Gliazellen und dem

damit verbundenen Abbau bzw. Recycling des Neurotransmitters.

1.4 Struktur und Transportmechanismus von SLC6-Transportern

Wie bereits erwdhnt bilden die SLC6-Transporter eine der groflten Untergruppierungen der SLC-
Transportproteine. Zu dieser Gruppierung zahlen auch die Monoamintransporter fiir Serotonin,
Norepinephrin, Dopamin sowie die Aminosauretransporter fiir GABA und Glycin, die man auch als

Natrium-gekoppelte Neurotransmitter-Transporter (NTTs) bezeichnet.[?% 3%
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1.4.1  Struktur der SLC-6 Transporter

Der Klonierung und Exprimierung des Genes, welches fiir den GABA-Transporter Typ 1 der Ratte
kodiert (rGAT1) von Guastella et al.® folgte kurze Zeit spater die der anderen Neurotransmitter-
Transporter wie Serotonin,®””  Norepinephrin®® und Dopamin.’® Die Analyse der
Aminosauresequenzen lieferte erste Beweise dafiir, dass die Transporter aus 12 transmembranéren

Segmenten bestehen.!”

Yamashita et al. gelang es 2005 schlieBlich, den Leucin-Transporter LeuTa,aus dem Bakterium Aquifex
aeolicus zu isolieren und die erste Kristallstruktur in Gegenwart vom gebundenen Leucin sowie zweier

Natriumionen anzufertigen.“!! Abb. 4 zeigt die Sekundar-Struktur von LeuTa,

Der Transporter besteht aus 12 transmembranaren Helices (TM), die durch eine entsprechende Anzahl
an Loops intra- bzw. extrazellular verknlpft sind. Amino- und Carboxy-Terminus befinden sich auf der
intrazelluldren Seite. Der Transporter besitzt eine kegelstumpfférmige Gestalt mit einem inneren Ring
gebildet von den Helices TM1, TM3, TM6 und TMS, der eingebettet ist in einen duleren Ring aus
Helices TM2, TM4, TM5, TM7, TM9 und TM10. Besonders auffillig ist das sich wiederholende
Strukturelement innerhalb der ersten 10 transmembrandren Helices, heute als ,5+5 LeuT-Motif”
bekannt. TM 1-5 und TM 6-10 sind dabei Uber eine in der Membran liegende pseudo-C2-
Symmetrieachse durch Drehung um 176.5° ineinander Uberfiihrbar. Die a-helikalen Strukturen von
TM1 und TM6 sind antiparallel zueinander angeordnet und mittig in zwei Halften geteilt. Beide
Segmente werden durch entfaltete Helixabschnitte verbunden, wobei Carbonyl- und NH-gruppen fir
Wasserstoffbriickenbindungen und lonenbindungen freigelegt sind. Diese freigelegten Regionen in
TM1 und TM6 sowie die benachbarten TM3, TMS8 beinhalten die Substrat- und

Natriumbindungsstellen. "

B 52

E L4I:J EL4a

Abb. 4: Sekundérstruktur von LeuTaa nach Yamashita et al.[41]
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1.4.2  Transportmechanismus

Seit den ersten Beschreibungen von Mitchell*? und Jardetzky!®® wird der Mechanismus der SLC6-
Transporter allgemein durch das Model des ,alternating access” beschrieben. Der Transport durch die
Plasmamembran ldsst sich dabei in mehrere Stufen unterteilen und ist in Abb. 5 schematisch
dargestellt. Der postulierte Mechanismus stiitzt sich auf hochaufgel6ste Kristallstrukturen von LeuT in
verschiedenen Stadien des Transportzyklus*® “sowie auf Kristallstrukturen von LeuT-artigen
Transportern der NSS-Familie ). Das stéchiometrische Verhéltnis zwischen Substrat und co-

transportierten lonen wie z.B (Na*,CI,K*,H*) variiert dabei innerhalb der NTT-Proteine.!> 4!

Im ersten Schritt des Transportzyklus befindet sich der Transporter in einem zum extrazelluldren
Medium geodffneten Zustand (outward facing open = OFo), die es dem Substrats und den zu
transportierenden lonen ermdglicht, in die S1-Bindungstasche zu gelangen. Die Belegung der
Bindungsstellen (OFo*, gedffnet mit Substrat) initiiert dann eine strukturelle Verdnderung, die zur
SchlieBung des extrazellularen Gates fiihrt und somit den Zugang zur Bindungsstelle blockiert (OFc*,
geschlossen mit Substrat). Der substratgebundene Transporter durchlauft dann gréRere strukturelle
Veranderungen und geht Uber einen bisher nicht kristallisierten ,inward facing closed” Zustand (IFc*)
in die zum intrazelluldaren Raum gedffnete Konformation (inward facing open, IFo*) tGber. Durch das
offene intrazelluldre Gate kénnen die gebundenen lonen und das Substrat ins Zytoplasma ausstromen
und der leere Transporter (IFo) geht in die Ausgangsposition (OFo) fir den ndchsten Transportzyklus

tiber. Der Ubergang von IFo nach OFo kann dabei mit oder ohne Substrat erfolgen. 4!

Na'® ® Substrat

aa W

Abb. 5: Postulierter Transportmechanismus nach dem , Alternating access modell“ 47!

Nach Aufklarung der ersten Kristallstruktur von LeuT im outward-facing occluded Zustand durch

Yamashita et al. *Y gelang es nun Krishnamurty et al. LeuT in der outward-facing open sowie der
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inward-facing open Konformation zu kristallisieren und analysieren. 4

Dies ermoglicht auf
molekularer Ebene die wahrend des Transportprozesses ablaufenden, strukturellen Verdanderungen an
ein und demselben Transporter Typ aufzuklaren. In Abb. 6 sind die 3 isolierten Kristallstrukturen von

LeuT zu verschiedenen Punkten des Transportzyklus schematisch dargestellt.

a Cg b c

Qutward-occluded Inward-open

Outward-open

it

Abb. 6: Schematische Darstellung des Transportmechanismus in LeuT von Krishnamurthy et al.[*¥

In der ,,outward open” Konformation ist das extrazelluldare Gate gedffnet. Arg30 und Asp404 sind zu
weit voneinander entfernt und die Salzbriicke ist unterbrochen. Die Seitenkette von Phe 253 hat sich

durch eine Drehung um 90° von der Bindungsstelle wegorientiert.

Im ,,outward occluded” Zustand ist der Zugang zur S1 Bindungstasche vom extrazelluldren Medium
durch das geschlossene extrazelluldre Gate versperrt. Dabei bilden die aromatischen Seitenketten
Tyr108 und Phe253 einen hydrophoben Deckel der die S1-Tasche von oben bedeckt. Oberhalb dieses
Deckels formt die Guanidingruppe vom Arg30 mit der Carboxylgruppe des Asp404 eine Uber zwei
Wassermolekiile vermittelte Salzbriicke, die das extrazelluldre Gate in seiner geschlossenen Form

stabilisiert.

Der intrazelluldre Zugang unmittelbar unterhalb der Substrat- und Natriumbindungsstellen wird durch
ein groReres, dicht gepacktes Netzwerk aus helikalen Segmenten TM1a, TM6b und TM8 blockiert.
Diese als ,intrazelluldres Gate” bezeichnete Protein-Struktur wird durch eine Salzbriicke zwischen Arg5

und Asp369 stabilisiert. [
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Beim Ubergang in die ,,inward open” Konformation neigen sich die Segmente TM1b, TM6a in Richtung
»Scaffold Domain” und zusatzlich verursacht die Bewegung der TM7 das Eintauchen von EL4 ins
extrazelluldre Vestibiil. Dadurch wird der extrazelluldre Durchgang verschlossen.

Das seitliche wegklappen der Helix TM1a um 45° flihrt zum Bruch der Salzbriicke zwischen Arg5 und

Asp369 und der Zugang zum Zytoplasma ist frei.

Gestutzt auf molekil-dynamischen Simulationen und andere experimentelle Daten
berichteten Shi et al. von einer zweiten Substratbindungsstelle S2, die sich im unteren Bereich des
extrazelluldaren Vestiblle von LeuT, unmittelbar oberhalb des extrazelluldiren Gates befindet. Sie
behaupten, dass die Belegung dieser S2-Bindungsstelle notig sei, um die allosterische Freigabe des
Substrates von S1 ins Zytoplasma zu ermdglichen.*® Die Existenz dieser S2 Bindungsstelle konnte auch
in anderen Studien einwandfrei belegt werden,!*?! allerdings bestehen erhebliche Zweifel iiber lhre
Bedeutung bei der allosterischen Freigabe des Substrats aus S1.** 5% 51 S§2 scheint vielmehr als
Bindungsstelle fiir nicht-kompetitive LeuT-Inhibitoren®? >3 oder Detergentien® relevant zu sein. Die
Analyse der Kristallstrukturen von LeuT in Gegenwart verschiedener, nicht-kompetitiver Inhibitoren
belegen, dass diese in der S2-Bindungstasche im extrazelluldren Vestibil binden und den Transporter
daran hindern die notigen Konformationsdnderungen zu durchlaufen, um das Substrat durch die

Plasmamembran zu beférdern.? 5%

1.5 Bindungsmodelle basierend auf Homologie-Modeling

Die LeuT Strukturen haben sich als valide Grundlage fiir Molecular-Modeling-Studien von humanen
Neurotransmittertransportern erwiesen. Der prokaryotische Transporter besitzt zwar nur 20-25%
Sequenz-Ubereinstimmung mit den eukaryotischen Vertretern, allerdings liegt die Sequenzhomologie

fir die Bereiche, die am Transportprozess beteiligt sind, mit 55-67% besonders hoch.!* >

In unserem Arbeitskreis wurde mittels Molecular-Modeling ein 3D-Modell fiir den humanen GABA-
Transporter hGAT1 entwickelt und mittels Docking-Studien die Wechselwirkungen von GABA mit der
Substratbindungsstelle untersucht.®” Der dabei abgeleitete Bindungsmodus von GABA in hGAT1 ist
dem von Leucin im LeuTas-Transporter sehr dhnlich. Die Carboxylgruppe von GABA ist an eines der
beiden Natriumionen (Nal) gebunden und wird durch ein Netzwerk an Wasserstoffbriickenbindungen
unter Beteiligung der Seitenkettenhydroxylfunktion von Tyr140 und der NH-gruppen von Leu64 und
Gly65 fixiert.
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Die y-Aminogruppe von GABA formt Wasserstoffbriickenbindungen mit Hydroxylgruppen der
Seitenkette von Thr400 und Ser396 sowie in geringerem MaRe mit der Seitenkettenhydroxylfunktion

von Tyr60 sowie der Carbonylfunktion von Tyr60 und Ser396.

Die unterschiedliche Substratspezifitdt von hGAT1 im Vergleich zu LeuTa, ldsst sich insbesondere auf 3
Mutationen zurlickfiihren, bei denen Ser256 durch Gly297, Asn21 durch Tyr60 und Ile359 durch
Thrd00 ersetzt wird. Dadurch kommt es zur Ausbildung anderer Wasserstoffbriickenbindungen bzw.

elektrostatischer Wechselwirkungen in der Bindungstasche. (siehe Abb. 7)

Abb. 7: Bindungsmodus von Leucin in LeuT (a) und GABA in hGAT1 (b) nach Wein und Wanner”

Ein anderes in der Literatur publiziertes Homologie-Modell von hGAT1 basierend auf der
Kristallstruktur von LeuT liefert unter Beriicksichtigung von Docking-Experimenten und nachfolgender
molekildynamischer (MD) Simulationen Hinweise Uber den Bindungsmodus von GABA,
Nipecotinsdure und Tiagabin. °® Die Nipecotinsdure nimmt in den Docking-Experimenten zwei
unterschiedliche Bindungsposen ein. In der bevorzugten Bindungspose bildet die Carboxylgruppe
ionische Wechselwirkungen mit Nal und polare Wechselwirkungen mit Tyr140 und Gly65 aus, die
identisch sind mit denen die an hGAT1 gebundenes GABA mit der Carboxylgruppe eingeht. Der zum
intrazellularen Medium hin ausgerichtete Piperidinstickstoff bildet polare Wechselwirkungen zum

Carbonylsauerstoff von Tyr60 sowie der Seitenkettenhydroxylfunktion von Ser396.1°%

Tiagabin mit seiner grofRen lipophilen Seitenkette nimmt einen anderen Bindungsmodus, als dies bei

den kleineren Substraten wie GABA oder Nipecotinsdure der Fall ist, ein. Die (R)-Nipecotinsaure-
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Einheit von Tiagabin orientiert sich mit dem Piperidinstickstoff hin zur extrazelluldren Seite und bildet
eine Wasserstoffbriickenbindung mit Phe294. Die grofle hydrophobe Seitenkette ragt aus der S1
Bindungstasche heraus ins extrazelluldre Vestibil, wo sie durch aliphatische Seitenketten stabilisiert
wird. 8 Dieser Bindungsmodus erfordert eine Offnung des extrazelluldren Gates zwischen Phe294 und
Tyr140 und fihrt dazu, dass der Transporter in Anwesenheit von Tiagabin in der open-to-out

Konformation festgehalten wird.

s> g

8 <G> %
<P361> e o
<WG§> m
e

Abb. 8: Schematische Darstellung der Tiagabin Bindungspose B) im open-to-out model>®

Interessanterweise sind die Wechselwirkungen der Carboxylgruppe von GABA, (R)-Nipecotinsdure und
(R)-Tiagabin zu Tyr140 und Nal in allen Bindungsposen konserviert. Die (R)-Nipecotinsdure dockt
besser in die S1-Tasche durch polare Wechselwirkungen zwischen dem Piperidinstickstoff und dem
Carbonylsauerstoff von Tyr60 sowie der Seitenkettenhydroxylfunktion von Ser396, die mit denen in
unserem Model fur die Bindung von GABA iibereinstimmen. Bei dem vom Tiagabin bevorzugten
Bindungsmodus sind diese Wasserstoffbriickenbindungen nicht existent, sondern lediglich eine
Wasserstoffbriickenbindung zum Phe294. Es liegt daher die Vermutung nahe, dass die hohe Affinitat
des Tiagabins zur Substratbindungsstelle des Transporters durch die lipophile Seitenkette, die ins

extrazellulare Vestibll ragt, verursacht wird.

Dies fuhrte zu der Idee eine lipophile Seitenkette mit endstandiger Aryleinheit in die 4-Position der
(RS)-Nipecotinsaure einzufiihren. Derartig substituierte Verbindungen sollten ebenfalls den im
Modeling®® als vorteilhaft erwiesenen Bindungsmodus der (R)-Nipecotinsiure, bei dem der
Piperidinstickstoff zum intrazellularen Medium gerichtet ist, einnehmen wund zusatzlich
Bindungsenergie durch m-aliphatische und/oder n-n-Wechselwirkungen der lipophilen Seitenkette mit
der S2-Bindungstelle gewinnen. In Abb. 9 ist diese Bindungspose beispielhaft fir eine in 4-Position

substituierte Nipecotinsdure mit 4,4-Diphenylalkenyl-Seitenkette dargestellt.
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Abb. 9: Schematische Darstellung des Bindungsmodus von in 4-Position substituierter Nipecotinsaure

Man kann erkennen wie der Piperidinstickstoff (blau) polare Wechselwirkung mit den Aminosauren
Tyr60 sowie Ser396 bildet. Die Carboxylgruppe (rot) der Nipecotinsdure bildet Gber das Natriumion in
der Bindungstasche vermittelte Wechselwirkungen mit Tyr140 aus. Die Abbildung zeigt wie das Phe294
seitlich weggedreht und dadurch das extrazellulare Gate ge6ffnet ist. Die beiden aromatischen Reste
ragen in die groRe hydrophobe Tasche und sollen so zu einer Steigerung der Bindungsenergie im

Vergleich zur (R)-Nipecotinsadure fihren.

Fiir die Darstellung von Nipeotinsdurederivaten mit einem aromatischen Substituenten in 4-Position
sind unterschiedliche Verfahren literaturbekannt. Eine haufig verwendete Methode zur Darstellung

von 8 ist die Michael-Addition von Arylmagnesium-Reagenzien 7 an Arecolinderivate 6 (Schema 1).5*

62]

R4
A R4
| X
Z |
=
o MgBr o
(j)ko/R 7 _ O/R
N N
Me Me
6 8

Schema 1: Michael-Addition von Arylmagnesium-Reagenzien an Arecolinderivate
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Eine weitere Moglichkeit ist die mehrstufige Synthese ausgehend von Nicotinsduremethylester 9. Nach
Aktivierung des Pyridinringes durch Reaktion mit Chlorameisensdauremethylester kann die Kupfer-
katalysierte Addition des 4-Fluorophenylrestes zur Darstellung von 10 erfolgen. Durch darauffolgende
Hydrierung kann dann das Tetrahydropyridine 10 in das 4-arylsubstituierte 1,4-Dihydropyridin 11
Uberfihrt werden. Nach Reduktion kann schlielllich trans-4-Arylpiperidin-3-carbonsaurederivat 12

erhalten werden (Schema 2).1!

F F F
0] O O - O
X OMe OMe OMe OMe
N h h N
CO,Me CO,Me CO,Me
9 10 1 12

Schema 2: Synthese von 4-Arylpiperidin-3-carbonsdurederivaten aushehend von Nicotinsduremethylester

Ein anderes literaturbekanntes Verfahren zur Darstellung von  4-arylsubstituierten
Nipecotinsdurederivaten beruht auf der Negishi-Kupplung von funktionalisierten Arylbromiden 13 mit
dem Triflat 14. Nach magnesiumbasierter Reduktion der Doppelbindung von 15 und Isomerisierung

erhélt man den Ester 16 in der thermodynamisch bevorzugten trans-Konfiguration (Schema 3).1%

R R
X OMe
N
R I
Boc O H Q
14 X “OMe (j)kmwe
\ \
ZnBr Boc Boc
13 15 16

Schema 3: Synthese 4-Aryl substituierter Nipecotinsaurederivate (iber Negishi-Kupplung

Methoden, die es ermdoglichen funktionalisierbare Alkyl- oder Alkenylketten in die 4-Position von

Nipecotinsdurederivaten einzufiihren, sind bislang allerdings noch nicht bekannt.
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1.6 Inhibitoren der GABA Transportproteine

Aufgrund der Tatsache, dass eine gestorte GABAerge Neurotranmission an der Pathophysiologie einer
Vielzahl von Erkrankungen beteiligt ist, stellen GABA-Transportproteine interessante Targets fiir die

Wirkstoffentwicklung dar.

Ausgehend vom natiirlichen Substrat, der y-Aminobuttersdure, wurden acyclische GABA-Analoga
entwickelt, die jedoch keine Selektivitat fur die einzelnen Transportproteine zeigten und zusatzlich

Affinitdt zum GABAa-Rezeptor aufweisen.[®

Demgegeniiber haben sich die cyclischen Aminosduren Nipecotinsdure und Guvacin als besseres
Ausgangsmodell fiir die Entwicklung von GAT-Inhibitoren erwiesen. ¢ Allerdings sind diese relativ
klein und polar und liegen dadurch bei physiologischem pH-Wert als Zwitterionen vor. Um das damit
einhergehende Problem der geringen Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke zu beheben, wurden
lipophile Seitenketten am Piperidinstickstoff eingefiihrt.’®”! Dabei stellte sich heraus, dass neben der
ZNS-Gangigkeit geeignete lipophile Reste zu einer gewissen Subtypenselektivitat fiir die jeweiligen

Transporter flihren.

Bei den in der Friihphase der GABA-Transporterforschung entwickelten Inhibitoren stellte sich spater,

nachdem subtypenselektive Testsysteme erfassbar waren, heraus, dass sie mGAT1-selektiv sind.

1.6.1 MGAT1-selektive Inhibitoren

In Tabelle 2 sind eine Reihe mGAT1-selektiver Inhibitoren aufgefiihrt, von denen Tiagabin als Add-On-

Therapeutikum bei fokalen epileptischen Anfallen eingesetzt wird.
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Tab. 2: mGAT1-selektive Inhibitoren

@)

N
g B )
] s T
SKF-89976-A (rac-17)"! Tiagabin ((R)-5)!°® NO711(18) 1
GABA-Uptake Inhibition (plCso £ SEM)?
Verbindung
mGAT1 mGAT2 mGAT3 mGAT4
rac-17 6.16 £ 0.05 3.43+0.07 3.71+0.04 3.56 £ 0.06
(R)-5 6.88 £0.12 100 pm /50.3%° 100 um /64.1%° 100 um /73.4%"
18 6.83 £ 0.06 3.20£0.09 3.62£0.04 3.07+£0.05

a) Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die plCso-Werte mit unserem im Arbeitskreis etablierten Testsystem

ermittelt. b) Verbleibender 3[H]GABA-Uptake in Gegenwart von 100 um Testverbindung

Im Unterschied zu den einfachen cyclischen Aminosdure-Grundkdrpern wie Nipecotinsdaure oder
Guvacin zeichnen sich die Verbindungen durch einen N-Substituenten, bestehend aus einer flexiblen
vier bzw. finf-Atome langen Kette (Linker) mit einer Doppelbindung, die am Ende zwei aromatische

Reste tragt, aus.

Ausgehend von diesen Verbindungen gelang es Anderson et al. in einer Reihe von SAR-Studien
vielversprechende Derivate mit gesteigerter Affinitat zu mGAT1 zu entwickeln. Die Einfihrung eines
Sauerstoffatoms in die Seitenkette erwies sich hinsichtlich der Affinitat als vorteilhaft. Zudem miissen
sich die beiden aromatischen Reste am Ende der Kette nicht am selben C-Atom befinden, sondern
kénnen wie bei den Biphenyl-2-yl- oder 2-Benzylphenyl-Resten auch hintereinander geschaltet sein

(Abb. 10).
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Abb. 10: Neue Generation mGAT1 selektiver Inhibitoren!”?, 71

1.6.2 mGAT2-selektive Inhibitoren (BGT1)

Flir mGAT2 mangelt es bis zum jetzigen Zeitpunkt an Inhibitoren mit einer vergleichbaren Potenz wie
sie. mMGAT1-Inhibitoren besitzen. Die einzige mGAT2-selektive Substanz NNC05-2090 (21), besitzt

gegeniber den anderen GAT-Subtypen eine um den Faktor 10 grofRere Affinitdat zu mGAT2.

Eine mGAT1/mGAT2 gemischt-selektive Substanz EF1502 (rac-22) geht aus dem schwachen mGAT1-
Inhibitor N-Methyl-exo-THPO ((R)-23) hervor. Die Substanz (R)-23 besitzt eine hohere Affinitat zu

MGAT1 als zu mGAT2 und zeigt keine nennenswerte Inhibierung von mGAT3 und mGAT4.
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Tab. 3: GABA-Uptake Inhibitoren von mGAT2

OMe
HO

NNC05-2090 (21)72

EF1502 (rac-22)""?

N-Methyl-exo-THPO ((R)-23)!"4

GABA-Uptake Inhibition (plCso)

Verbindung
mGAT1 mGAT2 mGAT4
21 4.72° 5.85° 4.82°
rac-22 5.15? 4.59° <3.52°
(R)-23 3.35° <2.52° <2.52°

a) Keine SEM Werte in der Literatur b) pKi-Werte

Es sei darauf hingewiesen, dass die einzige potente mGAT2-selektive Verbindung 21 keine

Saurefunktion im Grundkorper enthalt. Dies legt die Vermutung nahe, dass die fiir eine besonders

starke Bindung an mGAT2 geeigneten Grundkorper —wie es Nipecotinsaure oder Guvacin fir mGAT1

sind- noch nicht gefunden wurden.

1.6.3 MGAT3-und mGAT4-selektive Inhibitoren

Im Arbeitskreis wurden von Kragler eine Reihe von Aminosauren als Grundstrukturen beziiglich ihrer

Selektivitdt und Potenz an mGAT3 und mGAT4 getestet. 7! Hierbei konnte fiir cis-4-Aminocrotonsiure

(24) eine deutlich gesteigerte Potenz an mGAT3 (plCso = 4.95) und mGAT4 (plCso = 4.93) im Vergleich

zu der an mGAT1 (plCso = 2.99) und mGAT2 (plCso = 3.67) ermittelt werden. Ausgehend von den

bekannten gemischt-selektiven mGAT3- und mGAT4-Inhibitoren B-Alanin (25) und (RS)-2,3-

Diaminopropionsdure (26) konnten zwei neue Grundstrukturen entdeckt werden. (RS)-Isoserin (27)

erwies sich als einer der potentesten Inhibitoren fiir mGAT3 (plCso= 4.87) und mGAT4 (plCso =4,78) mit
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klarer Subtypenselektivitat gegeniiber mGAT1 und mGAT2 (Faktor > 400). Dariliber hinaus konnte mit
(2-Amino-1,3-thiazol-4-yl)essigsdure (28) die erste mGAT3 selektive Aminosaure gefunden werden, die
jedoch mit einem plCsp von 3.36 nur geringe Potenz aufweist. Ebenfalls im Arbeitskreis fand Worlein
mit 3-Imidazol-2-ylpropionsaure (29) eine an mMGAT3 etwas potentere (plCso=4.54) Grundstruktur mit

annehmbarer Subtypenselektivitat. [®!

Tab. 4: Aminosduren mit mGAT3 bzw. mGAT4 Inhibition!”>!

/N COOCH COOH COOH
HoN COOH N HNT Y HNY
NH; OH

cis-4-Amino- R-Alanin (25) (RS)-2,3-Diamino-  (RS)-Isoserin (27)

crotonsaure (24)

N
HN—( fCOOH
s

(2-Amino-1,3-thiazol-

4-yl)essigsdure (28)

propionsaure (26)

<\H/W/\/COOH

N
3-Imidazol-2-yl-

propionsaure (29)

GABA-Uptake Inhibition (pICso £ SEM)?

Verbindung
mGAT1 mGAT2 mGAT3 mGAT4
24 2.99+0.04 3.67 £0.08 4.95+0.04 4.93+0.09
25 2.59+0.03 348+0.11 4.66 £ 0.06 4.46 +0.13
26 3.11+0.02 3.50+0.12 4.66 £ 0.08 5.05+0.02
27 2.33+0.05 3.39+0.11 4.87 £ 0.05 4.78+0.14
28 1 mM /98.2%" 1 mM /76.5%" 3.36+0.11 1 mM /54.6%"
29 1 mM /62.8%"° 3.28+0.12 4.54 +0.15 3.51+0.03

a) Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die plCso-Werte mit unserem im Arbeitskreis etablierten Testsystem

ermittelt. b) Verbleibender 3[H]GABA-Uptake in Gegenwart von 1 mM Testverbindung
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Tab. 5: GABA-Uptake Inhibition der Subtypen mGAT3 bzw. mGAT4

O @)

RS JU

N O OH O OH
H MeO N MeO N
; Q¢ $D
O
T O el T Y
OMe OMe
EGYT-3886 (30) 17 (S)-SNAP-5114 ((S)-31) "7 DDPM-1457 ((S)-32) 78
GABA-Uptake Inhibition (pICso £ SEM)
Verbindung
mGAT1 mGAT2 mGAT3 mGAT4
(30) 4.59° 4.41° 4.52¢ 4.34
(S)-31¢ 4.07 +0.09 100 pum /62.9%' 5.29 + 0.04 5.7140.20
(5)-32¢ 4.40+0.05 4.42+0.11 5.47 £0.02 5.87 £ 0.08

a) hGAT1; b) hBGT1; c) rGAT2 d) hGATS3; e) Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die plCso-Werte mit unserem im Arbeitskreis

etablierten Testsystem ermittelt; f) 3[H]GABA-Uptake in Gegenwart von 100 uM Testverbindung

Basierend auf EGYT-3886, einem Bicycloheptanderivat mit einer Dimethylaminoethanolseitenkette,
welches ein schwacher und unselektiver GABA-Transportinhibitor ist, entwickelten Dhar et al. eine
Reihe neuer GAT-Inhibitoren. Daraus ging einer der bislang potentesten und selektivsten mGAT4
Inhibitoren, (S)-SNAP-5114 ((S)-31) hervor. Ein entscheidendes Strukturmerkmal fiir mGAT4-
Selektivitat erscheint ein C2-Spacer mit einer terminalen Etherfunktion zu sein, der die Aminofunktion
der Nipecotinsdure mit einem methoxysubstituiertem Tritylrest verbindet. Weitere Studien in
unserem Arbeitskreis fihrten zu einem neuen potenten und subtypenselektiven mGAT4-Inhibitor,
DDPM-1457 ((S)-32). Das in (S)-SNAP-5114 ((S)-31) vorhandene Sauerstoffatom wurde dabei

zusammen mit der benachbarten Methyleneinheit durch eine Ethylenfunktion ersetzt.
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1.7 Konjugierte Addition an a.,B-ungesattigte Carbonylverbindungen

Im Jahre 1887 beschrieb Arthur Michael die basenkatalysierte Addition von CH-aziden Verbindungen
wie -Keto- und Malonsdureestern an Zimtsaureethylester in protischen Lésungsmitteln. Die als
Michael-Addition bezeichnete Reaktion umfasst heute neben der klasischen Addition stabilisierter
Enolate”32, die Addition von Enaminen®! und Silylenolethern®! an a,B-ungesittigte
Carbonylverbindungen und verwandte Akzeptorsysteme wie a,3-ungesattigte Nitrile und
Nitroverbindungen. Als konjugierte Addition bezeichnet man ganz allgemein Reaktionen bei denen ein
Nucleophil an ein ungesattigtes System, das in Vinylogie zu der elektronenziehenden Gruppe steht
(Michael-Akzeptoren), addiert wird. Dabei kdnnen nicht nur CH-azide Verbindungen sondern jegliche
Art von Nucleophilen zum Einsatz kommen.® Als ambidente Elektrophile kénnen Michael-Akzeptoren
wie 33 sowohl durch Addition am Carbonylkohlenstoff (1,2-Addition) unter Bildung eines Alkoholations
34 als auch durch konjugierte Addition in B-Stellung zur Carbonylgruppe (1,4-Addition) unter Bildung
eines Enolations 35 angegriffen werden (Schema 4). Das Alkoholation 34 kann in Abhédngigkeit von der
Nachbargruppe X entweder durch Protonierung in den Alkohol 36 oder durch Abspaltung von X in das
Keton 37 lbergehen. Aus dem Enolatanion 35 kann durch Protonierung das Michael-Additionsprodukt

38 entstehen.

Die Regioselektivitat der Addition ist dabei abhangig von der Reaktivitdt des Michael-Akzeptors und

des Nukleophils sowie von den verwendeten Reaktionsbedingungen. 2 &

R’I

X
OH
> szNu

R" X - 36

R, O
)\)J\
R2 Nu
37

1,2-Addition  R2 N> Ny

33 \ R2 R'I O_ R2 R'I 0]
—
1,4-Addition Nuj\/\x NUMX
35 38
Schema 4: 1,2-Addition versus 1,4-Addition

Unter thermodynamischer Kontrolle, das heif8t in der Regel bei h6heren Temperaturen und langeren
Reaktionszeiten, wird bevorzugt das thermodynamisch stabilere 1,4-Additionsprodukt gebildet.

Hierbei dient der Energiegewinn durch den Ersatz der Doppelbindung gegen eine neue C-C-
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Einfachbindung als Triebkraft der 1,4-Addition. Im Gegensatz dazu beglinstigen kurze Reaktionszeiten

und tiefe Temperaturen die Bildung des kinetischen Produktes, hier des 1,2-Additionsproduktes.

Wenn reaktive Carbonylspezies wie Aldehyde oder Saurechloride als Akzeptoren zum Einsatz kommen
steigt der Anteil der 1,2-Addition erheblich. Bei Verwendung von harten Nucleophilen (HSAB-Prinzip),
wie Organolithium- oder Grignard Reagenzien, verlaufen die Additionen ladungskontrolliert und es
erfolgt die Addition am Kohlenstoffatom mit der gréRten positiven Partialladung. Weiche Nukleophile
wie Organocuprate oder stabilisierte Carbanionen hingegen liefern bevorzugt das konjugierte
Additionsprodukt. Ein weiterer Faktor fir den regioselektiven Verlauf der Additionen sind sterische
Einflisse. Hierbei kdnnen sterisch anspruchsvolle Reste Ri und R, am B-Kohlenstoffatom die
konjugierte Addition erschweren und zum vermehrten auftreten der 1,2-Addition fiihren. Besitzt
hingegen das Nukleophil einen hohen sterischen Anspruch oder befinden sich groRRe Substituenten X

am Carbonylkohlenstoff so wird die 1,4-Addition begiinstigt.

Organolithium-#& 87! und Organomagnesium-Verbindungen®®°% finden als Reagenzien vielseitige
Anwendung in der organischen Chemie zur Knipfung neuer C-C Verbindungen. Im Jahre 1941
entdeckten Kharasch und Tawney®®, dass in Gegenwart katalytischer Mengen von Kupfer(l)-Salzen die
Addition von Grignard-Reagenzien an Michaelakzeptoren als 1,4-Addition erfolgt. Da Kupfer weniger
elektropositiv als Magnesium ist, werden C-Cu-Bindungen weniger polarisiert als C-Mg-Bindungen.
Organocuprate sind daher weichere Nukleophile als Grignard- bzw. Organolithium-reagenzien und
reagieren bevorzugt orbitalkontrolliert am -Kohlenstoffatom, welches laut Molekiilorbitaltheorie den

groRten Koeffizienten fiir das ,lowest unoccupied molecular orbital“ (LUMO) aufweist. &

Seit dieser Entdeckung wurde intensiv an der Verwendung von Kupfersalzen bei konjugierten
Additionen von Metallorganylen an Michael-Akzeptoren geforscht. Gilman berichtete 1952 von der
Darstellung eines l6slichen Cuprates aus zwei Aquivalenten Methyllithium und einem Aquivalent
Kupfer(l)-iodid in Ether.®? Besondere Bedeutung erlangte die Chemie der Organocuprate allerdings
erst nach 1966, als H. House die von Gilman hergestellten Cuprate eindeutig als ,lithium
diorganocuprate” identifiziert hat. 3 Er zeigte, dass konjugierte Additionen mit Gilman-Cupraten
oftmals in héheren Ausbeuten und mit groRerer Reproduzierbarkeit abliefen als Kupfer-katalysierte

Additionen von Grignard-Verbindungen.

Das Reaktivitatsprofil der konjugierten Addition kann durch viele verschiedene Parameter kontrolliert
werden. Hierzu zdhlen die Art des verwendeten Kupfersalzes CuX (X= Halogenid, Nitril, Thiocyanat etc.)
sowie das Verhaltnis zwischen dem Kupfersalz CuX und dem Metallorganyl R-M (wobei entweder
stochiometrische oder katalytische Mengen CuX verwendet werden kdnnen). Des Weiteren kdnnen
die Gegenionen welche sich durch die Darstellung aus RMgX oder RLi ergeben, die Verwendung von

Additiven und natiirlich die Wahl des Lésungsmittels (meist ein Ether) die Reaktiviit beeinflussen. %4
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Zu Beginn der Cupratforschung kam den Lithiumcupraten eine gréRBere Bedeutung als den
Magnesiumcupraten zu, was vor allem der héheren Reaktivitat der Lithiumderivate zuzuschreiben sein
diirfte. Allerdings haben sich in den letzten zwei Jahrzenten die Grignard-Reagenzien immer starker
durchgesetzt. Hierzu haben zum einen die Einfachheit ihrer Darstellung aus den entsprechenden

Halogenverbindungen sowie die breite Verfiigbarkeit als kdufliche Reagenzien beigetragen.

Mittlerweile sind eine Vielzahl von Methoden fiir die 1,4-Addition von Organocupraten an
Michaelakzeptoren bekannt, die sich nach der Struktur der Organokupferverbindung unterscheiden

lassen.

1.7.1  Organokupferverbindungen

1.7.1.1  Monoorganokupferverbindungen

Monoorganokupferverbindungen der allgemeinen Formel RCu (41) werden in der Regel durch Zugabe
eines Aquivalents Metallorgany! (RLi oder RMgX) zu einer Lésung oder Suspension der Cu(l)-Spezies in
einem &atherischem Losungsmittel bei tiefen Temperaturen hergestellt und besitzen haufig eine
polymere Struktur. lhre Reaktivitét ist meist gering, > Umsetzungen damit lassen sich jedoch durch

Zugabe von BFs;eEt,0 malgeblich verbessern. (,Yamamoto Methode“)(Schema 5). 1°¢

BF;® OEt,
RM + CuX —> RCu —— > RCu°*BF;
39 40 41 42
Schema 5: Allgemeine Darstellung von Monoorganokupferverbindungen

In dieser Form addieren sie erfolgreich an eine Vielzahl von Substraten verschiedener Substanzklassen,
auch oftmals mit gesteigerter Diastereoselektivitit bei gehinderten Substraten.® Keine Reaktion
erfolgt bei Verwendung dieser Methode jedoch mit wenig reaktiven Verbindungen wie o.p3-

ungesattigten Carbonsiureestern mit ringférmiger (endocyclischer) Doppelbindung.?”
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1.7.1.2 Lower order Organocuprate

Die breiteste Anwendung finden Cuprate mit der allgemeinen stéchiometrischen Zusammensetzung
R,CuM (M= Li, MgX). lhre Bildung erfolgt sehr einfach durch Zugabe von zwei Aquivalenten einer
Organolithium- oder Organomagnesium-Verbindung zu einem Kupfer(l)-Salz 40 in &therischen

Losungsmitteln wie Diethylether, Tetrahydrofuran oder Dimethylsulfid bei niedriger Temperatur

(Schema 6).
RM M
CuX —_— RCu + MX —m R,CuMeMX
40 41 43 44
Schema 6: Allgemeine Darstellung von Homocupraten

Die bekannteste Form sind die Homocuprate R,Culi, die zu Ehren ihres Entdeckers haufig als Gilman
Cuprate bezeichnet werden.®® Die lower order Organocuprate 44 besitzen eine erhéhte Nukleophilie,
groRere Stabilitdt und bessere Loslichkeiten als Monoorganokupfer-Verbindungen 41 und gehoren zu
den am vielfiltigsten einsetzbaren Cupraten, da sie mit vielen Akzeptoren gute Ausbeuten liefern.
190l Homocuprate haben jedoch den Nachteil dass sie nur einen Liganden iibertragen kénnen und damit

eines der beiden flr Herstellung verwendeten Metallorganyle ungenutzt bleibt.

1.7.1.3 Gemischte Organocuprate

Um die Menge an kostbarem, teilweise aufwandig herzustellendem Metallorganyl zu reduzieren, hat
Corey 1972 die gemischten Organocuprate 47 eingefiihrt (Schema 7).[2° Man verwendet dabei eine
Organokupferspezies 46 mit einem nicht Ubertragbaren-Liganden als ,Dummy” und addiert ein

Aquivalent des zu (ibertragenden Rests als Organolithium-Reagenz (45)

RTM + RDCU —_— RTRDCUM

45 46 47

Rt = Ubertragbarer Ligand
Rp = nicht Ubertragbarer Ligand ("Dummy")

Schema 7: Allgemeine Darstellung von gemischten Organocupraten
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Zu den verwendeten ,,Dummy“-Liganden zdhlen Alkine, Cyanide, Thiole, Dialkylamine und Phosphine
(2921 Dje Auswahl der Liganden erfolgte urspriinglich basierend auf ihrer Fahigkeit besonders gut an
Kupfer zu binden, bis die Erkenntnisse liber die Bedeutung der Cluster-Struktur fur die Reaktivitat der
Organocuprate den Einfluss des ,,Dummys” in gemischten Cupraten neu definiert haben.!*%! Nicht wie
zuerst angenommen die besonders gute Fahigkeit Kupfer zu koordinieren ist entscheidend!?Y,
sondern die Tatsache das der ,,Dummy“-Ligand eine Briicke zwischen Kupfer(lll) und dem Li-lon, das
an der Carbonylgruppe hangt bildet. Die starke koordinative m-Bindung zwischen einem
elektronenreichen Alkin oder Cyanid und dem Lithiumatom fiihren zur Stabilisierung des
Ubergangszustandes 50, der als direkter Vorldufer des Produktes 51 gilt. Der weniger verbriickende
Rest wird dann wesentlich selektiver mittels reduktiver Eliminierung auf das Substrat 48 ibertragen

(Schema 8).[1041 [105]

Li XL X=L \CUI\”\M Lio— + R—=cu
fry R \\S \ i- \‘\\ \\ Me —> _\—\
0 < -Me — | L O\\_‘A

Me

48 49 50 51 52

Schema 8: Dummy Effekt bei konjugierten Additionen

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass je nach verwendetem ,Dummy“-Liganden, die
Aktivierungsenergie fiir die Ubertragung des , iibertragbaren Liganden” variiert. Fiir die Ubertragung
einer Methylgruppe zum Beispiel, zeigten Alkinyl- bzw. Cyano-Liganden die groRte Stabilisierung des
vierfach koordinierten Kupfer-Komplexes sowie die niedrigsten Aktivierungsenergien und somit die
groRte Tendenz zur Ubertragung des dafiir vorgesehenen Restes.!'%! Generell besitzen die meisten
Dummy-Liganden einen stark orientierenden Effekt. Dies flhrt dazu, dass der zu lbertragende Rest
auf der Seite der Doppelbindung addiert wird, wo die koordinative Bindung des ,,Dummys“ mit dem

Enolat besteht.[%4
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1.7.1.4 Cyano-Gilman-Cuprate

Lipshutz berichtete 1981 von einer neuen Art von Cupraten der allgemeinen Formel R,Cu(CN)Li; 56,
die durch Addition von zwei Aquivalenten Alkyllithium zum CuCN (53) iiber die Zwischenstufe der

wenig reaktiven lower order Cyanocuprate (54) gebildet werden (Schema 9).[2¢”!

RLi RLj
CuCN —— > RCu(CN)Li — R,Cu(CN)Li, oder R,CuLi*LiCN
53 54 55 56
Schema 9: Allgemeine Darstellung von ,higher order” Cyanocupraten

Die sogenannten ,higher order” Cyanocuprate weisen eine teils hohere Reaktivitat im Vergleich zu
Gilman-Cupraten auf. Sie wurden fir ca. 30 Jahre intensiv erforscht, da sie angeblich einen dreifach
koordinierten Kupfer(l)-komplex als stabile Spezies beinhalten, der fiir die gesteigerte Reaktivitat
verantwortlich sein soll.® Allerdings wurde die postulierte Struktur 55 eindeutig mit Hilfe von
NMR-,[108 1091 |R_[110] ynd Réntgenkristallstrukturanalysen*1131 widerlegt. Zudem konnte gezeigt
werden, dass Gilman-Cuprate die mit Cul erzeugt wurden, dhnliche Reaktivitaten bei konjugierten
Additionen besitzen.'' Chemisch betrachtet handelt es sich nach heutigem Kenntnisstand bei der
reaktiven Spezies um Gilman-Cuprate im Gemisch mit LICN (53), die man heute als Cyano-Gilman-

Cuprate bezeichnet.[*'2 1]

Fir o,pB-ungesattigte Ester ist bekannt, dass bei Einsatz von Cyano-Gilman-Cupraten mit steigender
Substitution des Esters die Nebenreaktionen zunehmen.!*1® Insbesondere o,3- und B,B-disubstituierte
Ester liefern daher schlechte Ausbeuten, wofir vor allem aufeinanderfolgende 1,2 /1,4-und 1,2 /1,2-

Additionen, die als Nebenreaktionen ablaufen, verantwortlich sind.®

Welche Methode fiir Michael-Additionen verwendet werden kann, hdngt entscheidend von der
Reaktivitdt des Michael-Akzeptors ab. Die Reaktivitdt nimmt in folgender Reihenfolge ab: Aldehyd >
Keton > Ester > Amid. Sie korreliert mit der Fahigkeit ein zum Akzeptor benachbartes Carbanion zu
stabilisieren. Fiir Substrate mit relativ geringer Reaktivitdt als Michaelakzeptor wie o,B-ungeséattigte
Ester muss das gewdhlte Reagenz nicht nur die erforderliche Reaktivitat sondern auch Selektivitat zu

Gunsten einer 1,4-Addition gewahrleisten.
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1.7.1.5 Additive

Wenn die verwendeten Cuprate bei niedriger Temperatur eine zu geringe Reaktivitat besitzen oder bei
héherer Temperatur instabil sind, kann durch Zugabe von Lewis-Sauren wie z.B. BF;¢Et,0 oder TMSCI
evtl. die Reaktivitat erhéht werden.''”! Die Verwendung von Lewis-Sduren hat aber nicht nur den
Effekt die Michael-Addition zu beschleunigen, sondern kann auch die Stereochemie der Reaktion
beeinflussen. (128 Die reaktivitatssteigernde Wirkung von TMSCI ist sowohl fiir Kupfer-katalysierte
Additionen von Grignard-Verbindungen*'® 119! 3|s quch fiir Lithium-Organocuprate belegt.!*2% 121 Jper
den genauen Mechanismus wird dabei allerdings seit drei Jahrzehnten diskutiert.[1!8 121, 122] [123, 124]
Hierbei ist zu beachten, dass nur in THF und nicht in Ether konjugierte Additionsreaktionen

beschleunigt und die Selektivitit zu Gunsten der 1,4-Addition beeinflusst werden.11% 1241231

O|-~|_i\ OSiMe3 OSiMe3
RoCuLi-LiX s R Messicl
,--Clu--X E—— X —>
R cl_ R
R R
57 58 59 60
Schema 10: Mechanistische Beschreibung des TMSCI Effekts bei konjugierten Additionen

Neuere Studien schlagen die Silylierung eines Organokupfer-Keton-Komplexes 58 vor, der bei der
oxidativen Addition eines ,, Cuprats” an ein Keton 57 entsteht. Der daraus gebildete Silylenolether 59
liefert nach darauffolgender reduktiver Eliminierung das 1,4-Additionsprodukt 601*?%. Die Bildung des
Silylenolethers 59 ist irreversibel und verschiebt das Gleichgewicht zwischen Cyclohexenon (57) und
Cuprat-Additions-Intermediat 58 auf die rechte Seite und bedingt dadurch eine dramatische
Verbesserung der Reaktionsgeschwindigkeit (Schema 10).[11% 124 1251 Dahej besteht eine eindeutige
Korrelation zwischen der Silylierungsstirke des Reagenzes und dem AusmalR der

Reaktivititssteigerung.!*?’!
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2 Zielsetzung

2.1 Synthese in 4-Position substituierter Nipecotinsaurederivate

Ziel der vorliegenden Dissertation war die Synthese in 4-Position substituierter
Nipecotinsdurederivate, die auf I|hre biologische Wirksamkeit als Inhibitoren der GABA
Wiederaufnahme untersucht werden sollten. Die verfolgte Synthesestrategie sollte dem Anspruch
geniigen, Verbindungen mit unterschiedlicher Spacerlange, Sattigungsgrad der Seitenkette und
wechselnder Biaryl-Einheit mit Nipecotinsdure als pharmakologisch wirksamen Grundkorper

zugéanglich zu machen.

Basierend auf den ermittelten Affinitaten und Selektivitaten fiir die Targets mGAT1-mGAT4 sollte ein
Beitrag dazu geleistet werden, die Struktur und Pharmakologie der Transporter besser zu verstehen
und die Basis fir die im Arbeitskreis stattfindenden Untersuchungen zum ,,struktur-basierten Design”

zu verbreitern.

In Molecular-Modeling Studien des Arbeitskreises von Dr. Wein, wurde ermittelt, dass Verbindungen
mit der lipophilen Seitenkette in 4-Position der Nipecotinsdure als potentielle Inhibitoren der GABA
Wiederaufnahme fungieren kénnten. Analog zu den bekannten mGAT1 Inhibitoren SKF-89976-A (rac-
17)!%”! und der Substanz 61 sollten die Verbindungen beispielsweise eine Biarylalkenyl-Kette 62 in 4-
Position der Nipecotinsaure enthalten. Zudem sollten Verbindungen mit Dreifachbindung als linearem
Strukturelement 63 dargestellt werden, deren sterische und stereoelektronische Einflisse auf die

Bindungsaffinitdt ebenso untersucht werden sollten (Abb. 11).

O T
N N o o
) o o
O g N y
H H
rac-17 61 62 63

Abb. 11: Muster-Strukturen und allgemeine Struktur der Zielverbindungen
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Um die gewiinschten Zielverbindungen herzustellen, sollte als grundlegender Schritt die konjugierte

Addition von Metallorganylen an geeignete o, [3-ungesattigte Nipecotinsdureester dienen (Schema 11).

R! R!
o) Y 0 Y 0
N -
(j)kOMe R'YMgX ﬁj)kowle . (j)LOMe
_ >
N
l Cu(l)-Salz 'Tj N
R R R
64 R =Me cis-66yz trans-66yz
65 R =Boc cis-67yz trans-67yz
YR
az —(CHy);CH,R!
bz —(CH,),———R'
€z —(CH,);——=—R!
dz —(CH,),—R!
R1
_/:C/H
ez —(CHyp) R’
_/:C/H
fz —(CHa), R’
_/:C/H
gz —(CHy)s
Schema 11: Michael-Addition von Organomagnesiumcupraten an o,-ungesattigte heterocyclische Ester

Als zentrale Synthesebausteine zum Aufbau 3,4-disubstituierter Nipecotinsdurederivate sollten
insbesondere die N-Me bzw. N-Boc-geschiitzten Guvacinderivate 64 und 65 auf ihre Eignung
untersucht werden. Durch konjugierte Addition von, aus Organolithium- oder Grignard-Reagenzien
hergestellten, Organokupferverbindungen sollten sich selektiv Reste in 4-Position des Heterocyclen
einfihren lassen. Die Additionsprodukte entstehen immer als razemische Mischung zweier
Diastereomere und werden folglich mit cis und trans bezeichnet. Y steht dabei fir den eingefiihrten
Spacer, der an seinem terminalen Ende mit dem Rest R! substituiert ist. Jeder der beiden Bausteine
der lipophilen Seitenketten wird folglich durch einen Buchstaben in alphabetischer Reihenfolge

definiert.
Der Gesamtplan fiir die Synthese sieht wie folgt aus:

Im ersten Schritt der Synthese sollte eine Alkylkette mit verschiedenen Funktionalitaten in die 4-

Position der Guvacinderivate 64 bzw. 65 eingefliihrt werden. Die bei der 1,4-Addition zu erwartenden
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Gemische aus Diastereomeren sollten voneinander getrennt werden, um die reinen Diastereomere
dann als Bausteine, cis-66/67yz und trans-66/67yz, fir die nichsten Syntheseschritte einzusetzen.
Besonders vorteilhaft erschien die Addition eines Restes mit einer TMS-geschiitzten Dreifachbindung
unter Bildung von cis/trans-67bb. Durch Desilylierung kann die terminale Alkinfunktion freigelegt
werden (cis/trans-67ba). AnschlieBende Hydroborierung mit Pinacolboran sollte die (E)-
Vinylboronsdureester cis/trans-67ec liefern. In darauf folgenden Palladium-katalysierten Suzuki-

Miyaura-Kupplungen mit 68 sollten sich die gewiinschten Biaryl-Derivate cis/trans-67ez aufbauen

lassen.
SiMe3 H
O 0]
OMe OMe
e e
\ \
Boc Boc oc oc
cis/trans-67bb cis/trans-67ba cis/trans-67ec cis/trans-67ez
R’ R'
= =
0] (0]
OMe OH
—_— —_—
N N
H H
cis/trans-69ez cis/trans-70ez
Schema 12: Lineare Synthese von 4-substituierten Nipecotinsdurederivaten mit Alkenylspacer und
Biaryleinheit

Nach Abspaltung der Aminoschutzgruppe und Esterverseifung von cis/trans-69ez sollten die in 4-
Position substituierten Aminoséduren cis/trans-70ez mit Biaryleinheit zu erhalten sein. (Schema 12).
AuRerdem sollten die N-Me-substituierten Suzuki-Miyaura Produkte durch direkte Hydrolyse in die N-

Me-Nipecotinsauren mit w-Arylalkenyleinheit in 4-Position tberfihrt werden.
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Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand, wie bereits erwdhnt, in der Darstellung von Verbindungen mit
Dreifachbindung in der Seitenkette. Um zu diesen attraktiven in 4-Position substituierten
Nipecotinsdurederivaten zu kommen, sollten die entschiitzten terminalen Alkine cis/trans-67ba fir
Sonogashira-Kupplungen mit Aryliodiden 71 verwendet werden. Die gebildeten Kupplungsprodukte
cis/trans-67bz weisen mit der Dreifachbindung ein lineares Strukturelement auf, dessen sterische und
stereoelektronische Einfliisse auf die Bindungsaffinitat untersucht werden sollten. Wiederum sollten
durch Abspaltung der Aminoschutzgruppe und darauffolgender Hydrolyse von cis/trans-69bz die in 4-
Position substituierten Aminosduren mit einer Biaryleinheit cis/trans-70bz dargestellt werden
(Schema 13). AuRerdem sollten die aus den N-Methyl-substituierten Vorstufen erhaltenen
Sonogashira-Kupplungsprodukte durch direkte Hydrolyse in die entsprechenden N-Methyl-

Nipecotinsdauren mit w-Arylalkinyleinheit tGberfihrt werden.

H R! R’ R’
R1
0 [ O ) )
OMe 4 _ OMe OMe s OH

w w ;

Boc Boc H
cis/trans-67ba cis/trans-67bz cis/trans-69bz cis/trans-70bz
Schema 13: Lineare Synthese von 4-substituierten Nipecotinsaurederivaten mit Alkinylspacer und

Biaryleinheit
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3 Theoretischer Teil

3.1 Michael-Additionen von organometallischen Reagenzien an a,B-ungesattigte

Guvacinderivate

Wie bereits in der Einleitung beschrieben stellt die konjugierte Addition von Organocupraten an o, [3-
ungesattigte Cabonylverbindungen eine fundamentale Methode zur Kniipfung neuer C-C Bindungen

in der organischen Chemie dar.

Insbesondere Systeme mit geringer intrinsischer Reaktivitat, wie es bei o,3-ungesattigten Estern der
Fall ist, erfordern potente Methoden, die es erlauben, den gewlinschten Rest selektiv einzufiihren. Die
Verwendung von Kupfer-Salzen ist in diesem Zusammenhang zumeist essenziell, da wie in der
Einleitung erwahnt, die gebildeten Cuprate nicht nur eine abgemilderte Reaktivitat im Vergleich zu den
reinen organometallischen Reagenzien besitzen, sondern auch fiir die notige Regioselektivitat der
Additionsreaktion sorgen. So ist bei konjugierten Additionen von Organocupraten die 1,4-

Additionsreaktion der bevorzugte Reaktionsweg.

Fir a,B-ungesattigte Ester mit der Doppelbindung im Ringsystem, die in der Folge als cyclische a,p3-
ungesattigte Ester bezeichnet werden, sind bisher allerdings nur wenige Methoden zur konjugierten

Addition von Grignard-Reagenzien unter Kupferkatalyse bekannt.

Kozikowski beschrieb die Addition eines Phenylmagnesiumreagenzes an den heterocyclischen a.,3-

ungesattigten Ester Arecolin (64) ! (Schema 14).

Cl
2 Cl Cl
MgBr
H O O H O
72 ;
N OMe - OMe OMe
N -10 °C, 30 min N + N
) Et20 '\,/| |
Me e Me
74%
64 rac-73 rac-74

Schema 14: Additionsverfahren nach Kozikowski et al.
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Bei der Michael-Addition entstanden die Produkte rac-73 und rac-74 als Diastereomerengemisch.
Erstaunlicherweise wurden keine Kupfersalze zur selektiven konjugierten Addition benétigt. Die

Reaktion lief zligig und mit moderaten Ausbeuten ab.

Fiir Iso-Arecolin (77), einen mit dem Arecolin strukturverwandten Ester, mit einer Methylesterfunktion
in 4-Position des Heterocyclus, beschrieben Bosch et al. % die Michael-Addition des
Di-(ethyl)magnesiumcuprats 76, welches aus Ethylmagnesiumbromid und Kupfer(l)-iodid (75)

hergestellt worden war.

O-__OMe
X H
N Os__OMe Os__OMe
I
Me N
N
CH CH
4/ MgBr 77 s s
2 Cul = 2 (Et),CuMgBr - N * N
-30 °C /30 min -30°C,6h I I
Me Me
Et,O
75 76 80% rac-78 rac-79
Schema 15: Additionsverfahren nach Bosch et al.

Die Reaktion lieferte selektiv eine Mischung der gewtinschten Michael-Additionsprodukte rac-78 und

rac-79 mit 80% Gesamtausbeute (Schema 15).

Versuche, die mit Ethylmagnesiumbromid unter Verwendung katalytischer Mengen Kupfer(l)-chlorid
durchgefiuhrt wurden, lieferten hauptsachlich Mehrfachadditionsprodukte. Dabei folgte auf die
zunachst ablaufende 1,2-Additions-Eliminierungsreaktion eine Michael-Addition unter Bildung des

entsprechenden Ketons.[*®!

Eine weitere Methode wurde in den spiten achtziger Jahren von Kuwajima et al.*?®! beschrieben. Das
Verfahren basiert auf den von Corey entwickelten, gemischten-Cupraten®®? mit Kupfer(l)-

trimethylsilylacetylenid als ,,Dummy-Ligand“.
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CHj; CHjy
2 Aquiv. n-BulLi
H O 2 Aquiv. TMS—=—=—Cu O ﬁ\
OMe 3 Aquiv. TMSCI OMe " SNOMe

Et,O/THF,-78 °C, 1 h
-78°C zuRT, 4 h

80 80% rac-81 rac-82

Schema 16: Additionsverfahren nach Kuwajima et al.

Allerdings zeigten nur die aus lithiumorganischen Reagenzien hergestellten gemischten Cuprate die

notige Reaktivitdt, um in Gegenwart von Trimethylchlorsilan mit 80 gute Ausbeuten an den

diastereomeren konjugierten Additionsprodukten rac-81 und rac-82 zu liefern (Schema 16). Mit

Grignard-Reagenzien konnten jedoch trotz des massiven Uberschusses an daraus erzeugtem

gemischten Cuprat nur 8% an rac-81 und rac-82 erhalten werden.

Der Arbeitsgruppe um Sakata et al. gelang es, einen n-Butylrest an 80 zu addieren.* Die Methode

beruht auf dem katalytischen Einfluss von Kupfer(ll)-bromid und lieferte unter Verwendung von

Grignard-Reagenzien erheblich bessere Ausbeuten an an rac-81 und rac-82 als die Methode von

Kuwajima et al. (Schema 17).

H O 1.5 Aquiv. n-BuMgBr
0.05 Aquiv. CuBr,
OMe 3 Aquiv. TMSCI
Et,0, -45°C, 1 h
80 78%

Schema 17: Additionsverfahren nach Sakata et al.

rac-81

CHj

OMe

rac-82
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Im Jahre 2011 veroffentlichten Shi et al. als erste Arbeitsgruppe die Einflihrung des 4-Trimethylsilyl-
but-3-in-1-ylrests in 80.

SiMe, SiMe;
I I
Hoo 4 Aquiv. MesSi—=— o ~ o
0.05 Aquiv. CuBreMe,S :
OMe 5 Aquiv. TMSCI OMe OMe
THF, -40 °C, 8 h *

80 55% rac-83 rac-84

Schema 18: Additionsverfahren nach Shi et al.

Sie verwendeten einen vierfachen Uberschuss an Grignard-Reagenz und katalytische Mengen an
Kupfer(l)-bromid-Dimethylsulfid in Gegenwart von Trimethylchlorsilan. Die Ausbeute an rac-83 und

rac-84 lag jedoch bei nur 55% (Schema 18).

Es existieren eine Vielzahl an Methoden fiir die konjugierte Addition von Metallorganylen,
wobei es stark von der Reaktivitdt der Substrate abhangt, welche Methode geeignet ist. Bei der
Auswahl eines Verfahrens orientierte ich mich daher an Methoden, die sich mit cyclischen o,[3-

ungesattigten Estern befassen und dort als geeignet erwiesen haben.

Als Substrat wurde von mir der heterocyclische Ester Arecolin (64) eingesetzt. Zunachst wurde fir die
Reaktionen Butylmagnesiumchlorid als Modellnucleophil gewadhlt, um Aufschluss lber Ausbeute,

Regioselektivitat und Diastereoselektivitdt der Umsetzung zu bekommen (Schema 19).

CHs CHs

H o Q )/ Q
Xy~ “OMe OMe '
ﬁj/U\ Metallorganyl (R1Y|\4) " (j)LOMe

N THF oder Et,0 N N
Me Me Me
64 cis-66aa trans-66aa

Schema 19: Addition von Butylmagnesiumorganylen an Arecolin (64)
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Tab. 6: Addition von Metallorganylen an Arecolin (64)

NF. :\g%}ﬁ/lll)organyl (AR:?,g“),( : (Zgﬂjgl) LM T((eorg)p. D?#)er ngggll(t cis/trans® Ausl:;l;telbl
1 n-BuMgC| 2 - Et.0 -10 1.5 aa - 0
2 n-BuMgCl/CuBr!! 1.5 3 Et.0  -45 1 aa 17/83 52
3 (n-Bu)2CuMgClI®! 4 - Et,0 -30 6 aa 43/57 92

[a] Diastereomerenverhéltnisse basieren auf isolierten Ausbeuten [b] Kombinierte Ausbeute nach Reinigung durch
Saulenchromatographie [c] In Anlehnung an ein Verfahren von Kozikowski et al.[6% [d] In Anlehnung an ein Verfahren von
Sakata et al.[130 CuBr, 5 Mol-% [e] In Anlehnung an ein Verfahren von Bosch et al.[128] [f] Nur zuriickgewonnenes Startmaterial
[g] Isolierte Produkte entsprechen nicht dem 1,4-Additionsprodukt. Das Massenpektrum zeigt als Hauptpeak die Masse des

Produkts das aus der doppelten Addition des Nucleophils resultiert.

In ersten Versuchen wurde untersucht, ob die unkatalysierte Addition von Butylmagnesiumchlorid in
Diethylether gemaR der Vorschrift von Kozikowski et al.'®% (Schema 14) zu den 1,4-Additionsprodukten
cis-66aa und trans-66aa fihrt. Der Butylrest ist im Gegensatz zum Phenylrest, der in der
urspriinglichen Methode Verwendung fand, allerdings sterisch weniger anspruchsvoll. Die
Additionsreaktion verlief vermutlich deswegen sehr unselektiv. Neben zurlickgebliebenem

Startmaterial 64 konnten nur Mehrfach-Additionsprodukte erhalten werden. (Tab. 6, Eintrag 1)

Eine aus 6konomischen Gesichtspunkten interessante Methode ist die von Sakata et al. publizierte
konjugierte-Addition von Butylmagnesiumchlorid, die durch Kupfer(ll)-Bromid katalysiert wird und in

Gegenwart von Trimethylchlorsilan ablguft. 3%

Die Anwendung der Methode mit 64 als Substrat lieferte das gewlinschte Additionsprodukt als

Mischung von Diastereomeren cis-66aa und trans-66aa in 52% Ausbeute. (Tab. 6, Eintrag 2)

Versuche, die Ausbeute durch Verldngerung der Reaktionszeiten zu steigern, verliefen jedoch

erfolglos.

Die hochste Ausbeute an 1,4-Additionsprodukt konnte bei diesen Modellversuchen mit
Butylmagnesiumchlorid nach einem Verfahren von Bosch et al.[*?#/(Schema 15) erzielt werden. Durch
Verwendung eines hundertprozentigen Uberschusses an Di-(n-butyl)magnesiumcuprat in Ether konnte
Arecolin 64 mit einer Ausbeute von 92% zu den gewiinschten 1,4-Additionsprodukten cis-66aa und

trans-66aa umgesetzt werden. (Tab. 6, Eintrag 3)
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Wie in der Zielsetzung dargestellt, sollten mit Hilfe der Michael-Addition funktionalisierbare

Seitenketten, wie z.B. Alkine in die 4-Position des Guvacinderivats 64 eingefiihrt werden.

Als Metallorganyl kénnen dabei prinzipiell sowohl lithiumorganische Verbindungen als auch Grignard-

Reagenzien Verwendung finden.

Es ist bekannt, dass das Lithiumatom einen wichtigen Einfluss in der Addition von Cupraten an
Carbonylverbindungen hat. Allerdings lassen sich lithiumorganische Reagenzien nicht ganz so leicht
herstellen wie Grignard-Reagenzien. Als Reaktion kommt insbesondere der Lithium-Halogen-
Austausch in Frage. Hierzu werden entweder Bromide oder lodide mit einer anderen
lithiumorganischen Verbindung umgesetzt wobei es zur Bildung der gewliinschten
Organolithiumspezies sowie weiteren Nebenprodukten abhangig von der eingesetzten
Lithiumverbindung kommt.[*3Y Da es sich bei dieser Reaktion um eine reversible Reaktion handelt,
werden bei der Umsetzung von Alkylhalogeniden mit Alkyllithium-Reagenzien haufig nicht
zufriedenstellende Ausbeuten der gewiinschten Lithiumspezies erhalten.*3 Durch Verwendung von
primaren Alkyliodiden mit tert-Butyllithium lassen sich die Reaktionen jedoch irreversibel gestalten

und die gewiinschten Lithiumspezies kénnen in guten Ausbeuten gebildet werden.!*33!

Eine weitere Einschrankung ist, dass das eingesetzte Halogenid keine funktionelle Gruppe tragen
sollte, die vom Lithium angegriffen werden kdnnte. Zudem kann die Bildung des Reagenzes nicht in
THF durchgefiihrt werden, da dieses von Lithiumverbindungen bei zu hohen Temperaturen zersetzt

wird (Schema 20). 134

reverse [ 3+2]

O RH O,,_i Cycloaddition oL
=/

o (e}

+ Hzc:CHz
85 86 87 88

Schema 20: Zersetzung von THF durch Lithiumorganische Reagenzien

Ein weiterer entscheidender Nachteil ergibt sich bei der Verwendung von fiir das Synthesekonzept
relevanten, acetylenischen Alkyllithiumverbindungen. Phenyl- bzw. Trimethylsilyl-geschiitzte Alkine
mit einer Kettenldnge von 4-6 Kohlenstoffatomen, die das Lithium-Atom an endstandiger Position ()
tragen, cyclisieren in einer nicht-radikalischen Weise unter Bildung exocyclischer Alkene (Schema 21).
6-Trimethylsilylhex-5-in-1-yllithium (90), das aus dem entsprechenden Alkyliodid 89 gebildet werden

kann, cyclisiert bereits bei -78 °C innerhalb von zwei Stunden nahezu quantitativ zu 91. 5-
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Trimethylsilylpent-4-in-1-yllithium cyclisiert ebenfalls entsprechend zum Trimethyl-

(cyclobutylidenmethyl)silan. 3% 13€]

T™MS H
MesSi—— t-BuLi - MesSi—— |
\ e \ .
| n—C5H12 / Etzo Li
-78 °C
89 920 91
Schema 21: Zyklisierung von 6-Trimethylsilyl-hex-5-in-1-yllithium

Im Gegensatz dazu lassen sich Grignard-Reagenzien leicht aus den entsprechenden
Halogeniden herstellen und neigen nicht zu Cyclisierungen. Deshalb wurden in folgenden Reaktionen

die Organocuprate unter Verwendung der entsprechenden Grignard-Reagenzien hergestellt.

Aufgrund der Aciditdt des Alkinprotons (pKa~25) konnten natirlich nur Halogenide mit geschitzter
Alkinfunktion zur Darstellung der Grignard-Reagenzien hergenommen werden. Als geeignet erschien
die Verwendung der Trimethylsilyl-Schutzgruppe, da sie eine gewisse Basenstabilitdt besitzt und somit

bei der Darstellung des Grignard-Reagenzes nicht abgespalten werden sollte.

Zur Darstellung von 4-Trimethylsilylbut-3-in-1-ylboromid wurde in Anlehnung an ein Verfahren von
Gleiter und Fischer**”! das 4-Brom-but-1-in mit n-BuLi bei -78 °C fiir 1.5 h deprotoniert und die
intermediar gebildete Lithiumspezies bei 0 °C mit Trimethylchlorsilan abgefangen. Das 4-
Trimethylsilylbut-3-in-1-ylbromid wurde durch Vakuumdestillation gereinigt und mit einer Ausbeute

von 80-88% erhalten (Schema 22).

a) n-Buli
Br— THF,-78°C,1.5h Br—
——H > =——SiMe;
b) TMSCI, 0°C
92 RT, 18 h 93
Schema 22: Darstellung von 4-Trimethylsilylbut-3-in-1-ylbromid

Fiir die Darstellung von 4-Trimethylsilylbut-3-in-1-ylmagnesiumbromid sind bereits einige
Literaturverfahren bekannt!*37-13 die sich allerdings erheblich unterscheiden. Es ist bekannt, dass es

bei der Darstellung des Grignard-Reagenzes haufig zur Bildung von Nebenprodukten, insbesondere
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dem Wurz-Produkt, kommt.'¥® Daher musste zuerst die Bildung des entsprechenden Grignard-
Reagenzes optimiert werden. In Anlehnung an ein Verfahren von Prakash et al.'3® konnte schlieRlich
das 4-Trimethylsilylbut-3-in-1-ylmagnesiumbromid mit 80% Ausbeute generiert werden. Dazu wurde
4-Trimethylsilylbut-3-in-1-ylbromid in THF gel6st und innerhalb von 30 min zu einer Suspension von
zwei Aquivalenten Magnesiumspanen in THF getropft. Zum Starten der Grignard-Bildung wurde 1,2-
Dibromethan zugefiigt. Nach beendeter Zugabe wurde die Reaktionsmischung mit THF verdiinnt und

fur eine Stunde zum Ruckfluss erhitzt.

Der Gehalt des frisch hergestellten Grignard-Reagenz wurde stets unmittelbar vor der
Verwendung nach einer Vorschrift von Jones et al.'*Y durch Titration gegen Salicylaldehyd-

Phenylhydrazon bestimmt.

Die Methoden, die sich in Modellreaktionen zur konjugierten Addition von
Butylmagnesiumchlorid an Arecolin (64) bewahrt hatten (Tab. 6, Eintrag 2 und 3), wurden als Nachstes

auf Ihre Anwendbarkeit auf funktionalisierte Grignard-Reagenzien untersucht. (Schema 23)

SiMe3 SiM93
H (@) Me3Si — \ 0] :J O
MgBr B
XX OMe 94 OMe OMe
+
N Et,0 N N
64 cis-66bb trans-66bb

Schema 23: Addition von 4-Trimethylsilylbut-3-in-1-ylmagnesiumbromid an Arecolin (64)
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Tab. 7: Addition von Metallorganylen an Arecolin (64)

RMgX TMSCl  Temp. D Produkt Ausbeute
1 TMS! 'mp. Dauer Produkt ,
Nr. Metallorganyl (R'YM) (quiv.) (Aquiv.) (°C) (h) 66YRL cis/trans (%)
Me3Si—=—=—(CH,),MgBr 1.5 3 45 1 . - olbl
! CuBr,?
2 [Me3Si—==—(CH,),],CuMgBr{! 4 - -30 6 - - ol

[a] In Anlehnung an ein Verfahren von Sakata et al.[30] CuBr, 5 Mo-1% [b] Nur zuriickgewonnenes Startmaterial [c] In
Anlehnung an ein Verfahren von Bosch et al.[!28] [d] Isolierte Produkte entsprechen nicht dem 1,4-Additionsprodukt. Das
Massenpektrum zeigt als Hauptpeak die Masse des Produkts das aus der doppelten aus der doppelten Addition des

Nucleophils resultiert.

Bei Verwendung von 4-Trimethylsilylbut-3-in-1-ylmagnesiumbromid als Grignard-Reagenz wurde
unter Kupfer(ll)-bromid Katalyse jedoch kein Additionsprodukt erhalten, sondern lediglich nicht

umgesetztes Startmaterial 64 zurlickgewonnen. (Tab. 7, Eintrag 1)

Bei der Addition des Gilman-Cuprats, welches analog zu Tabelle 6, Eintrag 3, aus zwei Aquivalenten 4-
Trimethylsilylbut-3-in-1-ylImagnesiumbromid und einem Aquivalent Kupfer(l)-iodid in Ether gebildet
wurde, erfolgte eine mehrfache Addition des 4-Trimethylsilylbut-3-in-1-yl-restes (Tab. 7, Eintrag 2). Die
Reaktivitat scheint unter den gewdahlten Bedingungen zu hoch zu sein, um selektiv die gewlinschten
1,4-Additionsprodukte cis-66bb und trans-66bb zu generieren. Die 'H NMR-Spektren erlaubten keine
eindeutige Identifizierung der entstandenen Produkte. Es war allerdings erkennbar, dass das Integral
der Methylesterfunktion in Bezug auf die N-Methylgruppe deutlich zu gering und zudem das Integral
fir die Trimethylsilylgruppe in Bezug auf die N-Methylgruppe zu hoch war. Das Massenspektrum
lieferte zusatzlich Hinweise fir die Bildung von Mehrfachadditionsprodukten. Die zu den 1,2-und 1,4-

Additionsprodukten gehdrigen Massen stellten die Hauptpeaks im Massenspektrum dar.

Somit hatte sich gezeigt, dass die fiir die konjugierte Addition von Butylmagnesiumchlorid an Arecolin

ermittelten Ergebnisse nicht problemlos auf funktionalisierte Grignard-Reagenzien Ubertragbar sind.



42 Theoretischer Teil

3.1.1  Verwendung gemischter Organocuprate

Fiir acyclische Derivate wie Acrolein®*? und Acrylsduremethylester®® sind in der Literatur
bereits Verfahren zur Einflihrung des 4-Trimethylsilylbut-3-in-1-ylrestes in THF bekannt. Die Autoren
beschrieben die Verwendung einer , Trialkylcuprat-Spezies“ gebildet aus drei Aquivalenten Grignard-
Reagenz und einem Aquivalent Kupfer(l)-trimethylsilylacetylenid in Gegenwart verschiedener

Silylierungs-Reagenzien und Hexamethylphosphorsduretriamid (HMPTA).

Aufgrund (bereinstimmender Berichtel*?> 143! dass gemischte Organocuprate mit Trimethylsilyl-
acetylenid als ,,Dummy-Ligand“ und einem Uberschuss an Trimethylchlorsilan zur konjugierten
Addition an o,p-ungesattigte Ester fiihren kdnnen, wurde daraufhin versucht, das Grignard-Reagenz
unter Verwendung des ,Dummy-Liganden” zu addieren. Dabei besteht die Moglichkeit

stéchiometrische oder katalytische Mengen an Kupfer(l)-trimethylsilylacetylenid zu verwenden.

Das Kupfer(l)-acetylenid wurde dazu wie in Schema 24 beschrieben dargestellt und sofort weiter
v