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209. Die Position 5 im Oxotremorin-Geriist: Eine zentrale Stelle fiir die
Steuerung der Aktivitit am muscarinischen Rezeptor

von René Amstutz*, Annemarie Closse!) und Gernot Gmelin

Sandoz AG, Priklinische Forschung, CH—4002 Basel

(30.1X.87)

Position 5 at the Oxotremorine Skeleton as the Stearing Position for Activity at the Muscarinic Receptors

Substitution of the CH, group at position 5 of oxotremorine (2) by electronegative atoms like O- or N-atom,
or by sterically bulkier groups like methyl, N-formyl, or N-acetyl changes the pharmacological profile of oxotre-
morine drastically. The O- and N-analogues were potent but unselective (M /M,) muscarinic agonists. The methyl
analogue ((R)-BOK-1) is a muscarine antagonist which is 10 times more potent on the ganglion cervical superius
(pA, = 9.3) than pirenzepine and is able to distinguish between the ileal and ganglion receptor by a factor of 100.
The N-formyl derivative differentiates between the two receptors by a factor of 500 with a potency comparable to
pirenzepine. The two M -selective antagonists have higher affinity to the rat-ganglion receptors compared to the
affinity to rat-cortex homogenate. The synthesis and the pharmacological activity of several new oxotremorine
analogues are discussed.

Die Entdeckung von Tremorin (1) und die Charakterisierung seines biologisch akti-
ven Metaboliten Oxotremorin (2) erlaubte eine intensive Untersuchung des zentralen
cholinergen Mechanismus [1][2]. Das anfiingliche Interesse an dieser Verbindung galt in
erster Linie der Suche nach Anticholinergika, welche in der Parkinson’schen Krankheit
therapeutische Verwendung finden sollten [1}]. Oxotremorin selbst ist ein in der Potenz an
verschiedenen isolierten Organen dem natiirlichen Transmitter Acetylcholin vergleichba-
rer muscarinischer Agonist [3] [4].
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Durch Einfiihrung von lipophilen, stark raumbeanspruchenden Substituenten wurde
versucht, zentralwirksame muscarinische Antagonisten herzustelien. Im Gegensatz zu
der sonst tiblichen Substitution durch raumbeanspruchende Reste [5] ergab bereits die
Einfihrung einer Me-Gruppe in der 5 bzw. 1 Position im Oxotremorin-Geriist sehr
potente und in der pharmakologischen Wirksamkeit dem Atropin iiberlegene muscarini-
sche Agonisten [6).
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In juingerer Zeit sind zentral wirksame selektive (M, /M,) muscarinische Verbindungen
wieder im Gesprich. Vor allem M,-selektive Agonisten und/oder praesynaptische Anta-
gonisten konnten bei fortgeschrittener Degeneration des cholinergen Systems substitu-
tionstherapeutisch eingesetzt werden. Wie das Beispiel der Me-Gruppensubstitution ge-
zeigt hat, ist die 5-Position eine entscheidende Stelle fiir die pharmakologische Aktivitét.
Durch systematische Substitution sowohl elektronischer als auch sterischer Art soll nun
der Einfluss von Substituenten an dieser Stelle untersucht werden. (z. B. McNeal- 4343 ist
ein Oxotremorin-Derivat, das nur am M,-Rezeptor agonistisch wirkt) [18] [20]. Es werden
die Synthesen und die pharmakologischen Eigenschaften der Verbindungen Ia,b, 11,
IITa,b und IV-VI beschrieben.

X A =Pyrrolidinyl A =N(Me), X A = Pyrrolidinyl

m% 0 o Ia Ib CH,  Oxotremorin (2)
NH I Cc=0  DKJ-22
NMe IIIa IIIb CHMe BOK-1
— NCHO 1V
NAc v

A S VI

Synthesen. - Ausgehend von Hydroxylamin-hydrochlorid lsst sich die Verbindung 3
durch Umsetzen mit Propargyl-bromid und 3-Chloropropionyl-chlorid in 34% Gesamt-
ausbeute im Eintopfverfahren herstellen (Schema 1). Beim Versuch, das propargylierte
Hydroxylamin-Zwischenprodukt zu isolieren, werden Verpuffungsreaktionen beobach-
tet. Anschliessende Mannich-Reaktion mit Pyrrolidin bzw. Bis(dimethylamino)methan
unter Cu(I)-Katalyse ergibt in 50 und 34% Ausbeute die Verbindungen Ia bzw. Ib.

Schema |
CH,O/Pyrrolidin
— Ia
CuCl/THF
1. NaOH/MeOH (I)H
2. BICH,C=CH c N \/
NH,0H-HC1 —_—
3. CICH,CH,COCl
0 CH,0/(Me,N),CH,
Ib
CuCl/THF

Die Alkylierung des bekannten Pyrazolidinons 4 [7] mit Propargyl-bromid und
NaOMe als Base liefert neben dem gewiinschten N-alkylierten Produkt 5 zu einem
grossen Teil die O-alkylierte Verbindung 6 (Schema 2). Chromatographisch lisst sich
5/6 nicht trennen. Erst nach der Mannich-Reaktion mit Pyrrolidin und Paraformaldehyd
werden die Verbindungen mittels Kieselgel-Chromatographie in V und 7 aufgetrennt.
Die nicht-wésserige Mannich-Reaktion mit Dioxan oder Tetrahydrofuran als Losungs-
mittel ergibt sehr schiechte Ausbeuten. Die Strukturen V und 7 lassen sich mit Hilfe der
BC-NMR- und 'H-NMR-Spektren zuordnen (s. Exper. Teil). Erwirmen von V mit 2N
HCI bei 80° liefert das freie Amin ITin 67 % Ausbeute, welches sich in das Formyl-Derivat
IV iiberfiihren ldsst (84 %).

Versetzt man das bekannte Pyrazolidinon 8 [8] mit Propargyl-bromid in MeCN und
K,CO; als Protonenfinger, so erhilt man in > 90% das N-alkylierte Derivat 9. Im
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Gegensatz zur N-Acyl-Verbindung 4 wird nur das N-propargylierte Produkt 9 beobach-
tet. Bei der anschliessenden Mannich-Reaktion mit Pyrrolidin oder Bis(dimethylamino)-
methan unter Cu(l)-Katalyse in nichtwasserigem (Dioxan/THF) oder wisserigem Me-
dium lésst sich nur das Produkt 10 in schlechten Ausbeuten isolieren. Hingegen ergibt
die Alkylierung von 8 mit den Aminobutinyl-bromid-hydrobromiden 11 und 12 (aus
den entsprechenden Aminobutinolen mit Thionyl-bromid hergestellt [9]) und 2 equiv.
Lithiumdiisopropylamid (LDA) in THF in tber 60% Ausbeute die gewinschten
Oxotremorin-Derivate IIla bzw. 1Ib (Schema 3). Ein NOE-Experiment zeigt, dass
ausschliesslich die N-alkylierte Verbindung vorliegt. Beim Einstrahlen auf Me-N(1)
zeigen neben den Lactamring-Protonen auch die Methylen-H-Atome in der Seitenkette
einen NOE. Auffillig ist auch die magnetische Nichtidquivalenz dieser Protonen im
"H-NMR-Spektrum, was auf eine stark gehinderte Rotation um die (N—CH,)-Bindung
schliessen lasst.

Schema 3
o}
/ ===Q =0
BrCH,C=CH Mannich-
O — N=NK —  N-y
N/N KCO/MeCN 7\ Reaktion 7\ _
8 9 10
/0 =0
Br 2 equiv. LDA /N‘N
/NH + \—%—\ —_—
THF —— \
N A+ HBr
\ A
8 11 A = Pyrrolidinyl IIla A =Pyrrolidinyl
12 A =NMe, IIIb A =NMe,

Um den Heterocyclus VI aufzubauen, wurde die bekannte oxidative Spaltung [10]
einer (S—S)-Bindung mit Cl, verwendet. Die 3,3’-Dithiodipropionsidure (13) wird mit
Thionyl-chlorid ins Dichlorid iiberfiihrt. Anschliessende (S—S)-Spaltung mit Cl, ergibt
das Sulfenyl-chlorid 14, das nicht isoliert wird. Die Reaktion mit Propargylamin ergibt
den Heterocyclus 15 in 35% Ausbeute. Die basischen Bedingungen einer Mannich -Reak-
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tion von 15 mit Pyrrolidin und Formaldehyd ergeben nur unidentifizierbare Produkte.
Der Umsatz des Acylchlorids 14 mit dem beschriebenen Amin 16 hingegen [11] fihrt zur
gewiinschten Verbindung VI in bescheidenen Ausbeuten. Das Thiazolidinon-Derivat V1
ist aber in H,O oder MeOH nicht stabil, ganz im Gegensatz zu 15. Schon nach 5 min in
D,0 ((H-NMR-Messung) wird eine hydrolytische Spaltung der (S—N)-Bindung festge-
stellt. Diese Instabilitit lisst somit keine pharmakologischen Experimente zu.

Pharmakologische Resultate und Diskussionen. — Die pharmakologischen Wirkun-
gen der Verbindungen Ia,b, 1L, Ila,b, IV, V und 7 und der Vergleichsverbindungen
wurden mit einer in-vitro-Testanordnung bestimmt. Die Affinitdt zu muskarinischen Bin-
dungsstellen wurde durch Verdringung von [*H]cis-2-Methyl-4-(trimethylaminomethyl)-
1,3-dioxalan ( = CD, [12] [15]) und [*'H]Pirenzepin ( = Pi, [13]) im Cortex des Rattenhirns
bestimmt. Dabei ist zu beachten, dass die muskarinischen Rezeptoren im Cortex zu ca.
25% dem ‘M,-Rezeptor’ (Pirenzepin-Affinitdt = 13 nM) und zu ca. 75% dem ‘M ,-Rezep-
tor’ (Pirenzepin-Affinitdt = 3 nm) [14] [19] entsprechen. CD ist ein potenter aber unselek-
tivermuscarinischer Agonist[17],wihrendPirenzepineinselektivermuscarinischer Antago-
nist ist [14]. Die Konzentration der verwendeten radioaktiven Liganden im Bindungs‘as-
say’ wurde so niedrig gewdhlt, dass nur hochaffine Bindungsstellen besetzt werden und
der IC,-Wert ungefihr dem Ki-Wert entspricht. Das Meerschweinchen-Ileum ist ein
funktioneller Test, der eher einem ‘M,-Rezeptor’-Modell entspricht. Das isolierte Gan-
glion cervicale superius der Ratte hingegen ist bekannt als ‘M ,-Rezeptor’-Modell [18].

Bei der Substitution der CH,-Gruppe in 5-Stellung des Oxotremorin-Geriists durch
ein O-Atom nimmt die Affinitdt sowohl an der CD- als auch an der Pi-Bindungsstelle
gegeniiber Oxotremorin leicht ab. Die am Ileum bestimmten pD,-Werte von 6,6 und 6,2
fiir die Verbindungen Xa bzw. Ib, sind nur 3-8mal schwicher als fiir Oxotremorin. Die
Abnahme der agonistischen Wirkung in den funktionellen Testen ist in der gleichen
Grossenordnung wie der Affinitdtsverlust an der CD-Bindungsstelle. Beide O-Analogen
sind am Ganglion sehr potente Agonisten. Eine Selektivititserhéhung — lleum/Ganglion
- im Vergleich zu Oxtremorin ist nicht festzustellen, obwohl vor allem die Affinitdt zur
Pi-Bindungsstelle der Verbindung Ib um tber einen Faktor 50 abnimmt (s. Tabelle).

Auch beim NH-Analogen II nimmt die Affinitdt zur CD- und die Pi-Bindungsstelle
ab; parallel dazu erniedrigen sich die Aktivitdten am Ileum und Ganglion.

Ganz erstaunliche Effekte erhdlt man bei der weiteren Substitution am N-Atom durch
eine Me-, Formyl- oder Ac-Gruppe. Die N-Methyl-Verbindungen I11a,b verlieren die
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Tabelle. Cortex-Affinititen und in-vitro-Wirkungen am Ileum und Ganglion cervicale superius von verschiedenen
S-substituierten Oxotremorin-Analogen

Verbindung A®) pD,- pA,- pD,- PA,- CD-Cortex?) Pi-Cortex?)
Tleum Tleum Ganglion  Ganglion 1C5y (nm) 1Cs (nM)

Oxotremorin (2) Pyrr. 7,1 8,0 2,8 (0,72) 113,0(1,03)

(5.D.)%9) ©.n 0.2) .2 (1%

CD 7,5 7.8 6,4 (0,98) 2100 (0,84)

(5.D.) 0,3) 0,1) (1,35) (100)

Pirenzepin 6,80 8,3 3350(0,57) 4.25(0,99)

(S.D.) 0,2) 0,1) (125) 0,07)

McNeal-A343 inaktiv 6,3 280,0 (0,93) 1100 (1,1)

(S.D.) 0,3) (55) (30)

DKJ 22 Pyrr. 5,25 25,5(0,81) 353,0 (1,0)

(8.D) (3.,8) 43)

(R)-BOK-1 Pyrr. 7,18 92 6,7(0,90) 7.8(1,03)

(S.D.) (O8] 0,4) (0,62) 0,27)

Ia Pyrr. 6,6 7,3 4,5 (0,94) 155,0 (1,1)

(S.D) 0.2) 0,1) 0,2) (45)

Ib NMe, 6,2 7,1 17,5 (0.88) 6200 (0,76)

(8.D.) ©,1) 0,1) (3,8) (1050)

1 Pyrr. 5,6 6,3 41,0 (0,87) 570,0 (1,0)

(S.D) 0,2) 0,2) 2,0) (20,0)

Ila Pyrr. inaktiv inaktiv > 10000 > 20000

IIIb NMe, inaktiv inaktiv > 10000 > 20000

v Pymr. 5,20 7,9 1350(0,93) 155,0(0,92)

(S.D) 0,2) (0,4) (15) (5,0)

A% Pyrr. 6,30 6,9 350,0(0,89) 47.5(0,92)

(S.D.) 0,4) (0,3) (30,0) (EN))]

7 Pyrr. inaktiv inaktiv 3350 (0,86) 4000 (1,05)

(S.D) (40,0) (40,0)

%) Pyrr. = 1-Pyrrolidinyl.

»  In Klammern Hill-K oeffizicnten.

¢ Fir die /Cs-Werte sind die Abweichungen in S. E. M. angegeben.

4y (R)-BOK-1 depolarisiert das Ganglion in K onzentrationsbereichen von 0,01-0,1 pm.

Affinitit zu den Bindungsstellen. Dementsprechend sind sie auch an den funktionellen
Testen inaktiv. Dies ist umso erstaunlicher, da die Verbindung I11a isosterisch mit BOK-1
ist, einem muscarinischen Antagonisten, der in vivo ca. 2mal stirker antagonistisch wirkt
wie Atropin [6] und Affinitdten zu den Bindungsstellen im nanomolaren Bereich aufweist.
Wie das Beispiel 11 zeigt, kann nicht die zusétzliche Protonierung am N-Atom den totalen
Verlust der Affinitat erklaren. Sowohl II als auch I1la sind unter physiologischen Bedin-
gungen doppelt protoniert. Die Tieffeldverschiebung der (CH,—N—CO)-Protonen im
'H-NMR einerseits und die Salzbildung mit Sduren andererseits (Verhiltnis Sidure/Base
2:1, s. Exper. Teil) sind geniigend Hinweise, dass II und II1a in H,0 doppelt protoniert
vorliegen. Die Art der Protonierung konnte aber einen entscheidenden Einfluss auf die
Aktivitit von Illa haben. Im Gegensatz zu II entsteht bei der Protonierung von Illa ein
chirales Zentrum (s. Schema 5). Vom isosterischen BOK-1 ist bekannt, dass nur das
(R)-Enantiomere potente antimuskarinische Wirkung zeigt [6]. (Die Restaktivitdt vom
(S)-Enatiomeren stammt von der Verunreinigung durch das Spiegelbild: ca. 90% ee.)
Durch die diastereoisomere Wechselwirkung von IIla mit der chiralen Umgebung eines
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Rezeptors kann man annehmen, dass von den beiden protonierten Verbindungen (R)-
und (S)-IIIa- H* eines bevorzugt gebildet wird. Die Inaktivitat von IIla kénnte somit mit
der selektiven Protonierung von der re-Seite erklirt werden. Das so gebildete (S)-
IIa-H* ist isosterisch mit dem inaktiven (S)-BOK-1.

Vergrossert man die Reste am N-Atom (Verbindungen IV und V), so nimmt die
Affinitit zu den Bindungsstellen wieder zu. Schon die hohere Affinitidt zu den Pi-Bin-
dungsstellen im Vergleich zur CD-Affinitét ist ein Hinweis, dass es sich um Antagonisten
handeln kénnte. Das Ac-Derivat V wirkt in den funktionellen Testen wie ein mittlerer
unselektiver kompetitiver Antagonist mit mittlerer Affinitdat zur CD- aber hoher Affinitit
zur Pi-Bindungsstelle. Mit einem pA,-Wert von 7,9 am Ganglion ist die Verbindung IV
nur 2,5mal schwécher als Pirenzepin selbst, dem bisher selektivsten ‘M,-Antagonisten’.
Am lleum ~ dem ‘M,-Test’ — ist die Substanz aber 40mal schwéicher und in der antagoni-
stischen Wirkung mit dem (C=0)-Analogen DKJ 22 vergleichbar. Das Verhiltnis pA,-
Ileum/pA,-Ganglion betridgt 500. Das N-Formyl-Analoge IV ist somit 15mal selektiver
als Pirenzepin bei anndhernd gleichem pA,-Wert am Ganglion cervicale superius. Bemer-
kenswert ist auch die schwache Affinitdt zur Pirenzepin-Bindungsstelle im Cortex von
nur 155 nmol, was einem max. pA,-Wert von 6,8 am Ganglion entsprechen sollte.
Verbindung IV scheint somit eine hohere Affinitdt zum ‘Ganglion-Rezeptor’ zu haben.

Auch (R)-BOK-1 scheint ein ‘Ganglion-selektiver’ Antagonist zu sein. Mit einer
Selektivitdt (pA,-lleum/pA,-Ganglion) von 100 ist die Verbindung mehr als 3mal so
selektiv wie Pirenzepin und zudem noch 8mal polenter am Ganglion (s. Tabelle). Es zeigt
sich aber, dass die Verbindung allein im Konzentrationsbereich 0,01-0,1 umol das Gan-
glion zu depolarisieren vermag. Der maximale Effekt betridgt etwa 25% desjenigen von
Muscarin. (R)-BOK-1 ist somit ein dusserst schwacher partieller Agonist [21] am Gan-
glion und ein mittlerer kompetitiver Antagonist am Ileum.

Von den vier am Ganglion untersuchten Verbindungen, welche die Wirkung von
Muscarin antagonisieren kénnen, zeigen zwei — Pirenzepin und V — die von den Bin-
dungsdaten im Cortex (Pi-Bindung) erwartete Aktivitit, die anderen zwei hingegen —
(R)-BOK-1 und IV - sind 10mal potenter am funktionellen Test (‘Ganglion-Selektivi-
tiae).

re-Protonierung



HeLvETICA CHIMICA ACTA - Vol. 70 (1987)

2238

. 3 . ¢ ¢ 2 ‘ z
“ETE96S b+ X - 6067780 ——— ‘wna-iyd [ ‘wnalid @ PLESEIT+ X N%wmm 0— .w&: vd 0 wcwaw iqd @
Bunpuig-g-95o1d ‘sa wnaj <y dj<qd (q - Bunpurg -wdazuang - 31d “sh wnalfLydffqd (e
uma-yd/qd umer-yd/*qd
0/8 St 0L 9 09 S5 0% 08 §L 0L §9 09 <5 0
i * t + 09 1 T t T [ 4
- + 10°s
RS ) - 469 ®
T TGS
D . [
T TO L
1 +0°9
[ ]
[ J
1 Te L S8
O
. . O
e e L L] 102
i to'g -
. o - \
[
LTI e — - - TS L
. . | f
1 1. -
. S8 B .
o 0°8
a
_ : * — _ 06 ; : : , s
“Bpg-ao-*ord ‘Beg-g-*ord



2239

HeLvETICA CHIMICA ACTA — Vol. 70 (1987)

snLadns 3jBOIAIS) UOSURD) pun winaj] wio Udjpjianyy uap 1Mt Xa1io)) wi uaipiulffy 19p Sunjjaisiaqnuaiany ayosiydviry maiy

‘uoydueny-tyd 0y ‘uorBuen-{(qd @
:Bunpuig-widazuang-% 31 d “sa uoySung-Lydfiqgd (p

uorbuen-tyd/iqd

$'6 6 S8 08 0t sp5 0%
1 1o-
[ ]
1 1e-
£ [ ] 10-
L]
1 tc-
J
4 [ ] K
[}
1 te-
1 1o
o
1 “ ! 4 — ~ 5

'8

“Bpg-g-%ord

LEETLT' T+ X L8160 ——— ‘uoyBuen-tyd ] ‘uonsuen-tqd @
JBunpurg-q 0-931d “sa uoySuvny-Lydfqgd (o

uoybuen-fyd/*qd

$i6

06

<8

0

8

Lo~

0°

6

‘Bpg-qo-ord



2240 HerLverica CHMICA ACTA - Vol. 70 (1987)

Obwohl die Affinitidten zur Pi-Bindungsstelle im Cortex (M,-Gewebe) gemessen wur-
den, zeigen die pA,-Werte der Antagonisten am lleum (M,-Gewebe) eine gute Korrela-
tion mit den p/C,-Werten im Cortex (s. Figur a). Mit einer Steigung von 0,86 ergibt sich
nahezu eine (1:1)-Beziehung. Hingegen besteht bei Agonisten keine Beziehung zwischen
der Wirkung am Ileum und der Affinitdt zur Pirenzepin-Bindungsstelle. Eine wenn auch
nicht (1:1)-Korrelation scheint zwischen der Affinitdt zur Agonisten-Bindungsstelle und
den pD,-Werten am Ileum zu bestehen (s. Figur b). Dies ist umso erstaunlicher, da im
funktionellen Test die ‘Efficacy’ und die Rezeptor-Belegung der einzelnen Agonisten mit
eingeht [21]. Auch die pD,-Werte am Ganglion cervicale superius korrelieren mit dem
pIC,-Werten der Agonisten-Bindungsstelle im Cortex (s. Figur ¢), wobei in diesem
Vergleich nahezu eine (1:1)-Bezichung festgestellt werden kann. Uberhaupt keine Ver-
knipfung sowohl fiir die Agonisten als auch fiir die Antagonisten ist zwischen der
Affinitdt zur Pi-Bindungsstelle im Cortex und den Ganglion-Wirkungen ersichtlich (s.
Figur d).

Diese Daten zeigen, dass durch Substitution in der 5-Stellung des Oxotremorins (2)
das pharmakologische Profil stark modifiziert werden kann. Verbindungen mit Hetero-
atomen wie O- oder N-Atom an Stelle der CH,-Gruppe sind immer noch recht potente
muscarinische Agonisten, die aber wie Oxotremorin selbst nicht zwischen M- und M,-
Subtypen von muscarinischen Rezeptoren differenzieren kdnnen. Lipophile Gruppen wie
Me oder stirker raumbeanspruchende Substituenten wie N-Acetyl und N-Formyl fiihren
zu zum Teil hoch potenten und vor allem sehr selektiven (Ileum/Ganglion) Antagonisten.

Experimenteller Teil

Allgemeines. Destillationen: Kurzwegdestillationsapparatur oder Kugelrohrofen (GKR-50; Biichi). Sdulen-
chromatographie: Silicagel 0,063-0,2 mm. Schmp.: nicht korrigiert; in offenen Kapillaren im Schmelzpunktbe-
stimmungsapparat nach Dr. Tottoli (Biichi; CH-Pat. 320.388). IR (cm™'): Perkin Elmer 720. '"H-NMR: Bruker
WH360 (360 MHz), Bruker HX90, Varian EM360A4, chemische Vcrschicbungen in §-Werten [ppm] beziiglich
Tetramethylsilan als internem Standart ( = 0 ppm), Kopplungskonstanten Jin Hz. 3C-NMR: Bruker WH360 (360
MH2z). MS (m/z (%)): AEI MS30 und Varian MAT 212, Spannung 70 EV. FAB-MS: Thioglycerin als Matrix.

2-[4'-( Pyrrolidin-1"-yl)-2'-butinyl]isoxazolidin-3-on (Ia). Bei RT. wurden 12 g (172 mmol) NH,OH-HCl
zusammen mit 69 g (172 mmol) NaOH-Pldtzchen in 250 ml MeOH 1 h geriihrt. Dann tropfte man in die weisse
Suspension innert 15 min 10,23 g (86 mmol) 2-Propinyl-bromid. Nach 1 h Rithren bei RT. versetzte man die
briunliche Suspension mit 10 m! Pyridin. Bei —78° wurden 10,9 g (86 mumol) 3-Propionyl-chlorid innert 15 min
zugetropft. Nach langsamem Erwédrmen auf RT. wurde noch | h gertihrt und dann eingedampft. Den Rickstand
16ste man in 150 ml 28 HC1 und extrahierte dic wéssr. Phase 4mal mit 75 ml CH,Cl,. Die vereinigten org. Phasen
wurden getrocknet (Na,SO4) und eingedampft: 4,8 g 3-Chloro- N-hydroxy- N-( 2-propinyl) propionamid (3) als
farblose Flissigkeit, '"H-NMR (CDCl,, 60 MHz): 9,3 (br. 5, NH); 4,45 (d, / = 2, CH,C=CH); 3,75 (1, J = 6,
CH,Cl); 3.65 (s, OH); 3,0 (¢, J = 6, CH,CO); 2,35 (¢, J = 2, CH,C=CH).

Amid 3 wurde ohne Reinigung direkt einer Mannich-Reaktion unterworfen: 2 g (12,3 mmol) 3, 0,5 g (16,7
mmol) Paraformaldehyd, 1,5 ml (18,2 mmol) Pyrrolidin und 50 mg CuC) wurden 2 h unter N, in 25 m! THF unter
Riickfluss gckocht. Nach dem Abvichen des Lsgm. wurde das braungriine O mit 50 ml 2n Na,COj5 versetzt und
3mal mit 50 ml CH,Cl, extrahiert. Nach dem Trocknen der org. Phase (Na,SO,) wurde das Ol mittels Saulenchro-
matographic (CH,Cly/MeOH 95:5, R; 0,4) gereinigt: 1,1 g Ia (50%). Schmp. 35-38°. IR (CH,Cly}: 17025 (CO).
'"H-NMR (CDCl;, 90 MHz): 4,35 (+, J = 8, 2H-C(5)); 4,3 (1, / = 2,2 H-C(1"); 3,4 (+, ] = 2, 2 H-C(4')); 2,75 (1,
J =8, 2H-C(4)); 2,55 (m, 2 H-C(2"), 2 H-C(5"); 1,75 (m, 2 H—C(3"), 2 H—C(4")). Anal. ber. Giir C;;H,(N,0,
(208,3): C63,4,H 7,7, N 13,5; gef.: C 63,4, H8,0, N 13,2.
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2-[4'-( Dimethylamino )-2'-butinyl Jisoxazolidin-3-on (1b). Unter N, wurden 3,4 g (21 mmol) 3, 100 mg CuCl, 10
ml (73 mmol) Bis(dimethylamino)methan in 40 m! THF 2 h unter Riickfluss gertthrt. Die Aufarbeitung und
Reinigung erfolgte analog zu la: 1,3 g (34 %) leicht gelbliche Fliissigkeit. Zur besseren Charakterisierung wurde
Ia-HCI durch Fillen mit HCI-Lsg. in Et,O hergestellt. Schmp. 113-116°. IR (CH,Cl,, freie Base): 2200 (br., NH),
17055 (C=0). 'H-NMR (CDCl,, 60 MHz, freie Base): 4,35 (1, J = 7, 2 H—C(5)); 4,25 (br. 5, 2 H-C(1")); 3,3 (br. 5,
2 H-C@"); 2,75 (t, J/ = 7, 2 H-=C(4)); 2,25 (s, Me,N). 'H-NMR (CDCl;, 90 MHz; Salz): 13 (br., NH); 4,4 (1,
J =8,2H-C(5)); 4,35 (¢, / = 2,2 H-C(1")); 4,0 (br. 5, 2 H-C(4")); 2,8-3,0 (m, 2 H-C(4), Me,N). Anal. ber. fir
CoH |5CIN;O (218,7): C49,4, H 6,9, C116,2, N 12,8; gef.: C 48,9, H 6,9, C1 16,7, N 12,5.

1-Acetyl-2-( 2-propinyl ) pyrazolidin-3-on (5) und I-Acetyl-4,5-dihydro-3-[ ( 2-propinyl Joxy ]- 1 H-pyrazol (6). Zu
einer Lsg. von 0,79 g (34,34 mmol) Na in 50 ml H,O-freiem MeOH gab man 4,0 g (31,2 mmol) 1-Acetylpyrazolidin-
3-on [7] (4). Nach 5 min Rihren bei RT. wurde die Lsg. eingedampft und der Riickstand in 50 ml 2-Butanon
suspendiert. Die Suspension wurde mit 2,47 ml (32,8 mmol) 2-Propinyl-bromid vcrsetzt und 8 h unter Riickfluss
gekocht, dann eingedampft und mit 100 ml MeOH versetzt. Nach Abdampfen wurde der Riickstand in 100 ml
CH,Cl, digeriert und das NaBr abfiltriert. Nach Abdampfen des Lsgm. erhielt man 4,9 g 5/6 als gelbliche Kristalle,
welche chromatographisch nicht aufgetrennt werden konnten. 'H-NMR (CDCl;, 60 MHz): 4.84.6 (4, / = 2,2 H,
CH,0, CH,;NCO); 4,3 3,85 (m, 2 H, CH;NAc); 3,1-2,7 (m, 2 H, CH,CO); 2,6, 2,25 (1, / =2, 1 H, C=CH); 2,1 (s,
3 H, CH;CO).

1-Acetyl-2-[ 4-( pyrrolidin-1"-yl)-2’-butinyl [ pyrazolidin-3-on (V) und 1-Acetyl-4,9-dihydro-3- { {4 - ( pyrrolidin-
1"-y1)-2"-butinyl Joxy }-I1 H-pyrazol (7). Eine Lsg. von 4,5 m! (54,2 mmol) Pyrrolidin in 30 ml H,O wurde mit konz.
H,S80, unter Eiskiihlung auf pH 9 gepuffert. Man versetzte die Lsg. nun mit 5,86 ml (72,2 mmol) Formalin-Lsg.
(35%), 7,5 g 5/6 sowie 375 mg CuSOy in 4 m] H,O. Mit Pyrrolidin wurdc die griine Lsg. auf pH 8,5 gestellt und 10
min auf 80° crwdrmt. Die nun gelbbraune Lsg. wurde in 75 ml ges. K,CO5-Lsg. gegossen und mit festem K,CO,
gesittigt. Nach 4mal Extraktion mit 50 ml Et,0O wurden die vereinigten org. Phasen getrocknet (Na,SO,) und
eingedampft. Das braune Harz (10,1 g) wurde durch Saulenchromatographie (CH,Cl,/MeOH 9:1) in V und 7
aufgetrennt: 3 g (26,7%) V als gelbes Ol und 2,1 g (18,6 %) 7 als Ol. Verbindung V wurde aus Et,0 umkristallisiert,
Schmp. 58 60°, und das Fumarat von 7 aus EtOH, Schmp. 164-166°.

7: IR: 16705 (br., CO). 'H-NMR (CDCl;, 360 MHz): 4,82 (1, J = 2, 2 H=C(1')); 4,0 (¢, J = 10,8, 2 H=C(5));
3,45 (1, J =2, 2 H-C(#)); 2,9 (¢, J = 10,8, 2 H-C(4)); 2,63 (m, 2 H-C(2"), 2 H-C(5")); 2,18 (s, Ac); 1,80 (m, 2
H-C(3"), 2 H-C(4"). *C-NMR (CDCl;, Zuordnung mittels H,C-Korrelation): 168 (1 C, C=0); 164 (1 C, C(3));
84(1C,C(2);78(1C,C(3));58 (1 C,C(1)); 52,8 (2 C,C(2"), C(57); 44,8 (1 C,C(5));43,2(1 C,C(4)): 30,01 C,
C(4)); 23,8 (2 C, C(3"), C(4M); 21,2 (1 C, CH4CO). MS: 250 (3,4, MH™), 179 (1,7), 122 (38), 121 (90), 120 (52), 94
(43),84(43), 71(21), 70 (100). Anal. ber. fiir C;3H¢N;O,-1,5 Fumarsdure (423): C 53,9, H 5,9, N 9,9; gef.: C 53,9,
H59,N99.

V:IR: 17205 (CO). "H-NMR (CDCl;, 360 MHz): 4,58 (br. 5, 2 H—C(1')); 4,10 (¢, J = 9,7, 2 H—C(5)); 3,38 (1,
J =152H-C@#");2,65(1,J =9,7,2H-C(4)); 2,55 (m, 2 H—-C(2"), 2 H~-C(5")); 2,18 (5, Ac); 1,8 (m, 2 H—C(3"),
2 H-C(4"). "*C-NMR ((Dg)DMSO): 174 (1 C, CH;CO0); 170 (C(3)); 80 (C(2")); 78 (1 C, C(3)); 51,5 (2 C, C(2"),
C(5")); 47 (C(17)); 42,5 (C(4"); 36 (C(5)); 31 (C(4)); 23,5 (2 C, C(3"), C(4™)); 21 (CH;CO). MS: 250 (14, MH™), 248
(16), 207 (36), 206 (34), 165 (34), 123 (72), 122 (80), 121 (94), 120 (80), 108 (68), 84 (52), 71 (100), 70 (100). Anal. ber.
fiir C3H N3O, (249,3): C 62,6, H 7,7, N 16,9; gef.: C 62,4, H 7,4, N 16,8.

2-[4'-( Pyrrolidin-1"-pl )-2'butinyl | pyrazolidin-3-on (II). Einc Lsg. von 5,0 (20 mmol) V in 50 ml 28 HCI wurde
10 min bei 80° gerithrt. Dann wurde die Lsg. mit festem K,CO; gesdttigt und 4mal mit 50 ml CHCI, extrahiert. Die
vereinigten org. Phasen wurden getrocknet (Na,SO,) und eingedampft. Nach der Reinigung durch Sdulenchroma-
tographie (CH,Cl,/MeOH 4:1) erhielt mun 2,1 g (67,5%) gelbes harziges II. Mit 2 equiv. Fumarsiure wurde das
Fumarat-Salz hergestellt und aus EtOH umkristallisiert. Schmp. 115-118°. IR (freie Base): 16905 (CO). 'H-NMR
(CDCl4, 360 MHz; freie Base): 4,7-4,6 (br. s, NH); 4,28 (br. 5, 2 H—C(1")); 3,5-3,35 (br. m, 2 H-C(4"), 2 H—C(5));
2,65-2,5 (m, 2 H—C(4), 2 H—C(2"), 2 H—C(5")); 1,8 (m, 2 H-C(3"), 2 H-C(4™). MS: 207 (42, M%), 123 (60), 85
(20), 71 (100), 70 (88). Anal. ber. fiir C,;H;;N;0O-2 Fumarsidure (439): C 51,9, H5,7, N 9,6, 0 32,8; gef.: C 51,4, H
5,8, N 9,4, 0333

I-Formyl-2-[4'-( pyrrolidin-1"-yl)-2'-butinyl ] pyrazolidin-3-on (1V). Eine Lsg. aus 2,19 ml (22,45 mmol) Ac,0
und 0,895 ml (23,7 mmol) HCOOH wurde 1,5 h bei 60° geriihrt. Bei 0° gab man I,2 g (5,78 mmol) I hinzu und
riihrte noch 1 h bei 0°. Dann wurde die Lsg. 10 min auf 60° erwdrmt und eingedampft. Den Riickstand verteilte man
zwischen ges. K,CO;-Lsg. und CH,Cl,. Nach 4mal Extraktion der H,O-Phase wurden die vereinigten org. Phasen
getrocknet (Na,SO4) und eingedampfl. Nach Reinigung des Produkts durch eine Sdulenchromatographie
(CH,CI1,/MeOH 4:1) erhielt man 1,4 g (84%) LIV als gelbes Harz. Mit Fumarsiure wurde das Fumarat hergestellt
und aus EtOH umkristallisiert. Schmp. 107-108°. IR (CH,Cl,; freie Base): 1730s (CO), 1690s (CHO). 'H-NMR
((Dg)DMSO, 360 MHz, 150°; freie Base): 8,3 (s, CHO); 4,48 (+, J = 2,2 H-C(1")); 3,95 (1, = 7,5,2 H-C(5)); 3,34

1i1
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t,J =2,2H-C@')); 2,6 (t,J = 1,5, 2 H=C(4)); 2,55 (m, 2 H-C(2"), 2 H~C(5")); 1,7 (m, 2 H-C(3"), 2 H-C(4")).
MS: 234 (8, MH™), 207 (12), 151 (13), 123 (48), 122(28), 121 (56), 119 (34), 109 (42), 98 (36), 71 (52), 70 (100). Anal.
ber. fiir C,H;N;0, Fumarsaure (351,36): C 54,7, H 6,0, N 12,0; gef.: C 54,3, H 6,1, N 12,0.

1-Methyl-2-[ 4 -( pyrrolidin-1"-yl)-2'-butiny! [pyrazolidin-3-on (111a). Zu einer Lsg. von 5,6 ml (40 mmol)
H,O-freicm (i-Pr),NH in 100 ml abs. THF tropfte man bei 0° unter Ar 25 ml (40 mmol) 1,68 BuLi in Hexan. Nach
15 min Riihren gab man 2,0 g (20 mmol) Lactam 8 [8]in 10 ml abs. THF bei —78° hinzu. Nach 1 h Rihren bei —78°
driickte man mit Ar-Uberdruck (inverse Zugabe) die Lsg. durch einen Teflon-Schlauch ((f 2 mm) in eine auf —78°
gekiihlte Lsg. von 5,66 g (20 mmol) Amin-hydrobromid 11 [9] in 50 mi abs. CH,Cl,. Man rithrte 30 min bei ~78°,
liess dann auf RT. erwidrmen und riihrte noch 1 Nacht bei RT. Das Lsgm. wurde abgedampft, und den Riickstand
reinigte man mittels Sdulenchromatographie (CH,Cl,/MeOH/konz. NH; 7:3:0.1): 2,7 g (61%) braunes harziges
la. IR : 2800w (N—C—H), 1620s (CO). "H-NMR (CDCl,, 360 MHz): 4,18 (dt, Jgem = 15,J(1',4°) = 2, L H-C(1));
4,03 (dt, Sy, = 15, J('4) = 1,5, 1 H=C(1')); 3,98 (m, 1 H=C(5)); 3,63 (m, 1 H-C(5)); 3,48 (1, J =15, 2
H—C(4")); 3,25 (s, MeN); 2,83 (m, 2 H-C(4)); 2,42 (m, 2 H—C(2"), 2 H-C(5")); 1,85 (m, 2 H—C(3"), 2 H-C(4")).
Anal. ber. fir C,,H;sN;0- 1,8 Naphthalindisulfonsiure (509,6): C 51,9, H5,3,N8,2,022,0,512,6; gef.. C51,3,H
55,N82,0223,8125.

Naphthalindisulfonat-Salz von IIla: Schmp. 226-228°.

1-Methyl-2-[4'~( dimethylamino )-2'-butinyl |- I-methylpyrazolidin-3-on (111b). In Analogie zu IIla wurde I1Ib
aus Amin 12 hergestellt: 2,9 g (74%) braunliches harziges I11b. Mit Maleinsdure wurde das Bis(hydrogenmaleat)
hergestellt. Schmp. 117-118°. IR (freie Base): 1610 (CO). 'H-NMR ((Dg)DMSO, 360 MHz; Salz): 4,63, 4,57 (dt,
Jgem = 15, J(1'4) = 1,5, je L H, 2 H-C(1")); 4,15-3,95 (m, 2 H-C(5)); 4,08 (1, J = 1,5, 2 H-C(4")); 3,32 (s, MeN);
3,0-2,85(m, 2 H—C(4)); 2,72 (s, Me,). FAB-MS: 196 (M H™). EI-MS: 195 (4, M *), 98 (31), 96 (39), 95 (58), 72 (40),
58 (100). Anal. ber. fur C,yH;N;O -2 Maleinsaure (427,41): C 50,6, H 5,9, N 9,8, 0 33,7; gef.: C 50,7, H 5,7, N 9,8,
0337,

1-Methyl-2-( 2'-propinyl ) pyrazolidin-3-on (9). Zu einer Suspension aus 1,38 g (10 mmol) K,CO;, 1,0 g (10
mmol) 8 [8] und 40 ml MeCN tropfte man bei RT. 0,754 ml (10 mmol) 2-Propinyl-bromid in 1 ml MeCN. Die
Suspension wurde 14 h geriihrt, das Lsgm. abgedampft und der Riickstand in 40 m! CH,Cl,/MeOH 1:1 gelost.
Nach Filtration und Abdampfen des Lsgm. erhielt man 1,4 g braunes Harz, das mittels Sdulenchromatographie
(CH,Cl,/MeOH 1:1) gereinigt wurde: 1,3 g (94 %) weisse Kristalle, Schmp. 129- 131°. IR (KBr): 2250m (C=CH),
16005 (C=0). 'H-NMR ((Dg)DMSO, 360 MHz): 4,2 (m, 2 H-C(1")); 3,8-3,69 (m, 2 H-C(5)); 3,78 (br. s,
H-C(3)); 3,18 (s, MeN); 2,52 (1, J = 12, 2 H-C(4)). C-NMR: 177,06 (CO); 79,87 (C(3")); 74,67 (C(2)); 60,67
(C(5)); 57.24 (C(1°)); 54,05 (MeN); 32,75 (C(4)). MS: 139 (8, MH™), 138 (75, M), 99 (100, M ™ — CH,C=CH),
95 (94), 83 (58), 69 (18), 55 (58).

2-(2-Propinyl )isothiazolidin-3-on (15). Zu einer Lsg. von 1 g (4,04 mmol) Dichlorid von 13 in 10 ml CCl,
tropfte man innert 5 min bei —20° 3,4 mi (4,04 mmol) 1,2n Cl, in CCl,. Nach 5 min Rithren bei —20° tropfte man
diesc Lsg. bei —20° zu einer Mischung aus 0,55 ml (8,08 mmol) 2-Propinylamin, 2,82 ml (20,2 mmol) Et;N und 30
ml CCl,. Die Suspension wurde nun langsam auf RT. erwdrmt, und man rithrte noch 30 min bei RT. Nach
Filtration und Abdampfen wurde der Riickstand zwischen ges. KHCO;-Lsg. und CH,Cl, verteilt. Die wisst. Phase
wurde noch 2mal mit CH,Cl, extrahiert. Nach dem Trocknen der org. Phasen (Na,SO,) und Eindampfen erhielt
man 500 mg gelbes Harz, welches durch Chromatographie (CH,Cl,/EtOH 98:2) gereinigt wurde: 400 mg (35%)
gelbes Harz, das aus Et,O kristallisierte. Schmp. 54-57°. IR: 3300s (C=C—H), 1680 (CO). 'H-NMR (CDCl5, 360
MHz): 4,18 (d, J = 3,2 H-C(1")); 3,5 (¢, J = 7,2 H-C(5)); 2,8 (¢, J/ = 7, 2 H-C(4)); 2,32 (¢, J = 3, ]l H-C(3")).
MS: 141 (69, M), 59 (23), 55 (100), 54 (22). Anal. ber. fir CgH,NOS (141,19): C 51,0, H5,0,N9,9,011,3,822,7;
gef.: C509,H5,0,N99,011,8 8222,

2-[4'-( Pyrrolidin-1"-yl)-2'-butinyl Jisothiazolidin (V1). Zu einer Lsg. aus 4,0 g (16,17 mmol) Dichlorid von 13
in 40 mi CC), tropfte man innert 10 min bei —20° 13,5 ml (16,18 mmol) 1,2N Cl,-Lsg. in CCl,. Nach 5 min Riihren
bei —20° tropfte man diese gelbe Mischung zu einer Lsg. von 4,47 g (32,36 mmol) Amin 16 [11], 11,28 ml (80,19
mmol) Et;N und 120 ml CCly bei —20°. Nach 30 min Rithren bei —20° und 30 min bei 0° liess man die Suspension
auf RT. erwidrmen, filtrierte sie und dampfte ein. Das gelbe Harz wurde durch Chromatographie (CH,Cl,/MeOH
9:1) gereinigt: 1,8 g (24,8%) gelbes Harz, welches aus Pentan/Et,O kristallisierte. Schmp. 41-43°. TR: 2800
(N—C—H), 1675 (CO). 'TH-NMR (CDCl;, 360 MHz): 4,2 (¢, J = 2, 2H-C(1")); 3,48 (¢, J = 7,2, 2 H-C(5)); 3,43 (1,
J=2,2H-C(@4"));2,28(t,J =7,2,2 H-C(4)); 2,10 (m, 2 H—C(2"), 2 H-C(5"); 1,82 (m, 2 H—-C(3"), 2 H-C(4")).
MS: 225 (4, MH*), 224 (11, M), 223 (7), 154 (8), 138 (15), 120 (38), 108 (25), 70 (100). Anal. ber. fiir C;;H,;N,0S
(224,32): C58,9,H 7,2, N 12,5,07,1,S 14,3; gef.: C 58,9, H 7,2, N 12,4, 0 7,1, S 14,5.

Bindungs‘assay’. Materialien: [PH}-cis-2-Methyl-4-(trimethylammonium)methyl-1,3-dioxalan (CD), spezifi-
sche Aktivitit: 36,1 Ci/mm, [*H]Pirenzepin (Pi), spezifische Aktivitit: 70,6 Ci/mM, New England Nuclear. Tricin-
Puffer: N-[Tristhydroxymethyl)methyllglycin 0,05 mit In NaOH/KOH 8:2 auf pH 7.4 bei 22° eingestellt,
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enthaltend 2 mM MgCl, und 2 mmol CaCl,. Tris-Pufler: Tris(hydroxymethyl)aminomethan-hydrochlorid 0,05M,
pH 7,7 bei 25°. Phosphat-Puffer: pH = 7,4 (10 mm). /H]CD-Bindung und [ H] Pirenzepin- Bindung : Membransu-
spensionen: 10 minnliche OFA-Ratten (150-200 g) wurden dekapitiert und die Hirne rasch entnommen. Die
Cortices wurden in 50 ml eiskaltem Tris-Puffer mit einem Polytron PT-20 (Stellung 7) 30 sec homogenisiert. Das
Homogenat wurde 15 min bei 35000 g zentrifugiert und das Pellet in frischem Puffer resuspendiert. Nach 3mal
Wiederholen dieses Prozesses wurde das Pellet in 20 ml Puffer suspendiert und in 2-ml Portionen rasch durch
Drehen in Trockeneis/Aceton eingefroren und bei ~70° gelagert. Vor Gebrauch wurden die eingefrorenen Proben
5 min bei 37° aufgetaut (15]. Fir das CD-Bindungs‘assay’ wurde das Pellet mit dem 200fachen Volumen an
Tricine-Puffer verdiinnt. Zu 1,8 ml dieser Membran-Suspension gab man 0,1 ml der unbekannten Verbindung
geldst in Puffer oder in H,O und CD-Lsg. bis zu einer Endkonzentration des [*H]-Liganden von | nM. Man
inkubierte darauf 30 min bei 22°. Fir das Pi-Bindungs‘assay’ wurde das Pellet mit dem 500fachen Yolumen an
Phosphat-Puffer verdiinnt. Nach Zugabe der zu messenden Substanz, geldst in 0,1 ml Puffer oder H,O, stellte man
die [*H]Pirenzepin-Konzentration auf 0,3 nm und inkubierte 30 min bei 25°. Dann filtrierte man durch Whatman-
GF/B-Glasfiber-Filter, welche mit 0,05% Polyethylenimin vorbehandelt worden waren (‘Brandel! cell harvester
type filtration apparatus’). Man wusch noch 3mal mit 5 mi eiskaltem 50 mM Tris-Puffer im CD-‘assay’ bzw. mit
kaltem Phosphat-Puffer im Pi-‘assay‘. Fiir die Affinititsbestimmung wurden mindestens 4 verschiedene Konzen-
trationen im Doppel verwendet. Die detaillierte Analyse des Verdrdngungsexperiments wurde nach der Methode
von Tobler-Engel durchgefiihrt [16].

Meerschweinchen-Ileum. Miannliche Meerschweinchen (300-500 g) wurden dekapitiert und das Ileum heraus-
pripariert. Nach dem Spiihlen mit Tyrode-Lsg. wurden etwa 2,5-cm lange Segmente in thermostatisierten (36°)
separaten Organ-Kammern befestigt. Die oxygenierte Tyrode-Lsg. hatte folgende Zusammensetzung: 136,9 mm
NaCl, 2,68 mm KCl, 1,8 mm CaCl,, 1,05 mm MgCl,, 0,41 mm NaH,PO,, 11,9 mm NaHCO;3, 5,5 mM Glucose. Die
Messung der Kontraktionskraft erfolgte isometrisch mit Statham UC2 Transducern. 30 min nach der Montage der
Ileum-Segmente in die Kammern wurde an den Darmen eine Vorspannung von ca. 0,8 p eingestellt. Nach weiteren
30 min wurden dem Organ-Bad erstmals Substanzen beigegeben. Die Substanzen wurden in Einzeldosen (mit
Spulung nach jeder Dosis) bis zum Erreichen einer max. Kontraktion zugegeben. Es wurden 4-8 Messungen pro
Substanz durchgefiihrt. Bei der Priifung von Antagonisten wurde der vermeintliche Antagonist 2 min vor Zugabe
der Muskarin-Dosen (Muscarin wurde als Referenzverbindung genommen) zugegen.

Isoliertes Ganglion cervicale superius. Von mit Urethan narkotisierten Ratten (200--300 g) wurden beide
Ganglia cervicale superius herauspripariert und das die Ganglia umgebende Bindegewebe abgeschilt. Jeweils 4
Ganglia wurden in voneinander unabhingigen, thermostatisierten (36°) Durchflusskammern mit den priaganglio-
niren Enden nach oben eingehédngt und mit oxygenierter Nahrlsg. (95% O,, 5% CO,, 1 ml/min) superfundiert. Die
Nihrisg. hatte folgende Zusammensetzung: 124 mm NaCl, 3 mm KCl, 26 mm NaHCO;, 1,25 M NaH,POy, 2,0 mm
CaCl,, 2 mm MgCl; und 10 mM Glucose. Das untere postganglionire Ende wurde in eine Saugelektrode, die Teil
einer Kalomel-Elektrode ist, eingesaugt. Zwischen dieser und einer indifferenten Kalomel-Elektrode, die mit der
Durchflusszelle verbunden ist, wurde mit einem Mikrovoltmeter (Keithley 177) das Summenpotential der post-
ganglioniren Fasern gemessen. Die Substunzen wurden in einzelnen Dosen jeweils so lange appliziert, bis die
maximale Depolarisation der Ganglien erreicht war. Es wurden 4-8 Messungen pro Substanz durchgefiihrt. Die
Wirkung von Antagonisten als Verschiebung der Muscarin-Dosis-Wirkungskurve (Muscarin wurde als Referenz
verwendet) wurde nach Yorinkubation (10 min) der Ganglien mit dem Antagonisten bestimmt.
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