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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich allgemein auf das Gebiet der Pharmakologie. Insbesondere be-
trifft sie neue auf Anabasein bezogene Zusammensetzungen und Verfahren zur Verwendung dieser Zusam-
mensetzungen fur Behandlungsformen, die mit Defekten oder Funktionsstérungen von Nikotinsubtyphirnre-
zeptoren in Verbindung stehen.

[0002] Im Gehirn wurden eine Vielzahl an Nikotinrezeptorsubtypen gefunden. Nikotin ist eine Droge, die of-
fenbar alle diese Rezeptorsubtypen, ebenso wie der endogene Transmitter Acetylcholin, aktivieren kann. Ni-
kotin selbst hat beides, positive und negative Eigenschaften im Menschen, in Abhangigkeit von der betroffenen
Rezeptorsubpopulation. Die beiden quantitativim Gehirn Gberwiegenden Rezeptorsubtypen sind Alpha7 und
Alphadbeta2.

[0003] Eine Vielfalt an molekularen, biochemischen und physiologischen Untersuchungen zeigt das Vorhan-
densein vielzahliger Nikotinrezeptoruntereinheiten im Gehirn und anderen Geweben. Einer der vorwiegenden
Nikotinrezeptorsubtypen im Gehirn weist die a7-Untereinheit, besonders in den telenzephalischen Bereichen,
wie beispielsweise Hippocampus und Neocortex, auf. Diese Rezeptoren fungieren als Homooligomere bei Ex-
pression in Oocyten, wo sie eine charakteristische, hohe Bindungsaffinitdt zu a-Bungarotoxin, hohe Calci-
um-Permeabilitdt und schnelle Unempfindlichkeit zeigen. Jingste Untersuchungen mit selektiven a7-Agonis-
ten weisen darauf hin, dall diese Rezeptoren in das Gedachtnis bezogene Verhalten als, auch in die Aufrecht-
erhaltung der intrazellularen Calcium-Homoostasis involviert sind.

[0004] Der am besten untersuchte selektive a7-Agonist ist GTS-21, (E-3-[2,4-Dimethoxybenzyliden]anaba-
sein, auch bezeichnet als DMXB). GTS-21 verstéarkt die Leistung in verschiedenen raumlichen und nicht rdum-
lichen Gedachtnis bezogenen Paradigmen bei Ratten und Kaninchen. Es wirkt sich auch auf die nervenschiit-
zende Aktivitat gegen den tropischen Faktorentzug in PC12 Zellen (Martin, et al., 1994), die NMDA-Aktivierung
in primaren neuronalen Kulturen (Shimohama, et al., 1996) und die fimbria Transectionen in vivo aus. Trotz
dieser, das Verhalten und den Nervenschutz beeinflussenden Wirkungen von GTS-21 ist es jedoch nur ein be-
scheidener, teilweise wirksamer Agonist auf a7-Rezeptoren, mit etwa 20% der Aktivitat von ACh selbst.
[0005] Es wurde ein vollig wirksamer und starker a7-Agonist, das 3-Cinnamyliden substituierte Anabasein
DMAC oder E, E-3-(4-Dimethylaminocinnamyliden)anabasein, beschrieben. Diese Zusammensetzung hat
auch eine gedachtnisverstarkende Aktivitat bei Nagern, eine nervenschiitzende Aktivitat wurde aber nicht do-
kumentiert. DMAC bewirkt auch die ungewdhnliche Eigenschaft, dal} es die a7-Rezeptoren nach der Aktivie-
rung Uber einen langeren Zeitraum inhibiert. Obwohl die biologische Bedeutung dieser inhibitorischen Aktivitat
bis jetzt unbekannt ist, kdnnte man erwarten, daf} die Langzeitwirkung der Zusammensetzung, abhangig von
der Rezeptoraktivierung, wie dem Nervenschutz, behindert wird.

[0006] Was die strukturellen Aktivitatsunterschiede zwischen GTS-21 und DMAC betrifft, ist unbekannt, in
welchem Mal3e die vollige agonistische Wirksamkeit oder die bestimmte antagonistische Aktivitat der letztge-
nannten Zusammensetzung aus der Cinnamylidenanabasein-Struktur oder von anderen Substituentenunter-
schieden hergeleitet ist.

[0007] Im Tabakrauch vorliegendes Nikotin ist beides, verstarkendes und stichtig machendes Mittel. Beim
suichtigen Rauchen sind alle N-Acetylcholin Rezeptorsubtypen durch Nikotin potentiell aktiviert, einschlief3lich
derer, die nicht direkt in die Hervorrufung der Verstarkung involviert sind. Gegenwartig verfugbare Ersatzthe-
rapien mit z. B. Nikotin enthaltenden Kaugummis und Pflastern aktivieren ebenfalls alle Rezeptorsubtypen. Ob-
wohl Nikotinkaugummis und Pflaster einige Entziehungssymptome blockieren, bewirken sie ebenfalls eine Ver-
starkung. Obwohl schwer zu quantifizieren, scheint die durch Nikotinkaugummi und Pflaster bewirkte Hohe der
Verstarkung nicht so grof3 zu sein, wie die durch das Rauchen bewirkte, denkbar ist, da® Kaugummi und Pflas-
ter nicht so wirkungsvoll wie Zigaretten in der Zufuhr von Nikotin sind um die Verstarkung zu bewirken (de Fieb-
re, et al.; Collins, et al.). Somit scheint der MiBbrauch von Kaugummis und Pflastern kein Hauptproblem bei
der Verwendung dieser Mittel in Raucherentzugsprogrammen zu sein. Die Riickfallrate nach der Anwendung
von Kaugummis oder Pflastern bleibt jedoch meistens genauso hoch, als wenn keine Ersatztherapie ange-
wandt wurde. Obwohl Kaugummi und Pflaster die Entzugssymptome abschwachen, kdnnen ihre nicht optima-
len Verstarkungseigenschaften die Sucht bei der Erholung der Raucher verlangern und zu der hohen Ruckfall-
rate nach ihrer Anwendung beitragen.

[0008] Stoffe, die die Aktivierung der Nikotinrezeptoren hemmen, vermitteln die psychologischen Beloh-
nungs/Suchteigenschaften des Tabaks, werden durch Rauchen oder oral als Pulver (sog. ,Schnupftabak") ver-
abreicht und stellen die ultimative Therapie zum Erreichen eines tabakabstinenten Zustandes dar. Dies wurde
vorher nicht erreicht, da die bekannten Nikotinrezeptorantagonisten (Beispiele: Mecamylamin, Tubocurarin) fur
diese besonderen Nikotinrezeptoren nicht selektiv sind. Solche Antagonisten wirken auf das autonome Ner-
vensystem und an der neuromuskularen Synapse, wobei verschiedenste toxische Nebeneffekte, einschlieRlich
des autonomen Blockierens (was verschiedenste Veranderungen einschlieRlich niedrigen Blutdrucks bewirkt)
und des neuromuskularen Blokkierens (was Atmungsdepression bewirkt), verursacht werden.

[0009] Es ist ebenfalls dokumentiert, daf Rauchen und Trinken in dem Male positiv korrelieren, daf3 diejeni-
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gen, die rauchen, gewohnlich auch trinken und umgekehrt. Es wurde gezeigt, dal® Ethanol das Rauchen erhé-
hen kann (Burton and Tiffany, 1997). Untersuchungen an Ratten zeigten, da® die Verabreichung von Nikotin
den Ethanolkonsum erhéhen kann. (Blomquist, et al., 1996). Andere Untersuchungen zeigten, daf sich eine
Kreuztoleranz zwischen Ethanol und Nikotin entwickelt (Collins, et al., 1996) und daR die Sensitivitat auf Etha-
nol und Nikotin genetisch korrelieren (de Fiebre, et al., 1992). Das deutete darauf hin, daf3 Ethanol und Nikotin
einen oder mehrere gemeinsame Wirkungspunkte bei einen oder mehreren Nikotinrezeptorsubtypen haben
koénnten. In vor kurzem durchgefiihrten Untersuchungen wurde festgestellt, dal offenbar der Alpha7-Nikotin-
rezeptor-subtyp durch Ethanol beeinflult wird (Yu, et al., 1996).

[0010] Es wurde spekuliert, daf die Aktivierung des Gehirn-Alpha7-Rezeptors in die Verbreitung verschiede-
ner Typen von Anféllen (z. B. Nikotin-induzierte Anfalle, (Marks et al., 1989)) verwickelt ist.

[0011] Die Ischamie und die resultierende Glutamat-Freisetzung sind wesentliche Ursachen fiir neuronale
EinbuRen bei Schlaganfallen, Schwemmungen und anderen Insulten des Gehirns. Glutamat wird als wesent-
liches Excitotoxin angesehen, das fir vieles des Zellsterbens nach einem Ischamie-Anfall verantwortlich ist.
[0012] Nikotinrezeptoren wurden an den neuromuskularen Verbindungen, als auch in elektrischen Organen
von Spezien wie Torpedo californica, wo sie penthemische Transmembranringe aus vier Untereinheiten, be-
zeichnet als a, 3, & und v, bilden (Deneris, et. al., 1991), charakterisiert. Wenig ist bekannt iber Nikotinrezep-
toren im Gehirn, jedoch wurde mittels Ligandenbindung, elektrophysiologischer und molukularbiologischer
Techniken viele Rezeptorsubtypen mit neuen Eigenschaften und Funktionen gezeigt (Martin, et al., 1994;
Wright, et al., 1993). Zumindest die 6 a-Untereinheiten (a2 — a7, a9 bei Sdugern, a8 bei Kiiken), die 3 $-Unter-
einheiten (32 — 34), aber nicht die &- oder y-Untereinheiten im Gehirn wurden kloniert. Die a7-Untereinheit, wel-
che offenbar funktionelle homooligomerische Rezeptoren bildet (Koike, et al., 1989), ist nach quantitativen Bin-
dungsstudien der vorwiegende Nikotinrezeptorsubtyp im Gehirn (Couturier, et al., 1990). lhre Dichte im Hippo-
campus und Neocortex, zusammen mit der gedachtnisverstarkenden Wirkung selektiver a7-Nikotinagonisten
wie bspw. 3-(2,4-Dimethoxybenzyliden)anabasein (DMXB) (Pugh, et al., 1994), weist auf eine signifikante Rol-
le der a7-Rezeptoren beim Lernen und Erinnern hin. Des weiteren sind diese Rezeptoren stark durchlassig fur
Ca?* und schnell insensitiv nach der Aktivierung (Alkondon, et al., 1994; Koike, et al., 1989). Diese Kanaleigen-
schaften weisen auf eine moduldre Funktion bezliglich der neuronalen Ca?-Homdostasis hin, was die festge-
stelle Involvierung in die Synapsenbildung und neuronale Vitalitat erklaren konnte. Es wurde herausgefunden,
daf} sie selektive a7-Aktivierung zum Schutz der Neuronen gegen den NGF-Verlust in vitro dient, genauso wie
gegen die neuronale Degeneration, die der Axotomie folgt in vivo. Vor kurzem wurde ein mutierter a7-Rezeptor,
der nicht zur Insensibilisierung in der Lage ist, mit der Neurotoxizitat in C. elegans in Verbindung gebracht (Trei-
nin und Chalfie, 1995).

[0013] Der Verlust an cholinerischen Neuronen bei der Alzheimer Krankheit und anderen neuropathologi-
schen Stérungen (z.-B. pugilistische Dementie, alkoholinduzierte Dementie,) wird als grundlegend fiir zumin-
dest einige der Gedachtnisverluste, die bei diesen Krankheiten beobachtet werden, angesehen. Der Verlust
dieser chollinearischen Neuronen in Tiermodellen kann durch Einsatz von neurotrophen Faktoren, insbeson-
dere von Nervenwachstumsfaktoren (NGF), vermieden werden. NGF wurde dementsprechend als potentielle
Behandlung der Alzheimer-Krankheit entwickelt. NGF kreuzt jedoch nicht die Blut-Gehirn-Schranke, was des-
sen Nutzlichkeit bei der Behandlung von Gehirnerkrankungen einschrankt.

[0014] Abstracts von Veroffentlichungen American Chemical Society 210, (2), 1995, Medi 113, erwahnt eine
potentielle therapeutische Nutzlichkeit verschiedener Zusammensetzungen einschlief3lich 3-(2, 4)-Dimethoxy-
benzylidinanabasein zur Behandlung, einschliellich dem Rauchentzug. MOL. PHARMACOL. (1995) 47:
164-171 offenbart in vitro Tests von drei Anabasein-abgeleiteten Zusammensetzungen, einschliellich DMAC.
Es ist offenbart, dall die Zusammensetzungen a7-Agonisten sein kénnen, aber die selben Zusammensetzun-
gen ebenfalls als selektive a7-Antagonisten einsetzbar sind. DRUG DEV. RES. (1994) 31 (2), 127-134 disku-
tiert die Wirkungen von Anabasein bezogenen Analogen auf die Rattengehirnnikotinrezeptorbindung und auf
das Vermeidungsverhalten.

[0015] Die vorliegende Erfindung betrifft zwei Klassen von Zusammensetzungen, neue Cinnamylidenanaba-
seine und Benzylidenanabaseine, deren Ziel der Alpha7-Rezeptorsubtyp ist, wobei sie wenig oder kaum den
Alpha4beta2 oder anderer Subtypen aktivieren. Verschiedenste Untersuchungen an Menschen und Tieren zei-
gen, daB diese Zusammensetzungen nutzlich sein werden bei der Therapie und Behandlung, die auf diese Re-
zeptoren abzielen, einschlieBlich der Methoden, die mit dem Tabakentzug verbundene Nebeneffekte verrin-
gern; eine antialkoholische Wirkung haben; eine anti-Schlaganfallwirkung haben, ohne die Nebeneffekte zu
haben, die mit den weniger spezifischen Rezeptoragonisten verbunden sind; und die Alterseffekte verringern,
die die Lern- und Erinnerungsbeeintrachtigungen betreffen.

[0016] Die vorliegende Erfindung betrifft somit viele Probleme, die mit Defekten oder Fehlfunktionen von Ge-
hirnnikotinrezeptortypen verbunden sind durch die Bereitstellung von Zusammensetzungen, deren Ziel der
Alpha7-Nikotinrezeptorsubtyp ist, wobei sie gering oder kaum den Alphadbeta2 oder anderer Rezeptorsubty-
pen aktivieren.

[0017] Die Erfindung ist in den Anspriichen definiert. Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung umfal3t neue Zu-
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sammensetzungen enthaltend eine Verbindung der Formel:

wobei R fur Wasserstoff oder C,-C,-Alkyl; und R? fir =CHCH=CHX steht, wobei X fiir

R3

RS

steht, wobei R®, R* und R® aus der aus Wasserstoff, C,-C,-Alkyl, das gegebenenfalls durch N,N-Dialkylamino
mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen in den einzelnen Alkylgruppen substituiert ist, C,-C-Alkoxy, das gegebenenfalls
durch N,N-Dialkylamino mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen in den einzelnen Alkylgruppen substituiert ist, Carboalk-
oxy mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen in der Alkoxygruppe, Amino, Amido mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen in der
Acylgruppe, Cyano, N,N-Dialkylamino mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen in den einzelnen Alkylgruppen, Halogen,
Hydroxyl und Nitro bestehenden Gruppe ausgewahit sind, wobei wenigstens einer der Reste R, R®, R* und R®
nicht fiir Wasserstoff steht und wobei R® nicht fiir 4-N,N-Dialkylamino steht, wenn R', R* und R® jeweils fiir Was-
serstoff stehen; oder ein organisches oder anorganisches, pharmazeutisch unbedenkliches Salz davon.
[0018] In bevorzugten Ausfiihrungsformen ist R? in der 3-Stellung des Tetrahydropyridinrings gebunden. In
weiteren bevorzugten Ausflihrungsformen ist R®, das bevorzugt in der 4-oder 2-Stellung des Phenylrings ge-
bunden sein kann, aus der aus Amino, Hydroxyl, Chlor, Cyano, Dimethylamino, Methyl, Methoxy, Pentoxy, Iso-
pentoxy, Propoxy, Isopropoxy, Acetylamino, Acetoxy und Nitro bestehenden Gruppe ausgewahlt, mit Hydroxyl,
Acetylamino, Acetoxy, und Methoxy als besonders bevorzugte Gruppen. Es kann ebenfalls winschenswert
sein, dak R' und R* fiir Wasserstoff stehen, wobei R® in der 2-Stellung des Phenylrings steht und eine Amino-,
Hydroxyl-, Chlor-, Cyano-, Dimethylamino-, Methyl-, Methoxy-, Acetylamino-, Acetoxy- oder Nitro-Gruppe ist
und R?®, welches in der 4-Stellung des Phenylrings gebunden ist, ein Methoxy oder Hydroxyl ist. Andere bevor-
zugte Zusammensetzungen schlieRen solche Zusammensetzungen ein, in denen R', R* und R® Wasserstoff
ist.

[0019] Die vorliegende Erfindung umfaldt des weiteren neue Cinnamylidenanabaseine. Die Bezeichnung
,Cinnamylidenanabaseine" bezieht sich auf Zusammensetzungen, welche beides, Cinnamylidengruppen und
Anabaseingruppen, enthalten, wie bspw. die Cinnamylidenzusammensetzungen in Tabelle 1, Tabelle 2 und Ta-
belle 3. Folglich sind einige bevorzugte Cinnamylidenanabaseine, die von dieser Erfindung umfafit werden, je-
doch nicht die Erfindung limitieren, 3-(4-Acetylaminocinnamyliden)anabasein, 3-(4-Hydroxycinnamyliden)ana-
basein, 3-(4-Methoxycinnamyliden)anabasein, 3-(4-Hydroxy-2-Methoxycinnamyliden)anabasein, 3-(2,4-Di-
methoxycinnamyliden)anabasein und 3-(4-Acetoxycinnamyliden)-anabasein.

[0020] Ein wichtiger Aspekt der vorliegenden Erfindung umfafit die Verwendung einer therapeutisch wirksa-
men Menge einer Zusammensetzung der Formel

oder eines pharmazeutisch unbedenklichen, organischen oder anorganischen Salzes davon, wobei R' fiir
Wasserstoff oder. C,-C,-Alkyl und R? fir =CHX, =CCH,X oder =CHCH=CHX steht, wobei X fiir
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steht, wobei R®, R* und R® aus der aus Wasserstoff, C,-C,-Alkyl, das gegebenenfalls durch N,N-Dialkylamino
mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen in den einzelnen Alkylgruppen substituiert ist, C,-C-Alkoxy, das gegebenenfalls
durch N,N-Dialkylamino mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen in den einzelnen Alkylgruppen substituiert ist, Carboalk-
oxy mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen in der Alkoxygruppe, Amino, Amido mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen in der
Acylgruppe, Cyano, N,N-Dialkylamino mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen in den einzelnen Alkylgruppen, Halogen,
Hydroxyl und Nitro bestehenden Gruppe ausgewahlt sind, wobei es sich bei der Verbindung nicht um 3-(2,4-Di-
methoxybenzyliden)anabasein handelt, zur Herstellung eines Medikaments mit einer therapeutischen Wirkung
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus:

a) der Abschwachung bzw. der Verhinderung von Tabakentzugserscheinungen in einem Saugetier,

b) der Stimulierung von durch Ethanol antagonisierten alpha7-Rezeptoren im Hirn eines Saugetieres,

¢) dem Schutz gegen durch Ischamie induzierten Zellverlust in einem Saugetier.

[0021] Bevorzugt ist R? in der 3-Stellung des Tetrahydropyridinrings gebunden und R?, das bevorzugt in der
4-Stellung des Phenylrings gebunden ist, ist aus der Amino, Hydroxyl, Chlor, Cyano, Dimethylamino, Methyl,
Methoxy, Isopropoxy und Nitro bestehenden Gruppe ausgewahlt mit Hydroxyl, Isopropoxy, Amino, Acetylami-
no, Acetoxy und Methoxy als besonders bevorzugte Gruppen. Eine andere bevorzugte Ausfiihrungsform ist
die Methode, bei der die Zusammensetzung eine solche ist, daR R' und R® beide Wasserstoff sind, R® ist ein
Methoxy und R* ist ein Hydroxyl oder Methoxy. Es kann wiinschenswert sein, R® und R* entweder in der 4- oder
2-Stellung des Phenylrings zu haben. Ein weiteres Beispiel einer bevorzugten Zusammensetzung, die in den
beschriebenen Methoden dieser Erfindung verwendet wird, ist, wo R' Wasserstoff ist, R®, R* und R°® alle Me-
thoxy sind oder wobei R® 4-Dimethylamino und R* und R® beide Wasserstoff sind.
[0022] Soweit der Begriff ,Benzylidenanabaseine" verwendet wird, bezieht er sich auf Zusammensetzungen,
die beides, Benzylidengruppen und Anabaseingruppen, enthalten. Somit sind Benzylidenanabaseine, welche
bei der Anwendung der Methoden vorliegender Erfindung verwendet werden kénnen, jedoch nicht durch diese
limitiert sind, 3-(2,4-Dimethoxybenzyliden)anabasein, 3-(4-Hydroxybenzyliden)anabasein, 3-(4-Methoxyben-
zyliden)anabasein, 3-(4-Aminobenzyliden)anabasein, 3-(4-Hydroxy-2-Methoxybenzyliden)anabasein,
3-(2-Hydroxy-4-Methoxybenzyliden)anabasein, 3-(4-Isopropoxybenzyliden)-anabasein, (7'-Methyl-3-(2,4-Di-
methoxy-benzyliden))anabasein.
[0023] Beispiele fur Benzylidenanabaseine oder Cinnamylidenanabaseine, die in der Lage sind selektiv
Alpha7-Rezeptoren zu aktivieren, schlieen die folgenden Verbindungen ein ohne dadurch limitierend zu sein
3-(2,4-Dimethoxybenzyliden)anabasein,3-(4-Hydroxybenzyliden)anabasein, 3-(4-Methoxybenzyliden)anaba-
sein, 3-(4-Aminobenzyliden)anabasein, 3-(4-Hydroxy-2-Methoxybenzyliden)anabasein, 3-(2-Hydroxy-4-Me-
thoxybenzyliden)anabasein, 3-(4-Isopropoxybenzyliden)-anabasein, (7'-Methyl-3-(2,4-Dimethoxybenzyli-
den))anabasein, 3-(4-Acetylaminocinnamyliden)anabasein, 3-(4-Hydroxycinnamyliden)anabasein, 3-(4-Me-
thoxycinnamyliden)anabasein, 3-(4-Hydroxy-2-Methoxycinnamyliden)anabasein, 3-(2,4-Dimethoxycinnamyli-
den)anabasein und 3-(4-Acetoxycinnamyliden)anabasein.
[0024] Die Verwendung von ,in der Lage zur selektiven Aktivierung des Alpha7-Rezeptors zu sein" betrifft Zu-
sammensetzungen, die den nikotinischen Alpha7-Rezeptor aktivieren ohne spulrbar andere Rezeptorsubty-
pen, bspw. die Alphadbeta2-Rezeptoren, zu aktivieren.
[0025] Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist die Verwendung einer therapeutisch wirksamen Menge einer
Benzylidenanabaseinverbindung oder einer Cinnamylidenanabaseinverbindung oder eines pharmazeutisch
unbedenklichen Salzes davon, mit der Alpha7-Rezeptoren selektiv aktiviert werden kénnen, zur Herstellung
eines Medikaments mit einer therapeutischen Wirkung ausgewahlt aus der aus:

a) der Behandlung von Tabakentzugssymptomen,

b) der Stimulierung von durch Ethanol antagonisierten Alpha7-Rezeptoren im Hirn,

¢) dem Schutz gegen durch Ischamie induzierten Zellverlust

bestehenden Gruppe, wobei die Verbindung aus der aus 3-(4-Hydroxybenzyliden)anabasein, 3-(4-Methoxy-
benzyliden)anabasein, 3-(4-Aminobenzyliden)anabasein, 3-(4-Hydroxy-2-Methoxybenzyliden)anabasein,
3-(2-Hydroxy-4-methoxybenzyliden)anabasein, 3-(4-Isopropoxybenzyliden)-anabasein, (7'-Methyl-3-(2,4-Di-
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methoxybenzyliden))anabasein, 3-(4-Acetylammocinnamyliden)anabasein, 3-(4-Hydroxycinnamyliden)ana-
basein, 3-(4-Methoxycinnamyliden)-anabasein, 3-(4-Hydroxy-2-Methoxycinnamyliden)anabasein, 3-(2,4-Di-
methoxycinnamyliden)anabasein und 3-(4-Acetoxycinnamyliden)anabasein bestehenden Gruppe ausgewahlt
ist.

[0026] Der Zellverlust kann durch einen Schlaganfall oder Glutamat-induzierte Excitotoxizitat verursacht sein.
Somit ist diese Erfindung nutzlich zum Schutz gegen ein durch Ischamie induzierten Zellverlust und umfaf3t die
Verabreichung einer therapeutisch wirksamen Menge an Benzylidenanabasein oder Cinnamylidenanabasein,
die selektiv a7-Rezeptoren aktivieren kénnen, oder eines pharmazeutisch unbedenklichen Salzes davon, an
ein danach bedurftiges Tier.

[0027] Die Erfindung ist ebenfalls nitzlich bei der Prophylaxe gegen Zellverlust aus fokalen ischamischen In-
sult, wobei die Menge an Alpha7-Nikotinagonisten vor dem Eintreten der Ischamie in einer Menge, die wirksam
gegen den Zellverlust schitzt, verabreicht wird. Bevorzugte Alpha7-Nikotinagonisten sind ein Benzylidenana-
basein oder Cinnamylidenanabasein.

[0028] Weitere Anwendungen der Erfindung umfassen eine Methode zur Behandlung von altersbedingten
Lern- oder Gedachtnisschwachen, wobei einem danach bedurftigem Tier eine therapeutisch wirksame Menge
eines Cinnamylidenanabaseins, wobei das Cinnamylidenanabasein nicht 3-Cinnamylidenanabasein oder
3-(4-Dialkylaminocinnamyliden)anabasein ist, verabreicht wird.

[0029] Die nachfolgenden Zeichnungen sind Bestandteil der vorliegenden Beschreibung und dienen zur wei-
teren Darstellung verschiedener Aspekte der vorliegenden Erfindung. Die Erfindung ist besser verstandlich,
wenn sich auf eine oder mehrere dieser Zeichnungen in Kombination mit der genaueren Beschreibung der hier
dargestellten spezifischen Ausfiihrungsformen, bezogen wird.

[0030] Fig. 1. Gezeigt ist 3-(2,4-Dimethoxybenzyliden)anabasein (auch bekannt als ,DMXB" oder ,GTS-21"),
ein Modell fur Benzylidenanabaseine mit Alpha7-selektiver nikotinischer agonistischer Aktivitdt. Andere
3-(Benzyliden)anabaseine sind identisch bis auf verschiedene Substituenten an der Benzylidenhalfte.

[0031] Fig. 2. Gezeigt ist die Wirkung von Cinnamylidenanabaseinen auf das passive Vermeidungsverhalten
bei Ratten die bilaterale nucleus basalis Verletzungen erhielten. Die unverletzte Kontrollklappe war 247 # 35
Sec durchschnittlich +. (A) ist 3- Cinnamylidenanabasein; (B) ist 4- 3-Methoxycinnamyliden)anabasein; (C) ist
3-(4-Methoxycinnamyliden)anabasein. Die Dosen sind IP in mg/kg wobei B ist 0, # ist 0,1; ist 0,2; ist 1,0 und
ist 3,0 mg/kg. * zeigt an, dal® p < 0,05 ist, im Vergleich zu der salzigen Kontrolle, Einweg ANOVA. Alle Werte
sind Durchschnittswerte + SEM (n = 4 — 6/Gruppe).

[0032] Fig. 3. Gezeigt ist die Wirkung einer zerebralen Ischamie (Schlaganfall) auf den Gehirnzellentod und
die Fahigkeit des Benzylidenanabasein-alpha7-Nikotinagonisten gegen diesen Zelltod zu schutzen. Ratten er-
hielten einen 30-mindtigen Ischamieanfal1 durch Abschniren ihrer Halbschlagader; die Menge des Zelltodes
(proportional zur InfarktgréRe) wurde 24 h spater festgestellt. Einige Tiere erhielten die Benzylidenanabasein-
zusammensetzung DMXB (1 mg/kg IP, Salzgewicht) eine Stunde vor der Abschnirung, oder den Nikotinanta-
gonisten Mecamylamin (0,5 mg/kg IP) oder beide, Mecamylamin und DMXB, oder DMXB, 5 min nach der Ab-
schnirung. Nur DMXB allein, gegeben vor der Abschniirung, schitzt gegen den Zellverlust (* p < 0,05 im Ver-
gleich zu der salzinjizierten Kontrolle; Einweg ANOVA, n = 4 — 5/Gruppe).

[0033] Fig. 4. Gezeigt sind die Wirkungen von 100 mM Ethanol auf die Empfanglichkeit von n-Acetylcho-
lin-Rezeptorsubtypen auf eine EC50 Konzentration an Nikotin.

[0034] Fig. 5. Gezeigt ist die Hemmung der Nikotinselbstverabreichung bei Ratten durch die Injektion von
DMXB (GTS-21), im Vergleich zu der Injektion der Salzkontrolle.

[0035] Fig. 6A. Die Wirkungen von DMXB auf EAA-induzierte Cytotoxizitat in kultivierten neokortikalen Neu-
ronen. Keine Behandlung.

[0036] Fig. 6B. Wie in Fig. 6A wurden die Zellen mit 1 mM Glutamat fiir 10 min inkubiert und danach das Glu-
tamat fir 1 h ausgewaschen.

[0037] Fig. 6C. Wie in Fig. 6A wurden die Zellen 24 h vor der Glutamatbehandlung 10 yM DMXB ausgesetzt.
[0038] Fig. 6D. Wie in Fig. 6A wurden die Zellen einer gemeinsamen Anwendung von 10 yM DMXB und 1
nM a-Bungarotoxin vor der Glutamatbehandlung ausgesetzt. Malistab 50 uM.

[0039] Fig. 6E. Hemmung der Neurotoxizitat durch DMXB Vorbehandlung. Nach 24-stundiger Behandlung
mit DMXB wurde 1 mM EAA fiir 10 min oder 1 h hinzugegeben, gefolgt von einem EAAfreien Medium fur 1 h,
oder nicht. % der Kontrolle ist das Verhaltnis von lebenden Zellen, die EAA ausgesetzt waren, zu denen, die
dies nicht waren.

[0040] Fig. 6F. DMXB oder MK801 (von jedem 10 uM) wurden simultan mit 1 mM Glutamat fir 10 min ange-
wendet. * und # beziehen sich auf p < 0,05 von Glutamat oder NMDA allein. Die Werte sind Mittelwerte + SEM
(n=5).

[0041] Fig. 7. Die Wirkungen von cholinerischen Antagonisten auf DMXB-induzierten Schutz von Glutamat-
cytotoxizitat. Jeder Antagonist wurde dem Medium zugegeben, welches fiir 24 Stunden 1 yM DMXB oder 10
MM Nikotin enthalt. HEX, 1 yM Hexamethonium.

[0042] MEC, 1 yM Mecamylamin. MLA, 10 nM Methyllycaconitin. BTX, 1 nM (Alpha)-Bungarotoxin. ATR, 1
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MM Atropin. * und # bedeuten p < 0,05 im Vergleich zu DMXB oder Nikotin allein (n = 5).

[0043] Fig. 8A. Die Wirkungen von DMXB auf die InfarktgréRe, welche einem fokalen ischamischen Insult
folgt. Coronale Sektion 5 mm posterior zum frontalen Pol, wo die Infarkigr6Re am groRten war. Der schattierte
Bereich ist von einem typisch gefarbten salzinjizierten Tier mit 28% Infarkt (Durchschnittswert). Unten: corona-
le Sektion, dieselben Koordinaten des mit DMXB behandelten Tieres mit 19% Infarkt (Durchschnittswert).
[0044] Fig. 8B. Die Wirkungen von DMXB auf die Infarktgrofie die einem fokalen ischamischen Insult folgt.
Die InfarktgroR3e als eine Fraktion der des gesamten coronalen Bereiches von 5 mm posterior bis zum Frontal-
pol. Die Arzneimittel wurden 24 h vor der Ischamie injiziert. MEC: 0,5 mg/kg IP Mecamylamin; DMXB: 1 mg/kg
IP. Rechtes Feld: DMXB wahrend der Ischamie injiziert, * p < 0,05 im Vergleich zu der Salzinjektion; Einweg
ANOVA (n =6 - 8).

[0045] Fig. 9. Vergleich von Cinnamylidenstrukturen mit einer Benzylidenstruktur (GTS-21).

[0046] Fig. 10. Die Wirkungen von Mecamylamin auf DMXB induzierte Verbesserung im passiven Vermei-
dungsverhalten. Erwachsene Sprague Dawley Albinoratten wurden bilateral nucleus basalis verwundet und ei-
nen Monat spater auf passives Vermeidungsverhalten, wie im Text beschrieben, getestet. Die Latenzien fiir die
Trainings- und Testintervalle wurden 15 min nach der IP-Injektion des Salzvehicles festgestellt, 0,5 mg/kg
DMXB, 0,2 mg/kg Mecamylamin (MEC) oder beide Arzneimittel, und beschrieben als Durchschnitt + SEM von
5 Tieren/Gruppe. * p < 0,05 im Vergleich zu der salzinjizierten Gruppe, Einweg ANOVA.

[0047] Fig. 11. Die Wirkungen von DMXB auf das Training in der Morris-Wasseraufgabe bei bilateral nucleus
basalis verwundeten Ratten. Die Tiere, die verwundet oder scheinoperiert waren, begannen ihr Training 1 Mo-
nat spater, wie im Text beschrieben. Salzverdinnungen, 0,5 mg/kg DMXB, 0,2 mg/kg Mecamylamin (MEC)
oder beide Arzneimittel wurden jeden Tag, in der verwundeten und nicht verwundeten Gruppe 15 min vor dem
ersten Versuch IP injiziert. Die Werte sind Durchschnittszeiten, die notwendig waren um das Ziel zu finden (Ma-
ximum: 60 sek) (n = 5). Vergleiche innerhalb der Gruppe sind in Tabelle 1 beschrieben.

[0048] Fig. 12. Die Wirkungen von DMXB auf die Versuchsperformance in der Morris-Wasseraufgabe bei bi-
lateral nucleus basalis verwundeten Ratten. Die Tiere wurden verwundet, trainiert und injiziert wie in Fig. 3 be-
schrieben. Die Zeit, die in dem Zielquadrat wahrend des 60-Sekunden-Versuchsintervalls am Tag 4 aufgewen-
det wurde, wurde fir jede Gruppe festgestellt und als Durchschnitt + SEM von 5 Tieren/Gruppe dargestellt.

* p < 0,05 im Vergleich zu der verwundeten Gruppe, der Salz injiziert wurde (Einweg ANOVA).

[0049] Fig. 13A. Die Wirkungen von chronischen Injektionen von DMXB oder Nikotin auf hochaffines [*'HJACh
oder ['®I]a-Bungarotoxin (BTX)-Binden in Ratteneocorticen. Erwachsenen mannlichen Ratten wurden mit ei-
nem Salzvehicle 1 mg/kg DMXB oder 0,2 mg/kg Nikotin (NIC) taglich fir 2 Wochen (IP) injiziert. Nach dieser
Zeit wurden die Neocorticen entfernt und auf hochaffine [?HJACh oder [***l]la-Bungarotoxin-Bindungen unter-
sucht, wie im Text beschrieben. Jeder Wert ist der Durchschnitt £ SEM von 4 Tieren/Gruppe; * p < 0,05 im Ver-
gleich zu dem salzinjizierten Kontrollwert (Einweg ANOVA). Reaktionen der Ratten-a7-AChR auf 3-CA, 2-Me-
OCA und 4-McOCA. Konzentrations-Reaktionswechselwirkungen fur die agonistaktivierten Spitzenspannun-
gen der Oocyten, denen RNA injiziert wurde, die fur die Ratten-a-7 Untereinheit kodiert. Alle Reaktionen wur-
den anfangs relativ zu der individuellen Oocytenreaktion auf 500 uM ACh, das 5 min vor der Arzneimittelan-
wendung angewendet wurde, gemessen. Die Reaktionen wurden relativ zu der maximalen Reaktion, wie sie
mittels ACh erhalten werden, normalisiert, so dal} eine Reaktion von 1 eine volle Wirksamkeit darstellt. Das
Verhaltnis von 500 pM ACh Kontrollreaktion zu dem ACh Maximum wurde aus Papke et al., 1997, entnommen.
[0050] Fig. 13B. Die Wirkungen von chronischen Injektionen von DMXB oder Nikotin auf die hochaffine
[*H]JACh oder ['®I]a-Bungarotoxin-(BTX)-Bindung in Rattenneocorticen. Erwachsenen mannlichen Ratten wur-
den mit einem Salzvehicle 1 mg/kg DMXB oder 0,2 mg/kg Nikotin (NIC) taglich fur 2 Wochen (IP) injiziert. Bei
der Zeit wurden die Neocorticen entfernt und auf hochaffine [?HJACh oder [**®l]a-Bungarotoxin-Bindung unter-
sucht, wie im Text beschrieben. Jeder Wert ist ein Durchschnitt + SEM von 4 Tieren/Gruppe; * p < 0,05 im Ver-
gleich zu dem salzinjizierten Kontrollwert (Einweg ANOVA). Reaktionen der Ratten-a7-AChR auf 3-CA, 2-Me-
OCA und 4-McOCA. Resthemmung der Kontroll-(500 pM) ACh-Reaktionen von Ratten-a7-injizierten Oocyten
nach der Anwendung von 3-CA, 2-MeOCA oder 4-MeOCA bei spezifischen Konzentrationen. Alle Reaktionen
sind relativ zu der Oocytenreaktion auf 500 yM ACh, angewendet 5 min vor der experimentellen Agonistenan-
wendung, dargestellt.

[0051] Fig. 14A. Reaktionen von a432-AChR auf 3-CA, 2-MeOCA oder 4-McOCA. Konzentration-Reaktion-
wechselwirkungen fir die agonistaktivierten Spitzenspannungen der Oocyten, denen RNA injiziert wurde, wel-
che fur Ratten-a4B2-Untereinheiten kodiert. Die Reaktionen sind als erstes relativ zu der Reaktion auf 10 yM
ACh, angewendet 5 min vor der Arzneimittelanwendung, und dann normalisiert auf die maximale Reaktion, er-
halten mit ACh, dargestellt, so dal eine Reaktion von 1 die volle Wirksamkeit darstellt. Der Wert zwischen 10
MM ACh und der maximalen ACh-Reaktion wurde in separaten Untersuchungen festgestellt.

[0052] Fig. 14B. Reaktionen von a4p2-AChR auf 3-CA, 2-MeOCA oder 4-McOCA. Resthemmung der Kon-
troll-(10 uM) ACh-Reaktionen von Ratten-a4p2-injizierten Oocyten nach der Anwendung von 3-CA, 2-MeOCA
oder 4-MeOCA bei den speziellen Konzentrationen. Die Reaktionen sind relativ zu den individuellen Oocy-
ten-Reaktionen auf 10 yM ACh, angewendet 5 min vor der experimentellen Agonistenanwendung, dargestellt.
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[0053] Fig. 15. Die Wirkungen von Cholin auf die Neuritvitalitat in differenzierten PC12-Zellen unter NGF-Ent-
zug. PC12-Zellen, welche sich tber einen Zeitraum von 1 Woche differenziert hatten und denen dann NGF +
Serum entzogen wurde, wurden fur 4 Tage einem serumfreien Medium ausgesetzt mit oder ohne 100 ng/ml
NGF, die spezielle Cholinkonzentration betrug + 10 yl Mecamylamin. Die Fraktion an PC12-Zellen, die Neuriten
zu dieser Zeit bilden, wurden quantifiziert und als Durchschnitt SEM von 3—4 Platten/Gruppe dargestellt, * p <
0,05 im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (Einweg ANOVA).

[0054] Die selektive Aktivierung von Alpha7, im Gegensatz zu Alpha4beta2-Nikotinrezeptoren durch Benzy-
liden- und Cinnamylidenanabaseine, wie in den speziellen Beispielen illustriert, hat zu der Entwicklung ver-
schiedener potentieller therapeutischer Anwendungen in einer Vielzahl von Behandlungen gefihrt, die mit den
Wirkungen auf Alpha7-Nikotinrezeptoren verbunden sind. So sind die Benzyliden- und Cinnamyliden-anaba-
seine nitzlich bei der Linderung der Symptome, die mit dem Tabakentzug und dem Alkoholkonsum verbunden
sind, fur den Schutz vor Ischamie und Schlaganfall und fir die Behandlung von altersbedingten Lern- und Ge-
dachtnisschwachen.

[0055] Die nikotinische Alpha7-Rezeptoraktivierung ist eine der Komponenten der Wirkungen von Tabak/Ni-
kotin, welches den Entzug so schwierig macht. Das selektive Abzielen auf Nikotinrezeptorsubtypen, wie den
Alpha7-Subtyp, bei Tabakentzugstherapien 1at Behandlungen erwarten, welche die Entzugssymptome blo-
ckieren, ohne eine direkte Verstarkung zu bewirken. Derartige Behandlungen versprechen effektiver zu sein
als Behandlungen mit Nikotin enthaltenden Kaugummis oder Pflastern, da die Sucht bei den sich erholenden
Rauchern nicht langer anhalten kénnte.

[0056] Es gibt keine Nachweis dafiir, daf’ Alpha7-Rezeptoren Nikotinsucht bei Ratten oder anderen Spezien
induzieren. Al-pha-Bungarotoxin scheint nicht die verstarkende Wirkung von Nikotin zu blockieren, so daf} die-
se Wirkung offensichtlich nicht Alpha7 vermittelt stattfindet. Aus diesem Grunde ist zu erwarten, dal} die Ana-
baseine der vorliegenden Erfindung, aufgrund des Vorzuges ihrer Fahigkeit selektiv Alpha7-Rezeptoren zu ak-
tivieren, Entzugssymptome reduzieren, ohne das Abhangigkeitsverhalten zu verstarken.

[0057] AulBerdem ist zu erwarten, daf’ die Alpha4beta2-antagonistischen Eigenschaften dieser Mittel diesen
erlauben, mit jeglichen Abhangigkeitswirkungen, die durch diese Rezeptoren vermittelt werden, wechselzuwir-
ken. Nikotin ist hoch potent zu Alphadbeta2-Rezeptoren, und diese Rezeptoren sind Uiblicherweise hochregu-
liert bei chronischem Nikotineinflu®, der bei Abhangigkeit typisch ist (Rowell and Li, 1997). Da Benzyliden und
Cinnamyliden-anabaseine eine Subgruppe der Nikotinrezeptoren stimmulieren, welche durch Nikotin selbst
aktiviert werden, sollten diese Zusammensetzungen vor Nebeneffekten, wie sie beim Tabakentzug auftreten,
schitzen, ohne dasselbe Muster an Abhangigkeitseigenschaften, wie sie bei Nikotin auftreten, zu zeigen. Es
ist zu erwarten, da® die Fahigkeit der hier offenbarten Anabaseine und der Cinnamylidenanabaseine, die
Alpha4beta2-Rezeptoren zu blockieren, der Hochregulation dieser Rezeptoren, wie sie bei chronischer Verab-
reichung beobachtet wird, entgegenzuwirken. Die Kombination von Alpha7-Agonist und
alphadbeta2Antagonist-Aktivitat hat ein potentielles und nitzliches Profil, um den Patienten beim Entzug zu
helfen, wobei sie nicht-verstarkenden Wirkungen oder Entzugssymptomen ausgesetzt sind.
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3-(2,4-Dimethoxybenzyliden)anabasein (,DMXB" oder ,GTS-21")

[0058] Wahrend Ethanol viele Wirkungen auf verschiedene Gehirnproteine zeigt, werden die durch Benzyli-
den- und Cinnamyliden-anabaseine aktivierten Gehirnproteine, wie z. B. nikotinische Alpha7-Rezeptoren,
durch Ethanol hypofunktional, indem sie sie als Hauptprime zur Behandlung von alkoholinduziertem Rausch
und zur Erholung von Nebeneffekten, wie sie bei Alkoholentzug auftreten, plazieren. Somit ist zu erwarten, dal
Anabaseine, wie DMXB, der hemmenden Aktivitat von Ethanol an diesen Rezeptoren entgegenwirken, wobei
sie die Rauscheigenschaften des Ethanols abschwachen.

[0059] Ein Screening verschiedener nikotinischer Rezeptorsubtypen wies darauf hin, da® Alpha7-Nikotinre-
zeptoren sensitiv zu dem Antagonismus von Ethanol waren, wahrend andere Rezeptortypen nicht betroffen
waren (Fig. 4). Die Wirkung an den Alpha7-Rezeptoren ist deshalb in die Rauscheigenschaften des Ethanols
verwickelt, so dal3 zu erwarten ist, dal} die selektive Aktivierung der Alpha7-Rezeptoren zum Schutz vor zu-
mindest einigen der Effekte des akuten Alkoholrausches nitzlich ist. Benzyliden und Cinnamylidenanabaseine
sind nutzlich als Ausnuchterungspille, als Therapie flr Entzugserscheinungen bei Alkoholikern und als poten-
tielle medikamentdse Behandlung gegen den Rausch.

[0060] Die unverzugliche Glutamatfreisetzung durch Ischamie ist ein Hauptgrund fiir den neuronalen Verlust
bei Schlaganfallen. Glutamat ist als wichtiges Excitotoxin, verantwortlich fir vieles des Zelltodes nach einem
Ischamieanfal1, bekannt. Shimohama et al. (1994) zeigten, daf} nikotinische Agonisten gegen Glutamat indu-
zierte Toxizitat in Gehirnneuronen in vitro schiitzen kénnen. Die Erfinder schlu3folgerten, daft Benzyliden- und
Cinnamylidenanabaseine-Zusammensetzungen gegen den Zelltod schitzen kénnten, der mit Ischamieanfal-
len oder Schlaganfall verbunden ist, als auch gegen Glutamatinduzierte Toxizitaten im Gehirn.

[0061] In Untersuchungen mit Anabasein-Zusammensetzungen zeigten die Erfinder, da® eine solche Wir-
kung in vivo, mit einem Modell alpha7-Nikotinagonisten, den prototypischen Benzylidenanabasein-Wirkstoff
DMXB, sichtbar ist. Die Ergebnisse zeigen, dall DMXB gegen durch zerebrale Ischamie in Tieren verursachte
Schlaganfalle schutzt. Tiere, denen 1 mg/kg DMXB 1 h vor dem fokalen ischamischen Schlaganfall injiziert
wurde, hatten einen nicht so hohen Zellverlust, gemessen als Schlaganfallgebiet, wie die salzinjizierten Kon-
trollen. Die Ergebnisse weisen darauf hin, da® die Wirkung durch die nikotinischen Rezeptoren vermittelt wur-
de, worauf die Blockadewirkung des Mecamylamin, welches mit dem DMXB injiziert wurde (Fig. 3.), hinweist.
Diese Untersuchungen deuten darauf hin, da} Benzyliden- und Cinnamylidenanabaseine prophylaktisch ver-
wendet werden kénnen, um vor Schaden, wie er bei Schlaganfallen und transienten Ischamieanfallen, als auch
bei anderen ahnlichen Krankheiten, die mit Glutamat induzierter Excitotoxizitat verbunden sind, zu schitzen.

[0062] 3-Cinnamylidenanabasein-Zusammensetzungen wurden synthetisiert und es wurde festgestellt, daf
sie Wirkungen auf Hirnzellen aufweisen, abgeleitet von ihrer selektiven Wirkung auf Alpha7-Nikotinrezeptoren,
was ihnen die folgenden Eigenschaften verleiht: 1) Verbesserung bei lern- und gedachtnisbedingten Verhalten
bei Tieren, die sich sonst hypofunktional erweisen; 2) Schutz gegen Gehirnzellentod in verschiedenen Model-
len, welche relevant fir die Alzheimer-Krankheit und Schlaganfall sind; 3) Die Fahigkeit vor ethanolinduziertem
Rausch, der durch die Nikotinrezeptoren vermittelt wird, zu schiitzen, als auch die Entzugserscheinungen, die
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mit dem Ethanolentzug verbunden sind, zu verringern; und 4) Die Fahigkeit die Entzugserscheinungen, die mit
dem Tabakentzug verbunden sind, zu verhindern.

[0063] Die hiermit offenbarte pharmazeutische Zusammensetzung kann oral verabreicht werden, z. B. mit ei-
nem flissigen Tragerstoff oder mit einem assimilierbaren, essbaren Trager, oder sie kbnnen in eine harte oder
weiche Schale einer Gelantinekapsel eingeschlossen werden oder sie kénnen in Tabletten geprel3t werden
oder sie kénnen direkt mit den Nahrungsmitteln des Essens aufgenommen werden. Zur oralen therapeuti-
schen Verabreichung kénnen die wirksamen Zusammensetzungen mit dem Tragerstoff zusammengefihrt wer-
den und in Form von verdaulichen Tabletten, bukkalen Tabletten, Pastillen, Kapseln, Elixiren, Suspensionen,
Sirupen, Waffeln und dergleichen verwendet werden. Solche Praparate und Zusammensetzungen sollten min-
destens 0,1% der wirksamen Zusammensetzung enthalten. Der Prozentanteil der Zusammensetzungen und
Praparate kann naturlich variieren und praktischerweise zwischen etwa 2 bis etwa 60% des Gewichtes der Ein-
heit sein. Die Menge an wirksamen Stoffen einer solchen therapeutisch nitzlichen Zusammensetzung ist eine
solche, dal eine geeignete Dosis erreicht wird.

[0064] Die Tabletten, Pastillen, Pillen, Kapseln und dergleichen kénnen auRerdem folgendes enthalten: ein
Bindemittel wie Tragantgummi, Akazie, Getreidestarke oder Gelantine; Tragerstoffe wie Calciumzweiphos-
phat; einen Zerfallstoff, wie Getreidestarke, Kartoffelstarke, Alginsdure und dergleichen; ein Gleitmittel, wie z.
B. Magnesiumstearat; und ein Stifmittel, wie z. B. Sucrose, Lactose oder Saccharin kdnnen hinzugegeben
werden oder ein Geschmacksmittel, wie z. B. Pfefferminz, Ol von Wintergriin oder Kirschgeschmack. Wenn
die Dosiseinheit eine Kapsel ist, kann sie zusatzlich zu den Materialien des obengenannten Types einen flis-
sigen Trager enthalten. Verschiedene andere Materialien kénnen zur Ummantelung oder zur anderweitigen
Veranderung der physischen Form der Dosiseinheit vorliegen. Zum Beispiel kbnnen Tabletten, Pillen oder Kap-
seln mit Schellack, Zucker oder beiden ummantelt sein. Ein Sirup eines Elixiers kann die wirksamen Zusam-
mensetzungen, Sucrose als Sumittel, Methyl und Propylparabene als Konservierungsmittel, ein Farbstoff und
Geschmacksstoff, wie z. B. Kirschen oder Organgengeschmack enthalten. Naturlich sollte jegliches Material,
welches bei der Zubereitung jeglicher Dosisform Verwendung findet, pharmazeutisch rein und in den verwen-
deten Mengen im wesentlichen nicht toxisch sein. Desweiteren kdnnen die wirksamen Zusammensetzungen
in Praparate und Formulierungen eingebracht sein, die diese anhaltend freisetzen.

[0065] Die wirksamen Zusammensetzungen kénnen ebenfalls parenteral oder intraperitonal verabreicht wer-
den. Lésungen der wirksamen Zusammensetzungen als freie Basen oder pharmakologisch unbedenkliche
Salze kdénnen in Wasser zubereitet werden und in geeigneter weise mit einem Tensid wie Hydroxypropylzellu-
lose gemischt werden. Dispersionen kdnnen ebenfalls in Glycerol, flissigen Polyethylenglycolen und Mischun-
gen davon und in Ol zubereitet werden. Unter (iblichen Lager- und Verwendungsbedingungen enthalten diese
Zubereitungen ein Konservierungsmittel, um das Wachstum von Mikroorganismen zu verhindern.

[0066] Die zur Injektion geeigneten pharmazeutischen Formen umfassen sterile, waldrige Losungen und Dis-
persionen und sterile Pulver zur adhoc Herstellung von sterilen injizierbaren Lésungen oder Dispersionen. In
allen Fallen muf die Formulierung steril und in einem solchen Male fliissig sein, daf sie leicht einzuspritzen
ist. Sie mul® unter den Herstellungs- und Lagerbedingungen stabil sein und gegen die kontaminierende Wir-
kung von Mikroorganismen, wie Bakterien oder Pilze, geschiitzt sein. Der Trager kann ein LOsungsmittel oder
ein Dispersionsmedium sein, welches z. B. Wasser, Ethanol, Polyol (z. B. Glycerol, Propylenglycol und flussi-
ges Polyethylenglycol und dergleichen), geeignete Mischungen davon und pflanzliche Ole enthélt. Die richti-
gen Flufieigenschaften kdnnen bspw. durch die Verwendung von einer Umhtillung, bspw. aus Lecithin, durch
die Beibehaltung der erforderlichen TeilchengréfRe in dem Falle einer Dispersion und durch die Verwendung
von Tensiden aufrechterhalten werden. Der Schutz vor der Wirkung von Mikroorganismen kann durch ver-
schiedene antibakterielle und gegen Pilze wirkende Mittel, z. B. Parabene, Chlorbutanol, Phenol, Sorbinsaure,
Thimerosal und dergleichen erreicht werden. In vielen Fallen ist es wiinschenswert isotonische Mittel einzu-
bringen, z. B. Zucker oder Natriumchlorid.

[0067] Eine verlangerte Aufnahme der injizierbaren Zusammensetzungen kann durch die Verwendung von
Mitteln, welche die Aufnahme hinauszdgern, z. B. Aluminiummonostearat und Gelantine, in den Zusammen-
setzungen erreicht werden.

[0068] Die sterilen injizierbaren Lésungen werden hergestellt, indem die wirksamen Zusammensetzungen in
der erforderlichen Menge in das entsprechende Lésungsmittel mit verschiedenen anderen, soweit erforderli-
chen, oben aufgezahlten Inhaltsstoffen gegeben und danach filtersterilisiert werden. Im allgemeinen werden
die Dispersionen durch Zugabe der verschiedenen sterilisierten wirksamen Inhaltsstoffe in ein steriles Vehicle,
welches das Basisdispersionsmedium und die erforderlichen anderen Inhaltsstoffe von den oben aufgezahlten
enthalt, hergestellt. Im Falle der sterilen Pulver zur Herstellung von sterilen injizierbaren Lésungen sind die be-
vorzugten Zubereitungsmethoden die Vakuumtrockentechnik und die Gefriertrockentechnik, die ein Pulver des
wirksamen Inhaltsstoffes plus einige zuséatzliche gewilinschte Inhaltsstoffe von einer vorher steril gefilterten L6-
sung ergeben.

[0069] Der hier verwendete ,pharmazeutisch akzeptable Trager" schlief3t jegliche und alle Lésungsmittel, Dis-
persionsmedien, Umhillungen, antibakterielle und gegen Pilze wirkende Mittel, isotonische und die Aufnahme
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verzogernde Mittel und dergleichen ein. Die Verwendung solcher Medien und Mittel fir pharmazeutisch wirk-
same Substanzen ist im Stand der Technik gut bekannt. Sie werden als therapeutische Zusammensetzungen
in Betracht gezogen, mit Ausnahme der Ublichen Medien oder Mittel, welche mit den wirksamen Inhaltsstoffen
nicht kompatibel sind. Ergdnzende wirksame Inhaltsstoffe kbnnen den Zusammensetzungen ebenfalls zuge-
setzt werden.

[0070] Zur oralen Prophylaxe kdnnen die wirksamen Zusammensetzungen in Tragerstoffe gegeben werden
und in Form von unverdaulichen Mundwassern und Zahnputzmitteln verwendet werden. Ein Mundwasser kann
durch Zugabe einer erforderlichen Menge des wirksamen Inhaltstoffes in ein geeignetes Lésungsmittel, z. B.
eine Natriumboratlésung (Dobell's Losung), hergestellt werden. Alternativ kann der wirksame Inhaltsstoff ei-
nem antiseptischen Mundwasser zugegeben werden, welches Natriumborat, Glycerin und Kaliumbicarbonat
enthalt. Der wirksame Inhaltsstoff kann ebenfalls in Zahnputzmitteln dispergiert werden, einschlie3lich: Geles,
Pasten, Pulvern und Gematschen (slurries). Der wirksame Inhaltsstoff kann in einer therapeutisch wirksamen
Menge einem pasteusen Zahnputzmittel zugegeben werden, welches Wasser, Bindungsmittel, Schleifmittel,
Geschmacksmittel, Schaummittel und Benetzungsmittel enthalten kann.

[0071] Der Begriff ,pharmazeutisch akzeptabel" bezieht sich auf molekulare Einheiten und Zusammensetzun-
gen, die keine allergische oder ahnliche Abwehrreaktion hervorrufen, wenn sie dem Menschen verabreicht
werden. Die Herstellung von flissigen Zusammensetzungen, welche wirksame Inhaltsstoffe enthalten, ist aus
dem Stand der Technik gut bekannt. Gewodhnlich werden solche Zusammensetzungen als Injektion oder als
flissige Lésungen oder Suspensionen hergestellt; ebenfalls kdnnen feste Formen hergestellt werden, welche
zur Lésung oder Suspendierung in Flissigkeiten vor der Injektion geeignet sind. Das Praparat kann ebenfalls
emulgiert sein.

[0072] Die Zusammensetzung kann in neutraler Form oder Salzform formuliert sein. Pharmazeutisch akzep-
table Salze schlieRen die Saureadditionssalze ein, welche mit anorganischen Sauren, wie z. B. Salzsaure oder
Phosphorsaure, oder solchen organischen Sauren wie Essig-, Oxal-, Tartar-, Mandelsaure und dergleichen ge-
bildet werden. Salze, welche mit der freien Carboxylgruppe gebildet werden, kdbnnen ebenfalls von anorgani-
schen Basen, wie z. B. Natrium-, Kalium-, Ammonium-, Calcium- oder Eisenhydroxiden, und solchen organi-
schen Basen wie Isopropylamin, Trimethylamin, Histidin, Procain und dergleichen, abgeleitet sein. Nach der
Formulierung wird die Losung entsprechend der Dosenformulierung und in einer solchen Menge, dal} sie the-
rapeutisch wirksam ist, verabreicht. Die Formulierungen sind in einer Vielzahl von Dosierungsformen, wie z. B.
als injizierbare Losung, Arzneimittel abgebende Kapsel und dergleichen zu verabreichen.

[0073] Zur parenteralen Verabreichung, z. B. in einer walirigen LOsung, sollte die Losung, wenn notwendig,
gepuffert sein und das Verdinnungsmittel zuerst mit ausreichend Salz oder Glucose isotonisiert worden sein.
Diese speziellen walrigen Lésungen sind besonders geeignet fur die intravendse, intramuskulare, subkutane
und intraperitonale Verabreichung. In diesem Zusammenhang sind sterile waRrige Medien, welche verwendet
werden kénnen, dem Fachmann aus dem Stand der Technik im Lichte der vorliegenden Offenbarung bekannt.
Zum Beispiel kann eine Dosis in 1 ml isotonisierter Natriumchloridldsung gelést und entweder zu 1000 ml einer
hypodermoclysen Flussigkeit zugegeben werden, oder an der beabsichtigten Infusionsstelle injiziert werden
(siehe z. B. ,Remington's Pharmaceutical Sciences" 15. Auflage, Seiten 1035-1038 und 1570-1580). In Ab-
hangigkeit von dem Zustand des zu behandelnden Objektes sind einige Abweichungen in der Dosis notwen-
dig. Die Person, welche fir die Verabreichung verantwortlich ist, wird in jedem Fall die entsprechende Dosis
fur das individuelle Objekt festlegen. AuRerdem sollten die Praparate bei der Verabreichung an den Menschen
steril, pyrogen, sein und dem allgemeinen Sicherheits- und Reinheitsstandards gentigen, wie sie das FDA-Amt
fur Biologie fordert.

[0074] Die folgenden Beispiele wurden aufgenommen, um bevorzugte Ausflihrungsformen der Erfindung dar-
zustellen. Es sollte durch die Fachleute gewtirdigt werden, dal® die in den Beispielen offenbarten Techniken,
welche die durch die Erfinder erfundenen Techniken darstellen, bei der Anwendung der Erfindung gut funktio-
nieren und somit als bevorzugte Formen ihrer Praktizierung anzusehen sind. Jedoch sollten die Fachleute im
Lichte der vorliegenden Erfindung zu wiirdigen wissen, daR viele Anderungen in den speziellen Ausfiihrungs-
formen gemacht werden kénnen, welche offenbart sind und immer noch ein ahn-1iches oder gleiches Ergebnis
bewirken, ohne aus dem Schutzbereich der Erfindung zu fallen.

5.1 Beispiel 1 — Rezeptorbindungseigenschaften von Benzylidenanabaseinen

[0075] Benzylidenanabasein-Zusammensetzungen (siehe Fig. 1) verdrangen die hohe Affinitats-alpha-Bun-
garotoxin-Bindung von den Rattengehirnmembranen mit hdherer Affinitat als Nikotin (Tabelle 1). Die Fahigkeit
von Benzylidenanabaseinen als Agonisten auf Alpha7-Rezeptoren, jedoch nicht auf Alpha4beta2-Rezeptoren,
zu wirken, wurde ebenfalls in Oocyten gezeigt. Jeder Benzylidenanabasein-aktivierte Alpha7-Rezeptor wurde
mit den endogenen Acetylcholintransmitter verglichen (Tabelle 1). Demgegeniber rief keines dieser Mittel eine
signifikante Aktivierung von Alpha4beta2-Rezeptoren hervor (Tabelle 1). Diese Mittel wirkten ebenfalls antago-
nistisch gegenliber dem Alpha7-Rezeptor und dem Alphadbeta2-Rezeptor, eine frihere Beobachtung, die
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nach der Rezeptoraktivierung vorkam. Die Blockade des Alphadbeta2-Rezeptors, beobachtet bei héheren

Konzentrationen als der Alpha7-Aktivierung, kénnte ebenfalls fur die therapeutische Wirkung wichtig sein.
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5.2. Beispiel 2 — Herstellung von 3-(4-Isopropoxybenzyliden)anabaseindihydrochlorid (,GTS-85")

[0076] Eine Mischung aus 4-Isopropoxybenzaldehyd (197 mg, 1,2 mmol), Anabasein (233 mg, 1 mmol), 4
Tropfen konzentrierter HCI und 25 ml reinen Ethanols wurden tber 6 h lang refluktiert. Ein gelbes Prazipitat
wurde nach Zugabe von 40 ml Ethylacetat erhalten. Das Produkt wurde mit Ethylacetat gewaschen um das
4-1sopropoxybenzaldehyd, das nicht reagierte, zu entfernen. Die Rekristallisierung von heiRem Ethanolethyla-
cetat ergab das 3-(4-Isopropoxybenzyliden)anabaseindihydrochlorid (310 mg, 68% Ausbeute). 'H NMR (DM-
SO - d;): 8,91(H,, Dublett, J = 3,84 Hz), 8,81(H,, Dublett, J = 0,93 Hz), 8,17(H,, Dublett, J = 7,29 Hz), 7,77(H,'
Dublett, J = 5,5 Hz), 7,64(Hy 5, Dublett, J = 8,8 Hz), 7,19(H,, ,, Singlett ), 7,09 (H,, ,,, Dublett, J = 8,61 Hz),
4,00(Isopropoxy-C2, Triplett, J = 8,3 Hz), 3,80(H,, Triplett, J = 5,64 Hz), 2,96(H,, Triplett, J = 12,03 Hz), 2,07(H,,
Triplett, J = 9,4 Hz), 1,45(Propoxy-C2,3, Dublett, J = 12,52 Hz).

OCH(CHs),

3-(4-Isopropoxybenzyliden)anabaseindihydrochlorid (,GTS-85") 5.3. Beispiel 3 — Herstellung von neuen Cin-
namylidenderivaten von Anabasein

[0077] Herstellung von trans-3-(4-Acetoxycinnamyliden)anabaseindihydrobromid durch Kondensation von
trans-4-Acetoaxycinnamaldehyd mit Anabaseindihydrobromid.

5.3.1 trans-4-acetoxycinnamische Saure

[0078] Eine Mischung von 3,28 g (20 mmol) von 4-hydroxycinnamischer Saure in 10 ml trockenen Pyridin und
5 ml (53 mmol) Essigsaureanhydrid wurden erwarmt und fur 20 min refluktiert. Die gelbe Lésung wurde auf
Eis/2N HCI (50/50) gegossen und fir 10 min gerdhrt. Der sich daraus ergebende Feststoff wurde gefiltert, mit
Wasser gewaschen und luftgetrocknet. Die Rekristallisierung des Rohmaterials von Aceton ergab 2,14 g (10,4
mmol, 51%) eines weilken Feststoffes mit einem Schmelzpunkt von 210°C.

5.3.2 trans-4-acetoxycinnamisches Saurechlorid

[0079] Zu 4-acetoxycinnamische Saure (2,00 g, 10,5 mmol), die in 40 ml Benzen und 2,00 g (16,8 mmol) Thi-
onylchlorid suspendiert war, wurden 10 Tropfen N,N-Dimethylformamid zugegeben. Nachdem die Suspension
erwarmt und fur 2 h refluktiert war, wurde die gelbe Losung unter reduziertem Druck konzentriert und der dabei
resultierende griinliche Feststoff in Benzen aufgenommen. Die Lésung wurde filtriert, um das unlésliche Mate-
rial zu entfernen. Die Entfernung des Ldsungsmittels und das Trocknen in vacuo ergab 2,00 g (8,89 mmol,
85%) des weillichen Saurechlorids, welches im nachsten Schritt ohne weitere Sduberung verwendet wurde.

5.3.3 trans-4-Acetoxycinnamaldehyd
[0080] Zu einer umgewalzten Losung von 2,00 g (9,62 mmol) von 4-acetoxycinnamischen Saurechlorid in 20
ml trockenen THF wurden 10 ml Lithium Tri-t-Butoxyaluminohydrid (1N in THF) bei —65°C Uber eine Zeit von

15 min zugegeben. Nachdem alles zugegeben war, wurde die heterologe Reaktionsmischung fur 1 h bei dieser
Temperatur geriihrt. Danach wurde das Kuhlbad entfernt und der Reaktionsmischung die Mdglichkeit gegeben,
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sich auf Raumtemperatur zu erwarmen, um eine klare gelbe Lésung zu geben. Die Reaktion wurde dann ge-
quencht durch Zugabe von 50 ml 1N HCI und 60 ml Ether. Die organische Schicht wurde separiert und die waf-
rige Phase mit Ether (30 ml)extrahiert. Die gemeinsame organische Phase wurde mit Wasser (50 ml) und einer
warigen Lésung gesattigten NaHCO, (50 ml) gewaschen und dann tber Na,SO,getrocknet. Die Entfernung
des Lésungsmittels gab 1,43 g eines griinlichen Ols, welches mittels Chromatographie (iber Kieselerde unter
Verwendung von Hexan/Ethylacetat (70/30) gereinigt wurde, um 910 mg (4,79 mmol, 50%) des weifdlichen
4-Acetoxycinnamaldehyd mit einem Schmelzpunkt von 77-80°C zu geben. Die Zusammensetzung wurde in
Dichloromethan gel6st, bevor sie auf die Saule gegeben wurde. Es wurde ebenfalls 460 mg eines gelblichen
Nebenproduktes gesammelt, welches durch die '"H NMR (300 MHz, CDCIl,) als der entsprechende Alkohol
identifiziert wurde.

5.3.4 Kondensation von trans-4-Acetoxycinnamaldehyd mit Anabasein

[0081] Anabaseindihydrobromidmonohydrat (100 mg, 0,294 mmol) und 200 mg (1,05 mmol) von 4-Acetoxy-
cinnamaldehyd wurden in 5 ml Essigsaure, welche 5 Tropfen Essigsaureanhydrid enthalt, geldst. Die Mischung
wurde in einer verschlossenen Réhre fur 24 h auf 70°C erwarmt und der sich dabei ergebende gelbe Feststoff
durch Filtration isoliert, mit Ether gewaschen und in vacuo bei 100°C getrocknet. '"H NMR deckte die Anwesen-
heit einer kleinen Menge von Aldehyd auf; deshalb wurde das Material erwarmt und in Essigsaure, welche ei-
nige Tropfen Essigsdureanhydrid enthielt, refluktiert. Die Trocknung in vacuo bei 100°C gab 86 mg (0,17 mmol,
59%) eines orangen Feststoffes mit einem Schmelzpunkt >220°C. Elementaranalyse fir C,,H,,Br,N,O,. Er-
rechnet: C, 51, 04, H, 4, 49, N, 5, 67. Gefunden: C, 50,97; H, 4,06; N, 5,21. 'H NMR (DMSO-d,): 5 8,93 (1H,
Dublett, J = 4 Hz), 8,84 (1H, Singlett), 8,13 (1H, Dublett, J = 8 Hz), 7,74 (3H Multiplett), 7,50 (1H, Multiplett),
7,33 (1H, Dublett, J = 11Hz), 7,20 (2H, Dublett, J = 8 Hz), 7,00 (1H, Dublett, J = 11 Hz), 5,29 (breit), 3,80 (2H,
Triplett, J = 6 Hz), 2,95 (2H, Triplett, J = 6 Hz), 2,28 (3H, Singlett), 2,08 (2H, Multiplett).

OCOCH,

trans-3-(4-Acetoxycinnamyliden)anabasein

5.4 Beispiel 4 — Herstellung von trans-3-(4-Hydroxycinnamyliden)anabaseindihydrobromidmonohydrat durch
Kondensation von trans 4-Hydroxycinnamaldehyd mit Anabasein.

5.4.1 trans-4-Hydroxycinnamaldehyd
[0082] Einer Eiswasser-gekuhlten Lésung von trans-4-Acetoxycinnamaldehyd (1,10 g, 5,78 mmol) in 25 ml
Chloroform wurden 250 mg Natriummetall, gelést in 5 ml Methanol, zugegeben. Die gelbe Mischung stand 30

min bei Raumtemperatur. Der Reaktionsmischung wurden 50 ml 1 N H,SO, zugegeben und die organische
Schicht separiert. Die walrige Phase wurde mit Chloroform extrahiert (5 x 30 ml) und die kombinierte organi-
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sche Phase lber MgSO, getrocknet. Dann wurde das Lésungsmittel entfernt und der griinliche Feststoff in
Ethylacetat (40 ml) gel6st, mit 5 g Kieselerde gemischt und bis zur Trockenheit verdampft. Das Material wurde
dann in einem Loésungsmittel gelést und auf eine Kieselerdesaule gebracht, welche mit einer Mischung aus
Ethylacetat zu Hexan (3 zu 7) vorbehandelt wurde, und mit einer Mischung von Ethylacetat und Hexan (30%
ansteigend bis 50% Ethylacetat) eluiert und gab eine Ausbeute von 710 mg (4,80 mmol, 82%) eines leicht gelb-
lichen Feststoffes mit einem Schmelzpunkt von 135-137°C.

5.4.2 Kondensation von trans-4-Hydroxycinnamaldehyd mit Anabasein

[0083] Anabaseindihydrobromidmonohydrat (100 mg, 0,294 mmol) und 100 mg (0,65 mmol) 4-Hydroxycin-
namaldehyd, geldst in 5 ml Essigsaure, wurden in einer verschlossenen Roéhre fur 24 h auf 70°C erwarmt.
Nachdem die Flissigkeit von den dunklen roten Kristallen mit einer Pasteurpipette entfernt wurde, wurden 3
ml Essigsaure hinzugegeben und die Ldsung mit Ultraschall behandelt. Der Feststoff wurde gefiltert, mit Ether
gewaschen und in vacuo bei 100°C getrocknet und ergab eine Ausbeute von 132 mg (0,280 mmol, 96%) eines
dunklen roten kristallinen Feststoffes mit einem Schmelzpunkt von >220°C. Elementaranalyse fir
C,oH,,Br,N,0. H,0. Errechnet: C, 48,53; H, 4,72; N, 5,96. Gefunden: C, 48,90; H, 4,40; N, 5,94. 'H NMR (DM-
SO-dg): 6 8,92 (1H, Dublett, J = 5 Hz), 8,83 (1H, Singlett), 8,11 (1H, Dublett, J = 7 Hz), 7,75(1 H, Dublett von
Dubletten, J =5 Hz und 7,5 Hz), 7,59 (2H, Dublett, J = 8 Hz) 7,29 (2H, Multiplett), 6,98 (1H, Dublett, J = 10 Hz),
6,82,(2H, Dublette, J = 8 Hz), 5,9(breit), 3,77(2H, Multiplett), 2,90(2H, Multiplett), 2,05 (2H, Multiplett).

OH

“
X

trans-3-(4-Hydroxycinnamyliden)anabasein

5.5 Beispiel 5 — Herstellung von trans-3-(4-Acetylaminocinnamyliden)anabasein durch Kondensation von
trans-4-Acetylaminocinnamaldehyd mit Anabaseindihydrobromid.

5.5.1 trans-4-Acetylaminocinnamaldehyd

[0084] Eine Lésung von 0,8 ml (0,63 g, 14 mmol) Acetaldehyd in 40 ml Ethanol wurde tropfenweise liber einen
Zeitraum von 25 min einer eiskalten Losung von 2,0 g (12 mmol) 4-Acetylaminobenzaldehyd in 60 ml ethano-
lischem KOH (2%) zugegeben. Die Umwalzung wurde bei dieser Temperatur fur 3 h fortgesetzt. Die Mischung
wurde dann mit konzentrierter HCI neutralisiert und das Losungsmittel unter verringertem Druck verdampft.
Der Rest wurde mittels Chromatographie tiber Kieselerde mit einem Elutionslésungsmittel von 1 : 1 Ethylacetat
Hexan gereinigt. Das gewonnene Material wurde rekristallisiert aus Toluen und ergab 325 mg (1,72 mmol,
12%) eines gelben Feststoffes mit einem Schmelzbereich von 167-173°C. Das zeigte die Anwesenheit einer
Verunreinigung (15%), wahrscheinlich das entsprechende cis-Isomer.
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5.5.2 Kondensation von trans-4-Acetylaminocinnamaldehyd mit Anabasein

[0085] Anabaseindihydrobromidmonohydrat (100 mg, 0,294 mmol) und 100 mg (0,53 mmol) 4-Acetylamino-
cinnamaldehyd, geldst in 5 ml Essigsaure, welches 5 Tropfen Essigsaureanhydrid enthielt, wurde auf 70°C in
einer geschlossenen Roéhre fir 24 h erwarmt. Das schwarze Reaktionsgemisch wurde mit 20 ml Ether ver-
dinnt. Das Prazipitat wurde durch Zentrifugation isoliert und mit Essigsaure (5 ml) und Ether (3 x 10 ml) ge-
waschen. Der rétliche Feststoff wurde in 30 ml H,O geldst, unter Verwendung von 20 ml 10% waRrigen Na,CO,
basisch gemacht und mit Dichloromethan (4 x 25 ml) extrahiert. Die kombinierte organische Phase wurde tber
Na,CO, getrocknet und das Lsungsmittel in vacuo entfernt. Das gelbe Ol (etwa 150 mg) wurde mittels Chro-
matographie Gber Tonerde der Aktivitat Il unter Verwendung von frisch destilliertem Aceton gereinigt. Tonerde
der Aktivitat Il wurde aus 20 g basischer Tonerde (Aktivitat 1) durch Behandlung mit 0,8 ml H,O erhalten; die
Suspension wurde flir 10 min geschuttelt und in einem geschlossenen Behalter fir 30 min vor der Verwendung
stehengelassen. Die gelben Fraktionen wurden vereint und in vacuo konzentriert um ein gelbliches oranges Ol
zu geben, welches unter Ruhren in Ether kristallisierte. Die Base wurde durch Filtration isoliert und bei 100°C
in vacuo getrocknet, um 66 mg (0,20 mmol, 67%) eines orangen Feststoffes zu geben mit einem nicht korri-
gierten Schmelzpunkt von 199-202. Die Elementaranalyse fir C21H21N30-% H,O. Errechnet: C, 75,08; H,
6,54; N, 12,51.

Gefunden: C, 75,51; H, 6,43; N, 12,29. 'H NMR (CDCl,):5 8.69 (1H Singlett), 8,63(1H, Dublett, J = 4 Hz),
7,78(1H, Dublett, J = 8 Hz), 7,51(2H, Multiplett), 7,34 (3H, Multiplett), 7,01 (1H Dublett von Dubletten, J = 11
Hz und 15 Hz), 6,56(1H, J = 15 Hz), 6,33(1H, J = 11 Hz), 3,87 (2H, Triplett, J = 5 Hz), 2,75 (2H, Triplett, J =5
Hz), 2,18 (3H, Singlett), 1,89(2H, Multiplett).

NHCOCH,

trans-3-(4-Acetylaminocinnamyliden)anabasein
5.6 Beispiel 6 — Herstellung von trans-3-(Cinnamyliden)anabaseindihydrochlorid

[0086] Einer Lésung von Anabaseindihydrochlorid (180 mg, 0,770 mmol), trans-Cinnamaldehyd (0,25 ml, 1,9
mmol) und Ethanol (20 ml) wurde waRrige konzentrierte HCI (8 Tropfen) zugegeben. Die Lésung wurde er-
warmt und fur 4 h refluktiert. Die Reaktionsmischung wurde auf 0°C gekuhlt und dann tropfenweise Ethylether
hinzugegeben, bis kein neues Prazipitat erschien (ca. 10-20 ml). Das Produkt wurde abgefiltert, um nach dem
Trocknen 200 mg eines feinen gelben Pulvers zu geben, welches durch Lésung in warmen Isopropylalkohol
und dessen Prazipitation mit Ether rekristallisiert wurde. Das Ergebnis waren 180 mg eines gelben Feststoffes
(Schmelzpunkt 210-213°C, zersetzt, 68% Ausbeute). '"H NMR (DMSO-d;): & 8,93 (H6', 1H, Dublett, J = 5 Hz),
8,86 (H2, 1H, Singlett), 8,17 (H4, 1H, Dublett, J = 9 Hz), 7,77 (H5, 1H, Dublett von Dubletten), 7,70 (H2, H6,
2H, Multiplett), 7,52 (HB, 1H, Dublett von Dubletten, J = 13 Hz und J = 17 Hz), 7,40(H3, H4, H5, 3H, Multiplett),
7,29(Ha, 1H, Dublett, J = 17 Hz), 6,98 (Hy, 1H, Dublett, J = 12 Hz), 5,4(N-H, 2H, breit), 3,78(CH,, 2H, Multi-
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plett), 2,93(CH,, 2H, Multiplett), 2,04 ppm (CH,, 2H, Multiplett). Elementaranalyse fiir C,;HN,,Cl,. Errechnet :
C, 65,70; H, 5,80; N, 8,07. Gefunden: C, 65,69, H, 5,85, N, 7,98.

¢

N
g Sy +/’
[ HCI-
Ny
HCI-

trans-3-(Cinnamyliden)anabasein
5.7. Beispiel 7 — Herstellung von trans-3-(2-Methoxycinnamayliden)anabaseindihydrochlorid.

[0087] Einer Lésung von Anabaseindihydrochlorid (200 mg, 0,86 mmol), trans-2-Methoxycinnamaldehyd
(348 mg, 2,10 mmol) und 20 ml Ethanol wurde konzentrierte HCI (8 Tropfen) zugegeben. Die Lésung wurde
erwarmt und fur 4 h unter Ruhren refluktiert. Die Reaktionsmischung wurde dann auf 0°C gekuihlt und das Pro-
dukt mit Diethylether (ca. 10-20 ml) prazipitiert. Das Produkt wurde durch Filtration gesammelt und ergab 220
mg eines gelben Feststoffes. Der Feststoff wurde durch Lésung in warmen Isopropylalkohol und Prazipitation
mit Diethylether rekristallisiert und ergab eine Ausbeute von 200 mg eines orangen Feststoffes (Schmelzpunkt
212-213°C, Zersetzung, 62% Ausbeute). Ein Teil wurde in die freie Base umgewandelt unter Verwendung von
gesattigtem walrigen NaHCO, und das Produkt in Ethylacetat extrahiert; ein gelber Feststoff wurde dann er-
halten. "H NMR der freien Base (CDCl,): 8 8,63(H2,, 1H, Dublett, J = 2 Hz), 8,57(H6', 1H, Dublett von Dubletten,
J =2 Hz und 6 Hz), 7,70(H4', 1H, Dublett von Tripletten, J = 2 Hz, 2 Hz und 9 Hz), 7,42 (H6, 1H, Dublett von
Dubletten, J = 2 Hz und 8 Hz), 7,27 (H5 , 1H, Dublett von Dubletten, J = 2 Hz, 6 Hz und 9 Hz), 7,17(H4, 1H,
Dublett von Tripletten, J = 2 Hz, 8 Hz und 8 Hz), 7,05(HR, 1H, Dublett von Dubletten, J = 12 Hz und 17 Hz),
6,90 (Ha, 1H, Dublett, J = 17 Hz), 6,85(H5, 1H, Triplett, J = 8 Hz und 8 Hz), 6,78(H3, 1H, Dublett, J = 8 Hz),
6,32 (Hy, 1H, Dublett, J = 12 Hz), 3,80 (CH,, 2H, Multiplett), 3,78 (CH,O, 3H, Singlett), 2,68(CH,, 2H, Multiplett),
1,80 ppm (CH,, 2H, Multiplett) . Elementaranalyse fur C,,H,,N,Cl,O. H,O. Errechnet: C, 60,76, H, 6,12, N, 7,08.
Gefunden: C, 60,54, H, 6,03, N, 6,76.
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CH;0

trans-3-(2-Methoxycinnamyliden)anabasein
5.8. Beispiel 8 — Herstellung von trans-3-(4-Methoxycinnamyliden)anabaseindihydrochlorid.

[0088] Einer Losung von Anabaseindihydrochlorid (400 mg, 1,70 mmol) und trans-4-Methoxycinnamaldehyd
(696 mg, 4,30 mmol) in 20 ml Ethanol wurde konzentrierte HCI (16 Tropfen) zugegeben. Die Lésung wurde
erwarmt und fiir 4 h unter Rihren refluktiert. Das Reaktionsgemisch wurde auf 0°C gekihlt und das Produkt
mit Diethylether (ca. 20-40 ml) prazipitiert. Das Produkt wurde durch Filtration gesammelt und gab 410 mg ei-
nes gelben Feststoffes. Der Feststoff wurde durch Lésung in warmen Isopropylalkohol und Prazipitation mit
Diethylether rekristallisiert und ergab eine Ausbeute von 350 mg eines Organgen Feststoffes (Schmelzpunkt
217-21°C, Zersetzung, 54% Ausbeute). '"H NMR (Dihydrochlorid, DMSO-d;): & 8,98 (H6, 1H, Dublett, J = 6
Hz), 8,94 (H2, 1H, Singlett), 8,32 (H4', 1H, Dublett, J = 9 Hz), 8,78 (H5, 1H, Dublett von Dubletten, J = 9 Hz
und 6 Hz), 7,66 (H2, H6, 2H, Dublett, J = 10 Hz), 7,38(HR, 1H, Dublett von Dubletten, J = 17 Hz und 12 Hz),
7,24 (Ha, 1H, Dublett, J = 17 Hz), 6,95 (H3, H5 und Hy, 3H, Multiplett), 5,9 (N-H, 2H, breit), 3,76 (CH,, 3H,
Siriglett), 3,74 (CH, 2H, Multiplett), 2,89(CH,,2H, Multiplett), 2,04 ppm (CH,, 2H, Multiplett ). Elementaranalyse
far C,,H,,N,OCl, . Errechnet : C, 63,67; H, 5,88; N, 7,43. Gefunden: C, 63,32; H, 5,87; N, 7,32.
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Ta

5

trans-3-(4-Methoxycinnamyliden)anabaseindihydrochlorid

5.9. Beispiel 9 — Herstellung von trans-3-(4-Hydroxy-2-methoxycinnamyliden)anabaseindihydrochlorid
(,GTS-86")

[0089] Eine Mischung von 4-Hydroxy-2-methoxycinnamaldehyd (178 mg, 0,93 mmol), Anabasein (150 mg,
0,63 mmol), 12 Tropfen konzentrierter HCI und 30 ml reinen Ethanols wurden fiir 4 h refluktiert. Ein gelbes Pra-
zipitat wurde nach Zugabe von 50 ml Ethylacetat erhalten. Das Produkt wurde mit Ethylacetat gewaschen um
das nicht reagierte 4-Hydroxy-2-methoxycinnamaldehyd zu entfernen. Die Rekristallisierung aus warmen
Ethanolether gab das trans-3-(4-Hydroxy-2-methoxycinnamyliden)anabaseindihydro-Chlorid (205 mg, 83%),
(DMSO-d6): 8,98 (H,, Dublett, = 4,7 Hz), 8,89 (H,, Dublett, J = 1,9 Hz), 8,14(H,, Dublett, J = 9,9 Hz), 7,74 (H,,
Dublett von Dubletten, J = 5,2 Hz und 4,7 Hz), 7,54(H,, Dublett, J = 9,9 Hz), 7,74(H,, Dublett von Dubletten, J
=5,2Hzund 4,7 Hz), 7,54 (H,s, Dublett, J = 8,8 Hz) , 6,82-7,34 (H; 4 ,, Multiplett) , 6,57 (H,,, Dublett, J=10,8
Hz), 6,49 / H,,, Dublett, J = 2,3 Hz), 3,76 (H,, Triplett, J = 7,4 Hz), 3,63(OMe, Singlett), 2,71 (H,, Triplett, J =
5,9 Hz), 1,79(H,, Triplett, J = 7,4 Hz) , 10,51 (N,H", breit) ,12,7 0 (N,H", breit). MS (FAB) (M - 2ClI) + 321.
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trans-3-(4-Hydroxy-2-methoxycinnamyliden)anabaseindihydrochlorid (,GTS-86")
5.10 Beispiel 10 — Herstellung von trans-3-(2,4-Dimethoxycinnamyliden)anabaseindihydrochlorid (,GTS-87").
5.10.1 Acetaldehyd-N-tert-butylimin

[0090] Es wurde Acetaldehyd (8,8 g, 0,2 M) tropfenweise und unter Umrihren zu 1 h tert-Butylamin (14,6 g,
0,2 M) bei 0°C zugegeben. Wasserfreies Kaliumcarbonat (3,0 g) wurde dem Reaktionsgemisch zugegeben
und fiir 6 h gerGhrt und dann auf Bariumoxid (2,4 g) dekantiert. Nachdem die Mischung fiir 5 h gerthrt wurde,
wurde sie filtriert und das organische Filtrat destilliert, um das Imin als eine farblose Flussigkeit bei reduziertem
Druck zu separieren (Ausbeute 80%).

5.10.2 2,4-Dimethoxycinnamaldehyd

[0091] Zu einer gekuhlten Lésung (-78°C) von Lithiumdiisopropylamid in 8 ml Tetrahydrofuran wurde Acetal-
dehyd N-tert-Butylimin (0,4 ml, 3,0 mmol) zugegeben und die Mischung fiir 30 min gerihrt. Es wurde Diethyl-
chlorophosphat (518 mg, 3,0 mmol) zugegeben und die Lésung bei —78°C flir 2 h gerihrt, dann Gber einen
Zeitraum von 3 h auf —10°C gewarmt und erneut auf —-78°C gekihlt. 2,4-Dimethoxybenzaldehyd (232 mg, 2,0
mmol) wurden der gelben Losung zugegeben und die Mischung fiir 30 min gerthrt und Gber Nacht auf Raum-
temperatur erwarmt. Die Mischung wurde dann mit Oxalsaure (6 mmol in 20 ml Wasser) behandelt und dann
20 ml Benzen zugegeben. Das Zweiphasensystem wurde ber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt und die
Schichten separiert. Die walrige Schicht wurde mit Ether extrahiert und die organische Schicht wurde kombi-
niert und aufeinanderfolgend mit 5% Oxalsaure, 15% Natriumbicarbonat und Salzlésung gewaschen. Die
Trocknung (Kaliumcarbonat) und Konzentrierung der organischen Phase gefolgt von einer Reinigung des
Ruckstandes (Destillierung oder praparative TLC, Kieselerdegel, 30 Ethylacetat-Hexan) folgte, ergab 261 mg
2,4-Dimethoxycinnamaldehyd (Ausbeute 68%).
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2,4-Dimethoxycinnamaldehyd
[0092]
5.10.3 trans-3-(2,4-Dimethoxycinnamyliden)anabaseindihydrochlorid (,GTS-87")

[0093] Eine Mischung aus 2,4-Dimethoxycinnamaldehyd (230 mg, 1,2 mmol), Anabasein (233 mg, 1 mmol),
4 Tropfen konzentrierter HCIl und 5 ml reinen Ethanols wurde 6 h refluktiert. Ein gelbes Prazipitat wurde nach
Zugabe von 50 ml Ethylacetat erhalten. Das Produkt wurde mit Ethylacetat gewaschen, um das nicht reagierte
2,4-Dimethoxycinnamaldehyd zu entfernen. Die Rekristallisation aus warmen Ethanolether ergab das
trans-3-(2,4-Dimethoxycinnamyliden)anabaseindihydrochlorid (317 mg, 78% Ausbeute). '"H NMR (DMSO-d,):
8,89(H,, Dublett, J = 4,5 Hz), 8,79(H,, Dublett, J = 2,0 Hz), 8,18(H,, Dublett, J = 9,0 Hz), 7,64(H,, Dublett von
Dubletten, J = 5,2 Hz und 4,7 Hz), 7,42 (H,;;, Dublett, J = 8,8 Hz ) , 6,72-7,44 (H, 4 4, Multiplett), 6,65 (H,,,Du-
blett, J = 10,1 Hz), 6,52(H,,,Dublett, J = 2,1 Hz), 3,79(H,, Triplett, J = 7,1 Hz), 3,65 (OMe, Singlett), 2,75(H,,
Triplett, J = 5,9 Hz), 1,76(H;, Triplett, J = 7,4 Hz). MS(FAB) (M + H) + 408.

&CB,

trans-3-(2,4-Dimethoxycinnamyliden)anabaseindihydrochlorid (,GTS-87")
5.11 Beispiel 11 — Rezeptoreigenschaften und therapeutische Wirkung von Cinnamylidenanabaseinen
[0094] Es wurde festgestellt, dal Cinnamylidenanabasein-Zusammensetzungen die Alpha-Bungaroto-

xin-Bindung hoher Affinitdt bei Rattengehirnmembranen mit einer héheren Affinitat verschieben, als man es
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aus Untersuchungen mit Benzylidenanabaseinen (Tabelle 2) vorhersagen kénnte. Des weiteren verschieben
die Cinnamylidenanabaseine die hoch affine Cytisinbindung bei Rattenmembranen mit geringerer Affinitat als
andere Typen von Benzylidenanabaseinen. Diese Beobachtungen stehen in Einklang mit den Cinnamyli-
denanabaseinen, welche eine gewisse Selektivitat fir Alpha7-Rezeptorsubtypen tber anderen Typen von Ni-
kotinrezeptoren haben, insbesondere Al-pha4beta2-Rezeptoren, basierend auf den Rezeptortypen, an welche
Alpha-Bungarotoxin und Cytisin im Gehirn binden.

[0095] Die Fahigkeit von Cinnamylidenanabaseinen als Agonisten auf die Alpha7-Rezeptoren, aber nicht auf
die Al-phadbeta2-Rezeptoren zu wirken, wurde in Xenopus Oocyten gezeigt. Jedes der untersuchten Cinna-
mylidenanabaseine rief eine signifikante oder vollstdndige Aktivierung der Alpha7-Rezeptoren hervor im Ver-
gleich zu dem endogenen Transmitter Acetylcholin (Tabelle 2). Im Gegensatz dazu rief keines dieser Mittel eine
signifikante Aktivierung der Alpha4beta2-Rezeptoren hervor (Tabelle 2). Diese Mittel wirken ebenfalls antago-
nistisch auf den Alpha7-Rezeptor und den Alpha4beta2-Rezeptor, eine frihere Beobachtung, die nach der Re-
zeptoraktivierung stattfand. Die Blockade des Alpha4beta2-Rezeptors, obwohl bei hdheren Konzentrationen
als der Alpha7-Aktivierung beobachtet, kdnnte fur die therapeutische Aktivitat ebenfalls wichtig sein, wie weiter
unten beschrieben wird. AuRerdem sind die Cinnamylidenanabaseine die erste Klasse von Zusammensetzun-
gen, von denen bekannt ist, dal sie eine vollstandige agonistische Wirksamkeit und hohe agonistische Wirk-
samkeit auf die Alpha7-Rezeptoren haben, was einen Grad an méglichen therapeutischen Vorteilen bereitstellt
wie sie bei partiellen Agonisten nicht beobachtet wurden.

[0096] E,E-3-(Cinnamyliden)anabasein(3-CA), E,E-3-(2-Methoxycinnamyliden)anabasein(2-McOCA), und
E,E-3-(4-Methoxycinnamyliden)anabasein(4-McOCA) verschob die ['?1] a-Bungarotoxin-Bindung von Ratten-
gehirnmembranen und aktivierte die Ratten-a7-Rezeptoren in einem Oocyten Expressionssystem mit voller
Wirksamkeit. Die Wirksamkeitsreihe fur das Binden und die Rezeptoraktivierung war 2-MeOCA > 4-MeOCA =
3-CA und 2-MeOCA = 3-CA > 4-McOCA. Keine Zusammensetzung aktivierte Oocyten-expressionierende
0432-Rezeptoren. Obwohl jedes Cinnamylidenanabasein eine Hemmung der a7-Rezeptoren Uber einen Ian-
geren Zeitraum verursachte, wie es durch ACh-Anwendung 5 min spater gemessen wurde, lag diese Inhibie-
rung bei unter 20% (3-CA) bis 90% (2-McOCA) bei identischen 10 uM Konzentrationen. Diese Zusammenset-
zungen verbesserten das passive Vermeidungsverhalten in nucleus basalis verwundeten Ratten, wobei 2-Me-
OCA sich in dieser Beziehung als am stérksten wirksam erwies. Im Gegensatz dazu war nur 3-CA neuroschut-
zend gegen den Neuritenverlust wahrend des NGF-Entzugs in differenzierten PCI2-Zellen. Cholin, ein wirksa-
mer a7-Agonist ohne antagonistischer Wirksamkeit, war in diesem Modell ebenfalls schitzend. Diese Ergeb-
nisse weisen darauf hin, dal® die neuritschiitzende Wirkung von a7-Rezeptoragonisten sensitiver zu moglichen
langzeitantagonistischen Eigenschaften sein kénnen als akute Verhaltenswirkungen.

[0097] Es ist zu erwarten, dal} die Alpha7-selektive Wirkung dieser Arzneimittel diesen eine Vielzahl von Ak-
tivitaten von therapeutischen Wert gibt, einschlieRlich: 1) Gedachtnisfehlfunktionen, wie sie mit der Alzhei-
mer-Krankheit und anderen Fehlfunktionen, die mit Lern- und Gedachtnisschwachen assoziiert sind, gekoppelt
sind; 2) Gehirnzellenverlust wie er mit Schlaganfall, Ischamie oder der Alzheimer-Krankheit verbunden ist; 3)
Behandlung von Alkoholentzug und Rausch; und 4) Zigarettenentzug. Eine Stltze fir die Verwendung von
Alpha7-Rezeptoragonisten fir jede dieser Indikationen ist in den folgenden Studien aufgezeigt.

[0098] Verschiedene DMAC Analoge wurden synthetisiert wobei die 3-Cinnamylidenanabasein-Struktur ent-
weder keine Substituentengruppe oder eine Methoxygruppe in der 2- oder 4-Stellung enthielt. Diese wurden
charakterisiert im Verhaltnis zu der a7-Rezeptorbindung im Rattengehirngewebe, a7-Rezeptoraktivitat (ago-
nistische und antagonistische) in einem Oocyten Expressionssystem, Verbesserung in dem passiven Vermei-
dungsverhalten in nucleus basalis verwundeten Ratten, und dem Neuritschutz in differenzierten PCI2-Zellen
mit NGF-Entzug. Cholin wurde ebenfalls, in Bezug auf seine neuroschiitzende Wirkung, als ein typischer
a7-selektiver Agonist ohne antagonistische Aktivitat, untersucht.

5.11.1 Synthese von Cinnamyliden
Herstellung von E,E-3-(Cinnamyliden)anabaseinen.

[0099] Alle Chemikalien wurden von Aldrich Chemical Company, Inc. erworben, Cinnamylidenanabaseine
wurden wie folgt synthetisiert und charakterisiert:

E,E-3(Cinnamyliden)anabaseindihydrochlorid: Zu einer L6sung von Anabaseindihydrochlorid 1 (180 mg, 0,772
mmoles), trans-Cinnamaldehyd (0,25 ml, 1,9 mmol) und Ethanol (20 ml) wurde wafrige konzentrierte HCI (8
Tropfen) zugegeben. Die Lésung wurde erwarmt und refluktiert fiir 4 h. Die Reaktionsmischung wurde auf 0°C
gekuhlt und dann Diethylether tropfenweise zugegeben, bis kein zusatzliches Praziptitat erschien (ca. 10-20
ml). Das Produkt wurde gefiltert und gab nach dem Trocknen 200 mg eines feinen gelben Pulvers, welches
durch Lésung in warmen Isopropylalkohol und Prazipitation mit Ehther rekristallisiert wurde. Das Ergebnis wa-
ren 180 mg (0,519 mmol) eines gelben Feststoffes (Schmelzpunkt 210-213°C Zersetzung, 76% Ausbeute). 'H
NMR (DMSO-d,): 6 8,93 (H6', d, 5 Hz, 1H), 8,86 (H2', s, 1H), 8,17 (H4', d, 9 Hz, 1H), 7,77 (H5', dd, 1H), 7,70
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(H2, H6, m, 2H), 7,52 (HR, dd, 13 und 17 Hz, 1H), 7,40 (H3, H4, H5, m, 3H), 7,29 (Ha, d, 17 Hz, 1H), 6,98 (Hy,
d, 12 Hz, 1H), 5,4 (N-H, b, 2H), 3,78 (CH,, m, 2H), 2,93 (CH,, m, 2H), 2,04 ppm (CH,, m, 2H). Anal. berechnet
fiir C,oH,,N,Cl,: C, 65,70; H, 5, 80; N, 8,07. Gefunden: C, 65,69, H, 5,85, N, 7,98.

E,E-3-(2-Methoxycinnamyliden)anabaseindihydrochlorid:

[0100] Einer Lésung von Anabaseindihydrochlorid (200 mg, 0,858 mmol), trans-2-Methoxycinnamaldehyd
(348 mg, 2,10 mmol) und 20 ml Ethanol wurde konzentrierte HCI (8 Tropfen) zugegeben. Die Lésung wurde
erwarmt und fir 4 h unter Rihren refluktiert. Die Reaktionsmischung wurde auf 0°C gekuihlt und das Produkt
mit Diethylether (ca. 10-20 ml) prazipitiert. Das Produkt wurde durch Filtration gesammelt und gab 220 mg ei-
nes gelben Feststoffes. Der Feststoff wurde durch Lésung in warmen Isopropylalkohol und Prazipitation mit
Diethylether rekristallisiert und gab einen Ertrag von 200 mg (0,506 mmol) eines orangen Feststoffes
(Schmelzpunkt 212-213°C Zersetzung, 59% Ausbeute). Ein Teil wurde in die freie Base durch Verwendung
von gesattigter waliriger NaHCO, umgewandelt und das Produkt in Ethylacetat extrahiert; dann wurde ein gel-
ber Feststoff gesammelt. '"H NMR der freien Base (CDCL.): & 8,63 (H2', d, 2 Hz, 1H), 8,57 (H6', dd, 2 und 6 Hz,
1H), 7,70 (H4', dr, 2, 2 und 9 Hz, 1H), 7,42 (H6, dd, 2 und 8 Hz, 1H), 7,27 (H5', ddd, 2, 6 und 9 Hz, 1H), 7,17
(H4, dr, 2, 8 und 8 Hz, 1H), 7,05 (HR, dd, 12 und 17 Hz, 114), 6,90 (Ha, d, 17 Hz, 1H), 6,85 (H5, t, 8 und 8 Hz,
1H), 6,78 (H3, d, 8 Hz, 1H), 6,32 (Hy, d, 12 Hz, 1H), 3,80 (CH,, m, 2H), 3,78 (CH,0, s, 3H), 2,68 (CH,, m, 2H),
1,80 ppm (CH,, m, 2H). Anal. berechnet fir C,,H,,N,Cl,O. H,O: C, 60, 76; H, 6, 12, N, 7, 08. Gefunden: C,
60,54, H, 6,03, N, 6,76.

E,E-3-(4-Methoxycinnamyliden)anabaseindihydrochlorid:

[0101] Zu einer Lésung aus Anabaseindihydrochlorid (400 mg, 1,72 mmol), trans-4-Methoxycinnamaldehyd
(696 mg, 4,30 mmol) und 20 ml Ethanol wurde konzentrierte HCI (16 Tropfen) zugegeben. Die Lésung wurde
erwarmt und fur 4 h unter Umrihren refluktiert. Das Reaktionsgemisch wurde auf 0°C gekiihlt und das Produkt
mit Diethylether (ca. 20-40 ml) prazipitiert. Das Produkt wurde durch Filtration gesammelt und gab 410 mg ei-
nes gelben Feststoffes. Der Feststoff wurde durch Lésung in warmen Isopropylalkohol und Prazipitation mit
Diethylether rekristallisiert und gab einer Ausbeute von 350 mg (0,928 mmol) eines orangen Feststoffes
(Schmelzpunkt 217-219°C, Zersetzung, 54% Ausbeute). 'H NMR (DMSO-d,): 5 8,98 (H6', d, 6 Hz, 1H), 8,94
(H2', s, 1H), 8,32 (H4', d, 9 Hz, 1H), 8,78 (H5', dd, 9 und 6 Hz), 7,66 (H2, 6 d, 10 Hz, 2H), 7,38 (HB, dd, 17 und
12 Hz), 7,24 (Ha, d, 17 Hz, 1H), 6,95 (H3,5 und Hy, m, 3H), 5,9 (NH, b, 2H), 3,76 (CH,, s, 3H), 3,74 (CH,, m,
2H), 2,89 (CH,, m, 2H), 2,04 ppm (CH,, m, 2H). Anal. berechnet fir C,,H,,N,OCl,: C, 63,67; H, 5,88; N, 7,43.
Gefunden: C, 63,32; H, 5,87; N, 7,32.

5.11.2 Tiere

[0102] Mannliche Sprague Dawley-Albinoratten (250-3508) wurden aus dem Charles River Laboratories
(Boston, MA) erworben und in den University of Florida Health Center Vivarium entsprechend den NIH-Richt-
linien in einem 12 h : 12 h Tag: Nacht-Rhythmus gehalten. Sie hatten ad libitum Zugang zu Futter (Purina-Rat-
tenfutter) und Wasser. Xenopus-Weibchen wurden in Aquarien gehalten und die Temperatur genau bei 18°C
gehalten, um mégliche Probleme durch saisonale Schwankungen der Vitalitat der Oocyten zu verringern. Die
Frésche wurden mit ,frog brittle" (Nasco) gefiittert und in einem 12 h Licht Dunkelheit Rhythmus gehalten.

5.11.3 Oocyten-Gewinnung

[0103] Die Oocyten wurden behandelt und gewonnen wie friher beschrieben (de Fiebre, et al., 1995). Die
Frésche wurden durch Eintauchen in 0,1% (3)-Aminobenzoesaureethylesther betdubt und einige Lappen des
Ovariums durch einen kleinen Schnitt in der abdominalen Wand chirurgisch entfernt. Die Oocyten wurden von
den Follikelzellen entfernt mittels einer Behandlung mit Collagenase (in calciumfreier Barthslésung: 88 mM
NaCl, 1 mM KCI, 15 mM Hepes pH 7,6, 0,33 mM MgSO,, 0,1 mg/ml Gentamicinsulfat) Gber 2 h bei Raumtem-
peratur und die Oocyten im Stadium 5 wurden isoliert. Die Oocyten wurden abgespdlt und bei 18°C in Barths-
salzloésung (88 mM, NaCl, 1 mM KCI, 15 mM Hepes pH 7, 6 ,0, 3 mM Ca(NO,),, 0,41 mM CaCl,, 0,82 mM
MgSQO,, 0,1 mg/ml Gentamicinsulfat) gelagert bevor und nach der Mikroinjektion mit RNA. Die Mikroinjektion
wurde mit einem Drummond Scientific ,Nanoject Variable" automatischen Injektor durchgefuhrt. Die Oocyten
wurden mit einer 50 nl-Lésung einer speziellen Ratten-Nikotin-Untereinheit mMRNA-Spezies (2—10 mg/ml; er-
halten von der cDNA des HIP 306 Plasmide, welcher freundlicherweise von Dr. Jim Boulter, Salk Institute zur
Verfligung gestellt wurde) injiziert und 2-7 Tage bei 18°C inkubiert vor der elektrophysiologischen Behandlung.
[0104] Vor der elektrophysiologischen Behandlung wurden die Oocyten in einer Warner Instruments RC-8
Aufzeichnungskammer mit einer Perfusionslésung perfusiert, welche 115 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM He-
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pes pH 7,2, 1,8 mM CaCl, und 1 uM Atropin zum Blockieren der muskarienischen Reaktion enthalt. Die Perfu-
sion wurde mit einer Rate von 10 ml/min fortgesetzt. Die Arzneimittel wurden in der Perfusionsldsung verdinnt
und unter Verwendung einer Solenoidklappe angewandt, um zwischen Perfusionslésung und Arzneimittello-
sung zu wechseln. Die Stromreaktionen auf die Arzneimittelverabreichung wurde untersucht unter zwei Elek-
trodenspannungsklemmen mit einem Haltepotential von -70 mV unter Verwendung einer Dagan
Corp.-TEV-200-Spannungsklemme, die zu einem 386-SX-IBM-Computer unter Verwendung eines
TL-1-DMA-Interfaces (Axon Instruments) verbunden war. Die Mikropipetten wurden mit 3 M KClI gefillt und hat-
ten einen Widerstand von 0,5-2 MOhm. Die Arzneimittelreaktion wurde mit der PClamp Software (Axon Instru-
ments) analysiert. Oocyten mit einem Ruhepotential von weniger als -30 mV wurden verworfen.

5.11.3 Hochaffinitats['?*lJa-Bungarotoxinbindung

[0105] Die Ratten wurden gekopft und die zerebralen Cortexe entfernt und in 10 vol eiskaltem Krebs-Rin-
ger-Hepes-(KRH) Puffer; (NaCl, 118 mM; KCI 4,8 mM; MgSO,, 1,2 mM; CaCl,, 2,5 mM; und Hepes, 20 mM,;
pH auf 7,5 mit NaOH eingestellt) homogenisiert und dann auf hohe Affinitats['?IJa-Bungarotoxinbindung unter-
sucht. Atropin (1 uM) und Physostigmin (10 uM) wurden entsprechend zugegeben, um vor muskarinischer Re-
zeptorbindung und ACh-Hydrolyse zu schiitzen. Die Bindungsuntersuchungen wurden bei 4°C in KRH-Puffer
durchgefiihrt. Die Endinkubation enthielt 500-800 ug Protein/250 ul mit 0,5 nM ['*°2]a-Bungarotoxin. Die Bin-
dung wurde beendet durch Verdiinnung mit 3 ml eiskaltem KRH-Puffer, unmittelbar folgend der Filtration durch
Glasfieberfilter, die mit Puffer vollgesaugt waren, der 0,55 Polyethylenimin enthielt. Die Filter wurden viermal
mit 3 ml Aliquoten des eiskalten Puffers gewaschen. Die nicht spezifische Bindung wurde mit 100 yM unmar-
kierten Nikotin festgestellt.

5.11.4 Neuroschutzuntersuchung

[0106] Die PCI2-Zellkulturenmethode nach Greene und Tischler (1976) wurde modifiziert. Die Zellen wurden
mit 30—-40% Konfluenz ausplattiert und wuchsen in Dulbecco's Modified Eagle Medium, welches 10% hitzein-
aktiviertes Pferdeserum, 5% fotales Kalberserum, 100 Einheiten/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 0,5
mM 1-Glutamin enthalt. Die Kulturen wurden gehalten bei 37°C, 94% O,/6% CO, und 90-92% Feuchtigkeit in
Kulturplatten, welche mit Poly-1-Lysin (10 g/l) Uberzogen sind. Die Kulturen wurden fir 7 Tage in serumsupple-
mentierten Medium gehalten, zu welchem 100 ng/ml Ratten-2,5 S NGF am Tag 1 zugegeben wurden. Am Tag
7 wurde das konditionierte Medium durch serumfreies Medium, welches die speziellen Arzneimittel enthielt,
ersetzt. Vier Tage spater wurde die Zelldichte geschatzt unter Verwendung der NIH-Bildprogrammversion 1,47
und die Anzahl der neuritexpressierenden Zellen wurde manuell im Blindmodus gezahlt, wie bereits friher be-
schrieben (Martin et al., 1994). Ein Nikon-Umkehrmikroskop (100fache Vergroferung) war an einen Mac |l
Computer gekoppelt via einer monochromen Videokamera (Cohu, Inc., San Diego, CA). Pro Platte wurden 4
zufallige Flachen ausgezahlt und es gab 4 Platten pro Behandlungsgruppe, es sei denn, es ist anders ange-
geben. Neuriten sind als Fortsatze von mindestens zweifacher Lange des Perikarions definiert. Um die Zuver-
Iassigkeit der Bildanalyse einschatzen zu kdnnen, wurde zur direkten Quantifizierung der Zellen ein Retikulum
in gleicher Weise verwendet wie das in Zufallsproben analysierte.

5.11.5 Passives Vermeidungsverhalten

[0107] Das passive Vermeidungsverhalten wurde in nucleus basalis verwundeten Ratten nach intraperitoni-
alen (IP) Injektionen der Arzneimittel (Basisgewicht) oder 0,9% Salzlésung gemessen. Zur Verwundung wur-
den 5 Monate alte mannliche Sprague Dawley-Ratten mit 30 mg/kg Natriumpentobarbital (IP) betaubt und ih-
nen dann beidseitig eine Infusion mit 1 pl von 5 pg/ul Ibotenséure in phosphatgepufferter Salzlésung, pH 7,4,
in die nucleus basalis gegeben. Die Infusionskoordinaten waren anterior 7,0 mm, lateral 2,6 mm und vertikal
6,5 mm geman Paxinos und Watson (Paxinos und Watson, 1986).

[0108] Nach dem chirurgischen Eingriff wurden die Tiere in ihre individuellen Kafige zurlickgebracht und fir
einige Tage mit halbfestem Brei aus Purina Rattenfutter gefiittert. Einen Monat spater wurden die Tiere in ei-
nem zweikammerigen passiven Vermeidensparadigma trainiert. 15 min nach der IP-Arzneimittelinjektion wur-
den sie in den hellen Bereich gebracht und ihnen die Méglichkeit gegeben, die angrenzende dunkle Kammer
aufzusuchen. Tiere, die die zweite Kammer aufsuchten, erhielten einen schwachen Elektroschock (0,8 mA) fur
1 sek auf die FiiRe. Die Ratten wurden 24 h spater fir bis zu 5 min auf Latenz getestet; dieser Test begann
ebenfalls 15 min nach der Injektion. Die statistischen Analysen verwendeten die Reihenfolge der nicht-para-
metrischen Vergleiche von Latenzen.

[0109] Nach den Verhaltensmessungen wurden die histologischen Einschatzungen der ibotenischen Saure-
verteilungen in der Nucleus Basalis unter Verwendung der Cholinesterasefarbung in Formalin fixierten Gewe-
ben gemacht. Diese Injektionen verringern typischerweise die Anzahl der cholinesterasegefarbten Zellen bei
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Uber 80% in der Nucleus Basalis mit ebenfalls einigem Farbungsverlust der Globus Pallidus und Thalamus,
wie durch das NIH Bildprogramm 1,47 festgestellt wurde.

5.11.6 Ergebnisse

[0110] Die Rattengehirnmembrane binden zu [***l]Ja-Bungarotoxin in einer 100 yM Nikotin-verschiebenden
Art mit einem Kd von 1,9 nM gemaR der Scatchard Analyse (r = 0,98; Einzelstellenmodell). Jedes der 3-Cin-
namylidenanabaseine blockierte voll-standig die hohe Affinitat, Nikotin-verschiebende ['®IJa-Bungaroto-
xin-Bindung von Rattengehirnmembranen in einer konzentrationsabhangigen Art (IC50 Werte: 3-CA, 80 nM;
4-McOCA, 54 nM; 2-McOCA, 8 nM) (Fig. 10).

[0111] ACh zeigte eine typische agonistische Aktivitat auf a7 und a432 Nikotinrezeptoren, die in Xenopus Oo-
zyten expressiert werden (Fig. 11 and Fig. 12). Die Cinnamylidenanabasein-Zusammensetzungen waren
ebenfalls wirksam bezlglich der Aktivierung der Ratten a7-homo-oligomerischen Rezeptoren, ohne Aktivitat
auf die a4pB2-Kombination. 3-CA und 2-MeOCA hatten &hnliche a7-EC,-Wirksamkeitswerte (3,2 + 0,7 yM und
6,2 £ 2,2 uyM), wahrend 4-MeOCA 2-3 mal geringer wirksam war (EC,, = 15,9 + 7,9 yM).

[0112] Der agonistischen Aktivitat nachfolgende, antagonistische Eigenschaften wurden als Verringerung der
Reaktionsfahigkeit auf ACh, welches 5 min nach der Anwendung der Zusammensetzung angewandt wurde,
gemessen und der ACh-Anwendung, anstelle der Anabaseinderivate, angepalf’t (Fig. 13A und Fig. 13B). Wie
bereits vorher festgestellt, hatte die ACh-Anwendung keine lange hemmende Wirkung. Jedoch zeigten die Cin-
namylidenanabaseine eine konzentrationsabhangige antagonistische Aktivitat, die in ihrer relativen Wirksam-
keit variierte, was bei der agonistischen Aktivitédt beobachtet wurde. Die IC.,-Werte fiir 3-CA, 2-MeOCA und
4-MeOCA betrugen 15+ 6 pM, 2,3 £ 0,7 yM und 5,0 + 2,3 pM. Zwischen diesen drei Zusammensetzungen gab
es keine deutliche Abhangigkeit zwischen den agonistischen und antagonistischen Wirksamkeiten fir die
a7-Rezeptoren. Keine dieser Zusammensetzungen zeigte einen signifikanten Antagonismus auf a432-Rezep-
toren herauf bis zu einer Konzentration von 30 uM (Fig. 14A und Fig. 14B).

[0113] Im Vergleich zu den scheinoperierten Kontrollen, gaben die beidseitig Nucleus Basalis verwundeten
Ratten, denen die Salzlésung injiziert wurde, eine mangelhafte Vorstellung bei dem passiven Vermeidungspa-
radigma (Fig. 2). Jedes der drei Cinnamylidenanabaseine verbesserte bei den verwundeten Tieren das passi-
ve Vermeidungsverhalten auf eine invertierte Uférmige, dosisabhangige Art bei IP-Verabreichung. 2-MeOCA
war das am starksten die Leistung verstarkende Mittel dieser Gruppe. Innerhalb der Dosisbreite, in welcher die
Test-Vorstellung verbessert war, anderte keines der Mittel die Leistung wahrend des Trainingsintervalles, was
darauf hinweist, dall keine arzneimittelinduzierte Veranderung der Lokomotorfunktion vorlag; hdhere Dosen
bewirkten, dal® die Tiere nicht trainierbar waren mit offensichtlichem Verlust der Koordination ohne Krampfe
oder Bewul3tlosigkeit.

[0114] Die Entfernung von NGF aus den differenzierten PC12-Kulturen flhrte 4 Tage spater zu einem signi-
fikanten Neuritverlust im Vergleich zu den Platten, in denen NGF verblieb (Fig. 11). 3-CA schutzte in einer Kon-
zentration von 10 uM gegen den NGF-Entzug mit Neuritverlust, wahrend die anderen beiden Zusammenset-
zungen keine Wirkung zeigten. Cholin schiitzt ebenfalls gegen den NGF-Entzug induzierten Zelltod tber einen
Konzentrationsbereich von 1-10 mM, fiir den vorher gezeigt wurde, dal} er diese Rezeptoren selektiv in Oocy-
ten aktiviert (Fig. 15).

5.11.7 Diskussion

[0115] Bindungsstudien und physiologische Studien haben gezeigt, dall die 3-Cinnamylaminanaba-
sein-Struktur ausreicht, um ihr die hohe Affinitat und agonistische Wirkung auf Rattena7-Rezeptoren zu verlei-
hen. Das einfachste 3-Cinnamylidenanabasein, 3-CA, war potent und wirksam und zeigte ebenfalls eine relativ
geringe antagonistische Aktivitat. Der Zusatz einer Methoxygruppe entweder in der 2- oder 4-Stellung verleiht
wesentliche zusatzliche Eigenschaften auf den a7-Rezeptor. Der Zusatz der Methoxygruppe in der 2-Stellung
verleiht die héchste Affinitat fur a7 fir jede Zusammensetzung, die bisher in dieser Klasse bekannt war, wah-
rend sich gleichfalls die antagonistische Wirksamkeit erhéht. Ahnlich zu den bekannten DMAC, welches eben-
falls ein 4-substituiertes Cinnamylidenanabasein ist (de Fiebre, et al., 1995), hat das 4-substituierte Cinnamy-
lidenanabasein (4-McOCA) agonistische und antagonistische Rezeptoreigenschaften: geringere Affinitat zu
dem a7-Rezeptor als das nichtsubstituierte, jedoch eine hdhere antagonistische Wirksamkeit.

[0116] Eines der am langsten bestehenden Probleme des Vergleichs der Ergebnisse von a7-Bindungsunter-
suchungen mit Untersuchungen von Rezeptorfunktionen ist die viel héhere Wirksamkeit der Agonisten in dem
erstgenannten System. Diese Diskrepanz ist flr die Cinnamylidenanabaseine ebenfalls sichtbar, wobei die
Verschiebung des a-Bungarotoxins durch jeden Liganden bei einer Konzentration beobachtet wird, die 10-100
mal geringer ist als die, die zur Aktivierung des Rezeptors notwendig ist. Oocyten-Expressionsuntersuchungen
ergaben agonistische Wirksamkeiten, die denen in Rattengehirnen beobachteten dhneln, so dal dieses Pha-
nomen kein Ergebnis eines Artefakts in den Oozyten-Expressionssystem ist. Statt dessen ist die schnelle De-
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sensitivierung des a7-Rezeptors, welche eintritt, bevor in dem Superfusionssystem die Spitze der Agonisten-
konzentration erreicht werden kann, zu finden und scheint zumindest ein grundlegender Faktor des Bin-
dungs/Wirksamkeitsunterschiedes zu sein.

[0117] Obwohl das Gehirn viele Nikotinrezeptorsubtypen aufweist, scheinen, basierend auf Bindungs- und
immunologischen Untersuchungen, die zwei Uberwiegenden aus a4f2- und a7-Untereinheiten zu bestehen.
Alle der bis heute charakterisierten 3-Cinnamylidenanabaseine (DMAC, 3-CA, 2-McOCA, 4-McOCA) aktivie-
ren selektiv a7-Rezeptoren starker als a42, was auf einen gewissen Grad an Nikotinrezeptorselektivitat hin-
weist. Die starkere DMAC-Selektivitdt gegeniiber anderen Kombinationen von Nikotinrezeptoruntereinheiten
wurde ebenfalls beobachtet (de Fibre, et al., 1995). Das 3-substituierte Benzylidenanabasein DMXB ist eben-
falls ein selektiver Agonist fur a7 versus anderen Nikotinrezeptorsubtypen, obwohl es im Vergleich zu den Cin-
namylidensubstituierten Analogen der vorliegenden Untersuchung nur eine schwache partielle agonistische
Aktivitat auf diese Rezeptoren aufweist.

[0118] Ibotenat behandelte Nucleus Basalis verwundete Ratten stellen ein gutes Untersuchungsmodell fiir
gedachtnisbezogene Fehlfunktionen beim passiven Vermeidungsverhalten dar. Die a7-Rezeptoraktivierung
reicht aus, um diesen Typ des Verhaltens zu verbessern, und folgerichtig wurden die Rezeptoren im Hippo-
campus und Neocortex, Bereiche, die mit dem Lernen und dem Verhalten verbunden sind, lokalisiert. Die re-
lativen Wirksamkeiten der drei neuen Zusammensetzungen in diesem Verhaltensparadigma stimmen mit ihrer
Rezeptorbindung oder Aktivierung Uberein. Es gab keine Wechselbeziehung zwischen der Verhaltensaktivitat
und der antagonistischen Aktivitat. In diesem Verhaltensparadigma ist DMAC ebenfalls wirksam (Meyer, et al.,
1994), wahrend es eine wirksame antagonistische Aktivitat besitzt. Es scheint daher, dal® das Besitzen einer
antagonistischen Aktivitat diesen Typ des lern- und gedachtnisbezogenen Verhaltens nicht stort.

[0119] NGF-Entzug in differenzierten PC12-Zellen wurde umfangreich als ein Modell fur die neuronale Atro-
phy charakterisiert (Martin, et al., 1994). Es wurde gezeigt, da® die a7-Aktivierung durch GTS 21 ausreicht, um
in diesem Modell die Neurotoxizitat zu verringern (Martin, et al., 1994). Die vorliegenden Ergebnisse stimmen
mit dieser Beobachtung Uberein, da Cholin als auch 3-CA zytoschitzende Aktivitat zeigen. Fuir Cholin wurde
gezeigt, dal es Ratten-a7-Rezeptoren mit einer Wirksamkeit, die 10fach geringer als die von ACh ist, aktiviert,
und ohne Effekt auf a4, a2, 2 oder 34 enthaltende Subtypen wirkt (Papke, et al., 1996). Die Wirksamkeit von
Cholin auf Oocyten expressionierte a7-Rezeptoren ist daher vergleichbar zu der beim Neuroschutz in vorlie-
gender Untersuchung beobachteten.

[0120] Weder 2-MeOCA noch 4-MeOCA zeigen den Neuritschutz bei derselben 10 pM-Konzentration, bei der
3-CA wirksam war. Diese Konzentration wurde auf der Basis von Ergebnissen von Oocyten-Untersuchungen
ausgewahlt, da sie einen Vergleich der relativen Wichtigkeit der agonistischen gegenulber der antagonistischen
Aktivitat im Neuritschutz, besonders beim Vergleich von 3-CA zu 2-McOCA, erlaubt. Auf den Oocyten-Rezep-
tor-Expressions-Ergebnissen basierend wurde abgeschatzt, dal® 10 uM 3-CA und 2-MeOCA &hnliche Fraktio-
nen (lUber 75%) der a7-Rezeptoren aktivieren wirden, jedoch unterschiedlich die a7-Rezeptoren hemmen wiir-
den: weniger als 20% Hemmung fir 3-CA und tber 90% Hemmung fiir 2-McOCA. Auf diesen Vergleich basie-
rend scheint es, dal die neuroschiitzende Wirkung in den PCI2-Zellenmodell durch den a7-Rezeptor-Antago-
nismus abgeschwacht ist, wenn ein ahnliches Niveau der Rezeptoraktivierung vorliegt. Das stimmt mit der Be-
obachtung uberein, daflt Cholin keine antagonistische Wirkung auf a7-Rezeptoren hat (Papke, et ., 1996). Fir
4-MeOCA ist es schwierig zu klaren, ob das Fehlen des Neuritschutzes in der schwachen agonistischen Wirk-
samkeit oder einem starken Antagonismus, oder beidem, begriindet ist.

[0121] Die offensichtliche Sensitivitat der Neuritschutzaktivitat auf die antagonistischen Eigenschaften der
a7-Mittel kann in dem langen Veranlagungszeitraum dieser Untersuchungen liegen. Im Unterschied zu den
Verhaltensuntersuchungen, welche kurz nach der Verabreichung des Arzneimittels durchgefiihrt wurden, fan-
den die vorliegenden Neuroschutzuntersuchungen Uber 4 Tage statt. Alternativ ist es moéglich, dal® es verschie-
dene Mechanismen gibt, die der neuroschiitzenden versus Verhaltenswirkung zugrundeliegen. Die Rolle des
a7-Rezeptors bei der Aufrechterhaltung der Calciumhomdostasis und intrazellularen Transduktionsprozessen
kann verschieden sensitiv zu den antagonistischen Eigenschaften der a7-Agonisten sein als die akuten Ande-
rungen im Membranpotential, welche ausreichend sein kdnnen, um das Verhalten zu verandern.

5.12 Beispiel 12 — Cinnamylidenanabaseine zur Behandlung der Alzheimer-Krankheit und anderen pathologi-
schen Zustanden, die das Lernen und Erinnern stdren

[0122] Nikotin verbessert das lern- und gedachtnisbezogene Verhalten bei Menschen und Tieren. Zum Bei-
spiel bei der Alzheimer-Krankheit verbessert Nikotin die Leistung bei mehreren gedachtnisbezogenen Aufga-
ben, dennoch sind die mit dieser Krankheit verbundenen Nebeneffekte so stark gewesen, dal} hohe Dosen
nicht toleriert werden kénnen. Schwache, obgleich selektive a7-Rezeptoragonisten mit Benzylidenanaba-
sein-Strukturen verbessern das Lernen und das Erinnern in einer Vielzahl von Tiermodellen, einschlief3lich des
passiven Vermeidungsverhaltens, des aktiven Vermeidungsverhaltens, und im Morris Water-Versuch. Diese
Mittel sind nur bei ziemlich hohen Dosen im Vergleich zu Nikotin wirksam, jedoch kdnnte es sein, dal ihre Fa-
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higkeit zur nur partiellen Aktivierung der a7-Rezeptoren (im Gegensatz zu der vollen Aktivierung durch die hier-
in beschriebenen Cinnamylidenanabaseine) ein Faktor in dieser Beobachtung war, genauso wie in der Beob-
achtung, dal} der Bereich der wirksamen Dosen zur Verbesserung des lern- und gedachtnisbezogenen Ver-
haltens nicht viel starker als die von Nikotin selbst war.

[0123] Die offenbarten a7-selektiven Cinnamylidenanabasein-Zusammensetzungen verbessern das Lern-
und Gedachtnisverhalten bei Verwendung eines passiven Vermeidungsparadigmas und cholinergischen hypo-
funktionalen Ratten, welche nucleus basalis Verletzungen erhielten, vergleichbar zu cholinergischen Verlusten
bei der Alzheimer-Krankheit (Fig.2). Die hohe Wirksamkeit eines der Cinnamylidenanabaseine,
trans-3-(2-Methoxycinnamyliden)anabasein neben seinem weiten wirksamen Dosis-Reaktionsbereich (unter
0,1 mg/kg bis mindestens 3 mg/kg) zeigt, dal® die Cinnamylidenanabaseine therapeutische Vorteile gegentber
den Benzolidenanabaseinen haben werden. Der breite Dosis-Reaktionsbereich zeigt auf, dall Patienten selte-
ner eine Dosis erhalten missen, da es einen breiten Bereich von Arzneimittelkonzentrationen im Gehirn gibt,
die verhaltenswirksam sind. Die hohe Wirksamkeit zeigt auf, dal® geringe Dosen zur Verbesserung des ge-
dachtnisbezogenen Verhaltens wirksam sein werden, was allgemein mit weniger Nebeneffekten verbunden ist.
[0124] Trans-3-(2-Methoxycinnamyliden)anabasein war von geringerer Wirksamkeit als die vorliegenden Zu-
sammensetzungen.

[0125] Die a4p2-Rezeptorblockierungswirkung der offenbarten Cinnamylidenanabaseine kdnnte ebenfalls
wichtig fur ihre therapeutische Wirkung beim Lernen und Erinnern sein. Mause, die genetisch derart verandert
wurden, dal sie in ihrem Gehirn keine a432-Rezeptoren haben, zeigten bei lern- und gedachtnisbezogenen
Aufgaben eine bessere Vorstellung als normale Tiere. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, da die Cinnamy-
lidenanabasein-Zusammensetzungen verbesserte gedachtnis- und lernverstarkende Wirkungen haben im
Vergleich zu bereits existierenden Mitteln. Ein hoher therapeutischer Index ist zu erwarten bei einer Kombina-
tion von vollstéandiger a7-Wirksamkeit und a432-Blockade.

5.13 Beispiel 13 — Cinnamylidenanabaseine als neuroschitzende Mittel

[0126] Es wurde gefunden, dal® Cinnamylidenanabaseine differenzierte cholinerische PCI2-Neuronen schiit-
zen, welche im librigen zum Uberleben NGF-abhéngig sind (Tabelle 3). Es ist bekannt, daR PCI2-Zellen bei-
des, a7- und NGF-Rezeptoren, besitzen. Das NGF-Entzugsmodell zeigt Apoptose, wie durch den Verlust der
Neuriten belegt, es sei denn, es wird ein neuroschitzendes Mittel zugegeben (Rukenstein, et al., 1991). Es
wurde herausgefunden, daR dieses neuronale Uberlebensmodell sensitiv auf Arzneimittel reagiert, welche die
Proteinkinase-C-Aktivitat stimulieren oder Calcium-Influx erhéhen (Rukenstein, et al., 1991). Wenn die a7-Re-
zeptoren aktiviert sind, erhéhen sie beides, den Calcium-Influx und die Proteinkinase-C-Aktivitat. Diese Ergeb-
nisse weisen darauf hin, daf3 die Cinnamylidenanabaseine die zytoschiitzende Wirkung des NGF in differen-
zierten Zellen ersetzen kénnen und daf diese Zusammensetzungen deshalb bei solchen Bedingungen, wie z.
B. der Alzheimer-Krankheit, fir welche NGF derzeit als potentielle Behandlung gedacht ist, nutzlich sein kén-
nen. Wie von den Erfindern erwartet, schiitzen die Cinnamylidenanabaseine, wenn in dem NGF-Entzugsmo-
dell das NGF entfernt wurde. Apoptose kann an den verschiedensten neuropathologischen Zustéanden beteiligt
sein. Da die zytoschuitzende Wirkung durch ein all-gemeines Phanomen der Rezeptoraktivierung (Calcium und
Proteinkinase-C-Aktivierung (Rukenstein, et al., 1991) vermittelt sein kann, ist es wahrscheinlich, dal} die damit
verbundenen Mittel mit a7-Aktivierungskapazitat gleichfalls ahnlich zytoschitzend sind. Desweiteren, da die
Nikotinmittel gegen den Herzschlag-induzierten Zelltod schitzen kénnen, ist es wahrscheinlich, dal} diese Cin-
namylidene in diesem Sinne ebenfalls wirksam sind (z. B. Fig. 3).

27/52



DE 698 14 688 T2 2004.04.22

(snusTtuobezuy aysw =

(snwsTtuobejuy aysw

Tyez 819YQy) STSIFITWISUZIY SSp DBunyoTaiqersp yoru UTTOYOTA390v Sop snustuobejuy sop
TU®Z 3I9YQy) STIIFTWTSBUZIAY S9p BunyoTeiqersa yoeu uTToys1h3ooy sep snustuobejuy sop

(3e3TATINY ByosSTISTUOBR BI8YILIS = Tyeg 2I19YQY) uTTOoyoTAISOoY WM 0T 3ITW uoTjyEay

(IBITATINY SYOSTISTUOB® 8I9XILIS = [Yyez 2I194yQY) UTTOYoTA38ovY W 00§ ITw uoTINesy

(3e3TUTIIV 219yQy = Fyeg 219Yyoy) WH T uoa uoT3IeIjUSZUOY IBUTIS® Toq bunpurg-uTt3isi)

(3e3TUTIIV @x8yQy = Tyez sasyoy) wH 1 uoa UoT3IeIIUSZUOY IBUT3 Taq bunpurg urxojoxebung-eydy

9393yoeqoag

%
%
9393yovqoag %
%
Iop Hunuwey g
%

Iop bunuuey

uraseqeue

ve St > (=47 Z€ 1’v6 (uspTTAWRUUTOAXOYION-F ) -E-SuUPI?

utaseqeue (usapT TAweuuTOAXOy3ISNH

o1 06 £> 96 6T 6’76 -Z)-€-sueay

01 Sh £> Z6 A L'V6 uTeseqeurUSpPT [AWRUUTID-E-SURID
,Snustuobejuy  snwstuobejuy ,LBUnIdTATINY JHpunaatarayy Jpunputg ¢ Jpunputg

—ze3laqpeydry -Leydiy -zelaqpeydiv -teydiy  -e3jsqpeydiy -Leydty punzissusuwesny

:omGSNuvmcmEEmmsussmvﬂHhEmczwo I9p uajjeyosuabig-aozdezay

¢ dTTIEVYL

28/52



DE 698 14 688 T2 2004.04.22

TABELLE 3
Schutz von NGF-abhdngigen PCl2-Kulturzellen

Zusammensetzung Neuritzahlungen
Keine 83 = 12
NGF (100 ng/ml 342 = 56*
trans-3-Cinnamylidenanabasein 185 + 19+
trans-3-(2- 213 = 26*
Methoxycinnamyliden)anabasein
trans-3-(4- 155 = 23+
Methoxycinnemyliden)anabasein

[0127] PCI2-Zellen wurden eine Woche mit NGF differenziert. Die Arzneimittel wurden fir einen 4-Tage-Inter-
vall nach der Entfernung von Serum und NGF verabreicht. Die Neuriten wurden gezahlt und als Durchschnitts-
wert + SEM von mindestens 3 Platten/Gruppe dargestellt. Die Arnzeimittelkonzentrationen betrugen (auBer fir
NGF) 10 uM. p < 0,5 im Vergleich zu der Behandlung ohne Arzneimittel (Einweg ANOVA).
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5.15 Beispiel 15 — Hemmung der Nikotin-Selbstverabreichung durch Anabaseine

[0128] Der am meisten akzeptierte Tiertest zum Nachweis der Fahigkeit, die Nikotinbelohnung zu hemmen,
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ist der Nikotin-Selbstverabreichungstest. Die Erfinder haben diese hochentwickelte Technik benutzt, um zu zei-
gen, dall DMXB, eine Zusammensetzung, welche als Nikotinantagonist auf putative Rezeptoren wirkt, wobei
sie die Nikotinbelohnung vermittelt, die Nikotin-Selbstverabreichung bei der erwachsenen Ratte hemmt, die die
Fahigkeit und die Motivation zur Aufnahme von Nikotin erworben hat. Der Vorteil dieser Zusammensetzung ist,
daf} sie dies erreicht, ohne andere Funktionen des Tiers nachteilig zu beeinflussen, einschlief3lich der sponta-
nen lokomotorischen Aktivitat.

[0129] 11 mannliche Sprague Dawley-Ratten wurden als erstes darauf trainiert, den linken Hebel in einer
zweihebeligen Versuchskonditionierungskammer zu driicken. 23 h vor der ersten Trainingsbehandlung hatten
sie limitierten Zugang zu Futter und erhielten dann 20 g Futter fiir den Rest der Untersuchung. Sobald die In-
dividuen in zuverlassiger Weise den linken Hebel driickten, wurde ihnen in die rechte jugulare Vene chirurgisch
ein Katheter implantiert. Das Katheter bestand aus drei separaten Rohrstlicken, ein 37 mm Silicongummirohr-
stlick, welches in das Blutkreislaufsystem fuhrte (Silastic Medical Grade Tubing), ein 65 mm langes Polyethy-
lenrohr (Intramedic, PE10) und ein 170 mm langes Polyethylenrohr mit denselben inneren Durchmesser (In-
tramedic, PE20). Das Katheter flihrte zwischen den Schulterblattern heraus und konnte an ein Drehteil gehan-
gen werden, welches selbst mit einer pneumatischen Spritze verbunden war. Nikotinbitartrat (0,01 mg/kg der
freien Base) konnte in einem Volumen von 0,1 ml/kg Uber 0,7 sek verabreicht werden. Sobald sich die Objekte
von dem chirurgischen Eingriff erholt hatten, wurden sie darauf trainiert, die pneumatische Spritze zu aktivie-
ren, um einen festgelegten Ratio-2-Plan (FR 2) einzuhalten. Jeder Nikotinverabreichung folgte eine Auszeit
(TO) von 60 sek. Jede tagliche experimentelle Behandlung dauerte 50 min. Nach verschiedenen Behandlun-
gen unter diesen Bedingungen erhielten die Objekte 15 min vor dem Beginn der Selbstverabreichungsbehand-
lung eine intraperitoniale (IP) Injektion einer physiologischen Salzlésung (1 ml/kg). Am nachsten Tag wurde
dem Objekt, ebenfalls 15 min. vor dem Beginn der Behandlung, eine IP-Injektion mit 8 mg/kg von GTS-21 ver-
abreicht. Fig. 5 zeigt, dal® nach GTS-21 das Objekt weniger willens zu einer Nikotinselbstverabreichung war
als nach der Verabreichung von Salzl6sung (gepaart t(10) = 2,48, p<0,05).

5.16 Beispiel 16 — DMXB-Schutz gegen die durch NMDA-ausgeldste Excitotoxizitat

[0130] Dieses Beispiel zeigt, dal’ die a7-Aktivierung durch DMXB gegen die durch N-Methyl-D-Aspar-
tat-(NMDA)-Rezeptoraktivierung ausgeldste Excitotoxizitat schiitzt. NMDA-Rezeptoren sind hoch permeant fur
Calciumionen, jedoch im Gegensatz zu a7-Nikotinrezeptoren induzieren sie Calcium vermittelte Excitotoxizitat,
indem sie nach der Aktivierung Uber einen langeren Zeitraum in einem offenen Zustand verbleiben.

[0131] Es wurde bereits friiher herausgefunden, dal die Aktivierung von a7-Nikotinrezeptoren Neuronen ge-
gen den durch trophischen Faktoren-Entzug verursachte apoptotische Degeneration schitzt. Die Erfinder zeig-
ten, dafd der selektive a7-Rezeptoragonist Dimethoxybencylidenanabasein (DMXB) ebenfalls primare neokor-
tikale Neuronen von Ratten gegen NMDA-Rezeptor vermittelte Excitotoxizitat schitzt. Der dosisabhangige
DMXB induzierte Neuroschutz wurde beobachtet, wenn die Verabreichung 24 h vorher erfolgte, nicht hingegen
bei einer begleitenden Verabreichung von stimulierenden Aminosauren. Dies wurde gehemmt durch den niko-
tinischen, aber nicht muskarinischen Antagonisten DMXB. Der Schutz wurde hauptsachlich in penumbralen
Gebieten beobachtet und mit dem nikotischen Antagonisten Mecamylamin gehemmt, was darauf hinweist, dal}
die a7-Rezeptoraktivierung neuroschitzend ist.

5.16.1 Methoden
Priméare neokortikale neuronale Rattenkulturen

[0132] Neuronen-angereicherte Kulturen wurden von der zerebralen Rattenkortex an den Embryonentagen
16-18 isoliert und dann unter Bedingungen, bei denen teilende, nicht-neuronale Zellen abgetétet werden, auf
Kunststoffdeckglaschen kultiviert (01). Es wurden nur reife Kulturen (10-11 Tage nach dem Ausplattieren) ver-
wendet. Die Neurotoxizitat wurde induziert, indem man exzitatorische Aminosauren (EAA), fir 10 min (Gluta-
mat oder NMDA) oder 60 min (Kainat) anwendete, gefolgt von einem 60-minutigen EAA-freien Zeitraum. Die
lebenden Zellen wurden mittels des Trypan-Blau-AusschluRverfahrens festgestellt und als Fraktion der gezahl-
ten Gesamtzellen dargestellt.

Fokales Ischamie-Modell

[0133] Mannliche Sprague Dawley-Albinoratten (250-300 g) wurden mit einer subkutanen Injektion von Ke-
tamin, Xylazin und Acepromazin (3 : 3 : 1 Mischung, 0,7 cc/kg) betdubt. Das Atropin (0,4 mg/kg IP) wurde ei-
nige Minuten vor dem Sezieren der Halsschlagader von dem Vagus injiziert. Die innere Halsschlagader (ICA)
wurde bis zu ihrer Verzweigung in die terminale ICA seziert und die pterygopalatinen Arterien wurden deutlich
definiert. Die pterygopalatine Arterie wurde an, und fluchtend mit, der terminalen ICA angeklammert. Ein an-
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derer Clip wurde bei der allgemeinen Halsschlagader (CCA) verwendet. Die distale Seite der externen Hals-
schlagader (ECA) wurde koaguliert und ein gerader Aneurysma-Clip 4 mm distal zu der proximalen ICA-Ver-
zweigung verwendet. Eine Naht wurde durch den arteriotomisierten ECA-Stumpf in die ICA gefihrt, bis sich
die Spitze gegen den Aneurysma-Clip stutzte. Die Naht wurde 30 min spater entfernt, wobei die Kérpertempe-
ratur zwischen 36,5-37,5°C aufrechterhalten wurde. Der ECA-Stumpf wurde mit einem bipolaren elektrischen
Brenneisen koagoliert.

[0134] Die Clips wurden entfernt und die Wunden vor dem Zunahen mit Salzlésung gesplilt.

[0135] Die Ratten wurden 24 h nach dem Schlaganfall betaubt und ihr Gehirn entfernt und koronal geschnit-
ten (2 mm). Die Schnitte wurden fir 20 min bei 37°C in eine 2% Lésung 2, 3, 5-Triphyenyltetrazoliumcholid
(Sigma Chemical Co., St. Louis. MO) gelegt. Die Schnitte wurden entnommen, in eine Petrischale gelegt und
mit 10% Formaldehydlésung bedeckt. Um fiir jeden Schnitt das vom Herzschlag betroffene und das gesamte
Gehirngebiet abschatzen zu kdénnen, wurde die Konturfunktion des NIH-Bildcomputerprogramms (Version
1,47) verwendet. Die InfarktgréRe wurde als Prozentsatz des gesamten Gehirnbereichs berechnet.

5.16.2 Ergebnisse

[0136] Die akute Anwendung einer 1 mM-Konzentration von jedem EAA reichte aus, um 1 h spater 50-60%
der Neuronen abzutéten. DMXB schiitzt gegen die NMDA Rezeptor vermittelte Toxizitat in primaren neuralen
Kulturen von Rattengehirnen auf eine konzentrationsabhangige Art, wenn es 24 h vor entweder dem Glutamat
oder dem NMDA verabreicht wird (Fig. 6E). Es kann keine Wirkung auf die Kainat-induzierte Toxizitat, welche
durch einen nicht-NMDA-Rezeptor vermittelt wird, haben. Im Unterschied zu der blockierenden Wirkung des
NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK-801, wurde fur DMXB bei der begleitenden Verabreichung mit Glutamat
kein neuroschitzender Effekt beobachtet (Fig. 6F). DMXB behinderte nicht die hohe Affinitdt der
[*H]MK801-Bindung an Rattengehirnmembranen in Konzentrationen bis hoch zu 30 uM, was gegen eine neu-
roschutzende Wirkung via direkter NMDA-Rezeptor-Blockade spricht. Diese Ergebnisse weisen auf eine indi-
rekte oder nicht-konkurierende Schwachung der NMDA-induzierten Excitotoxizitdt durch DMXB hin.

[0137] DMXB induzierter Neuroschutz war zu den nichtselektiven nikotinischen Rezeptor-Antagonisten He-
xamethonium, Methyllycaconitin und Mecamylamin, genauso wie dem a7-selektiven Antagonisten a-Bungaro-
toxin, sensitiv (Fig. 7). Der nicht-selektive Agonist Nikotin schitzt ahnlich gegen den neuronalen Verlust auf
eine methyllycaconitinsensitive Art, was in Ubereinstimmung steht mit der vorher beschriebenen Wirkung in
diesem Modell (Akaike, et al., 1994).

[0138] Die in vitro Ergebnisse veranlallten eine in vivo Untersuchung der Wirkungen der DMXB-Behandlung
auf die fokale, ischamieinduzierte InfarkigroRRe, die dem Verschlul? der mittleren zerebralen Arterie folgt. Der
meiste Schaden wurde bei dem lateralen Caudate und dem Neocortex, maximal 5 mm posterior zu dem fron-
talen Pol, welcher fiur die statistische Analyse verwendet wurde, lokalisiert (Fig. 8A, Fig. 8B). DMXB schitzt in
erster Linie in dem posterioren Schlaganfallgebiet, einschliel3lich der Bereiche des lateralen Caudate Nucleus
und der occipitalen Cortex. Diese penumbralen Bereiche entsprechend denen, die durch MK801 geschiitzt
werden (Papke, 1993). Der Antagonist Mecamylamin hemmt diese neuroschitzende Wirkung des DMXB, was
die Beteiligung des Nikotins bestatigt. DMXB war bei Verabreichung wahrend des 30 mm ischamischen
Schlaganfalls wirkungslos, was in Einklang steht mit dem in vitro fehlendem Neuroschutz, wie er bei der be-
gleitenden Verabreichung von Glutamat beobachtet wurde. Die Notwendigkeit, die a7-Rezeptoren vor der
NMDA-Rezeptoraktivierung zu aktivieren, um den Neuroschutz zu beobachten, kénnte der Grund sein fir die
Unfahigkeit des endogenen Acetylcholins neuroschitzend zu sein, wenn es wahrend der Ischadmie-Attacken
freigesetzt wird.

[0139] Diese Ergebnisse weisen darauf hin, daf} die schitzende Wirkung des Nikotins gegen die NMDA in-
duzierte Toxizitat in primaren neokortikalen Neuronen, zumindest teilweise, durch die a7-Rezeptorsubpopula-
tion vermittelt wird. Die a7-Rezeptoraktivierung reicht aus, um Neuronen in Degenerationsmodellen, welche
zumindest teilweise apoptotischer Natur sind, wie z. B. differenzierte PCI2-Zellen nach NGF-Entzug und sep-
tale cholinergische Neuronen nach Axotomie, zu schiitzen. Cholin tut in dem sympathetischen Ganglion eben-
falls die Neuronen wahrend dem NGF-Entzug mittels Nikotinrezeptoraktivierung bei Konzentrationen, welche
selektiv fur die a7-Rezeptoren sind, aufrechterhalten (Steinbach und Ifune, 1989). Die neuroschiitzende Wir-
kung des Cholins erfordert rezeptorvermittelte Anhebungen der intrazelluldren Ca®* Spiegel, was das Konzept
stutzt, daR die a7-Rezeptoraktivierung gegen den trophischen Faktorentzug mittels Ca?* auslésenden Mecha-
nismus schutzt.

[0140] Nikotin vermindert in verschiedenen nicht-neuronalen Zellen mittels eines Proteinkinase-C-(PKC)-ab-
hangigen Mechanismus die Apoptose, und dieses Calcium-senstive Enzym scheint in PCI2-Zellen durch
a7-Agonisten aktiviert zu werden. Insgesamt deuten diese Ergebnisse auf ein Modell hin, in dem die a7-Akti-
vierung die intrazellularen Calciumionenkonzentrationen transient erhéht, gefolgt von einer PKC-Aktivierung.

[0141] Im Lichte der vorliegenden Offenbarung kdnnen alle hierin offenbarten und beanspruchten Zusam-
mensetzungen und Methoden ohne ibermafligem Experimentieren herstellt und ausgefihrt werden. Obwohl
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die Zusammensetzungen und Methoden dieser Erfindung in Form von bevorzugten Ausfiihrungsformen be-
schrieben sind, ist den Fachleuten klar, dal die Zusammensetzungen und Verfahren oder die Abfolge der
Schritte der hierin beschriebenen Verfahren im Rahmen des Umfangs der Erfindung variieren kénnen. Insbe-
sondere ist offensichtlich, dal’ verschiedene Mittel, die sowohl chemisch als auch physiologisch verwandt sind,
die hierin beschriebenen Mittel ersetzen kdnnen, wobei dieselben oder ahnlichen Ergebnisse erreicht werden.
All derartige, den Fachleuten des Standes der Technik offenkundige Substituenten und Modifikationen sind als
von dem Umfang der Erfindung, die durch die Anspriiche definiert ist, als von der Erfindung eingeschlossen zu
betrachten.
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Patentanspriiche

1. Stoffzusammensetzung, enthaltend eine Verbindung der Formel:

wobei R fur Wasserstoff oder C,-C,-Alkyl und R? fiir =CHCH=CHX steht, wobei X fiir

R3

R4

RS

steht, wobei R?, R* und R® aus der aus Wasserstoff, C,-C,-Alkyl, das gegebenenfalls durch N,N-Dialkylamino
mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen in den einzelnen Alkylgruppen substituiert ist, C,-C,-Alkoxy, das gegebenenfalls
durch N,N-Dialkylamino mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen in den einzelnen Alkylgruppen substituiert ist, Carboalk-
oxy mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen in der Alkoxygruppe, Amino, Amido mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen in der
Acylgruppe, Cyano, N,N-Dialkylamino mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen in den einzelnen Alkylgruppen, Halogen,
Hydroxyl und Nitro bestehenden Gruppe ausgewahlt sind, wobei wenigstens einer der Reste R, R®, R*und R®
nicht fiir Wasserstoff steht und wobei R® nicht fir 4-N,N-Dialkylamino steht, wenn R, R* und R® jeweils flir Was-
serstoff stehen; oder ein organisches oder anorganisches, pharmazeutisch unbedenkliches Salz davon.

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei R? in der 3-Stellung des Tetrahydropyridinrings gebunden
ist.

3. Zusammensetzung nach Anspruch 2, wobei R®, das in der 4-oder der 2-Stellung des Phenylrings gebun-

den ist, aus der aus Amino, Hydroxyl, Chlor, Cyano, Dimethylamino, Methyl, Methoxy, Acetylamino, Acetoxy
und Nitro bestehenden Gruppe ausgewahlt ist.

36/52



DE 698 14 688 T2 2004.04.22

4. Zusammensetzung nach Anspruch 3, wobei R" und R* fiir Wasserstoff stehen, R® fir Methoxy steht und
in der 2-Stellung des Phenylrings gebunden ist und R®, das in der 4-Stellung des Phenylrings gebunden ist, fiir
Methoxy oder Hydroxyl steht.

5. Zusammensetzung nach Anspruch 3, wobei R® aus der aus Hydroxyl, Acetamino, Acetoxy und Methoxy
bestehenden Gruppe ausgewahlt ist und wobei R, R* und R?® fiir Wasserstoff stehen.

6. Stoffzusammensetzung, enthaltend ein Cinnamylidenanabasein ausgewahlt aus der aus
3-(4-Acetylaminocinnamyliden)anabasein,
3-(4-Hydroxycinnamyliden)anabasein,
3-(4-Methoxycinnamyliden)anabasein,
3-(4-Hydroxy-2-Methoxycinnamyliden)anabasein,
3-(2,4-Dimethoxycinnamyliden)anabasein und
3-(4-Acetoxycinnamyliden)anabasein bestehenden Gruppe.

7. Verwendung einer therapeutisch wirksamen Menge einer Verbindung der Formel:

oder eines pharmazeutisch unbedenklichen, organischen oder anorganischen Salzes davon, wobei R' fiir
Wasserstof f oder C,-C,-Alkyl und R? fir =CHX, =CCH,X oder =CHCH=CHX steht, wobei X fir

R3
R4

RS

steht, wobei R?, R* und R® aus der aus Wasserstoff, C,-C,-Alkyl, das gegebenenfalls durch N,N-Dialkylamino
mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen in den einzelnen Alkylgruppen substituiert ist, C,-C-Alkoxy, das gegebenenfalls
durch N,N-Dialkylamino mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen in den einzelnen Alkylgruppen substituiert ist, Carboalk-
oxy mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen in der Alkoxygruppe, Rmino, Amido mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen in der
Acylgruppe, Cyano, N,N-Dialkylamino mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen in den einzelnen Alkylgruppen, Halogen,
Hydroxyl und Nitro bestehenden Gruppe ausgewahlt sind, wobei es sich bei der Verbindung nicht um 3-(2,4-Di-
methoxybenzyliden)anabasein handelt, zur Herstellung eines Medikaments mit einer therapeutischen Wirkung
ausgewahlt aus der aus:

a) der Abschwachung bzw. der Verhinderung von Tabakentzugserscheinungen in einem Saugetier,

b) der Stimulierung von durch Ethanol antagonisierten Alpha7-Rezeptoren im Hirn eines Saugetieres,

c) dem Schutz gegen durch Ischamie induzierten Zellverlust in einem Saugetier

bestehenden Gruppe.

8. Verwendung nach Anspruch 7, wobei R? in der 3-Stellung des Tetrahydropyridinrings gebunden ist. Ver-
wendung nach Anspruch 8, wobei R®, das in der 4-Stellung des Phenylrings gebunden ist, aus der aus Amino,
Hydroxyl, Chlor, Cyano, Dimethylamino, Methyl, Methoxy, Isopropoxy und Nitro bestehenden Gruppe ausge-
wahlt ist.

9. Verwendung nach Anspruch 9, wobei R fir Wasserstoff, R® fir Methoxy, R* fir Hydroxyl oder Methoxy
und R® fir Wasserstoff steht.

10. Verwendung nach Anspruch 10, wobei R® in der 4-Stellung des Phenylrings und R* in der 2-Stellung
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des Phenylrings gebunden ist.

11. Verwendung nach Anspruch 10, wobei R® in der 2-Stellung des Phenylrings und R* in der 4-Stellung
des Phenylrings gebunden ist.

12. Verwendung nach Anspruch 8, wobei R' fiir Wasserstoff steht und R®, R* und R® jeweils fiir Methoxy
stehen.

13. Verwendung nach Anspruch 10, wobei R® fiir 4-Dimethylamino steht und R* und R® beide fiir Wasser-
stoff stehen.

14. Verwendung nach Anspruch 7, wobei R? in der 3-Stellung des Tetrahydropyridinrings gebunden ist.

15. Verwendung nach Anspruch 15, wobei R®, das in der 4-oder der 2-Stellung des Pyridinrings gebunden
ist, aus der aus Amino, Hydroxyl, Chlor, Cyano, Dimethylamino, Methyl, Methoxy, Acetylamino, Acetoxy und
Nitro bestehenden Gruppe ausgewahlt ist.

16. Verwendung nach Anspruch 16, wobei R' und R* fiir Wasserstoff stehen, R® fiir Methoxy steht und in
der 2-Stellung des Phenylrings gebunden ist und R®, das in der 4-Stellung des Phenylrings gebunden ist, fir
Methoxy oder Hydroxy steht.

17. Verwendung nach Anspruch 16, wobei R® aus der aus Hydroxyl, Acetamino, Acetoxy und Methoxy be-
stehenden Gruppe ausgewahlt ist und wobei R, R* und R® fiir Wasserstoff stehen.

18. Verwendung nach Anspruch 10, wobei es sich bei dem Saugetier um einen Menschen handelt.

19. Verwendung einer therapeutisch wirksamen Menge einer Benzylidenanabasein- oder einer Cinnamy-
lidenanabaseinverbindung oder eines pharmazeutisch unbedenklichen Salzes davon, mit der Alpha7-Rezep-
toren selektiv aktiviert werden kdnnen, zur Herstellung eines Medikaments mit einer therapeutischen Wirkung
ausgewahlt aus der aus der aus:

a) der Behandlung von Tabakentzugssymptomen,

b) der Stimulierung von durch Ethanol antagonisierten Alpha7-Rezeptoren im Hirn,
¢) dem Schutz gegen durch Ischamie induzierten Zellverlust

bestehenden Gruppe, wobei die Verbindung aus der aus
3-(4-Hydroxybenzyliden)anabasein,

3-(4-Methoxybenzyliden)anabasein,
3-(4-Aminobenzyliden)anabasein,
3-(4-Hydroxy-2-Methoxybenzyliden)anabasein,
3-(2-Hydroxy-4-Methoxybenzyliden)anabasein,
3-(4-Isopropoxybenzyliden)anabasein,
(7'-Methyl-3-(2,4-Dimethoxybenzyliden))anabasein,
3-(4-Acetylaminocinnamyliden)anabasein,
3-(4-Hydroxycinnamyliden)anabasein,
3-(4-Methoxycinnamyliden)anabasein,
3-(4-Hydroxy-2-Methoxycinnamyliden)anabasein,
3-(2,4-Dimethoxycinnamyliden)anabasein und
3-(4-Acetoxycinnamyliden)anabasein
bestehenden Gruppe ausgewahlt ist.

20. Verwendung nach Anspruch 7, wobei der Zellverlust die Folge eines Schlaganfalls ist.

21. Verwendung nach Anspruch 7, wobei der Zellverlust die Folge einer Glutamat induzierten Excitotoxizi-
tat ist.

22. Verwendung eines nikotindren Alpha7-Agonisten zur Herstellung eines Medikaments fir die Prophyla-
xe gegen Zellverlust aus fokalen ischadmischen Schadigungen, wobei das Medikament fir die Verabreichung
an ein Saugetier vor dem Eintreten des ischamischen Ereignisses in einer gegen den Zellverlust wirksamen
Menge formuliert ist, wobei die Verbindung aus der aus
3-(2,4-Dimethoxybenzyliden)anabasein,
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3-(4-Hydroxybenzyliden)anabasein,
3-(4-Methoxybenzyliden)anabasein,
3-(4-Aminobenzyliden)anabasein,
3-(4-Hydroxy-2-Methoxybenzyliden)anabasein,
3-(2-Hydroxy-4-Methoxybenzyliden)anabasein,
3-(4-Isopropoxybenzyliden)anabasein,
(7'-Methyl-3-(2,4-Dimethoxybenzyliden))anabasein,
3-(4-Acetylaminocinnamyliden)anabasein,
3-(4-Hydroxycinnamyliden)anabasein,
3-(4-Methoxycinnamyliden)anabasein,
3-(4-Hydroxy-2-Methoxycinnamyliden)anabasein,
3-(2,4-Dimethoxycinnamyliden)anabasein und
3-(4-Acetoxycinnamyliden)anabasein
bestehenden Gruppe ausgewahlt ist.

23. Verwendung einer therapeutisch wirksamen Menge eines Cinnamylidenanabaseins zur Herstellung ei-
nes Medikaments zur Behandlung von altersbedingten Lern- bzw. Gedachtnisschwachen, wobei das Cinna-
mylidenanabasein aus der aus
3-(4-Acetylaminocinnamyliden)anabasein,
3-(4-Hydroxycinnamyliden)anabasein,
3-(4-Methoxycinnamyliden)anabasein,
3-(4-Hydroxy-2-Methoxycinnamyliden)anabasein,
3-(2,4-Dimethoxycinnamyliden)anabasein und
3-(4-Acetoxycinnamyliden)anabasein
bestehenden Gruppe ausgewahlt ist.

Es folgen 13 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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