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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Fluorimetrische Methoden

1.1.1 Fluoreszenz

Fluoreszenz ist definiert als die spontane Emission von Strahlung eines angeregten Molekiles
unter Beibehaltung der Spin-Multiplizitat.!"

Die vermutlich erste dokumentierte Beschreibung von Fluoreszenz geht zurick ins
16. Jahrhundert: Im Jahr 1565 beschrieb der spanische Physiker und Botaniker Nicolas
Monardes, dass ein wassriger Aufguss des Holzes vom Baum Lignum Nephriticum das
Wasser unter bestimmten Bedingungen blau erscheinen lieB.””! Die blaue Fluoreszenz wird,
wie man heute weil}, durch den Farbstoff Matlalin (1, Abb.1) hervorgerufen, der im Holz des
Baumes an sich nicht vorkommt, jedoch durch eine spontane Oxidation einer der Flavonoide

des Baumes im wassrigen Milieu entsteht.?!

Abb. 1: Matlalin, der Fluorophor aus Lignum Nephriticum.

Der Begriff der Fluoreszenz dagegen wurde erst im 19. Jahrhundert von Sir George Gabriel
Stokes, Physiker und Professor fur Mathematik an der Cambridge University, eingeflhrt. In
seiner berihmten Publikationen ,,On the refrangibility of light* im Jahr 1852 beschreibt Stokes
eine Reihe von Experimenten, mit denen er belegen konnte, dass Fluoreszenz eine Emission
von Licht ist bedingt durch Absorption von Licht.*! Zuerst nannte er das Phanomen noch
.Streuende Reflexion“ und stellte damals auch fest, dass die Wellenldnge des emittierten
Lichtes immer langer ist als die des absorbierten Lichtes. Diese GesetzmaRigkeit ist heute,
obwohl die Beobachtung eigentlich schon 1842 vom franzdsischen Physiker Edmond
Becquerel in seiner Arbeit Uber die Phosphoreszenz von Calciumsulfid verdffentlicht wurde,
als Stoke’sches Gesetz bekannt. Erst im zweiten Teil seiner Publikation 1853 fuhrte Stokes
den Begriff Fluoreszenz endgiiltig ein.®!

Unser heutiges Verstandnis von Fluoreszenz und Phosphoreszenz geht auf die Arbeiten von
F. Perrin und A. Jablonski zurlick. Das nach ihnen benannte Perrin-Jablonski-Diagramm, das
wichtige Ergebnisse zusammenfasst, veranschaulicht die Vorgange, die bei der Absorption
von Licht und der anschlie®enden Rickkehr des Systems in den Grundzustand ablaufen.

Diese seien hier kurz erlautert (Abb.2): (7]
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Abb. 2 Perrin-Jablonski-Diagramm.!

Ausgehend vom Singulet-Zustand Sy flhrt Absorption eines Photons zur elektronischen
Anregung eines Molekuls, das dadurch in den Si-Zustand oder hdher und die zugehdrigen
Vibrationszustande gelangt. Anschlieend kann das angeregte Molekul durch innere
Konversion (IC) strahlungsfrei von einem elektronischen Zustand zu einem mit gleicher
Spinmultiplizitdt wechseln (S; > Si, oder Si1 > So). Aullerdem kann das Molekul durch
Schwingungsrelaxation in den geringsten Schwingungszustand des nun erreichten
elektronischen Zustandes, in dem es sich befindet, Gbergehen. Kommt es jedoch zum
Ubergang von S1 auf Sp unter Emission eines Photons, so nennt man dies Fluoreszenz. Da
Fluoreszenz bis auf wenige Ausnahmen vom Singulet-Zustand S; ausgeht, ist das
Emissionsspektrum in der Regel unabhangig von der Wellenldange des absorbierten Lichtes.
Auch das Stoke’sche Gesetz lasst sich mit Hilfe des Perrin-Jablonski-Diagrammes erklaren:
Da das Molekll im angeregten Zustand, z.B. Si, erst in den niedrigsten Vibrationszustand
zurtckfallt und von dort in der Regel in angeregte Schwingungszustande des Grundzustandes,
ist die Wellenlange des emittierten Lichtes immer langer als die des absorbierten Lichtes.

Eine weitere Mdglichkeit, durch die ein Molekll wieder in den elektronischen Grundzustand Sy
kommen kann, ist das sogenannte Intersystem Crossing (ISC) gefolgt von Phosphoreszenz.
ISC ist ein strahlungsfreier Ubergang zwischen zwei energetisch gleichen
Vibrationszustanden, die zu verschiedenen elektronischen Zustanden mit unterschiedlicher
Spinmultiplizitat gehdren. So kann zum Beispiel ein Molekul vom untersten Vibrationszustand
des elektronischen Zustandes S+ durch ISC in den gleichen energetischen Vibrationszustand
des Triplettzustandes T1 gelangen und dann durch Vibrationsrelaxation in den geringsten
Schwingungszustand des Triplettzustandes T4. Findet nun ein Ubergang von T+ auf S unter

Emission eines Photons statt, so nennt man dies Phosphoreszenz.!”!
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1.1.2 Fluoreszenzanalyse

Schon fruh erkannte man das Potential und die Leistungsfahigkeit der Fluoreszenz fur
analytische Anwendungen. Eingefihrt wurde der Begriff der ,Fluoreszenzanalyse® von
F. Goppelsroder 1868 in seinen Arbeiten Uber das Auftreten von Fluoreszenz einer
Morinlésung, wenn man sie mit ,Thonerde“ (Aluminiumoxid) mischte.!"%""

Die Fluoreszenzspektroskopie, aber auch Fluoreszenzindikatoren und bildgebende Verfahren
beruhend auf Fluorophoren haben in vielen Bereichen der modernen Wissenschaft wie
Medizin und klinische Diagnostik, Biotechnologie, Molekularbiologie, Biochemie und der
analytischen Chemie groRe Bedeutung erlangt.l'? So auch die auf dem Forster-Effekt
beruhende Methode der Forster-Resonanz-Energie-Transfer-Messungen (FRET), zur

Bestimmung von Abstanden im atomaren Bereich.

1.1.2.1 Fluoreszenzspektroskopie
Der grundlegende Aufbau fur die Aufnahme eines Fluoreszenzspektrums ist in Abb. 3
dargestellt.

i Filter 1
Lichtquelle Probe

O]

[ Filter2

]

Detektor

Abb. 3 Typische Versuchsanordnung zur Aufnahme eines Fluoreszensspektrums.

Das Licht der Lichtquelle wird durch einen Filter 1 geleitet, so dass nur noch das Licht einer
bestimmten Wellenlange (monochromates Licht) durch die Probe strahlt. Oft wahlt man dabei
die Wellenlange, bei der die Probe ein Absorptionsmaximum besitzt. Der Detektor befindet
sich im rechten Winkel zur Messprobe, um eine Verfalschung des Messwertes durch nicht
absorbiertes Licht zu vermeiden. Bevor das Licht den Detektor erreicht, wird es nochmals
gefiltert. Dabei wird der Filter in der Regel so eingestellt, dass eine Wellenlange durchgelassen
wird, bei der die Emission ihr Maximum aufweist. Da die Fluoreszenzintensitat linear von der
Intensitat des eingestrahlten Lichtes abhangt (Formel 1) verwendet man als Lichtquelle
normalerweise Lampen mit einer hohen Lichtintensitdt wie zum  Beispiel

Xenonhochdrucklampen, Wolfram-Halogenlampen, oder es kommen Laser zum Einsatz.!"*!
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F=Iy*¢px*(2303*ex*xcxd)

mit: F Fluoreszenzintensitat
lo Intensitat des eingestrahlten Lichtes
[0} Fluoreszenzausbeute
€ molarer Absorptionskoeffizient der Substanz
c Konzentration

d Schichtdicke

Formel 1 Formel zur Berechnung der Fluoreszenzintensitat.

Der in der obenstehenden Gleichung beschriebene lineare Zusammenhang zwischen
Fluoreszenzintensitat, Konzentration und Intensitat des eingestrahlten Lichtes gilt nur bei
kleinen Konzentrationen, wenn der Anteil des emittierten Lichtes, das wieder absorbiert wird,
sehr klein ist. Auch kann es bei héheren Konzentrationen durch Kollisionsprozesse der
Molekule zur Fluoreszenzléschung (Quenching) kommen, die in obiger Gleichung nicht
bertcksichtig wird. Dabei wird die Energie von einem angeregten Molekil auf ein anderes
Ubertragen, so dass die Wahrscheinlichkeit fur die Emission eines Photons sinkt und der
angeregte Zustand strahlungsfrei in den Grundzustand Utbergeht.

Durch immer bessere und leistungsstarkere Laser sowie verbesserte Messtechniken liegen
die Nachweisgrenzen in der Fluoreszenzspektroskopie inzwischen bei 10° mol/L und unter
Verwendung von konfokalen Mikroskopen bis hin zu 1072 mol/L. Auch die Detektion von
einzelnen Molekilen ist durch Fluoreszenzspektroskopie méglich.”! Die niedrige
Nachweisgrenze und die relativ einfache Handhabung haben dazu gefiihrt, dass die
Fluoreszenzmikroskopie und Hochdurchsatzscreenings in vielen Bereichen der
pharmazeutischen Forschung zum Einsatz kommt oder zur Aufklarung von
Signaltransduktionswegen, der Bestimmung von Enzymaktivitaten,'*"® oder der

Durchfiihrung von Bindungsexperimenten verwendet wird.!'""®!

1.1.2.2 Forster-Resonanz-Energie-Transfer

Breite Anwendung finden Fluoreszenzfarbstoffe bei der Durchfihrung von Férster-Resonanz-
Energie-Transfer-Messungen (FRET). Oftmals auch falschlicherweise als ,Fluoreszenz
Resonanz Energie Transfer bezeichnet. Der Name dieser Methode geht im Wesentlichen auf
eine Veroffentlichung von Th. Fdrster in den Annalen der Physik im Jahr 1948 zu diesem
Thema zurlck.['"%

Unter FRET versteht man die strahlungsfreie Ubertragung von Energie eines Molekiiles im
elektronisch angeregten Zustand, dem sogenannten Donor, auf ein zweites Molekil, den
sogenannten Akzeptor. Bei einer typischen FRET-Messung verwendet man zwei
unterschiedliche Fluorophore Fi und F;, wobei das Emissionsspektrum von Fi mit dem
Absorptionsspektrum von F; Gberlappt. Anschlieend bring man nun F1 durch Absorption von
Licht der Wellenldnge A+ (vgl. Abb. 4, A) in den angeregten Zustand Fi (vgl. Abb. 4, B).

Befindet sich der Fluorophor F2 in raumlicher N&he zu F1" so wird die Energie strahlungsfrei
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von F1 auf F2 (ibertragen (vgl. Abb. 4, C). Im Anschluss kann dann die Emission von Licht mit
der Wellenlange A2, die der Emission von F2 entspricht, gemessen werden (vgl. Abb. 4, D).
Dabei ist es unerheblich, ob die beiden Fluorophore am gleichen Molekdl sind oder an zwei

unterschiedliche Molekule gebunden sind. In dieser Beschreibung entspricht F1 dem Donor

/TN

und F, dem Akzeptor.

M <10 nm
—>
F1 F1' F2
A C
A2
—_ >

Fq Fy
B D F2

F1: Donor

F2: Akzeptor

Fn": angeregter Zustand

Abb. 4 Prinzip des Forster-Resonanz-Energie-Transfer.

Damit die Energietibertragung von Fi auf F2 mdglich ist, sind folgende Bedingungen
Voraussetzung: das Emissionsspektrum des Donors F1 muss, wie schon erwahnt, mit dem
Absorptionsspektrum des Akzeptors F» Uberlappen und sowohl die Quantenausbeute von F4
als auch der Absorptionskoeffizient von F> mussen hoch sein. Zusatzlich mussen die Dipole
im Ubergangszustand von F1 und F, glinstig zueinander ausgerichtet sein oder zumindest F1
oder F, frei rotieren kénnen.”™ Heutzutage werden auch immer haufiger Lanthanoide als
Donoren verwendet, weshalb man inzwischen auch vom ,Lanthanide-based Resonance
Energy Transfer” (LRET) in der Literatur liest.

FRET tritt bei einem Donor-Akzeptor-Abstand von nur 1-10 nm auf und eignet sich somit
hervorragend um z.B Proteininteraktionen zu untersuchen,??? die Struktur der DNA zu
analysieren,?® und Konformationsdnderungen von Proteinen zu untersuchen.?*%?! Aber auch
die Aufklarung von Struktur- bzw. Konformationsénderungen von Transportern®?®! sowie die
Bestimmung von intramolekularen Distanzen innerhalb von Transportern?’29 jst mit Hilfe

dieses Prinzips mdglich.

Wie im vorhergehenden Absatz gezeigt ist es mdglich Proteine und Transporter mit Hilfe von

Fluoreszenztechniken zu untersuchen. Eine wichtige Gruppe von Transportern im
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menschlichen Kérper ist die Solute Carrier Family 6 (SLC6), da Vertreter aus der Gruppe
dieser Transporter im Zusammenhang mit einer Reihe von ernsthaften Erkrankungen stehen.
Dazu gehoéren unter anderem post-traumatische Belastungsstérungen, Zwangsstérungen,
Angst und Depressionen, das Tourette-Syndrom, Schizophrenie, Parkinson und Autismus,%
aber auch das Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitatssyndrom (ADHS),*"! mentale

[32]

Retardierung und Epilepsie. Aufgrund der groflen klinischen Relevanz dieser

Transporterfamilie wird im nachsten Kapitel ihre Struktur und Funktionsweise naher erlautert.

1.2 SLC-6 Transporter als Targets in pharmakologischen Studien

Die Solute Carrier Family 6 (SLC6) beinhaltet 20 strukturverwandte Symporter, die in
vier Untergruppen unterteilt werden konnen: Die Gruppe der GABA-Transporter, die die
Transporter fiur GABA, Betain, Taurin und Kreatin enthalt, die Gruppe der
Monoamintransporter fir die Monoamine Dopamin, 5-HT und Noradrenalin, die
Aminosauretransporter | fur Glycin, Prolin und neutrale bzw. kationische Aminosauren als
Substrate und die Aminosauretransporter |l fir Aminosauretransporter, die unter anderem im
Gehirn anzutreffen sind.[*3

Allen Transportern der SLC6 Familie ist gemeinsam, dass sie Na*-abhangige Cotransporter
sind und ihre Substrate aktiv gegen den bestehenden Konzentrationsgradienten in das Innere
der Zelle bringen und die daflr bendtigte Energie durch einen den elektrochemischen
Gradienten von Natriumionen nutzenden Symport aufbringen. Die unterschiedlichen SLCG6-
Transporter transportieren entweder ein, zwei oder drei Natriumionen, zusammen mit den
Substraten und viele transportieren zusatzlich noch ein Chloridion. Ein Transporter

transportiert noch gleichzeitig Kalium aus dem Inneren der Zelle nach aufien.!*¥

1.2.1 Struktur und Transportmechanismus der SLC6-Transporter

Die Strukturaufklarung der Transporter der SLC6 Gruppe begann mit der Klonierung und
Sequenzierung des Transporters rGAT1 durch Gustella et al. im Jahr 1990.%! Kurz darauf
gelang dies auch fir die Dopamin-®® Glycin-® Noradrenalin-*® und Serotonin-
Transporter.®® Die Untersuchung der Transporter lieferte grundlegende Erkenntnisse zur
Struktur der SLC6-Transporter und man postulierte schon damals die Existenz von 12
transmembrandren Domanen (TMs) in der Tertiarstruktur. Jedoch konnte bis zu diesem
Zeitpunkt noch keine Kristallstruktur der Transporter gewonnen werden, um diese These zu
untermauern.

Erst 15 Jahre spater gelang Yamashita et al. die Kristallisation des Leucin-Transporters
LeuTas, gewonnen aus dem Bakterium Aquifex aeolicus und die Aufnahme einer Roéntgen-
Struktur-Analyse in hoher Auflésung (1.65 A ). Durch diese Arbeit konnten die
12 transmembranaren Domanen (TMs) bestétigt werden. Diese weisen fast alle durchgehend

eine a-helicale Struktur auf, lediglich die TMs 1 und 6 haben im mittleren Bereich eine nicht
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helicale Struktur. Die TMs sind durch hydrophile intra- und extrazellulare Schleifen miteinander
verbunden und sowohl der C- als auch der N-Terminus des Transporters befinden sich
intrazellular (Abb. 5).

Bl B2 EL3

EL4b EL4a

Abb. 5 Die 12 TMs des LeuTaa nach Yamashita et al.*

Durch die Kristallstruktur von LeuTas konnte gezeigt werden, dass der Aufbau der Transporter
der SLC6-Familie einer “5+5-helicalen® Anordnung entspricht. Die TMs 1-5 und TMs 6-10
bilden zwei helicale Blndel, die zueinander antiparallel angeordnet sind und durch Drehung
um 180° um eine pseudo-C2-Symmetrieachse ineinander Uberfihrt werden kdnnen. Die TMs
11 und 12 stehen am Rand des 5+5-Gerlistes und scheinen fir den Transport des Substrats
nur eine untergeordnete Rolle zu spielen, haben aber wahrscheinlich einen Einfluss auf die
Regulation des Transporters. In den TMs 1 und 6 des Transporters ist die helicale Struktur
unterbrochen und sie bilden zusammen mit den TMs 3 und 8 den wesentlichen Teil fur die
Bindetasche (S1) fiir die Substrate.*"! In der Zwischenzeit konnten sowohl der Dopamin- sowie
Serotonintransporter der SLC6-Familie erfolgreich kristallisiert werden.[*>43!

Es wird neben der Bindetasche S1 eine weitere Bindetasche S2 vermutet, die sich getrennt
von S1 im extrazellularen Vestibil befinden soll. Die Existenz dieser Bindetasche S2 wurde
zuerst von Shi et al. postuliert, gestitzt auf experimentelle Daten und computergestitzte

144 Es wird angenommen, dass die Bindung eines zweiten Leucin Molekiles an die

Analysen.
Bindetasche S2 zu Konformationsanderungen fihren, die bewirken, dass das Substrat im

intrazellularen Raum freigesetzt wird (Abb. 6).
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extracellular
vestibule

Abb. 6 Darstellung der zweiten Bindetasche S2 nach Shi et al.l*l

Bis jetzt konnte jedoch keine Kristallstruktur von LeuTaa gefunden werden, bei der die S2-
Tasche mit Substraten besetzt ist. Wird der Transporter jedoch in Gegenwart von Inhibitoren
kristallisiert, so finden sich diese in der Kristallstruktur in der S2-Tasche.*>*®! Aufgrund dieser
Beobachtungen wird neben dem ,alternate access” Modell, das spater diskutiert wird, ein
allosterischer Transportmechanismus fiir die Transporter vermutet.*”! Da jedoch noch nicht
vollstéandig geklart ist, ob es die S2-Bindetasche tatsachlich gibt und welche Rolle sie spielt,*®
> wird im Folgenden nur das ,alternate access“-Modell fiir den transmembranaren Transport
vorgestellt.

Das ,alternate access“-Modell postuliert zwei verschiedene Konformationen des Transporters.
Jede von ihnen 6ffnet die zentral gelegene Bindetasche entweder zur zytoplasmatischen Seite

der Zellmembran oder zur AuRenseite (Abb. 7).

A B

Y ° symport
out i ; i
U=
T 1 #
out

" i =| 1%

n o + ~

F] )

D C Rot: Substrat

Blau: lon (Na*, bzw. KV

Abb. 7 Das ,alternate access"-Model.3¥

Eine Konformationsanderung zwischen diesen beiden Zustanden des Transporters ermdglicht
es dem Substrat durch die Membran zu gelangen. Der Symport von Na* und Substrat durch
die Membran sollte also nur dann erfolgen, wenn beide gebunden sind (Abb. 7). Ohne
gebundenes Substrat befindet sich der Transporter in einer zur extrazellularen Seite
gedffneten Konformation (A). Durch Bindung von Substrat und lon (B) durchlauft der

Transporter eine Konformationsanderung, bei der der Transporter zur intrazellularen Seite der
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Membran gedffnet wird (C). Anschliel3end diffundieren Substrat und lon aus der Bindetasche
des Transporters (D). Nachdem Na* und das Substrat in das Zytoplasma gelangt sind kehrt
der Transporter in die Konformation (A) zurtick, bei der die Offnung nach aufRen gelegen ist

und steht fiir einen neuen Transportzyklus bereit.*4

Fir LeuT konnten Krishnamurhty und Guoaux Kristallstrukturen in drei verschiedenen
Konformationen gewinnen und die Konformationsanderungen wahrend des Transportes in

LeuT aufklaren.®

Der Forschungsschwerpunkt im Arbeitskreis und dieser Arbeit liegt bei der Untersuchung und
Entwicklung von Liganden der verschiedenen Subtypen der GABA-Transportproteine (GAT1-
4). Darum wird im Folgenden nach der sehr allgemeinen Vorstellung der SLC6-Transporter

spezifisch auf die GAT eingegangen.

1.3 Die GABAergen Transporter

Wie bereits erwahnt handelt es sich bei den GABA-Transportern (GAT) um eine Untergruppe
der SLC6-Famile. Es konnten vier verschiedene GAT-Subtypen identifiziert und kloniert
werden. Da diese aus dem zentralen Nervensystem (ZNS) unterschiedlicher Sdugetierarten
gewonnen wurden, existieren fir die Transporter unterschiedliche Nomenklaturen (siehe
Tabelle 1). Neben den speziesspezifischen Nomenklaturen gibt es noch die Nomenklatur der
Human Genome Organisation (HUGO), nach der die Transporter als GAT1, BGT1, GAT2 und
GAT3 bezeichnet werden. (vgl. Tabelle 1, Eintrag 4). Streng genommen gilt diese
Bezeichnung nur fir die humanen Transporter, sie wird jedoch oft auch als

speziesunabhangige Nomenklatur verwendet.

Tabelle 1 Nomenklatur der GAT Subtypen.

Eintrag Spezies GAT-Subtyp
1 Maus mGAT1 mGAT2 mGAT3 mGAT4
2 Ratte rGAT-1 rBGT1 rGAT-2 rGAT-3
3 Mensch hGAT-1 hBGT1 hGAT-2 hGAT-3
4 HUGO GAT1 BGT1 GAT2 GAT3

Im weiteren Text wird die Bezeichnung der Transportproteine bei der Maus (vgl. Tabelle 1,
Eintrag 1) verwendet, da die in dieser Arbeit synthetisierten Molekule in unserem Arbeitskreis

an Transportern aus der Maus getestet wurden.

Die Transportertypen mGAT1 und mGAT4 kommen ausschlieBlich im Gehirn vor. Dabei ist
jedoch mGAT1 der dominierende Transportertyp im Gehirn. Dort findet man ihn vor allem im
Neocortex, Hippocampus, Cerebellum, den Basalganglien, dem Hirnstamm, dem

Riickenmark, dem Bulbus olfactorius und der Retina.®® mGAT4 dagegen findet man auch in
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der Retina, dem Bulbus olfactorius dem Hirnstamm, im Diencephalon und in geringen Mengen
auch im Hippocampus und im Cortex.”® Die Konzentration der beiden Subtypen mGAT2 und
MGAT3 ist im Gehirn dagegen sehr gering und auf die Leptomingen, d.h. die Pia mater und
die Arachnoiedea mater, sowie ein paar spezielle BlutgefaRe beschrankt. Sie sind
hauptséchlich in der Leber und im geringen MaRe in der Niere vorzufinden.®*>°

Stand der aktuellen Forschung ist, dass die beiden Subtypen mGAT2 und mGAT3, anders als
urspriinglich angenommen,®®*" keine signifikante Rolle in der Regulation der GABAergen
Neurotransmission einnehmen. Man geht heute davon aus, dass mGAT2 in Leber und Niere
als Betain-Transporter fungiert, um so die Blutkonzentration von Betain niedrig zu halten und
mMGAT3 dagegen in beiden Organen vor allem als Taurin-Transporter vorkommt und die
Konzentration von Taurin und GABA im Blutplasma niedrig halt. Im Gehirn transportiert

mGAT3 vor allem Taurin und spielt als GABA-Transporter keine wesentliche Rolle 4]

Fir die Entwicklung eines fluoreszenz-basierten Assays flr die GABA-Transporter oder um
FRET- bzw. LRET-Techniken an diesen Transportern zu nutzen, ist es notwendig
Fluoreszenzliganden zu entwickeln, die selektiv und gut an die unterschiedlichen GAT binden.

Das nachste Kapitel gibt eine kurze Ubersicht tiber bereits bekannte potente Inhibitoren.

1.3.1 Subtypenselektive Inhibitoren der GAT
Die Entwicklung subtypenselektiver Substanzen begann mit der Untersuchung von

Muscimol (3), einem Naturstoff, der aus dem Pilz Amanita muscaria gewonnen werden kann,

einem cyclischen Strukturanalogon der y-Aminobuttersaure (GABA 2, Abb. 8).

0O

H2N\/\)J\
OH

GABA (2)

Abb. 8 y-Aminobuttersaure.

Bei (3) handelt es sich sowohl um einen GABAa-Rezeptoragonist, als auch um einen GABA-
Uptake Inhibitor. Ausgehend von der Grundstruktur von Muscimol (3) wurden die beiden
Isomeren  4,5,6,7-Tetrahydroisoxazol[5,4-c]pyridin-3-ol  (THIP, 4) und 4,5,6,7-
Tetrahydroisoxazol[4,5-c]-pyridin-3-ol (THPO, 5) entwickelt. Bei 4 handelt es sich um einen
selektiven GABAa-Agonist, wohingegen 5 ein selektiver GABA-Reuptake Hemmer ist. Die
beiden Wirkungen von Muscimol konnten somit getrennt werden. Durch weitere
Strukturvariationen von 5 fand man dann die deutlich potenteren und fir GABA spezifischen
Uptake-Inhibitoren Guvacin (6) und (R)-Nipecotinsaure ((R)-7) (Schema 1).
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o—N
M—on
HoN S

Muscimol (3)

THIFI‘D (4) TIEIPO (5) Guvacin (6) (R)-Nipecotinsaure
((R)-7)

Schema 1 Entwicklung der Grundkdrper selektiver GAT Inhibitoren.
Diese Verbindungen liegen jedoch bei physiologischem pH-Wert als Zwitterionen vor, die zu
polar sind, um durch die Blut-Hirn-Schranke zu gelangen. Um dieses Problem zu umgehen,
begann man vor knapp 30 Jahren, die ersten lipophilen Derivate von 6 und 7 zu entwickeln."
Dabei zeigte sich, dass die Einfihrung von kleinen Resten wie einer Methylgruppe am
Stickstoff die inhibitorische Potenz der Verbindungen verringert, grofle, sterisch
anspruchsvolle Reste fihren jedoch zu einer deutlichen Erhéhung der Wirksamkeit.®® Durch
Variation der Reste kann, wie im nachsten Kapitel gezeigt wird, auch eine gewisse Selektivitat

fur die verschiedenen Subtypen erreicht werden.

1.3.1.1 mGAT1-selektive Inhibitoren
Fir die neuronale Wiederaufnahme von GABA aus dem synaptischen Spalt ist der Subtyp

MGAT1 der wichtigste. Bei den meisten potenten Derivaten, die an mGAT1 binden, handelt
es sich um lipophile Derivate von 6 und 7. Diese Verbindungen enthalten im Allgemeinen ein
cyclisches Amin und eine Alkylkette, die mit einem aromatischen Rest verbunden ist.®" Die
bekanntesten Derivate, die diesem einfachen Bauplan folgen und Selektivitat fir mGAT1
besitzen sind SKF-89976A (8), Tiagabin ((R)-9), CI-966 (10) und NO-711 (11) (Tabelle 2).1°4
Tiagabin muss aus dieser Reihe noch einmal besonders hervorgehoben werden, da es als
erster GABA-Uptake-Inhibitor unter den Handelsnamen Gabitril® sowohl in den USA als auch
in Deutschland als Antiepileptikum zur add-on-Therapie von fokalen Anféllen zugelassen

wurde.
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Tabelle 2 mGAT1 selektive Inhibitoren
o] 0o o] o]

g U o gUT

CF3

SKF-89976A Tiagabin Cl-966 NO-711
(8) ((R)-9) (10) (11)

Uptake Inhibition (pICso £ SEM)®
Eintrag Verbindung
mGAT1 mGAT2 mGAT3 mGAT4

1 8 6.16+0.05 3.43+0.07 371004 3.56+0.06
100uM/  100uM/ 100 uM/
2 (Ry9 ~ 6.88£012  ‘gha06  gaqob  73.49®
100 uM / 100 uM /
3 10 6.75:0.00 ookl a19x007 PO,
4 11 6.83+0.06 3.20+0.09 3.62+0.04 3.07 +0.05

@ Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die aktuellsten Werte gemessen an unserem Arbeitskreis verwendet
®Verbleibender [*H]GABA-Uptake in Gegenwart von 100 uM Testsubstanz

Ausgehend von diesen ersten auch in vivo potenten Inhibitoren entwickelte die Gruppe von
Andersen et al. eine Vielzahl neuer Inhibitoren, die den Uptake von GABA aus dem
synaptischen Spalt spezifisch an mGAT1 hemmen. Bei den meisten Verbindungen handelt es
sich auch hier um Derivate der Nipecotinsaure (rac-7 oder (R)-7), die am Stickstoff einen Alkyl-
Spacer tragen, an dessen Ende sich zwei aromatische Reste befinden. Intensive
Untersuchung der Struktur-Wirkungs-Beziehungen zeigten, dass sich die Einflihrung von
Heteroatomen mit freien Elektronenpaaren zum Beispiel in Form einer gesattigten Ether- oder
einer Vinylether-Einheit in einen um ein bis zwei Atome verlangerten Spacer zwischen
Nipecotinsaure und aromatischen Rest vorteilhaft auf die biologische Aktivitat auswirkt. Die
aromatischen Reste missen dabei auch nicht ,symmetrisch® am terminalen C-Atom der
Alkylkette hangen, sondern kénnen auch ,asymmetrisch* angeordnet sein.®" 6371

Einige Vertreter dieser Inhibitoren zeigt Abb. 9. Bemerkenswert ist dabei die Tatsache, dass
Verbindung ((R)-12) im Vergleich zu Tiagabin eine deutlich héhere Aktivitat an mGAT1 zeigt,
obwohl sie sich von Tiagabin nur durch einen zusatzlichen Sauerstoff, wodurch eine Vinylether

Gruppe entsteht, unterscheidet.
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0
OH EjJ\OH
HN
o)

(R)-12 (R)>-13 (R)-14
pICso (MGAT1) = 7.85 pICso (MGAT1)=6.96  plCso (MGAT1) = 7.00

Abb. 9 Neuere potente mGAT 1-Inhibitoren. Die pICso-Werte wurden aus den publizierten ICs-Werten berechnet. 6547

1.3.1.2 mGAT2-selektive Substanzen

Es ist bis heute nicht bekannt, ob mGAT2 pharmakologisches Potential besitzt. Es sind auch
nur wenige mMGAT2 selektive Inhibitoren bekannt. Eine der ersten mGAT2 selektiven
Substanzen ist das von Thomson et al. entwickelte NNC 05-2090 (15, Tabelle 3, Eintrag 1)
das eine mindestens um den Faktor 10 hdhere Affinitdt zu mGAT2 besitzt als zu den anderen
Subtypen.l®® Clausen et al. entwickelten ausgehend von der nur schwach wirksamen
Aminosaure (RS)-N-Methyl-exo-THPO (rac-16, Tabelle 3, Eintrag 2) die Substanz EF1502
(17, Tabelle 3, Eintrag 3), die sowohl an mGAT1 als auch an mGAT2 aktiv ist, dafur nur eine
geringe Inhibition von mGAT3 und mGAT4 bewirkt.® Im Jahr 2014 wurde von Kobayashi et
al" ein chiraler Bicyclus gefunden (18, Tabelle 3, Eintrag 4), der mit einem plCso-Wert von
6.23 eine sehr hohe inhibitorische Potenz an mGAT2 hat und an den Ubrigen Subtypen nur
eine sehr geringe bis keine inhibitorische Potenz zeigt. Im selben Jahr wurde von Al-Khawaja
et al" die cyclische Verbindung (19, Tabelle 3, Eintrag 5) publiziert, die eine ahnlich gute
Selektivitat bezlglich mGAT2 zeigt wie 18, allerdings eine deutlich geringere inhibitorische

Potenz aufweist.

Bei naherer Betrachtung der Strukturen (15) und (rac-17) fallt auf, dass diese sich stark von
den Inhibitoren der anderen Subtypen unterscheiden. Bei NNC 05-2090 (15) ist keine
Saurefunktion vorhanden, wahrend die Saurefunktion bei EF1502 (rac-17) bioisoster durch
einen annelierten Isoxazolring ersetzt ist. Bisher sind keine detaillierten Studien zur Struktur-
Wirkungs-Beziehung (SAR) fur mGAT2 bekannt. Diese Beispiele zeigen jedoch, dass sowohl
Aminosaureeinheit als auch der lipophile Rest einen groRen Einfluss auf die

Subtypenselektivitat besitzen.
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Tabelle 3 mGAT2 selektive Substanzen.

HO |
CHs

9
.

HO HN

CHs
NNC 05-2090 (15) N-Me-exo-THPO EF1502 (rac-17)
(rac-16)
(0]
o ﬁ)‘\
HN OH
(18) (19)

Uptake Inhibition (pICso)?
mGAT1 mGAT2 mGAT3 mGAT4

Eintrag Verbindung

1 15 4.72 5.85 4.39 4.82

2 rac-16° 3.35 <2.52 <2.52 <2.52
3 rac-17° 5.15 4.59 <3.52 <3.52
4 18° <4.00 6.23 <4.00 412

5 19° <3.00 56+0.11 4.410.09 4.0+0.03

@ Keine SEM-Werte in der Literatur angegeben
b Die plCso-Werte wurden aus publizierten Werten berechnet 871

1.3.1.3 mGAT3- und mGAT4-selektive Substanzen

Selektive und hoch affine Verbindungen, die an mGAT3 bzw. mGAT4 binden, sind bis heute
nicht bekannt. Dhar et al. entwickelten ausgehend von EGYT-3886 (20, Tabelle 4), einem
bicyclischen Cycloheptanderivat, das Affinitdt zu allen vier GABA-Transportersuptypen

aufweist (Tabelle 4, Eintrag 1), als Leitstruktur eine Reihe neuer Inhibitoren.
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Tabelle 4 mMGAT3 und mGAT4 selektive Verbindungen.
(@]

gnes
Qs

OH
Hj

C CHs MeO O
9\1/ HN
(@) (0]

OMe OMe
EGYT-3886 (S)-SNAP 5114 SNAP 5294
20 (S)-21 rac-22
I I
oh oh
MeO MeQO
N N

¥ 9,

O
O ) O
OM

e OMe
DDPM-859 DDPM-1457
(S)-23 (S)-24

Uptake Inhibition (pICso* SEM)
mGAT1  mGAT2 mGAT3  mGAT4

Eintrag Verbindung

1 2014 4.59° 4.41° 4.52° 4.34°

2 (S)-21° 4.07 £ 0.09 10506%/24 / 529+0.04 5.71+0.20
e 100 uM / 100 uM /

3 rac-22 73.1% 66.3% 4.03+0.05 4.52+0.08

4 (S)-23 419+0.07 412+0.08 4.85+0.04 5.78+0.03

5 (S)-24 440+0.05 442+011 547+0.02 5.87+0.08

2hGAT-1;° hBGT-1; ° rGAT-2; ¢ hGAT-3; © Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die aktuellsten, im Arbeitskreis
gemessenen Werte verwendet;  Verbleibender [°HJGABA-Uptake in Gegenwart von 100 uM Testsubstanz

Dabei verglichen Sie (20) mit der damals bereits bekannten und ebenfalls eine Aminoethoxy-
funktion enthaltenden mGAT1-selektiven Verbindung 10. Auf der Grundlage dieses
Vergleiches synthetisierten sie eine Reihe von Triarylnipecotinsaurederivaten. Diese
Untersuchungen flihrten zu den Verbindungen (S)-SNAP 5114 ((S)-21, Tabelle 4, Eintrag 2)
und SNAP 5294 (22, Tabelle 4, Eintrag 3). (S)-21 zeigt nur eine geringe inhibitorische Potenz
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an mGAT1 und mGAT2, allerdings eine moderate inhibitorische Potenz an mGAT3 und
MGAT4. Somit kann es als subtypenselektiv fir diese beiden Transportersubtypen angesehen
werden. SNAP 5294 wurde in der Literatur zudem als mGAT3-selektiv beschrieben. Dies
konnte jedoch durch Messungen in unserem Arbeitskreis nicht bestatigt werden (vgl. Tabelle
4, Eintrag 3).

Dahr et al. postulieren drei Strukturmerkmale, die fur mGAT4-Selektivitat wichtig sind: ein C2-
Alkylspacer zwischen dem Ringstickstoff und dem Ethersauerstoff, ein tertidres C-Atom, dass
an den Ethersauerstoff gebunden ist. Aulderdem sind drei para-substituierte aromatische
Reste notwendig, die an dem tertidren C-Atom hangen.[? Diesen Strukturmerkmalen folgend
wurde an unserem Arbeitskreis zum einen DDPM-859 (S)-23 synthetisiert, das eine ahnliche
inhibitorische Potenz an mGAT4 besitzt wie (S)-SNAP-5114 ((S)-22, Tabelle 4, Eintrag 4),
jedoch eine bessere Subtypenselektivitdt bezlglich der anderen Transportersubtypen
aufweist. Zum anderen wurde mit DDPM-1457 (S)-24 eine Substanz gefunden die eine hdéhere
inhibitorische Potenz an mGAT3 und mGAT4 besitzt als (S)-SNAP-5114, bei vergleichbarer
Subtypenselektivitat ((S)-24, Tabelle 4, Eintrag 5)."!

In unserem Arbeitskreis wurden von Kragler ausgehend von 3-Alanin (25, Tabelle 5, Eintrag 1)
sowie (RS)-Diaminopropionséaure (rac-26, Tabelle 5, Eintrag 2), welche beide an mGAT3 und
MGAT4 eine hohere Potenz besitzen als an mGAT1 und mGAT2, eine Reihe von strukturell
verwandten Aminosauren auf ihre Selektivitdt gegeniiber den mGATs untersucht.” Dabei
wurde (RS)-Isoserin (rac-27, Tabelle 5, Eintrag 3) das bis dahin nicht als GAT Inhibitor bekannt
war, als neue Leitstruktur fir die Entwicklung potenter Inhibitoren fur mGAT3 und mGAT4
entdeckt. Im Rahmen dieser Studie wurde von Kragler die Aminosaure (2-Amino-1,3-thiazol-
4-ylessigsaure (28, Tabelle 5, Eintrag 4) als die bis dahin erste mGAT3-selektive Aminosaure,
mit einem plCso-Wert von 3.62 an mGAT3 und so gut wie keiner inhibitorischen Potenz an den
anderen Transportersubtypen, identifiziert. Ebenfalls in unserem Arbeitskreis fand Woérlein die
Verbindung 3-Imidazol-2-ylpropionsaure (29, Tabelle 5, Eintrag 5), die mGAT3 mit einem
plCso-Wert von 4.54 zwar nur moderat inhibiert, aber im Vergleich zu den drei anderen mGATs

eine deutliche Selektivitat fir mGAT3 aufweist.[™
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Tabelle 5 mGAT3 und mGAT4 selektive Aminosauren

COOH COOH COOH
HZN/\/ HzN/Y HN /Y

NH, OH

(RS)-2,3-Diamino- (RS)-Isoserin (rac-27)

B-Alanin (25) propionsaure (rac-26)

HoOC H
/ Q COOH
ﬂ(S . -

(2-Amino-1,3-thiazol- 3-Imidazol-2-yl-
4-yl)essigsaure (28) propionsaure (29)

Uptake Inhibition (pICso  SEM)®
mGAT1  mGAT2 mGAT3  mGAT4

Eintrag Verbindung

1 25 250+0.03 348+0.11 4.66+0.06 4.46%0.13

2 rac-26  3.41+0.02 350+0.12 4.66+0.08 5.054%0.02

3 rac-27  2.33+0.05 3.39+0.11 4.87+005 4.78+0.14
ImM/  1mM/ 1 mM/

4 28 98.2%b  76.5%° °02x0.04 5 0

5 29 1mM/ 5984012 454+£015 3.51+0.03
62-8% b . - . . - . . - .

@ Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die aktuellsten Werte gemessen an unserem Arbeitskreis verwendet
®Verbleibender [*H]GABA-Uptake in Gegenwart von 100 uM Testsubstanz

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die GABA-Transportproteine vielversprechende
Targets fir die Therapie von Krankheiten darstellen, die durch eine verminderte GABAerge
Neurotransmission verursacht werden. Bis zum heutigen Zeitpunkt gibt es fur mGAT1 potente
und selektive Inhibitoren. Substanzen die mit hoher Affinitdt und Subtypenselektivitdt an
MGAT2-4 binden sind jedoch noch nicht bekannt. Aber die bis zum jetzigen Zeitpunkt
gesammelten Daten kénnen als Ausgangspunkt genutzt werden, um neue Verbindungen zu
synthetisieren, die zur weitergehenden Charakterisierung der Transportproteine auf
molekularer Ebene zum Beispiel durch FRET- oder LRET-Techniken genutzt werden kénnen
respektive um neue Inhibitoren zu entwickeln, die als Rezeptorliganden fir fluoreszenz-

basierte Bindungsassays eingesetzt werden kénnen.
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2. Zielsetzung:

2.1 Entwicklung und Synthese von Fluoreszenzliganden fiir GABA-
Transporter

Wie in den vorherigen Kapiteln dargelegt bietet die Fluoreszenzspektroskopie vielfaltige
Moglichkeiten Biomolekule zu untersuchen und zu vermessen. Gleichzeitig sind die GABA-
Transporter interessante Targets in der pharmakologischen Forschung, weshalb sie als
Zielmolekule fir diese Arbeit gewahlt wurden. Um einen neuen fluoreszenzbasierten
Bindungsassay zur Bestimmung der Aktivitdt von Substanzen an den GABA-Transporter
entwickeln zu kénnen, bendtigt man Liganden, die einen Fluorophor tragen und an das
gewilnschte Target binden. Ausgehend von den von Knutsen et al. entwickelten allgemeinen
Struktur-Aktivitats-Beziehungen fir GABA-Transporter sollten in dieser Arbeit potentielle
fluoreszierende GABA-Uptake-Inhibitoren entwickelt werden. Diese Struktur-Aktivitats-
Beziehungen besagen, dass Inhibitoren der GABA-Transporter im Allgemeinen aus einem
cyclischen Amin oder einer cyclischen Aminosaure bestehen, die Gber einen Alkylspacer
unterschiedlicher Kettenlange mit einem Diarylrest verbunden sind.®"! Es gibt dabei
verschiedene Mdglichkeiten die Potenz und die Subtypenselektivitat von Verbindungen an den
GABA-Transportern zu verbessern: Zum einen beeinflusst das cyclische Amin bzw. die
Aminosaure die Subtypenselektivitdt, weshalb unterschiedliche cyclische Amine und
Nipecotinsaure fiir die Zielverbindungen in Frage kamen. Zum anderen spielt die Kettenlange
zwischen cyclischem Amin und Diarylrest eine entscheidende Rolle fur die Potenz an den
GATs und zuletzt kann auch die Diaryleinheit variiert werden, in dem sie ,,symmetrisch® oder
»=asymmetrisch* aufgebaut wird. Bei meiner Arbeit sollte ein Fluorophor verwendet werden, der

die ,symmetrisch® bzw. ,asymmetrisch® aufgebaute Diaryleinheit imitieren kann.

Das Zusammenspiel der drei Variablen, der Aufbau der cyclischen Aminoeinheit, des Spacers
und der Diarlyfunktion, sollte in dieser Arbeit systematisch untersucht werden, um potentielle

Fluoreszenzliganden fir die GABA-Transporter zu finden (Abb. 10).

R
R1
N
Ra

I n=1-3

Grin: Fluorophor
R: H, Phenyl,...
R1: H, OH

R2: H, COOH

30

Abb. 10 Musterstrukturen der Zielverbindungen.

Als Fluorophor sollten Difluoroboraindacene (abgeleitet von 4,4-Difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-
s-indacen, kurz BODIPY 32, Abb. 11) verwendet werden. Diese Fluorophorklasse wurde 1968

von Treibs und Kreuzer '® eingefiihrt und findet aufgrund seiner herausragenden optischen
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und physikochemischen Eigenschaften vielfaltige Verwendung. Dazu zahlen unter anderem
die hohe thermische und photochemische Stabilitat dieser Verbindungen und die Tatsache,
dass sie unter physiologischen Bedingungen stabil sind.

7 8 1

5 F\/B‘\: 3

BODIPY 32
Abb. 11 Das BODIPY Grundgerist.

BODIPYs verfligen Uber herausragende spektroskopische Eigenschaften wie grol’e molare
Absorptionskoeffizienten, relativ hohe Fluoreszenzquantenausbeuten, hohe Photostabilitat
und die Absorptions- und Fluoreszenzemissionsspektren liegen im sichtbaren Bereich des
Lichtes (= 500 nm).'”””® Neben diesen fiir die Fluoreszenzspektroskopie wichtigen
Eigenschaften sollten die BODIPYs flr das vorliegende Projekt verwendet werden, da sie
hinsichtlich Gré3e und Polaritat den Diarylresten bekannter GABA-Transporter-Inhibitoren wie
zum Beispiel des Tiagabins (R)-9 oder NNC 05-2090 (15) &hnlich sind, wodurch sie einen
glnstigen Ausgangspunkt fir die Entwicklung von Fluoreszenzliganden fir die GABA-
Transporter bilden (Abb.12).

OH

Tiagabin ((R)-9) NNC 05-2090 (15) BODIPY (33)
Abb. 12 Vergleich der Diarylreste bekannter GAT Inhibitoren mit dem BODPIY-Grundgeriist.
Zudem kann das BODIPY-Grundgerist auch als symmetrischer Diarylrest verwendet werden,
wenn es Uber die Position 8, oft auch als meso-Position bezeichnet, an den Spacer, der zu
polaren Amino- oder Aminosauregruppen flhrt, angeknlpft wird, oder auch als

asymmetrischer Diarylrest, wenn sich die Verknupfungsstelle in Position 3 befindet.

2.2 Extrinsische Fluoreszenzmarker fiir Proteine
Extrinsische Fluoreszenzmarker sind fluoreszierende Verbindungen, die nativ nicht im Protein
vorkommen, jedoch mit bestimmten Aminosauren des Proteins, wie zum Beispiel Cystein,

reagieren und so einen Fluorophor kovalent an das Protein binden. Dem gegenlber stehen
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intrinsische  Fluorophore. Darunter versteht man nativ im Protein vorkommende
fluoreszierende Aminosauren, wie zum Beispiel Tryptophan.

Wie in der Einleitung bereits dargestellt sind die Strukturen der SLC-6-Transporterfamilie noch
nicht endgultig aufgeklart. Eine Moglichkeit Informationen Uber den Aufbau eines Transporters
oder Uber Konformationsanderungen des Proteins wahrend des Transportes zu gewinnen, ist
die Verwendung von FRET- bzw. LRET-Techniken, da der Energie Transfer nur stattfindet,
wenn Donor und Akzeptor in einem Abstand von maximal 10 nm voneinander entfernt sind.
Somit kann man, wie in der Einleitung erklart, diese Techniken als ,molekulares Metermal}*
verwenden.

Die Arbeitsgruppe von Prof. H. Sitte an der Medizinischen Universitat Wien hat ein Verfahren
beruhend auf LRET entwickelt, mit dem sie schon erfolgreich erste LRET-Messungen am
LeuTas-Transporter”®®"! aber auch an Transportern anderer Familien wie zum Beispiel den
Glutamat-Transporter EAAT3®? durchgefiihrt haben. Um das Messverfahren zu verbessern
und die Validitat zu erhéhen, bendtigten Sie ein Molekiil, das Uber die Aminosaure Cystein an
das Protein gebunden werden kann und an dem der Fluorophor an einen moglichst kurzen
Linker gebunden ist. Eine weitere Vorgabe war, dass der Linker keine funktionellen Gruppen
enthalten sollte, sondern nur aus einer Alkylkette bestehen sollte, damit eine Verfalschung der
Messdaten durch Wechselwirkungen zwischen Linker und anderen funktionellen Gruppen des

Proteins ausgeschlossen sind.

Diese Verbindungen, d.h. Affinitatsmarker mit einer fluorophoren Gruppe fir die Arbeitsgruppe
von Prof. H. Sitte zu synthetisieren, war das zweite Ziel meiner Arbeit. Als reaktive Gruppe
sollte Maleinimid verwendet werden, da Maleinimid selektiv mit der Thiolgruppe von Cysteinen
unter Bildung einer Mercaptopyrrolidindion-Gruppe reagieren kann.®¥! Das Maleinimid sollte
dabei durch eine kurze Alkylkette, die nur drei bis finf C-Atome lang ist, mit dem Fluorophor
verbunden werden. Als Fluoreszenzfarbstoff sollten wieder BODIPYs verwendet werden, zum
einen aufgrund der im vorherigen Abschnitt besprochenen spektroskopischen Eigenschaften
zum anderen, da es in der Literatur bereits Beispiele flir Experimente gibt, bei denen BODIPYs
erfolgreich fir FRET- bzw. LRET-Messungen sowohl in vitro/?? #> 84 als auch in vivo®

eingesetzt wurden.
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3. Theoretischer Teil

3.1 Entwicklung und Synthese der Fluoreszenzliganden

3.1.1 Difluorboroindacen

Wie bereits in der Zielsetzung erwahnt, wurden die ersten Verbindungen aus der
Molekulklasse der Difluorborindacene bereits 1968 von Treibs und Kreutzer veroéffentlicht. Da
sich die Struktur des BODIPY-Grundkoérpers 32 von s-Indacen 34 ableitet, erfolgt die
Nummerierung in Analogie zu der Kohlenstoffstammverbindung. Die 8-Position wird dabei wie

in Porphyrinsystemen haufig als meso-Position bezeichnet (Abb.13).[’®

7 8 1 7 8 1
) <0y

/N"\ _/N

5 F/B\F 3 5 . 3

BODIPY 32 s-Indacen 34

Abb. 13 Nummerierungsschema fiir das BODIPY-Gertst.

Die Bedeutung dieser Farbstoffklasse fur die Wissenschaft wurde erst spater in den 1990er
Jahren erkannt. Seitdem wurden tausende unterschiedlicher BODIPYs synthetisiert und in
verschiedenen Studien angewendet.'? Aufgrund der strukturellen Vielfalt der BODIPYs wird
im Folgenden ein kurzer Uberblick Uber die Synthesemdglichkeiten und der verschiedenen

Modifikationen des GrundgerUstes gegeben.

3.1.1.1 Allgemeine Synthese des BODIPY-Grundgeriistes
Die Synthese von BODIPYs erfolgt in einem zweistufigen Prozess, bei dem zunachst das

Grundgertst selbst aufgebaut wird, dass dann mit BF3;*OEt, in Gegenwart einer Base

komplexiert wird.

Der Aufbau des Grundgerustes symmetrischer BODIPYs (Schema 2) beruht, abgeleitet von
der Porphyrinchemie, auf der Kondensation von Pyrrolen 35 mit Carbonylverbindungen wie
Aldehyden oder Saurechloriden. Dazu wird ein Pyrrolderivat mit einem Aldehyd 36 unter
Saurekatalyse, z.B. durch Verwendung von Trifluoressigsaure, zu Dipyrromethan 37
umgesetzt, das dann unter Verwendung von DDQ (2,3-Dichlor-5,6-dicyano-p-benzochinon)
oder p-Chloranil (2,3,5,6-Tetrachloro-p-benzochinon) zum jeweiligen Dipyrromethenderivat 39
oxidiert wird. Es sind jedoch nur wenige Beispiele bekannt, bei denen der fiir diese Umsetzung
verwendete Aldehyd nicht aromatisch ist, da die Oxidation von Dipyrromethan zu
Dipyrromethenderivaten mit aliphatischen Resten im Normalfall nicht zum Erfolg fihrt.['? Fr
den Aufbau symmetrischer BODIPYs mit aliphatischen Resten in meso-Position verwendet
man Ublicherweise Saurechloride 38. Dabei werden Pyrrolderivat und Saurechlorid direkt
miteinander zur Reaktion gebracht. Eine Zugabe von Triflouressigsaure ist in diesem Fall nicht
erforderlich, da die in situ entstehende Salzsaure als Katalysator ausreicht. Zudem entsteht

bei dieser Reaktion gleich das entsprechende Dipyrromethenderivat 39, so dass sich eine
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Oxidation erUbrigt. Bei beiden Synthesewegen folgt dann die Komplexierung des jeweiligen

Dipyrromethenderivates mit BF3*OEt, in Gegenwart einer Base, wofur meistens tertiare Amine

eingesetzt werden (Schema 2).1'"-"®!

. q i Saurekatalysierte ~ =
7 + \ /
KH R® "H  Kondensation RTONH AN
35 36 Dipyrromethan
37
Oxidation

R2

i \ Saurekatalysierte / N

A f
N R? Cl HN\//\ 1
N R
35

Kondensation R =N

38 Dipyrromethen
39

Komplexierung mit
BF3*OEt, / Base

R2
/ / —

/
R/\%N*\B,/N\//\w
/' \

FF
40

Schema 2 Allgemeines Syntheseschema symmetrischer BODIPY-Farbstoffe.

Die Synthese asymmetrischer BODIPYs gelingt durch die Kondensation eines 2-Acylpyrrols
41 mit einem Pyrrolmolekul 42, das an allen Positionen bis auf die 1- und 2-Position substituiert
sein kann (Schema 3). Als Hilfsreagenz wird dabei POCI; bendtigt. Die dabei entstehenden
Dipyrromethenderivate 43 werden wieder mit BF3*OEt, in Gegenwart einer Base behandelt,
um sie in die BODIPYs 44 zu Uberfuhren.

R2 R2

R R2 rR3AL \3 POCI; W Komplexierung mit W
KN * KN HN_ 4 A
H v H
41

¥
R =N R BF3°OEt, / Base RSN NI
/\
F F
42 Dipyrromethen 44
43

Schema 3 Allgemeines Syntheseschema asymmetrischer BODIPY-Farbstoffe.
Bei jeder der gezeigten Syntheserouten ist es dabei mdglich BODIPY-Grundgerliste mit

funktionellen Gruppen zu erhalten, die dann fur weitere Modifizierungen in Folgereaktionen

genutzt werden kénnen.
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3.1.1.2 Modifizierungen des BODIPY-Grundgerustes

Durch das gesteigerte Interesse an den BODIPYs hat auch die Zahl der Methoden zu ihrer
Funktionalisierung stetig zugenommen. Von den zahllosen Mdéglichkeiten wird hier nur ein
kleiner Ausschnitt vorgestellt, der sich zudem auf BODIPYs beschrankt, die in der meso-

Position aliphatische Reste tragen.

Das BODIPY-Grundgerist kann durch elektrophile und nucleophile Substitutionsreaktionen
sowie durch metallkatalysierte Kreuzkupplungen modifiziert werden. Bei den elektrophilen
Substitutionsreaktionen erfolgt der Angriff selektiv in 2- und 6-Position des BODIPY-Gerdsts.
Dies kann anhand der mesomeren Grenzformen der Verbindungen erklart werden, bei denen
an diesen Positionen keine positive Ladung auftritt, weshalb hier die Elektronendichte héher

ist (Schema 4).I'""

Schema 4 Mesomere Grenzstrukturen des BODIPYs 45.0']

Dabei muss man an dieser Stelle allerdings auch erwahnen, dass das ,nackte“ BODIPY-
System ohne Methylsubstituenten bisher nicht bekannt ist. Mit Methylgruppen tragenden
BODIPY-Verbindungen sind Sulfonierungs-®, Nitrierungs-®® oder Halogenierungs-

reaktionen!® % maglich. (Schema 5).

E = ClI, Br, |
SOsH
NO,

Schema 5 Allgemeines Schema zur elektrophilen Substitution.

Fir nucleophile Substitutionen ist der BODIPY-Grundkdrper zuganglich, wenn geeignete
Abgangsgruppen vorhanden sind. Die BODIPY-Derivate 55 mit den erforderlichen
Abgangsgruppen lassen sich dabei Uber die entsprechenden 2-Acyl-5-halopyrrol-Derivate 53
erhalten, in dem diese mit zumindest in 5-Position unsubstituierten Pyrrol-Derivaten 54 mit
POCI; als Hilfsreagenz kondensiert und anschlieBend zum Aufbau des zentralen
Diazaborinrings unter basischen Bedingungen mit BF3;*OEt, behandelt werden. Die
erforderlichen 2-Acyl-5-halopyrrole 53 kdnnen dabei durch Halogenierung von Pyrrol (51) mit
zum Beispiel N-Brom- oder N-Chlorsuccinimid und anschlieRender Vilsmeier-Haack-Reaktion
der gebildeten Halogenverbindung 52 mit einem Saurechlorid dargestellt werden
(Schema 6).°"
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@ NXS @\X L w0

N N POCly N X

51 52

R2 RS

S m 4 1) POCl3
I X N“ ®" 2)BFyOEt, / Base
53 54 BODIPY
55
X=Cl, Br
R1_4 = H, CH3

Schema 6 Selektive Synthese von in 3-Position monohalogenierten BODIPYs "

Durch Reaktionen mit Nucleophilen kénnen die monohalogenierten BODIPY-Derivate 55 dann
weiter funktionalisiert werden. Nucleophile Substitutionsreaktionen an halogenierten BODIPY -
Derivaten mit aliphatischen bzw. aromatischen Thiolen und aliphatischen Aminen als
Reaktionspartner wurden z.B. von Leen et al. 2011 veroffentlicht. Dabei wurden ausgehend
von dem 3-Chlor-BODIPY-Derivat 56 die Substitutionsprodukte 57a-c mit Ausbeuten zwischen
77-97% erhalten (Schema 7).%%

Nucleophil

Base, CH3;CN
80 °C

57a-c

a: Nu = PhS- (97%)
b: Nu = BuS- (92%)
c: Nu = BuNH- (77%)

Schema 7 Nucleophile Substitutionsreaktion am 3-Chlor-BODIPY-Derivat 56 nach Leen et al.l®?

Eine weitere wichtige Reaktionsart, die mit dem in 3-Position chlorierten BODIPY-Derivat 56,
aber auch anderen halogenierten BODIPYs mdglich ist, ist die Verwendung dieser Molekile
in metallkatalysierten Kreuzkupplungen. Dabei sind sowohl Stille- und Suzuki-Kupplungen als
auch Sonogashira- und Heck-Reaktionen sowie die Ullman-Veretherung mdglich (58a-d,
Schema 8).1'2 91-92]

Stille- und Suzuki-Kupplungen laufen dabei in der Regel unter Standardbedingungen ab und
resultieren in guten Ausbeuten (Schema 8, 58a). Dabei sind die Reaktionszeiten bei Stille-
Reaktionen normalerweise geringfugig kurzer als bei Suzuki-Kupplungen. Die Entwicklung
allgemeiner Reaktionsbedingungen fur Heck-Reaktionen dagegen war schwieriger, da sie

unter Standardbedingungen nur schlecht ablief. Erst durch die Verwendung von
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Trifurylphosphan als Liganden der Pd-Katalysatoren lasst sich die Reaktion mit guten
Ausbeuten durchflihren (Schema 8, 58b). Fir die Reaktion der monohalogenierten BODIPYs
mit Sauerstoffnucleophilen fand letztlich die Ullmann-Reaktion Verwendung (Schema 8, 58c),
da die direkte Reaktion der Sauerstoffnucleophile mit dem BODIPY zu keiner Umsetzung
fuhrte, obwohl symmetrisch chlorsubstituierte BODIPYs mit einem Aromaten in meso-Position
Ublicherweise quantitativ mit Sauerstoffnucleophilen wie z.B. Alkoholaten reagieren. Die
EinflUhrung von Alkin-Resten an das BODIPY-Grundgerust gelingt durch die Sonogashira-

Reaktion (Schema 8, 58d) unter Standardbedingungen mit moderaten Ausbeuten.

metallkatalysierte

Kreuzkupplung

58a 58b
Stille®- und Suzuki®- Heck-Reaktion®
Reaktion %
: ,O\f 4
58c 58d
Uliman- Sonogashira-
Veretherung® Reaktion®

Schema 8 Funktionalisierung von in 3-Position chloriertem BODIPYs durch metallkatalysierte Kreuzkupplung.

30.1M, 1,4-Dioxan, [Pd(PPhs)s] 5%, Zinn-Reagenz (1.3 4q.), reflux. °0.1 M, Toluol/Na2CQOs aq. (1M), [Pd(PPhs)s] 5%, Boronséure
(1.3 &q.), reflux. 0.1 M, Xylol, [Pdz(dba)s] 5%, FursP (10%), Alken (1.3 &q.), Na:COs (2 &q.), 130 °C. “Phenol,
Kupferthiophencarboxylat (CuTC), KsPOs, THF, 60 °C. °0.1 M, 1,4-Dioxan/iPr2NEt (1:1), [Pd(PPh3)4] 5%, Cul (5%), Alkin (1.2 &q.),
100 °C. 129192

3.1.2 Auswahl der Amingrundkorper

Far die Entwicklung von GAT-Inhibitoren gibt es verschiedene Mdglichkeiten. Folgt man den
hierbei bekannten Struktur-Aktivitats-Beziehungen hat man die Méglichkeit die aus Aromaten
bestehende lipophile Doméane, oder den polaren Teil — bestehend aus einem Amin oder einer
Aminosaure — oder den die beiden Einheiten verbindenden Spacer zu variieren. Fir die
lipophile Domane wurde, wie bereits erlautert, aufgrund der ahnlichen Gréf3e und Polaritat zu
Tiagabin (9) das BODIPY-Grundgerust gewahlt. Daher bestand ein wichtiger Teil dieser Arbeit
in der Variation der polaren Einheit. Diese wurden ausgehend von Pyrrolidin (59) tUber (RS)-
Nipecotinsaure (rac-7) bis hin zu den komplexen Resten von z.B. NNC-05 2090 (15)
systematisch variiert. Eine Ubersicht lber die fir den Aufbau der polaren Untereinheit

verwendeten Amine gibt Abb. 14.
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OH o
O OH
SESHORS 8l "
62 63 64

H H H
59 60 61 rac-7
o _CHs N
\3% o~ \/I\/ % (ollg %
OH OH | OH OH OH
N CHs
65 66 67 68 69 70 71

Abb. 14 Ubersicht iiber die verwendeten cyclischen Amine.

Die Amine 4-(4-Methoxyphenyl)piperidin-4-ol (68) und 4-(2-Methoxyphenyl)piperidin-4-ol (69)
wurden entsprechend der Literatur (68) bzw. in Analogie zur Literaturvorschrift (69)
dargestellt.®® Fir die Synthese wurden 4-Bromanisol (72a) bzw. 2-Bromanisol (72b) zu den
entsprechenden Grignardverbindung 73a und 73b umgesetzt, die anschlieRend an das Cbz-
geschitzte 4-Piperidon 74 addiert wurden. Hydrogenolytische Abspaltung der Cbz-

Schutzgruppe von den erhaltenen Zwischenprodukten lieferte 68 und 69 (Schema 9).

(0]

R?
R?

R R |
Cbz R2
Mg, THF, rt 74 OH H, / PdC R?
B ————— OH
R2 R2 MeOH
Br MgBr N
| N
Cbz H
72a 73a 75a: 90% 68: 100%
72b 73b 75b: 76% 69: 100%

a: Ry =OMe, R.=H
b: R, =H, R, = OMe

Schema 9 Synthese von 4-(4-Methoxyphenyl)piperidin-4-ol (68) und 4-(2-Methoxyphenyl)piperidin-4-ol (69).

Die Darstellung von 4-(2-Chlorphenyl)piperidin-4-ol (71) erfolgte abgesehen von einer kleinen
Modifikation nach einer in einem Patent beschriebenen Synthese. Die erforderliche Grignard-
Verbindung 78 wurde mit Isopropylmagnesiumchlorid (77) durch Halogen-Metall-Austausch
an 1-Chlor-2-iodbenzol (76) dargestellt. Addition von 78 an das Boc-geschitzte 4-Piperidon
79 lieferte nach Aufarbeitung 80. Die Entfernung der Boc-Schutzgruppe sollte nach der
Originalvorschrift des Patents mit Schwefelsdure in Methanol erfolgen. Jedoch konnte durch
die Verwendung von Salzsaure in Ether, statt der in der Originalvorschrift verwendeten

Schwefelsdure in Methanol, zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe die Ausbeute an 71 von
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52% auf 96% gesteigert und die Reaktionszeit von 3,5 Tagen auf 20 h verkirzt werden. Die

Ubrigen Amine wurden kauflich erworben (Schema 10).4

o
1.

N

Boc

79
cl 1.HCI/Et,0 ¢
cl c THF, rt OH 0°C->rt OH
C( . iPngC|THF, -20°C @i 2. NH,4ClI 2. K,CO; Wasser
61% 96%
I Mgl
T :
Boc
76 77 78 80 71

Schema 10 Modifizierte Synthese von 4-(2-Chlorphenyl)piperidin-4-ol (71).

3.1.3 Synthese von Fluoreszenzliganden der GABA-Transporter mit iiber die meso-
Position verkniipften BODIPY-Resten

3.1.3.1 Synthesekonzept

Wie im vorhergegangenen Abschnitt erlautert ist es moglich, das BODIPY-Grundgerust durch
die Kondensation von Saurechloriden mit Pyrrolderivaten aufzubauen. Dieser Syntheseweg
bietet den Vorteil, dass keine Oxidation vom Dipyrromethan zum Dipyrromethen notwendig ist
und darUber hinaus kann man durch Variation des verwendeten Saurechlorids auch die
Kettenlange des Spacers im Zielmolekul variieren (Schema 11). Da der in den GAT-Liganden
verwendete BODIPY strukturell mdglichst ahnlich zur Diaryleinheit bekannter GAT-Inhibitoren
wie Tiagabin (9) sein sollte, sollte als Pyrrolderivat flir den Aufbau der BODIPY-Einheit 2,4-
Dimethylpyrrol (81) verwendet werden. Durch Kondensation mit Saurechloriden 82
unterschiedlicher Kettenlange, die noch eine funktionelle Gruppe X enthalten, sollten sich
dann die Dipyrromethene 83 darstellen und diese ohne vorherige Isolierung durch
Komplexierung mit BF3*OEt; in Gegenwart einer Base zu den BODIPY-Derivaten 84 umsetzen
lassen. Durch nucleophile Substitution mit cyclischen Aminen, wie beispielsweise Piperidin

(61) sollten daraus die gewlinschten Zielverbindungen 85 darstellbar sein.
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(0]
/d )kH/X Saurekatalysierte
+
cl n=3-5

Kondensation

Komplexierung mit
BF3*OEt, / Base

N
H
61

Nucleophile

Substitution

Schema 11 Allgemeines Synthesekonzept fir Fluoreszenzliganden mit Substitution in meso-Position.

3.1.3.2 Synthese potentieller GAT-Liganden mit Propylspacer zwischen polarer
Kopfgruppe und lipophilen Rest in meso-Position

Als einen zum lipophilen N-Substituenten von Tiagabin (9) analogen Rest wurde das BODIPY-
Derivat 88 synthetisiert, das eine drei Kohlenstoffatome lange Alkylkette als Spacer zwischen
dem als Diarylrest fungierenden BODIPY-Gerust und der polaren Gruppe der Aminfunktion in
der Zielverbindung aufweist. Zudem sollte das BODIPY-Derivat als terminale Gruppe der
Alkylkette einen Chlorsubstituenten als reaktive Gruppe enthalten, um die polare Aminfunktion
durch nucleophile Substitution einflihren zu kénnen. Die Synthese dieses BODIPY's 88 erfolgte
analog zu einer 2003 von Amat-Guerri et al. publizierten Methode zur Synthese meso-
substituierter BODIPY-Verbindungen (Schema 12).°! Dazu wurde 2,4-Dimethylpyrrol (81) mit
4-Chlorbutyrylchlorid (86) in Dichlormethan bei 40 °C umgesetzt. Nach 2 h wurde dann das
Lésungsmittel durch eine Mischung aus Toluol und Dichlormethan (95:5) ersetzt und das
gebildete Dipyrromethen 87 mit BF3*OEt; und Triethylamin unter Bildung des BODIPY-
Derivats 88 behandelt. Unabhangig von meiner Arbeit wurde 2013 eine alternative Synthese
von 88 von Kamkaew et al. publiziert,®® dessen Ausbeute jedoch geringer war (32% anstatt
39%).

Cl

0 DCM, DCM/Toluol (95:5), NEt;
/) Mq 40°C,2h | /7 N\ | BFeOEL 50°C, 1.5h
+ _—
N Cl o /

H HN 39%

81 86 87
Schema 12 Synthese des BODIPYs 88 nach Amat Guerri et al.l*®®
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Die Struktur der BODIPY-Verbindung 88 konnte durch eine Roéntgenkristallstrukturanalyse

eindeutig bewiesen werden (Abb. 15).

\ /027 N c18
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Abb. 15 Rontgenkristallstruktur des BODIPY-Derivats 88.

Um die Methode fiir die darauffolgende nucleophile Substitution des terminalen Halogens der
Alkylkette von 88 mit cyclischen Aminen 2zu entwickeln, wurden verschiedene
Reaktionsbedingungen untersucht. Dabei diente die nucleophile Substitution mit Piperidin (61)

als Modellsystem (Tabelle 6).

Tabelle 6 Reaktionsbedingungen zur nucleophilen Substitution.

Ausbeute [%]

Ki Losungs- T

Eintrag ) mittel  [C] g9 %
1 - Acetonitril rt 19 10
2 25 Acetonitril 60 36 34
3 25 Acetonitril 80 26 46
4 25 Aceton?® 80 33 38
5 2.5 Aceton® 100 32 -

@ Durchfiihrung in der Mikrowelle
b nicht isoliert

Die Versuche wurden jeweils mit einem Aquivalent des BODIPY-Derivats 88 und 1.4
Aquivalenten Piperidin (61) durchgefiihrt. Zunachst wurde das BODIPY-Derivat 88 mit
Piperidin (61) in Acetonitrii bei Raumtemperatur und Kaliumcarbonat als Saureféanger

umgesetzt (Tabelle 6, Eintrag 1). Dabei gelang zwar die Isolierung des Produktes 89, jedoch
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kam es wahrend der Reaktion nicht nur zur nucleophilen Substitution, sondern auch zur
Eliminierung des Halogens unter Bildung von 90. Um die Substitution zu begtinstigen, wurde
im nachsten Schritt Kaliumiodid zugegeben und die Temperatur auf 60 °C erhéht, um so durch
eine in situ Finkelstein-Reaktion die Bildung des Produkts 89 zu begtinstigen. Durch diese
Reaktionsbedingungen konnte die Ausbeute an 89 von 19% auf 36% erhdht werden (vgl.
Tabelle 6, Eintrag 1 und 2). Allerdings erhéhte sich auch die Ausbeute des
Eliminierungsproduktes, so dass das Verhaltnis von Produkt 89 zum Nebenprodukt 90
annahernd 1:1 war (Tabelle 6, Eintrag 2). Da eine weitere Temperaturerhbhung zu einer
Verschlechterung dieses Verhaltnisses und zu einer Erniedrigung der isolierten Ausbeute
fuhrte (Tabelle 6, Eintrag 3), wurde von Acetonitril zu Aceton als Losungsmittel gewechselt,
um so die Finkelstein-Reaktion zu beglinstigen und die Ausbeute zu erhéhen. Die Versuche
mit Aceton wurden dabei aufgrund der Fllichtigkeit des Lésungsmittels mit der Mikrowelle in
geschlossenen Gefallen durchgefuhrt. Der Wechsel des Lésungsmittels unter Beibehaltung
der Reaktionstemperatur flihrte wieder zu einem Anstieg der Ausbeute von 26% auf 33%
(Tabelle 6, Eintrag 4), jedoch war die Ausbeute und das Verhaltnis an Produkt 89 zu
Eliminierungsprodukt 90 ahnlich zu den bereits erzielten Ergebnissen. Auch eine weitere

Erhéhung der Temperatur, 100 °C, (Tabelle 6, Eintrag 5) flhrte nicht zu besseren Ergebnissen.

Die Ausbeuten, die durch die beschriebenen Reaktionsbedingungen erzielt wurden, waren
nicht zufriedenstellend. Ein Grund kdnnte sein, dass die Finkelstein-Reaktion in situ nicht oder
nur unzureichend ablauft. Deshalb sollte ein BODIPY-Derivat als Alkylans synthetisiert
werden, das eine im Vergleich zum Chlorid bessere Abgangsgruppe wie ein Bromid oder
Tosylat enthalt. Eine Literaturrecherche ergab jedoch, dass die Synthese eines BODIPY's, wie
Simonin et al. beobachtet haben, mit 4-Brombutyrylchlorid (91) statt mit 4-Chlorbutyrylchlorid
(86) nicht zum BODIPY-Derivat mit einem terminalen Bromid 92 sondern zum Ester 93 fuhrt
(Schema 13).%
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1. DCM, 40 °C, 2h
o] 2. DCM/Toluol (95:5), NEt;,
/ N\ M BF3*OEty, 50 °C, 1,5 h
+ Br
N Cl

H 22%
81 91

Schema 13 Synthese des BODIPY-Derivates 93 nach der Methode von Amat-Guerri et al.*!

Das BODIPY-Derivat 93, so meine Uberlegung, kdnnte aber als Edukt fiir die Einfihrung einer
Tosylatfunktion als Abgangsgruppe genutzt werden, indem man den Ester spaltet und die
dabei entstehende Hydroxygruppe mit Tosylchlorid zur Reaktion bringt.

Um im BODIPY-Derivat 93 die Esterfunktion durch eine Tosylgruppe zu ersetzten, musste nun
zunachst die Estereinheit in 93, das ich entsprechend der Literaturvorschrift synthetisiert hatte,
gespalten werden. Dies wurde zundchst nach einer Methode von Canham et al.l®®
durchgeflhrt, bei der 94 in fast quantitativer Ausbeute (97%) erhalten wurde. Dazu wurde das
BODIPY-Derivat 93 in einem Lésungsmittelgemisch aus Methanol und Tetrahydrofuran (THF)
(4:1) geldst und mit einer wassrigen Lithiumhydroxidlosung versetzt und fur 2.5 h bei
Raumtemperatur gertihrt (Schema 14).

MeOH/THF
LiOH (aq.)
i, 2,5 h

97%

Schema 14 Esterspaltung nach der Vorschrift von Canham et al.l®®

Die Verwendung von Lithiumhydroxid als Base ist dabei essentiell. Smithen et al. zeigten 2012,
dass es unter Verwendung von Natrium oder Kalium als Gegenion der Base zur Auflésung
des Bor-Komplexes unter Regeneration des entsprechenden Dipyrromethens kommt.®®! Ein
Nachteil dieser Methode war jedoch die geringe Ldslichkeit des Eduktes in der verwendeten

Lésungsmittelmischung und dem dadurch erforderlichen hohen Ld&sungsmitteleinsatz,
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wodurch die Durchfihrung von gréReren Ansatzen schwierig war. Durch Wechsel des
Lésungsmittelgemisches von dem in der Originalvorschrift verwendetem Methanol/THF zu
Methanol/Dichlormethan (DCM) (1:2) konnte die Lésungsmittelmenge bei gleicher Ausbeute
deutlich reduziert werden. Noch dazu war eine chromatographische Aufreinigung hierbei nicht
notwendig, da das Hydroxy-substituierte BODIPY-Derivat 94 durch wassrige Aufarbeitung in
reiner Form erhalten werden konnte.

Die Tosylierung der Verbindung 94 gelang dann fast quantitativ (94%) durch Umsetzung mit
Tosylchlorid und Triethylamin als Hilfsbase sowie einer katalytischen Menge an DMAP nach

einer Vorschrift von Nilsson et al." (Schema 15).

OH

Tosylchlorid, DCM
NEt; DMAP
0°C->rt

94%

Schema 15 Tosylierung nach Nilsson et a/.l"®

Das so erhaltene tosyliete BODIPY-Derivat 95 wurde dann als Reaktionspartner fir
nucleophile Substitutionen mit verschiedenen Aminen zum Aufbau der gewlnschten GAT-
Inhibitoren verwendet. Die erste Substitutionsreaktion wurde mit Piperidin (61) durchgefihrt.
Dazu wurde das Tosyl-Derivat 95 mit drei Aquivalenten Piperidin (61) fiir 14 h bei 50 °C geriihrt
und der Ansatz anschlieRend aufgearbeitet. Da das Produkt durch diese Methode in guten
Ausbeuten (80%) erhalten wurde, wurde auf eine weitere Optimierung der
Reaktionsbedingungen verzichtet. Die in Abb. 15 aufgefihrten Amine wurden, bis auf wenige

Ausnahmen, alle auf die gleich Weise mit dem BODIPY-Derivat 95 umgesetzt (Tabelle 7).
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Tabelle 7 Ubersicht iiber die Ausbeuten der nucleophilen Substitution des BODIPY-Derivats 95 mit cyclischen Aminen.
R3
RZ
R1

F F
Produkt

Eintrag Amin Produkt Ausbeute

R'-R®=H
1 X = CH,
61

80%

R'=OH
R?, R3®=H
X =CH:
63

82%

R, R®=H

R® = OH

X = CH,
64

81%

R1 = C6H5
R? R*=H
X = CHa A

65 /N“,E\';N (

88%

R1 = C6H5 \,J
R2 = _ L

75%

X=CH
66
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Tabelle 7 Fortsetzung

Eintrag Amin Produkt Ausbeute
R1 = C6H5 (\TH)@
R2 = OH rmv,
6 R3=H 87%
X = CH, L)
67 £
100
R" = 4-CICsH4 [{KY
R?=0OH i
7 R3=H ' 88%
X = CH, L0
70 ¢
101
AN
R' = 2-CICsHs A~
Rz = OH FN ¢l
8 R*=H 75%
X= CHz //N;_/N//
71 A
102

Ganz allgemein lasst sich sagen, dass sich durch diesen Syntheseweg die Substitution an der
Alkylkette in guten Ausbeuten erzielen Iasst. Alle Ausbeuten der Substitutionsreaktionen lagen
zwischen 75% und 88%. Dabei war die erzielte Ausbeute unabhangig von Substituenten am
Piperidin-Grundgerist wie elektronenziehenden Gruppen sowie Hydroxygruppen (Tabelle 7,

Eintrag 2 und 3) oder sterisch anspruchsvollen Resten (Tabelle 7, Eintrag 4 bis 7).

Die Synthese der von Morpholin (62), 4-(4-Methoxyphenyl)piperidin-4-ol (68) und 4-(2-
Methoxyphenyl)piperidin-4-ol (69) abgeleiteten BODIPY-Derivate 103-105 wurde jedoch unter
den flr die Darstellung des Piperidinderivates 89 optimierten Bedingungen mit der Mikrowelle
vorgenommen (siehe Tabelle 6, Eintrag 5). Denn schon vor der Entwicklung des
tosylsubstituierten BODIPY-Derivates 95 war es gelungen, diese Zielverbindungen auf diese
Weise zu erhalten. Dazu wurde das BODIPY-Derivat 88 zusammen mit 1.4 Aquivalenten des
entsprechenden Amins sowie drei Aquivalenten K.CO3 und zwei Aquivalenten KI mit Aceton
als Lésungsmittel fir 14 h bei 100 °C in einer Labormikrowelle erhitzt. Dabei konnten die
gewilnschten Zielverbindungen 103-105 in moderaten bis guten Ausbeuten erhalten werden
(Tabelle 8).

Im Vergleich zu den Reaktionen mit dem tosylierten BODIPY-Derivat 95 sind die Ausbeuten
der Reaktionen mit dem Chlor-substituierten BODIPY-Derivates 88 deutlich geringer. Sowohl

beim Umsatz mit Morpholin (62, Tabelle 8, Eintrag 1) welches hinsichtlich der elektronegativen
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Verhaltnisse am Ring ahnlich wie 4-Hydroxypiperidin (63, Tabelle 7, Eintrag 2) sein sollte, als
auch bei der nucleophilen Substitution mit sterisch anspruchsvolleren Resten am Piperidin-
Grundgertst (Tabelle 8, Eintrag 2 und 3) war dies der Fall. Aus zeitlichen Griinden konnte
jedoch die Reaktion der Amine aus Tabelle 8 nach den Bedingungen von Tabelle 7 nicht

nachgeholt werden, was einen unmittelbaren Vergleich der Methoden erlaubt hatte.

Tabelle 8 Ubersicht iiber die Ausbeuten der nucleophilen Substitution des BODIPY-Derivats 88 mit cyclischen Aminen.

« K2CO3, K,
[ j Aceton, 100 °C, 18 h
N A
F F
Amin Produkt
Eintrag Amin Produkt Ausbeute

X=0
1 62 54%
OHi \ ¢
X = C(OH)(4-Me-CeH e
2 (OH)(4-Me-CeHa) 70%
68 L
//N‘\E/N Vi
104
OH/A\\
X = H)(2-Me-CgH
3 C(O )f(;9 e-CsHa) J 4%

105

Fir die Synthese des BODIPY-Derivats rac-108 mit Nipecotinsaure (rac-7) als polarer Gruppe
des potentiellen GAT-Liganden wurde zundchst Nipecotinsaureethylester (rac-106) mit dem
tosylsubstituierten BODIPY-Derivat 95 unter den aus Tabelle 7 bekannten
Reaktionsbedingungen umgesetzt (Schema 16, oben) und das gewiinschte Zwischenprodukt
rac-107 in guten Ausbeuten (80%) erhalten. Dieses wurde dann, wie in der Synthese des
BODIPY-Derivates 94, in einem Lésungsmittelgemisch aus Methanol und DCM (1:2) gel6st

und mit wassriger Lithiumhydroxidlésung versetzt und so die Estergruppe basisch hydrolysiert,
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bis sich unter Verwendung von Dunnschichtchromatographie kein Edukt mehr nachweisen
lie. (Schema 16, unten). Die Zielverbindung rac-108 konnte so in guten Ausbeuten (85%)

erhalten werden.

o cn, MeCN, 50 °C, 14 h

80%

Iz

OH

DCM/MeOH, rt
LiOH (aq), 6 d

85%

rac-108

Schema 16 Synthese des Nipecotinsaureethylester-Derivates und anschlielende Esterspaltung.

3.1.3.3 Synthese potentieller GAT-Liganden mit Butylspacer zwischen polarer Kopf-
gruppe und lipophilem Rest in meso-Position

Fir die Synthese potentieller Liganden fir die GABA-Transporter mit einer Spacerlange von
vier Kohlenstoffatomen zwischen dem als Diarylrest fungierendem BODIPY und der polaren
Gruppe der Aminfunktion sollte zur Darstellung der erforderlichen BODIPY-Einheit mit einem
Butylspacer mit terminaler Abgangsgruppe analog zur Synthese der kettenkirzeren
Verbindung 95 vorgegangen werden. Dazu sollte, so der Plan, 5-Bromvalerylchlorid (112) mit
2,4-Dimethylpyrrol (81) umgesetzt und anschlieRend unter basischen Bedingungen mit
BF3*OEt, komplexiert werden. Das dabei entstehende BODIPY-Derivat 111 sollte dann
hydrolysiert werden und das daraus entstehende BOIDPY-Derivat 110 mit Tosylchlorid zum
BODIPY-Derivat 109 mit einer guten terminalen Abgangsgruppe an der Alkylkette umgesetzt

werden (Schema 17).
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Schema 17 Retrosynthetische Uberlegung zur Synthese fiir BODIPY-Derivate mit Butyl-Spacer.

Esfandiari et al. zeigten jedoch 2010, dass bei der Reaktion von 2,4-Dimethylpyrrol (81) mit
frisch synthetisiertem 5-Bromvalerylchlorid (112) kein reines Produkt mit einer Esterfunktion in
der der Seitenkette gebildet wird (vgl. 111, Schema 17). Stattdessen erfolgt am terminalen
Brom der Seitenkette ein Halogenaustausch mit dem bei der Reaktion freiwerdenden
Chloridionen. Daraus resultiert ein Produktgemisch aus zwei BODIPY-Derivaten, eines mit
terminalem Chlor- das andere mit terminalem Brom-Substituenten an der Alkylkette, im
Verhaltnis 10:1.'"° Da dieses Gemisch laut Esfandiari et al. nicht trennbar ist und die Suche
nach optimalen Reaktionsbedingungen fur eine nucleophile Substitution mit einem Gemisch
aus zwei verschiedenen Alkylantien schwierig sein kann, entschied ich mich fur einen anderen
Weg. So synthetisierte ich stattdessen BODIPY-Derivat 115 mit einem terminalen Chlor durch
Umsatz von 2,4-Dimethylpyrrol (81) mit 5-Chlorvalerylchloid (113) und anschlielender
Komplexierung nach der Methode von Amat-Guerri et al., das ich in einer guten Ausbeute von
46% in reiner Form erhielt (Schema 18).

Cl

DCM/Toluol (95:5),
0 DCM, NEta, BF2‘OEt2,
/ \ M 40 °C, 2h J 7N 50°C,1,5h
+ e
H Cl Cl —N HN / 46%

81 113 114
Schema 18 Synthese des BODIPY-Derivates 115 nach der Methode von Amat-Guerri et al.l*®

Die Struktur von 115 konnte durch Aufnahme einer Rontgenkristallstruktur eindeutig

bewiesen werden (Abb. 16).
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S
CF B /\ \

Abb. 16 Rontgenkristallstruktur des BODIPY-Derivates 115.

Fir erste Untersuchungen des Reaktionsverhaltens des BODIPY-Derivates 115 in
Substitutionsreaktionen mit cyclischen Aminen wurde das BODIPY-Derivat 115
versuchsweise unter Standardbedingungen mit Piperidin (61) umgesetzt. Dazu wurde ein
Aquivalent des BODIPY-Derivates 115 mit 1.4 Aquivalenten Piperidin (61), drei Aquivalenten
Kaliumcarbonat als Saurefianger sowie 2.5 Aquivalenten Kaliumiodid fur eine in situ
Finkelstein-Reaktion in absolutem Acetonitril flr 14 h unter Rickflusskiihlung erhitzt. Anders
als bei dem kettenkurzeren BODIPY-Derivat 88, bei dem unter diesen Reaktionsbedingungen
die Zielverbindungen nur mit einer geringen Ausbeute (26%, vgl. Tabelle 6, Eintrag 3) isoliert
werden konnte, wurde die Zielverbindung 118 bei dieser Reaktion mit einer sehr guten
Ausbeute (86%) erhalten. Da die Ausbeute unter diesen Reaktionsbedingungen
zufriedenstellend war, wurde auf eine weitere Optimierung der Reaktionsbedingungen
verzichtet und es wurden auch die anderen Amine, die in den Zielverbindungen enthalten sein
sollten, unter diesen Bedingungen mit dem BODIPY-Derivat 115 umgesetzt (Tabelle 9).

Anders als beim kettenkirzeren Chlor-substituierten BODIPY-Derivat 88 gelang die
Umsetzung der Amine 59-65 und 67-71 mit dem BODIPY-Derivat 115 unter
Standardbedingungen in guten bis sehr guten Ausbeuten (zwischen 74 und 91%). Lediglich
die Synthese von 117 gelang mit nur 33% (Tabelle 9, Eintrag 2). Die Lange der Alkylkette
zwischen Halogenfunktion und dem BODIPY-Tricyclus hat, wie aus den Daten hervorgeht,
also einen deutlichen Einfluss auf das Reaktionsverhalten der Verbindungen in nucleophilen
Substitutionsreaktionen. Denn bereits ein C-Atom mehr in der Alkylkette, wie hier bei 115 im

Vergleich zu 88 begunstigt die Substitution im Vergleich zur Elimination.
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Tabelle 9 Ubersicht iiber die Ausbeuten der aus dem BODIPY-Derivat 115 dargestellten Substitutionsprodukte 116-127.

K,COs KI,
MeCN, 80 °C, 14 h

/\
F F
Produkt
Eintrag Amin Produkt Ausbeute
X =CH:
R'=H
1 n = 75%
59
X =CH:
R'=OH
2 N = 33%
60
X =CH:
R'=H
3 _ 86%
n=2
61
X=0
R'=H
0]
4 h=2 78%
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Tabelle 9 Fortsetzung

N

n=2
N
68 { N n

FF

124

Eintrag Amin Produkt Ausbeute
X = CH-OH
5 R'=H 74%
n=2 0
63
X = CH, LJ
R'=OH [
6 5 81%
- / N
64 /N;/B{;N Vi
121
X = CH-CeHs %
R1 =H (\
0,
7 N5 , 86%
65 L /NTE_N//
122
P
X = C(OH)(CeHs) %
R'=H KT .
8 N2 y 78%
67 //N;_/N//
123
X = C(OH)(4-Me-CeHa) g
9 R'=H 74%
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Tabelle 9 Fortsetzung

Eintrag Amin Produkt Ausbeute

X = C(OH)(2-Me-CeH.) %

R'=H
10 : 81%
n=2
69 //N‘/ NS
125
X = C(OH)(4-Cl-CsHa) z
R'=H b 82%
11 n=2 H
70 //NTE/N//
126
C
X = C(OH)(2-Cl-CsHa)
R'=H ]
12 : . 91%
n=2
71 //N*/ N//
127

Die Synthese des Nipecotinsaurederivates rac-129 gelang, wie beim kettenkurzeren Derivat
rac-108, Uber zwei Stufen. Erst wurde das Nipecotinsaureethylester-Derivat rac-128 durch
Reaktion des BODIPY-Derivates 115 mit Nipecotinsaureethylester (rac-106) dargestellt (80%,
Schema 19 oben), der nach anschlielRender basischer Hydrolyse der Ethylesterfunktion mit
Lithiumhydroxid in guten Ausbeuten (71%, Schema 19 unten) die freie Aminosaure rac-129

lieferte.
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(0]

KoCOs K
. [j)l\o/\cm MeCN. 80 °C, 14 h
N 80%

H

rac-106 rac-128

DCM/MeOH, rt
LiOH (aq), 4 d

71%

rac-129

Schema 19 Synthese des Nipecotinsaure-Derivates rac-129.

3.1.3.4 Synthese potentieller GAT-Liganden mit Pentylspacer zwischen polarer
Kopfgruppe und lipophilem Rest in meso-Position

Die Synthese der potentiellen GAT-Liganden mit einer Spacerlange von flinf
Kohlenstoffatomen zwischen lipophiler und polarer Doméane, d.h. zwischen der BODIPY-
Einheit und der basischen Aminofunktion, sollte analog zu den bisherigen Syntheserouten flr
die kettenklrzeren Verbindungen erfolgen. Auch hier sollte ein entsprechendes BODIPY-
Derivat mit einer Alkylfunktion in meso-Position und einer reaktiven terminalen
Abgangsgruppe synthetisiert werden. Zunachst wurde dazu BODIPY-Derivat 132, das wie
BODIPY-Derivat 115 ein terminales Chlor-Atom am Alkylspacer besitzt, nach der bewahrten
Methode von Amat-Guerri et al. hergestellt. Dazu wurde 2,4-Dimethylpyrrol (81) mit w-
Chlorhexanoylchlorid (130) umgesetzt und anschlieRend unter basischen Bedingungen mit
BF3+OEt; komplexiert (Schema 20).
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Cl

DCM/Toluol (95:5),

o DCM, NEt3,BF3+OEt,,
/ \ )J\/\/\/ 40°C, 2h v Z N 50°C, 1,5h
+ Cl —m8M
al /

N =N HN 39%

81 130 131
Schema 20 Synthese des BODIPY-Derivates 126 nach der Methode von Amat-Guerri et al.*!
Fiar die Synthese potentieller Liganden fur die GABA-Transporter wurde dann ein erster
Kupplungsversuch des BODIPY-Derivats 132 mit Piperidin (61) unternommen. Dazu wurde
zunachst BODIPY-Derivat 132 mit Piperidin nach den zu diesem Zeitpunkt besten bekannten
Reaktionsbedingungen nach Tabelle 6, Eintrag 5 umgesetzt, d.h. es wurde ein Aquivalent des
BODIPY-Derivats zusammen mit 1.4 Aquivalenten Piperidin mit Kaliumiodid fur eine in situ
Finkelstein Reaktion mit Kaliumcarbonat als Saurefanger und Aceton als Lésungsmittel bei
100 °C im Mikrowellenreaktor umgesetzt. Das BODIPY-Derivat 133 konnte so mit einer

akzeptablen Ausbeute von 46% erhalten werden (Schema 21).

KoCOg3 KI
Aceton, 100 °C, 14 h

46%

132 61
Schema 21 Kupplung von BODIPY-Derivat 132 mit Piperidin (61).

Kurz nach der erfolgreichen Synthese von des BODIPY-Derivats 132 publizierten Tram et al.
2011 die Synthese des BODIPY-Derivats 136 aus 2,4-Dimethylpyrrol (81) mit w-
Bromhexanoylchlorid (134), die ohne Austausch des terminalen Bromatoms verlief.!'%? Da ein
terminales Bromatom eine bessere Abgangsgruppe darstellt als ein Chlor-Atom wie in 132,
sollte flr die weitere Synthese von potentiellen Liganden fir die GABA-Transporter der von
Tram et al. publizierte BODIPY verwendet werden. Auch mit der bewahrten Methode nach
Amat-Guerri et al. war die Synthese des BODIPY-Derivates 136 in guten Ausbeuten mdglich,
wenn auch mit einer etwas geringeren Ausbeute als nach der Methode von Tram et al. bei der
im Gegensatz zur Methode nach Amat-Guerri et al. die Bildung des Intermediats 135 durch
Fallung geférdert wird, indem der Ansatz mit Hexan Uberschichtet und fir 12 h auf -4 °C
geklhlt wird (49% vs. 68%) (Schema 22).
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DCM/Toluol (95:5),

o DCM, NEts,BF3+OFt,,
/o \ J\/\/W 40°C,2h | JNF NF 50°C, 1,5h
+ Br ——m8 /
C
N ! —N HN 499%
81 134 B 135 a

Schema 22 Synthese des BODIPY-Derivates 136 nach der Methode von Amat-Guerri et al.l®®

Fir die Synthese der potentiellen GAT-Liganden wurden die Reaktionsbedingungen, die flr
die Synthese der Zielverbindungen mit dem Butylspacer im vorangegangenen Kapitel
beschrieben wurden, abgeandert. Aufgrund der vorhandenen besseren Abgangsgruppe,
einem Brom- anstelle eines Chloratoms, war eine in situ Finkelsteinreaktion nicht mehr
notwendig und auf eine Zugabe von Kaliumiodid konnte somit verzichtet werden. Ein erster
Versuch zur Testung der Reaktionsbedingungen mit 1.4 Aquivalenten Piperidin (61) und
einem Aquivalent des BODIPY 136 sowie drei Aquivalenten Kaliumcarbonat in absolutem
Acetonitril fihrte zu einer deutlich besseren Ausbeute an 133 von 78% (Tabelle 10, Eintrag 1),
im Vergleich zu 46% bei der Reaktion mit dem BODIPY-Derivat 132 (Schema 21).
Dementsprechend wurden zur Darstellung der Ubrigen Zielverbindungen die neuen
Reaktionsbedingungen verwendet, das heifit ein Aquivalent des BODIPY-Derivates 136
zusammen mit 1.4 Aquivalenten des entsprechenden Amines und drei Aquivalenten
Kaliumcarbonat als Saurefanger in absolutem Acetonitril. Die Ergebnisse sind in Tabelle 10
zusammengefasst.

Auch hier liefen fast alle Reaktionen in guten Ausbeuten, zwischen 73% und 87%, ab.
Lediglich bei der Reaktion mit 3-Hydroxypiperidin (64) und 4-(4-Methoxyphenyl)piperidin-4-ol
(68) fielen die Ausbeuten deutlich schlechter aus (58% bzw. 56%, vgl. Tabelle 10, Eintrag 4
und 7). Da die Struktur der Amine 64 und 68 sich nicht entscheidend von den anderen

verwendeten Aminen unterscheidet, ist unklar, was hierfur die Ursache ist.
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Tabelle 10 Ubersicht (iber die Ausbeuten der aus dem BODIPY-Derivat 136 dargestellten Substitutionsprodukte 133-145.

X R KoCO3,
[ j/ MeCN, 80 °C, 14 h
N .
" F/ \F
Amin Produkt
Eintrag Amin Produkt Ausbeute

X =CH;
1 R'=H 78%
61
[
X=0 JI
2 R'=H 82%
62 //N/ N//
137
X = CH-OH
3 R'=H 80%
63
X =CH>
4 R' = OH 58%

64
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Tabelle 10 Fortsetzung

Eintrag Amin Produkt Ausbeute
X= CH-CeHs

5 R'=H 87%

65

X = C(OH)(CgHs)

6 R'=H 87%

67

A5 on,
OH o |
X = C(OH)(4-MeO-CgHa) | J

7 R'=H | 56%

68 P

//N*\BV N /
142
OH \‘
X = C(OH)(2-MeO-CgHa) {

8 R'=H 73%

69 J

/N‘\B/N /
143
OH ~ ‘
X = C(OH)(4-CI-CgH i

9 ( R1)(= W K " 8%

70
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Tabelle 10 Fortsetzung

Eintrag Amin Produkt Ausbeute

X = C(OH)(2-CI-C¢Ha) { .
71 / N‘/ N//
145

Auch die Synthese des Nipecotinsaurederivates rac-147 mit einem Uber einen Pentylspacer

verbundenen BODIPY-Funktion erfolgte die Synthese in zwei Schritten, wie auch bei dem
kettenkUrzeren Analoga rac-108 und rac-129. Durch Reaktion des BODIPY-Derivats 136 mit

Nipecotinsaureethylester rac-106 wurde rac-146 in fast quantitativer Ausbeute erhalten (97%,
Schema 21). Anschlielende Esterhydrolyse mit Lithiumhydroxid in DCM/MeOH (1:2) bei

Raumtemperatur lieferte das gewilnschte Nipecotinsdurederivat rac-147 in 77% Ausbeute

(Schema 21).

KoCOs
. [j)ko/\% MeCN, 80 °C, 14 h

97%

rac-106 rac-146

OH

DCM/MeOH, rt
LiOH (ag), 7d

7%

F F
rac-147

Schema 23 Synthese des Nipecotinsaure-Derivates rac-147.
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3.1.4 Biologische Priifung der meso-substituierten Fluoreszenzliganden

Alle in dieser Arbeit beschriebenen Verbindungen wurden im Arbeitskreis hinsichtlich ihrer
inhibitorischen Potenz und Bindungsaffinitat an den vier murinen GABA-Transportern mGAT1-
mMGAT4 untersucht.

3.1.4.1 GABA-Uptake-Studien
Zur Untersuchung der Verbindungen wurden die vier murinen GABA-Transporter in HEK-

Zellen stabil exprimiert und die Testung nach einem von Kragler im Arbeitskreis entwickelten
Verfahren durchgefiihrt.l'%! In diesem Testverfahren wird ermittelt, inwiefern die untersuchten
Substanzen den durch membranstandige GAT-Proteine vermittelten Transport von GABA
durch die Zellmembran inhibieren. Dazu werden die Zellen zunachst mit einer
Verdinnungsreihe der zu testenden Substanz vorinkubiert. Anschlieend wird tritiiertes GABA
(PHIGABA) zugegeben. Die Menge an in die Zelle aufgenommener [°’H]JGABA kann dann nach
genau definierten Inkubations-, Filtrations- und Waschschritten mit Hilfe der
Flussigszintillisationsspektroskopie bestimmt werden. Die aus den Ergebnissen ermittelbare
inhibitorische Potenz flir eine Verbindung an einem Transporter wird als plCso-Wert
angegeben. Der plCso-Wert ist der negative dekadische Logarithmus derjenigen
Konzentration, bei der die Testsubstanz die spezifische Aufnahme von GABA um 50% im
Vergleich zum nicht inhibierten spezifischen Uptake reduziert. Der spezifische Uptake wird aus
der Differenz der Gesamtaufnahme in Gegenwart des Inhibitors und dem nicht spezifischen
Uptake berechnet. Der nicht spezifische Uptake wird dabei in Gegenwart eines Uberschusses
an GABA (1mM) ermittelt. Je grofier der ermittelte plCso-Wert ist, desto grolder ist die

inhibitorische Potenz der getesteten Verbindung.

Die angegebenen plCso-Werte sind der Mittelwert aus drei unabhangigen Versuchen. Wenn
der bei der hochsten eingesetzten Testsubstanzkonzentration (1mM bzw. 100 pM)
verbleibende Uptake nicht wenigstens bei 50% oder darunter lag wurde auf eine Wiederholung
der Bestimmung verzichtet. In diesen Fallen wird kein plCso-Wert angegeben, sondern
stattdessen der erhaltene Prozentwert. Um den Vergleich dieser Werte mit jenen, bei denen
die Uptake-Inhibition > 50% war und somit ein plCso-Wert vorliegt, zu vereinfachen, werden
fir Versuche bei einer Konzentration von 100 pM plCso-Werte < 4.00 und bei einer

Konzentration von 1 mM als plCso-Werte < 3.00 angenommen.

3.1.4.2 Bindungsexperiment

Zusatzlich zu funktionellen Aktivitaten in Uptake-Studien wurde die Bindungsaffinitat der
Testsubstanzen zum mGAT1-Subtyp bestimmt. Dazu wurde eine von Zepperitz im
Arbeitskreis entwickelte Methode verwendet.!'" Bei diesem kompetitiven Bindungsassay wird
die Affinitat der Testsubstanz indirekt durch Quantifizierung eines Markers bestimmt. Dabei

wird, im Gegensatz zur Uptake-Bestimmung, nicht mit ganzen Zellen, sondern mit einer
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Membranpraparation des Transporter-Subtyps mGAT1 gearbeitet. Diese wird zusammen mit
der Markersubstanz NO-711 (11) und verschiedenen Konzentrationen der zu testenden
Substanz inkubiert. Somit konkurrieren der Marker und die Testsubstanz um die
Bindungsstelle von mGAT1. Nach einer definierten Inkubationszeit wird nicht an das Protein
gebundenes NO-711 (11) durch Filtrations- und Waschschritte von gebundenem NO-711 (11)
abgetrennt und der gebundene Marker durch Denaturierung des Proteins freigesetzt. Dazu
werden die getrockneten Filterplatten mit Methanol behandelt, wodurch vormals gebundenes
NO-711 (11) eluiert wird. AnschlieRend kann die Menge an eluiertem NO-711 (11) mit Hilfe
von LC/MS quantifiziert werden. Je geringer die Menge an NO-711 (11) desto mehr
Testsubstanz hat an mGAT1 gebunden und desto héher ist die Affinitat der Testsubstanz an
mGAT1.

Die Affinitat der Testverbindungen wird als pKi-Wert angegeben. Dieser ist definiert als der
negative dekadische Logarithmus der Gleichgewichtsdissoziationskonstante K der
untersuchten Verbindung. Diese Konstante K; kann nach Cheng und Prusoff aus dem ICso-
Wert der Testsubstanz, dem Ky und der Konzentration [M] des Markers, in diesem Fall NO-711
(11) berechnet werden (Formel 2).I'%! Der ICsy entspricht dabei der Konzentration an
Testsubstanz die bendtigt wird, um 50% der Markerverbindung NO-711 (11) aus den
Bindungsstellen zu verdrangen. Auch hier gilt, dass je grolier der pKi desto hdher ist die
Affinitat der Testsubstanz zum Transporter mGAT1.

ICs

[M]

1+K_d

Formel 2 Zusammenhang zwischen K; und pICso hach Cheng und Prusoff.l"°!

i

Bei den untersuchten Substanzen wurde nur dann ein pKi-Wert bestimmt, wenn durch die
Testsubstanz in der hdchsten eingesetzten Konzentration (1mM bzw. 100 uM) mehr als 50%
der Markersubstanz NO-711 (11) aus den Bindungsstellen verdrangt wurden. War dies nicht
der Fall, so wurde der Prozentsatz angegeben, der den Anteil noch gebundenen Markers bei
dieser Konzentration beschreibt. Um einen einfachen Vergleich der pK-Werte mit
Prozentwerten zu ermdoglichen, wurde auch hier ein pKi-Wert von < 4.00 und < 3.00
angenommen, wenn der Prozentwert bei einer Konzentration von 100 yuM bzw. 1 mM bestimmt
worden war. Soweit nicht anders vermerkt, wurde auch fir die Bestimmung der
Bindungsaffinitdten drei voneinander unabhangige Experimente durchgefiihrt, von denen
jedes als Triplikat ausgeflhrt wurde. Somit handelt es sich bei den angegeben Werten um
Mittelwerte + SEM (standard error of mean). Bei plCso- bzw. pKi-Werten unter 5.0 wurde meist
nur ein Experiment als Triplikat durchgefuhrt, wodurch in diesen Fallen auch keine
Fehlergrenze angegeben werden kann. Die inhibitorische Aktivitdt und Bindungsaffinitat der
im Rahmen dieser Arbeit hergestellten in meso-Position substituierten BODIPY-Derivate

werden im Folgenden vorgestellt.
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3.1.4.3 Testergebnisse potentieller Fluoreszenzliganden mit Propylspacer zwischen
polarer Gruppe und lipophilem Rest in meso-Position

Die synthetisierten Verbindungen mit einer Alkylkette zwischen dem cyclischen Amin und dem
als Diarylrest fungierendem BODIPY die drei Kohlenstoffatome lang ist, wurden hinsichtlich
ihrer inhibitorischen Potenz bezlglich mGAT1-4 sowie ihrer Bindungsaffinitdt an mGAT1

untersucht. Die Ergebnisse der biologischen Prufung sind in Tabelle 11 zusammengefasst.

Tabelle 11 Ergebnisse der biologischen Testung der potentiellen Fluoreszenzliganden mit Propylspacer.

Eintrag Verbindung Struktur mGAT1 mGAT2 mGAT3 mGAT4
p|Cso 97%a 64%a
£SEM 100uM  *1% qoopm 420
1 89
pKi 71%"°
+SEM 100 uM
o plCso 67%* 50%* 64%* 51%*
- +SEM 100puM 100 puM 100 uM 100 pM
2 103
agw, pKi 68%"
¢ +SEM 100 uM
plCso 58%* 50%* 59%? 56%*
+SEM 100puM 100 puM 100 upM 100 pM
3 96
pKi 81%?®
+SEM 100 uM
T p|Cso 57%?2
e £SEM 100 uM 4.31 4.32 4.44
4 97
209 pKi 70%"°
A +SEM 100 uM
= plCso 73%° 53%° 71%?2 83%*
JJY +SEM 100 uM 100 uM 100 uM 100 uM
5 rac-108° ' >
V4 N
NN pKi
- +SEM 448
i | p|Cso 46%?
1 "~ £SEM 100 uM 4.61 414 4.01
6 98
209 pKi 45%"

B + SEM 100 M
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Tabelle 11 Fortsetzung

Eintrag Verbindung Struktur mGAT1 mGAT2 mGAT3 mGAT4
f\ p|Cso 53%?2
‘ + SEM 4.14 100 uM 4.11 4.49
7 99
PKi d
+ SEM
OHi | pICSO
"~ ¥ SEM 4.41 4.86 4.64 4.79
8 100
pKi 39%"
+SEM 100 pM

on = 0 CHs pICSO
dg* Sspy 442 424 454 473

9 104 \
TS pKi  54%"
T + SEM 100 M

OH p|Cso 4.81
d/%) +SEM  +0.10 4.78 4.86 4.92

10 105 [
o0 pKi
LI Loey 422
o T plCso 5.10 5.03
@& +sEM 428 143 498 Lod
11 101 r
% pKi  52%"
e +SEM 100 pM
o plCso 5.15
W s sem 499 +0.09 4.79 4.83
12 102 i
+SEM 100 pM

a verbleibender [*H]GABA-Uptake (in %) bei der angegebenen Konzentration. ® verbleibender Anteil an
gebundenem NO-711 (11) (in %) bei der angegebenen Konzentration. ¢ Getestet als Hydrochlorid. 9 nicht
bestimmt.

Verbindung 89, die nur den unsubstituierten Piperidinring tragt, zeigt nur eine sehr geringe
inhibitorische Potenz gegentiber den murinen GABA-Transportersubtypen mGAT1-4. Alle
plCso-Werte sind im Bereich von 4.00 oder deutlich darunter. AuRerdem Iasst sich keine
Praferenz bezlglich eines Transportersubtyps erkennen und auch die Bindungsaffinitat liegt

bei einem pKi-Wert < 4.00 (Tabelle 11, Eintrag 1). Durch Austausch des Piperidinringes gegen
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einen Morpholinring oder Einfihrung einer Hydroxygruppe in 4-Position des Piperidins
konnten weder die plCso- noch die pKi-Werte signifikant verbessert werden (Tabelle 11, Eintrag
2 und 3). Eine erste nennenswerte messbare Inhibition der Transportersubtypen mGAT2-4
(pICso-Werte 4.31, 4.32 bzw. 4.44 an mGAT2-4) konnte erst bei Verbindung 97 mit einer
Hydroxygruppe in 3-Position des Piperidinringes beobachtet werden, wobei keine deutliche
Praferenz bezlglich einer der Subtypen erkennbar war. Die Bindungsaffinitat bzgl. mGAT1
blieb jedoch unverandert niedrig (Tabelle 11, Eintrag 4). Beim Strukturanalogon zu Tiagabin,
Verbindung rac-108, konnte zwar eine schwache Bindung zu mGAT1 festgestellt werden (pKi
= 4.48), eine signifikante Inhibition der Transporter (pICso-Werte < 4.00) fand jedoch nicht statt.
(Tabelle 11, Eintrag 5). Die Einfihrung eines Phenylrestes in 4-Position des Piperidinringes
resultierte in einer geringen inhibitorischen Potenz an allen vier Transportersubtypen, jedoch
ohne erkennbare Selektivitat bezliglich eines Transportersubtyps. Auch die Bindungsaffinitat
an mGAT1 war < 4.00 (Tabelle 11, Eintrag 6). Eine Alken-Gruppe zwischen C3 und C4 des
Piperidingrundgerists, Verbindung 99, zeigte keine Veranderung. An allen vier
Transportersubtypen blieb die inhibitorische Potenz ahnlich niedrig und auch weiterhin ohne
erkennbare Selektivitat. Die Bindungsaffinitdt wurde bei dieser Verbindung nicht gemessen
(Tabelle 11, Eintrag 7). Erst durch Einfihrung eines aromatischen Restes zusatzlich zur
Hydroxygruppe am Piperidinring, d.h. bei Verbindung 100, konnte eine Inhibition mit plCso-
Werten klar Gber 4.00 an allen vier Subtypen mGAT1-4 erreicht werden, dabei war jedoch
keine Subtypenselektivitat erkennbar. Die Bindungsaffinitdt an mGAT1 lag jedoch wieder bei
<4.00 (Tabelle 11, Eintrag 8). Die zusatzliche Einfuhrung einer Methoxygruppe in ortho- bzw.
para-Position des Phenylringes wurde toleriert. Dabei war Verbindung 105 mit der
Methoxygruppe in ortho-Position, also das Strukturanalogon zu NNC05-2090 (15), etwas
potenter als Verbindung 104 mit der Methoxygruppe in para-Position. Aber auch von diesen
beiden Verbindungen zeigte keine eine nennenswerte Subtypenselektivitat. Verbindung 105
zeigte jedoch eine etwas hohere Bindungsaffinitdt zu mGAT1 mit einem pKi von 4.22 als
Verbindung 104 mit einem pKi < 4.00 (Tabelle 11, Eintrag 9 und 10). Beim Austausch der
Methoxygruppe in para-Position des Phenylringes mit einem Chloratom, Verbindung 101,
bleibt die inhibitorische Potenz in etwa gleich. Jedoch zeigte sich eine leichte
Subtypenselektivitdt zu Gunsten von mGAT2 und mGAT4 (Tabelle 11, Eintrag 11). Bei
Verbindung 102 mit dem Chlorsubstitutenten in ortho-Position war keine wesentliche
Veranderung der inhibitorischen Potenz zu beobachten. Einzig die Subtypenselektivitat, die
auch schon bei 101 nur wenig ausgepragt war, verringerte sich weiter, so dass Verbindung
102 an allen vier GABA-Transportern nahezu aquipotent war (Tabelle 11, Eintrag 12). In
Hinblick auf die Bindungsaffinitaten zeigt sich jedoch, dass Verbindungen 101 und 102 nur
eine sehr schwache Bindung an mGAT1 zeigen (pKi < 4.00) (Tabelle 11, Eintrag 11 und 12).
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3.1.4.4 Testergebnisse potentieller Fluoreszenzliganden mit Butylspacer zwischen

polarer Gruppe und lipophilem Rest in meso-Position

Die Testergebnisse der biologischen Priifung der inhibitorischen Potenz an den Transportern
MGAT1-4 der Verbindungen mit einer Alkylkette, die vier Kohlenstoffatome zwischen dem

cyclischen Amin und der Diaryleinheit des BODIPY-Grundgertistes aufweist, sind in Tabelle 12

dargestellt.

Tabelle 12 Ergebnisse der biologischen Testung der potentiellen Fluoreszenzliganden mit Butylspacer.

Eintrag Verbindung Struktur mGAT1 mGAT2 mGAT3 mGAT4
e pICso  72%%  63%°  78%°% 47%°
e +SEM 100 M 100 uM 100 uM 100 pM
1 116 i
/ N
/Nt/B(N 4 p,<| 72%b
o + SEM 100 pM
o p|Cso 50%*
Fﬁ sseM 432 100 oM 4.01 4.17
2 117 |
pKi 48%°
+ SEM 100 pM
p|Cso 4.32
(Tj £ SEM  £0.11 4.19 4.77 4.19
3 118 b
T oK 61%"
+SEM 100 uM
o pICso  50%%  58%°  62%° 410
() £SEM 100uM 100uM 100puM %
4 119
//N;_/N// p,<| 52%b
+ SEM 100 pM
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Tabelle 12 Fortsetzung

Eintrag Verbindung Struktur mGAT1 mGAT2 mGAT3 mGAT4
i p|Cso 4.64
@ ssEM 429 Loqp 442 4.38
]
5 120 f
L) pKi  62%"
+ SEM 100 pM
HO pICSO 447
jfﬁ + SEM 4.03 +015 4.26 4.56
6 121 ]
//N;V,N// pl<| 550/0b
+ SEM 100 pM
i p|Cso 473
+ SEM 4.87 +007 4.81 4.75
7 rac-128
pKi 65%"
+SEM 100 pM
i pICso 4.16 84%* 75%* 90%*
)Hﬁ +SEM +0.13 100puM 100 uM 100 pM
|
8 rac-129 g
//Nf /N// pl<|
+SEM 22
pICso
+ SEM 4.31 4.56 4.37 4.45
9 122
K 463
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Tabelle 12 Fortsetzung

Eintrag Verbindung Struktur mGAT1 mGAT2 mGAT3 mGAT4

PICso 4 70 4.94 4.92 479

+ SEM
10 123
pKi
LoEy 469
pICso 4.57 4.68
£SEM  47® 4014 483 1020
11 124
pKi
LoEy 438
plCso 4.72 4.83 5.00 4.99
+SEM % +0.08 +0.04 +0.15
12 125
P pKi
Gl isem 473
pICso 68%°  50%1
- +seM %9 q00um 100um 48
13 126 W'T
/'” pKi 71%°
o8, + SEM 100 pM
Pe plCss 507 525 503 505
®  +SEM +0411 £007 +005 +0.11
14 127 J
I
N pKi 5.11
e Ay +SEM  +0.08

a verbleibender [*H]GABA-Uptake (in %) bei der angegebenen Konzentration. ® verbleibender Anteil an
gebundenem NO-711 (11) (in %) bei der angegebenen Konzentration.

Ganz allgemein Iasst sich feststellen, dass die inhibitorischen Potenzen der Verbindungen
durch die Verlangerung der Alkylkette um ein C-Atom im Vergleich zu den Verbindungen mit

Propylspacer in etwa gleichgeblieben sind oder sich verbessert haben. Verbindung 116, die
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einen unsubstituierten Pyrrolidinring enthalt, zeigt nur eine sehr schwache inhibitorische
Potenz an allen vier Transportersubtypen. Eine Selektivitat bezlglich eines bestimmten
Transportersubtypes ist ebenso nicht erkennbar. Auch die Bindungsaffinitdt an mGAT1 ist nur
sehr gering ausgepragt (Tabelle 12, Eintrag 1). Die Einfihrung einer Hydroxygruppe in 3-
Position des Pyrollidinringes, Verbindung 117, fihrt zu plCso-Werten =2 4.00 an mGAT1,
MGAT3 und mGAT4. An mGAT2 bleibt die inhibitorische Potenz weiterhin niedriger mit einem
plCso Wert < 4.00. Die Bindungsaffinitat an mGAT1 bleibt weiterhin niedrig (Tabelle 12, Eintrag
2). Verbindung 118, die den unsubstituierten Piperidinring enthalt, zeigt wieder eine schwache
inhibitorische Potenz an den vier murinen Transportersubtypen mGAT1-4, jedoch findet man
hier auch eine geringe Praferenz der Verbindung fur die Inhibition von mGAT3. Die
Bindungsaffinitdt an mGAT1 ist wieder nur sehr gering ausgepragt (Tabelle 12, Eintrag 3). Der
Austausch des Piperidinringes durch einen Morpholinring, Verbindung 119, fihrt zu plCso-
Werten < 4.00 an den Transportersubtypen mGAT1-3 und 4.10 an mGAT4, die
Bindungsaffinitdt an mGAT1 bleibt aber weiterhin niedrig (Tabelle 12, Eintrag 4). Bei den
Verbindungen mit einer Hydroxygruppe in 3- bzw. 4-Position des Piperidinringes, Verbindung
120 bzw. 121, stieg die inhibitorische Potenz teils leicht an, allerdings weiterhin ohne
erkennbare Subtypenselektivitdt. Auch hier sind die Bindungsaffinitditen der beiden
Verbindungen nur schwach mit einem pK; von jeweils < 4.00 (Tabelle 12, Eintrag 5 und 6).
Verbindung rac-128 mit dem Nipecotinsaureethylester als cyclischem Aminbaustein zeigt an
allen vier GAT-Proteinen mGAT1-4 leichte inhibitorische Potenz mit plCso-Werten um 4.80.
Die Bindung an mGAT1 ist jedoch nur sehr gering mit pKi< 4.00 (Tabelle 12, Eintrag 7). Das
durch Hydrolyse der Esterfunktion in rac-128 erhaltene Tiagabin-Analogon mit der
Nipecotinsadure als cyclischem Aminbaustein, Verbindung rac-129, besitzt eine leichte
inhibitorische Potenz an mGAT1 wobei sie auch eine schwache Subtypenselektivitat fir
MGAT1 besitzt, mit pICso-Werten fir die Transporter mGAT2-4 deutlich unter 4 im Vergleich
zum plCso-Wert von 4.16 fur mGAT1. Auch zeigt sich hier eine geringe Bindung an mGAT1
mit einem pK; = 4.22 (Tabelle 12, Eintrag 8). Ahnlich zur kettenkirzeren Verbindung 100,
konnte die inhibitorische Potenz gegeniber dem Grundsystem, Verbindung 118 (Tabelle 12,
Eintrag 3), durch Einfuhrung eines Phenylrestes, Verbindung 122, (Tabelle 11, Eintrag 6) und
weiter einer Hydroxygruppe, Verbindung 123 bei allen Transportersubtypen mGAT1-4 deutlich
verbessert werden. Anders als bei den Verbindungen mit Propylspacer zeigen diese
Verbindungen jedoch eine messbare Bindungsaffinitat zu mGAT1 mit einem pKi = 4.63 bzw.
4.69 (Tabelle 12, Eintrag 9 und 10). Eine Substitution des Phenylrings von 123 in para-Position
mit einer Methoxygruppe, 124, fiuhrte zu einer geringfugigen Verschlechterung der
inhibitorischen Potenz an allen Transportersubtypen mGAT1-4. Auch die Bindungsaffinitat zu
MGAT1 bleibt niedrig (Tabelle 12, Eintrag 11). Die Substitution des Phenylringes in 123 mit

einer Methoxygruppe in ortho-Position, Verbindung 125, filhrte wieder zu ahnlichen plCso-
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Werten wie bei der unsubstituierten Verbindung. Auch der pK bleibt ahnlich niedrig (Tabelle
12, Eintrag 12). Beide Verbindungen, 124 und 125, zeigten keine nennenswerte Praferenz
bezlglich eines Transportersubtyps (Tabelle 12, Eintrag 11 und 12). Zeigte Verbindung 101
bei den Verbindungen mit Propylspacer mit einem Chloratom in para-Position des
Phenylringes noch eine Subtypenselektivitdt beziglich mGAT2 und mGAT4 (Tabelle 11,
Eintrag 10), so verschiebt sich diese Selektivitat durch Verlangerung der Alkylkette, bei 126,
nach mGAT1 und mGAT4. An mGAT2 und mGAT3 zeigt diese Verbindung nur eine geringe
inhibitorische Potenz. Die Bindungsaffinitait an mGAT1 bleibt weiterhin < 4.00 (Tabelle 12,
Eintrag 13). Bei der Substitution des Phenylringes in 123 mit einem Chloratom in ortho-
Position, bei 127, dagegen ist die inhibitorische Potenz vergleichbar mit der der kettenkurzeren
Verbindung 102. Dabei ist flur Verbindung 127 keine Subtypenselektivitat erkennbar, da die
Unterschiede zwischen den ermittelten plCso-Werten keine Signifikanz besitzen. Der pK; von
Verbindung 127 an mGAT1 ist auch geringfligig niedriger (pKi = 5.11 statt pKi = 5.39) (Tabelle
11, Eintrag 12 und Tabelle 12, Eintrag 14).

3.1.4.5 Testergebnisse potentieller Fluoreszenzliganden mit Pentylspacer zwischen
polarer Gruppe und lipophilem Rest in meso-Position

Die synthetisierten Verbindungen mit einer Alkylkette aus funf Kohlenstoffatomen zwischen
dem cyclischen Amin und dem als Diarylrest fungierendem BODIPY wurden hinsichtlich ihrer
inhibitorischen Potenz an mGAT1-4 sowie ihrer Bindungsaffinitdt an mGAT1 untersucht. Die

Ergebnisse der biologischen Prifung sind in Tabelle 13 zusammengefasst.

Tabelle 13 Ergebnisse der biologischen Testung der Fluoreszenzliganden mit Pentylspacer zwischen cyclischen Amin und

BODIPY-Einheit.
Eintrag Verbindung Struktur mGAT1 mGAT2 mGAT3 mGAT4
m plCso 4.95
f 4 SEM 4.63 +008 4.86 4.61
1 133 p
(T T PKi
/NF\/B&;N / + SEM 4.20
’L,/\O p|Cso
¢ + SEM 4.37 4.53 4.44 4.41
2 137 (
T 1) PR 436

A + SEM

FF
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Tabelle 13 Fortsetzung

Eintrag Verbindung Struktur mGAT1 mGAT2 mGAT3 mGAT4
KYOH p|C50
H/ - + SEM 423 4.41 4.69 4.39
3 138 ,
(T T ) pKi 47%?
U £+ SEM 100 uM
: pICso
))/O\OH + SEM 4.28 4.56 453 4.60
4 139
M pKi 45%°
- F)Bg; +SEM 100 uM
© ysem 4% 1007 1002 468
5 rac-146
pKi a
+SEM 2%
OYO plCso 47%" 53%° 70%?° 59%?°
7" £SEM 100uM 100 M 100 iM 100 pM
6 rac-147 J
YO K
by PAi
A + SEM 4.48
p|C50
jj(Q + SEM 4.48 477 4.46 455
7 140 |
‘ad pPKi
e J + SEM 415
* ] plCso 5.07 5.09
+SEM % 1000 487 Lo07
8 141
PK 457

+ SEM
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Tabelle 13 Fortsetzung

Eintrag Verbindung Struktur mMGAT1 mGAT2 mGAT3 mGAT4
5.1 5.15
483 o005 4% so05
9 142
63%?
100 uM
“ell plCs 44, 511 512 520
i +SEM ™ +0.07 +0.06 +0.06
10 143 JJ
/Y pKi
o / + SEM 4.25
on ] - plCso 5.30
@ﬁ P a9 00 482 498
(
11 144 j
pKi 56%
+SEM 100 uM
el plCs 490 535 512 525
I 0T £sem % +0.04 +0.08 +0.03
12 145 ,
Ve pl‘<| 527
g N +SEM  +0.05

a verbleibender Anteil an gebundenem NO-711 (11) (in %) bei der angegebenen Konzentration. ® verbleibender
[BH]GABA-Uptake (in %) bei der angegebenen Konzentration.

Im Vergleich zu den kettenkirzeren Verbindungen mit einer Alkylkette aus drei bzw. vier
Kohlenstoffatomen (siehe Tabelle 11 bzw. Tabelle 12) besitzen die Verbindungen mit einem
Pentylspacer zwischen dem cyclischen Amin und dem BODIPY-Grundgerist eine bessere
inhibitorische Potenz. So zeigt Verbindung 133, die den unsubstituierten Piperidinring als
cyclisches Amin enthalt, eine messbare inhibitorische Potenz an allen vier Subtypen mGAT1-
MGAT4, jedoch keine Subtypenselektivitat zugunsten eines der vier der Transportersubtypen.
Auch zeigt sich hier schon eine messbare Bindungsaffinitat mit einem pKi = 4.20 an mGAT1
(Tabelle 13, Eintrag 1). Selbst das Morpholinderivat 137, das bei den analogen kettenkirzeren
Verbindungen 103 und 119 (siehe Tabelle 11, Eintrag 2 bzw. Tabelle 12, Eintrag 4) keine
inhibitorische Wirkung mit plCso-Werten > 0 besaly, weist jetzt pICso-Werte auf, welche an den

vier GABA-Transportern knapp uber vier liegen. Auch eine Bindung an mGAT1 ist hier
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messbar (Tabelle 13, Eintrag 2). Die Einfuhrung der Hydroxygruppe in 133 in 4- bzw. 3-
Position des Piperidinringes wird toleriert, flhrt bei den resultierenden Verbindungen 138 und
139 jedoch nicht zu einer signifikanten Veranderung der inhibitorischen Potenz. Auch die
Bindungsaffinitdten an mGAT1 fallen auf Werte < 4.00 (Tabelle 13, Eintrag 3 und 4).
Verbindung rac-146 mit dem Nipecotinsaureethylester als cyclischem Amin besitzt eine
geringe inhibitorische Potenz an allen vier GAT-Transportern mit einer geringen Selektivitat
bezlglich mGAT3 mit einem pICso = 5.05. Die Bindung an mGAT1 ist jedoch wie bei
Verbindung rac-128 mit dem Butylspacer zwischen der BODIPY-Partialstruktur und dem
cyclischen Amin nur sehr gering mit pKi< 4.00 (Tabelle 12, Eintrag 7 und Tabelle 13, Eintrag
5). Das durch Hydrolyse der Esterfunktion in rac-146 erhaltene BODIPY-Derivat, Verbindung
rac-147, mit dem Nipecotinsaurerest als cyclischem Amin weist wie die kettenklrzeren
Verbindungen rac-108 und rac-129 (siehe Tabelle 11, Eintrag 5 und Tabelle 12, Eintrag 8)
eine messbare Bindung am Subtyp mGAT1 auf (pKi = 4.48), mit plCso-Werten um und < 4.00,
jedoch ist nur eine geringe funktionelle Aktivitdt an den Transportersubtypen mGAT1-4
nachweisbar (Tabelle 13, Eintrag 6). Die Substitution des Piperidinringes der Grundverbindung
133 mit einem Phenylrest in 4-Position fuhrt wie schon bei den kettenkurzeren Verbindungen
98 und 122 (siehe Tabelle 11, Eintrag 6 bzw. Tabelle 12, Eintrag 9) nicht zu einer signifikanten
Steigerung der inhibitorischen Potenz. Auch die Bindungsaffinitat an mGAT1 bleibt niedrig
(Tabelle 13, Eintrag 7). Die inhibitorische Potenz der Verbindungen steigt jedoch durch
EinfGhrung einer Hydroxygruppe =zusatzlich zum Phenylring in 4-Position des
Piperidingrundgeristes leicht an und erreicht hier pICso-Werte > 5.00 an mGAT2 und mGAT4
im Vergleich zu Verbindung 140 Die Bindungsaffinitat an mGAT1ist jedoch nur gering
ausgepragt (Tabelle 13, Eintrag 7 und 8). Die Einflhrung einer Methoxygruppe in para-Position
des Phenylrings von 141 fiihrt zu keiner nennenswerten Anderung der inhibitorischen Wirkung
(Tabelle 13, Eintrag 9), was auch gilt, wenn sich die Methoxygruppe in ortho-Position des
Phenylringes befindet (Tabelle 13, Eintrag 10). Bei beiden Verbindungen ist auch die
Bindungsaffinitdt an mGAT1 nur gering ausgepragt mit pKi-Werten unter bzw. knapp tber 4.00
(Tabelle 13, Eintrag 9 und Eintrag 10). Der Austausch der Methoxygruppe in para-Position des
Phenylringes von 140 durch ein Chloratom bewirkt, dass die inhibitorische Potenz an mGAT2
etwas gesteigert wird, von plCso = 5.11 (143, Tabelle 13, Eintrag 10) auf pICso = 5.30 (144,
Tabelle 13, Eintrag 11). Verschiebt man das Chloratom von der para-Position, 144, in die
ortho-Position des Phenylringes, 145, bleiben die inhibitorischen Potenzen weitgehend
unverandert, einzig beztiglich mGAT3 und mGAT4 ist eine Tendenz zu leicht hdheren Werten
(pICso-Werte > 5.00) zu erkennen. Verbindung 145 zeigt jedoch, wie dies auch bei den
kettenklrzeren Verbindungen 102 und 127 zu beobachten war (Tabelle 11, Eintrag 12 und
Tabelle 12, Eintrag 14), die hdchste Bindung an mGAT1 dieser Messreihe mit einem pKi-Wert



Theoretischer Teil 61

= 5.27 (Tabelle 13, Eintrag 12) Die Bindungsaffinitdt von 144 an mGAT1 ist sehr gering
(Tabelle 13, Eintrag 11).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es prinzipiell méglich ist, Fluoreszenzliganden die
an die verschiedenen Transportersubtypen mGAT1-4 binden, zu entwickeln. Dabei scheint
eine langere Kette zwischen dem cyclischen Amin und dem Diarylrest die inhibitorische
Wirkung zu begunstigen. Auch die Verwendung von cyclischen Aminen, die einen mit
funktionellen Gruppen substituierten aromatischen Rest tragen, beglnstigt die inhibitorische
Wirkung und es lassen sich plCso-Werte > 5.00 an den Transportersubtypen mGAT1-4
erreichen. Die nominal potenteste Verbindung, die in diesen Studien an meso-substituierten
BODIPY-Derivaten gefunden wurde, ist Verbindung 145 mit einem plCso-Wert von 5.35 an
mGAT?2.

3.1.5 Synthese von in der meso-Position substituierten BODIPY-Derivaten als
potentielle GAT-Liganden mit 2-Oxa- bzw. 2-Azabutyl- oder Butenylspacer

2-Oxabutyl-, 2-Azabutyl- bzw. Butenylspacer kdnnen einen positiven Einfluss auf das
Bindungsverhalten der potentiellen Liganden fir die GABA-Transporter haben.!""%1 Darum
wurden BODIPY-Verbindungen, die einen solchen Spacer in der meso-Position des BODIPY-
Grundgertstes enthalten, flr die Entwicklung potentieller Liganden fir die Transporter
MGAT1-4 synthetisiert.

3.1.5.1 Synthese potentieller GAT-Liganden mit 2-Oxabutylspacer in meso-Position der
BODIPY-Derivate

Li et al. publizierten 2006 die Synthese des meso-substituierten BODIPY-Derivates 150 aus
2,4-Dimethylpyrrol (81) und Glutarsdureanhydrid (148) in einem zweistufigen Ansatz, in dem
die beiden Edukte zunéchst in Dichlormethan zusammen mit BF3*OEt, (ca. 1.3 Aquivalente)
fur 5 Stunden zum Ruckfluss erhitzt und anschlieBend bei Raumtemperatur und einem grof3en

Uberschuss an zuséatzlichem BF;*OEt, sowie Triethylamin geriihrt wurden (Schema 24).1'°8]

o

OH

DCM, BF3°OEt,,
/N, BF3:OEt, 40°C | /N7 N\~ NEts, rt
N o o) o) /

H =N HN 16%

81 148 149
Schema 24 Synthese des BODIPY-Derivats 150 nach Li et al. [%®

In der Verwendung von 1,4-Dioxan-2,6-dion (151), anstelle des in der Publikation von Li et al.

verwendeten Glutarsaureanhydrids (148), wurde eine einfache Methode zur Darstellung der



62 Theoretischer Teil

zu 150 Oxa-analogen Verbindung 153 gefunden, die als Vorstufe zur Synthese eines BODIPY-

Derivats mit einem 2-Oxa-butylspacer in meso-Position geeignet schien (Schema 25).

(o} o}

’)kOH ’)kOH
(0] (0]
0o DCM, BF3*OEty,
/N /[ :\L BF3OEL 40°C | /S 2\~ NEt,, rt
H [e) (0] (0] —N HN / 5%, B'\
/
L — F F
81 151 152 153

Schema 25 Synthese von 153 in Analogie der publizierten Methode von Li et al.

Dementsprechend wurde 2,4-Dimethylpyrrol (81) mit 1,4-Dioxan-2,6-dion (151) in absolutem
Dichlormethan und BF3;*OEt; als Lewis-Saure fir 5 Stunden unter Rickflusskihlung erhitzt.
AnschlieRend wurde bei Raumtemperatur Triethylamin und nochmals BF3;*OEt, zugegeben.
Danach konnte das BODIPY-Derivat 153 mit einer Ausbeute von nur 5% isoliert werden. Fir
die Synthese der zusatzlichen Zielverbindungen 156 hatte es noch drei weiterer
Reaktionsschritte bedurft. So hatte die Carboxygruppe von 153 zum Alkohol reduziert,
(> 154), und z.B. durch Uberfiihrung in ein Tosylol aktiviert, (= 155), und letztere durch
Reaktion mit cyclischen Aminen zu den Zielverbindungen (= 156) umgesetzt werden missen
(Schema 26).

R? R®

R

’jTOS HN
0] (0]

Nucleophile
Substitution

Einflhrung der
Tosylgruppe ~ /

o

/\

F_F F F F F

153 155 156

Schema 26 Urspriinglicher Syntheseplan potentieller Liganden fir die GAT mit 2-Oxybutylspacer in meso-Position des
BODIPY-Derivates.

Nachdem die bendtigte Ausgangsverbindung 153 bei der vorher beschriebenen Synthese nur
in einer Ausbeute von 5% isoliert werden konnte, musste ein alternativer Weg zur Darstellung
der Verbindungen 156 entwickelt werden. Als alternatives Intermediat zum Aufbau der
Zielverbindungen 156 wurde das BODIPY-Derivat 163 angesehen, das in meso-Position die
in 163 vorhandene Oxabutylkette und eine terminale Chloridfunktion besitzt. Fur die
Darstellung von 163 sollte zunachst tert-Butyl-2-(2-chlorethoxy)acetat (159) nach einer
Literaturvorschrift von Faucher et al. synthetisiert, und dieses nach einer Literaturvorschrift von

McLean et al. zu 2-(2-Chlorethoxy)essigsaure (160) hydrolysiert werden (Schema 27).1'99-119
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NaOH (s), DMF o

\)J\ J< e meor o> \)L )< e one. /\/O\)kOH

70% 56%
157 158 159 160

Schema 27 Synthese von Verbindung 160 nach Faucher et al. sowie McLean et al.

Die dementsprechende Umsetzung von ftert-Butyl-2-bromacetat (157) mit Chlorethanol (158)
in Gegenwart von Natriumhydroxid in DMF lieferte 159 (Ausbeute 70%, Literaturausbeute
79%), was durch Behandeln mit konzentrierter Salzsaure in 2-(2-Chlorethoxy)essigsaure (160)
Uberfiihrt wurde (Ausbeute 56%, Literaturausbeute 95%).

Im nachsten Schritt wurde die Saure 160 unter Standardbedingungen d.h. durch Reaktion mit
Oxalylchlorid in DMF und Diethylether in das Saurechlorid 161 Uberfuhrt. Die Ausbeute war
nahezu quantitativ (Schema 28).

o Oxalylchlorid

o
OA DMF, Et,0, rt 0\)&
CI/\/ oH Cl/\/ ol
160 ~100% 161
Schema 28 Synthese des Saurechlorids 161.

Mit dem Saurechlorid 161 in Handen wurde dann die Synthese des BODIPY-Derivates 163
mit der flr nachfolgende nucleophile Substitutionsreaktionen erforderlichen Oxybutylkette mit

terminaler Abgangsgruppe versucht (Schema 29).

DCM, DIPEA,
DCM 40 °C, BF5+OEt,,
)j\/o\/\ N NF 50°C, 4 h
o ey 62%
81 161 162 163

Schema 29 Synthese des BODIPY-Derivats 163.

Dazu wurde 2,4-Dimethylpyrrol (81) zunachst fur 2 Stunden bei 40 °C mit dem Saurechlorid
161 behandelt, wobei vermutlich die Zwischenstufe 162 entstand und anschlieRend bei 50°C
noch fiir 4 Stunden mit BF;*OEt, und DIPEA komplexiert. Nach Aufarbeitung konnte 163 mit
62% Ausbeute erhalten werden. Fur die abschlieRende Darstellung der Zielverbindungen als
potentielle GAT-Liganden mit einer BODIPY-Partialstruktur sollte 163 mit verschiedenen
cyclischen Aminen umgesetzt werden. Um die am besten geeigneten Reaktionsbedingungen
zu finden wurden zunachst Modellversuche mit Piperidin (61) als Nucleophil durchgefiihrt
(Tabelle 14).
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Tabelle 14 Syntheseversuche von potentiellen GAT-Liganden mit einem 2-Oxabutylspacer zwischen der meso-Position der
BODIPY-Partialstruktur und der Aminoeinheit.

163 61
Eintrag Pipgridin _l_(l Kz_po3 oT AusE)eute
(@q) (aq) (aq) [°C]  [%]
1 1.4 25 3 80 -
2 1.4 25 3 40 -
3 25 - - rt -

Zunachst wurde versucht das BODIPY-Derivat 164 unter den gleichen Reaktionsbedingungen
wie die BODIPY-Verbindung 118, die einen Butylspacer in meso-Position besitzt, zu
synthetisieren. Dementsprechend wurde ein Aquivalent des BODIPY-Derivat 163 mit 1.4
Aquivalenten Piperidin (61) sowie 2.5 Aquivalenten Kl fir eine in situ Finkelsteinreaktion und
drei Aquivalenten K,COj3 in absolutem Acetonitril unter Riickfluss erhitzt. Dabei konnte das
gewilnschte Produkt jedoch nicht isoliert werden (Tabelle 14, Eintrag 1). Wahrend der
Reaktion wurde allerdings beobachtet, dass die Farbe der Reaktionslésung von violett nach
schwarz umschlug und auch die Fluoreszenz erlosch. Demnach war davon auszugehen, dass
es wahrend der Reaktion zur Zersetzung des BODIPY-Derivates 163 kam. Als Nachstes
wurde die Umsetzung unter milderen Reaktionsbedingungen durchgefihrt, d.h. bei sonst
identischen Reaktionsbedingungen aber bei 40 °C statt 80 °C. Aber auch hier konnte 164 nicht
isoliert werden (Tabelle 14, Eintrag 2). Als Letztes wurden noch mildere
Reaktionsbedingungen versucht, indem auf den Zusatz von Kl und K>COs verzichtet und
lediglich Piperidin im deutlichen Uberschuss, d.h. 25 Aquivalenten, zugegeben wurde. Als
Losungsmittel wurde wieder Acetonitrii verwendet und als Reaktionstemperatur
Raumtemperatur gewahlt. Auch unter diesen sehr milden Reatkionsbedingungen war eine

Isolierung des Produkts 164 nicht mdglich (Tabelle 14, Eintrag 3).

Aus Zeitgriinden konnten weitere Versuche zur Darstellung des gewlinschten Produktes nicht

unternommen werden.
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3.1.5.2 Synthese potentieller GAT-Liganden mit 2-Azabutylspacer in meso-Position der
BODIPY-Derivate

Eine weitere Mdoglichkeit die Bindungseigenschaften der Liganden an den GAT zu
beeinflussen, ist die Verwendung von 2-Azabutylspacern zwischen dem BODIPY-Grundgerust
und dem cyclischen Amin. Um dieses zu untersuchen, wurde zunachst das 2009 von Tian et
al. publizierte BODIPY-Derivat 167 synthetisiert (Schema 30)."""

Cl

o DCM, BF,+OEt,,NEt;
[ . I o Romrrezn ) /o oy 0°C>r 4h
+ Cl
N Cl —N HN /

N 35%

81 165 166
Schema 30 Synthese des BODIY-Derivats 167 nach Tian et al.

Dazu wurde entsprechend der Literaturvorschrift 2,4-Dimethylpyrrol (81) mit Chloracetylchlorid
(165) in DCM bei Raumtemperatur gerihrt und das entstandene Zwischenprodukt 166
anschliel’end ohne Isolierung mit BF3*OEt; unter basischen Bedingungen zu 167 umgesetzt,

das so in einer Ausbeute von 35% erhalten wurde.

Um nun ein BODIPY-Derivat zu erzeugen, das in meso-Position einen Azabutylsubstituenten
mit terminaler Abgangsgruppe — als Reagens zum Aufbau der gewinschten Zielverbindungen
mit einem 2-Azabutyl-Linker — besitzt, sollte 167 mit Aminoethanol (168) umgesetzt werden.
Dies sollte zu dem gewtinschten BODIPY-Derivat 169 fihren (Tabelle 15)

Tabelle 15 Versuchsbedingungen zur Synthese des BODIPY-Derivats 169.

OH

168
168 KI K;COs; Lésungs- T Ausbeute

Bintrag (i)  (3q) (3q)  mittel [C]  [%]
1 25 2.7 3 Acetonitril  rt 17
2 25 - - Acetonitril  rt 42
3 25 - - Acetonitril 0O 43
4 25 - - THF 0 30

In einem ersten Versuch wurde ein Aquivalent des BODIPY-Derivats 167 mit einem

Uberschuss an Aminoethanol (168), d.h. 25 Aquivalenten, sowie mit Kl und K>COs; in



66 Theoretischer Teil

Acetonitril bei Raumtemperatur umgesetzt. Unter diesen Bedingungen konnte das BODIPY-
Daerivat 169 mit einer Ausbeute von 17% isoliert werden (Tabelle 15, Eintrag 1). Durch
Weglassen von Kl und K;COs bei sonst identischen Reaktionsbedingungen konnte die
Ausbeute an 169 von 17% auf 42% gesteigert werden (Tabelle 15, Eintrag 2). Da bei der
Kontrolle des Reaktionsverlaufes mittels DC auch mehrere Nebenprodukte beobachtet
wurden, wurde anschliefend versucht die Selektivitat der Reaktion zu erhohen, indem die
Reaktionstemperatur von Raumtemperatur auf 0 °C erniedrigt wurde. Die Ausbeute an dem
BODIPY-Derivat 169 blieb dabei aber mit 43% faktisch unverandert (Tabelle 15, Eintrag 3).
Ein Ersatz des Losungsmittels Acetonitril durch THF bei Durchfihrung der Reaktion und sonst
identischen Bedingungen, d.h. wie bei dem in Tabelle 15 unter Eintrag 3 beschriebenen

Versuch, fuhrte zu einer Verringerung der Ausbeute von 43% auf 30% (Tabelle 15, Eintrag 4).

Die Synthese von BODIPY 169 war somit mit einer Ausbeute von 43% gelungen. Aus
zeitlichen Grinden war es jedoch nicht méglich weitere Schritte zur Synthese der
gewinschten Zielverbindungen, die neben der BODIPY-Einheit noch die flir GAT-Inhibitoren

typischen cyclischen Aminofunktion besitzen, zu unternehmen.

3.1.5.3 Synthese potentieller GAT-Liganden mit einem Butenylspacer zwischen der
meso-Position des BODIPY und der cyclischen Aminofunktion

Pefia-Cabrera et al. publizierten 2007 die Synthese des BODIYP-Derivates 170 (Abb. 17). [''4
Diese Verbindung, die mit Hilfe der Liebeskind-Srogl-Kupplung dargestellt wurde, verfiigt Gber

wichtige strukturelle Merkmale, wie sie auch fir GAT-Liganden angedacht wurden.

Abb. 17 BODIPY 170 publiziert von Pefia-Cabrera et al.

Zum einen fehlen beim BODIYP-Derivat 170 die Methylgruppen am BODIPY-Grundgerust, die
anscheinend fast immer zugegen sind. Fur die Bindung an die Bindungsstelle der GAT-
Transporter sollte dies gunstig sein. Dies gilt auch fur die Doppelbindung im Spacer, die man
so in vielen ahnlich aufgebauten GAT-Inhibitoren findet. Allerdings ist 170 nicht fir den Aufbau
der gewilinschten GAT Inhibitoren geeignet, da dem Molekil in der Seitenkette ein reaktives
Zentrum flr nucleophlie Substitutionen fehlt. Um ein BODIPY-Derivat mit einem reaktiven
Zentrum in der Seitenkette herzustellen wurde zunachst das Derivat 174 synthetisiert, das
Pefa-Cabrera et al. fur eine Liebeskind-Srogl-Kupplung zum Aufbau von 170 verwendet
hatten (Schema 31).['"3l
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S Et,O/Toluol (1:1.12)

/\ 0°C,05h
O * CI)J\CI \\ //

N 47% NH  HN
51 171 172
s &
DCM, Mel, 1) DCM, NEt5, rt, 0,5 h
rt, 24 h /7 Y\ 2)BFyOEty, 1t,24h /o N =
/NI_H+ HN—/ 48% —=N__N /
/\
F F
173 174

Schema 31 Synthese des BODIPY-Derivats 123 nach Goud et al.[''3

Dazu wurde Pyrrol (51) in absolutem Diethylether mit Thiophosgen (171) versetzt. Nach einer
Reaktionszeit von einer halben Stunde unter Eiskihlung konnte das Zwischenprodukt 172, fir
das in der Literatur keine Ausbeute angegeben ist, mit 47% isoliert werden. Anschliel3end
wurde 172 quantitativ mit Methyliodid zu 173 umgesetzt, welches ohne Reinigung
weiterverwendet wurde. Im nachsten Schritt wurde 173 in Gegenwart von Triethylamin mit
BF3;2OEt; behandelt, wobei 174 mit einer Ausbeute von 48% erhalten wurde. Obwohl die in
der Literatur angegebenen Reatkionsbedingungen genau eingehalten wurden, konnte die

publizierte Ausbeute von 60% nicht reproduziert werden.

Als nachstes musste eine geeignete Vinylboronsaure fur die Verwendung in einer Liebeskind-
Srogl-Kupplung synthetisiert werden. Diese sollte eine terminale Gruppe wie z.B. eine
Hydroxy-Gruppe enthalten, die nach der Kupplung der Vinylboronsaure mit 174 zu einer
geeigneten Abgangsgruppe umgesetzt werden kann. Hierzu schien Boronsaure 177 geeignet.
Diese wurde nach einer Vorschrift von Clarke et al. hergestellt,""*! d.h. indem But-3-yn-1-ol
(175) mit Catecholboran (176) umgesetzt und der intermediar gebildete Boronsaureester zu
177 hydrolisiert wurde (Schema 32).

1)0°C->RT
o 20 h C|)H
= . N\ 2)H0,24h
HO/\// Oi /BH —_— Ho/\/\/B\OH
o 46%
175 176 177

Schema 32 Synthese der Boronséure 146 nach einer Vorschrift von Clarke et al''4

Nachdem die erforderlichen Edukte erfolgreich synthetisiert worden waren mussten die fir
eine Liebeskind-Srogl-Kupplung geeigneten Reaktionsbedingungen ermittelt werden
(Tabelle 16).
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Tabelle 16 Optimierung der Reaktionsbedingungen der Liebeskind-Srogl-Kupplung.
OH

s
OH
S « b Pdg(dba)s TFP,CUTC /=~ =
+ N
N N o o /

s 24h g

F/ \F F/ \F

174 177 178

177 Losungs- T Ausbeute

Eintrag o) mittel  [°C]  [%]
] 3 THF 55 40
. 3 D'1 4- 55 44
l0Xan
3 3 MeCN 55 -

Zunachst wurden die gleichen Reaktionsbedingungen fir die Reaktion verwendet, wie sie in
der Originalvorschrift fir die Synthese von 170 angegeben werden. So wurde ein Aquivalent
des BODIPY-Derivats 174 mit drei Aquivalenten der Boronséure 177 in Gegenwart von
2.5mol% Pdy(dba);, 7.5 mol% Tri-2-furanylphosphin (TFP) und drei Aquivalenten
Kupfer(l)thiophen-2-carboxilat (CuTC) in absolutem THF bei 55 °C flir 24 h umgesetzt. Dabei
konnte das BODIPY-Derivat 178 mit 40% isoliert werden (Tabelle 16, Eintrag 1). Da die
Polaritat der Lésungsmittel die Reaktionseigenschaften positiv beeinflussen kénnen, wurde
als nachstes statt THF 1,4-Dioxan als Lésungsmittel bei sonst identischen
Reaktionsbedingungen verwendet. Dabei konnte die Ausbeute an 178 geringflgig, d.h. von
40% auf 44% gesteigert werden (Tabelle 16, Eintrag 2). Ein Wechsel zu Acetonitril als
Lésungsmittel bei sonst identischen Reaktionsbedingungen flhrte dazu, dass kein Produkt
isoliert werden konnte (Tabelle 16, Eintrag 3). Weitere Versuche die Reaktionsbedingungen
zu optimieren wurden nicht unternommen.

Fir die Synthese potentieller Liganden fir die GAT-Proteine waren als nachste Schritte die
Aktivierung der Hydroxygruppe mit Tosylchlorid, (= 179), sowie die Kupplung mit cyclischen
Aminen, (=>180), notwendig gewesen (Schema 33).
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Rz R3S

OTos

Einfiihrung der
Tosylgruppe

F F F F
178 179 180
Schema 33 Urspriinglicher Syntheseplan potentieller Liganden fiir die GAT mit Butenylspacer in meso-Position des BODIY-
Liganden.

Aus zeitlichen Grinden konnten die fehlenden Syntheseschritte aber nicht mehr durchgefiihrt

werden.

Wie in der Einleitung gezeigt wurde, kdnnen die beiden Arylreste am Alkylkettenterminus des
Liganden fir die GAT-Proteine nicht nur symmetrisch, sondern als Biaryleinheit angebracht
sein (vgl. Kapitel 1.3.1.1, Abb. 10). Darum sollte sich im weiteren Verlauf dieser Arbeit der
Linker zwischen BODIPY-Partialstruktur und cyclischem Amin nicht in meso-Position des
BODIPY-Derivats, sondern in 3-Position (siehe Kapitel 3.1.1, Abb. 14) befinden, um so dieses

Substitutionsmuster zu imitieren.

3.1.6 Synthese von Fluoreszenzliganden der GABA-Transporter mit asymmetrischen
BODIPY-Liganden und Alkenspacer

In der Einleitung zu Kapitel 3 wurde bereits angesprochen, dass geeignet substituierte
BODIPY-Derivate heute auch in metallkatalysierten  Kupplungsreaktionen als
Reaktionspartner eingesetzt werden kénnen. Daher bestand die Uberlegung die
Zielverbindungen Uber Suzuki-Miyaura- bzw. Giber Sonogashira-Kupplung aufzubauen, da so
eine ungesattigte Alkenkette zwischen dem BODIPY-Rest und dem cyclischen Amin
zuganglich waren, die sich als gunstig fur die inhibitorische Potenz von GAT-Inhibitoren

gezeigt haben.

3.1.6.1 Die Suzuki-Reaktion

Die Suzuki- oder Suzuki-Miyaura-Reaktion, wie sie auch genannt wird, wurde im Jahr 1986

"5 Dabei handelt es sich um eine Palladium-

von A. Suzuki und N. Miyaura erstmals publiziert.
katalysierte Kreuzkupplung von Organoboronsauren und Organoboronsaure-derivaten mit
Aryl- oder Alkenylhalogeniden und -pseudohalogeniden. Aufgrund ihrer einfachen
Anwendbarkeit und Effektivitat wurden die urspringlich verwendeten Reaktionsbedingungen
immer mehr verfeinert und optimiert und die Reaktion kam unter anderem oft fir
Totalsynthesen von Naturstoffen zur Anwendung.!"'® Wegen der Bedeutung dieser Reaktion

in der Chemie wurde Akira Suzuki im Jahr 2010, zusammen mit Richard F. Heck und Ei-ichi
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Negishi, mit dem Nobelpreis fir Chemie ausgezeichnet.''”! Der Mechanismus der Suzuki-
Reaktion lasst sich, wie bei anderen metallkatalysierten Reaktionen, durch einen katalytischen
Zyklus beschreiben (Abb.18).

R1-X
Pd°
oxidative
Addition
reduktive o
Eliminierung R-Pd-X

Transmetallierung

R1_PdII_R2

" "OR3

- 2p(R4
(R4),BOR3 RBRD,

Abb. 18 Katalytischer Zyklus der Suzuki-Reaktion nach Chemler et al. ['1]

Der erste Schritt des Katalysezyklus ist die oxidative Addition. Dieser ist oft der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktion. Dabei reagiert ein Aryl- oder
Alkenylhalogenid R'-X mit einem Pd°-Komplex unter Bildung einer Pd"-Spezies. Anschliefend
kommt es zur Transmetallierung. Dabei wird der Rest R? vom Bor auf das Palladium
Ubertragen und das Halogen X" vom Pd"-Komplex freigesetzt. Im letzten Schritt des Zyklus,
der reduktiven Eliminierung, entsteht das gewiinschte Reaktionsprodukt R'-R? und der

Katalysator wird regeneriert. [16: 118-119]

3.1.6.2 Synthese potentieller GAT-Liganden mit asymmetrischem BODIPY-Rest
Ausgangssubstanz fir die Synthese der potentiellen Fluoreszenzliganden sollte die von Leen
et al. publizierte Verbindung 56 sein. Die Synthese erfolgte nach der von Leen et al.

publizierten Synthesevorschrift (Schema 34).°1-%2]

1) POCI; DCM/n-Pentan, rt, 6 h
/ N\ o J 2) NEt; BF3:OEty rt, 1h
N Cl

N N 81%

81 181

Schema 34 Synthese des monohalogenierten BODIPY-Derivates 56 nach Leen et al.l*?!

Dazu wurde 2,4-Dimethylpyrrol (81) und 2-Chlor-5-acetylpyrrol (181) unter Verwendung von
POCI; zum Dipyrromethen umgesetzt und diese ohne lIsolierung der Zwischenstufe mit

Trifluorboretherat unter basischen Bedinugungen zur Verbindung 56 umgesetzt.

Bereits in den Arbeiten von Leen et al. war gezeigt worden, dass es mdglich ist, das BODIPY-

Derivat 56 in diversen metallkatalysierten Kreuzkupplungsreaktionen wie Heck-, Stille-,
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Sonogashira- und Suzuki-Reaktionen umzusetzen. Dabei wurden als Kupplungspartner
jedoch nur einfache aromatische Alkene wie Styrol bzw. einfach geschutzte Alkine und
Aromaten wie z.B. Phenole verwendet, die keine weiteren funktionellen Gruppen trugen.®?
Fir die Entwicklung von Fluoreszenzliganden der GABA-Transporter sollte eine Moglichkeit
gefunden werden, Alkenylborononsauren wie 182 mit einer funktionalisierbaren Gruppe mit
dem BODIPY-Derivat 56 zu kuppeln und die Produkte dann mit cyclischen Aminen zu den
Verbindungen 185 umzusetzen. Diese sollten dann auf ihre biologische Aktivitat an den GABA-

Transportern untersucht werden (Schema 35).

oH  Suzuki-
+ Ho/Hn\/\B/

(|)H Kupplung

182

\N/

H
Nucleophile
Substitution
s
N\ 3

Schema 35 Synthesekonzept fiir in 3-Position substituierte Fluoreszenzliganden mit Alkenkette.

Um die idealen Reaktionsbedingungen flur die Suzuki-Reaktion zu finden, wurde die Reaktion
des BODIPY-Derivats 56 mit (E)-(4-Hydroxybut-1-en-1-yl)boronsaure (177) als Testsystem
verwendet. Diese Boronsaure war bereits fur die Liebeskind-Srogl-Kupplung mit 174

erfolgreich verwendet worden.

Da Chloride bei Suzuki-Reaktionen nur eine geringe Reaktivitat zeigen, wurde von in unserem
Arbeitskreis entwickelten Reaktionsbedingungen ausgegangen, die auch in diesem Fall die
gewunschte Umsetzung erlauben, d.h. es wurde Tris(dibenzylidenaceton)dipalladium
(Pd2(dba)s) als Katalysator und 2-Dicyclohexylphosphino-2',6'-dimethoxybiphenyl (SPhos) als

[120]

Ligand eingesetzt (Tabelle 17).



72 Theoretischer Teil

Tabelle 17 Erste Kupplungsversuche des BODIPY-Derivats 56 mit der Boronsaure 177.

Dioxan/H,0O
2:1
Pd,(dba)s, SPhos
K3PO,4
56 177

Eintrag T t*  Ausbeute

[°C] [h] [%]

1 rt 30 73

2 40 6 67

3 60 1.5 64

2 Zeit bis durch DC kein Edukt mehr nachweisbar war

Die Reaktionen wurden jeweils mit einem Aquivalent BODIPY 56, 1.5 Aquivalenten der
Boronsaure 177, Pdx(dba)s (1%) als Katalysator sowie SPhos (4%) als Liganden und drei
Aquivalenten Kaliumphosphat als Base durchgefiihrt. Wie sich zeigte, konnte unter diesen
Bedingungen bereits bei Raumtemperatur das gewlinschte Produkt 186 in guten Ausbeuten
erhalten werden (Tabelle 17, Eintrag 1). Allerdings war die Reaktionszeit mit 30 Stunden noch
sehr lang. Durch Erhéhung der Temperatur von Raumtemperatur auf 40 °C konnte die
Reaktionszeit von 30 h auf nur 6 h verklrzt werden, allerdings reduzierte sich die Ausbeute
geringfugig von 73% auf 67% (Tabelle 17, Eintrag 2). Durch weitere Erhéhung der
Reaktionstemperatur von 40 °C auf 60 °C konnte die Reaktionszeit auf nur 1,5 h reduziert
werden bei anndhernd gleichbleibender Ausbeute (64%, Tabelle 17, Eintrag 3).

In den voraus gegangenen biologischen Studien der meso-substituierten BODIPY-Derivate
(siehe Kapitel 3.1.4.3 — 3.1.4.5) hatte sich gezeigt, dass eine Spacerlange mit flnf
Kohlenstoffatomen zwischen der cyclischen Aminogruppe und dem BODIPY-Rest fir eine
hohe inhibitorische Potenz glnstig ist. Darum sollten die hier gefundenen
Reaktionsbedingungen (Tabelle 17, Eintrag 3) auf die Kupplung mit der kettenlangeren
Boronsaure (E)-(5-Hydroxypent-1-en-1-yl)boronsadure (188) angewendet werden. Die
Synthese der Boronsaure 188 erfolgte, wie die Synthese der kettenklirzeren Boronsaure 177,
in Analogie zur Vorschrift von Clarke et al. Dazu wurde Pent-4-yn-1-ol (187) mit Catecholboran
(176) umgesetzt und die Boronsaure 188 durch anschliefende Hydrolyse erhalten
(Schema 36).
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1)0°C->RT
20 h oH
0O 2)H,0, 24 h [
HOV\/ + ©i >BH ;50/ HO\/\/\/B\OH
(@] (o]
187 176 188

Schema 36 Synthese der Boronsidure 188 nach einer Vorschrift von Clarke et al.l''¥

Die so synthetisierte Boronsaure 188 wurde dann unter den zuvor ermittelten
Reaktionsbedingungen (Tabelle 17, Eintrag 3) mit dem BODIPY-Derivat 56 umgesetzt. Dabei
konnte das Produkt 189 mit einer Ausbeute von 87% erhalten werden (Schema 37).
Dioxan/H,0O
2:1
K3POy4

sz(dba)3
Sphos

56 188

Schema 37 Suzuki-Myaura Kupplung des BODIPY-Derivates 56 mit der Boronsaure 188.

Wie bereits erlautert, ist eine Spacerlange von fiinf Kohlenstoffatomen gulnstiger fir die
inhibitorische Potenz von BODIPY-Derivaten an den GABA-Transportern. Somit wurde auf
eine Weiterfihrung der Synthese mit dem BODIPY-Derivat 186 verzichtet und nur mit dem
BODIPY-Derivat 189 weitergearbeitet.

Fir nachfolgende Alkylierungsreaktionen mit 189 zur Darstellung weiterer
Fluoreszenzliganden der GABA-Transporter musste im nachsten Schritt die Hydroxygruppe in
eine flr nucleophile Substitutionsreaktionen geeignete Abgangsgruppe umgewandelt werden.
Dazu sollte die endstandige Hydroxygruppe mit Tosylchlorid zum entsprechenden Tosylat
umgesetzt werden. Dabei waren die Reaktionsbedingungen der Tosylierung des meso-
Substituierten BODIYPs 94 nicht uneingeschrankt auf das BODIPY-Derivat 189 Ubertragbar,
denn bei Raumtemperatur lieferte die Reaktion nur eine Ausbeute von 54%. Erst bei
Durchflihrung unter milderen Reatkionsbedingungen, d.h. bei 0 °C, gelang die Einfihrung der

Tosylgruppe in 189 mit einer guten Ausbeute von 70% (Schema 38).
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Tosylchlorid, DCM
NEt; DMAP
0°C,24h

70%

TosO

190

Schema 38 Uberfilhrung des BODIPY-Derivates 189 in das Tosylat 190.

Nachdem das Tosylat 190 erfolgreich synthetisiet worden war, mussten noch
Reaktionsbedingungen gefunden werden, unter denen die nucleophile Substitution der
Tosylatfunktion in 190 mit sekundaren cyclischen Aminen mit guten Ausbeuten ablief. Dazu
wurde wieder die Reaktion des Tosylats 190 mit Piperidin (61) als Modellreaktion verwendet
(Tabelle 18).

Tabelle 18 Testreaktion des BODIPY-Derivats 191 mit Piperidin (61)

190 61 191
Eintrag 61 Hilfsbase Kon;en- Lés_ungs- c,T t? Aus:)eute
(eq) (eq) tration mittel [°C] [h] [%]
1 3 - 0.1 M Acetonitril rt 24 51
2 3 - 0.06 M Acetonitril 0 °C 24 37
3 1.5 1.5°¢ 0.06 M Acetonitril rt 72 51