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1 Zusammenfassung 

Die neuronalen nikotinischen Acetylcholin-Rezeptoren (nAChR) spielen eine wichtige Rolle 
für Gehirnfunktionen wie das Lernen, die Erinnerung und die Schmerzempfindung. Bei 
Krankheiten wie Alzheimer oder Parkinson ist die Rezeptorendichte verändert, weshalb es von 
grosser Bedeutung wäre, diese Rezeptoren durch einen PET-Liganden in vivo darzustellen.  

Mittels molekularem Modelling wurde LJ33b (3), ein Derivat des hochaffinen Froschgiftes 
Epibatidin, entwickelt. Der nAChR-Ligand weckte aufgrund seiner in vitro Eigenschaften 
grosse Hoffnungen. Die Toxizität gegenüber dem natürlichen Epibatidin ist stark erniedrigt 
(LD50 > 10 µg/Maus) und er weist eine Affinität an den α4ß2-Subtypen mit einem Ki von 2 
nM auf.  

Die Aufgabe der vorliegenden Diplomarbeit ist es, die Eignung von [11C]-LJ33b (3) als 
Radiotracer weiter in vitro und in vivo zu untersuchen. Ausserdem sollte das gesättigte Derivat 
von LJ33b, 2H-LJ33b (6 und 7) synthetisiert und mit einer Verdrängungsstudie die Bindungs-
affinität (Ki) des Produkts an den α4ß2 -Subtyp bestimmt werden. 

Die Radiosynthese erfolgte über die Methylierung des Precursors mit [11C]-Methyliodid. Nach 
der Aufreinigung mittels semipräparativer HPLC lag das Produkt mit einer radioaktiven 
Reinheit von über 99 % und einer spezifischen Aktivität von rund 80 GBq/µmol vor. 

Beim physiologischen pH im Blut liegt [11C]-LJ33b (3) hauptsächlich protoniert vor und ist 
deshalb hydrophil (logD7.4 = – 0.28). Trotzdem wurde es in allen in vivo Experimenten mit ca. 
0.1 % normID/g durch die Blut-Hirn-Schranke aufgenommen, so dass eine Zeit-Aktivitäts-
kurve erstellt werden konnte. Diese zeigte ein Maximum bei 10 min mit anschliessender 
langsamer Elimination. Die Verteilung in die verschiedenen Hirnregionen zeigte sich weniger 
deutlich als erwartet. Weil der α4ß2-Subtyp vor allem in Thalamus, Striatum und Cortex 
vorkommt, wurde dort eine höhere Anreicherung erwartet als in Cerebellum und 
Hippocampus. Beim Autoradiographieergebnis zeigte sich diese Verteilung schwach, während 
bei der post mortem Biodistribution die höchsten Werte im Hippocampus gemessen wurden, 
vor Cortex und Mittelhirn (mit Thalamus). Deutlich weniger Aufnahme zeigten aber auch hier 
Cerebellum und Resthirn. Bei den Blockade- und Verdrängungsexperimenten wurde keine 
Blockade bzw. Verdrängung beobachtet. Allerdings war die spezifische Aktivität des [11C]-
LJ33b relativ niedrig. Wenn die Resultate jedoch bei einer höheren spezifischen Aktivität 
bestätigt werden, wäre [11C]-LJ33b (3) aufgrund zu hoher unspezifischer Bindung in vivo 
nicht ein geeigneter PET-Ligand.  
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Die Verbindung 2H-LJ33b liegt in einer exo(6)-und einer endo-Form (7) vor, wobei die exo-
Form mit einem Ki von 14.5 nM eine höhere Affinität an den α4ß2-Subtypen aufweist als die 
endo-Form (Ki 1.1 µM). Diese Affinität ist für einen erfolgreichen PET-Tracer grenzwertig. 

 

 

 
2 Einführung 

2.1 Neuronale nikotinische Acetylcholinrezeptoren 

Nikotinische Acetylcholinrezeptoren (nAChR) kommen sowohl im peripheren Nervensystem 
an den motorischen Endplatten sowie im zentralen Nervensystem vor. Sie befinden sich 
sowohl postsynaptisch mit exzitatorischem Effekt als auch präsynaptisch, wo sie die Freigabe 
von Neurotransmittern regulieren (Lindstrom, 1999). Als Mediatoren der erregenden 
Neurotrans-mission spielen die neuronalen nAChRs eine wichtige Rolle für Gehirnfunktionen 
wie das Lernen, die Erinnerung und die Schmerzempfindung.  

Der nAChR ist ein Ligand-gesteuerter Ionenkanal. Die Bindung von Acetylcholin induziert 
eine Konformationsänderung. Dadurch wird der Ionenkanal geöffnet, was den Durchtritt der 
Kationen Natrium und Kalium durch die Zellmembran ermöglicht. 

Muskuläre nAChRs bilden Pentamere mit den Subtypen α1ß1γδ (fetal) und α1ß1εδ (adult). 
Durch die Isolation korrespondierender Gene wurden im zentralen Nervensystem Subtypen 
mit den Untereinheiten α2-α9 und ß2–ß4 entschlüsselt (Lindstrom, 1999). Diese 
Untereinheiten können in verschiedenen Kombinationen Pentamere bilden, wobei der α4ß2-
Subtyp die häufigste Art im Gehirn darstellt. Der α4ß2-Subtyp besteht aus zwei α4- und drei 
ß2- Untereinheiten und weist eine hohe Affinität für das Alkaloid (-)-Nikotin auf. Eine andere 
häufige Art ist ein Pentamer bestehend aus α7- Untereinheiten. α-Bungarotoxin bindet mit 
hoher Affinität an diesen Subtypen, der in Hirnfunktionen wie Lernen, Erinnern und 
Neuroprotektion involviert ist (Clarke, 1998; Holladay et al., 1999). Eine weitere Art 
neuronaler nAChRs besteht aus α3- Untereinheiten. Sie kommt vor allem in autonomen 
Ganglien und in der Nebenniere vor und sind hauptsächlich für unerwünschte 
Nebenwirkungen verantwortlich (Holladay et al., 1999). 

Jede Untereinheit besteht aus vier transmembranen Domänen, einem grossen extrazellulären 
N-Terminal und einem kurzen extrazellulären C-Terminal (Lindstrom, 1999). Die 
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Acetylcholin-Bindungsstellen befinden sich auf der Innenseite zwischen einer α- und einer 
nicht-α- Untereinheit, wobei die Hauptkomponente zur α-Untereinheit gehört (Bertrand und 
Changeux, 1995). 

2.2 Positronen-Emissions-Tomographie (PET) 

Positronen-Emissions-Tomographie (PET) stellt eine nicht-invasive Methode dar, um die 
Bindung eines Radioliganden an einen bestimmten Rezeptor zu untersuchen. Ein spezifischer 
Ligand wird dafür mit einem Positronen-emittierenden Radionuklid markiert und einem Tier 
oder Patienten injiziert. 

Ein Protonen-reiches Atom wie 11C oder 18F zerfällt unter Abgabe eines Positrons, das in der 
Atomschale auf ein Elektron trifft. Die zwei Teilchen werden unter Bildung so genannter 
Annihilations- oder Vernichtungsstrahlung vernichtet. PET basiert auf der Detektion der 
Koinzidenz der zwei 511 keV γ-Strahlen, welche bei der Annihilation entstehen. Mit einem 
PET-Scanner kann die Distribution eines Radiopharmakons im Körper dreidimensional und 
mit hoher Auflösung analysiert werden. Die heute gebräuchlichen PET-Scanner haben eine 
Auflösung von 4-6 mm (Büll et al., 1999). 

Durch neueste technologische Fortschritte in der Detektor-Entwickung konnten Tomographen 
mit besserer Auflösung zum Imaging von Radiopharmazeutika in kleinen Versuchstieren 
hergestellt werden. Dadurch werden neue Möglichkeiten in der Gehirn- und Tumorforschung 
eröffnet. Kleintier-PET-Kameras für Studien an kleinen Tieren wie Ratten und Mäusen weisen 
bereits eine Auflösung von 1 mm auf (Chatziioannou, 2002; Myers, 2001). 

2.3 Mögliche Anwendungsgebiete eines nAChR-PET-Tracers 

Der Verlust cholinergischer Neuronen im basalen Vorderhirn wurde mit einer Vielzahl von 
Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, Huntington oder Parkinson in Zusammenhang gebracht 
(Villemagne et al., 1999). Post mortem Autoradiographien von Alzheimer-Gewebe zeigte eine 
signifikante Reduktion von nAChRs im Vergleich mit Kontrollen. PET wäre deshalb eine 
wichtige Hilfe für die frühe Alzheimer-Diagnose. 

Die Dichte an nAChRs im Hirn ist auch bei anderen Krankheiten wie Parkinson, 
Schizophrenie oder Epilepsie sowie bei Rauchern verändert (Berkovic et al., 1999). Ein PET-
Ligand könnte auch hier die Visualisierung und Quantifizierung  von nAChRs ermöglichen. 
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Neuronale nAChRs bilden auch ein Target in der Schmerzbehandlung. Nikotin und weitere 
nAChR-Agonisten zeigen starke analgetische Effekte (Flores und Hargreaves, 1999). 
Während nichtsteroidale Entzündungshemmer oft und vor allem in Hinsicht auf 
neuropathische Schmerzen zu wenig effizient sind, weisen Opioide schwere Nebenwirkungen 
wie Toleranz, Abhängigkeit, Atemdepression und Obstipation auf. Deshalb wäre eine 
neuartige antinozizeptive Substanz in der Schmerztherapie willkommen. In dieser 
Entwicklung würden PET-Liganden einfache in vivo Biodistributions-Studien ermöglichen. 

2.4 Design von Radioliganden 

Eine aktuelle Herausforderung im Bereich der Arzneimittelentwicklung ist die Identifikation 
selektiver nAChR-Liganden, welche die erwünschten therapeutischen Eigenschaften und 
keine unerwünschten Nebenwirkungen aufweisen. Der optimale Radioligand sollte selektiv an 
den gewünschten Rezeptor binden, eine hohe spezifische Aktivität und eine gute Kinetik 
aufweisen. Zudem sollten keine lipophilen radioaktiven Metaboliten gebildet werden, da diese 
das Mess-ergebnis verfälschen würden. 

Nikotinische cholinerge Bindungsstellen im Hirn können mit diversen Agonisten gelabelt 
werden: [3H]-Acetylcholin (Abb. 1; a), [3H]-Nikotin (Abb. 1; b) oder N-[3H]-Methyl-
carbamyl-cholin (Pabreza et al., 1990). Sie alle binden an dieselbe Agonist-Erkennungsstelle 
und dienten als wichtige pharmakologische Hilfsmittel und Leitstrukturen in der 
pharmazeutischen Chemie (Holladay et al., 1999). Allerdings weisen sie eine hohe 
unspezifische Bindung und eine zu schnelle Hirn-Clearance auf. 

1990 wurde ein neuer potenter Ligand entdeckt: Cytisin (Abb. 1; c), ein Alkaloid aus Samen 
des Goldregens, Laburnum anagyroides (Pabreza et al., 1990). [3H]-Cytisin bindet mit hoher 
Affinität (KD = 1 nM) an den α4ß2 Subtypen, weist aber zugleich eine hohe Toxizität auf. Ein 
Vergleich der Bindung in verschiedenen Hirnregionen zeigte eine vermehrte Anreicherung in 
Thalamus, Striatum und Cortex im Vergleich zu Hippocampus, Cerebellum oder 
Hypothalamus. Cytisin wird heute hauptsächlich für in vitro Bindungsstudien verwendet. 

Es wurden weitere Anstrengungen unternommen, um spezifische nAChR-Liganden mit 
reduzierten Nebeneffekten zu finden. Das Nikotin-Analogon ABT-418 ( ; d) bindet and 
den α4ß2-Subtypen (K

Abb. 1
i = 3 nM). Dieser Wirkstoff wurde klinisch für die Behandlung von 

Alzheimer untersucht. ABT-418 zeigt kognitive Verbesserung sowie anxiolytische Aktivität 
und weist weniger Nebenwirkungen als (-)-Nikotin auf (Arneric et al., 1995). 
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3-Pyridylether-Verbindungen stellen eine weitere Gruppe dar. Einer ihrer Vertreter, A-85380 
(Abb. 1; e), weist eine gute spezifische Bindung zum α4ß2-Subtypen (Ki = 0.05 nM) und eine 
sehr niedrige Toxizität auf. (Abreo et al., 1996; Chefer et al., 1999; Holladay et al., 1998). 
Sein radiomarkiertes Analogon, 2-[18F]-A-85380, stellt momentan den besten nAChR-Tracer 
dar (Chefer et al., 1999). Bei in vivo PET-Experimenten verteilte er sich sehr gut in die 
Hirnregionen mit hoher α4ß2-Rezeptordichte (Thalamus, Cortex und Striatum) und liess sich 
dort durch Cytisin verdrängen. 

 

N

NH

O

c) Cytisinb)  Nikotin

f)  Epibatidin

a)  Acetylcholin

Me3N
O CH3

O

N
d)  ABT-418

N

CH3 O N

CH3 O
N

e)   A-85380

N

N

H
N

N
Cl

H

Abb. 1: Molekülstrukturen einiger nAChR-Liganden. 

1974 wurde Epibatidin (Abb. 1; f), ein neuartiges Azabicycloheptan-Alkaloid, aus der Haut 
des equadorianischen Frosches Epipedobates tricolor durch Daly und Mitarbeiter isoliert. 
Epibatidin besitzt stärkere analgetische Eigenschaften als Morphium, die nicht über den 
Opioid-Mechanismus, sondern über nAChRs im zentralen Nervensystem vermittelt werden 
(Badio und Daly, 1994). Epibatidin weist hohe Affinitäten für die Subtypen α4ß2 und α3 auf 
(Glennon und Dukat, 1999). Sein Ki für [3H]-Cytisin-Bindungsstellen liegt zwischen 0.043 
und 0.058 nM, wobei das (-)-Enantiomere etwas stärker als das (+)-Enantiomere bindet (Badio 
und Daly, 1994; Glennon and Dukat, 1999; Qian et al., 1993; Spang, 1999). Epibatidin wurde 
als Leitstruktur für die weitere Radiotracer-Entwicklung verwendet. 

Der Nachteil des Epibatidins und seinen [11C]-methylierten oder [18F]-fluorierten Analoga ist 
die hohe Toxizität. Höhere Dosen verursachen in Mäusen schwere Krämpfe, erhöhte Atem- 
und Herzfrequenz, Lähmungen oder den sofortigen Tod (Bertrand et al., 1999, Horti et al., 
1998).  
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Es wurde nach N-[11C]-methylierten Analoga gesucht, die eine geringere Toxizität, aber eine 
dennoch hohe Affinität an den α4ß2-Subtypen aufweisen (Horti et al.; 1998, Spang, 1999). 

LJ33b (3) wurde als hoffnungsvoller Radioligand entwickelt (Mu et al., 2003). LJ33b weist 
eine Affinität an den α4ß2-Subtypen mit einem Ki von 2 nM auf und seine Toxizität ist gering 
(LD50 > 10 µg/Maus). 

 

2.5 Zielsetzung 

Die in vivo Visualisierung der nAChR mittels PET-Tracern wäre von grossem klinischem und 
wissenschaftlichem Interesse. Die Eignung von [11C]-LJ33b (3) als Radiotracer sollte nun 
untersucht werden.  

Die Aufgabe der vorliegenden Diplomarbeit ist es, die Biodistribution von [11C]-LJ33b (3) 
weiter in vitro und in vivo zu untersuchen. Dazu musste zuerst die Synthese des 
Radioliganden etabliert und eine HPLC-Methode zur Qualitätskontrolle entwickelt werden. 
Fehlende in vitro Parameter wie die Lipophilie (logD7.4 und logP12) und die Plasmastabilität 
sollten bestimmt werden. Der Radioligand wurde anschliessend Ratten und Mäusen injiziert, 
welche dann im Kleintier-PET Scanner untersucht wurden. Die Biodistribution wurde 
ausserdem post mortem und mittels ex vivo-Autoradiographie bestimmt. 

Ausserdem sollten das gesättigte Derivat von LJ33b, 2H-LJ33b (6 und 7) synthetisiert (Abb. 
2) und die Bindungsaffinität (Ki) des Produkts an den α4ß2-Subtypen mit einer 
Verdrängungsstudie bestimmt werden. 

N

N

(±)-LJ33b  (3)

H3C

(endo) 2H-LJ33b  (7)

N
H3C N

H3C

N + H

H
N

(exo) 2H-LJ33b (6)

Abb. 2: Molekülstrukturen von (±)-LJ33b und den beiden gesättigten Derivaten. 
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3 Methoden 

3.1 Chemie 

Die Reagenzien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von Fluka, Merck, Riedel-de-Haën oder 
Sigma-Aldrich verwendet. Säulenchromatographie wurde über Kieselgel mit UV-Detektion 
bei 254 nm durchgeführt. Nach jedem Reaktionsschritt wurden Identität und Reinheit der 
Produkte mittels Dünnschichtchromatographie (DC) geprüft. Dazu wurden Aluminium-Platten 
mit Kieselgel 60 F254 von Merck verwendet, die Detektion der Substanzen erfolgte mittels UV 
bei 254 nm und Besprühen mit Iodplatinreagens. Unten sind die eingesetzten Laufmittel mit 
den entsprechenden Volumenverhältnissen (v/v) aufgelistet. 

Laufmittel 1 Ethylacetat/ Methanol/ Ammoniumhydroxid-Lösung  
 (28%; im Folgenden als NH3(aq) abgekürzt)  10:4:1 
Laufmittel 2 Chloroform/ Methanol/ NH3(aq)  20:5:0.5 
Laufmittel 3 Tetrahydrofuran (THF)/ Hexan  3:7 
Laufmittel 4 Ethylacetat/ Methanol/ NH3(aq)  10:5:0.5 
Laufmittel 5 Ethylacetat/ Methanol/ NH3(aq)  12:6:0.4 
Laufmittel 6 THF/ NH3(aq)  20:1 
1H-NMR Spektren wurden mit einem Gemini-300BB-Spektrometer mit CDCl3 aufgenommen. 
Massenspektrometrie wurde auf einem Trio 2000 Spektrometer (Fisons Instruments; Scan 
ES+) durchgeführt. 

3.1.1 Synthese von (±)-LJ33b (3) und anschliessende Demethylierung 

8-Methyl-3-pyridin-3-yl-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-ol (2): 5.22 g (33 mmol) 3-Bromopyridin 
wurden in 60 ml trockenem Ether unter Argon-Atmosphäre auf –78°C gekühlt. 14 ml 
Butyllithium-Lösung (1.6 M in Hexan) wurde zugegeben und das Gemisch wurde während 10 
min bei –78°C gerührt. Dann wurden 3 g (22 mmol) Tropinon (1) in 30 ml Ether zugegeben 
und das Gemisch wurde während weiteren 30 min bei –78°C und anschliessend über Nacht bei 
Raumtemperatur gerührt. 20 ml Wasser wurden zugegeben und die organische Phase A wurde 
abgeschieden. Die Wasserphase wurde mit Kaliumcarbonat gesättigt und zweimal mit einem 
Gemisch aus Chloroform und Isopropanol (8:2) extrahiert, was die organische Phase B ergab. 
Die beiden Extrakte A und B wurden kombiniert und einrotiert. Der Rückstand wurde in 
Chloroform gelöst und mittels Säulenchromatographie aufgereinigt. Als Laufmittel wurde 
zuerst Ethylacetat zum Beseitigen von überschüssigem 3-Bromopyridin, dann Laufmittel 1 
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eingesetzt. Nach Einrotieren des Eluats kristallisierte der Rückstand aus und wurde mit Ether 
gewaschen. Es resultierte eine Ausbeute von 3.6 mg (77 %) 2. DC, Laufmittel 1: Rf (2) = 0.14; 
Rf (1) = 0.6. 1H NMR (200 MHz, CDCl3): δ 8.77 (d, 1H, J=2.6), 8.45 (dd, 1H, J=4.6, 1.6), 
7.80 (m, 1H), 7.21 (m, 1H), 3.26 (m, 2H), 2.35 (s, 3H), 2.41-2.32 (m, 2H), 2.21 (m, 2H), 2.05 
(m, 3H), 1.87 (m, 1H), 1.80 (m, 1H) ppm. MS: m/z 219.3 [M+1]+. 

(±)-8-Methyl-3-pyridin-3-yl-8-azabicyclo[3.2.1]oct-2-ene ((±)-LJ33b; 3): Für die 
Dehydratation wurden 2.5 g (11.5 mmol) 2 weiterverwendet. 5 ml Thionylchlorid wurden 
zugegeben und das Gemisch wurde während 30 min rückflussiert. Das überschüssige Reagens 
wurde evaporiert, gesättigte wässrige Kaliumcarbonat-Lösung wurde zum dunklen Rückstand 
gegeben. Zur Homogenisation wurde Ethanol zugegeben und das Gemisch wurde während 30 
min bei 75-80°C gerührt. Mit Chloroform/Isopropanol (9:1) wurde zweimal extrahiert, die 
organische Phase wurde eingeengt und der Rückstand in Chloroform gelöst. Produkt 3 wurde 
mittels Säulenchromatographie mit Laufmittel 2 aufgereinigt. Die Ausbeute betrug 1.9 g 
(82.5%). DC Laufmittel 1: Rf (2) = 0.14, Rf (3) = 0.4, Laufmittel 2: Rf (3) = 0.6. 1H NMR (300 
MHz, CDCl3): δ 8.59 (d, 1H, J=1.6), 8.42 (dd, 1H, J=4.7, 1.5), 7.60 (m, 1H), 7.19 (m, 1H), 
6.29 (d, 1H, J=5.5), 3.47 (m, 2H), 2.86 (dd, 1H, J=17.2, 3.7), 2.41 (s, 3H), 2.15 (m, 3H), 1.88 
(m, 1H), 1.61 (m, 1H) ppm. MS m/z 201.3 [M+1]+.  

(±)-3-Pyridin-3-yl-8-azabicyclo[3.2.1]oct-2-ene ((±)-Desmethyl-LJ33b; 5): 1.25 g der Verbin-
dung 3 (6.3 mmol) wurden für die Demethylierung eingesetzt. Um eventuell vorhandenes 
Wasser vollständig zu eliminieren, wurde mit 50 ml Benzol auf einer Dean-Stark-Apparatur 
eine azeotrope Destillation durchgeführt. Dann wurden 7.5 ml (11 g) 2,2,2-
Trichlorethylchlorformiat und 1 g gepulvertes Kaliumcarbonat zugegeben und das Gemisch 
wurde während 18 h rückflussiert. Das Reaktionsgemisch wurde eingeengt, wässrige 
gesättigte Kaliumcarbonat-Lösung wurde zum Rückstand gegeben, dann wurde zweimal mit 
Chloroform extrahiert. Nachdem die organische Phase etwas eingeengt war, wurde 4 mittels 
Säulenchromatographie aufgereinigt. Als Laufmittel wurde zuerst Hexan zum Entfernen des 
Eduktes, dann Laufmittel 3 eingesetzt. Die Ausbeute an Zwischenprodukt 4 aus den vereinten 
eingeengten Fraktionen betrug 1.38 g (63 %) einer öligen Flüssigkeit. DC Laufmittel 3: Rf (3) 
= 0, Rf (4) = 0.3, Laufmittel 4: Rf (3) = 0.2, Rf (4) = 0.8 

1.104 g (3.2 mmol) 4 wurden mit 10 ml Essigsäure (90%), 20 ml Methanol und 2 g Zink 
gemischt und über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Eine wässrige gesättigte 
Kaliumcarbonat-Lösung wurde dem Reaktionsgemisch bis zu einem basischen pH-Wert 
beigefügt, dann wurde mit Chloroform extrahiert. Mittels Säulenchromatographie wurde 
aufgereinigt. Mit THF wurde 4 eluiert, dann wurde 5 mit Laufmittel 2 isoliert. Die freie Base 
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wurde in Isopropanol gelöst und eine gesättigte Salzsäure-Lösung in Ether wurde beigefügt. 
Die 5-HCl-Präzipitation wurde mit Isopropanol und Ether gewaschen und über Natriumsulfat 
getrocknet. Aus der Mutterlauge konnte weiteres Produkt isoliert werden. Die gesamte 
Ausbeute an 5-Hydrochlorid betrug 640 mg (40 %). DC Laufmittel 5: Rf (5) = 0.15, Rf (3) = 
0.27, Laufmittel 2:  Rf (4) = 0.9 Rf (5) = 0.4. 1H NMR (5-HCl, 300 MHz, CDCl3): δ 8.99 (s, 
1H), 8.66 (d, J=5.1), 8.54 (d, J=7.5), 7.96 (t, J=5.7), 6.65 (s, 1H), 4.5-4.1 (m, 2H), 3.4-3.2 (m, 
2H), 2.7-2.2 (m, 5H), 2.0-1.8 (m, 1H) ppm. MS m/z 187.3 [M+1]+.  
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Abb. 3: Reaktionsschema der Synthese von (±)-LJ33b (3) und anschliessender 
Demethylierung. Die Doppelbindung bei (3) kann zwischen 2 und 3 oder 3 und 4 erfolgen, 
wodurch die Zentren 1 und 5 RS oder SR-Konfiguration annehmen. 

 

3.1.2 Methylierung von (±)-Desmethyl-LJ33b (5) 

Das Hydrochlorid musste zuerst in die freie Base (5) überführt werden. 14 mg 5-HCl wurden 
in konzentrierter Kaliumcarbonat-Lösung (pH 12) gelöst und mit Chloroform extrahiert. Die 
organische Phase wurde über wasserfreiem Natriumsulfat  getrocknet, filtriert und eingeengt.  

Kalte Methylierung: Methyliodid (9 µl, entsprechen 20 mg oder 0.141 mmol) und 3 ml 
Acetonitril wurden zu 22.7 mg (0.12 mmol) 5 gegeben und das Gemisch wurde während 60 
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min rückflussiert. Die Isolation von 3 erfolgte mit Säulenchromatographie. Mit DC wurden 
verschiedene Laufmittel getestet, wovon Laufmittel 2 (Rf (3) = 0.6, Rf (5) = 0.4), bzw. 
Laufmittel 6  (Rf (3) = 0.6, Rf (5) = 0.2) angewandt wurden. 

Alternative Variante: Reduktive Methylierung. 33.8 mg (0.18 mmol) 5 wurden in 2 ml 
Methanol gelöst. 20 µl Formaldehyd-Lösung 37%, 40 mg Natriumborhydrid und eine 
katalytische Menge Toluol-4-sulfonsäure wurden zugegeben und das Gemisch wurde während 
30 min gerührt. Das Reaktionsgemisch wurde dreimal mit Chloroform extrahiert und das 
Lösungsmittel wurde evaporiert. Der Rückstand wurde wiederum in Chloroform gelöst und 
die Lösung wurde durch wasserfreies Natriumsulfat filtriert und danach einrotiert. Produkt 3 
wurde mittels Säulen-chromatographie mit Laufmittel 2 aufgereinigt. Die Ausbeute betrug 
18.3 mg (50.5%). 

 

N

N

(±)-LJ33b (3)

H
N

N

H3CCH3 I,
CH3CN,

1.

2. HCHO, NaBH4,
CH3OH, TsOH

(±)-Desmethyl-LJ33b  (5)

60 min, Rückfluss

Abb. 4: Reaktionsschema der kalten Methylierung mit Methyliodid (1.) und der reduktiven 
Methylierung (2.) von (±)-Desmethyl-LJ33b (5) zu (±)-LJ33b (3). 

 

3.1.3 Synthese der gesättigten Produkte 

(exo/endo)-8-Methyl-3-pyridin-3-yl-8-azabicyclo[3.2.1]octan (exo/endo-2H-LJ33b; 6/7): 
184.2 mg (0.921 mmol) 3 wurden mit 20 ml Ethanol in einen 100 ml-Dreihalskolben gegeben. 
200 mg 10 % Palladium auf Aktivkohle wurden zugegeben und unter Wasserstoff-
Atmosphäre während 22 Stunden gerührt. Auf dem DC mit Laufmittel 2 war praktisch kein 
Ausgangsprodukt mehr sichtbar, dafür aber 2 Produkte (6/7, Rf 0.38/0.33). Nach Filtration 
durch Celite zur Entfernung des Katalysators wurde mittels Säulenchromatographie mit 
Laufmittel 2 vorgereinigt. Die Produkte wurden mittels präparativer DC (20x20 cm, Kieselgel 
60 F254, Merck 0.25 mm; 4 mg pro Platte, Laufmittel 2) aufgereinigt. Weil sich die zwei 
ähnlichen Verbindungen nur schwer trennen liessen und auf präparativen Platten keine 
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Trennung erfolgte, mussten analytische Platten eingesetzt werden. 6 bzw. 7 wurden mit 
Methanol und einem Gemisch aus Ethanol/NH3(aq) 9:1 v/v vom Kieselgel extrahiert und nach 
Einrotieren des Lösungsmittels durch eine Säure-Basen-Reextraktion aufgereinigt. 

Die Ausbeute an (endo)-2H-LJ33b (7) betrug 67.4 mg (35.9%). 1H NMR (500 MHz, CDCl3, 
vergl. Abb.6): δ 8.57 und 8.42 (2s, C(2’)H und C(6’)H), 7.58 (d, 1H, J=8 Hz, C(4’)H), 7.21-
7.18 (m, 1H, C(5’)H), 3.25 (br. m, 2H, C(1)H + C(5)H), 3.09 (m, 1H, C(3)H), 2.55-2.40 (m, 
2H), 2.27 (s, 3H, NCH3), 2.16-2.01 (m, 2H), 1.66-1.58 (m, 2H), 1.43 (m, 2H, C(6)endoH + 
C(7)endo H) ppm. MS m/z 203.4 [M+1]+. 

(Exo)-2H-LJ33b (6) wurde mittels Säulenchromatographie (Laufmittel 2) zusätzlich 
aufgereinigt. Es wurden 5.5 mg (0.03 mmol; 2.9 %) erhalten. 1H NMR (500 MHz, CDCl3, 
vergl. Abb.6): δ 8.47 (br.s, 2H, C(2’)H + C(6’)H), 7.66 (d, 1H, J=7.7 Hz, C(4’)H), 7.23 (br. S, 
1H, C(5’)H), 3.37 (s, 2H, C(1)H 1C(5)H), 2.90 (m, 1H, C(3)H), 2.42 (s, 3H, NCH3), 2.19-2.13 
(m, 2H), 2.08 (t, 2H), 1.80 (m, 2H, C(6)endoH + C(7)endo H), 1.72-1.67 (m, 2H) ppm MS m/z 
203.4 [M+1]+. 

 

bb. 5: Reduktion von (±)-LJ33b (3) zu den zwei gesättigten Produkten (exo)- und (endo)-
2H-LJ33b (6 und 7). 

g zur Zuordnung von ‚endo’ bzw. ‚exo’ wurde mittels ROESY-NMR 

N
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H
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Die Strukturaufklärun
(300 ms, 500 MHz, CHCl3) durchgeführt (vergl. Kapitel 4.1, Abb.6) 
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3.2 Radiosynthese von [11C]-LJ33b 

[11C]-LJ33b ([11C]-3) wurde über die Methylierung von 5 mit [11C]-Methylenchlorid 
synthetisiert. 

In einem Zyklotron (General Electric PETtrace) wurde ein Stickstoff-Target (N2 mit 1 % O2, 
PanGas) mit Protonen bestrahlt. Das via 14N(p,α)11C entstandene [11C]-CO2 wurde in eine 
Methyliodid-Anlage eingeleitet. Hier wurde [11C]-CH3I durch eine zweistufige Reaktion 
hergestellt: Nach katalytischer Reduktion von [11C]-CO2 mit Nickel entstand [11C]-CH4, 
anschliessend wurde [11C]-CH3I durch Gasphasen-Iodierung von [11C]-CH4 mit I2 bei 720°C 
erhalten. [11C]-CH3I wurde bei –25°C in den Reaktor mit 0.4 mg 5 in 400 µl Acetonitril 
eingeleitet.  

Die Reaktionslösung wurde mittels semipräparativer HPLC aufgereinigt. Dazu wurde eine 
Nukleosil-Säule (50-7, 250 mm x 10 mm, Macherey-Nagel) und als Laufmittel 
Dichlormethan/ Methanol/ TEA/ Essigsäure (950:50:10:4.32 v/v/v/v) bei einem Fluss von 7 
ml/min eingesetzt.  Der Aktivitätspeak mit dem Produkt wurde in einem Rotavap gesammelt, 
das Lösungsmittel wurde im Vakuum vollständig evaporiert. Das Produkt wurde in 
physiologischer Salzlösung (0.9 % NaCl-Lösung mit 10 % Ethanol und 1 % Polysorbat 80) 
aufgenommen und in die Produktflasche geleitet. 

Qualitätskontrolle sowie die Bestimmung der spezifischen Aktivität von [11C]-LJ33b (3) 
wurde mittels analytischer HPLC auf einem Merck-Hitachi LaChrom HPLC-System (L 7100 
Pumpe, L 7200 Autosampler) ausgeführt. Zur Auftrennung der Substanzen wurde eine 
Bondclone-C18-Säule (10 µ, 300 x 3.90 mm; Phenomenex) und als Laufmittel Acetonitril/ 
TEA/ Phosphatpuffer pH 7 (0.0069 M KH2PO4, 0.0098 M Na2HPO4) 29:1:70 v/v/v bei einem 
Fluss von 1.5 ml/min verwendet. Die Detektion der Substanzen erfolgte bei 243 nm mittels 
einem L 7400 UV-Detektor und einem BIOSCAN Flow-Count (NaI Detektor, mit dem D 
7000 Interface verbunden). Mit der Merck HPLC-Manager-Software wurde die Datenanalyse 
der Chromatogramme ausgeführt.  

Die Produktkonzentration wurde über den Vergleich der UV-Peakflächen mit einem Standard 
bestimmt. Mit dem Quotienten aus Aktivität [GBq/ml] und der Produktkonzentration 
[µmol/ml] liess sich die spezifische Aktivität berechnen. 
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3.3 Bestimmung der Lipophilie 

Die Lipophilie von [11C]-LJ33b (3)  wurde über die Bestimmung des Verteilungskoeffizienten 
durch die Shake-Flask-Methode mit einem Octanol-Puffer-System ermittelt. Der logD wurde 
beim physiologischen pH 7.4 bestimmt. Dazu wurde ein Phosphatpuffer mit 0.013 M KH2PO4 
und 0.054 M Na2HPO4 verwendet. Für die Bestimmung des logP wurde ein Glycin-Puffer 
(0.046 M Glycin, 0.046 M NaCl, 0.054 M NaOH) mit einem pH-Wert von 12 eingesetzt. 

990 µl Octanol, 1 ml Puffer und 10 µl Produktlösung (ca. 150 kBq 11C-3) wurden in einem 
Reagenzglas während 5 min auf einem Vortex (Scientific Industries Vortex-2 Genie) 
gemischt. Danach wurde während 5 min bei 6’000 rpm zentrifugiert (Heraeus Varifuge RF). 
400 µl beider Phasen wurden entnommen und die darin enthaltene Radioaktivität wurde in 
einem Gamma-Counter (Packard Cobra II Auto-Gamma) gemessen.  

Weitere 400 µl wurden von der Octanolphase entnommen und mit 600 µl frischem Octanol 
und 1 ml Puffer während 5 min auf dem Vortex gemischt. Anschliessend wurde zentrifugiert 
(5 min, 6’000 rpm), dann wurde die Radioaktivität in beiden Phasen wie oben beschrieben 
gemessen. Das ganze wurde wiederholt, bis zuwenig Aktivität vorhanden war. 

Die gemessenen Aktivitäten wurden durch die Zerfallsformel (Gleichung 1) korrigiert und die 
Verteilungskoeffizienten wurden für jeden Verdünnungsschritt berechnet. 

  AT   =   A0  *  e  ((-ln2*T)/t1/2) Gleichung 1 

(AT: Aktivität zur Zeit T; A0: Start-Aktivität; t1/2: Halbwertszeit von C-11: 20.3 min) 

Das Verhältnis der Radioaktivität von der organischen zur wässrigen Phase wurde berechnet. 
Der Logarithmus dieses Verhältnisses ergibt logD7.4 bzw. logP12. 

3.4 Plasmastabilität 

1 ml Produktlösung wurde in 5 ml humanem Blutplasma bei 37°C inkubiert. Zu bestimmten 
Zeitpunkten (5, 10, 20, 40, 60 und 90 min) wurden 500 µl der Inkubationslösung entnommen 
und zur Fällung der Proteine mit 600 µl Acetonitril versetzt. Die Präzipitation wurde während 
5 min bei 5’000 rpm zentrifugiert (Heraeus Varifuge RF). Zur Auswertung wurden zwei 
verschiedene Verfahren angewandt: Radio-Dünnschicht-Chromatographie (BIOSCAN System 
200 Imaging Scanner) und HPLC. 

Für die Radio-DC wurden 30 µl des Überstandes direkt auf eine DC-Platte (Aluminium-Platte 
mit Kieselgel 60 F254, Merck) aufgetragen. Weitere 30 µl wurden mit 10 µl Produktlösung 
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aufgestockt und als Referenz ebenfalls auf die DC-Platte aufgetragen. Als Fliessmittel wurde 
Chloroform/ Methanol/ NH3(aq) im Verhältnis 20:5:0.5 v/v/v eingesetzt.  

Der Rest des Überstandes wurde durch einen Sterilfilter filtriert. Die radiochemische Reinheit 
des Filtrats wurde mit derselben analytischen HPLC-Methode überprüft wie für die Produkt-
Analytik (Kapitel 3.2). 

3.5 In vivo Experimente 

Um Biodistribution, Kinetik und in vivo Spezifität von [11C]-LJ33b (3) zu untersuchen, 
wurden in vivo PET-Studien mit anschliessender post mortem Organentnahme an zwei 
männlichen Sprague-Dawley Ratten (beide 560 g) und zwei C57/BL6 Mäusen (A: 23.7g, B: 
24.7 g) durchgeführt. Die Haltung der Tiere und die Durchführung der Tierexperimente 
erfolgten gemäss den Richtlinien des Schweizerischen Tierschutzgesetzes.  

Der [11C]-markierte Ligand wurde im Universitätsspital Zürich (spezifische Aktivität 40-90 
GBq/µmol) hergestellt, dann möglichst schnell ans Paul Scherrer Institut (PSI) in Villigen 
transportiert, wo er in eine katheterisierte laterale Schwanzvene des anästhetisierten Tieres 
injiziert wurde. Während des Experiments wurde das Tier mit dem Inhalationsnarkotikum 
Isofluran (2.5 – 3 %) immobilisiert. 

Ein 1. Experiment wurde zur Ermittlung der Baseline und der Biodistribution an einer Ratte 
durchgeführt. 55 min nach EOS (t0) wurden 19.6 MBq injiziert. Die spezifische Aktivität 
betrug zu diesem Zeitpunkt noch 6 GBq/µmol, die injizierte Menge an [11C]-LJ33b (3) 
entsprach somit 3.25 nmol. Die Verteilung der Substanz wurde während 90 min mit einem 
Kleintier-PET-Tomographen (Quad-HIDAC, Oxford Positron Systems) verfolgt.  

Im 2. Experiment wurde an einer Ratte eine Verdrängung mit Cytisin durchgeführt. 62 min 
nach EOS wurden 30.9 MBq injiziert (3.12 nmol, spezifische Aktivität 9.9 GBq/µmol). 16 
min nach Beginn des PET-Scans wurde Cytisin 2 mg/kg i.v. injiziert und PET wurde für 
weitere 54 min weitergeführt. 

Im 3. Experiment wurde an Mäusen eine Blockade mit Cytisin durchgeführt. Dazu wurde der 
Maus A 4.2 MBq [11C]-LJ33b (3) (830 pmol, spezifische Aktivität 5.06 GBq/µmol) injiziert. 
Die Verteilung der Substanz wurde während 30 min mit dem Kleintier-PET verfolgt. Der  
Maus B wurde zur Blockade 7 min vor Injektion des Radioliganden Cytisin 0.5 mg/kg i.v. 
injiziert. Dann wurde 1 MBq [11C]-LJ33b (3) (980 pmol, spezifische Aktivität 1.02 
GBq/µmol) appliziert und im PET während ebenfalls 30 min gemessen.  
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Nach den PET-Experimenten 1 und 3 wurden die Tiere kurz mit Diethylether betäubt und 
durch Enthauptung getötet. Eine post mortem Biodistributions-Studie wurde ausgeführt, indem 
verschiedene Organe (Niere, Leber, Lunge, Knochen, Muskeln) und Hirnregionen (Cortex, 
Hippocampus, Striatum, Mittelhirn, Cerebellum) entnommen und die inkorporierten 
Aktivitäten in einem γ-Counter (Minaxi Auto-Gamma®5000 Series) quantifiziert wurden. Die 
gemessene Aktivität wurde in %ID/g Organ umgerechnet und auf das Körpergewicht eines 
Tieres normiert. 

3.6 Ex vivo Autoradiographie 

In einem 4. Tierexperiment, wurde die Verteilung von [11C]-LJ33b (3) im Gehirn mittels ex 
vivo Autoradiographie an einer männlichen Sprague-Dawley Ratte (360 g) untersucht. [11C]-
LJ33b wurde wie in Kapitel 3.2 beschrieben hergestellt. 288 MBq (4.53 nmol, spezifische 
Aktivität 63.5 GBq/µmol) wurden in eine laterale Schwanzvene injiziert. Nach 15 min wurde 
die Ratte kurz mit Diethylether betäubt und durch Enthauptung getötet. Das Hirn wurde 
herauspräpariert, mit Flüssigstickstoff gefroren und im Kryostaten (Microm HM 560) bei –
20°C geschnitten. Zur Auswertung im Phosphor Storage System wurde jeweils ein 10 µm 
dicker Schnitt auf einen Objektträger genommen, 9 verworfen und wieder 1 Schnitt auf den 
Objektträger aufgelegt etc. Daraus resultierte ein Schnittabstand von 100 µm. Die Objektgläser 
wurden während 240 min mit einer Phosphor Imaging Platte (BAS-TR 2025) bedeckt, danach 
wurde die Platte mit einem Lesegerät eingelesen. Der Phosphor Imager liefert eine Bilddatei 
mit den Aktivitäten der koronalen Hirnschnitte, woraus mittels der Software PMOD eine 3D-
Darstellung rekonstruiert werden kann. 

3.7 Präparation der Hirnhomogenisate 

Präparierte Rattengesamthirne von Sprague-Dawley Ratten (je ca. 2 g) wurden von der Firma 
Charles River Wiga GmbH, D-Kissleg bezogen und bei –80°C tiefgefroren. Über Alter, 
Geschlecht und Spezies liegen keine Angaben vor.  

Die tiefgefrorenen Hirne wurden in einem kalten Sucrosepuffer (0.32 M Sucrose, 10 mM Tris 

(Tris(hydroxymethyl)aminomethane)/Ac pH 7.4, 0.02 % NaN3) aufgetaut. Danach wurden sie 
in ca. 10 Volumenteilen Sucrose-Puffer (bezogen auf das Originalgewicht des Gewebes) mit 
einem Polytron® (PT 2100, Kinematica AG, CH-Littau)  während 30 Sekunden 
homogenisiert. Das Homogenat wurde während 15 min mit 1’000 g bei 4°C zentrifugiert 
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(Sorvall-Zentrifuge, HS-4 Rotor). Der Überstand wurde in ein anderes Zentrifugenröhrchen 
pipettiert und auf Eis aufbewahrt. Das P1-Pellet wurde in 5 Volumenteilen Sucrose-Puffer 
homogenisiert und wiederum zentrifugiert (4°C, 1’000 g, 15 min). Beide Überstände wurden 
vereint und mit 17’000 g zentrifugiert (Sorvall-Zentrifuge, SS34-Rotor; 4°C, 20 min). Das 
dadurch erhaltene P2-Pellet wurde in 5 mM Tris/Ac-Puffer (pH 7.4) resuspendiert. Die 
Suspension wurde zentrifugiert (4°C, 17’000 g, 20 min), dann wurde das P2-Pellet wiederum 
in 5 mM Tris/Ac-Puffer (pH 7.4) resuspendiert und zentrifugiert (4°C, 17’000 g, 20 min). Das 
gewaschene P2-Pellet wurde in 50 mM Tris/Ac-Puffer (pH 7.4) resuspendiert, so dass eine 
Proteinkonzentration zwischen 5 und 10 mg/ml resultierte. Die Aliquots wurden bei –80°C 
tiefgefroren. 

Für die Verdrängungsstudien wurden die Aliquots auf Eis aufgetaut und während 5 min mit 
14’000 rpm bei 4°C zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0R). Der Überstand wurde verworfen, 
das Pellet in 500 µl eiskaltem BSS-Puffer (buffered salt solution; 50 mM Tris/Cl pH 7.4, 120 
mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 2 mM MgCl2) resuspendiert und erneut zentrifugiert 
(4°C, 14’000 rpm, 5 min). Der Überstand wurde wieder verworfen und das Pellet in 500 µl 
eiskaltem BSS-Puffer resuspendiert. Die Proteinkonzentration wurde mit dem Bradford 
BioRad Microassay bestimmt (Bradford, 1976). Als Standard wurde BSA (bovine serum 
albumin, Microstandard 1.38 mg/ml in 0.15 M NaCl, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-
Steinheim) verwendet. 

3.8 In vitro Verdrängungsstudie mit [3H]-Cytisin 

Die Bindungsaffinität von 6 und 7 an den α4ß2-Subtypen wurde mittels einer 
Verdrängungsstudie mit [3H]-Cytisin (spezifische Aktivität 770.88 GBq/mmol; NEN® Life 
Science Products, USA-Boston MA) in einer Konzentration von 2 nM ermittelt (Yamamura et 
al., 1990). 

Die Bindungsstudien wurden in Polystyrol-Reagenzgläsern mit einem Gesamtvolumen von 
200 µl durchgeführt. Verdünnungen der Substanz in einem Bereich von 1 pM bis 100 nM 
wurden in BSS-Puffer vorgelegt, das Membran-Homogenisat (siehe oben) wurde mit einer 
Proteinkonzentration von 0.5 µg/µl beigefügt. Nach Zugabe des Radioliganden wurde 
während einer Stunde auf Eis inkubiert. 

Die nicht-spezifische Bindung wurde mit Nikotin ((-)-Nikotinhydrogentartat, Sigma-Aldrich) 

in einer Konzentration von 1 mM bestimmt. 
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Der freie Radioligand wurde vom gebundenen mit Vakuumfiltration durch einen 
Glasfaserfilter (GF/C Whatman®; in Polyethyleniminlösung 0.5 % vorgewaschen) getrennt. 
Die Filter wurden dreimal mit 4 ml eiskaltem BSS-Puffer gewaschen, mit 4 ml 
Szintillationsflüssikeit (Ultima GoldTM, Packard Bioscience Company, NL-Groningen) 
versetzt und im ß-Counter (Tri-CarbTM Liquid Scintillation Analyzer, Canberra Packard, CH-
Zürich) während 3 min gemessen. 

Die erhaltenen Daten wurden mit der Software KELL Radling (Biosoft®) ausgewertet. Die 
Cheng-Prusoff-Gleichung für ein Einkomponentensystem (Gleichung 2) wurde für die 
Berechnung des Ki-Wertes angewandt.  

  Ki = IC50 / (1+ F/KD) Gleichung 2 

F = freie Konzentration an Radioliganden, KD = Affinität des Radioliganden zum Rezeptor, 
IC50 = Verdrängerkonzentration, bei der die spezifische Bindung des Radioliganden 50 % 
beträgt. 
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4 Resultate 

Das Epibatidin-Analogon LJ33b (3), sein demethyliertes Derivat 5 sowie 6 und 7 wurden 
synthetisiert. Der Precursor (5) wurde mit [11C]-Methyliodid methyliert. Mit dem 
Radioliganden [11C]-LJ33b (3) wurden die in vitro Parameter der Lipophilie und die 
Plasmastabilität bestimmt. Ausserdem wurde die Biodistribution in vivo mittels PET, mittels 
eines post mortem-Samplings und ex vivo mittels Autoradiographie untersucht.  

Die Affinität für den α4ß2-Subtypen von 6 und 7 wurde anhand von in vitro Bindungsstudien 
in Rattenganzhirnhomogenaten untersucht. Der Ki-Wert wurde durch die Verdrängung von 
[3H]-Cytisin bestimmt. 

4.1 Chemie 

Die Synthese von LJ33b (3) erfolgte über eine zweistufige Reaktion (Abb. 3). Aus der 
Reaktion von 1 mit 3-Bromopyridin und Butyllithium resultierte das hydroxylierte 
Zwischenprodukt 2, welches durch eine anschliessende Dehydratation mit Thionylchlorid zu 3 
umgesetzt wurde. Die Ausbeuten von den Verbindungen 2 und 3 betrugen 76.6 % bzw. 
82.5%. 

Die anschliessende Demethylierung (Abb. 3) ergab über das Zwischenprodukt 4 Desmethyl-
LJ33b (5), das als Precursor sowohl für die kalte bzw. reduktive Methylierung als auch für die 
Radiosynthese verwendet wurde. Die Ausbeute von Produkt 5 betrug 40 %. 

Durch die kalte Methylierung mit Methyliodid (Abb.4) entstand das polare quaternäre Derivat. 
Dabei blieb viel unreagiertes Edukt (5) übrig. Durch die angewandten Reinigungsversuche mit 
Säulenchromatographie konnte das demethylierte Edukt nicht vom methylierten Produkt 
getrennt werden. Als alternative Variante wurde eine reduktive Methylierung durchgeführt, 
bei der kein quaternäres Derivat entstehen konnte. Die Ausbeute an methyliertem Produkt (3) 
war höher und betrug nach Aufreinigung mittels Säulenchromatographie 50 %. 

Die Reduktion von LJ33b (3) mit Wasserstoff und Palladium als Katalysator ergab folgende 
zwei gesättigte Produkte (Abb. 5): ca. 10 % exo (6) und 90 % endo (7). Diese konnten mit 
analytischer DC getrennt werden, auf kommerzieller sowie selbsthergestellter präparativer 
DC-Platte erfolgte keine Trennung. Mittels zweidimensionalem NMR (ROESY) konnte die 
exo- bzw. endo-Form voneinander unterschieden und den Produkten zugeordnet werden. Bei 
der exo- Form zeigt das aromatische Proton an C4’ (7.2 ppm) ein NOE  (Nuclear Overhauser 
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Effect) zu den axialen Protonen an den C-Atomen 6 und 7 (1.43 ppm) (Abb 6). Diese 
Interaktion fehlt bei der endo-Form. 
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Abb. 6: Darstellung des (exo)- bzw. (endo)- 2H-LJ33b mit NOE-Effekt 

4.2 Radiosynthese von [11C]-LJ33b 

Die N-Methylierung des Precursors (5) erfolgte mit 11C-Methyliodid in Acetonitril während 
10 min bei 80°C (Abb. 7).  

N

N

(±)-[11C]-LJ33b  ([11C]-3)

H
N

N

H3
11C

(±)-Desmethyl-LJ33b (5)

[11C]-CH3 I

CH3CN
80°C, 10 min

Abb. 7: Reaktionsschema der Radiosynthese. 

Das Produkt wurde mittels semipräparativer HPLC (Abb. 8) mit einer Normal-Phasen-Säule 
aufgereinigt, um das [11C]-gelabelte Produkt vor dem Precursor zu eluieren. Mit dem 
Laufmittel Dichlormethan/ Methanol/ TEA/ Essigsäure (950:50:10:4.32 v/v/v/v) und einem 
Fluss von 7 ml/min betrugen die Retentionszeiten für [11C]-3 8.3 min, für den Precursor (5) 20 
min. 
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Abb. 8: Radiochromatogramm der semipräparativen HPLC 

Die Radiosynthese mit HPLC, Abrotieren und Aufnahme im physiologischen Lösungsmittel 
dauerte ab Ende der Bestrahlung (EOB) ca. 42 min. In der physiologischen Produktlösung (1 
bis 6 ml) lag am Ende der Synthese (EOS) eine Aktivität von durchschnittlich 400 MBq/ml 
vor.  

Qualitätskontrolle sowie die Bestimmung der spezifischen Aktivität von [11C]-3 wurde mittels 
analytischer HPLC ausgeführt (Abb. 9). Mit der C18-Säule und dem Laufmittel Acetonitril/ 
TEA/ Phosphatpuffer pH 7 (29:1:70 v/v/v) konnte eine gute Auftrennung bei einer Laufzeit 
von 16 min erzielt werden. Bei einem Fluss von 1.5 ml/min wurden 3 und 5 nach 10 bzw. 7 
min eluiert. Die Produktkonzentration betrug jeweils rund 1 µmol/ml. Es wurden spezifische 
Aktivitäten zwischen 30 und 125 GBq/µmol erhalten, wobei die radioaktive Reinheit mehr als 
99 % betrug. 
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Abb. 9: Überlagerung des Radio- und des UV-Chromatogrammes der analytischen HPLC;              
I: unbekannt, II: 5, III:. [11C]-3. 

4.3 Bestimmung der Lipophilie 

Der Verteilungskoeffizient ist ein Mass für die Fähigkeit einer Substanz, durch Membranen 
oder die Blut-Hirn-Schranke (BHS) zu gelangen. Gemäss der Nernstschen 
Verteilungsgleichung ist der absolute Verteilungskoeffizient (P) der Quotient der 
Gleichgewichts-Konzentrationen in der lipophilen und der hydrophilen Phase (Pfeifer et al., 
1995): 

  P =  CL/ CW Gleichung 3 

 

Die Nernstsche Verteilungsgleichung gilt nur, wenn beide Phasen unmischbar sind, die 
Substanz nicht ionisiert und in tiefen Konzentrationen vorliegt. Diese Anforderungen können 
nur näherungsweise erfüllt werden. Für [11C]-LJ33b (3) trifft dies am besten bei hohen pH-
Werten zu, wo die schwache Base vollständig deprotoniert vorliegt. Der gemessene logP12 
betrug 1.80 (± 0.01). 

Der relative Verteilungskoeffizient D ist das Verhältnis des neutralen und ionisierten Anteils 
in der organischen Phase zum neutralen und ionisierten Anteil in der wässrigen Phase beim 
physiologischen pH. Für [11C]-LJ33b wurde ein logD7.4 von -0.28 (± 0.02) ermittelt.  
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4.4 Plasmastabilität 

Bei der Radio-DC betrug der durchschnittliche Rf-Wert von [11C]-LJ33b (3) 0.55. Bis zur 
Inkubationszeit von 90 min wurde kein anderer Aktivitätspeak bemerkbar. Dieses Resultat 
wurde auch durch die HPLC-Auswertung bestätigt. 

 

4.5 In vivo Experimente 

Mittels in vivo PET-Studien und anschliessender post mortem Organentnahme wurde die 
Biodistribution, die Kinetik und die in vivo Spezifität von [11C]-LJ33b (3) untersucht. 

Mit dem 1. Experiment konnte der zeitliche Verlauf der Biodistribution abgeschätzt werden 
(Abb. 10). [11C]-LJ33b (3) wurde ins Gehirn aufgenommen, es reicherte sich aber auch in 
Drüsen und Eliminationsorganen wie der Speichel- und Tränendrüse, der Leber und der 
Nieren an.  

Abb. 10: Ganzkörper PET-Bild einer Ratte nach Injektion von [11C]-LJ33b (3). 
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Die Kinetik des Radiotracers im Gehirn wurde mittels Zeit-Aktivitätskurve dargestellt (Abb. 
11). Sie zeigt eine rasche Aufnahme ins Gehirn mit anschliessender langsamer Elimination 
von [11C]-LJ33b. Eine erste Aussage über die in vivo Spezifität konnte zudem durch die PET-
Bilder des Gehirns gemacht werden (Abb. 12). Im recht homogenen Bild können die 
verschiedenen Hirnregionen nur schlecht von einander unterschieden werden. 
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Abb. 11: Zeit-Aktivitätskurve von [11C]-LJ33b (3) in Experiment 1. 
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 Abb. 12: PET-Bild des Rattenhirns nach Injektion von [11C]-LJ33b (3) (Dorsale Schnitte). 

 

Die Resultate des PET konnten durch das post mortem Organ- und Hirn-Sampling bestätigt 
und quantifiziert werden (Abb. 13 und 14). [11C]-LJ33b (3) reichtert sich in den 
Ausscheidungsorganen an und zeigt eine Hirnaufnahme von 0.1 % normID/g. In den 
Hirnregionen Hippo-campus, Striatum und Cortex findet eine grössere Anreicherung statt als 
in Cerebellum und Resthirn. 
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Abb. 13: Resultate der post mortem Biodistributionsstudie: % der normierten injizierten Dosis 
(ID) von [11C]-LJ33b (3) pro g Organ; Im Diagramm rechts wurde zur besseren Darstellung 
Niere und Urin weggelassen. 
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Abb. 14: Resultate des post mortem Hirn-Samplings an einer Ratte: % der normierten 
injizierten Dosos (ID) von [11C]-LJ33b (3) pro g Hirnregion. 

 

Die in vivo Spezifität wurde weiter mit einem Verdrängungsexperiment an einer zweiten Ratte 
untersucht. Dazu wurde der Zeitpunkt für die Injektion des Verdrängers (Cytisin) von der Zeit-
Aktivitätskurve des 1. Experimentes (Abb. 11) abgeleitet. In Abb. 15 wird die Zeit-Aktivitäts-
kurve der Verdrängung dargestellt. Es ist keine Verdrängung erkennbar. 
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Abb. 15: Zeit-Aktivitätskurve von [11C]-LJ33b (3) in Experiment 2 (Pfeil: Zeitpunkt der 
Injektion des Verdrängers Cytisin nach 16 min). 

Im 3. Experiment wurde die in vivo Spezifität zusätzlich mit einem Blockadeexperiment an 
Mäusen untersucht. An Maus A wurde ein normaler Baseline-Versuch, an Maus B eine 
Blockade durchgeführt. Der Unterschied im PET zwischen Baseline und Blockade stellt die 
spezifische Bindung des Radioliganden an den α4ß2-Rezeptren dar. Mit der erhaltenen Zeit-
Aktivitätskurve (Abb. 16) konnte keine Blockade nachgewiesen werden. 

 

bb. 16: Zeit-Aktivitätskurve von [11C]-LJ33b (3) in Experiment 3. 
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Das Ergebnis wurde durch ein post mortem Hirn-Sampling bestätigt (
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Abb. 17: Resultate der post mortem Biodistributionsstudie der Blockade: % der normierten 
injizierten Dosis (ID) von [11C]-LJ33b (3) pro g Organ. 

4.6 Ex vivo Autoradiographie 

Aufgrund der besseren Auflösung wurde zusätzlich mittels ex vivo Autoradiographie die in 
vivo Spezifität von [11C]-LJ33b (3) an einer Ratte untersucht (Abb. 18). Die erhaltenen 
Hirnbilder zeigen eine erhöhte Aufnahme des Radioliganden in Cortex und Basalganglien, 
eine kleinere Aufnahme ins Cerebellum und praktisch keine Aufnahme ins Resthirn wie das 
Corpus Callosum. 
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Abb. 18: Koronaler Schnitt der ex vivo Autoradiographie mit [11C]-LJ33b (3) (Bild nach 3-D-
Rekonstruktion mit PMOD). 
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4.7 In vitro Verdrängungsstudie mit [3H]-Cytisin 

Die Affinität der beiden Verbindungen exo- bzw. endo-2H-LJ33b (6/7) für den α4ß2-
Subtypen wurde mittels in vitro-Verdrängungsstudien in Rattenganzhirnhomogenaten 
untersucht. Als Verdrängersubstanz wurde der Radioligand [3H]-Cytisin (2 nM), für die 
Bestimmung der unspezifischen Bindung Nikotin (1 mM) verwendet.  

Aus den erhaltenen Inhibitionskurven konnte für exo-2H-LJ33b (6) ein Ki–Wert von 14.5 ± 
2.8 nM (n=1) und für endo-2H-LJ33b (7) ein Ki-Wert von 1.1 ± 0.5 µM (n=3) berechnet 
werden. 

 

 



Radiosynthese und Tierexperimente  
mit einem neuen nikotinischen Acetylcholin-Rezeptor-Liganden 29 

5 Diskussion 

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollte untersucht werden, ob [11C]-LJ33b (3) ein geeigneter 
PET-Ligand zur Visualisierung und Quantifizierung von neuronalen nAChR ist. 

Die Synthese des kalten LJ33b (3), in vitro Bindungsstudien am α4ß2-Subtypen sowie 
Toxizitätsbestimmungen an Mäusen waren bereits früher durchgeführt worden (Mu et al., 
2003). Die Resultate sahen mit einem Ki von 2 nM und einem LD50 von über 10 µg/kg viel 
versprechend aus.  

Die LJ33b(3)-Synthese  aus Tropinon (1) verlief über das hydroxylierte Zwischenprodukt (2) 
mit einer hohen Ausbeute. Die Ausbeute von Desmethyl-LJ33b (5) über die zweistufige 
Demethylierung fiel etwas gering aus. Das Produkt lag aber in ausreichender Menge und 
Reinheit vor, um es als Precursor für die Radiosynthese verwenden zu können.  

Die kalte Methylierung von 5 mit Methyliodid führte zu einer schlechten Ausbeute eines 
mittels Säulenchromatographie untrennbaren Gemisches von LJ33b (3) und unreagiertem 5. 
Die reduktive Methylierung mit Formaldehyd und Natriumborhydrid führte zu besserer 
Reinheit und Ausbeute. Bei der Radiosynthese wurde die einfachere Methylierung mit [11C]-
Methyliodid angewandt. Die sehr kleinen Stoffmengen und die Aufarbeitung mittels 
semipräparativer HPLC ermöglichen hier eine gute Umsetzung zu [11C]-LJ33b (3). 

Die Analytik des Radioliganden erfolgte mittels HPLC auf einer C18-Säule. Die erzielte 
chemische Reinheit und die radioaktive Reinheit von über 99% waren zufrieden stellend und 
für die Tierversuche genügend. Die erreichten spezifischen Aktivitäten waren mit 
durchschnittlichen Werten von 80 GBq/µmol an der Grenze für endgültige Aussagen in den 
Tierversuchen. 

Um durch die Blut-Hirn-Schranke zu gelangen, sollte ein Arzneistoff lipophil sein und einen 
Verteilungskoeffizienten (logD7.4) zwischen 2 und 5 aufweisen. Allzu lipophile Substanzen 
zeigen wegen ihrer Membrangängigkeit oft eine hohe unspezifische Bindung, weshalb sie als 
Tracer-Liganden ungeeignet sind. Hydrophile Stoffe können nur ins Hirn gelangen, wenn ein 
spezifischer Transportmechanismus vorhanden ist, wie dies für Glukose oder Nikotin der Fall 
ist. Beim physiologischen pH im Blut liegt [11C]-LJ33b (3) hauptsächlich protoniert vor und 
ist deshalb hydrophil. Auch Epibatidin und seine Analoga weisen ähnliche Werte für logD7.4 
auf und über ihre Hirnaufnahme wurde in (Spang, 1999) berichtet. Wie diese Substanzen zeigt 
auch [11C]-LJ33b (3) in den Tierversuchen eine Aufnahme durch die Blut-Hirn-Schranke 
(Abb. 12). In allen Experimenten betrug die Aufnahme etwa 0.1 % normID/g (Abb. 13). 
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Das Maximum der Zeit-Aktivitätskurve im Hirn liegt bei 10 min, danach findet eine langsame 
Elimination des Radiotracers aus dem Hirn statt (Abb. 11). Dies spricht für eine gute Kinetik 
des Hirntracers. Ensprechend wurden die Zeitpunkte sowohl beim Verdrängungsexperiment 
für die Cytisin-Injektion als auch bei der Autoradiographie zur Dekapitation gewählt (16 bzw. 
15 min). 

Die Verteilung in die verschiedenen Hirnregionen zeigte sich weniger deutlich als erwartet. 
Weil der α4ß2-Subtyp vor allem in Thalamus, Striatum und Cortex vorkommt, wurde dort 
eine höhere Anreicherung erwartet als in Cerebellum und Hippocampus. Beim 
Autoradiographieergebnis zeigte sich diese Verteilung schwach (Abb. 18), während bei der 
post mortem Biodistribution die höchsten Werte im Hippocampus gemessen wurden, vor 
Cortex und Mittelhirn (mit Thalamus) (Abb. 14). Weniger Tracer wurde in Cerebellum und 
Resthirn aufgenommen. 

Bei den Blockade- und Verdrängungsexperimenten mit Cytisin wurde allerdings gar keine 
Blockade bzw. Verdrängung beobachtet, weder anhand der Zeit-Aktivitätskurven (Abb. 15/16) 
noch des post mortem Samplings (Abb. 17). Dies lässt auf unspezifische Bindung schliessen. 
Es könnte jedoch auch darauf zurückzuführen sein, dass das Cytisin nicht wie in (Pabreza et 
al., 1990) und (Spang, 1999) subkutan, sondern intravenös appliziert wurde. Durch diese 
Applikationsform könnte es sein, dass das Cytisin bereits vor Aufnahme ins Gehirn eliminiert 
wurde. Ein anderer Grund könnte auch die tiefe spezifische Aktivität des Radioliganden sein. 
Bei den PET-Experimenten lag sie gleich nach Synthese bei ca. 40-90 GBq/µmol. Dies wäre 
genügend für einen sofortigen Gebrauch. Nach dem Transport nach Villigen betrug sie zum 
Zeitpunkt der Injektion (ca. 1 h später) noch 1 -10 GBq/µmol. Bei einer Aufnahme von 0.1 % 
normID/g ins Gehirn und den injizierten Mengen an [11C]-LJ33b (3) führt dies zu einer 
Hirnkonzentration im Bereich von 12 pmol/2g (Gesamthirn). Unter Einbezug einer 
Rezeptorkonzentration von 4 fmol/mg Cortex-Gewebe (Pabrezza et al., 1990) kann eine totale 
Rezeptorkonzentration von 3 pmol/2g abgeschätzt werden. Eine gewisse Uebersättigung der 
Rezeptoren  gäbe so Anlass zu hoher unspezifischer Bindung. 

Gemäss Resultat der Plasmastabilität entstehen im Plasma keine radioaktiven Metaboliten, 
welche die Aktivitätsmessung im Gehirn stören könnten. Somit bleibt [11C]-LJ33b (3) 
während dem PET-Scan (90 min) stabil. Das positive Resultat lässt aber keine Voraussagen 
über eine Metabolisierung zu, da zelluläre Prozesse dabei nicht berücksichtigt werden. Diese 
in vitro Studie ersetzt keine Metabolitenstudie, die somit noch erfolgen müsste.  

Bei den in vitro-Verdrängungsstudien mit [3H]-Cytisin konnte die Affinität vom gesättigten 
LJ33b-Derivat bestimmt werden. (Exo)-2H-LJ33b (6) bindet mit einem Ki von 15 nM rund 
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hundertmal besser an den α4ß2-Subtypen als (endo)-2H-LJ33b (7). Der Unterschied in der 
Bindungsaffinität kann mit dem unterschiedlichen Abstand der beiden Stickstoffatome erklärt 
werden (Spang, 2001). Allerdings bindet das (exo)-2H-LJ33b rund siebenmal schlechter als 
LJ33b (3), weshalb es nicht als hochaffines Epibatidin-Derivat bezeichnet werden kann. 

 

 

 
6 Schlussfolgerung und Ausblick 

Der nAChR-Ligand [11C]-LJ33b (3) weckte aufgrund vielversprechender in vitro 
Eigenschaften grosse Hoffnungen. Gemäss der  bisher erhaltenen in vivo Resultate ist er 
aufgrund hoher unspezifischen Bindung vielleicht nicht geeignet als PET-Tracer für den 
nAChR. Für den Ligand mit der gesättigten Doppelbindung müsste die Toxizität noch 
bestimmt und in vivo Versuche durchgeführt werden um die Eignung als PET Ligand zu 
beurteilen.  

Um die erzielten in vivo Resultate bestätigen zu können, müssen die Tierexperimente 
wiederholt werden. Dabei sollte darauf geachtet werden, dass die spezifische Aktivität des 
Radioliganden zum Zeitpunkt der Injektion möglichst hoch ist und die Injektion des 
Verdrängers Cytisin subkutan erfolgt. Eine höhere spezifische Aktivität könnte durch weitere 
Optimierung der Radiosynthese oder Vermeidung des Transportes, wie dies bei der 
Autoradiographie der Fall war, erfolgen. 
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8 Abkürzungen 

 

Bq Becquerel (Zerfälle pro Sekunde) 

BSA bovine serum albumin (Rinderserumalbumin) 

BSS  buffered salt solution ( 50 mM Tris/HCl pH 7.4, 120 mM NaCl,  

 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 2 mM MgCl2) 

g  Erdbeschleunigung 

Ki  Inhibitionskonstante 

LD50  Letale Dosis, die bei 50 Prozent der Versuchstiere zum Tod führt. 

min  Minuten  

n  Anzahl durchgeführter Experimente 

nAChR  nikotinischer Acetylcholin-Rezeptor 

% normID/g prozentualer Anteil der injizierten Dosis pro g Organ,  

 normiert auf das Körpergewicht des Tieres 

PEI  Polyethylenimin 

PET  Positronen-Emissions-Tomographie 

rpm  rounds per minute (Umdrehungen pro Minute) 

t1/2 Halbwertszeit 

Tris  Tris(hydroxyhetzyl)aminomethan 


