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3.1 Allgemeine Angaben und Definitionen der pharmakologischen

Parameter

HABERMANN™® hat Pharmakologie als eine ,trickreiche Anwendung des Massenwirkungsgesetzes*
charakterisiert. Insofern kann die Bestimmung der Bindungs- oder Affinitatskonstanten neuer Wirk-
stoffe fir Neurotransmitter-Rezeptoren auch als physikalisch-chemisches Experiment angesehen
werden, ahnlich der Ermittlung einer Saurekonstanten. Augenfalliger Unterschied zu derartigen
Experimenten ist die Verwendung in vitro Uberlebender Organe oder Zellverbande als wesentlicher
Bestandteil der Messapparatur. Dies erfordert hinsichtlich der Interpretation der Versuchsergeb-
nisse eine besonders sorgfaltige Berlcksichtigung der biologischen Variabilitat von Individuen und

individuellen Organpraparationen und damit eine intensive Betrachtung statistischer Aspekte.

Konzentrationsangaben fiir Wirkstoffe sind auf Stoffmengen bezogen (mol - L™"). Die Angabe
von Gleichgewichtskonstanten (Wirkstoff-Rezeptor-Dissoziationskonstanten) und Stoffmengenkon-
zentrationen erfolgt zum Teil in logarithmischer Form (e.g. pK = —log1oK oder —logsoc(5-HT) = 7 fiir
c(5-HT) = 100 nmol - L™). In Anlehnung an Empfehlungen der IUPHARY ! werden Referenzsub-
stanzen und neu dargestellte Wirkstoffe mit den in Tab. 3-1 erlauterten pharmakologischen

Parametern charakterisiert.

Tab. 3-1. Definitionen der pharmakologischen Parameter nach Empfehlungen der IUPHAR [Lit. 405]

Agonisten, Partielle Agonisten

EC; Stoffmengenkonzentration des Agonisten, die 50 % des maximal mdglichen
PECs, = —log19ECs Effektes (Kraftzunahme, -abnahme, Langenanderung, Frequenzénderung
0.8.) verursacht. ECsg ist nur fir partielle Agonisten ein ungefahres Maf} fir
die Agonist-Rezeptor-Dissoziationskonstante K,. Durch das Phdnomen der

[406]

Rezeptorreserve unterscheidet sich bei vollen Agonisten K, und ECs

haufig betrachtlich (Kx > ECx).

Ennax Maximal beobachteter Effekt eines (partiellen) Agonisten A, ausgedruckt in
Prozent des maximal beobachteten Effektes eines vollen Referenzagonisten

Arer am selben (oder gleichen) Praparat.

a Maximal beobachteter Effekt eines (partiellen) Agonisten A, ausgedrickt in
intrinsische Relation zum maximal beobachteten Effekt eines vollen Referenzagonisten
Aktivitat

Arer am selben (oder gleichen) Praparat. Wird auch als intrinsische Aktivitét

bezeichnet.

a = Emax(A)/Emax(ARef)
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Tab. 3-1. Definitionen der pharmakologischen Parameter (Fortsetzung)

Rel. Pot.

Relative Potenz

Verhéltnis der Konzentrationen von (partiellem) Agonist A und Referenz-
agonist Ager, die jeweils 50 % des fur beide Wirkstoffe maximal maéglichen

Effektes erzeugen (10°PE°50).

Rel. Pot. (A) = ECso(Aref)! ECso(A)

Partielle Agonisten
Kp Scheinbare Dissoziationskonstante des Komplexes aus partiellem Agonist P
pPKp = —log1oKp und Rezeptor.

Antagonisten (kompetitive und nichtkompetitive)

r (friher CR)

concentration ratio

»Apparent“ pA,

Full“ pA,

Verhaltnis der Agonist-Konzentrationen ¢(A)* in Anwesenheit und c(A) in Ab-
wesenheit des Antagonisten B, die zur Erzielung des jeweiligen halbmaxima-
len Effektes notwendig sind [ECso(A)* resp. ECso(A)].

r= EC50(A)*/EC50(A)

Scheinbare Dissoziationskonstante des Antagonist-Rezeptor-Komplexes, er-

mittelt bei einer Konzentration des Antagonisten B, gemaf} der Gleichung:

pA; = —logioc(B) + logio(r— 1) mit r=102PECs0

Liegen fir einen Antagonisten B experimentelle Daten (iber einen gréReren
Konzentrationsbereich vor (idealerweise > 2 Zehnerpotenzen), so kann aus
der graphischen Darstellung log(r — 1) gegen —logc(B) der pA,-Wert (Null-
stelle der Ausgleichsgeraden des Schild-Plots) als Mal fir die Rezeptor-
affinitat entnommen werden """ Ist die Steigung m der Ausgleichgeraden nur
zufallig von Eins verschieden, so wird m = 1 als Steigung festgelegt (kompe-
titiver Antagonismus).

Dient zur Charakterisierung von Antagonisten, die eine konzentrationsab-
hangige Depression der Konzentrations-Wirkungs-Kurve des Referenzago-
nisten A verursachen (nichtkompetitiver Antagonismus, insurmountable anta-
gonism). Die Berechnung erfolgt anhand der Maximaleffekte in Abwesenheit

(Emax(A) = 100 %) und in Anwesenheit (Emax(A)*) des Antagonisten B.108!

pD,2 = _IOQ 10 C(B) + |Og 10 [Emax(A)/Emax(A)*_ﬂ
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3.2 Funktionelle in vitro-Testmodelle

3.2.1 5-HT,a-Rezeptor-Standardtestmodell: Isolierte Rattenschwanzarterie

Als Standardtestsystem zur pharmakologischen Charakterisierung der in dieser Arbeit entwickelten
Liganden des 5-HT.a-Rezeptors (vgl. Kap. 2, S. 33 — 133) diente das funktionelle in vitro-Test-
modell der isolierten Rattenschwanzarterie. Das Organsegment, das 5-HT,s-Rezeptoren in hoher
Dichte aufweist, reagiert dabei auf Serotonin (5-HT) bzw. einen 5-HT,s-Rezeptoragonisten mit einer
optisch nicht wahrnehmbaren Kontraktion. Diese Kraft steigt abhdngig von der zugegebenen
Agonisten-Konzentration und erreicht schlie3lich einen Maximalwert, der auch bei weiterer Zugabe
des Agonisten nicht weiter ansteigt (— o, Emnax). Der Maximaleffekt des endogenen Rezeptorago-

nisten Serotonin wird willkrlich gleich 100 % gesetzt.

3.21.1 5-HT2a-Agonismus-Experiment

Zur Bestimmung der 5-HT2a-agonistischen Aktivitat der neu synthetisierten Verbindungen werden
zylindrische Organsegmente von 3 — 4 mm Lange in Organbader von 20 mL Fassungsvermdgen
eingehangt, die mit einer modifizierten Krebs-Henseleit-Losung gefillt sind. Die Losung wird konti-
nuierlich mit O,/CO, (95/5, V/V) begast und auf eine konstante Temperatur von 37 °C erwarmt.
Nach Vorspannung und Vorstimulation der Praparate werden die Organb&ader zunachst mit steigen-

k%88l \vird die isometri-

den Konzentrationen von Serotonin versetzt. Bei dieser kumulativen Techni
sche Kraftentwicklung (Kontraktion) in Abhangigkeit von der Zeit gemessen, bis der Maximaleffekt

erreicht ist (siehe Abb. 3-1).

Effekt/% 30 uM Agonist
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100 ~ 3 l l
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40 -
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T Kumulative Technik

O -

Zeit

Abb. 3-1. Aufnahme der Zeit-Effekt-Kurve von Serotonin an der isolierten Rattenschwanzarterie in kumulativer Technik:
Gemessen wird die Kraftentwicklung (isometrisch, d.h., ohne merkliche Langenanderung des Organs) in Abhangigkeit
von der Zeit. Der Agonist (hier 5-HT) wird in steigenden Konzentrationen in das Organbad gegeben (0.01 — 30 umol - L,
Markierung durch Pfeile). Es wird stets abgewartet bis das jeweilige Plateau erreicht ist, erst dann erfolgt die Zugabe der
nachst hoheren Konzentration. Bei 5-HT als Agonist wird das Plateau nach ca. 2 — 5 min erreicht (schnelle Kinetik), bei
einigen der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten partiellen Agonisten wurde erheblich mehr Zeit bendtigt (langsame
Kinetik).
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Die in Abb. 3-1 dargestellte Originalregistrierung wird in eine semilogarithmische Konzentrations-
Effekt-Kurve Uberfuhrt (ohne Abbildung). Die Kraft, mit der sich ein Organsegment bei Agonistenzu-
gabe kontrahiert, wird in Prozent der an diesem Organ beobachteten maximalen Kraftzunahme
angegeben. Jeder Punkt entspricht der nach Agonistenzugabe beobachteten Kraftzunahme
(Plateau) gegenuber der basalen Kraft, die vor Erstellen der Konzentrations-Effekt-Kurve an dem
selben Segment gemessen wurde. Nach der Aufnahme der ersten Konzentrations-Wirkungs-Kurve
des Referenzagonisten Serotonin (,interner Standard“, Referenz-Kurve) folgt eine Spllung des
Organbades (10 — 15 min) und eine kurze Ruhephase (10 min). Nach einer weiteren kurzen Spu-
lung (2 — 3 min) werden eine zweite und eine dritte kumulative Kurve des (partiellen) Prifagonisten
erstellt. Die Aufnahme der dritten Kurve erfolgt in Gegenwart geeigneter Konzentrationen des
selektiven 5-HT,a-Rezeptorantagonisten Ketanserin. Uber das Verhéltnis der Agonist-Konzentra-
tion c(A)* in Anwesenheit und c(A) in Abwesenheit von Ketanserin, die zur Erzielung des jeweiligen
halbmaximalen Effektes notwendig sind, und der Auftragung der Ergebnisse im Schild-Plot!**" er-
gibt sich eine Regressionsgerade der Steigung Eins, deren Nullstelle den Wert des Affinitdtspara-
meters pA, fir Ketanserin angibt. Eine aus diesem Experiment ermittelte Rezeptor-Ligand-Disso-
ziationskonstante fiir Ketanserin im nanomolaren Konzentrationsbereich (0,3 — 1.0 nmol - L™") liefert
schlielllich den Beweis fir einen 5-HT,s-rezeptorvermittelten Effekt des untersuchten (partiellen)

Prifagonisten.

Wenigstens ein Organ wurde Uber die gesamte Versuchsdauer nur mit 5-HT behandelt (erste
Kurve als Referenzkurve, zweite Kurve als Kontrollkurve), um zeitabhangige Anderungen hinsicht-
lich der Sensitivitdt der Organe im Laufe des Experiments zu registrieren, insbesondere bei lang-
sam aquilibrierenden Substanzen (e.g. Phenylethylamin-Derivate), bei denen die Aufnahme der
Konzentrations-Wirkungs-Kurve mehr als 60 min betragt. Die gemittelte Linksverschiebung (Sensi-
bilisierung des Organsegments) bzw. Rechtsverschiebung (Desensibilisierung) der 5-HT-Kontroll-
kurve wird anschliefiend bei der Bestimmung der pECso-Werte der Prifagonisten berticksichtigt. Im
Mittel wurde wahrend der Agonisten-Experimente der Verbindungen vom Phenylalkylamin-Typ eine
zeitabhangige Sensibilisierung der Organsegmente gegentiber Agonisten beobachtet (Linksver-
schiebung der 5-HT-Kontroll-Kurve um ca. 0.2 logarithmische Einheiten). Bei Experimenten mit
Chinazolindion- und Indolylethylamin-Derivaten, die nur eine kurze Aquilibrierungsphase bendtigen

(schnelle Kinetik), spielten die oben erwahnten Phanomene keine Rolle.

Alle Experimente werden in standiger Gegenwart des Uptakeblockers Cocain (6 pmol - L™") und
des a;-Adrenozeptorantagonisten Prazosin (30 nmol - L™') durchgefiihrt. Dabei verhindert Cocain
die Aufnahme von Aminen in das Neuronalgewebe der Arterie (relativer Agonistenmangel am
Rezeptor), und Prazosin blockiert kontraktile Effekte am Gefal, die bei der Freisetzung von Kate-

cholaminen aus dem Neuronalgewebe auftreten wirden.
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Zur Charakterisierung der untersuchten Agonisten wird aus mehreren Konzentrations-Wirkungs-
Kurven (zweite Kurven) die fir den halbmaximalen Effekt verantwortliche Konzentration ECsq bzw.
deren negativer dekadischer Logarithmus pECsg bestimmt (vgl. Tab. 3-1, S. 137). Die pECso-Werte
werden angegeben als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM, standard error of the
mean) und sind beziglich der registrierten Sensitivitatsveranderung der Organsegmente korrigiert.
Die relative agonistische Aktivitat (relative Potenz, Rel. Pot.) ergibt sich aus dem Quotienten der
ECso-Werte des Priifagonisten (zweite Kurve) und des Referenzagonisten Serotonin (erste Kurve),
bzw. aus der Rechts- oder Linksverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve des Priifagonisten

gegeniber der Referenzkurve flir 5-HT (ApECx):

Rel. Pot. (A) = ECso(5-HT)/ECso(A) = 10“PECs0

3.2.1.2 5-HT,a-Antagonismus-Experiment

Zur Bestimmung der 5-HT,a-antagonistischen Aktivitat von Verbindungen ohne intrinsische Aktivi-
tat (stiller Antagonist, Emax = 0) wird analog zum Agonisten-Experiment (Abschn. 3.2.1.1) zunachst
eine kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir Serotonin (0.01 — 30 umol - L™') aufgenommen.
Nach Spulung des Organbades werden weitere kumulative Kurven fur 5-HT in Gegenwart verschie-
dener Konzentrationen des Prifantagonisten im Abstand von ca. 60 min erstellt. Die Inkubations-
zeit der Antagonisten liegt in der Regel bei 30 min, sie kann jedoch in Einzelfallen — bei lang
aquilibrierenden Verbindungen — auch mehr als 120 min betragen. Die Spuilzeit zwischen den Auf-
nahmen der einzelnen Kurven betragt mindesten 15 min. Alle Antagonisten-Experimente werden
ebenfalls in Gegenwart des Uptakeblockers Cocain (6 pmol - L™') und des a;-Antagonisten Prazosin
(300 nmol - L") durchgefiihrt. Als MaR fiir die Affinitat zum 5-HTs-Rezeptor wird die scheinbare
Antagonist-Dissoziations-Konstante ausgedrickt als pA,-Wert angegeben. Die pA,-Werte werden

nach folgender Gleichung berechnet (vgl. Tab. 3-1, S. 137):

pAz = —logioc(B) + logio(r— 1) mit r=104PECs0

3.2.2 Weitere 5-HT,a-Rezeptor-Testmodelle

Fir das Chinazolindion-Derivat 169 und das Phenylethylamin 231 wurden die an 5-HT,s-Rezepto-
ren der Rattenschwanzarterie erhaltenen pharmakologischen Ergebnisse zusatzlich durch in vitro-
Untersuchungen an der Rattenaorta und Rattenjugularvene (berpriift. Ahnlich wie beim Standard-
modell der isolierten Rattenschwanzarterie wird auch beim Rattenaorta- sowie beim Jugularvenen-
Testmodell eine isometrische Kraftzunahme (Kontraktion) in Abhangigkeit der zugegebenen Kon-
zentration eines Agonisten in kumulativer Technik gemessen. Experimentelle Details sind der in

Tab. 3-2 (S. 142) angegebenen Literatur zu entnehmen.
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3.2.3 Testmodelle weiterer Neurotransmitter-Rezeptoren

Einige ausgewahlte Wirkstoffe, die innerhalb ihrer Substanzklasse eine hohe 5-HT,5-agonistische
Aktivitat aufweisen, wie das Chinazolindion 169, das 2,5-Dimethoxyphenylethylamin 231 sowie das
(Tetrahydrobenzodifuranyl)ethylamin 271, wurden zudem an funktionellen in vitro-Testmodellen
weiterer 5-HT-Rezeptoren und anderer Neurotransmitter-Rezeptoren hinsichtlich ihrer Rezeptor-
selektivitat untersucht. Innerhalb der 5-HT-Rezeptorfamilie standen dabei Testmodelle fir 5-HT -
(Meerschweinchen, Arteria iliaca), 5-HT;- (Meerschweinchenileum) und 5-HT,-Rezeptoren (Ratten-
O0sophagus) zur Verfigung. Desweiteren wurden Untersuchungen an Muskarin-M;-Rezeptoren
(Meerschweinchenileum), Histamin-H,- (Meerschweinchenileum), Histamin-H.- (Meerschweinchen,
rechter Vorhof) und Histamin-H;- (Meerschweinchenileum) sowie an aqp- (Rattenaorta) und p4-
Adrenozeptoren (Meerschweinchen, rechter Vorhof) durchgefiihrt. Eine Ubersicht aller verwendeten

funktionellen in vitro-Testmodelle gibt Tab. 3-2.

Tab. 3-2. Ubersicht der verwendeten funktionellen in vitro-Testmodelle

Rezeptor Spezies Organ gemessener Effekt Lit.
5-HTza Ratte Schwanzarterie Kontraktion (Kraft, isometrisch) [410]
Ratte Jugularvene Kontraktion (Kraft, isometrisch) [59]
Ratte Thorakale Aorta Kontraktion (Kraft, isometrisch) 2
5-HT s Meerschweinchen Arteria iliaca Kontraktion (Kraft, isometrisch) [410]
5-HT; Meerschweinchen lleum Kontraktion (Kraft, isometrisch) [409]
5-HT, Ratte Osophagus Relaxation (Kraft, isometrisch) [409]
M; Meerschweinchen lleum Kontraktion (Weg, isotonisch) [410]
H, Meerschweinchen lleum Kontraktion (Weg, isotonisch) [410]
H, Meerschweinchen Rechter Vorhof Frequenzzunahme (isometrisch) [410]
Hj Meerschweinchen lleum Relaxation (Kraft, isometrisch) [410]
oD Ratte Thorakale Aorta Kontraktion (Kraft, isometrisch) [410]
B1 Meerschweinchen Rechter Vorhof Frequenzzunahme (isometrisch) [410]

3 adaptiert an das in vitro-Testmodell der Rattenschwanzarterie
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3.3 Pharmakologische Ergebnisse und Diskussion der

Struktur-Wirkungsbeziehungen

3.3.1 Pharmakologische Charakterisierung der Leitstrukturen 93 und 94

Das vom selektiven 5-HT.a-Rezeptorantagonisten Ketanserin abgeleitete 3-(2-Aminoethyl)-2,4-
(1H,3H)chinazolindion 93 und sein N-Benzyl-Analogon 94 dienten in der vorliegenden Arbeit als
Leitstrukturen fir die Entwicklung neuartiger 5-HT,5-Rezeptoragonisten in der Substanzklasse der
Chinazolindione. Im funktionellen in vitro-Testmodell der Rattenschwanzarterie (vgl. Abschn. 3.2.1,
S. 139) zeichnen sich beide Verbindungen durch einen deutlichen Partialagonismus an vaskularen
5-HT,a-Rezeptoren aus (Emax = 46 % resp. 33 %). Die Bindungsaffinitat fur das N-benzylierte Derivat
94 liegt dabei eine log-Einheit hoher als fir das unsubstituierte primare Amin 93 (pKp = 4.97 resp.
3.83).[51%¢] Bej den Chinazolindionen 93 und 94 handelt es sich um schwach wirksame 5-HTa-
Rezeptorpartialagonisten, die im Vergleich zum Referenzagonisten Serotonin (pECs, = 7.00) eine
mehr als 650fach resp. 140fach geringere agonistische Aktivitat aufweisen (Rel. Pot. = 0.15 resp.
0.7 bezogen auf Rel. Pot. syt = 100). Eine Ubersicht der pharmakologischen Parameter von 93 und
94 gibt Tab. 3-3.

Tab. 3-3. Partieller 5-HT.a-Rezeptoragonismus der Leitverbindungen 93 und 94 gemessen an Rezeptoren der Ratten-
schwanzarterie [Lit. 165, 166]

Verb. PECs + SEM Rel. Pot. E.ax £ SEM PKp £ SEM N

o)

NH
93 d‘\j‘;\/ ? 418 + 0.09 0.15 46 +4 383+011 10
N (o]

H

L O
H
94 dNNN 4.84 +0.06 0.70 33+3 4.97 +0.04 12

Ko

N
H

5-HT (Referenzagonist) 7.00 100 100 - >100

Die kontraktilen Effekte der Partialagonisten 93 und 94 konnten von ELz und PERTZ!"®*"®®I durch die
folgenden drei Kriterien eindeutig als 5-HT,a-rezeptorvermittelt charakterisiert werden: 1) Die kon-
traktilen Effekte an der Rattenschwanzarterie wurden in Gegenwart des a-Adrenozeptorblockers
Prazosin (30 nmol - L™") untersucht, wodurch ein Effekt infolge der Freisetzung von Katecholaminen
aus dem Organsegment durch derart hohe Wirkstoff-Konzentration auszuschlielen ist. 2) Die Kon-
zentrations-Effekt-Kurven lassen sich durch niedrige Konzentrationen des selektiven 5-HT.5-Rezep-

torantagonisten Ketanserin, die noch keine a-Adrenozeptorblockade verursachen, nach rechts ver-
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schieben. 3) Aus der gemessenen Rechtsverschiebung der Konzentrations-Effekt-Kurven von 93 und
94 in Gegenwart von Ketanserin ergibt sich eine subnanomolare Rezeptoraffinitdt von Ketanserin
(PA2 = 9.53 resp. 9.42). Die Konzentrations-Effekt-Kurven der Leitstrukturen 93 und 94, jeweils in
Abwesenheit (¥) und in Anwesenheit (v) des 5-HT,a-Antagonisten Ketanserin (3 nmol - L™), sind in
Abb. 3-2 und Abb. 3-3 dargestellt.

NH H
ij\"/\/ 2 ©\)kN/\/N
" A

Ao

H N ©
93 94
Effekt/[%] Effekt/[%]
100 A 100 A
80 + 80 -
60 - 60 -
40 - 40 -
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—log c(Agonist) —log c(Agonist)
Abb. 3-2. Konzentrations-Effekt-Kurve von 5-HT (@)
sowie von 93 an Segmenten der Rattenschwanzarterie
in Abwesenheit (¥) und in Anwesenheit von 3 nmol/L
Ketanserin (V).

Abb. 3-3. Konzentrations-Effekt-Kurve von 5-HT (@)
sowie von 94 an Segmenten der Rattenschwanzarterie
in Abwesenheit (¥) und in Anwesenheit von 3 nmol/L
Ketanserin (V).

3.3.2 3-(2-Aminoethyl)-2,4(1H,3H)chinazolindion-Derivate

3.3.2.1 Homologe der Leitstruktur 94:
Kettenverlangerung zwischen Aminfunktion und aromatischem n-System

Aufgrund der hdheren 5-HT,a-Rezeptor-Bindungsaffinitat von 94 im Vergleich zum unsubstituierten
primaren Amin 93 schien die N-Benzyl-Partialstruktur ein vielversprechendes Variationsareal fur die
Optimierung dieser Leitstrukturen darzustellen. Grundlegende Erkenntnisse Uber die Struktur-Wir-
kungsbeziehungen dieser neuartigen Partialagonisten aus der Substanzklasse der Chinazolindione
sollten zunachst durch die Verlangerung der Alkylkette zwischen der sekundaren Aminfunktion und
dem aromatischen n-Elektronensystem gewonnen werden. Die Ergebnisse in Tab. 3-4 (S. 145)
zeigen, dald eine derartige Kettenverlangerung zwar eine Affinitatssteigerung zur Folge hat, aller-

dings mit einem kompletten Verlust der partiell agonistischen Wirkung dieser Verbindungen einher-
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geht. Schon das nachst héhere Homologe 110 zeigt im funktionellen Standardtestmodell der iso-
lierten Rattenschwanzarterie nur noch einen Maximaleffekt von < 3 % im Vergleich zum Referenz-
agonisten 5-HT (vgl. Tab. 3-4). Bei den hdheren Homologen 111 — 113 handelt es sich um reine
Antagonisten ohne intrinsische Aktivitat (Enax = 0, stiller Antagonist, silent antagonist) an vaskularen
5-HT.a-Rezeptoren der Ratte. Das N-Phenylbutyl-Derivat 112, besitzt mit pA, = 6.88 die héchste
Affinitat an der 5-HT,s-Rezeptorbindungsstelle. Das Einflihren einer weiteren Methyleneinheit in
den Alkylspacer (— 113) bewirkt dagegen einen Affinitatsverlust um eine halbe logaritmische Ein-
heit (pA; = 6.31).

Tab. 3-4. Auswirkung einer Alkylkettenverlangerung im Benzylteil der Leitstruktur 94 auf die pharmakologische Wirkung
an 5-HT2a-Rezeptoren der Rattenschwanzarterie

(o} | A
@fﬁ/\/“ : XR
o
Verb. n R Enax £ SEM PKp £ SEM PA,+ SEM N
94 1 H 33+3 497 £0.04 - 12
110 2 H <3 - 5.32 +0.06 4
115 2 4-Cl 0 - 5.99 £ 0.07 5
117 2 2-OCHs; 0 — 5.52 £ 0.05 5
111 3 H 0 - 6.30 £ 0.04 8
112 4 H 0 - 6.88 £ 0.09 11
113 5 H 0 - 6.31 % 0.06 6

Diese ersten Ergebnisse lassen die Schlufdfolgerung zu, da® neben der primaren Aminstruktur 93
nur das N-Benzyl-Analogon 94 in der Lage ist, einen deutlichen Partialagonismus an 5-HTa-
Rezeptoren auszulésen. Desweiteren bewirkt eine Verlangerung der Alkylkette zwischen
Aminfunktion und aromatischem rn-Elektronensystem eine Affinitatszunahme bis zu zwei
Zehnerpotenzen (112, pA; = 6.88) bei gleichzeitigem Ubergang des beobachteten partiellen
Agonismus in einen stillen Antagonismus. Demnach ist ein Cs-Alkylspacer zwischen Phenylring und
basischem Zentrum der Leitstruktur 94 von entscheidender Bedeutung fur die partiell agonistische

Aktivitat dieser Verbindung.
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3.3.2.2 Substitution des Phenylringes der Leitstruktur 94 durch aromatische, hetero-

aromatische und alicyclische Ringsysteme

Nachdem der Abstand von einer Methylengruppe (Cs-Spacer) zwischen Phenylring und basischem
Zentrum als essentiell flir eine 5-HT,a-agonistische Wirkung erkannt wurde, erschien es interessant,
wie sich ein Austausch des benzoiden aromatischen Systems gegen andere aromatische, hetero-
aromatische sowie alicyclische Ringsysteme auf die Affinitat und insbesondere auf die Wirkqualitat
dieser Verbindungen an 5-HT,4-Rezeptoren auswirkt. Die erzielten Ergebnisse sind in Tab. 3-5 zu-

sammengefalit.

Tab. 3-5. Austausch des Phenylringes in 94 durch aromatische, heteroaromatische sowie alicyclische Ringsysteme:
Auswirkung auf die Affinitat und Wirkqualitat an 5-HT.a-Rezeptoren der Rattenschwanzarterie

o
N
N/\/ SR

o
H

Verb. R Epnax + SEM pKp + SEM PA; + SEM N

94 f\/© 3343 4.97 £ 0.04 - 12

181 ;\/D 2242 5.47 +0.03 - 8
S

182 f\/(\> 4+1 4.40  0.06 - 9
o

180 £ I 0 - 3.79 +0.02 7

Y
185 \O 0 - 450 +0.06 6

186 f\/O 0 - 4.51+0.08 4
188 S % 0 - 6.67 + 0.06 17

Wie aus Tab. 3-5 ersichtlich, zeigt lediglich das 2-Thienyl-Derivat 181 eine mit der Leitstruktur 94
vergleichbare, partiell agonistische Wirkung an 5-HT,s-Rezeptoren. Der gemessene kontraktile
Effekt von 181 liegt mit einem Wert von E..x = 22 % des Maximaleffektes von 5-HT nur ca. 10 %
unter dem beobachteten Wert fur 94. Die Rezeptoraffinitat ist dabei leicht erhdht und liegt bei

einem pKp-Wert von 5.47 vs. 4.97 fir 94. Beim Ersatz des Schwefelatoms in 181 gegen ein elektro-
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negativeres Sauerstoffatom (— 182) wird ein deutlicher Abfall sowohl des partiell agonistischen
Effektes (Emax = 4 % vs. 22 %) als auch der 5-HT.4-Rezeptoraffinitat (pKp = 4.40 vs. 5.47) beobach-
tet. Beim 2-Pyridinyl-Derivat 180 wird kein partiell agonistischer Effekt mehr beobachtet (Enax = 0)
und auch die gemessene Affinitat zum 5-HT,a-Rezeptor geht stark zurtick (pA; = 3.79), so dal} hier
ein wenig affiner, stiller Antagonist vorliegt. Auch bei den Verbindungen 185 — 188 handelt es sich
um stille 5-HT,a-Antagonisten ohne intrinsische Aktivitat. Das 1-Naphthyl-Derivat 188 zeigt unter
den in Tab. 3-5 aufgefiuihrten, antagonistisch wirkenden Verbindungen mit pA, = 6.67 die héchste

Affinitat zum 5-HT,s-Rezeptorprotein.

Mit Hilfe der pharmakologischen Ergebnisse aus Tab. 3-5 (S. 146) lassen sich bis zu diesem
Zeitpunkt die folgenden Struktur-Wirkungsbeziehungen flir N-substituierte 3-(2-Aminoethyl)-2,4-

(1H,3H)chinazolindion-Derivate erkennen:

1. Die Substitution des Phenylringes der Leitstruktur 94 durch elektronenreiche Heterocyclen wie
Thiophen (— 181) oder Furan (— 182) geht mit einer Abnahme der partiell agonistischen Wir-
kung dieser Verbindungen einher. Die beobachtete Abnahme des kontraktilen Effektes ist beim

2-Furanyl-Derivat 182 erheblich starker ausgepragt als beim 2-Thienyl-Analogon 181.

2. Der Ersatz des Phenylringes durch einen n-Elektronen-defizienten Heteroaromaten wie Pyridin
(— 180) hat zum einen den kompletten Verlust der agonistischen Wirkung und zum anderen

einen deutlichen Affinitatsverlust von ca. einer log-Einheit zur Folge.

3. Beim Austausch des 6-n-Elektronensystems gegen das sterisch anspruchsvollere 10-n-Elektro-
nensystem Naphthalin (— 188) wird ein Anstieg der 5-HT,4-Rezeptoraffinitdt um 1.5 log-Einhei-

ten bei gleichzeitigem Wechsel des partiellen Agonismus zum stillen Antagonismus beobachtet.

4. Der Verlust der Aromatizitat im Benzylteil von 94 bewirkt ebenfalls einen Wechsel vom Partial-

agonismus zum stillen Antagonismus (— 186).

3.3.2.3 Einfuhrung diverser Substituenten im Benzylteil von 94 und systematische

Variation des aromatischen Substitutionsmusters

Nach den bis dahin vorliegenden pharmakologischen Ergebnissen erschien die N-Benzyl-Partial-
struktur der Leitverbindung 94 das bevorzugte Strukturelement zu sein, dal} einerseits in der Lage
ist, die 5-HT,s-Rezeptoraffinitat des primaren Amins 93 malfigeblich zu erhéhen und andererseits
die partiell agonistische Wirkung in dhnlicher Gré3enordnung beizubehalten. Mit dem Ziel, zu affi-
neren Derivaten mit hOherer intrinsischer Aktivitat zu gelangen, erfolgte nun die Einfihrung diverser

Substituenten im Benzylteil der Leitstruktur 94 und die systematische Variation des aromatischen
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Substitutionsmusters. Die pharmakologischen Ergebnisse sind in Tab. 3-6 zusammengefalit. Die
Einfihrung elektronenziehender Substituenten wie Fluor (— 156) oder Chlor (— 159) in para-Posi-
tion bewirkt einen kompletten Verlust der agonistischen Wirkung dieser Verbindungen und zudem
einen Affinitatsverlust von ca. 0.5 log-Einheiten im Vergleich zum unsubstituierten N-Benzyl-Derivat
94. Einen ahnlich drastischen Rickgang der kontraktilen Effekte wird auch fir das para-Brom-
Analogon 162 beobachtet. Hier betragt die Kontraktion der Rattenschwanzarterie nur noch weniger

als 2 % des fir den Referenzagonisten 5-HT beobachteten Maximaleffektes.

Tab. 3-6. Rezeptoraffinitdt und Wirkqualitat substituierter N-Benzyl-3-(2-aminoethyl)-2,4(1H,3H)chinazolindion-Derivate
an 5-HT2a-Rezeptoren der Rattenschwanzarterie. Zum Vergleich sind die Leitstrukturen 93 und 94 mit aufgefihrt.

o X (o]
ol veaul
Verb. R PECs, + SEM Rel. Pot. Epax = SEM PKp £ SEM N
93 - 4.18 +0.09 0.15 46 + 4 3.83+0.11 10
94 H 4.84 +0.06 0.70 33+3 4.97 +0.04 12
156 4-F - - 0 4.48 +0.10? 9
157 2-Cl 5.08 + 0.05 1.20 15 + 2 4.95+0.12 8
159 4-Cl - - 0 452 +0.09% 9
160 2-Br 5.05 + 0.03 1.10 16 + 1 5.10 + 0.08 16
161 3-Br - - 3+ 1 5.57 + 0.09 11
162 4-Br - - <2 5.25 + 0.09 10
163 2| - - 9+ 1 453 +0.13 8
166 2-CH;, 5.52 +0.13 3.30 22+3 5.57 +0.10 8
167 3-CHs - - <5 6.27 + 0.07 6
168 4-CH, - - <2 4.82 +0.07 7
169 2-OCH; 6.58 + 0.06 38 49 + 4 6.48 + 0.04 12
170 3-OCH, - - 10+ 2 5.75 + 0.09 6
171 4-OCH, - - 4+1 4.40 +0.13 6
172 2-OC;Hs 6.05 + 0.05 11 34 +1 6.23 +0.03 10
173 2-NH, 5.05 + 0.05 1.10 54 + 2 4.99 +0.05 8
177 2-OH 6.38 £ 0.09 24 51%3 5.84 £ 0.04 9
175 2,6-(OCHj3), - - 0 455 +0.057 6
5-HT - 7.00 100 100 - > 100

% pAx-Wert als Affinitatsmaf fiir einen Antagonisten
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Die Rezeptoraffinitdt von 162 liegt in einem zu 94 vergleichbaren Konzentrationsbereich (pKp =
5.25 vs. 4.97). Wie den Ergebnissen aus Tab. 3-6 weiterhin zu entnehmen ist, wird ein dhnlich
drastischer Rickgang der agonistischen Wirkung auch durch elektronenschiebende Substituenten
wie eine Methyl- (— 168) oder Methoxygruppe (— 171) in para-Position verursacht (Emax < 2 %
resp. 4 %). Diese Befunde deuten darauf hin, dal neben einem elektronischen Einflul3, wie er fiir
das 4-Fluorbenzyl-Derivat 156 beobachtet wird, hauptsachlich sterische Effekte fir den starken

Rickgang der agonistischen Wirkung durch para-Substituenten verantwortlich sind.

Ahnlich der para-Substitution wird auch fir die Substitution in meta-Stellung sowohl durch Elek-
tronenakzeptor- als auch durch Elektronendonor-Substituenten ein dramatischer Riickgang der
agonistischen Wirkung dieser Verbindungen verursacht. Die beobachteten partiell agonistischen
Effekte des 3-Brombenzyl- (161) resp. 3-Methylbenzyl-Derivates 167 liegen bei Werten < 3 % des
Maximaleffektes von 5-HT. Im Unterschied zum Substituenteneinflul in para-Position bewirkt jedoch
die Methylgruppe — ein Elektronendonor-Substituent — in der meta-Position (— 167) einen Affinitats-

anstieg um mehr als eine log-Einheit im Vergleich zum unsubstituierten 94 (pKp = 6.27 vs. 4.97).

Im Gegensatz zu den para- und meta-substituierten N-Benzyl-3-(2-aminoethyl)-2,4(1H,3H)chin-
azolindion-Derivaten zeigen alle ortho-substituierten Analoga einen deutlich ausgepragten partiel-
len 5-HT,4-Agonismus. Fur das 2-Chlorbenzyl- (157) und das 2-Brombenzyl-Derivat 160 liegen die
beobachteten Maximaleffekte bei Werten von E.x = 15 %. Die Rezeptoraffinitaten finden sich im
mikromolaren Konzentrationsbereich und sind mit der der unsubstituierten Leitverbindung 94 ver-
gleichbar (pKp = 4.95 resp. 5.10 vs. 4.97). Das 2-lodbenzyl-Analogon 163 besitzt eine etwas gerin-
gere intrinsische Aktivitat (Emax = 9 %) und eine gegentber 157 und 160 leicht verminderte Affinitat
(pKp = 4.53), woflr vor allem sterische Griinde verantwortlich sein sollten. Eine leichte Steigerung
sowohl der intrinsischen Aktivitat (Emax = 22 %) als auch der Rezeptoraffinitat (pKp = 5.57) ist fur
Verbindung 166 zu verzeichnen, die eine elektronenschiebende Methylgruppe als ortho-Substitu-
enten tragt. Einen sprunghaften Anstieg der intrinsischen Aktivitat und der Rezeptoraffinitat wird
durch die Einflihrung einer ortho-Methoxyfunktion im Benzylteil von 94 erreicht. Das resultierende
2-Methoxybenzyl-Derivat 169 zeigt im funktionellen in vitro-Testmodell der Rattenschwanzarterie
einen im Vergleich zur Leitstruktur 94 um 16 % erhohten Maximaleffekt von Enax = 49 %. Auch die
Affinitat zum 5-HT.a-Rezeptorprotein ist gegeniiber 94 um 1.5 log-Einheiten erhoéht und liegt bei
einem Wert von pKp = 6.48 (vs. 4.97 fur 94). Dies entspricht einer Rezeptor-Ligand-Dissoziations-
konstanten von Kp = 0.33 pumol - L™'. Aus der Linksverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-
Kurve von 169 im Vergleich zu der von 94 resp. 93 (ApECso = +1.74 resp. +2.40) ergibt sich eine
55fache Steigerung der partiell agonistischen Aktivitat des 2-Methoxybenzyl-Derivates 169 gegen-
Uber der Leitstruktur 94 und eine mehr als 250fache Steigerung gegeniber der Leitverbindung 93
mit primarer Aminfunktion (siehe Abb. 3-4, S. 150). Bei Substitution der ortho-Methoxy- durch eine

sterisch anspruchsvollere Ethoxygruppe (— 172) wird eine Abnahme des partiell agonistischen
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Effektes um 15 % auf En.x = 34 % beobachtet. Die Stoffmengenkonzentration von 172, die den
halbmaximalen, kontraktilen Effekt auslést, liegt bei 0.89 umol - L (PECso = 6.05), woraus sich fur
das 2-Ethoxy-Derivat 172 nur noch etwa ein Drittel der Wirkstarke des 2-Methoxy-Analogons 169
ergibt (Rechtsverschiebung der Konzentrations-Effekt-Kurve von 172 in Abb. 3-4 um 0.53 log-
Einheiten gegeniber der Kurve von 169). Der Austausch der ortho-Methoxygruppe gegen eine
Hydroxyfunktion im Benzylteil hat nur einen relativ geringen Einfluld auf die pharmakologische
Wirkung an der 5-HT,5-Rezeptorbindungsstelle. Das 2-Hydroxybenzyl-Derivat 177 zeigt im verwen-
deten 5-HT,s-Standardtestmodell einen zu 169 gleich starken kontraktilen Effekt, der bei 51 % des
Maximaleffektes von 5-HT liegt. Der gemessene pECso-Wert flir 177 betragt 6.38 und rangiert damit
nur geringfiigig unter dem des 2-Methoxy-Derivates 169 (pECsy = 6.58). Im Vergleich zur o-Methoxy-
und o-Hydroxy-Substitution geht der Einbau einer primaren Aminfunktion in ortho-Position (— 173)
mit einem starken Affinitatsverlust (pKp = 4.99 vs. 6.48 resp. 6.23) einher. Trotz der zu beobachten-
den Abnahme der Affinitat ist das 2-Aminobenzyl-Derivat 173 dennoch in der Lage, einen Maximal-
effekt von Enax = 54 % auszulésen. Aus der in Abb. 3-4 gezeigten Rechtsverschiebung der Konzen-
trations-Effekt-Kurve von 173 (ApECso = —1.53) ergibt sich fiir diese Verbindung eine mehr als
30fach geringere relative Wirkstarke (Rel. Pot. = 1.10) im Vergleich zum o-Methoxybenzyl-Analo-
gon 169 (Rel. Pot. = 38).

Effekt/[%]
; o .
. H
100 _ /E\/NHz NN
80 - N"o H/J% :
60 1 _v— 93 —v— 94 (R=H)
40 - —0— 173 (R=NHy)
J —m— 172 (R =0C;Hs)
20 1 —a— 177 (R=OH)
0 —e— 169 (R=OCH:)

—log c(Agonist)

Abb. 3-4. Partieller 5-HT,a-Rezeptoragonismus ausgewahlter ortho-substituierter N-Benzyl-3-(2-aminoethyl)-2,4(1H,3H)-
chinazolindion-Derivate. Die erste Konzentrations-Effekt-Kurve zeigt die isometrische Kontraktion von Segmenten der
Rattenschwanzarterie durch den Referenzagonisten 5-HT (—o—, pECso normiert auf 7.00, Eqnax = 100 %). Das 2-Methoxy-
(169, —®—) und das 2-Hydroxy-Derivat 177 (—A-) stellen mit pECso-Werten von 6.58 resp. 6.38 und mit einer kontraktilen
Effektivitdt von Emax 50 % die beiden potentesten 5-HT.a-Partialagonisten aus dieser Serie dar. Aus der Linksverschie-
bung der Kurve fir 169 (—®—, ApECso = +1.74 resp. +2.40) ergibt sich eine mehr als 50fach starkere partiell agonistische
Wirkung dieser Substanz im Vergleich zum unsubstituierten N-Benzyl-Derivat 94 (—v—) und eine mehr als 250fache Wirk-
starke gegenuber dem primaren Amin 93 (—v-).
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Zu einem kompletten Verlust der 5-HT,a-agonistischen Wirkung (Emax = 0) und einem starken Ruick-
gang der Affinitat von ca. zwei log-Einheiten kommt es, wenn beide ortho-Positionen im Benzylteil
durch Methoxygruppen substituiert sind (— 175). Beim 2,6-Dimethoxybenzyl-Derivat 175 handelt es
sich demnach um einen wenig affinen, stillen 5-HT.s-Rezeptorantagonisten ohne intrinsische Aktivitat
(pA2 = 4.55, vgl. Tab. 3-6, S. 148).

Die sprunghaft ansteigende, partiell agonistische Wirkung sowie die stark verbesserte Affinitat
des 2-Methoxybenzyl-Derivates 169 im Vergleich zur unsubstituierten Leitverbindung 94 lassen
sich mit der zusatzlichen Mdéglichkeit zur Ausbildung einer Wasserstoffbriicke zum 5-HT,5-Rezep-
torprotein — Uber das Methoxy-Sauerstoffatom als Wasserstoff-Akzeptor — erklaren. Ebenso kann
auch die vergleichbar hohe Potenz des 2-Hydroxybenzyl-Derivates 177 Uber eine solche Wasser-
stoffbricken-Wechselwirkung zum Rezeptor erklart werden. Aus den pharmakologischen Ergebnis-
sen in Tab. 3-6 (S. 148) kann ebenfalls geschlossen werden, dal} das Wasserstoffatom der ortho-
Hydroxygruppe nicht an der Ausbildung einer Wasserstoffbricken-Bindung zum Rezeptorprotein
beteiligt ist. Der schwacher ausgepragte Partialagonismus und die geringflgig niedrigere Affinitat
des 2-Ethoxybenzyl-Derivates 172 hatten demnach ihre Ursache in einer nicht optimalen Geome-
trie der zwischen dem Ethoxy-Sauerstoff und dem Wasserstoffdonorareal der Rezeptorbindungs-
stelle ausgebildeten Wasserstoffbriicken-Bindung infolge der hdheren sterischen Belastung durch
die Ethoxy- im Vergleich zur Methoxygruppe. Auch der komplette Verlust der agonistischen Wir-
kung des 2,6-Dimethoxybenzyl-Derivates 175 sowie dessen geringe Affinitat stehen mit der Annah-
me, dal es sich bei der o-Methoxygruppe um ein mdgliches Wasserstoffbriicken-Donorareal han-
delt, in Einklang. Infolge der zusatzlichen sterischen Belastung durch die zweite o-Methoxygruppe
ware eine Konformationsanderung des N-2,6-Dimethoxybenzylrestes wahrend der Bindung zum
Rezeptor denkbar, so dafl} die zur Ausbildung der Wasserstoffbriicken-Bindung notwendige Geome-

trie innerhalb der Rezeptor-Bindungsstelle nicht mehr gewahrleistet ware.

3.3.2.4 N-2-Methoxybenzyl-3-(2-aminoethyl)-2,4(1H,3H)chinazolindion (169):
5-HT,a-Partialagonist mit optimiertem Wirkprofil

Wie die Ergebnisse der Struktur-Wirkungsuntersuchungen im vorangegangenen Abschnitt zeigen,
hat die Einfuhrung einer Methoxygruppe in eine der beiden ortho-Positionen im Benzylteil der Leit-
verbindung 94 sowohl eine Steigerung der intrinsischen Aktivitat (Emax = 49 % vs. 33 %) als auch
eine Affinitatssteigerung (pKp = 6.48 vs. 4.97) an 5-HT,s-Rezeptoren der Rattenschwanzarterie zur
Folge. Somit stellt das N-2-Methoxybenzyl-Derivat 169 innerhalb der Substanzklasse der 3-(2-Amino-
ethyl)-2,4(1H,3H)chinazolindione den 5-HT,s-Partialagonisten mit optimiertem Wirkprofil dar. Um die
an der Rattenschwanzarterie gefundene 5-HT,a-Aktivitat zu untermauern, wurde 169 zusatzlich an
zwei weiteren funktionellen in vitro-5-HT,s-Rezeptor-Testmodellen — der Rattenjugularvene und der
Rattenaorta — untersucht. Die aus den verschiedenen Testmodellen erhaltenen Konzentrations-

Effekt-Kurven und die davon abgeleiteten pharmakologischen Parameter fiir 169 zeigt Abb. 3-5.
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Emnax=4924 %
Effekt/[%] Effekt/[%]
100 100 -
80 ~ 80 -
60 60 -
40 40 ~
20 ~ 20 -
0 - 0 -
8 7 6 5 4 3 8 7 6 5 4 3
—log c(Agonist) —log ¢(5-HT)
PECso = 6.35 + 0.03 Rattenjugularvene I oKp = 6.48 + 0.16
Enax=6322%
Effekt/[%] Effekt/[%]
100 ~ 100 7 o _o—0o
80 - 80 - ):/

60
40 4
20 4
0 -

—log c(Agonist)

pECso = 6.46 + 0.05
Emnax=1322%
Effekt/[%]

100 -
80 -
60 -
40 -

20 +

0 - m

8 7 6 5 4 3
—log c(Agonist)

Abb. 3-5. Links: Konzentrations-Effekt-Kurven von 5-HT
(o, erste Kurve; ®, zweite Kurve bei Kontrollorganen) so-
wie von 169 in Abwesenheit (¥) und Anwesenheit von 3,
5 und 5 nmol/L Ketanserin (V). Im Testmodell der Ratten-
schwanzarterie sind beide 5-HT-Kurven deckungsgleich.

Rattenaorta

601 & /:(
40—I——
20

O_

8 7 6 5 4 3
—log ¢(5-HT)

pKp = 6.77 £ 0.09

Effekt/[%]
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20 +

8 7 6 5 4 3
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Rechts: Konzentrations-Effekt-Kurven von 5-HT in Abwe-
senheit (®) und Anwesenheit von 30 umol/L des 5-HT2a-
Partialagonisten 169 (¥). Zur Bestimmung der pKp-Werte
wurden die 5-HT-Kurven in Gegenwart des partiellen
Agonisten auf Emnax = 100 % normiert (O0).
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Auf der linken Seite in Abb. 3-5 (S. 152) ist fUr die einzelnen Testmodelle jeweils als erste Kurve
die Konzentrations-Effekt-Kurve des Referenzagonisten Serotonin (5-HT) dargestellt. An Organ-
segmenten der Rattenjugularvene sowie an der Rattenaorta beobachtet man eine zeitabhangige
Rechtsverschiebung und eine gleichzeitige Depression der 5-HT-Kontrollkurve (®) gegenlber einer
ersten — zu Beginn des Experiments aufgenommenen — 5-HT-Kurve (o) infolge einer Desensibili-
sierung der Organsegmente mit fortschreitender Versuchsdauer. Im 5-HT2a-Standard-Testmodell
der Rattenschwanzarterie sind dagegen die beiden 5-HT-Kurven — erste Kurve (o) und Kontroll-
kurve (®) — deckungsgleich. Die zweite Kurve zeigt jeweils die Konzentrations-Effekt-Kurve des un-
tersuchten Partialagonisten 169 (v). Aufgrund der oben genannten experimentellen Befunde sind
die an der Rattenjugularvene und -aorta ermittelten pECso-Werte fiir 169 um den Wert der beob-
achteten Rechtsverschiebung korrigiert. Ebenso sind die an diesen Organsegmenten beobachteten
kontraktilen Maximaleffekte um den Wert der Depression der 5-HT-Kontrollkurve korrigiert. Die fir
169 erhaltenen Konzentrations-Effekt-Kurven (v) lassen sich, wie flr einen 5-HT,s-rezeptorvermit-
telten Effekt erwartet, durch niedrige Konzentrationen des selektiven Referenzantagonisten Ketan-
serin (3 bzw. 5 nmol - L™") nach rechts verschieben (v, dritte Kurve).

Die scheinbare Dissoziationskonstante Kr des Komplexes aus partiellem Agonist 169 und
Rezeptor wird bestimmt, indem die Konzentrations-Effekt-Kurve von 5-HT in Abwesenheit (@) und in
Anwesenheit von 169 (v, 30 umol - L) ermittelt wird. Der partielle 5-HT,A-Rezeptoragonist fungiert
in diesem Experiment als Antagonist der 5-HT-induzierten Kontraktion und bewirkt somit eine
Rechtsverschiebung der Konzentrations-Effekt-Kurve von 5-HT (Abb. 3-5, rechte Halfte). Die in Ge-
genwart des partiellen Agonisten 169 ermittelten 5-HT-Kurven erreichen dabei nicht mehr den fir
Serotonin erwarteten Maximaleffekt von 100 %. Um die Ermittlung der pKe-Werte zu erméglichen,
werden die 5-HT-Kurven in Gegenwart des partiellen Agonisten (v) auf Enax = 100 % normiert (O).
Aus der 5-HT-Referenzkurve (e) und der in Anwesenheit von 169 ermittelten, normierten zweiten
5-HT-Kurve (O) werden anschlieBend aquieffektive Konzentrationspaare bestimmt. Aus diesen
Wertepaaren ergibt sich mittels gewichteter linearer Regression nach MARANO und KAUMANN ']
der pKp-Wert als Affinitdtsmal fur den 5-HT,a-Partialagonisten 169. Die Symbolpaare links der
Konzentrations-Effekt-Kurven markieren den durch Zugabe des partiellen Agonisten 169 beobach-
teten Maximaleffekt (v) und den nach 10 min Inkubationszeit beobachteten Wert (v, ,Fading®), von
dem ausgehend die abschlieRende 5-HT-Kurve erstellt wurde.

Wie aus Abb. 3-5 (S. 152) hervorgeht, konnten die an der Rattenschwanzarterie gefundenen
pharmakologischen Parameter flr den partiellen 5-HT,5-Rezeptoragonisten 169 auch an Rezepto-
ren der Rattenjugularvene und Rattenaorta bestéatigt werden. In allen drei verwendeten Testmodel-
len korrelieren zudem die pKp-Werte sehr gut mit den pECso-Werten. Auffallig ist die deutlich gerin-
gere intrinsische Aktivitat von 169 an 5-HT,s-Rezeptoren der Rattenaorta (Enax = 13 % vs. 49 resp.
63 %). Dies hat seinen Grund in der niedrigeren Ca?**-lonen-Konzentration der Organbad-Lésung in

diesem Testmodell. Bei Verwendung hoherer Ca®*-lonen-Konzentrationen, analog der beiden anderen
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Testmodelle, werden wahrend der kumulativen Aufnahme der Zeit-Effekt-Kurve stérende, rhythmi-
sche Kontraktionen der Organsegmente beobachtet, die das genaue Erkennen der jeweiligen maxi-
malen Kraftzunahme (Plateau) erschweren. Durch eine geringere Ca?-lonen-Konzentration kénnen
diese rhythmischen Kontraktionen unterdriickt werden, jedoch auf Kosten eines abgeschwachten
kontraktilen Maximaleffektes. Die aus den verschiedenen funktionellen in vitro-Testmodellen erhal-
tenen pharmakologischen Parameter des 5-HT,x-Partialagonisten 169 sind abschlie®end nochmals

in Tab. 3-7 zusammengefalit.

Tab. 3-7. Pharmakologische Charakterisierung des partiellen 5-HT.a-Rezeptoragonisten 169 an drei verschiedenen
funktionellen in vitro-Testsmodellen

0
H
N
N ; 169
,& OCH,4
N~ o
H
5-HT,4-Testmodell PEC;, + SEM Rel. Pot. Ehax £ SEM PKp £ SEM N
Rattenschwanzarterie 6.58 £ 0.06 38 49+4 6.48 £ 0.04 12
Rattenjugularvene 6.35+£0.03 22 6312 6.48 £0.16 5
Rattenaorta 6.46 £ 0.05 29 1312 6.77 £0.09 6

3.3.2.5 Untersuchungen zur Rezeptorselektivitat von 169

Aufgrund der herausragenden 5-HT,a-Aktivitat in der Stoffklasse der 3-(2-Aminoethyl)-2,4-(1H,3H)-
chinazolindione wurde fir Verbindung 169 ein funktionelles Rezeptorselektivitatsprofil erstellt. In-
nerhalb der Serotonin-Rezeptorfamilie wurden hierzu in vitro-Untersuchungen an 5-HTg-, 5-HT;
und 5-HT,-Rezeptoren durchgefliihrt. Zudem wurde die Aktivitat von 169 an weiteren, ausgewahlten
Neurotransmitter-Rezeptoren (ap, B1, H1, Hz, und M3) untersucht. Die Ergebnisse sind in Tab. 3-8

zusammengefalit.

Tab. 3-8. Funktionelles Rezeptorselektivitatsprofil des partiellen 5-HT2a-Rezeptoragonisten 169 3

[o]
H
N

NN ; 169
/g OCHj
N (o)
H
5-HT1B 5-HT3 5'HT4 a1p B1 H1 Hz M3
4.73 +0.09 <43 5.20+£0.05 5.44 £ 0.06 <45 4.99 £ 0.07 <43 4.23 £ 0.06

¥ 169 zeigt an allen getesteten Rezeptoren antagonistische Wirkung. Die Rezeptoraffinitdten sind als pAx-Werte angegeben.
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Im Gegensatz zu seiner partiell agonistischen Wirkung an 5-HT,s-Rezeptoren zeigt 169 an allen
weiteren getesteten Neurotransmitter-Rezeptoren eine rein antagonistische Wirkung ohne intrinsi-
sche Aktivitat. Vergleicht man die gefundenen pA,-Werte (Affinitdtsmald fir Antagonisten) mit dem
an 5-HT,a-Rezeptoren ermittelten pKp-Wert flr 169 (pKp = 6.48, Affinitdtsmald fur partielle Agonis-
ten), so ergeben sich innerhalb der 5-HT-Rezeptorfamilie Selektivitaten von 5-HT,4/5-HT3; > 150 : 1
sowie 5-HT,a/5-HT+g > 50 : 1 und 5-HT,4/5-HT.4 =~ 20 : 1. Auch die an Histamin-H4-/H,-, Muskarin-
Ms- und B4-Rezeptoren gemessenen Rezeptor-Bindungsaffinitadten liegen eineinhalb bis zwei Zehner-
potenzen niedriger als die 5-HT,x-Rezeptoraffinitat von 169 (pA, = 4.23 — 4.99 vs. pKp = 6.48). Die
hdchste, im Screening mit anderen Neurotransmitter-Rezeptoren gefundene Rezeptoraffinitat zeigt
der 5-HT,s-Partialagonist 169 an a4p-Adrenozeptoren der Rattenaorta. So bindet 169 an diesem
isolierten Organpraparat ca. 20fach starker an 5-HTa- als an ap-Rezeptoren (pA, = 6.77 vs. pKp =
5.44). In Radioligand-Verdrangungsstudien zeigt 169 ebenfalls nur sehr geringe Rezeptoraffinitaten

zu humanen D,- und D;-Rezeptoren (pK; = 4.73 resp. 5.03).

3.3.2.6 3-[3-(2-Methoxybenzyl)aminopropyl]-2,4(1H,3H)chinazolindion (312)

Aus der Arbeit von ELz!"% war bekannt, daR die Verlangerung der Ethylamin-Seitenkette der Leit-
verbindung 3-(2-Aminoethyl)-2,4(1H,3H)chinazolindion (93) um eine Methylengruppe, trotz erhdhter
Affinitat, einen nahezu kompletten Verlust der intrinsischen Aktivitat dieser Verbindung zur Folge
hat. So zeigte das Homologe 308 im funktionellen 5-HT,5-Rezeptor-Testmodell der Rattenschwanz-
arterie nur noch einen kontraktilen Maximaleffekt von E..x = 4 %. Im Vergleich hierzu lag der beob-
achtete Maximaleffekt von 93 bei E.x = 46 % (siehe Tab. 3-9).

Tab. 3-9. Pharmakologische Parameter der 5-HT.a-Partialagonisten 93 und 169 sowie der Homologen 308 und 312,
untersucht am Testmodell der Rattenschwanzarterie. Die Daten fir die Verbindungen 93 und 308 wurden von ELZ et al.
Ubernommen [Lit. 165, 166].

Struktur Verb. n Eax = SEM PEC5, + SEM PA, £ SEM N
o
NH 93 1 46+ 4 4,18 £ 0.09 - 10
N2
H/&O 308 2 4+1 - 4.82+0.15 6

(o}

H 169 1 49 + 4 6.58 + 0.06 - 12
CrLC
H/J%o OCH, 312 2 4+1 - 493+007 6

Die von ELz fur die primaren Amine gemachten Beobachtungen konnten fir die hier untersuchten

sekundaren Amine bestatigt werden. Auch das hohere Homologe des optimierten Partialagonisten

169 (— 312) ist nicht mehr in der Lage, einen nennenswerten agonistischen Effekt am 5-HTa-
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Rezeptor auszulésen. Der flir 312 gemessene Maximaleffekt liegt ebenfalls nur noch bei 4 % des
fur 5-HT beobachteten Effektes. Zudem zeigt Verbindung 312, im Unterschied zu 308, zusatzlich
einen drastischen Rickgang der Rezeptoraffinitdt am genannten Rezeptor im Vergleich zu 169
(pA2 = 4.93 vs. pECs = 6.58).

Die pharmakologischen Resultate aus Tab. 3-9 belegen sehr deutlich, da® fir Verbindungen
vom 3-(2-Aminoalkyl)-2,4(1H,3H)chinazolindion-Typ eine Ethylamin-Seitenkette das Optimum dar-
stellt, um einen nennenswerten agonistischen Effekt an 5-HT,,-Rezeptoren auszulésen. Bei einer
weiteren Verlangerung der Alkylamin-Seitenkette sollte der Partialagonismus weiter zuriickgehen,
bis er schlie3lich in einen stillen Antagonismus ohne intrinsische Aktivitat Ubergeht (silent antago-
nism). Da das vorrangige Ziel dieses Projektes die Entwicklung neuer, potenter 5-HT,4-Rezeptor-

agonisten war, wurde der Beweis hierflr nicht geflihrt.

3.3.3 Die N-2-Methoxybenzyl-Partialstruktur als neues Struktur-Wirkungskonzept

fur 5-HT2a-Rezeptor-Partialagonisten

Nach der Identifizierung der im millimolaren Konzentrationsbereich partiell 5-HT,s-agonistisch wir-
kenden Leitverbindung 3-(2-Aminoethyl)-2,4(1H,3H)chinazolindion (93) durch ELz!"®*'®® kann nun
mit dem 2-Methoxybenzyl-Derivat 169 erstmals ein potenter 5-HT,a-Partialagonist aus dieser — auf
dem Gebiet der 5-HT,a-Agonisten neuen — Substanzklasse bereitgestellt werden. Die pharmakolo-
gischen Ergebnisse und Diskussion der Struktur-Wirkungsbeziehungen aus den beiden vorange-
gangenen Abschnitten machen deutlich, da® dabei die N-2-Methoxybenzyl-Partialstruktur ein ent-
scheidendes Wechselwirkungsareal fir die Interaktion mit dem 5-HT,s-Rezeptorprotein darstellt.
Die mehr als 250fache Steigerung der partiell agonistischen Aktivitdt des N-2-Methoxybenzyl-
Derivates 169 gegenuber der primaren Aminstruktur 93, unter gleichzeitigem Erhalt der intrinsi-
schen Aktivitat in der GréRenordnung um 50 % des Maximaleffektes von 5-HT, wirft nun die Frage
auf, ob dieses Struktur-Wirkungskonzept auch bei primaren Indolylethyl- und Phenylethylaminen —
den derzeit potentesten 5-HT,5-Rezeptoragonisten — zum Tragen kommt. Bei einem ahnlichen Ein-
flulk der N-2-Methoxybenzyl-Partialstruktur auf die pharmakologische Wirkung auch in diesen bei-
den Substanzklassen sollte es mdglich sein, mit dieser Strategie neue potente 5-HT,x-Rezeptor-
agonisten zu entwickeln (vgl. auch Abschn. 2.3, S. 53). Die notwendigen biologischen Untersu-
chungen wurden zunachst an Indolyl- und 5-Methoxyindolylethylaminen durchgefiihrt. Im weiteren
Verlauf dieses Projektes sollte dann das in der Stoffklasse der Chinazolindione neu gefundene

Struktur-Wirkungskonzept auch auf Phenylethylamine vom DOB- und DOI-Typ ausgeweitet werden.
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3.3.4 N-Benzyl-2-(1H-indol-3-yl)ethylamin-Derivate

Aufgrund der 5-Hydroxytryptamin-Struktur des endogenen Rezeptorliganden Serotonin (1) und der
wohl bekannten (partiell) agonistischen 5-HTa-Aktivitat einer Vielzahl von Tryptamin- und 5-Meth-
oxytryptamin-Derivaten (vgl. Abb. 1-2, S. 8 und Abb. 1-3, S. 9) schien es naheliegend, die bei den
Chinazolindionen gefundenen Struktur-Wirkungsbeziehungen zunachst an Tryptamin-Derivaten zu
Uberprifen. Die 5-HT,a-Aktivitdt der hierzu synthetisierten N-benzylierten Tryptamin- (199 — 203)
sowie 5-Methoxytryptamin-Derivate 204 — 207 wurde am Standard-Testmodell der Rattenschwanz-

arterie untersucht. Die pharmakologischen Daten sind in Tab. 3-10 zusammengefalt.

Tab. 3-10. 5-HT2a-Rezeptoraktivitdt der N-Benzyl-2-(1H-indol-3-yl)ethylamin-Derivate 199 — 207, untersucht an 5-HTa-
Rezeptoren der isolierten Rattenschwanzarterie

R3

H
N
N R, Ry

H

Verb. R; R; R, PECs £ SEM Rel. Pot. E .ax £ SEM PKp £ SEM N
199 H H H 6.39 £ 0.07 24 26+3 - 8
200 H H OH 6.87 £ 0.08 100 47 +3 6.63 + 0.09 8
201 H H OCHj; 6.81 £ 0.06 65 44 + 2 6.77 £ 0.05 9
202 H H OC;Hs 6.06 £ 0.08 11 19+ 1 - 8
203 H CH; OCHj; 6.20 £ 0.10 16 27+ 4 6.58 + 0.06 4
204 OCH; H H 7.00 £ 0.07 100 303 7.29 £ 0.06 8
205 OCH; H OH 7.50 + 0.07 318 38+2 7.51 £ 0.06 11
206 OCH; H OCHg; 7.08 £ 0.03 121 54 +2 7.56 + 0.06 10
207 OCH; H OCF; - - 4+1 6.65 + 0.05 7

5-HT - - - 7.00 100 100 - >100

Das unsubstituierte N-Benzyltryptamin (199) zeigt mit einem pECs,-Wert von 6.39 eine 35fach
hohere partialagonistische 5-HT,a-Aktivitat als das N-Benzyl-Analogon 94 aus der Chinazolindion-
reihe (Rel. Pot. = 24 % vs. 0.7 %). Bei Substitution der 2,4(1H,3H)Chinazolindion-Partialstruktur in
94 durch eine 5-Methoxyindolyl-Struktur (— 204) wird eine weitere Steigerung der partiell agonisti-
schen Wirkung auf mehr als das 140fache beobachtet (pECs, = 7.00, Rel. Pot. = 100 %). Die fur 199
und 204 gemessenen Maximaleffekte (Emax = 26 % resp. 30 %) liegen in der selben Grof3enord-
nung wie der fur 94 beobachtete (Emax = 33 %, vgl. Tab. 3-3, S. 143). Das N-Benzyl-5-methoxy-
indolylethylamin-Derivat 204 ist somit aquipotent zum endogenen Liganden Serotonin, ist diesem

jedoch hinsichtlich der kontraktilen Effektivitat deutlich unterlegen. In der Indolylethylamin-Serie
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wird bei der Einfihrung einer ortho-Hydroxy- (— 200) bzw. Methoxygruppe (— 201) im Benzylteil
eine Steigerung der partiell agonistischen 5-HT,a-Aktivitdt um ca. 0.5 log-Einheiten beobachtet
(PECsp = 6.87 resp. 6.81 vs. 6.39 fur 199). Die intrinsische Aktivitat liegt mit 47 % resp. 44 % ca. 20 %
Uber der des unsubstituierten N-Benzyl-Analogons 199 (Enax = 26 %). Im Vergleich zu den entspre-
chenden Chinazolindionen 177 (R = OH) und 169 (R = OCHj5) liegen die pECso-Werte der Indolyl-
Derivate 200 und 201 0.2 — 0.5 log-Einheiten héher (Rel. Pot. = 100 % resp. 68 % vs. 24 % resp.
38 %). Wie aus diesen Ergebnissen hervorgeht, ist die Steigerung der relativen 5-HT,s-Aktivitaten
der ortho-Methoxy- und Hydroxybenzyl-Derivate im Vergleich zu den unsubstituierten N-Benzyl-
Derivaten innerhalb der Chinazolindion-Serie gréRer als bei den Indolylethylaminen (35 — 55fach
vs. 3 — 4fach). Die Zunahme der kontraktilen Maximaleffekte um ca. 20 % ist in beiden Substanz-
klassen vergleichbar. Die gleichzeitige Abnahme der relativen Potenz und des beobachteten Maxi-
maleffektes beim Ubergang von einer ortho-Methoxy- zu einer sterisch anspruchsvolleren Ethoxy-
gruppe (— 202) kann, wie schon bei den Chinazolindion-Derivaten beobachtet, auch in der Stoff-
klasse der Indolylethylamine bestatigt werden (pECsy = 6.06, Ennax = 19 %, vgl. Tab. 3-10). Die Ein-
fuhrung einer Methylverzweigung in der Benzylposition des ortho-Methoxy-Derivates 201 (— 203)
geht ebenfalls mit dem Verlust der 5-HT,a-Aktivitat, bei gleichzeitiger Abnahme der Organkontrak-
tion, einher (pECsq = 6.20, Enax = 27 %, vgl. Tab. 3-10).

In der Reihe der 5-Methoxyindolylethylamine zeigt das ortho-Hydroxybenzyl-Derivat 205 mit
einem pECs-Wert von 7.50 die hochste Aktivitat an 5-HT,,-Rezeptoren der Rattenschwanzarterie.
Aus der Linksverschiebung der Konzentrations-Effekt Kurve von 205 im Vergleich zur 5-HT-Refe-
renzkurve (ApECsy = +0.50) ergibt sich fur diesen 5-HTa-Partialagonisten eine Potenz von 318 %
relativ zu Serotonin (Rel. Pot. = 100 %). Die intrinsische Aktivitat von 205 liegt bei Enax = 38 % des
fur 5-HT beobachteten Maximaleffektes und ist damit 5 — 10 % niedriger als bei den ortho-hydroxy-
resp. methoxysubstituierten Indol- und Chinazolindion-Analoga. Anders als bei den Chinazolindio-
nen besitzt das ortho-Methoxy-Derivat 206 einen um 0.42 log-Einheiten geringeren pECso-Wert als
das ortho-Hydroxy-Analogon 205 (pECsy = 7.08 vs. 7.50, Rel. Pot. = 121 %), jedoch eine um 15 %
hdhere partiell agonistische Effektivitat (Enax = 54 % vs. 38 %). Werden die fir 205 und 206 ermit-
telten pKp-Werte verglichen, ergeben sich flr beide Partialagonisten etwa die gleichen 5-HT;a-
Rezeptor-Bindungsaffinitaten (pKp = 7.51 vs. 7.56). Die daraus abgeleiteten Rezeptor-Ligand-Dis-
soziationskonstanten liegen im nanomolaren Konzentrationsbereich (Ke ~ 30 nmol - L™).

Der Austausch der ortho-Methoxy- durch eine Trifluormethoxygruppe in 206 (— 207) hat einen
drastischen Riickgang der agonistischen Wirkung dieser Verbindung (Emax = 4 % vs. 54 %) und zu-
dem einen Verlust der 5-HT,x-Bindungsaffinitat von ca. einer Zehnerpotenz zur Folge (pKp = 6.65
vs. 7.56). Dieses Ergebnis unterstreicht sehr deutlich die in Abschnitt 3.3.2.3 (S. 147) postulierte
Funktion des ortho-Methoxy- resp. Hydroxy-Sauerstoffatoms als Wasserstoff-Akzeptorareal fur die
Ausbildung einer Wasserstoffbricken-Bindung zum 5-HT,4-Rezeptorprotein. Durch den starken elek-

tronenziehenden, induktiven Effekt der Trifluormethylgruppe wird die Elektronendichte am Trifluor-
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methoxy-Sauerstoffatom erheblich verringert, wodurch dessen — fir die Ausbildung einer Wasser-
stoffbriicke unerlalliche — Eigenschaft als Elektronendonor (bzw. Wasserstoffakzeptor), entschei-
dend abgeschwacht wird. Aufgrund der sehr ahnlichen rdumlichen Ausdehnung der Methoxy- und
Trifluormethoxygruppe kdnnen sterische Effekte als Grund fir die beobachteten Auswirkungen der
ortho-Trifluormethoxygruppe auf die 5-HT,x-Aktivitdt ausgeschlossen werden.

Die in Tab. 3-10 (S. 157) zusammengefaliten pharmakologischen Daten der N-benzylierten
Indolyl- und 5-Methoxyindolylethylamine zeigen, daf die in der Stoffklasse der 3-(2-Aminoethyl)-
2,4(1H,3H)chinazolindione gefundenen Struktur-Wirkungsbeziehungen auch bei den Indolylethyl-
aminen bestatigt werden kénnen. Durch die erfolgreiche Ubertragung dieses neuen Struktur-Wir-
kungskonzepts ist es dariber hinaus gelungen, weitere neuartige, potente 5-HT,x-Partialagonisten
bereitzustellen. Die potenteste Verbindung aus der Reihe der 5-Methoxindolylethylamine — das
ortho-Hydroxybenzyl-Derivat 205 — zeigt im verwendeten Rattenschwanzarterien-Testmodell eine
ca. 10fach hohere 5-HT,a-Aktivitat als das potenteste Chinazolindion-Derivat 169 (pECso = 7.50 vs.
6.58) und ist sogar um den Faktor drei starker wirksam als der endogene Rezeptorligand Serotonin
(PECso = 7.00).

3.3.5 N-Benzyl-1-(2,5-Dimethoxyphenyl)-2-aminoalkan-Derivate

4-Halogensubstituierte 2,5-Dimethoxyphenylisopropylamine wie DOB (35) und DOI (36) stellen die
bislang starksten 5-HT.a-Rezeptoragonisten mit primarer Aminfunktion dar. Beide Verbindungen
zeigen in [°H]-Ketanserin-Bindungsstudien an 5-HT,A-Rezeptoren des Rattenhirns (frontal cortex)
Rezeptorbindungsaffinitaten im nanomolaren Konzentrationsbereich (K; = 41 nM resp. 19 nM, Werte
fir Racemate).'"® Die in der vorliegenden Arbeit am funktionellen in vitro-Testmodell der Ratten-
schwanzarterie ermittelten ECsp-Werte flr (£)-DOB und (1)-DOI liegen bei Stoffmengenkonzentra-
tionen von 10.2 nM resp. 7.41 nM (pECso = 7.99 resp. 8.13, Tab. 3-11, S. 160). Die ausgelosten
kontraktilen Effekte erreichen dabei etwa 70 % des fur 5-HT beobachteten Maximaleffektes. Das
mit DOB (35) eng verwandte, achirale 4-Brom-2,5-dimethoxyphenylethylamin (41) — ohne a-Methyl-
verzweigung — weist mit einem pECso-Wert von 7.20 und einem Maximaleffekt von 58 % eine signi-
fikant geringere 5-HT,a-Aktivitat auf (Rel. Pot. = 1.59 vs. 9.77), ist jedoch immer noch etwas poten-
ter als der Referenzagonist Serotonin (Rel. Pot. = 1.00). Dagegen zeigt das in 4-Position unsubsti-
tuierte Analogon 211 eine mehr als 600fach geringere 5-HTa-Aktivitat (pECso = 4.41; Rel. Pot. =
0.0026), was die — schon friiher durch GLENNON et al.l'% %! gezeigte — besondere Funktion eines
4-Halogensubstituenten eindrucksvoll bestatigt.

Die Anwendung des im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelten Struktur-Wirkungskon-
zepts auf das primare 2,5-Dimethoxyphenylethylamin (211) — durch Einfihrung der N-2-Methoxy-
benzyl-Struktur — hat einen bemerkenswerten Anstieg der 5-HT,s-Aktivitdt des resultierenden sekun-
daren Amins 229 um den Faktor 2046 zur Folge (pECso = 7.73 vs. 4.41; Rel. Pot. = 5.32 vs. 0.0026).

Ein weiterer Wirkanstieg (72fach) — jedoch geringer als bei den entsprechenden primaren Amin-
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derivaten (211 — 41) beobachtet — ergibt sich, wenn im Phenylethylamin-Teil des sekundaren N-2-
Methoxybenzyl-Derivates 229 ein Bromsubstituent in 4-Position eingefihrt wird (— 231, pECs =
9.58; Rel. Pot. = 384). Damit besitzt der neuartige, im subnanomolaren Konzentrationsbereich
wirkende Partialagonist 231 eine 384fach starkere Wirkung an vaskularen 5-HT,s-Rezeptoren der
Rattenschwanzarterie als Serotonin. Die mehr als 240fache Steigerung der partiell agonistischen
Aktivitdt des o-methoxybenzylierten 231 relativ zum primaren Phenylethylamin 41 (Rel. Pot. = 384
vs. 1.59) liegt etwa in der gleichen GréRenordnung wie der fir das Chinazolindion 169 relativ zu 93
beobachtete (253fach, vgl. Tab. 3-6, S. 148). Die intrinsische Aktivitdt betragt ca. 40 % des
Maximaleffektes von Serotonin. Dies bedeutet eine Abnahme der agonistischen Effektivitat um 20 %
im Vergleich zu 41 (E;ax = 38 % vs. 58 %).

Tab. 3-11. 5-HT2a-Rezeptoraktivitat N-benzylierter 1-(2,5-Dimethoxyphenyl)-2-aminoalkan-Derivate, untersucht an 5-HTa-
Rezeptoren der isolierten Rattenschwanzarterie. Zum Vergleich sind die ermittelten pharmakologischen Parameter der
primaren Amine 211, 41, 35 und 36 mit aufgefuhrt.

OCH;3
OCH3; H " 211
N 2 41
35 (DOB)

R OR; R4

R; - R | 36 (DOI)

Verb. R, R, R; PECsy + SEM Rel. Pot.?  Epaxt SEM PKp £ SEM N
211 H H - 4.41+0.22 0.0026 47 £ 2 - 3
41 Br H - 7.20 £ 0.03 1.59 58 + 3 - 5
35 Br CHj3 - 7.99 + 0.06 9.77 71+3 - 3
36 I CH; - 8.13+0.05 13.5 68 + 1 - 3
229 H H CH; 7.73+£0.03 5.32 40+ 2 8.35 £ 0.04 8
230 Br H H 9.66 + 0.09 459 35+3 9.37 £0.18 6
231 Br H CH; 9.58 + 0.05 384 38+2 9.69 + 0.07 17
232 Br H CF; - - 61 7.93+0.14 6
234 Br CH;,3 CH;3 8.10 £ 0.06 12.6 203 - 8
235 | H H 10.13 £ 0.07 1350 29+4 - 9
236 | H CH; 10.09 + 0.08 1240 305 - 8
239 CF3 H H 9.13+0.08 136 28+4 - 9
240 CF; H CH; 9.02 £+ 0.09 107 363 - 8

5-HT - - - 7.00 1.00 100 - > 100

@ Um sehr hohe Zahlenwerte bei der Angabe der relativen Potenzen zu vermeiden wird hier, im Gegensatz zu den Uber-
sichtstabellen der Chinazolindion- (Tab. 3-6, S. 148) und Indol-Derivate (Tab. 3-10, S. 157), die relative Potenz (Rel. Pot.)
des Referenzagonisten 5-HT gleich Eins gesetzt.
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Wird das Bromatom in der 4-Position in 231 durch ein lodatom ersetzt, geht dies mit einer weiteren
Steigerung der 5-HT,a-Aktivitat des resultierenden 4-lod-Analogons 236 einher. Mit einem pECs,-
Wert von 10.09 (ECso = 81.3 pM) ist dieser partielle 5-HT,a-Rezeptoragonist 1240mal potenter als
der volle Referenzagonist Serotonin (Rel. Pot. = 1240), bei einer intrinsischen Aktivitat von 30 %.
Ubereinstimmend mit den pharmakologischen Ergebnissen aus der Serie der 3-(2-Aminoethyl)-
2,4(1H,3H)chinazolindione und der Indolylethylamine zeigen auch die ortho-hydroxybenzylierten
Phenylethylamine 230 (R, = Br) und 235 (R, = |) eine mit ihren Methoxy-Analoga vergleichbar hohe
Wirkstarke und partiell agonistische Effektivitat (pECso = 9.66 resp. 10.13; Enax = 30 — 35 %, siehe
Tab. 3-11). Die entscheidende Rolle der ortho-Methoxy- bzw. ortho-Hydroxygruppe als Wasserstoff-
akzeptorareal bei der Interaktion mit dem 5-HT.x-Rezeptorprotein kann — wie schon beim 5-Meth-
oxyindol-Derivat 207 — auch am Beispiel von 232 durch den fast vollstandigen Verlust des Agonis-
mus und den drastischen Rickgang der 5-HT,s-Rezeptoraffinitat infolge der Einflihrung einer
ortho-Trifluormethoxygruppe unter Beweis gestellt werden (Epax = 6 %; pKp = 7.93).

Radioligand-Bindungsstudien der Gruppe um NicHoLS®®*! zeigen, daR das in 4-Position trifluor-
methylierte 2,5-Dimethoxyphenylethylamin 228 eine zu seinem 4-lod-Analogon 42 vergleichbar hohe
Affinitat an 5-HT,s-Rezeptoren des Rattenhirns (frontal cortex) aufweist (K; = 74.5 nM vs. 80.9 nM).
Im Falle der hier untersuchten N-2-methoxy- bzw. hydroxybenzylsubstituierten Phenylethylamine
geht dagegen der Austausch des 4-lod- und 4-Brom-Substituenten gegen eine Trifluormethyl-
gruppe mit einem signifikanten Rickgang der 5-HT,s-Aktivitdt an vaskularen Rezeptoren der
Rattenschwanzarterie einher. So zeigt das 4-trifluormethylierte N-2-Methoxybenzyl-Derivat 240 eine
um eine Zehnerpotenz geringere Wirkstarke als das 4-lod-Analogon 236 und eine um eine halbe
log-Einheit geringere als das 4-Brom-Analogon 231 (pECs, = 9.02 vs. 10.09 resp. 9.58). Fur das N-
2-Hydroxybenzyl-Derivat 239 liegen die Verhaltnisse ahnlich (vgl. Tab. 3-11, S. 160). Trotz ihrer
etwas geringeren 5-HT,a-Aktivitdt zahlen die beiden trifluormethylierten Derivate 239 und 240 mit
ECsy-Werten von 0.7 resp. 0.9 nmol - L™ — neben den 4-lod- und 4-Brom-Analoga 235, 236 resp.
230, 231 — zu den derzeit potentesten 5-HT.x-Rezeptoragonisten und sind immer noch 136fach
resp. 107fach potenter als der Referenzagonist Serotonin.

Im Unterschied zum primaren 4-Brom-2,5-Dimethoxyphenylethylamin (41) bewirkt eine a-Methyl-
verzweigung im (N-2-Methoxybenzyl)phenylethylamin-Derivat 231 eine Verringerung der 5-HTa-
Aktivitat des resultierenden Phenylisopropyl-Analogons 234 um 1.5 log-Einheiten auf pECs, = 8.10
(vs. 9.58 fur 231). Auch die beobachtete agonistische Wirkung an 5-HT,x-Rezeptoren geht beim
Ubergang von 231 nach 234 von Eax = 40 % auf Eqax = 20 % zurlick. Im Vergleich hierzu wird bei
der Einflihrung einer a-Methylgruppe innerhalb der primaren Amine (41 — 35) eine sechsfache
Steigerung der 5-HT,a-Aktivitdt und ein ca. 10%iger Anstieg der intrinsischen Aktivitat registriert.
Offensichtlich bt die Methylgruppe in a-Position zur sekundaren Aminfunktion im N-2-Methoxy-
benzyl-Derivat 234 einen erheblich groReren sterischen EinfluR auf dieses potentielle kationische

Wechselwirkungsareal aus, als dies bei der primaren Aminfunktion in 35 der Fall ist. Eine mogliche
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Erklarung fur diese experimentellen Befunde kénnte die stark eingeschrankte konformative Flexibi-
litdt der Phenylisopropyl-Seitenkette innerhalb der Rezeptorbindungsstelle infolge der zusatzlichen

Wechselwirkung des 2-Methoxybenzylrestes liefern.

Diese Ergebnisse bestatigen besonders eindrucksvoll das neu entwickelte Struktur-Wirkungs-
konzept fur partielle 5-HT,4-Rezeptoragonisten, denen eine N-2-Methoxybenzyl-Funktionalitat als
zusatzliche pharmakophore Gruppe eine im Vergleich zu den entsprechenden primaren Aminen
besonders hohe Wirkstarke verleiht. Die erfolgreiche Anwendung dieses Konzeptes auf die per se
sehr potenten Phenylalkylamine vom DOB- bzw. DOI-Typ fihrt zu hochpotenten 5-HT,4-Rezeptor-
Partialagonisten, die bereits im nano- bis picomolaren Konzentrationsbereich ihre Wirkung entfalten.
Die beiden potentesten Wirkstoffe in dieser Serie sind die in 4-Position iodierten Phenylethylamin-
Derivate 235 und 236, die mit pECs,-Werten von 10.13 (74 pmol - L™") resp. 10.09 (81 pmol- L™") die
derzeit potentesten 5-HT,a-Rezeptoragonisten darstellen. Die Wirkstarke dieser beiden Verbindun-
gen liegt damit 1240 — 1350fach hoher als die des Referenzagonisten Serotonin und sogar mehr
als 3000fach hoher als die von 169, der potentesten Verbindung aus der Reihe der 3-(2-Amino-
ethyl)-2,4(1H,3H)chinazolindione (Rel. Pot. = 1350 resp. 1240 vs. 0.38). Eine ahnlich hohe 5-HTx-
Aktivitat zeigen die 4-Brom-Analoga 230 und 231 mit pECse-Werten von 9.66 (0.22 nmol - L‘1) resp.
9.58 (0.26 nmol - L™"). Hieraus ergibt sich fiir diese Partialagonisten immer noch eine 384 — 459fach
hdhere Wirkstérke gegenuber Serotonin und eine mehr als 1000fach héhere gegenuber dem Chin-

azolindion-Derivat 169.

3.3.6 N-Benzyl-1-(2,3,6,7-tetrahydrobenzo[1,2-b:4,5-b’]difuran-4-yl)-2-aminoalkane:
Rigidisierte 1-(2,5-Dimethoxyphenyl)-2-aminoalkan-Analoga

Aus zahlreichen pharmakologischen Untersuchungen geht hervor, dal3 die beiden aromatischen
Methoxygruppen in 2- und 5-Position der Phenylalkylamine vom DOB-/DOI-Typ sowohl bei der
Aktivierung von 5-HT,a-Rezeptoren in vitro, als auch beim Auslésen von Halluzinationen Gber den
gleichen Rezeptorsubtyp in vivo, eine dominierende Rolle spielen.??***% Als entscheidende Wechsel-
wirkungen mit der 5-HT,s-Rezeptorbindungsstelle werden Wasserstoffbricken-Bindungen der bei-
den Methoxy-Sauerstoffatome zu den Hydroxy-Protonen zweier Serin-Reste der Transmembran-
helices TMH-4 und TMH-5 angenommen.*" Weitere Untersuchungen ergaben, daR die 1-(Tetra-
hydrobenzodifuranyl)-2-aminoalkane 249 und 250 — rigidisierte 1-(2,5-Dimethoxyphenyl)-2-amino-
alkan-Analoga (vgl. Abb. 2-49, S. 89) — ebenfalls sehr potente, in nanomolarer Konzentration
wirkende 5-HT,s-Rezeptoragonisten darstellen. Hieraus 4Rt sich ableiten, dal die Tetrahydro-
benzodifuran-Struktur — mit den beiden freien Elektronenpaaren des ortho-Sauerstoffatoms in syn-
und denen des meta-Sauerstoffatoms in anti-Stellung zur Alkylamin-Seitenkette — die ,aktive Bin-

dungskonformation* der beiden 2- und 5-Methoxygruppen widerspiegelt (vgl. Abschn. 2.6, S. 88).2%!
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Mit Blick auf die Entwicklung neuer effektiver ,pharmakologischer Werkzeuge“ zur Untersuchung
und zum besseren Verstandnis der 5-HT,a-Rezeptoraktivierung auf molekularer Ebene erschien es
besonders interessant, wie sich eine derartige Rigidisierung der 2- und 5-Methoxygruppen auf die
biologische Wirkung der im vorherigen Abschnitt vorgestellten, sekundaren, N-2-Methoxybenzyl-
substituierten 1-(2,5-Dimethoxyphenyl)alkylamine auswirkt. Die 5-HT,a-Aktivitat der hierzu syntheti-
sierten 1-(2,3,6,7-Tetrahydrobenzo[1,2-b:4,5-b’]difuran-4-yl)-2-aminoalkan-Analoga 270, 271 und
273 wurde wiederum am Standard-Testmodell der Rattenschwanzarterie untersucht. Die pharma-

kologischen Ergebnisse sind in Tab. 3-12 zusammengefalit.

Tab. 3-12. 5-HT,a-Rezeptoraktivitat N-benzylierter 1-(2,3,6,7-Tetrahydrobenzo[1,2-b:4,5-b’1difuran-4-yl)-2-aminoalkane,
untersucht an 5-HT2a-Rezeptoren der isolierten Rattenschwanzarterie

o
H
N

R4 OR,

Br
(o]

Verb. R; R, PECs, £ SEM Rel. Pot. Eax £ SEM N
270 H H 9.87 £ 0.09 738 34+2 6
271 H CH;3 10.15 £ 0.07 1410 27+3 11
273 CH; CH; 8.33+0.05 21 173 8
5-HT - - 7.00 1.00 100 > 100

Die Auswirkungen einer Rigidisierung wurden exemplarisch an den 4-Brom-substituierten Derivaten
untersucht. Das rigidisierte N-2-Hydroxybenzyl-Derivat 270 zeigt gegenuber der konformativ flexi-
blen 2,5-Dimethoxy-Verbindung 230 eine leicht erhéhte 5-HT.a-Rezeptoraktivitat (pECsq = 9.87 vs.
9.66) bei gleichem Maximaleffekt beider Wirkstoffe (Enax = 34 % vs. 35 %). Im Falle der N-2-
Methoxybenzyl-Derivate ist das rigidisierte Tetrahydrobenzodifuran 271 etwa vierfach starker
wirksam als sein nichtrigidisiertes Pendant 231 (Rel. Pot. = 1410 vs. 384), besitzt jedoch einen um
10 % verringerten Maximaleffekt (Emax = 27 % vs. 38 %). Somit stellen auch die 1-(2,3,6,7-Tetra-
hydrobenzo[1,2-b:4,5-b’]difuran-4-yl)-2-aminoalkane 270 und 271 hochpotente partielle 5-HTaa-
Rezeptoragonisten dar, deren in vitro-Aktivitat im subnano- bis picomolaren Konzentrationsbereich
liegt. Mit einem pECso-Wert von 10.15 (ECs, = 71 pmol - L") ist das N-2-Methoxybenzyl-Derivat
271 — zusammen mit den beiden nichtrigidisierten 4-lod-Derivaten 235 und 236 — der derzeit
potenteste 5-HT,5-Rezeptor-Partialagonist, der eine 1410fach hohere Wirkstarke im Vergleich zum
endogenen Rezeptor-Liganden Serotonin aufweist. Diese Ergebnisse zeigen sehr eindrucksvoll,

dall die in die Tetrahydrobenzodifuran-Partialstruktur eingebundenen Sauerstoffatome auch bei
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den neu entwickelten, sekundaren N-2-Methoxy- bzw. Hydroxybenzyl-substituierten Phenylethyl-
aminen die ,aktive Bindungskonformation® der beiden 2- und 5-Methoxygruppen modellieren.
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen in der Reihe der nichtrigidisierten 2,5-Dimethoxyphenyl-
ethylamine (231 — 234, vgl. Tab. 3-11, S. 160), flhrt die Einfliihrung einer a-Methylverzweigung
auch im Fall der Tetrahydrobenzodifuran-Analoga (271 — 273, Tab. 3-12) zu einem drastischen
Rickgang der 5-HT,s-Rezeptoraktivitat um 1.82 log-Einheiten von pECs, = 10.15 nach 8.33. Der
Abfall des beobachteten Maximaleffektes liegt in der GréRenordnung von 10 % und ist somit etwas

geringer als bei den nichtrigidisierten Analoga.

3.3.7 Rezeptorselektivitaten der hochpotenten 5-HT,a-Partialagonisten 231 und 271

Zu den potentesten, im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelten 5-HT,s-Rezeptorliganden
zahlt das 2,5-Dimethoxyphenylethylamin-Derivat 231 und sein rigidisiertes Tetrahydrobenzodifuran-
Analogon 271. Die aulergewdhnlich hohen Bindungsaffinitaten, zusammen mit ihrer Eigenschaft
als partielle 5-HT,5-Rezeptoragonisten, machen diese beiden Wirkstoffe zu interessanten Kandida-
ten fur ,pharmakologische Werkzeuge“ zur Untersuchung 5-HT,a-rezeptorvermittelter Effekte. Ein
entscheidendes Kriterium solcher Substanzen ist neben einer hohen Rezeptoraffinitdt auch eine
genltgend hohe Selektivitat fir den gewlinschten Rezeptor. Um ihre Eignung als pharmakologische
Werkzeuge zu Uberprifen, wurden deshalb die beiden 5-HT,s-Rezeptor-Partialagonisten 231 und
271 auf ihre Rezeptorselektivitat hin untersucht. Die an weiteren Neurotransmitter-Rezeptoren ge-
messenen Affinitdten sowie die hieraus resultierenden 5-HT,5-Rezeptorselektivitaten fir 231 und
271 sind in Tab. 3-13 (S. 165) zusammengefaldt. Mit Ausnahme der Dopamin-D,- und -D;-Rezep-
toraffinitaten (pKi-Werte), die aus Radioligand-Bindungsstudien ermittelt wurden, handelt es sich
bei allen anderen Rezeptoren um Affinitatswerte aus funktionellen in vitro-Testmodellen. Als Affini-
tatsmald flr kompetitive Rezeptorantagonisten sind pA.-Werte, flir nichtkompetitive Antagonisten
sind pD’>-Werte angegeben.

Beide 5-HT,x-Partialagonisten zeigen an allen weiteren untersuchten, funktionellen in vitro-Test-
modellen eine rein antagonistische Wirkung ohne intrinsische Aktivitat. Innerhalb der 5-HT-Rezep-
torfamilie weisen 231 und 271 bestenfalls mikromolaren Affinitaten zu 5-HT;- sowie 5-HT4-Rezep-
toren auf. Hieraus ergeben sich 5-HT,5-Rezeptorselektivitaten von mindestens 1900 — 14000 : 1
gegeniber dieser 5-HT-Rezeptorsubtypen. Das in picomolarer Konzentration am 5-HT.x-Rezeptor
wirkende Tetrahydrobenzodifuran-Derivat 271 (pECsy = 10.15) besitzt die héchsten Affinitaten zu
asp-Adrenozeptoren und H-Rezeptoren (pA; = 7.01 resp. 6.90), woraus sich auch hier noch ausge-
zeichnete 5-HT,x-Rezeptorselektivitaten von 1380 : 1 resp. 1778 : 1 ableiten lassen. An allen Gbri-
gen Rezeptoren (H,, M, B4, D2 und D3) werden fir Verbindung 271 um mindestens vier Zehner-
potenzen geringere Affinitaten als am 5-HT,s-Rezeptor gemessen. Hieraus ergibt sich eine mehr

als 10000fache Selektivitat fir 271 gegenuber diesen Rezeptoren. Die Rezeptoraffinitadten von 231
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sind in etwa mit denen von 271 zu vergleichen. Bedingt durch die um eine halbe log-Einheit ge-
ringere 5-HT,a-Rezeptoraffinitat sind die resultierenden Selektivitaten flr Verbindung 231 zwar
etwas geringer als fir 271, sie liegen jedoch auch hier in der Gréfkenordnung von 2000 — 50000 : 1.
Mit einer H,-Rezeptoraffinitdt von pA, = 6.64 besitzt 231 selbst gegenlber diesem Rezeptor eine
beachtliche Selektivitat von 5-HT,a/H; = 871 : 1. Ahnlich wie fiir das rigidisierte Analogon 271 wird
auch fiir 231 — neben der H;-Rezeptor-Affinitat — eine moderate Affinitat zu o.ip-Adrenozeptoren be-

obachtet (pA, = 6.30). Das Selektivitadtsverhaltnis liegt hier bei 5-HT,a/ap = 1905 : 1.

Tab. 3-13. Rezeptoraffinitaten der 5-HT.a-Partialagonisten 231 und 271 zu weiteren Neurotransmitter-Rezeptoren und
hieraus abgeleitete 5-HT,a-Rezeptorselektivitaten

OCHj3 o)
N N
Br OCH; B OCH;3
OCH; o)
231 271
Rezeptor ¥ Affinitat 5-HT,4-Selektivitit Affinitit”  5-HT,s-Selektivitit
5-HT,, 9.58 + 0.05 - 10.15 + 0.07 -
5-HT, <6.3 > 1900 <6.0 > 14000
5-HT, <6.0 > 3800 <6.2 > 8900
H, 6.64 + 0.06 871 6.90 + 0.02 1778
H, 5.64 +0.05 % 8710 5.16 + 0.07 % > 97000
H, <6.0 > 3800 <6.3 > 7000
M, 4.88+0.10 % > 50000 4.93+0.06 ¢ > 165000
a1p 6.30 + 0.07 1905 7.01 £0.04 1380
B1 5.14+£0.03 7 > 27500 4.96 +0.14 9 > 154000
D,? 579° 6166 5.64 > 32000
D, ? 5.75° 6760 5.52° > 42000

¥ Die pharmakologischen Untersuchungen erfolgten, wenn nicht besonders gekennzeichnet, an funktionellen in vitro-
Testmodellen verschiedener Spezies (vgl. Tab. 3-2, S. 142). ®) Bei der Angabe der Rezeptoraffinitaten handelt es sich,
wenn nicht anders vermerkt, um pA.-Werte, als Affinitatsmal flir kompetitive Antagonisten. o pD’%-Wert als Affinitatsmaf
fur einen nichtkompetitiven Antagonisten. 9 Radioligand-Bindungsstudie an humanen Dopamin-Rezeptoren. ® pKi-Wert
aus Radioligand-Bindungsstudien.
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Die pharmakologischen Daten aus Tab. 3-13 zeigen sehr deutlich, dal es mit der Entwicklung der
neuartigen 5-HT,x-Partialagonisten vom Phenylethylamin-Typ in Form von 231 und 271 gelungen
ist, Agonisten zur Verfligung zu stellen, die nicht nur aufgrund ihrer auf3ergewdhnlich hohen Affini-
tat zum 5-HT.a-Rezeptor brillieren, sondern auch durch bemerkenswerte Selektivitat gegenlber
anderen serotoninergen (e.g. 5-HT3;, 5-HT,) und nichtserotoninergen Rezeptor-Bindungsstellen
(e.g. Hq, Ha, H3, M3, auip, B1, D2 ,D3), an denen sie zudem durchweg Antagonismus zeigen.
Affinitatsdaten fir weitere Rezeptoren aus der 5-HT-Familie (e.g. 5-HT,, 5-hts, 5-hts, 5-HT7)
stehen derzeit noch nicht zur Verfligung. Insbesondere die Frage nach der Selektivitat innerhalb
der 5-HT,-Familie (5-HT2s- und 5-HT,c-Subtyp) ist von grofiem Interesse. Es besteht allerdings die
berechtigte Hoffnung einer deutlichen Praferenz der neu entwickelten Partialagonisten des Typs
231 resp. 271 zugunsten des 5-HTa-Subtyps, konnten doch GLENNON et al. in ['?1]-DOI-Bindungs-
studien zeigen, dall die N-Benzylierung von DOB (35) und des verwandten a-demethylierten
Phenylethylamins 41 mit einer Erhdhung der 5-HT.a-Rezeptoraffinitdt und einer gleichzeitigen
Verringerung der Bindungsaffinitdt am 5-HT,c-Subtyp einhergeht. Insbesondere flr das N-Benzyl-
Analogon des Phenylethylamins 41 resultiert hieraus eine 300fache Selektivitdt zugunsten des 5-
HT.a- gegeniiber des 5-HT,c-Rezeptorsubtyps.”®® Bei einem zur N-Benzylgruppe vergleichbaren
Effekt der N-2-Methoxybenzylgruppe der Partialagonisten 231 und 271 auf die Rezeptoraffinitat am
5-HT,c-Subtyp (ca. dreifache Verringerung)?®® erscheint eine Selektivitat dieser Verbindungen in
der Grolenordnung 5-HToa/5-HT,c = 500 — 1000 : 1 durchaus im Bereich des mdglichen. In die-
sem Falle waren 231 und 271, in [°H]- oder [**°-markierter Form, sehr attraktive Kandidaten als
Radioliganden fiir Verdrangungsstudien oder auch, in ['®F]- oder [''C]-markierter Form, als PET-

Liganden fir die Positronen-Emissions-Tomographie.

3.3.8 N-2-Hydroxybenzyl-1-(benzo[1,2-b:4,5-b’]difuran-4-yl)-2-aminoethan-Derivat 283

Die Gruppe um NICHOLS berichtete von einer 12 — 64fachen Affinitatssteigerung des voll aromati-
sierten 1-(Benzo[1,2:4,5-b’difuran)-2-aminopropan-Derivates 281 an 5-HT,s-Rezeptoren im Ver-
gleich zum Tetrahydrobenzodifuran-Analogon 249 (vgl. auch Kapitel 2.7, S. 97).*°! Die aus Radio-
ligand-Verdrangungsstudien erhaltenen in vitro-Daten konnten auch in vivo bestatigt werden.!
Basierend auf diesen Ergebnissen sollte im Rahmen dieses Projektes am Beispiel von 283 unter-
sucht werden, ob eine derartige Affinitatssteigerung beim Gang von den Tetrahydro- zu den Benzo-
difuran-Derivaten auch bei den neu entwickelten N-2-Methoxy- resp. Hydroxybenzyl-substituierten,
sekundaren Phenylethylaminen beobachtet werden kann. Einen Vergleich der pharmakologischen
Parameter des aromatisierten Benzodifuran-Derivates 283 mit seinem Tetrahydrobenzodifuran-
Analogon 270 zeigt Tab. 3-14 (S. 167).

Im Gegensatz zu den von NICHOLS et al.**®

I bei den priméren Phenylisopropylamin-Derivaten

beobachteten Ergebnissen zeigt das aromatisierte, sekundare 1-(Benzodifuran)phenylethylamin-
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Derivat 283 im Vergleich zum Tetrahydrobenzodifuran-Analogon 270 keine signifikante Affinitats-
steigerung an 5-HT,s-Rezeptoren der Rattenschwanzarterie (pECsq = 9.94 vs. 9.87). Der Maximal-
effekt von 283 liegt mit einem Wert von En.x = 24 % um 10 % niedriger als bei Verbindung 270.
Somit z&hlt auch das Benzodifuran-Derivat 283 — wie schon das Tetrahydrobenzodifuran-Analogon
270 — zu den derzeit potentesten 5-HT,a-Partialagonisten (ECsg = 0.11 nmol - L™ Rel. Pot. = 871).
Dieses Ergebnis zeigt, dal® die Veranderung der elektronischen Konstellation innerhalb der
Tetrahydrobenzodifuran-Partialstruktur beim Gang von 270 zum voll aromatisierten Benzodifuran-

System 283 nur einen sehr geringen Einfluf3 auf die 5-HT.4-Wirkung dieser Verbindungen hat.

Tab. 3-14. Gegeniiberstellung der pharmakologischen Parameter des aromatisierten Benzodifuran-Derivates 283 mit
dem Tetrahydrobenzodifuran-Analogon 270, untersucht an 5-HT,a-Rezeptoren der isolierten Rattenschwanzarterie

Verb. Struktur PEC;, + SEM Rel. Pot. Epnax £ SEM N

ZI

283 9.94 + 0.08 871 24 +4 4
OH
)
270 9.87 £ 0.09 738 342 6
& OH
o)
5-HT (Referenzagonist) 7.00 1.00 100 >100

3.3.9 Optisch aktive 1-(2-Methoxyphenyl)ethylamin-Derivate

EinfluB8 eines Chiralitdtszentrums im 2-Methoxybenzyl-Strukturareal

Die pharmakologischen in vitro-Untersuchungen der Enantiomere (S)- und (R)-192 am funktionel-
len 5-HT,a-Rezeptor-Testmodell der Rattenschwanzarterie haben gezeigt, daR die Einfuhrung einer
a-Methylgruppe im Benzylteil der Leitstruktur 94 fir beide Enantiomere eine geringe Affinitatsstei-
gerung zur Folge hat (pKp = 4.97 — 5.57 resp. 5.31). Desweiteren war ein entscheidender Einfluf
auf die Wirkqualitat beider Enantiomere zu beobachten. So besitzt (S$)-192 mit einem Maximal-
effekt von En.« = 19 % noch einen deutlichen Partialagonismus, wohingegen das (R)-Enantiomer
kaum noch eine agonistische Wirkung am 5-HT.a-Rezeptor zeigt (Enax = 4 %, vgl. Kap. 2.8, S. 100).
Nach diesem ersten Hinweis auf eine Stereoselektion an der 5-HT.4-Rezeptor-Bindungsstelle sollte
nun untersucht werden, wie sich die Einfuhrung einer a-Methylgruppe in die optimierte 2-Methoxy-
benzyl-Partialstruktur auf die Rezeptoraffinitat und die Wirkqualitat der resultierenden Enantiomere

auswirkt. Hierzu wurden entsprechende Struktur-Wirkungsuntersuchungen am 3-{2-[1-(2-Methoxy-
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phenyl)ethylamino]ethyl}-2,4(1H,3H)chinazolindion (298) — als Vertreter der Chinazolindion-Serie —
und an den beiden typischen Vertretern der erheblich potenteren Partialagonisten aus der Phenyl-
ethylamin-Serie (304 und 305) durchgefihrt. Die erzielten Ergebnisse sind in Tab. 3-15 zusammen-
gefaldt. Zum besseren Vergleich sind jeweils die a-demethylierten, achiralen Analoga 169, 231 und
236 mit aufgefihrt.

Tab. 3-15. Rezeptoraffinitdt, Wirkqualitdt und Stereoselektion optisch aktiver 1-(2-Methoxyphenyl)ethylamin-Derivate
(298, 304, 305) im Vergleich zu ihren achiralen, a-demethylierten Analoga 169, 231 und 236

Struktur Verb. R: R, ECs0+ SEM Rel. Pot. (S)/(R) En.x*SEM N
p
o 169 H H 6.58 + 0.06 0.38 49+4 12
H
,T\:\/N 3 (5)298 H CH; 626+007 018 22:1 413 10
R; R2 OCH;
No° (R)-298 CH; H  4.93+0.08 0.0085 11+ 1 8
231 H H 9.58 £ 0.05 384 382 17
OCH;3 !
Ny (5304 H CH; 932+004 209  12:1  26+2 11
Ry Rz OCH;
Br (R)-304 CH, H 824+016 174 20+3 9
OCH;
236 H H 10.09 £ 0.08 1240 305 8
OCH; 4
N 4 (S)-305 H CH; 9.21+0.06 162 6:1 294 10
Ry Rz OCH,
! (R)-305 CH; H 8.41 £ 0.07 25.7 28+ 4 12
OCH;

Die Einfihrung einer a-Methylverzweigung im 2-Methoxybenzyl-Strukturareal des Chinazolindion-
Derivates 169 fihrte im Falle des (S)-Enantiomers (S)-298 zu einer geringfligig schwacheren, aber
dennoch mit der achiralen Verbindung vergleichbaren Affinitat am 5-HT,s-Rezeptor (pECsq = 6.26
vs. 6.58). Das (R)-Enantiomer weist dagegen mit einem pECs,-Wert von 4.93 eine um 1.65 log-
Einheiten geringere Aktivitdt als das achirale 169 auf (= Rel. Pot. = 0.0085 vs. 0.38). Aus der
Differenz der ApECso-Werte (AApECso) errechnet sich flr das Enantiomerenpaar 298 eine Stereo-
selektion von (S)/(R) = 22 : 1. Ubereinstimmend mit den Resultaten des chiralen Chinazolindion-
Derivates 192 (siehe Abb. 2-60, S. 100) zeigt auch hier das (S)-Enantiomer (S)-298 einen deutlich
starkeren Partialagonismus (intrinsische Aktivitat) als das (R)-Enantiomer (Epnax = 41 % vs. 11 %).
Im Gegensatz zum optisch aktiven Chinazolindion-Derivat 298 liegen im Falle der 2,5-Dimeth-
oxyphenylethylamin-Derivate 304 und 305 die jeweils beobachteten Maximaleffekte beider Enantio-
mere in der selben GrofRenordnung (Emax = 26 — 29 %). Bezlglich der Rezeptoraffinitaten sind die

Ergebnisse vergleichbar. Die Einfihrung einer a-Methylgruppe im 2-Methoxybenzyl-Strukturareal
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von 231 (— 304) und 236 (— 305) hat auch in diesen Fallen eine Abnahme der Affinitat zum 5-HTa-
Rezeptor zur Folge. Die hoheren Affinitdten zeigen wiederum die (S)-Enantiomere (S)-304 und
(S)-305 mit pECso-Werten von 9.32 resp. 9.21 vs. 8.24 resp. 8.41 fir die jeweiligen (R)-Enantio-
mere. Die aus der Differenz der ApECso-Werte (AApECso) abgeleiteten Stereoselektionen sind mit
Werten von (S)/(R) =12 : 1 fir 304 und (S)/(R) = 6 : 1 fur das Enantiomerenpaar 305 geringer als
die fir das chirale Chinazolindion-Derivat 298 beobachtete.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal} die Einfuhrung einer a-Methylverzweigung im
neu entwickelten 2-Methoxybenzyl-Strukturelement bei allen untersuchten Verbindungen mit einem
Affinitadtsverlust an 5-HT,4-Rezeptoren der Rattenschwanzarterie einhergeht. Die Eutomere bilden
in allen Fallen die (S)-konfigurierten Enantiomere. Die beobachteten Stereoselektionen sind
moderat, mit dem hdéchsten eudismischen Verhaltnis von (S)/(R) = 22 : 1 flr das Chinazolindion-
Derivat 298. Ein Unterschied zwischen dem Chinazolindion 298 und den beiden Phenylethylamin-
Derivaten 304 und 305 ist bezlglich der Wirkqualitat der einzelnen Enantiomere festzustellen. Im
Falle von 298 zeigt das (S)-Enantiomer einen deutlich starkeren Partialagonismus im Vergleich zu
seinem (R)-Enantiomer (Enax = 41 % vs. 11 %), wohingegen fur 304 und 305 fir beide Enantio-
mere Maximaleffekte in der selben GréRRenordnung beobachtet werden (Enax = 26 — 29 %). Dies
deutet darauf hin, daf} fur das Chinazolindion 298 und die Phenylethylamine 304 und 305 ein leicht

unterschiedlicher Bindungsmodus an der 5-HT,x-Rezeptor-Bindungsstelle vorliegt.

3.3.10 N-methylierte, tertiare Amin-Derivate 306 und 307

Unter physiologischen Bedingungen (pH = 7.4)%2%! jiegt die sekunddre Aminfunktion der im
Rahmen dieser Arbeit entwickelten N-2-methoxybenzylierten 5-HT.a-Rezeptor-Partialagonisten
nahezu vollstandig in protonierter Form vor. Sie stellt somit ein potentielles, kationisches Wechsel-
wirkungsareal fur eine lon-lon- bzw. lon-Dipol-Wechselwirkung mit dem 5-HT,s-Rezeptorprotein
dar. Am Beispiel des Chinazolindion-Derivates 169 und des Phenylethylamin-Derivates 231 sollte
durch N-Methylierung (— 306 resp. 307) die Interaktion dieses basischen Zentrums mit dem
Rezeptorprotein naher untersucht werden. Im Vordergrund stand dabei die Frage, welche Rolle das
N-H-Proton bei der Wechselwirkung mit der Rezeptor-Bindungsstelle einnimmt, und ob es ein not-
wendiges Kriterium flir einen 5-HT,x-Agonismus darstellt, oder ob auch die entsprechenden Verbin-
dungen vom tertidaren Amintyp in der Lage sind, einen (partiell) agonistischen Effekt auszulésen.
Die pharmakologischen Daten der N-methylierten, tertiaren Amine 306 und 307, im Vergleich zu
ihren demethylierten, sekundaren Analoga 169 und 231, zeigt Tab. 3-16 (S. 170).

Die N-Methylierung des Chinazolindion-Derivates 169 fiihrt zum kompletten Verlust der agonis-
tischen Wirkung des entsprechenden N-Methyl-Analogons 306 (Eyax = 49 % — 0 %). Zudem wird
fur 306 eine 22fach geringere Affinitat an 5-HT,5-Rezeptoren der Rattenschwanzarterie beobachtet

(PA2 = 5.23 vs. pECsp = 6.58 fur 169). Im Gegensatz hierzu zeigt das N-methylierte, tertiare Phenyl-
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ethylamin-Derivat 307 eine deutliche partiell agonistische Wirkung im selben 5-HT,s-Rezeptor-Test-
modell, die lediglich um ca. 10 % geringer ist als die des sekundaren Analogons 231 (Enax = 27 %
vs. 38 %). Obgleich das N-Methyl-Derivat 307 in der Lage ist, einen partiell agonistischen Effekt am
5-HT.a-Rezeptor auszulésen, so hat doch die Einfihrung der N-Methylgruppe auch hier einen
Affinitatsverlust von mehr als zwei Zehnerpotenzen zur Folge (pECso = 7.41 vs. 9.58). Dies
bedeutet eine Abnahme der relativen Wirkpotenz beim Ubergang vom sekundéren Amin 231 zum
N-methylierten, tertiaren Amin 307 um den Faktor 150.

Tab. 3-16. 5-HT2a-Rezeptoraktivitdt der N-methylierten, tertidren Amine 306 und 307 im Vergleich zu ihren demethy-
lierten, sekundaren Analoga 169 und 231

Struktur Verb. R Ehax £ SEM PEC;, + SEM PA, + SEM N
o R 169 H 49 + 4 6.58 + 0.06 - 12
Crr
H/J*o OCHs 306 CHs 0 - 523+0.06 6
OCH R
P 231 H 38+2 9.58 + 0.05 - 17
OCH
Br ’ 307 CHs, 27 £3 7.41+0.09 - 6
OCH;

Die Ergebnisse aus Tab. 3-16 stehen in Einklang mit den im vorherigen Abschnitt (3.3.9, S. 167)
beobachteten Effekten bei der Einfihrung einer Methylverzweigung in a-Position zur sekundaren
Aminfunktion. Auch dort hatte die zusatzliche Methylgruppe einen erheblich starkeren Einfluld auf
die intrinsische Aktivitdt des Chinazolindion-Derivates 298 als bei den Phenylethylamin-Derivaten
304 und 305 (vgl. Tab. 3-15, S. 168). Zusammen mit den in diesem Abschnitt beschriebenen
Ergebnissen lalt dies den Schlull zu, dal der N-2-methoxybenzylierte Partialagonist 169 aus der
Serie der Chinazolindione innerhalb der 5-HT.a-Rezeptoragonisten-Bindungsstelle eine zu den

Phenylethylamin-Derivaten (e.g. 231, 236) unterschiedliche Orientierung einnimmt.





