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Zusammenfassung 

 
1. ZUSAMMENFASSUNG 
 

Die nicotinischen Acetylcholinrezeptoren (nAChR) gehören zur Familie der mem-

brandurchspannenden Ionenkanal-Rezeptoren. Im lebenden Organismus sind sie 

wichtig für viele Funktionen und scheinen in einigen pathologischen Zuständen invol-

viert zu sein, wie z.B. bei den Krankheiten Morbus Parkinson und Morbus Alzheimer. 

Eine in Rattenhirnen häufig vorkommende und sehr wichtige Bindungsstelle der 

nAChR ist der �4�2-Subtyp. In vorangegangenen Arbeiten wurden von einigen Epiba-

tidin-Derivaten elektrophysiologische Untersuchungen sowie in-vivo-Experi-mente 

mittels Kleintier-PET durchgeführt. In dieser Arbeit wollte man mit den einfachen und 

schneller zu handhabenden Bindungsstudien weitere Daten zur Charakterisierung 

des nAChR gewinnen. Ebenfalls können diese Werte mit den aus der Elek-

trophysiologie vorhandenen Daten verglichen werden. Es wurde mit dem selektiven 

�4�2-Liganden Epibatidin sowie mit zwei seiner Derivate, dem DClEPB und dem      

2-PABH gearbeitet. Die beiden Derivate wurden in früheren Arbeiten synthetisiert, in 

ihre Enantiomere aufgetrennt und mussten nun mittels semipräparativer Dünn-

schichtchromatographie gereinigt werden. Bei den folgenden Methylierungsreaktio-

nen konnte mit Methyl-Triflat eine Ausbeute von 80% im Gegensatz zu einem Ertrag 

von 50% bei den selben Bedingungen mit Methyliodid erreicht werden. 

 In Verdrängungsstudien an Rattenganzhirnhomogenaten wurde die Affinität von 

(�)- und (-)-Epibatidin sowie von (+)- und (-)-Dechloroepibatidin zum �4�2-Subtyp be-

stimmt. Die erhaltenen Ki-Werte für (�)-Epibatidin (Ki = 53 � 9 pM) und (-)-Enantio-

mer (Ki-Wert = 73 � 10 pM) sind mit den in der Literatur gefundenen Daten ver-

gleichbar. Aus diesen Werten lässt sich ableiten, dass allgemein die (+)-Enantiomere 

affiner sind als die (-)-Enantiomere der jeweiligen Substanzen. Für die beiden Enan-

tiomere des DClEPB wurden die IC50-Werte berechnet. Sie zeigten eine signifikant 

höhere Affinität (Faktor 10) als Epibatidin. Für das (-)-DClEPB lag der IC50-Wert bei 

64 � 4 pM, der des (+)-DClEPB bei 15 � 3 pM. 

 Die in dieser Arbeit ermittelten Daten dienen zur Vertiefung der Kenntnisse über 

nAChR sowie zum Vergleich mit elektrophysiologischen Daten. Das Fernziel des Ge-

samtprojektes besteht darin, PET-Liganden zu entwickeln, die eine ähnlich hohe Af-

finität für den nAChR haben wie die Epibatidin-Derivate jedoch eine geringere Toxizi-

tät aufweisen.  
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2. EINLEITUNG 

2.1. Das Alkaloid Epibatidin 

 

 Als der amerikanische Chemiker J. W. Daly Hautextrakte von Baumfröschen 

aus Süd- und Mittelamerika untersuchte, entdeckte er die starke analgetische Wir-

kung des Stoffes Epibatidin. 1976 isolierte er erstmals das Sekret aus den Hautdrü-

sen des südamerikanischen Baumsteigerfrosches Epipedobates tricolor (Abb. 1) 

[20].  

 

 

 

 

 

 

  

 

 Der Drüsen-Extrakt bewirkte bei Mäusen das Straub’sche Schwanzphänomen, 

ein für Opiate typischer Effekt, ohne aber spezifisch für diese Wirkstoffklasse zu sein. 

Bei Gabe des Extraktes war das Phänomen auch nach Vorbehandlung mit dem Opi-

at-Antagonisten Naloxon noch zu beobachten; ein Opioid konnte also nicht die Ursa-

che sein. Diese Erkenntnis animierte Daly dazu, diese Substanz genauer zu analy-

sieren [19]. Studien zeigten, dass Epibatidin ein höchst wirksamer Nicotinrezeptor-

Agonist ist und bevorzugt an dessen �-Untereinheit bindet.  

 Die Verbindung wirkt 200fach stärker analgetisch als Morphin, reagiert aber 

nicht über Opioid-Rezeptoren [19]. Diese Befunde erlaubten die Vorstellung, dass 

diese Substanz als mögliche Alternative in der Schmerztherapie einsetzbar wäre.  

 Die Anwendung markierter, nicht-toxischer Analoga des Epibatidins stellen ei-

nen hoffnungsvollen Ansatz für zukünftige Untersuchungen am Menschen zur Dia-

gnostik neurodegenerativer Erkrankungen dar. Ein weiteres Einsatzgebiet der Epiba-

tidin-Analoga wäre somit als mögliche PET-Liganden in modernen diagnostischen 

Verfahren wie z. B. der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) zur Bestimmung 

der nicotinischen Acetylcholin-Rezeptoren-Dichte im Gehirn.  

Abb. 1: Südamerikanischer
Baumsteigerfrosch Epipedobates
tricolor
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 Für einen Naturstoff weist das Epibatidin eine ungewöhnliche Struktur auf  

(Abb. 2). Es hat ein 7-Azabicyclo[2.2.1]heptan-Grundgerüst, das bisher in der Natur 

noch nicht gefunden worden ist. Dieses relativ starre, käfigartige Grundgerüst ist mit 

einem in Position 6 chlorierten 3-Pyridylrest verknüpft [19]. 

 

 

 Epibatidin zeigt eine sehr hohe Affinität zum nicotinischen Acetylcholin-

Rezeptor (nAChR), aber nur eine geringe zum muskulären AChR [18]. Es bindet be-

vorzugt an die �-Untereinheiten des nAChR. Epibatidin besitzt an diesem Rezeptor 

die gleichen Bindungsstellen wie Nicotin, wirkt aber stärker. Aus elektrophysiologi-

schen Untersuchungen ist bekannt, dass Epibatidin einen Na+-Strom induziert, der 

durch die nAChR-Antagonisten Hexamethonium und Mecamylamin unterdrückbar ist, 

nicht aber durch Naloxon.  

 Epibatidin selbst ist zu toxisch, um am Menschen angewandt zu werden. Es 

wurde deshalb versucht, die Struktur abzuwandeln. Zuerst wurde das Chlorid-Ion 

entfernt, was zum (�)-Dechloroepibatidin (DClEPB, Abb. 4) führte. Später wurde mit 

der Position des Stickstoffes im Pyridin-Ring variiert. Einerseits führte das zum      

(�)-2PABH (Abb. 3) und andererseits zum (�)-4PABH (Abb. 5) [19]. Der Bicyclus 

wurde abgeändert, was dann zum (�)-Homo-Epibatidin (Abb. 6) führte [21]. 
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Abb. 2: Epibatidin Originalstruktur. Das
(-)-Epibatidin (freie Base) ist das na-
türliche Enantiomer, das als Salz (HCl)
rechtsdrehend ist [20]. Interessant ist die
Umkehrung des Drehsinns durch Salzbil-
dung. Wichtig für die Struktur sind die
drei Stereozentren und die exo-Konfi-
guration. Ebenfalls von Bedeutung ist die
Stellung des Pyridinringes in Position 2.  
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 Infolge guter Resultate in Affinitätsstudien, elektrophysiologischen Untersu-

chungen und in Bezug auf die Spezifität zu dem speziellen Rezeptor-Subtyp von (�)-

DClEPB und (�)-2PABH ist es interessant, weitere Untersuchungen damit durchzu-

führen. Die Derivate des Epibatidins sind zu toxisch, um am Menschen in irgendeiner 

Form angewandt zu werden und dienen deshalb vor allem dem Studium der nAChR.  

2.2. Der nicotinische Acetylcholinrezeptor  

 

 Nicotinische Acteylcholinrezeptoren (nAChR) gehören zur Klasse der ligand-

gesteuerten Ionenkanal-Rezeptoren und werden in zwei Haupttypen unterteilt, den 

Muskeltyp - hier greifen bevorzugt Curare-Alkaloide an - und den neuronalen oder 

Ganglientyp.  

Lokalisiert sind sie im zentralen und peripheren Nervensystem, an den neuromusku-

lären Endigungen und in den adrenergen Drüsen [24].  

 Die nAChR sind membrandurchspannende Glycoproteine, aufgebaut aus fünf 

Untereinheiten (Abb.7). 

NH N

 
 
Abb. 3: (�)-2PABH, exo-2-(2-
Pyridyl)-7-azabicyclo- [2.2.1]
heptan, Variation der Stick-
stoffposition im Pyridinring.
Hier in Position 2. 

NH N

 
 
Abb. 5: (�)-4PABH, exo-
2-(4-Pyridyl)-7-azabicyclo- 
[2.2.1]heptan, Variation
der Stickstoffposition im
Pyridinring 

NH

N
Cl

 
 
Abb. 6: (�)-Homo-Epibatidin  

NH
N

 
 
Abb. 4: (�)-DClEPB, exo-2- 
(3-Pyridyl)-7-zabicyclo-[2.2.1] 
heptan nach Entfernung  
des Chlorid-Ions 
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 In den Extrazellulärraum ragen die Aminoenden aller fünf Untereinheiten, wobei 

zwei dieser Untereinheiten eine Bindungsstelle enthalten, an die Acetylcholin (Ach) 

mit hoher Affinität bindet (Abb. 7). Die Bindung von Acetylcholin induziert eine Kon-

formationsänderung des Komplexes. Dies führt zu einer Öffnung der Kanalpore und 

somit zur Erregung des postsynaptischen Neurons bzw. der Zielzelle. 

 Der Rezeptorkomplex ist in drei Bereiche unterteilt: einen grossen Eingangsbe-

reich an der äusseren Membranoberfläche, eine enge transmembranäre Pore, die für 

die Kationenselektivität (Na+, K+ und Ca2+) verantwortlich ist, und einen grossen Aus-

gangsbereich an der inneren Membranoberfläche. Mittels Klonierungsexperimenten 

wurde der Aufbau des Rezeptors definiert [5]. Bis heute wurden neun �-, vier �-, eine 

�-, eine �- und eine �-Untereinheit identifiziert und kloniert. Durch diese Vielfalt lies-

sen sich eine Menge verschiedener Rezeptorsubtypen bilden. Bis heute wurden al-

lerdings nur wenige Kombinationen dieser Untereinheiten identifiziert, welche funkti-

onelle Rezeptoren formen. Der häufigste Subtyp des nAChR im zentralen Nervensy-

stem von Ratten ist aus �4- und �2- Untereinheiten zusammengesetzt. Er ist über das 

ganze Gehirn verteilt, wobei die Dichte im Thalamus, Striatum und Cortex am höchs-

ten ist [18].  

 Die im zentralen Nervensystem vorkommenden nAChR spielen eine wichtige 

Rolle in der Modulation der Neurotransmission. Zum Beispiel sind sie für das emotio- 

 

Abb. 7: Acetylcholinrezeptor, der Prototyp eines allosterischen Proteins. Der
muskuläre Rezeptortyp besteht aus zwei �-, einer �-, einer �- und einer �-
Untereinheit, während der neuronale Typ Heterooligomere aus �- und �-
Untereinheiten bzw. Homooligomere aus �-Untereinheiten bildet. (Nach F. Hu-
cho, V. Tsethin und J. Machold, Eur. J. Biochem. 239, 539-557 (1996)) 
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nale Verhalten und die Wachsamkeit zuständig und haben auch kognitive Funktio-

nen. Die nicotinischen Acetylcholinrezeptoren spielen bei neurodegenerativen Er-

krankungen wie Morbus Alzheimer oder Morbus Parkinson eine wichtige Rolle [24]. 

Da bis heute nur sehr wenige Radioliganden für eine Visualisierung und Quantifizie-

rung eben dieser Rezeptoren in vivo zur Verfügung stehen, wäre eine frühzeitige Di-

agnose dieser Erkrankungen von grossem Wert.  

 

2.3. In vitro Bindungsstudien 
 
2.3.1 Allgemeine Betrachtungen 
 Für die Analyse von Rezeptor-Ligand-Interaktionen sind die in vitro Bindungs-

studien eine einfache und vielfältig einsetzbare Methode. Ein Nachteil ist, dass keine 

funktionelle Antwort messbar ist und die in vitro Bedingungen stark von der in vivo 

Situation abweichen können. 

 Bei Bindungsstudien werden Membranbestandteile aus homogenisiertem Hirn-

gewebe mit radioaktiv markierten Liganden inkubiert. Durch Filtration des Inkubati-

onsansatzes wird der Ligand-Rezeptor-Komplex vom freien Liganden getrennt. 

Durch Zugabe eines Überschusses eines kompetitv bindenden Liganden (z.B. Nico-

tin) wird die nicht-spezifische Bindung ermittelt und dann von der totalen Radioli-

gand-Bindung subtrahiert. Bei einer solchen Verdrängungsstudie kann als Mass für 

die Affinität des Liganden an seine Rezeptorbindungsstelle die Inhibitionskonstante 

Ki (Gleichung 1) ermittelt werden. 

 
2.3.2. Puffer und deren pH-Werte 
 Der pH-Wert des Inkubationsgemisches sollte im physiologischen Bereich lie-

gen, d.h. zwischen pH 7 und 8. Oft wird der Tris-(hydroxymethyl)-amino-methan-

Puffer verwendet. Es hat sich in verschiedenen Untersuchungen gezeigt [23], dass 

ein mit Salzen angereicherter Puffer die besten Ergebnisse liefert. In den beschrie-

benen Versuchen wird dieser BSS-Puffer eingesetzt. 

 

2.3.3. Inkubationstemperatur 
 Die gebräuchlichsten Inkubationstemperaturen liegen bei 4°C, 22°C oder 37°C. 

Oft wird eine Inkubationstemperatur von 37°C gewählt,  da  sie  der  physiologischen  
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Körpertemperatur entspricht. Am einfachsten wäre es bei Raumtemperatur zu arbei-

ten, doch wegen verminderter Dissoziation des Radioliganden vom Rezeptor und 

auch wegen der geringeren nicht-spezifischen Bindung bei tieferen Temperaturen 

wird häufig bei 4°C gearbeitet. Ein Nachteil, wenn man bei 4°C arbeitet ist, dass eini-

ge Radioliganden bei tieferen Temperaturen eine veränderte Affinität zu ihrer Rezep-

torbindungsstelle haben.  

 

2.3.4. Inkubationsdauer 
 Für Verdrängungsstudien werden die Proben solange inkubiert, bis ein Gleich-

gewicht - der „Steady State“ - zwischen Assoziation und Dissoziation von Ligand und 

Rezeptor sicher gewährleistet ist.  

 

2.3.5. Trennung von gebundenem und freiem Radioliganden 
 Die am häufigsten angewendete Trennungsmethode ist die Vakuumfiltration 

durch spezielle Glasfaserfilter. Auf dem Filter bleibt der an die Rezeptoren gebunde-

ne Radioligand haften, der freie Radioligand befindet sich im Filtrat. Eine Alternative 

zur Vakuumfiltration wäre die Zentrifugation. Diese Methode wird vor allem bei Ra-

dioliganden mit geringer Affinität eingesetzt. 

 Die Bestimmung des gebundenen und des freien Anteils des Radioliganden ist 

ein heikler Punkt der Bindungsstudien. Eine signifikante Dissoziation des Rezeptor-

Radioligand-Komplexes muss verhindert werden, da dies die zu messende Grösse 

ist. Wird bei tiefer Temperatur gearbeitet und erfolgt die Trennung von freiem und 

gebundenem  Radioliganden  möglichst  rasch, reduziert man die Dissoziationswahr-

scheinlichkeit. Um eine Minimierung der nicht-spezifischen Bindung zu erreichen, 

werden die Filter kurz vor der Filtration mit 4 ml einer speziellen Lösung (z.B. wässri-

ge Ethylenimin-Polymer-Lösung (PEI-Lösung)) behandelt. Auch mehrmaliges Wa-

schen der Membranen und der Filter mit Puffer reduziert die nicht-spezifische Bin-

dung. 
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2.4. Elektrophysiologie 

 

 Die Elektrophysiologie ist eine weitere Methode, um die Möglichkeiten der li-

gandgesteuerten Rezeptoren zu untersuchen [4]. Die Verfahrensmethoden sind in  

[3, 4, 7] beschrieben worden. 

 

2.5. Ziel der Arbeit 
 

 Epibatidin-Derivate sind ausserordentlich interessante Substanzen, da sie mit 

sehr hoher Spezifität und Affinität an die �4�2-Untereinheit des nAChR binden. Epiba-

tidin dient als pharmakologisches Werkzeug für die Forschung am Acetylcholin-

Rezeptor und dessen Subtypen.  

 Zwei potentielle Derivate des Epibatidins (�)-2PABH und des (�)-DClEPB sind 

in vorangegangenen Arbeiten [25] synthetisiert und in ihre Enantiomere aufgetrennt 

worden. In Affinitätsstudien wurden nun die gereinigten und methylierten Substanzen 

auf ihre Affinität für den �4�2-Subtyp des nAChR untersucht. 

 Die vorliegende Arbeit lässt sich in zwei Teile gliedern. Der erste Teil beschäf-

tigte sich mehr mit chemischen Experimenten, während sich der zweite Teil mit bio-

logischen bzw. pharmakologischen Untersuchungen befasste.  

 

Der chemische Teil 

 Dieser Teil der Arbeit bestand darin, vier Epibatidin-Derivate ((+)-DClEPB,        

(-)-DClEPB, (+)-2PABH, (-)-2PABH), die in Lösung vorlagen, mittels semipräparativer 

Dünnschichtchromatographie von unerwünschten Substanzen zu reinigen und für die 

weitere Verwendung vorzubereiten. 

 Der nächste Schritt beschäftigte sich mit der Methylierung der gereinigten Pro-

dukte. Es sollte eine geeignete und einfache Methode entwickelt werden, um diese 

Methylierungsreaktionen mittels HPLC zu verfolgen.  

 Da die Dünnschichtchromatographie eine sehr einfach zu handhabende und 

schnelle Methode ist, um den Verlauf einer chemischen Reaktion zu verfolgen, wur-

de sie als zweite Methode bei diesen Experimenten eingesetzt. Von allen Substan-

zen stand nur eine sehr geringe Menge zur Verfügung,  deshalb wurde die Methylier- 
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ung zuerst mit Substanzen versucht, die eine ähnliche Struktur aufweisen wie das 

Epibatidin. Als erster Versuch diente die Substanz Pyrrolidin. Später wurde das Ra-

cemat des Epibatidins eingesetzt und anhand dieser Versuche sollten die günstigs-

ten HPLC-Bedingungen für die Verfolgung der Methylierungsreaktion ermittelt wer-

den.  

 

Der pharmakologische Teil 

 In diesem Bereich führte man bereits einige Experimente durch. So wurde z.B. 

mit den Epibatidin-Derivaten, die in dieser Arbeit beschrieben werden, elektrophysio-

logische Untersuchungen durchgeführt. Auch wurde bei diesen Substanzen durch 

selektive Methylierung mittels [11C]-Methyliodid an der 7-aza- beziehungsweise        

8-aza-Position das [11C]-Nuklid eingeführt. Diese Verbindungen wurden dann anhand 

von in vivo Studien – speziell Experimente mit Hilfe von Positronen-Emissions-

Tomographie (PET) – untersucht. 

 Die Aufgabe war nun, mit den kalten unmethylierten und methylierten Verbin-

dungen in vitro Bindungsstudien zur Bestimmung der Affinität für den nAChR, spe-

ziell dem �4�2-Subtyp, durchzuführen. Es ging darum, die Inhibitionskonstanten     

(Ki-Werte) oder die IC50-Werte dieser Substanzen zu bestimmen, untereinander und 

auch mit bereits existierenden Daten aus der Elektrophysiologie zu vergleichen. Die 

erhaltenen Resultate dienen zur Vertiefung der Kenntnisse der nAChR und können 

eventuell bei der Forschung nach neuen selektiven Substanzen für diesen Rezeptor 

helfen. 
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3. MATERIALIEN UND METHODEN 

3.1.  Reinigung mittels semipräparativer Dünnschichtchromatogra-
phie (sDC) 

 

 Aus früheren Arbeiten [25] existierten vier Derivate des Epibatidins, die 

Enantiomere des (�)-2PABH und die beiden Enantiomere des (�)-DClEPB (siehe 

Abb. 3 und 4). Diese Substanzen wurden in einer Lösung aus Triethylamin und 

Methanol  gelagert. Die Substanzen mussten nun mittels semipräparativer 

Dünnschichtchromatographie von der Base gereinigt werden. Dazu wurden die 

Lösungen am Rotavap eingeengt und anschliessend mit einer Mikropipette auf 

Silicagel-Dünnschicht-Platten (DC-Plastik-Folien 20/20 cm, Kieselgel 60 F254, Merck 

AG Schweiz, 105735) aufgetragen. Die entstandenen Spots wurden von der 

Dünnschicht-Platte abgekratzt, gesammelt und gemörsert. Dann wurde das Silicagel 

einige Male gewaschen, indem er durch eine Glasfilternutsche mit Dichlormethan 

(Merck, für Chromatographie, LiChro-solv� , K23525344 649) abfiltriert wurde. Die 

Filtrate wurden gesammelt und kühl gelagert. Sie waren nun bereit für die weiteren 

Studien.  Als Laufmittel wurde Chloroform/Ethanol (CHCl3:EtOH, (95:5)) mit 5% Triethy-

lamin (Fluka, Lot. 414174/1 13200, puriss.p.a., � 99.5% (GC)) gewählt. Eine andere 

eingesetzte Variante für das Laufmittel war, statt Chloroform (Fluka, Lot. 421656/1 

30601, puriss.p.a.) Ethylacetat (Merck, A.C.S. Reagenz, Lot. 19528-079, 99,5%) zu 

verwenden, um eine Änderung des Rf-Wertes zu erreichen und dadurch mehr Ver-

gleichsmöglichkeiten zu erhalten. 

 

3.2. Methylierung 

 
 Da nur wenig Substanz zur Verfügung stand, wurde die Methylierung zuerst mit 

einer strukturähnlichen Substanz, dem Pyrrolidin, durchgeführt.  

 Für die Methylierungsreaktionen wurde eine definierte Menge der zu methylie-

renden Substanz in Acetonitril gelöst.  Zu diesem Gemisch gab man eine vorher defi-

nierte Menge Methyliodid. Mit Base (Triethylamin) stabilisierte man den pH-Wert des  
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Ansatzes. Dieses Reaktionsgemisch wurde im Ölbad (80°C) aufgeheizt. Nach be-

stimmten Zeitpunkten wurde eine kleine Menge des Reaktionsgemisches herausge-

nommen und mittels HPLC (Säule: Nucleosil SP 250/10mm 50-7, 1041599, Mache-

rey-Nagel, 7�m) und Dünnschichtchromatographie (Laufmittel: Ethylacetat/EtOH 

95:5, 5% Triethylamin) darauf untersucht, wieviel Substanz bereits methyliert ist. Die 

HPLC-Bedingungen wurden folgendermassen gewählt: Dichlormethan und Methanol 

(Rathburn, Scotland, HPLC grade, RH 1019) in einem Volumen-Verhältnis von 90 zu 

10, der Flow war 8 ml/min [25]. 

 In einem zweiten Versuch wurde statt Methyliodid Methyl-Triflat (Trifluor-

methansulfonsäuremethylester, C2H3F3O3S) verwendet [10], wobei die HPLC-

Bedingungen identisch blieben. Diese Reaktionen wurden mit gekauftem (�)-Epibati-

din und (+)-Epibatidin durchgeführt. Das (+)-Epibatidin lag allerdings als Salz vor und 

wurde so in Lösung zur freien Base. Da die freie Base aber linksdrehend ist, wurde 

das Enantiomer in dieser Arbeit als (-)-Epibatidin behandelt . 

 Sobald diese Bedingungen optimiert waren, konnte man dieses Verfahren mit 

den vier Substanzen ((+)-DClEPB, (-)-DClEPB, (+)-2PABH, (-)-2PABH) durchführen. 

 

3.3. Konzentrationsbestimmung von DClEPB mittels HPLC 

 

Da das (+)-DClEPB wie auch das (-)-DClEPB nicht als Feststoff sondern in 

Lösung vorlagen, mussten vor Einsatz dieser Substanzen bei den Bindungsstudien 

die Konzentrationen bestimmt werden. Man spritzte dabei eine Vergleichssubstanz 

((-)-Epibatidin) von bekannter Konzentration zusammen mit der Lösung des (+)- be-

ziehungsweise des (-)-DClEPB ins HPLC-Gerät ein. Die Substanzen wurden alle in 

Methanol gelöst. Das HPLC-Programm berechnet die Flächen unter den Peak-

Kurven mittels interner Integration und setzt sie zueinander ins Verhältnis, so dass 

man mit diesen Angaben auf die unbekannte Konzentration schliessen kann. Damit 

eine gute Trennung erreicht werden konnte wurde das bereits erwähnte (s. 3.2.1) 

Laufmittel eingesetzt 90 Volumenteilen Dichlormethan und 10 Volumenteilen Metha-

nol). Der Flow wurde ebenfalls wieder auf 8 ml/min eingestellt.  
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3.4. Membranpräparationen 

 

 Spragne-Donoley-Ratten (ca. 250g, männlich) wurden kurz mit Ether betäubt 

und geköpft. Anschliessend wurde das Gehirn entnommen und in ca. 10 Volumentei-

len Sucrosepuffer (bezogen auf das Ausgangsgewicht des Gewebes) kalten Sucro-

se-Puffer (0.32 M Sucrose, 10 mM Tris/Ac pH 7.4, 0.02 % NaN3) gegeben und sofort 

mit Hilfe eines Polytrons (Polytron® PT 1200 Kinematica AG) während 30 Sekunden 

auf der Stufe vier mit dem grössten Stab (Durchmesser 1cm) homogenisiert und 

zentrifugiert (4°C, 1000g, 15 min). Der Überstand wurde dekantiert und auf Eis ge-

kühlt. Das zurückgebliebene Pellet wurde wiederum in fünf Volumenteilen Sucrose-

Puffer-Lösung resuspendiert, mit dem Polytron homogenisiert und erneut zentrifu-

giert (4°C, 1000g, 15 min). Der entstandene zweite Überstand wurde mit dem ersten 

vereinigt und während 20 min bei 17000g zentrifugiert. Das nun erhaltene Pellet 

wurde in 5 mM Tris/Ac-Puffer (pH 7.0) aufgenommen, in Aliquots zu 1 ml aufgeteilt, 

so dass die Proteinkonzentration zwischen 2 und 10 mg/ml betrug, und anschlies-

send bei -80°C eingefroren.  

 

3.5. Verdrängungsstudien 
 

Die nAChR sind im Gehirn ist so verteilt, dass es keine Rolle spielt, ob nur der 

Cortex oder das Gesamthirn für die Versuche verwendet wird. Einfachheitshalber 

wurde für die folgenden Studien jeweils das Gesamthirn eingesetzt. 

 

3.5.1. Waschvorgang und Proteinbestimmung 
 Für die Bindungsstudien wurden Aliquots des Ganzhirnhomogenats bei Raum-

temperatur aufgetaut und zentrifugiert (11564g = 14000 rpm, 5 min, 4°C). Der Über-

stand wurde verworfen und das Pellet in 700 �l BSS-Puffer (50 mM Tris/Cl pH 7.4, 

120 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 2 mM MgCl2) resuspendiert. Diese Lösung 

wurde erneut zentrifugiert und der Überstand dekantiert. Das Pellet wurde in 400 �l 

BSS-Puffer aufgenommen, homogenisiert und für die Proteinbestimmung eingesetzt. 

Die  Proteinbestimmung  wurde  mit  dem Bradford BioRad Microassay [24] durchge- 
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führt. Als Vergleichsstandard für die Eichgerade diente BSA (Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Rinderserumalbumin, Micro-Standard 1mg/ml in 0.15M NaCl, D-Steinheim). 

 Die Proteinkonzentrationen wurden so gewählt, dass nie mehr als 10% des total 

zugegebenen Radioliganden gebunden wurde. Die nicht-spezifische Bindung sollte  

mit Substanzen bestimmte werden, welche hochaffin und spezifisch an dieselbe Bin-

dungsstelle binden und sich vom Radioliganden strukturell möglichst stark unter-

scheiden. In den folgenden Versuchen wurde immer mit Nicotin, das diese Bedin-

gungen sehr gut erfüllt, gearbeitet.  

 

3.5.2. Cytisin als Radioligand 

 Cytisin (Abb. 8), ein Chinolizidin-Alkaloid, ist ein giftiger Inhaltsstoff von Pflan-

zen wie zum Beispiel dem Besenginster (Cytisus scoparius) oder dem Goldregen 

(Cytisus laburnum). Er dient diesen als Selbstschutz. Es bindet an die nicotinische 

Acetylcholinrezeptoren und zeigt ähnliche Wirkungen wie Nicotin bzw. Epibatidin. In 

geringen Konzentrationen führt es zur Erregung der vegetativen Ganglien, motori-

schen Endplatten und des Nebennierenmarks. Im Vergleich zu Nicotin wirkt Cytisin 

aber auf das zentrale Nervensystem stärker erregend. In hohen Konzentrationen hat 

es, wie Nicotin, eine hemmende Wirkung. So tritt z.B. bei einer Überdosis Cytisin ei-

ne zentrale Atemlähmung auf.  

 Cytisin besitzt eine hohe Affinität (KD = 1 nM) und Selektivität für den �4�2-

Rezeptorsubtyp [21] und wird daher in titrierter Form in Verdrängungsstudien als Ra-

dioligand benutzt, um die Affinität von Substanzen an eben diesen Rezeptorsubtyp 

zu untersuchen.  

 

N

NH

O
 
Abb. 8: Struktur
des Cytisins (spe-
zifische Aktivität:
1.2 GBq/�mol) 
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3.5.3. Bindungsstudien mit [3H]-Cytisin 

 Die Bindungsstudien erfolgten mit (�)-Epibatidin (Dihydrochlorid, Sigma®, Lot. 

60K1456), (-)-Epibatidin (Hydrochlorid, Sigma®, Lot. 60K1457, (freie Base)),             

(-)-DClEPB und (+)-DClEPB. Für die Bestimmung der Affinität dieser beiden Sub-

stanzen für �4�2-Rezeptoren mittels Verdrängungsstudien wurde [3H]-Cytisin (spezi-

fische Aktivität: 1.2 GBq/�mol; NENTM Boston, MA 02118 USA, LOT. 3347029) in 

einer Konzentration von 2 nM eingesetzt. Die Bindungsstudien wurden in Polystyrol-

röhrchen mit wässrigen Verdünnungen von (�)-Epibatidin, (-)-Epibatidin, (-)-DClEPB 

und (+)-DClEPB in steigenden Konzentrationen von 10-13 und 10-4 M durchgeführt. 

Die Proteinkonzentration wurde mit 100�g pro Ansatzröhrchen festgelegt. 

 Die Inkubationsansätze wurde mit BSS-Puffer auf ein Volumen von 200�l er-

gänzt. Während 75 Minuten wurde auf Eis (4°C) inkubiert. Die Bestimmung der nicht-

spezifischen Bindung erfolgte durch Co-Inkubation mit einer wässrigen 10-4 M Nico-

tin-Lösung ((-)-Nicotin-Hydrogentartrat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-Steinheim). 

Mittels Vakuumfiltration durch GF/C Whatman-Filter wurde der gebundene Radioli-

gand vom freien getrennt. Die Filter wurden dreimal mit je 4 ml kaltem BSS-Puffer 

gewaschen, dann mit 4 ml Szintilationsflüssigkeit (Ultima GoldTM, Packard Bioscien-

ce Company, NL-Groningen) versetzt und in einem �-Counter (Tri-CarbTM Liquid 

Scintillation Analyzer, Canberra Packard, CH-Zürich) dreimal während 5 min gezählt.  

 Wird die spezifische Bindung in Abhängigkeit einer steigenden Kompetitor-

Konzentration gemessen, konnte aus der resultierenden Inhibitionskurve der       

IC50-Wert abgelesen werden. Der IC50-Wert entspricht derjenigen Kompetitor-Kon-

zentration, bei der die maximale spezifische Radioligand-Bindung auf die Hälfte redu-

ziert ist.  

 Die Analyse der erhaltenen Daten erfolgte mit dem PC-Programm KELL Radlig 

(Biosoft®). Diese Software benutzt für die Berechnung des Ki-Wertes die Cheng-

Prusoff-Gleichung (Gleichung 1). Im Gegensatz zum IC50-Wert stellt der Ki-Wert ein 

Mass für die Affinität einer Substanz dar, welches unabhängig von der Affinität und 

Konzentrationen des verwendeten Radioliganden ist. 

 Alle Werte wurden in dreifachen Ansätzen in mindestens drei unabhängigen 

Experimenten bestimmt und als Mittelwert (�)-Standardabweichung angegeben. 
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[Gleichung 1] 
 

 

 

F  =  freie Ligandkonzentration 

KD  =  Affinität des Radioliganden an den Rezeptor 

IC50  =  Displacerkonzentration, bei welcher die spezifische Bindung des Radioliganden 50% beträgt. 
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4. RESULTATE 
 

4.1. Reinigung der vier Epibatidin-Derivate 
 Mittels semipräparativer Dünnschichtchromatographie wurden die zwei Enantio-

meren-Paare ((±)-2PABH und (±)-DClEPB) vom Lösungsmittel gereinigt, die nach Fil-

tration mit Chloroform erhaltene Lösung auf eine Silica-Dünnschichtchromatogra-

phie-Platte aufgetragen und so auf ihre Reinheit überprüft. Nach einigen Wasch-

schritten, bei denen das zuvor abgekratzte Silicagel durch die Glasfilternutsche abfilt-

riert wurde, zeigte sich neben dem Substanz-Spot auch noch ein zweiter, sehr inten-

siver Punkt, was auf eine Unreinheit schliessen liess. Deshalb wurde mit der letzten 

Wasch-Fraktion ein NMR-Spektrum aufgenommen.  

 Weil der Verdacht von Beginn an auf eine Verunreinigung des Lösungsmittels 

fiel, wurden einige 100 ml „reines“ Chloroform eingedampft. Der verbleibende Stoff 

wurde mittels Dünnschichtchromatographie und NMR untersucht. Die entwickelte 

DC-Platte wies den selben Spot auf wie beim ersten Mal. Das zusätzlich aufgenom-

mene NMR-Spektrum erhärtete das Ergebnis, dass das Chloroform verschmutzt ge-

wesen sein musste. Die Unreinheit kam offenbar durch die Substanz Dipropylphtha-

lat (Abb. 9, 10) zustande, die sich mittels Säulenchromatographie von der eigentli-

chen Substanz trennen liess.  
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Abb. 9: NMR-Spektrum von Dipropylphthalat.
Das Spektrum wurde mittels Computer-
Programm (ChemDraw Ultra 6.0) gezeichnet,
um den Vergleich darzustellen.  
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Abb. 10: NMR-Spektrum der Verunreinigung. Die
Verunreinigung wurde in einer Fraktion aufge-
fangen und davon wurde ein NMR-Spektrum ge-
macht. Diese Aufnahme zeigt wahrscheinlich noch
Rückstände des Produkts oder eventuell  noch
andere Verunreinigungen, was die Peaks um 1
ppm vermuten lassen.  
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4.2. Methylierungen 
 
4.2.1. Vorversuche 
 Verschiedene HPLC-Säulen, das heisst sowohl RP-Phasen (reversed-Phase) 

als auch Normal-Phasen (Silica) wurden getestet. Erst wurden mit einer dem Epiba-

tidin strukturähnlichen Substanz, dem Pyrrolidin, einige Reaktionen durchgeführt. Es 

zeigte sich, dass diese Substanz nicht geeignet scheint, um die Methylierungsreakti-

on zu simulieren. Auch verschiedene Laufmittel wurden eingesetzt; Es wurde ver-

sucht, mit ein wenig Base die Trennung des methylierten vom unmethylierten Stoff 

zu optimieren, doch am geeignetsten stellte sich dann die Laufmittelzusammensetz-

ung von Dichlormethan/Methanol im Verhältnis 90:10 heraus.  

 Der Versuch wurde mit einem der am wenigsten aktiven Epibatidin-Derivaten, 

dem 4-PABH, wiederholt. Die verschiedenen eingesetzten Säulen ergaben alle keine 

zufriedenstellenden Resultate. Es wurde deshalb auf eine neue Normalphasen-Säule 

(HPLC, Nucleosil SP 250/10mm 50-7; 1041599, Macherey-Nagel) gewechselt. Die 

folgenden Methylierungsversuche wurden mit der selben Laufmittelzusammenset-

zung durchgeführt wie weiter oben erwähnt (Dichlormethan/Methanol (90:10 Vol-

umenteile). 

 

4.2.2. Methylierungsreaktion mit (�)-Epibatidin 

 Der erste eigentliche Versuch der Methylierung wurde mit (�)-Epibatidin durch-

geführt. Als Methylierungssubstanz diente Methyliodid. Die Ausbeute betrug ca. 50% 

und die Trennung des unmethylierten Edukts vom methylierten Produkt erwies sich 

noch nicht als optimal (Abb.11).  
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Abb. 11: Methyliertes Epibatidin erscheint bei einer
Retentionszeit von 5 Minuten, das unmethylierte zeigt
sich bei einer Retentionszeit von 6,5 Minuten. 
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 Als zweiter Versuch diente als Methylierungssubstanz für das (�)-Epibatidin 

Methyl-Triflat. Der erste Ansatz wurde bei Raumtemperatur durchgeführt, was aber 

zu einem Ertrag von weniger als 10% führte. Eine höhere Ausbeute (ca. 35%) er-

reichte man, indem die Reaktionstemperatur auf 80°C gesteigert wurde. Die höchste 

Ausbeute wurde erzielt, als man während der Reaktion ein wenig (0.5 Äquivalent) 

Methyl-Triflat und noch Base, zur pH-Stabilisierung des Reaktionsgemisches, hinzu-

fügte. Wie die folgenden Abbildungen zeigen ist auch die Trennung von Edukt und 

Produkt sehr gut. Das unmethylierte Edukt hatte eine Retentionszeit von 13 Minuten, 

das methylierte Produkt hingegen eine von nur 6 Minuten. 
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Abb. 13: Methylierungsreaktion von (�)-Epiba-tidin
nach 5 Minuten Reaktionszeit. Der Anteil des methylier-
ten Produktes ist scho sehr deutlich bei einer Retenti-
onszeit von 6 Minuten sichtbar. Ebenfalls lässt sich
eine deutliche Abnahme des unmethylierten Eduktes
verfolgen. 
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Abb. 14: Methylierungsreaktion von (�)-Epiba-
tidin nach 10 Minuten Reaktionszeit. In dieser
Grafik sieht man deutlich den Anstieg des methy-
lierten Produktes bei einer Retentionszeit von 6
Minuten. Ebenso zeigt sich die Abnahme des
unmethylierten Eduktes sehr gut. 
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Abb. 12: Verfolgung der Methylierungsreaktion
von (�)-Epibatidin nach 1 Minute Reaktionszeit.
Das (�)-Epibatidin hat eine Retentionszeit von 13 
Minuten, das methylierte Produkt hat eine Reten-
tionszeit von 6 Minuten. 
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4.3. Konzentrationsbestimmung des (+)- und (-)-DClEPB mittels   
HPLC  

Zur Konzentrationsbestimmung wurde die Lösung unbekannter Konzentration 

mit den beiden Enantiomeren des DClEPB je dreimal zusammen mit der Lösung be-

kannter Konzentration (10-2 M) von (�)-Epibatidin ins HPLC-Gerät eingespritzt. Aus 

den erhaltenen Werten wurde der Mittelwert (c(-)-DClEPB = 2.13 10-3 M; c(+)-DClEPB = 4.5 

10-4 M) gebildet. 

 

4.4. Verdrängungsstudien 

 

 Ziel der Verdrängungsstudie war es, die Affinität von (�)-Epibatidin sowie von 

vier Derivaten des Epibatidins, nämlich die Enantiomere des (�)-2PABH und des   

(�)-DClEPB, an �4�2-Rezeptoren zu bestimmen. Diese Werte wurden durch mehrma-

liges Ansetzen der Bindungsstudien erhalten. Ebenfalls wurde von jeweils drei unab-

hängigen Werten der Mittelwert sowie die (�)-Standardabweichung bestimmt. Die   

Ki- und IC50-Werte wurden mit dem „single-site competitive model“ des Kell Biosoft� 

Programms berechnet. 

 Aus den erhaltenen Inhibitionskurven (Abb. 16) wurde für (�)-Epibatidin eine   

Ki-Wert von 53 � 9 pM und für (-)-Epibatidin einen Ki-Wert von 73 � 10 pM berechnet. 

Diese Werte sind mit den aus der Literatur [1, 2] bekannten Werten vergleichbar. 
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Abb. 15: Die Vergleichsubstanz (�)-Epibatidin hat eine 
Retentionszeit von 11 Minuten, das Dechloroepibatidin
erscheint bei ca. 3,5 Minuten. Die Integration der Flächen
erfolgte via Computerprogramm, so dass man die Flächen
der Peaks direkt miteinander vergleichen konnte.  
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Für (-)-DClEPB erhielt man einen IC50-Wert 64 � 4 pM (Ki = 5,6 � 1,2 pM) und für  

(+)-DClEPB einen IC50-Wert von 15 � 3 pM (der Ki-Wert konnte nicht berechnet wer-

den). 

 

 

 Tabelle 1: Ki und IC50-Werte von Epibatidin und einem seiner Derivate, dem DClEPB 

 Ki-Wert (gemessen) 

n = 3; (�)-Stabw 

IC50- Wert  
(gemessen) 

Ki-Wert  
(Literatur [70]) 

IC50- Wert  
(Literatur) 

(�)-EPB 53 � 9 --- 49 � 2 --- 

(-)-EPB 73 � 10 --- 70 � 2 --- 

(-)-DClEPB 5.6 � 1.2 64 � 4 --- --- 

(+)-DClEPB --- 15 � 3 --- --- 
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Abb.16: Inhibitionskurven von (�)-Epibatidin, (-)-Epibatidin, (+)-DClEPB und (-)-DClEPB
aus den Kompetitionsexperimenten. Membranen aus Ganzhirnhomogenaten
(100�g/200�l) wurden mit einer steigenden Konzentration von dem jeweiligen Displacer
((�)-Epibatidin, (-)-Epibatidin, (+)-DClEPB, (-)-DClEPB) und dem Radioliganden [3H]-
Cytisin (2 nM) inkubiert. Die Kurven stellen Mittelwerte aus drei unabhängigen Bestim-
mungen dar. Eingefügt sind dazu die jeweiligen Standardabweichungen.
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5. DISKUSSION 

 

 Epibatidin dient als pharmakologisches Werkzeug im Rahmen der Erforschung 

des Acetylcholinrezeptors mit all seinen verschiedenen bekannten und noch unbe-

kannten Subtypen. 

 Mit elektrophysiologischen Untersuchungen sowie mit Affinitätsstudien von ver-

schiedenen Epibatidin-Derivaten möchte man anhand der ermittelten Inhibitions-

konstanten (Ki) das Wissen über nAChR und ihre Subtypen erweitern. Mit der Me-

thode der Elektrophysiologie untersuchte man in früheren Arbeiten bereits verschie-

dene Epibatidin-Derivate. In dieser Arbeit wurden nun nach einer Reinigung der Epi-

batidin-Analoga noch die in vitro Bindungseigenschaften dieser Substanzen in Ver-

drängungsstudien untersucht. 

Reinigung 

 Nach der semipräparativen Dünnschichtchromatographie wurde auf der        

DC-Platte ein zweiter, zunächst unbekannter Spot identifiziert. Die Untersuchungen 

mittels NMR-Spektrometrie und Dünnschichtchromatographie zeigten, dass es sich 

bei diesem Punkt tatsächlich um eine Verunreinigung handelte. Die Peaks um 1 ppm 

lassen vermuten, dass einerseits vom tatsächlichen Produkt noch etwas in dieser 

Fraktion vorhanden gewesen sein könnte. Andererseits wäre auch eine Variation der 

Alkylkette im Dipropylphthalat denkbar, die zu diesen zusätzlichen Peaks führen 

könnte. Um diese Fehler zu vermeiden, sollte man alle benötigten Lösungsmittel vor 

Gebrauch destillieren. 

Methylierung 

 Die Methylierung von Epibatidin mit Methyliodid ergab eine Ausbeute von ca. 

50%. Es wurde aber ein deutlich höherer Ertrag angestrebt, deshalb versuchte man, 

diese Methylierungen mit einer anderen Substanz, dem Methyl-Triflat, die bessere 

Resultate ergeben sollte, durchzuführen. Diese Annahme wurde durch die erhalte-

nen Ergebnisse der Reaktion mit Methyl-Triflat bestätigt, da die Ausbeute um bis zu 

30% gesteigert werden konnte. Das heisst, insgesamt darf man, wenn man Methyl-

Triflat als Methylierungssubstanz einsetzt, eine Ausbeute von 80% erwarten. Aller-

dings erreicht man diese 80% erst nach einer Zugabe von 0.5 Äquivalent Über-

schuss Methyl-Triflat nach einigen Minuten Reaktionszeit. Ebenfalls als wichtig hat  
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sich erwiesen, dass man zum Reaktionsgemisch Base zugibt, um die pH-

Stabilisierung zu gewährleisten, da die Substanz als Hydrochlorid-Salz vorliegt.  

Konzentrationsbestimmung 

 Da weder das (+)- noch das (-)-DClEPB als Feststoff vorlagen, sondern in Lö-

sung, mussten für die Bindungsstudien vorerst die Konzentrationen der vorhandenen 

Lösungen bestimmt werden, so dass man die benötigten Verdünnungsreihen herstel-

len konnte. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels HPLC. Es wurde die un-

bekannte Lösung mit einer Lösung bekannter Konzentration zusammen eingespritzt, 

so dass man mit Hilfe des Integrationsprogramms die Flächen unter den Kurven di-

rekt vergleichen und so auf die Konzentration schliessen konnte. Die Konzentrati-

onsbestimmungen des (+)- und (-)-DClEPB sollten wiederholt werden, denn die Ein-

spritzung im HPLC-Gerät wurde nur mit einem Ansatz, jedoch mit drei Messungen, 

durchgeführt, weil sehr wenig Substanz zur Verfügung stand. 

 Abweichungen bei Konzentrationsbestimmungen mittels HPLC rühren eventuell 

daher, dass die Methode sehr empfindlich reagiert. Eine Fehlerquelle könnte auch 

sein, dass im HPLC-Verfahren mit Normal-Phasen-Säulen mit organischen Lösungs-

mitteln (Methanol) gearbeitet wird, für die Bindungsstudien jedoch wässrige Lösun-

gen benötigt werden. Um noch genauere Resultate zu bekommen gäbe es die Mög-

lichkeit, anstatt dem DAD-Detektor am HPLC-Gerät einen UV-Spektrophotometer zu 

benutzen, der bis um eine Zehnerpotenz genauere Resultate liefern könnte.  

Affinität 

 Der �4�2-Subtyp des nAChR ist mit 90% der am häufigste vorkommende Sub-

typ im Rattengehirn. Aus den Resultaten der Bindungsstudien mit [3H]-Cytisin ist er-

sichtlich, dass die untersuchten Substanzen eine hohe Affinität für diesen Subtyp be-

sitzen. Die in den Bindungsstudien erhaltenen Werte für die Inhibitionskonstanten 

von (�)-Epibatidin (Ki = 53 � 9 pM) und (-)-Epibatidin (Ki = 73 � 10 pM) sind vergleich-

bar mit den in der Literatur aufgeführten Werten (Ki(�)-EPB = 49 � 2 pM; Ki(-)-EPB = 70 � 

2 pM). Anhand dieser zwei Werte lässt sich nun auf den Wert des (+)-Epibatidins 

schliessen. Dieses ist laut Literatur [27] affiner als das (-)-Epibatidin, was dieses Er-

gebnis bestätigt. Die Werte stimmen auch mit den Ergebnissen aus elektrophysio-

logischen Untersuchungen überein. Für die beiden Enantiomere des DClEPB wurden 

jeweils die IC50-Werte berechnet, da das Kell-Programm aus einem nicht geklärten 

Grund den Ki-Wert für das (+)-DClEPB nicht berechnen konnte. Das Verhältnis (Fak- 
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tor 4) der beiden erhaltenen IC50-Werte ist vergleichbar mit dem Verhältnis der        

Ki-Werte für die beiden Enantiomere des Epibatidins. Für das (-)-DClEPB erhielt man 

eine IC50-Wert von 64 � 4 pM und für das (+)-DClEPB einen Wert von 15 � 3 pM. Für 

(-)-DClEPB konnte das Programm einen Ki-Wert von 5,6 � 1,2 pM berechnen. Das 

Resultat zeigte, dass die DClEPB-Enantiomere beide affiner sind als Epibatidin. Es 

zeiget sich auch, dass das (+)-Enantiomer affiner ist als das (-)-Enantiomer. Ergeb-

nisse aus elektrophysiologischen Untersuchungen bestätigen diese Resultate, indem 

sie aussagen, dass das (+)-Enantiomer aktiver ist als das (-)-Enantiomer [25].  

 Die Anwesenheit des Chloratoms erniedrigt die Elektronendichte am Stickstoff-

atom des 6-Rings der DClEPB-Struktur. Offensichtlich besteht ein Zusammenhang 

zwischen Elektronendichte am Stickstoff und der Affinität zum Rezeptor: Je geringer 

die Elektronendichte, desto weniger affin ist die Substanz.  

Membranpräparationen 

 Da im Herstellungsverfahren der Hirnhomogenate Parameter (verschiedene 

Rattenarten, Pufferzusammensetzung, Temperatur, unterschiedliche Zentrifugen-

Geräte, verschiedene Homogenisierungs-Verfahren der Rattenhirne) zum Teil ab-

weichen, sollte man verschiedene Membranpräparationen verwenden. So wird ge-

währleistet, dass sich eventuelle Variationen herausmitteln lassen und ein Datenver-

gleich dadurch zuverlässiger wird. Eine andere Möglichkeit den Assay zu validieren 

wäre, dass man eine Kontrollstandard, deren Werte bereits bekannt sind, zusammen 

mit den zu bestimmenden Substanzen verwendet. 

Ausblick 

 In naher Zukunft ist die Durchführung der in vitro Bindungsstudien der anderen 

Epibatidin-Derivaten, d.h. (+)-2PABH und (-)-2PABH, wie auch von allen methylierten 

Substanzen vorgesehen.  

 Diese Arbeit diente dazu, die weitere Daten der Epibatidin-Derivate zu gewin-

nen und das Wissen über nAChR und seinen Subtypen zu erweitern. Mit diesen Ki-

Werten könnte eventuell auch an eine Weiterführung der Untersuchungen in der 

Strukturfindung neuer Analoga mittels Molecular Modeling gedacht werden. Falls die  

kinetischen  Bindungseigenschaften  stimmen, kann man radioaktiv markierte Sub-

stanzen dieser Art als PET-Diagnostikum verwenden. Es wird auch spekuliert, dass 

der analgetische Effekt des Epibatidins und dessen Analoga über bestimmte, noch 

unbekannte  Subtypen des Rezeptors vermittelt wird.  In Zukunft wird versucht,  auch  
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diese Rezeptortypen zu identifizieren dann mittels den Erkenntnissen weitere For-

schungen, vielleicht bei der Suche nach neuen selektiven Agonisten für diese noch 

unbekannte Subtypen, zu betreiben. Eventuell ergibt sich die Möglichkeit, ein neues, 

rasch wirksames Analgetikum zu entwickeln. 
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6. ABKÜRZUNGEN 
 

Ach Acetylcholin 

BSA Rinderserumalbumn 

Bq Becquerel 

BSS-Puffer spezielle salzhaltige Pufferlösung mit pH 7.4 (50 mM Tris/Cl 

pH 7.4, 120 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 2 mM MgCl2) 

DC Dünnschichtchromatographie 

DClEPB  Dechloroepibatidin, exo-2-(3-Pyridyl)-7-

azabicyclo[2.2.1]heptan 

DAD Diode Array Detector 

dpm Zerfälle pro Minute (disintegration per minute) 

EPB Epibatidin 

F freie Ligandkonzentration 

HPLC High perfomance liquid chromatography 

IC50 Kompetitor-Konzentration, bei der die maximale spezifi-

sche Bindung auf 50% reduziert ist 

KD  Dissoziationskonstante 

Ki  Inhibitionskonstante 

nAChR nicotinischer Acetylcholinrezeptor 

2PABH exo-2-(2-Pyridyl)-7-azabicyclo[2.2.1]heptan 

4PABH exo-2-(4-Pyridyl)-7-azabicyclo[2.2.1]heptan 

PEI Polyethylenimin, 50% in Wasser 

PET Positron-Emissions-Tomographie 

rpm rounds per minute  

RP-Säule Reversed-Phase-Säule 

Stabw Standardabweichung 

Triflat  Trifluormethansulfonsäuremethylester (C2H3F3O3S) 

Tris   Tris(hydoxymethyl)aminoethan 
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8. ANHANG 
 

Eichgerade zur Proteinbestimmung nach Bradford mit dem Biorad Microassay. 

Die Eichgerade wurde mit einem BSA-Standard in verschiedenen Konzentrationen 

durchgeführt. 
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