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1.1 Histamin

Histamin ist ein weit verbreiteter Naturstoff, der vor allem durch seine wichtige
Funktion bei allergischen Reaktionen bekannt ist. Wie man heute weil3, reichen
die Funktionen dieses biogenen Amins aber weit dariber hinaus. Bei manchen
Pflanzen und Tieren wird Histamin als Abwehrstoff benutzt und ruft bei
vermeintlichen Angreifern eine Entziindungsreaktion hervor. Im menschlichen und
tierischen Organismus besitzt Histamin als Gewebshormon eine bedeutende
Funktion bei der Immunabwehr. Aul3erdem spielt es im Gastrointestinaltrakt eine
wichtige Rolle bei der Regulation der Magensaureproduktion und der Motilitat. Im
Zentralen Nervensystem (ZNS) ist es unter anderem an der Steuerung des Schlaf-
Wach-Rhythmus und der Kontrolle des Hungergefiihls (Appetitkontrolle) beteiligt.
Im folgenden Kapitel werden Histamin und seine Rezeptoren naher erlautert.

1.1.1 Chemie

Histamin oder nach IUPAC 2-(1H-Imidazol-4-yl)ethanamin ist eine farblose,
hygroskopische und kristalline Substanz, die bei 84 °C schmilzt und gut in polaren

Lésungsmitteln wie Wasser und Ethanol l6slich ist.

N® N®
5%?/VNH2 4(9\5(?/\/'\”_'2
. ~ —_— . ~
N* HN N° N
2 2
N* N™
Kg1 4,6
® ® PKp1
NH; NH;
® e
HN/§(V + H30 D HN/§(V + H30
\=N \_—-NH
PKg2 8,2

Abb. 1.1: Tautomerie und pKg-Werte des Histamins (Nomenklatur nach Black und

Ganellin).
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Der Imidazolring von Histamin (Abbildung 1.1) kann formal als zyklisches Amidin
betrachtet werden und ist an Position 4 bzw. 5 mit der Ethylaminkette verknupft.
Der Stickstoff, der in direkter Nachbarposition zur aliphatischen Seitenkette liegt,
wird als N™ (pros, griech. ,nahe bei“), der weiter entfernte als N* (tele, griech.
,entfernt’) und der aliphatische Stickstoff der primaren Aminogruppe als N°
bezeichnet (Black und Ganellin 1974). Histamin besitzt zwei basische Zentren,
eine primare Aminogruppe in der aliphatischen Seitenkette und eine weitere im
aromatischen System des Imidazolrings. Bedingt durch die beiden madglichen
Positionen des Amidinprotons im Imidazolring kann Histamin in zwei Tautomeren
vorliegen, dem N'™-H- und dem N"-H-Histamin. Die Tautomerie spielt bei der
Aktivierung der Histamin-Rezeptor-Subtypen eine bedeutende Rolle, wobei die
beiden protonierten Tautomere als biologisch aktive Formen des Histamins gelten.
Die entsprechenden pKg-Werte betragen 4,6 fur das primére, aliphatische Amin
der Seitenkette bzw. 8,20 fur den Imidazolring (Durant et al. 1975, Nelson 2008).
Im physiologischen Milieu liegt Histamin Uberwiegend als Monokation mit

protonierten N“-Atom vor (Nelson 2008).

1.1.2 Vorkommen

Histamin kommt im menschlichen Organismus fast ubiquitar in Geweben und im
ZNS vor. Als Gewebshormon findet es sich in besonders hoher Konzentration in
Mastzellen der Lunge, der Haut und im Magen-Darm-Trakt (Magenschleimhaut).
Dartber hinaus findet es sich aber auch in basophilen Leukozyten und
Thrombozyten des Blutes. Im Gehirn kommt Histamin als Neurotransmitter vor
allem in histaminergen Neuronen vor (Garbarg et al. 1976), deren Zellkérper im
Hypothalamus lokalisiert sind. Im Jahre 1984 konnte durch immuno-
histochemische Farbung nachgewiesen werden (Watanabe et al. 1984, Panula et
al. 1984), dass die histaminergen Neurone ausschlief3lich auf eine kleine Region
des hinteren Hypothalamus (Posterior Hypothalamus), dem sogenannten
tuberomamillaren Kern (Nucleus tuberomamillaris; TMN), lokalisiert sind
(Abbildung 1.2).
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Im menschlichen Gehirn umfasst das histaminerge System rund 64.000 Neuronen
in und um den TMN, dessen Neurone grof3e Zellkdrper mit einem ungefahren
Durchmesser von 20-30 pum bilden (Haas et al. 2008). Neben Histamin enthalten
die histaminergen Zellen je nach Spezies eine Reihe neuroaktiver Substanzen wie
beispielsweise y-Aminobuttersdure (GABA), Adenosin, Enkephalin, Galanin,
» 1 hyrotropin-releasing Hormon“ (TRH) und Substanz P (Ericson et al. 1991, Haas
et al. 2008, Yamamoto et al. 1990). Die Axone der histaminergen Neurone sind
weitreichend und stark verzweigt. Ausgehend vom TMN reichen die
Projektionsbahnen in nahezu alle Bereiche des ZNS und Teile des Rickenmarks
und bilden dabei einen absteigenden sowie zwei aufsteigende Projektionswege.
Neben den histaminergen Neuronen kommt Histamin im Gehirn auch in
Mastzellen vor (Garbarg et al. 1976). Im Vergleich zum peripheren Gewebe sind
Mastzellen im Gehirn allerdings nur sehr sparlich anzutreffen und ihre genaue
Funktion wird derzeit noch diskutiert (Brown et al. 2001, Haas und Panula 2003,
Haas et al. 2008).

Zerebralkortex

. A\ Zum Hippocampus
< A undAmygdala

Thalamus

- ral Zum medialen Thalamus
LZUMmyentralen

Tegmentum und — — ) L — __ Hypoth alamus. ._
Substantia Nigra — WA TN Tuberomammillarer Kern

S/ |—Hyp0physe

Zum Striatum —F—

ZurMeurophyse
Cerebellum

Ricken markl'

Abb. 1.2.: Das histaminerge System im menschlichen Gehirn: Ursprung und

Projektionen (verandert nach Haas und Panula 2003).
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1.1.3 Biosynthese und Metabolisierung

Da Histamin aufgrund seiner polaren Struktur die Blut-Hirn-Schranke kaum
Uberwinden kann, wird es im ZNS und der Peripherie im Golgi-Apparat von
Mastzellen und histaminergen Neuronen durch enzymatische Decarboxylierung
der Vorstufe L-Histidin gebildet. Die einstufige Reaktion wird dabei durch die
spezifische L-Histidindecarboxylase (HDC; EC 4.1.1.22), einem Pyridoxal-5"-
phosphat abhangigen Enzym, katalysiert (Schwartz et al. 1991, Fleming et al.
2004). Daneben kann in geringem Umfang auch die unspezifische DOPA-
Decarboxylase (DDC, EC 4.1.1.28) an der Umwandlung der Aminosaure in das
biogene Amin Histamin beteiligt sein. Anschlie3end wird es in den Vesikeln der
Mastzellen, basophilen Granulozyten und histaminergen Neuronen gespeichert,
WO es in protonierter Form an Anionen wie z. B. Heparin oder Proteoglykane
gebunden ist. Der Transport in die Speichervesikel erfolgt hierbei durch
protonenabhangige, vesikulare Monoamintransporter VMAT-2 (Merickel und
Edwards 1995, Haas et al. 2008). Als direkte Inhibitoren der HDC kénnen (S)-a-
Methylhistidin oder (S)-a-(Fluoromethyl)histidin die Synthese von Histamin
hemmen (Kollonitsch et al. 1978). Eine andere Mdglichkeit die Freisetzung oder
Synthese zu inhibieren, besteht in der Aktivierung von prasynaptischen Histamin-
Hs-Autorezeptoren (siehe auch Kapitel 1.2.2) und anderen, nicht-histaminergen
Heterorezeptoren wie beispielsweise Muskarin-M;- (Prast et al. 1994) oder
adrenerge a,-Heterorezeptoren (Hill et al. 1988). Beim Eintreffen von
Aktionspotenzialen wird Histamin aus den Speichervesikeln freigegeben. Danach
erfolgt ein rascher Abbau zu inaktiven Metaboliten, was beim Menschen auf zwei
verschiedenen Wegen geschieht, der N'-Methylierung und der oxidativen

Desaminierung (Abbildung 1.3).

Die Methylierung wird durch das hochselektive Enzym N'-Histamin-
Methyltransferase (HMT, EC 2.1.1.8) katalysiert, wobei der Methylbaustein vom
Coenzym S-Adenyl-L-methionin (SAM) auf Histamin Ubertragen wird. SAM wird
dabei zu S-Adenosyl-L-homocystein (SAH) umgewandelt, welches zusammen mit
dem Primarmetaboliten N*-Methylhistamin inhibitorisch auf die HMT wirkt (Green
et al. 1987, Schwartz et al. 1991). Mittels Monoaminoxidase Typ-B (MAO-B, EC
1.4.3.4) und einer Diaminoxidase (DAO, EC 1.1.3.22) wird N'-Methylhistamin

oxidativ zu einer Aldehydzwischenstufe desaminiert, welche schlief3lich durch eine
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Aldehyddehydrogenase (ALDH, EC 1.2.1.3) oder Xanthinoxidase (XO, EC
1.1.3.22) zur entsprechenden N'-(Methylimidazol-4-yl)essigsaure oxidiert wird
(Nelson 2008). Die Ausscheidung erfolgt mit dem Urin, was einen Hinweis auf die
Beteiligung von Histamin an pathophysiologischen Prozessen, z. B. bei akuten
allergischen Erkrankungen, geben kann (Schlicker und Gothert 2005). Bei der
Metabolisierung in der Peripherie wird Histamin ohne Methylierung durch eine
relativ unspezifische DAO direkt zur Imidazolylessigsaure oxidativ desaminiert, mit
Hilfe von ALDH oder XO zum Aldehyd weiter oxidiert und anschlielend durch
Konjugation mit Ribose zum Imidazolylessigsaureribosid umgewandelt (Nelson
2008).

MAO-B, ALDH,
NH;  “pao —( cHo XO /= “COOH
ZNS NN —NN 7
NE-Methylhistamin N*-Methylimidazol- N*-Methylimidazol-
HMT e
4-yl-acetaldehyd 4-yl-essigsaure
NH,
HNVN
Histamin
COOH
DAO
N
)
ALDH masPRT, 07 oY
) m )
Peripherie /:(\CHO X0 /:(\COOH Phosphatase
N\&N HN\7N .
OH OH
Imidazol-4-yl- Imidazol-4-yl- (1-Ribosyl-1H-imidazol-
acetaldehyd essigséure 4-yl)-essigsaure

Abb. 1.3: Hauptmetabolisierungswege von Histamin. HMT: N'-Histamin-
Methyltransferase; MAO-B: Monoaminoxidase Typ B; DAO: Diaminoxidase; ALDH: Aldehyd-

dehydrogenase; XO: Xanthinoxidase; INAAPRT: Imidazolessigsdurephosphoribosyltransferase

1.1.4 Rezeptor-vermittelte Effekte von Histamin

Die Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (G-protein-coupled
receptors; GPCR) besteht aus mehr als 1000 identifizierten Mitgliedern
transmembranarer Rezeptoren, die Signale Uber Guanosintriphosphat (GTP)-
bindende Proteine (G-Proteine) in das Zellinnere weiterleiten (Signaltransduktion).

Gepragt von grol3er Diversitat reprasentiert sie damit die grof3te Superfamilie im
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menschlichen Genom. Die Klasse der Rhodopsin-dhnlichen Rezeptoren (Klasse
A) stellt dabei die mit Abstand grof3te und bedeutendste Gruppe dieser

metabotropen Rezeptoren (http://www.gpcr.org).

Die Wirkungen von Histamin werden Uber bisher vier bekannte Histamin-
Rezeptoren, dem Hs;-, Hy-, H3- und Hs-Rezeptor, vermittelt. Histamin-Rezeptoren
sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und gehoéren zur Klasse der Rhodopsin-
ahnlichen. Die vier Rezeptoren entsprechen zwar einer einheitlichen Struktur,
zeigen aber grofRe Unterschiede in der Verbreitung, Signalibertragung, Funktion

und Ligandenspezifitat.

Die Aktivierung von Histamin-H;-Rezeptoren hat eine bedeutende Funktion bei der
durch Histamin induzierten allergischen Reaktion vom Typ-I, einer durch IgE-
Antikdrper vermittelte, anaphylaktische Sofortreaktion in Mastzellen bzw.
basophilen Granulozyten. Zudem sind die Histamin-H;-Rezeptoren im ZNS
insbesondere an der Regulation des Schlaf-Wach-Rhythmus und der
Nahrungsaufnahme beteiligt (Mutschler et al. 2001). Der humane Histamin-H;-
Rezeptor (hH;R) wird durch ein Gen auf Chromosom 3p25 codiert (Le Coniat et al.
1994). Die Verbreitung des aus 487 Aminosauren bestehenden Rezeptors
erstreckt sich weitlaufig Uber das gesamte ZNS, wo der Rezeptor besonders in
Regionen des limbischen Systems und Bereiche der Aufmerksamkeit zu finden ist.
Zudem wird er in der Peripherie auch in Zellen des Immunsystems und der glatten
Muskulatur gefunden (Haas et al. 2008). Der Histamin-H;-Rezeptor ist intrazellular
Gy11-gekoppelt und wirkt damit tGber die Aktivierung der Phospholipase C (PLC).
Dabei werden die sekundaren Botenstoffe Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-
trisphosphat (IP3) gebildet. IP3 bindet an den IP3-Rezeptor, einem Kalziumkanal in
der Membran des intrazellularen Kalziumionenspeichers (Endoplasmatisches
Retikulum, ER) und fihrt zu einer erhdhten Freisetzung von Kalziumionen in das
Zytoplasma. In Kombination mit DAG wird dadurch die Proteinkinase C (PKC)
aktiviert (Bakker et al. 2004, Brown et al. 2001, Haas und Panula 2003).

Der Histamin-H,-Rezeptor spielt bei der Produktion der Magensaure in den
Belegzellen der Magenschleimhaut eine wichtige Rolle. Dariiber hinaus vermittelt
der Rezeptor einen relaxierenden Effekt auf BlutgefalRe und fiuhrt zu einer

Erhbhung der Herzfrequenz. Das den humanen Histamin-H,-Rezeptor (hH2R)
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codierende Gen ist auf Chromosom 5q35.5 lokalisiert (Traiffort et al. 1995). Der
Rezeptor besteht aus 359 Aminosauren und ist wie der Histamin-H;-Rezeptor
weitlaufig verbreitet. Er wird in verschiedenen Bereichen des Gehirns, daneben
aber auch peripher in Parietalzellen des Gastrointestinaltraktes oder im
Herzgewebe gefunden. Der Histamin-H;-Rezeptor zeigt konstitutive Aktivitat, ist
intrazellular  Gs-gekoppelt und wirkt daher Uber die Aktivierung der
Adenylylzyklase. Damit verbunden ist eine verstarkte Freisetzung des sekundaren
zyklischen Botenstoffes 3°,5-Adenosinmonophosphat (CAMP), der die cAMP-
abhangige Proteinkinase A (PKA) und den Transkriptionsfaktor ,cyclic-AMP-
response-element-binding® (CREB) Protein (Sheng et al. 1991) aktiviert.
Letztendlich fuhrt die Signalkaskade zur Mobilisierung von Kalziumionen (Leurs et
al. 1994, Haas und Panula 2003).

Das den humanen Histamin-Hz-Rezeptor (hH3R) codierende Gen befindet sich auf
Chromosom 20qg13.33. Anders als bei den meisten GPCRs, besitzt das
codierende Gen mehrere Introns, wobei drei Exons und zwei Introns bzw. ein
Minimum von vier Exons und 3 Introns diskutiert werden (Hancock et al. 2003).
Bei dem aus 445 Aminosauren bestehende Histamin-Hz-Rezeptor existiert zudem
eine Vielzahl von Isoformen (Drutel et al. 2001), die sich in ihrer Verbreitung und
Pharmakologie unterscheiden (Leurs et al. 2005, Bakker et al. 2006, Arrang et al.
2007). Die hochste Homologie zeigt der Histamin-Hsz-Rezeptor zu dem im Jahre
2001 geklonten Histamin-H4-Rezeptor. Davon abgesehen besitzt er im Gegensatz
zum Histamin-H;- und -H,-Rezeptor gréRere Abweichungen zu den anderen
bekannten GPCRs, die Homologie betragt nur ca. 20-30% (Hancock et al. 2003,
Lovenberg et al. 1999, Leurs et al. 2000 und 2005). Die Verwandtschaftsgrade
der vier verschiedenen Histamin-Rezeptorsubtypen sind anhand des
phylogenetischen Baums von humanen GPCRs (Subfamilie der biogenen Amine)
in Abbildung 1.4 dargestellt (Stark et al. 2003).

Der Histamin-Hs-Rezeptor ist Gjo-gekoppelt, wodurch er verschiedene
Signaltransduktionswege moduliert, darunter die Inhibierung der Adenylylzyklase,
die Aktivierung der Phospholipase A, die MAP-Kinase, Phospholipase C, die
intrazellulare Mobilisierung von Kalziumionen oder die Inhibierung des Na*/H*-
Austauschers (Clark und Hill 1996, Leurs et al. 2005, Bongers et. al. 2007).

Wahrend der Histamin-Hsz-Rezeptor in der Peripherie im Magen sowie im
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bronchialen und kardiovaskularen System vorkommt, erstreckt sich die
Verbreitung nahezu Uber das gesamte ZNS. Hier entfaltet er seine Wirkung als
prasynaptischer Autorezeptor (siehe auch Abbildung 1.8) und hemmt durch einen
negativen Rickkopplungs-Mechanismus die Synthese und Freisetzung von
Histamin. Daneben wirkt er auch als postsynaptischer Heterorezeptor und
moduliert so die Konzentration einer Vielzahl anderer Neurotransmitter. In Kapitel
1.2 werden die verschiedenen Aspekte des Histamin-Hsz-Rezeptors aufgegriffen

und im komplexen Zusammenhang ausfuhrlich erlautert.

5HT,, >HT7

Gap Uzg 5-HT.
5-HTy "\ l\ ‘ / (/l2I3 / ?
SRR A, 5-HTyc
SHTp A\ | v,

5HTe N\ \ || / VO A =
A f -7 HT
5.HT. ~ SNV VS LS o =
NN \ A / // _sHT,

Abb. 1.4: Phylogenetischer Baum von humanen GPCRs der Subfamilie der

biogenen Amine (veréandert nach Stark et al. 2003).

Die Verbreitung des Histamin-Hy-Rezeptors erstreckt sich vorwiegend auf Zellen
des blutbildenden Systems und des Immunsystems. Hier moduliert der Rezeptor
primar die Funktion von Mastzellen, Eosinophilen, Basophilen, Dendriten und T-
Zellen, was die Rolle des Rezeptors im Rahmen von Immun- und
Entziindungsreaktionen wiederspiegelt (Zhang et al. 2007, Zampeli und Tiligada
2009). Das den humanen Histamin-Hy-Rezeptor (hH4R) codierende Gen ist auf
Chromosom 18q11.2 lokalisiert, wobei der Rezeptor aus 390 Aminosauren
besteht. Aul3erdem existieren verschiedene Isoformen (Oda et al. 2000, Leurs et
al. 2009). Die Verwandtschaft zum Histamin-Hs-Rezeptor ist mit 37-43%

Aminosaurehomologie, bzw. 58% Homologie innerhalb der transmembranaren



10

EINLEITUNG

Domanen im Vergleich zu den anderen Histamin-Rezeptoren am grofl3ten
(Nakamura et al. 2000, Nguyen et al. 2001, Hough 2002, Leurs et al. 2009). Der
Histamin-H4-Rezeptor ist wie der Histamin-Hs-Rezeptor Gj,-gekoppelt (Oda et al.
2000, Liu et al. 2001).

Aus den Rezeptor-vermittelten Effekten ergeben sich je nach Lokalisation und Art
des entsprechenden Histamin-Rezeptorsubtyps (Hi-H4) verschiedene Wirkungen
im Organismus, die physiologisch von unterschiedlicher Bedeutung sind. Die
wichtigsten Wirkungen sind in Abbildung 1.5 dargestellit.

*Gefallpermeabilitat 1

*Plattchenaggregation
*Kontraktion glatter Muskulatur (Bronchien, Uterus, Darm)

*Adhasion Molekilproduktion H *Inflammatorische Zellmigration
(Hy-HxHy) f::f:“ (Hy-HxHy)
/ Y ¢ \
sImmunomodulation - " - & H ~~~~~~~~ Stimulation der Magensauresekretion
«Chemotaxis - nd t’ R *Herzfrequenz & Kontraktionskraftdes Herzens 1
k (positive Chronotropie & Inotropie)
\:\\'ﬁ'@,‘,‘l
*Neurotransmission

*Freisetzung anderer Neurotransmitter

Abb. 1.5: Rezeptor-vermittelte Effekte von Histamin (verandert nach Zampeli und
Tiligada 2009).

1.2 Histamin-Hs-Rezeptor

1.2.1 Lokalisation

Der Histamin-Hz-Rezeptor ist vor allem im ZNS lokalisiert, wo er mit einer
Rezeptordichte von ca. 30 fmol/mg Protein zu finden ist. Im Vergleich dazu
kommen die Histamin-H;- und -H,-Rezeptoren auf eine mehr als dreimal héhere
Dichte im ZNS von ca. 100 fmol/mg Protein (Arrang et al. 1987). Auf der anderen

Seite ist die Affinitat von Histamin am Histamin-Hz-Rezeptor dafur weitaus grof3er
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(pKi (hH3R) = 8,0) als an den Histamin-H;- bzw. -H,-Rezeptoren (pK; (hHiR) = 4,2;
pKi (hH2R) = 4,3) (Arrang et al. 1983, Lim et al. 2005).

Wie bereits erwahnt, haben die histaminergen Neurone ihren Ursprung im TMN.
Von hier aus reichen die stark verzweigten Projektionsbahnen in nahezu alle
Bereiche des ZNS. Durch Autoradiographie (Drutel et al. 2001, Pollard et al.
1993), Immunohistochemie (Chazot et al. 2001) oder In-situ-Hybridisierung
(Lovenberg et al. 1999, Pillot et al. 2002) wurde die Lage und Ausbreitung von
Histamin-Hs-Rezeptoren im Gehirn von Nagern genauer untersucht. Neben einer
starken Préasenz in allen Bereichen des Zerebralkortex (vor allem in tieferen
Schichten) besteht auRerdem eine hohe Dichte an Histamin-Hs-Rezeptoren in der
Substantia nigra, der Amygdala sowie im Hippocampus, Striatum (Corpus
striatum), Nucleus accumbens, Kleinhirn (Cerebellum), Pallidum (Globus pallidus)
und im Hypothalamus (Panula et al. 1984, Watanabe 1984, Pollard et al. 1993).
Diese Bereiche sind in Abbildung 1.6 dargestellt.

Zerebralkortex ——-— ) | )
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Corpus striatum - = i. = I : L . Fornix,
Thalamus _ ' "\--‘w_) ;’! Y \ /. \ zumHippocampus

undzurAmygdala
Hypothalamus

Chiasma opticum /

Hypophyse /

Mesencephalon

Paons
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Abb. 1.6: FiUr den Histamin-Hs-Rezeptor relevante Hirnareale (veréndert nach
Sander et al. 2008).
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Neben dem ZNS findet sich der Histamin-Hs-Rezeptor auch im peripheren
Nervensystem und Gewebe, wie z. B. im Gastrointestinaltrakt (Magen, Darm), in
der Lunge, im Herzen und in der Haut (Heron et. al. 2001, Karlstedt et. al. 2003).

1.2.2 Auto- und Heterorezeptor

Innerhalb der histaminergen Neurone sind Histamin-Hs-Rezeptoren an Somata
und Axonen lokalisiert. Es bestehen weitlaufige Quervernetzungen zwischen den
neuronalen Netzwerken von Histamin und denen der anderen wichtigen

Neurotransmitter (Abbildung 1.7).

@ Histamin

@ Nicht-histaminerge Neurotransmitter (z.B.
Dopamin, GABA, Serotonin, Acetylcholin)

> histaminerge Neuronen

nicht-histaminerge Neuronen

Abb. 1.7: Die tuberomammillaren, histaminergen Neurone und ihrer Targets

(verandert nach Haas und Panula 2003).

In seiner Funktion als prasynaptischer Auto- und postsynaptischer Heterorezeptor
ist der Histamin-Hs-Rezeptor nicht nur auf histaminergen Neuronen, sondern auch
auf denen anderer Neurotransmittersysteme, wie z. B. Dopamin, Serotonin (5-
Hydroxytryptamin; 5-HT), GABA, Noradrenalin, Glutamat oder Acetylcholin
kolokalisiert, wo er wesentlich an der Modulation dieser Neurotransmitter beteiligt
ist (Abbildung 1.7 und 1.8).

Die Interaktionen zwischen den verschiedenen Neurotransmittersystemen sind in
viele (patho)physiologische Hirnfunktionen involviert. Dazu zahlen unter anderem

Vigilanz, Erinnerungsprozesse, Ernahrungsverhalten und lokomotorische Aktivitat.
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Dies verdeutlicht die besondere Bedeutung und den potenziellen therapeutischen
Nutzen von Histamin-Hs-Rezeptorliganden fir verschiedene Einsatzgebiete im

Bereich von ZNS-Erkrankungen.

prasynaptischer
Histamin-H;-Autorezeptor

®
J nicht-histaminerges Neuron

(nicht-histaminerge Neurotransmitter-
Histamin-H,-Rezeptor systeme von z B. Acetylcholin, Dopamin,
GABA, Noradrenalin oder Serotonin}

postynaptischer
Histamin-H;-Heterorezeptor
® Histamin
® G-Protein
B | Histidin

Abb. 1.8: Der Histamin-Hs-Rezeptor: prasynaptischer Autorezeptor und post-
synaptischer Heterorezeptor (verdndert nach Sander et al. 2008). HDC: Histidin-

decarboxylase; GABA: y-Aminobuttersaure; cAMP: zyklisches Adenosin-3",5"-monophosphat

1.2.3 Isoformen

Aufgrund der geringen Homologie und geringen Sequenz-Ubereineinstimmung
zum Histamin-H;- und -H,-Rezeptor dauerte es gut zwei Jahrzehnte von der
Entdeckung bis zur Klonierung des hH3R im Jahre 1999 (Lovenberg et. al 1999).
Kurz darauf gelang die Klonierung bei der Ratte (Lovenberg et al. 2000), dem
Meerschweinchen (Tardivel-Lacombe et al. 2000), der Maus (Chen et al. 2003)
und dem Affen (Yao et al. 2003), sowie die Identifizierung verschiedener
Isoformen des Rezeptors. Bis heute weil3 man von der Existenz von mindestens
20 Splice-Varianten im Menschen (Esbenshade et al. 2008). Zusatzlich sind drei
Isoformen bei der Maus (Bakker et al. 2006, Rouleau et al. 2004), neun bei der
Ratte (Drutel et al. 2001), zwei beim Meerschweinchen (Tardivel-Lacombe et al.
2000) und vier beim Affen (Esbenshade et al. 2008, Strakhova et al. 2007)

13
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bekannt. Es wurde zudem feststellt, dass nur acht der bisher bekannten hH3R-
Isoformen auch biologisch aktiv sind, wahrend die restlichen entweder nicht-
funktionell sind oder deren Aktivitat bisher nicht festgestellt wurde (Esbenshade et
al. 2008). Nicht-funktionelle Isoformen konnten ebenfalls bei den anderen Spezies
festgestellt werden. Die ,ursprungliche” oder ,full-length® Histamin-Hs;-Rezeptor-
isoform (H3zR(445)) ist die zurzeit am besten beschriebene (Lovenberg et al. 1999).
Isoformen entstehen durch unabhangiges, alternatives Gensplicing und
unterscheiden sich hauptsachlich in vier Bereichen a-d (Abbildung 1.9), wobei
Veréanderungen im Bereich ¢ in diesem Zusammenhang die umfangreichste

Anzahl an Variationen hervorbringen (Leurs et al. 2005).

Region a): verkirzter N-Terminus (¥Wegfall Aminosaure 7-42)
Region b): z. T. Wegfall der zweiten transmembranaren Doméane und ersten extrazellularen
Schleife (Aminosaure 85-98)
Region c): Existenz einer dritten intrazellularen Schleife variabler Lange oder Abwesenheit der
transmembranaren Doméne 56 und/oder 7 (mehrere Veranderungen gleichzeitig maglich)
Region d): verlangerter C-Terminus (zuséatzlich Aminosauren 446-453)

Abb. 1.9: Isoformen des Histamin-Hs-Rezeptors (nach Leurs et al. 2005).

Die verschiedenen Isoformen zeigen im Vergleich zur hH3R(445)-Form ein
verandertes pharmakologisches Verhalten. Bei Untersuchungen von Wellendorph
et al. zeigten Antagonisten eine hdhere Affinitat zur langeren hHzR(445)-Isoform,
wéahrend Agonisten eine hohere Affinitat zur kirzeren hH3R(365)-Form zeigten
(Wellendorph et al. 2002). In funktionellen Bindungsstudien verschiedener
Agonisten wie Histamin, R-a-Methylhistamin oder Imetit am hH3R(365) und
hH3R(445) wurde in vergleichenden Untersuchungen eine 3-20fach grol3ere
Potenz an der kurzeren Isoform festgestellt, was einer hoéheren konstitutiven
Aktivitét (siehe auch Kapitel 1.2.4) der hH3R(365)-Isoform zugeschrieben wird
(Bongers et al. 2007b, Esbenshade et al. 2008, Hancock et al. 2003, Wellendorph
et al. 2002). Es zeigte sich, dass die hH3R(365)-Isoform die htchste konstitutive
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Aktivitat besitzt und in Gegenwart von inversen Agonisten die starkste Reduktion
der Basalaktivitat aufweist (Bongers et al. 2007b, Esbenshade et al. 2008). Neben
der relativen Expressionsrate im ZNS und der pharmakologischen Aktivitéat zeigen
die verschiedenen Isoformen auRerdem Unterschiede beziglich der Aktivierung
der Signaltransduktion (Esbenshade et al. 2008). Die genaue Bedeutung der
Isoformen muss noch geklart werden, um ein tieferes Verstdndnis fir das
histaminerge System und die Entwicklung neuer Arzneistoffe zu erlangen. Die
bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass einzelne Isoformen spezifische
Aufgaben im Gehirn erfullen und Uber ein komplexes Netzwerk miteinander in

Verbindung stehen.

1.2.4 Konstitutive Aktivitat

Viele Verbindungen, die urspringlich als Antagonisten bezeichnet wurden,
konnten durch die Erkenntnisse Uber die konstitutive Aktivitat im Nachhinein als
inverse Agonisten identifiziert werden. Hierzu zahlen die meisten klassischen
Histamin-Hs-Rezeptorantagonisten wie beispielsweise Thioperamid, Clobenpropit
oder Ciproxifan, aber auch die neueren, nicht-imidazolhaltigen Histamin-Hs-
Rezeptorantagonisten (siehe auch Kapitel 1.3). Mechanistisch scheint die
konstitutive Aktivitat des Histamin-Hsz-Rezeptors unter anderem in Veranderungen
am Carboxyl-Terminus der dritten intrazellularen Schleife des Rezeptors
begrindet. Bei funktionell aktiven Isoformen des Histamin-Hsz-Rezeptors findet sich
an dieser Stelle eine erweiterte Aminosauresequenz, welche &hnlich der in
konstitutiv aktiven B,-Adrenorezeptoren ist (Morisset et al. 2000, Arrang et al.
2007). Die Auspragung der konstitutiven Aktivitdt rekombinanter Histamin-Hs-
Rezeptorsysteme hangt von verschiedenen Faktoren ab, wie Spezies, Isoform,

Zelllinie und dem entsprechenden Signaltransduktionsweg (Arrang et al. 2007).

1.2.5 Proteus-Agonismus

Zur Beschreibung des Proteus-Agonismus ist das Modell eines reinen Gleich-

gewichts zwischen aktiver (R*) und inaktiver Konformation (R) eines Rezeptors
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(»Zwei-Zustande-Modell“) nicht ausreichend. Vielmehr wird ein dynamisches
Gleichgewicht von multiplen Konformationen zwischen Liganden und den
Rezeptorkonformationen (LR*) postuliert, dem sogenannten ,Ternary complex
model“ (Abbildung 1.10).

Signalantwort A

R R*
(inaktiv) (konstitutiv aktiv)

NS

SignalantwortA
SignalantwortB
SignalantwortC

LR * LR* ohne R* — Agonismus
(Liganden induziert aktiv) LR* mit R* niedriger Aktivitast —> Agonismus
LR* mit R* &hnlicher Akfivitit —> Neutraler Agonsimus

LR* mit R* hoherer Aktivitit — Inverser Agonsimus

Abb. 1.10: Schematische Darstellung des ,Ternary complex model®.

Ein Proteus-Agonist oder ,wechselnder Agonist® ist in der Lage, je nach
Auspragung der konstitutiven Aktivitdt entweder als Agonist oder als inverser
Agonist zu fungieren. Eine Umkehrung vom Agonismus zum inversen Agonismus
entsteht dann, wenn die durch den Agonisten induzierte aktive Konformation (LR*)
im gleichen System ein geringere Effizienz zeigt als die der ,reinen® konstitutiven
Aktivitdt ohne Agonist (R*). Inverser Agonismus kann daher einerseits durch
Liganden erreicht werden, die die inaktive Konformation stérken aber andererseits
auch durch solche, die als partielle Agonisten fungieren (Gbahou et. al. 2003).
Verschiedene Untersuchungen untersttitzen die Vermutung, dass solche Liganden
unterschiedlich aktive Konformationen LR* eines Rezeptors (GPCR) begiinstigen
kénnen, wodurch in Folge jeweils andere Signaltransduktionswege ausgeldst
werden (Kenakin 2003, Kinzer-Ursem und Lindermann 2007, Perez und Karnik

2005). Mittlerweile sind Erweiterungen des ,Ternary complex model® wie das
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,Cubic ternary complex model“ oder ,Extendend ternary complex model“ in
Diskussion (Kenakin 2003, Kinzer-Ursem und Lindermann 2007, Krueger et al.
2005). Der hohe Grad an konstitutiver Aktivitat von Histamin-Hz;-Rezeptoren
ermdglichte es, dass der Proteus-Agonismus experimentell in vitro und in vivo
bewiesen werden konnte (Gbahou et al. 2003). Sowohl Proxyfan, welches
ursprunglich als neutraler Antagonist klassifiert wurde (Ligneau et al. 2000) als
auch GT-2331 (Ciprolisant), urspringlich als selektiver Rezeptorantagonist

klassifiziert, stellen Proteus-Liganden dar (Abbildung 1.11).

«;Two“()

GT-2331 (Ciprolisant) Proxyfan

Abb. 1.11: Die Proteus-Agonisten Proxyfan und GT-2331.

Proteus-Liganden bieten die Mdoglichkeit, ein besseres Verstandnis uber die
verschiedenen Rezeptorkonformationen zu erlangen und kénnen so bei der
Entwicklung von neuen Arzneistoffen helfen (Perez und Karnik 2005, Arrang et al.
2007, Gbahou et al. 2003, Kenakin 2004).

1.3 Histamin-H3s-Rezeptorliganden

Die Entwicklung der ersten Histamin-Hs-Rezeptorliganden war, in Anlehnung an
den endogenen Liganden Histamin, in erster Linie auf imidazolhaltige Derivate
fokussiert. Viele dieser Derivate stellen hochpotente Histamin-Hs-Rezeptor-
liganden dar, die sich als geeignete pharmakologische Werkzeuge in breiter

Anwendung etabliert haben.

Der therapeutische Einsatz von imidazolhaltigen Histamin-Hs-Rezeptorliganden,
insbesondere von Antagonisten, wird allerdings durch verschiedene Grinde
eingebuf3t. Da der Imidazolring mit den CYP450 Enzymen interagiert (potenzielle

Bindung des Eisenatoms), kommt es zu einer Enzymblockade oder -induktion,
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wodurch der stoffeigene, aber auch der Metabolismus anderer Substanzen
beeintrachtigt werden kann (Lin et al. 1998). Bei gleichzeitiger Einnahme anderer
Medikamente kann es so zu Arzneimittelwechselwirkungen und dadurch zu
ungewollten Nebenwirkungen kommen (Zhang et al. 2005). Da Imidazole starke
Wasserstoffbriicken-Akzeptoren  bzw. -Donoren  darstellen, sind viele
imidazolhaltige Liganden zudem durch eine schlechte orale Bioverfligbarkeit und
eingeschrankte ZNS-Penetration gekennzeichnet (Celanire et al. 2005 und 2009,
Ganellin et al. 1998). Die daher nur bedingte Eignung der imidazolhaltigen
Histamin-Hs-Rezeptorliganden als klinische Wirkstoffkandidaten fuhrte zur
Entwicklung einer zweiten Generation von Histamin-Hs-Rezeptorliganden. Diese
nicht-imidazolhaltigen Histamin-Hs-Rezeptorliganden stehen heute im Vordergrund
der Entwicklung. Viele Histamin-Hs-Rezeptorliganden mussten nach der
Entdeckung des Histamin-Hs-Rezeptors allerdings hinsichtlich Funktion und
Selektivitat neu klassifiziert werden (Arrang et al. 2007, Lim et al. 2005).

1.3.1 Antagonisten / Inverse Agonisten

In den letzten Jahren haben sowohl akademische Einrichtungen als auch die
pharmazeutische Industrie gro3e Bemiuhungen bei der Entwicklung von Histamin-
Hs-Rezeptorantagonisten / inverser Agonisten vor dem Hintergrund verschiedener
Indikationsgebiete unternommen. Es existiert daher eine Reihe aktueller
Ubersichtsartikel mit unterschiedlichen thematischen Schwerpunkten (Berlin und
Boyce 2007, Bonaventure et al. 2007, Celanire et al. 2005 und 2009, Sander et al.
2008, Stocking und Letavic 2008).

1.3.1.1 Imidazolhaltige Antagonisten / inverse Antagonisten

Der erste selektive Histamin-Hsz-Rezeptorantagonist war Thioperamid (Tabelle 1.1;
pKi (hH3R) = 7,2), welcher entscheidend zur Bestatigung der Existenz des
Histamin-Hs;-Rezeptorsubtyps beitrug (Arrang et al. 1987). Als Thioharnstoff-
Derivat ist die Verbindung durch ihre potenziell hepatotoxischen Eigenschaften
zwar fur eine Therapie am Menschen ungeeignet, hat sich neben anderen

Strukturen aber erfolgreich als bedeutende pharmakologische Referenzsubstanz
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etabliert (Arrang et al. 1987). Wie Thioperamid dienen auch andere imidazolhaltige
Histamin-Hs;-Rezeptorantagonisten bzw. inverse Agonisten als wichtige
pharmakologische Referenzliganden, darunter Clopenpropit und Ciproxifan
(Tabelle 1.1). Als Isothioharnstoff stellt Clobenpropit ein weiterentwickeltes
Analogon des Agonisten Imetit mit hoher Affinitat am Histamin-Hs-Rezeptor von
pKi (hH3R) = 8,6 dar (van der Goot et al. 1992). Ciproxifan zeigt zwar eine
geringere Affinitat als Clopenpropit (pK; (hH3R) = 7,2), stellt aber einen wichtigen
Vorlaufer fur die spatere Entwicklung der potenten nicht-imidazolhaltigen 4-(3-

Piperidinpropoxy)phenyl-Derivate dar (siehe folgendes Kapitel).

Tab. 1.1: Ausgewahlte imidazolhaltige Antagonisten des Histamin-Hz-Rezeptors.

Verbindung pK; (hH3R)

N Thioperamid 7.2%
¢ |
N
H

x
{N]/\AS H/\©\ Clobenpropit 8.6"
N cl
H

O

N m Ciproxifan 7.2°
T

¢

N
H

®Arrang et al. 1987; °Lim et al. 2005; °Ligneau et al. 1998

Durch die Entdeckung des Histamin-Hs-Rezeptors wurde deutlich, dass diese
Liganden nicht nur selektive Histamin-Hs-Rezeptorliganden waren, sondern
vielmehr auch eine nennenswerte Affinitdt am Histamin-H,-Rezeptor aufweisen.
So besitzen z. B. Thioperamid mit pK; (hH4R) = 7,4 (Zhu et al. 2001, Liu et al.
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2001, Gbhahou et al. 2006) oder Clopenprobit mit pK; (hH4R) = 8,1 (Lim et al. 2005
und 2009) auch eine vergleichbare Affinitat am Histamin-Hs-Rezeptor.

Neben den bisher beschriebenen Verbindungen sind auch Proxyfan und GT-2331
als imidazolhaltige Liganden von Bedeutung, die bereits im Rahmen des Proteus
Agonismus (Kapitel 1.2.5) beschrieben wurden und an dieser Stelle daher nur kurz

erwahnt werden sollen.

1.3.1.2 Nicht-imidazolhaltige Antagonisten

Die ersten potenten Histamin-Hs-Rezeptorantagonisten ohne einen Imidazolring
wurden von der James Black Gruppe entdeckt, die verschiedene Guanidin-
Derivate beschrieben (Kalindjian et al. 1999). Kurz darauf wurden von Bioprojet
und verschiedenen akademischen Gruppen eine Reihe Alkylamin-basierender,
nicht-imidazolhaltiger Histamin-Hs-Rezeptorantagonisten patentiert (Schwartz et
al. 2000, Bertrand et al. 2006, Meier et al. 2001, Schwartz und Lecomte 2006a
und 2006b).

In einer ersten Verdffentlichung im Jahre 1998 beschrieben Ganellin und Mit-
arbeiter verschiedene nicht-imidazolhaltigen Histamin-Hsz-Rezeptorantagonisten,
darunter UCL1972 (Tabelle 1.2), eine in vitro und in vivo potente, aromatische
Etherverbindung (Ganellin et al. 1998). Durch den systematischen Austausch des
Imidazolrings gegen diverse N-Heterozyklen wie Piperidin oder Pyrrolidin, konnten

neue Leitstrukturen fur Histamin-Hsz-Rezeptorantagonisten entwickelt werden.

Insbesondere der Einsatz von Piperidin fuhrte h&ufig zu einem verbesserten
pharmakologischen Profil der Liganden (Ganellin et al. 1998, Meier et al. 2001,
Lazewska et al. 2006 und 2008). Die Entwicklung und der Einsatz von Piperidin-
Derivaten als Histamin-Hs-Rezeptorliganden haben daher breites Interesse
gefunden und eine Vielzahl verschiedener Klassen von Histamin-Hs-
Rezeptorliganden hervorgebracht. Einige wichtige Entwicklungen werden im

Folgenden vorgestellt.

Einer der ersten potenten Piperidin-haltigen Histamin-Hs;-Rezeptorantagonisten
war der inverse Histamin-Hs-Rezeptoragonist BF2.649 (Tiprolisant), welcher eine
hohe Bindungsaffinitat und Potenz zeigt (pK; (hH3R) = 8,6; ICso (hH3R) = 5,3 nM).
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Tab. 1.2: Auswahl einiger nicht-imidazolhaltiger Antagonisten des Histamin-Hs-
Rezeptors.

Verbindung pKi (hH3R)

NO,
@WOQ UCL1972 7.4
NG BF2.649 b
8.6
Cl

(Tiprolisant)

N A
Q B FUB836 10.0°

N
g O INJ-5207852 9.3¢

O\]/\/\O

A I\Q g N INJ-7737782 8.7°
o o

s VW

> « ABT-239 9.4°

C
O
&NC@ ﬁﬁ/ GSK189254 9.6'
0N

Ganellin et al. 1998; "Ligneau et al. 2007b; “Apelt et al. 2002; “Barbier et al. 2004; *Esbenshade et

al. 2005: 'Medhurst et al. 2007

Weitere praklinische Tiermodelle und In-vitro-Untersuchungen lieferten &uf3ert
vielversprechende Daten zur Affinitat, Selektivitat, Absorption, Verteilung und
pharmakologischer Aktivitat in Bezug auf den Schlaf-Wach-Zustand, die kognitive
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Verbesserung, Epilepsie und anderen Modellen fiir psychische Erkrankungen
(Ligneau et al. 2007a und 2007b, Raga et al. 2006, Lin et al. 2008). Tiprolisant
fuhrte beispielsweise zu erhdhten Acetylcholin-Konzentrationen im préafrontalen
Kortex und Hippocampus, was mit einer kognitiven Verbesserung einherging. In
Orexin”-Mausen erzeugte die Substanz eine kortikale Aktivierung (Lin et al. 2008,
Ligneau et al. 2007b). Derzeit befindet sich Tripolisant in verschiedenen Phase I
Studien fur die Behandlung von Narkolepsie, Tagesschlafrigkeit bei Parkinson-
Patienten, Epilepsie, kognitiven Defiziten bei Schizophrenie-Patienten und der
Antipsychotika-induzierten Gewichtszunahme (Raga et al. 2006,

http://www.stanleyresearch.org, http://clinicaltrials.gov, Tiligada et al. 2009).

Diaminstrukturen erwiesen sich als hochaffine Histamin-Hs-Rezeptorliganden,
darunter das Dipiperidin JNJ-5207852 (Tabelle 1.2) von Johnson & Johnson
(Barbier et al. 2004). Die Substanz enthédlt das charakteristische 4-(3-
Piperidinpropoxy)phenyl-Strukturelement, welches sich heute in vielen Serien von
Histamin-Hs-Rezeptorantagonisten wiederfindet. JNJ-5207852 ist ein neutraler,
gegenuber anderen GPCRs und Ionenkandlen selektiver Histamin-Hs-
Rezeptorantagonist mit hoher Bindungsaffinitdt (pK; (hHsR) = 9,24) und zeigte
provigilante und prokognitive Effekte in Nagern (Barbier et al. 2004). Allerdings
besitzt JNJ-5207852 auch bedeutende Nachteile. Die starke Rezeptorbindung
fuhrt zu einer Akkumulation im Gehirn, wo noch nach 24 h eine volle
Rezeptorbesetzung zu finden ist. Wie es bei vielen anderen lipophilen Aminen
bzw. kationischen, amphiphilen Verbindungen der Fall ist, induziert die Substanz
in Ratten zudem Phospholipidose (Bonaventure et al. 2007), eine intrazellulare
Kumulation von Phospholipiden. Aufgrund dieser Nachteile erreichte die Substanz
daher nicht die Phase der klinischen Entwicklung, stellt aber eine bedeutende
Leitstruktur dar (Bonaventure et al. 2007). Im Gegensatz zu Verbindung JNJ-
5207852 besitzt JNJ-7737782 einen sterisch fixierten Propyloxy-Linker und statt
eines zweiten Piperidins ein Morpholin. Zwar bedingt dies einerseits eine etwas
verminderte Bindungsaffinitat (pK; (hHsR) = 8,7), andererseits aber auch ein
verbessertes Profil in Bezug auf unerwinschte Arzneimittelwirkungen. JNJ-
7737782 zeigte positive Ergebnisse in verschiedenen Rattenmodellen fir
Wachsamkeit und wurde daher als potenzieller Arzneistoff zur Behandlung von
ADHS untersucht (Dvorak et al. 2005).


http://www.stanleyresearch.org/
http://clinicaltrials.gov/
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Ein weiterer Histamin-Hsz-Rezeptorantagonist mit 4-(3-Piperidinpropoxy)phenyl-
Strukturelement ist FUB836, welcher eine besonders hohe Bindungsaffinitat im
pikomolaren Bereich (Ki (hHsR) = 91 pM) aufweist (Arrang et al. 2002). Die
Substanz beinhaltet zusatzlich ein abgewandeltes  Strukturmotiv  des
Acetylcholinesterase-Hemmers Tacrin, weshalb FUB836 neben der Eigenschaft
als Histamin-Hs-Rezeptorantagonist auch einen HMT-Inhibitor (ICsp = 51 nM)
darstellt (Apelt et al. 2002 und 2005). Auf solche multifunktionalen

Rezeptorliganden wird spater in Kapitel 1.5 ausfuhrlich eingegangen.

Die Zyklisierung des Phenoxy-Ethers zum Benzofuran als zentralen, aromatischen
Kern fuhrten zu verschiedenen potenten Histamin-Hs-Rezeptorantagonisten
(Cowart et al. 2007b). Das von Abbott entwickelte ABT-239 zeigt gute
pharmakokinetische und pharmakologische Eigenschaften in Modellen fur
Aufmerksamkeit, Kognition und Schizophrenie (Esbenshade et al. 2005, Fox et al.
2005). Weitere klinische Studien am Menschen mussten allerdings eingestellt
werden, da die Substanz eine starke Inhibierung an hERG-Kanalen zeigt und
daher von gravierenden kardiologischen Nebenwirkungen wie QT-Verlangerung

und Herzrhytmusstérungen begleitet sein kann.

Glaxo-Smith-Kline entwickelte verschiedene Benzo[d]azepine als Histamin-Hs-
Rezeptorantagonisten, darunter GSK189254 (Tabelle 1.2). Die Substanz erreichte
die klinische Phase 1l fur Narkolepsie (Medhurst et al. 2007) und zeigte
daruberhinaus auch positive Effekte in einem Rattenmodell fir neuropathischen
Schmerz (Medhurst et al. 2008).

1.3.2 Agonisten

Lange Zeit stellten imidazolhaltige Verbindungen (4(5)-substituierte Imidazole) die
einzige Gruppe agonistischer Verbindungen fur den Histamin-Hs-Rezeptor dar.
Anders als beim Antagonismus (siehe Kapitel 1.3.1) ist beim Agonismus der
Ersatz des Imidazolrings von Histamin durch andere Heterozyklen oder
bioisostere Elemente scheinbar nur schwer moglich. Dies spiegelt die bedeutende
Rolle des Imidazols bei der Interaktion dieser Einheit mit dem Histamin-Hs-

Rezeptor wieder (de Esch und Belzar 2004). Mittlerweile sind aber auch nicht-
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imidazolhaltige Histamin-Hs-Rezeptoragonisten bekannt. Ein Beispiel stellt die
Substanzgruppe PF1270A-C dar, welche aus einem Schlauchpilz der Art
Penicilium waksmanii (PF1270) isoliert wurde (Tabelle 1.3). Die Substanzen
zeigen moderate Affinitaten (pK; (hHsR) = 6,7-7,3) und agonistische Aktivitaten im
Bereich von ECso (hH3R) = 120-200 nM (Kushida et al. 2004 und 2007).

Im Bereich der imidazolhaltigen Liganden konnte eine Vielzahl hochpotenter und
selektiver Histamin-Hsz-Rezeptoragonisten durch bereits geringe Modifikationen
der Imidazol-Seitenkette synthetisiert werden (Tabelle 1.3). Ausgehend vom
Histamin fuhrte die Methylierung der basischen Aminogruppe in der Seitenkette zu
N®-Methylhistamin (Kathmann 1994, Chen et al. 2003), wahrend die Methylierung
der Seitenkette zum (R)-a-Methylhistamin (Eutomer) fuhrte, was als Prototyp fur
Histamin-Hs-Rezeptoragonisten betrachtet werden kann (Arrang et al. 1987). Wie
bei den meisten anderen aminergen Agonisten limitieren allerdings die hohe
Basizitat und Hydrophilie, der starke First-Pass-Effekt und die geringe
Bioverfligbarkeit den Einsatz unter In-vivo-Bedingungen. Diese Probleme konnten
durch die Einfuhrung von Prodrugs wie dem Azomethin BP2.94 oder
Acyloxyalkylcarbamat umgangen werden (Fozard 2000, Krause et al. 2001, Stark
et al. 2001).

Der Austausch der primaren Aminogruppe von Histamin durch eine
Isothioharnstoff-Funktionalitat ~ fuhrte zum affinen Agonisten Imetit
(pKi (hH3R) = 8,8), wahrend die sterische Restriktion der Seitenkette in einem
Piperidin-Ring den Agonisten Immepip hervorbrachte (Tabelle 1.3). Die
Verbindung zeigt eine gute Affinitat am Histamin-Hs-Rezeptor
(pKi (hH3R) = 9,3) und eine relativ gute Hirnpenetration (Jansen et al. 1998, Shih
et al. 1998). Mit der Entdeckung des Histamin-H,-Rezeptors wurde allerdings
deutlich, dass Agonisten wie (R)-a-Methylhistamin, Imetit und Immepip nur eine
geringe Selektivitat von Histamin-Hs- gegeniber dem -Hs-Rezeptor zeigen (Lim et
al. 2005). Durch N-Methylierung des Piperidin-Rings in Immepip wurde das
Derivat Methimepip entwickelt, das neben einer hohen Histamin-Hs;-Rezeptor-
affinitdt und 2000-fachen Selektivitdt gegeniber dem Histamin-Hs-Rezeptor auch
zur In-vivo-Penetration im Rattenhirn befahigt ist (Kitbunnadaj et al. 2005, Leurs et
al. 2005).
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Tab. 1.3: Ausgewahlte Agonisten des Histamin-Hz-Rezeptors.

Verbindung pKi (hH3R) | ECso (hH3R) [nM]
NH,
”Nﬁ/\/ Histamin 8,0° 5,012
—N
NH,
HNTN : (R)-a-Methylhistamin 8,2° 0,32%

I

HN\/_Y\/N\ N“-Methylhistamin 8,4° 9,2"
\ S NH,
HNQ/\/ he Imetit 8,8° 0,13

N NH
N
HN ;
! L Immepip 9,3% 0,13°
N_
F(_C Methimepip 9,0? 0,316°
N~ NH
i
/@\H/O (@] PF1270'
”o N NH
0 Gruppe 6,7-7,3¢ 120-200¢
HN__
© (n=0-2)

?Lim et al. 2005; "Chen et al. 2003; °Kitbunnadaj et al. 2005; “Kushida et al. 2007

1.3.3 Naturprodukte als Histamin-H;-Rezeptorliganden

Naturprodukte sind nutzliche Werkzeuge auf der Suche nach neuen, potenten
Liganden. Die oft ungewdhnlichen Strukturen koénnen durch verschiedene
Modifikationen und Feinabstimmungen zu auf3erst potenten Liganden fuhren und

zur Entwicklung von neuen Leitstrukturen beitragen.
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Neben der Bereits in Kapitel 1.3.2 erwdhnten PF1270-Gruppe aus Penicillium
waksmanii ist auch das natirlich vorkommende Aplysamin-1 ein wichtiger
Naturstoff mariner Herkunft (Abbildung 1.12).

Br Br
\ij@\ﬂ /©A,\© \NW\@A I
N
Br ITI/ Ol © H)t@»Br
Aplysamin-1 JNJ-5207852 Dispyrin
Ki (rH3R) = 249 nM Ki (rH3R)= 1.0 nM Ki (hH3R) =30 nM
K; (hH3R) = 30 nM K;(hH3R) =0.4 nM

KA

N

O
Connessin Hexahydrocyclopenta[c]pyrrol Derivat

K; (tH3R) = 25 nM K; (tH3R) = 0.07 nM
K; ("H3R) = 5.4 nM

Abb. 1.12: Chemische Struktur verschiedener Naturstoffe und ihre Histamin-Hs-

Rezeptoraffinitaten.

Die 1994 als eine der ersten nicht-imidazolhaltigen Histamin-Hz-Rezeptor-
antagonisten identifizierte Substanz (Pomponi et al. 1994) wurde aus dem
australischen Schwamm Aplysina isoliert, der zur Klasse der Hornkiesel-
schwamme aus der Familie Verongidae gehoért (Xynas und Capon 1989). Mit dem
charakteristischen Aminopropoxyphenyl-Strukturelement fuhrte die Entdeckung
von Aplysamin-1 aul3erdem zur Entwicklung der auf Diaminstrukturen basierenden
Liganden, die eine bedeutende Klasse von Histamin-Hs-Rezeptorantagonisten
darstellen. Beispielhaft sei hier das bereits zuvor erwéhnte Dipiperidin JNJ-
5207852 genannt. Vor kurzem wurde ein Aplysamin-1 &hnliches Alkaloid als
Histamin-Hs-Rezeptorantagonist identifiziert (Kennedy et al. 2008 und 2009), das
Brompyrrol Dispyrin  (Abbildung 1.12). Strukturelle Abwandlungen dieser
Leitstruktur fuhrten wie bei Aplysamin-1 zu einer Serie hochpotenter Histamin-Hs-
Rezeptorliganden mit Bindungsaffinitditen im subnanomolaren Bereich (Kennedy
et al. 2009). Conessin stellt einen weiteren, natirlichen Liganden mit interessanten
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Eigenschaften dar (Cowart et al. 2007). Das nicht-aromatische, steroidale Alkaloid
aus tropischen Pflanzen wurde bei einem Hochdurchsatz-Screening in der
Substanzbibliothek von Abbott Laboratories entdeckt und als potenter Histamin-
Hs-Rezeptorantagonist mit ZNS penetrierender Eigenschaft charakterisiert (Cowart
et al. 2007, Santora et al. 2008, Zhao et al. 2005a, 2005b und 2008). Im
Gegensatz zu den bisher bekannten potenten Antagonisten besitzt das dibasische
Azacyclosteroid keinerlei aromatische Einheit und ein rigides, aliphatisches
Gerust. Durch die fixierte Geometrie sind Conessin-Derivate geeignete

Werkzeuge fur Molekulardesign-Untersuchungen (Celanire et al. 2009).

Arena Pharmaceuticals synthetisierte das im Vergleich zum Steroid Conessin
strukturell vereinfachte Hexahydrocyclopenta[c]pyrrol Derivat, eine ahnlich
JNJ-5207852 ebenfalls diaminische Substanz (Abbildung 1.12). Im Gegensatz zu
den anderen beschriebenen Histamin-Hs-Rezeptorliganden wurde im linken
Molekulbereich (vom ersten basischen Zentrum ausgehend) der Propyl-Linker zu
einem Ethyl-Linker verkirzt, ebenso fehlt die Etherverbriickung zum Aromaten.
Das Conessin-Derivat ist ein inverser Agonist mit subnanomolarer Histamin-Hs-
Rezeptoraffinitat, hohen Histamin-Hs-Rezeptorselektivitdten sowie vielver-

sprechende In-vitro- und In-vivo-Aktivitaten (Santora et al. 2008).

1.3.4 Pharmakophor- und Rezeptormodelle

Bis heute existiert keine kristallographische Struktur des Histamin-Hs-Rezeptors.
Die bestehenden Pharmakophor-Modelle fur Histamin-Hz;-Rezeptorliganden sind
daher auf In-silico-Techniken begriindet (de Esch et al. 2000 und 2001, Stark et al.
2001b, Lorenzi et al. 2005, Axe et al. 2006, Schlegel et al. 2007, Chen 2008,
Levoin et al. 2008). Bereits vor den modernen Methoden der Computertechnologie
gelang es, aus der Vielzahl der im Laufe der Jahre entwickelten Histamin-Hs-
Rezeptorantagonisten ein  Pharmakophormodell fir Histamin-Hs-Rezeptor-
antagonisten abzuleiten, welches in Abbildung 1.13 dargestellt ist (Celanire et al.
2009). Hierbei ist ein tertidres Amin Uber einen Alkylspacer mit einem
aromatischen System (zentraler Kern) verbunden. Dieser in der vorliegenden

Arbeit generell als linker Teil* bezeichnete Bereich ist den meisten Histamin-Hs-
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Rezeptorliganden gleich. An den aromatischen Kern konnen verschiedene
Gruppen gebunden sein. Dieser analog als ,rechte Teil“ bezeichnete Bereich ist
relativ flexibel. Man findet hier eine gro3e Diversitat verschiedenster
Strukturelemente, darunter polare Gruppen, ein zweites basisches Zentrum oder

ein liphophiler Rest oder Kombinationen dieser Elemente.

Polare Gruppe

i 1
[ 1-ZB:rftlrstr2es Ze}ggﬁ.:er 2. Basisches Zentrum ]
I

Lipophiler Rest

Abb. 1.13: Generelles Aufbauschema fir Histamin-Hs-Rezeptorantagonisten.

Das allgemeine Schema brachte die Entwicklung von Histamin-Hs-
Rezeptorantagonisten entscheidend voran und konnte schlie3lich durch die
Computer-Modelle bestatigt werden (Schlegel et al. 2007, Celanire et al. 2006).
Auch wenn sich die verschiedenen Modelle in Details unterscheiden, stimmen sie
dennoch in den wichtigsten Hauptmerkmalen Uberein. So werden beispielsweise
Wechselwirkungen mit bestimmten Aminosauren innerhalb der Rezeptorbindungs-
tasche flr Interaktionen und einer damit verbundenen hohen Bindungsaffinitaten

der Liganden verantwortlich gemacht.

In Abbildung 1.14 sind zwei dreidimensionale Pharmakophormodelle mit den
entsprechend gebundenen Liganden JNJ-5207852 und FUB-836 (siehe auch
Kapitel 1.3.1) dargestellt. Bei beiden werden ionische Wechselwirkungen
zwischen den Carboxylgruppen der Aminosauren Aspll14 in Helix Il und Glu206
in Helix V mit den basischen, unter physiologischen Bedingungen protonierten
Aminogruppen ausgebildet. Der Einbau eines zweiten Piperidinrings fuhrte dabei
zu einer enormen Affinitdtssteigerung, was der Hauptgrund fir die hohe
Bindungspotenz diaminischer Histamin-Hs-Rezeptorliganden zu sein scheint
(Schlegel et al. 2005, Axe et al. 2006). Zusatzlich werden weitere lipophile
Wechselwirkungen in den verschiedenen Modellen diskutiert. Bei Axe et al. wird
hier inbesondere den Aminosauren Tyrll5 und Trp371 eine wichtige Rolle

zugesprochen (Axe et al. 2006).
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JNJ-5207852

FUB-836

Aminosaure Potenzielle Wechselwirkung

lonische Wechselwirkungen zwischen der

Aspll4 g

Glu206 Carboxylgruppe und protonierten Stickstoff -Atomen bzw.
basischer Zentren des Liganden

Tyriis Unpolare Wechselwirkungen (planare oder ,edge-to-face”
-1 bzw. van-der-Waals) zwischen dem Aromaten und

Trp371

hydrophoben, aromatischen Bereichen des Liganden

Abb. 1.14: Vorgeschlagene Histamin-Hs-Rezeptormodelle von Axe et al. (links) mit
JNJ-5207852 als gebundenem Liganden sowie Schlegel et al. (rechts) mit FUB
836 als gebundem Liganden (verandert nach Axe et al. 2006 und Schlegel et al.
2007).

1.4 Therapeutische Einsatzgebiete von Histamin-Hs-
Rezeptorliganden
Kognitive Beeintrachtigungen sind Bestandteil verschiedener Krankheitsbilder,

darunter neuropsychiatrische Erkrankungen wie Schizophrenie (Kapitel 1.4.2),
ADHS (Kapitel 1.4.3) und vor allem Demenz.
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1.4.1 Kognitive Stérungen und Demenz

Die Demenz ist von Defiziten der kognitiven, emotionalen und sozialen
Fahigkeiten gepragt, was die Folge einer meist chronischen und fortschreitenden
Erkrankung des Gehirns ist, welche mit einem diffusen Untergang von Neuronen
verbunden ist. Morbus Alzheimer ist dabei die haufigste Form der Demenz.
Obwonhl die Athiologie noch nicht genau verstanden ist, weill man dass vielfaltige
Faktoren wie Amyloid-B- und t-Protein-Aggregation, oxidativer Stress und ein
reduzierter Acetylcholin-Spiegel wichtige Faktoren bei der Pathogenese von
Alzheimer sind (Zhang 2005). Préklinische Studien mit verschiedenen Histamin-
Hs-Rezeptorantagonisten, wie ABT-239, GSK189254 oder Tiprolisant, fuhrten in
Nagern zu erhdohten Acetylcholin-Spiegeln und wirkten sich dadurch positiv auf die
kognitiven Fahigkeiten aus (Bonaventure et al. 2007, Fox et al. 2005, Medhurst et
al. 2007 wund 2009, Ligneau et al. 2007a). Da Untersuchungen zu
Histaminspiegeln in Hirnarealen von Alzheimer Patienten unterschiedliche
Ergebnisse ergaben, werden die direkten Zusammenhange zwischen
histaminerger Neurotransmission und kognitiver Beeintrachtigung kontrovers
diskutiert (Férnandez-Novoa und Cacabelos 2001, Cacabelos et al. 1989, Panula
et al. 1998, Medhurst et al. 2009). Dies kbnnte aber in Zusammenhang mit dem
ausgepragten neuronalen Verlust und Verlauf der Krankheit stehen (Férnandez-
Novoa und Cacabelos 2001).

Der Nutzen von Histamin-Hs-Rezeptorantagonisten bei neurodegenerativen
Erkrankungen konnte in verschiedenen Tiermodellen gezeigt werden (Isensee et
al. 2005, Giovanni et al. 1999, Hancock und Fox 2004), darunter Verhaltens-
modelle zur raumlichen Orientierung und Erinnerung (Morris-Wasserlabyrinth oder
Barnes Labyrinth), zum Sozialverhalten und Langzeitgedéchtnis (passiver
Vermeidungstest, Objekt-Wiedererkennungstest). So konnte die Wirkung der
Histamin-Hs;-Rezeptorantagonisten GSK189254 (Bamford et al. 2004, Medhurst et
al. 2007), ABT-239 (Hancock et al. 2006, Cowart et al. 2004b), JNJ-5207852
(Barbier et al. 2004, Bamford et al. 2004) oder Thioperamid (Hancock et al. 2006)
in verschiedenen dieser Tiermodelle bestatigt werden. Hinsichtlich der klinischen
Entwicklung erreichte der Histamin-Hs-Rezeptorantagonist GSK239512 die Phase
[l und wird aktuell in einer Studie flr kognitive Defizite bei Morbus Alzheimer (GSK

Pipeline 2009) untersucht.
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Aufgrund des multifaktoriellen Ursprungs scheinen auch insbesondere Histamin-
Hs-Rezeptorantagonisten mit zusatzlichen neuroprotektiven oder inhibitorischen
Eigenschaften bezilglich anderer relevanter Neurotransmittersysteme bzw.
Targets, wie Acetylcholin, Butyrylcholin, MAO oder HMT, vielversprechend bei der
Behandlung von Demenz und Alzheimer zu sein (Apelt et al. 2005, Isensee et al.
2007, Youdim und Buccafusco 2005, Van der Schyf et al. 2006, Mufioz-Torrero
und Camps 2006, Zhang 2005).

1.4.2 Schizophrenie

Die Therapie von Schizophrenie ist heute weitgehend auf den Einsatz typischer
und atypischer Neuroleptika fokussiert, deren Wirkung hauptsachlich auf einer
negativen Modulation von Dopamin-D,-artigen Rezeptoren (D,, D3 und D4) sowie
Serotonin-Rezeptoren (insbesondere 5-HT,a) im ZNS beruht. Daneben
interagieren Neuroleptika aber auch mit verschiedenen anderen Rezeptoren. Die
Therapie mit Neuroleptika ist mit einer Reihe verschiedener Nebenwirkungen
verbunden, die mal3geblich darauf beruhen, dass Dopamin-D,-Rezeptoren auch
an der Steuerung extrapyramidal-motorischer Bewegungen beteiligt sind. Dadurch
resultieren insbesondere bei den typischen Neuroleptika extrapyramidal-
motorische Stérungen, welche durch eine Blockade von Dopamin-D,-Rezeptoren
im Corpus striatum ausgeltst werden, wodurch es zu Bewegungsstorungen wie
Rigor, Tremor und Akinese sowie Dystonien und Dyskinesien kommen kann.
Davon abgesehen sind auch die durch Interaktion mit dem Histamin-H;-Rezeptor
hervorgerufenen Nebenwirkungen wie Sedierung und Gewichtszunahme zu
nennen. Im Vergleich zu den typischen Neuroleptika weisen die neueren,
atypischen Vertreter eine deutlich geringere Rate an extrapyramidal-motorischen
Stérungen auf. Zwar stehen bei der Schizophrenie und anderen psychotischen
Erkrankungen hauptsachlich Ungleichgewichte der Neurotransmittersysteme von
Dopamin, Serotonin, GABA und Glutamat in der Diskussion, es gibt aber
zusatzlich Indizien fur eine Beteiligung des histaminergen Systems. So wurde in
der Zerebrospinalflissigkeit von schizophrenen Patienten eine erhdhte
Konzentration von N'-Methylhistamin gefunden (Prell et al. 1995). Durch
Radioligand-Bindungsstudien konnte im Gehirn von Schizophrenie-Patienten post

mortem eine erhdhte Expression des Histamin-Hs-Rezeptors in der prafrontalen
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aber nicht in der temporalen Hirnrinde gezeigt werden (Jin et al. 2009). Dies lasst
die Vermutung zu, dass der Histamin-Hs-Rezeptor im prafrontalen Kortex an der
Regulation der Kognition, der Verbindung zwischen dem Hippocampus und den
kortikalen Regionen sowie an der Neuropathologie von Schizophrenie beteiligt ist
(Jin et al. 2009).

Die Histamin-Hs-Rezeptorantagonisten BF2.649 (Tiprolisant), ABT-239 und
GSK189254 (siehe auch Kapitel 1.3.1.2) fuhrten zu erhdéhten Dopamin-
konzentrationen im prafrontalen Kortex der Ratte und durchliefen verschiedene
Nagermodelle fur Schizophrenie mit positivem Ergebnis (Ligneau et al. 2007a und
2007b, Medhurst et al. 2007, Esbenshade et al. 2005, Fox et al. 2005, Gemkow et
al. 2009, Sander et al. 2009a). Das Benzo[d]azepin GSK207040 wird als
potenzielles Therapeutikum zur Behandlung kognitiver Erkrankungen, wie z. B.
Demenz, untersucht (Medhurst et al. 2007) und zeigte in praklinischen Studien
bzgl. Neurochemie und Verhalten positive Resultate in verschiedenen Psychose-
Modellen (Southam et al. 2009). Allerdings konnte keine Aufhebung von
Amphetamin-induzierter Erhéhung der Bewegungsaktivitdt beobachtet werden,
wodurch ein therapeutischer Nutzen beziglich Positivsymptomatik weniger
wahrscheinlich ist. Dennoch unterstiitzen die Ergebnisse das Potenzial von
Histamin-Hs-Rezeptorantagonisten zur Behandlung von  kognitiven und

sensomotorischen Defiziten bei Schizophrenie-Patienten.

1.4.3 ADHS

Die Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatsstérung (ADHS) bezeichnet eine im
Kindesalter beginnende Entwicklungsstorung, die durch Probleme des Lern- und
Konzentrationsvermégens gepréagt ist und von erhdhter Unruhe sowie gesteigerter
korperlicher Aktivitat begleitet wird. Die Symptome kdnnen mit unterschiedlicher
Auspragung bis in das Erwachsenenalter hinein fortbestehen. Die Ursache liegt in
einem Zusammenwirken biologischer, psychischer und sozialer Faktoren. Zwar ist
die Neurobiologie von ADHS noch nicht vollstandig aufgeklart, es wird aber ein
Ungleichgewicht im dopaminergen und noradrenergen System postuliert
(Biedermann 2005, Singh 2008, Russel 2007). Haufig wird eine Dysfunktion im
Striatum und dem Frontalhirn beobachtet (striatofrontale Dysfunktion), wodurch

kognitive und motorische Fahigkeiten beeinflusst werden. Es wird vermutet, dass
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daneben auch das serotonerge System eine Rolle bei ADHS spielt (Biedermann
2005, Russel 2007). Da Histamin modulierend auf diese Neurotransmitter wirkt,
sind Histamin-Hs-Rezeptorantagonisten potenzielle Therapeutika fir ADHS. Ein
Kandidat von Pfizer ist der Histamin-Hz-Rezeptorantagonist PF-3654746 (Drahl
2009). Die Substanz befindet sich in der klinischen Entwicklung, eine Phase Il
Studie zur Untersuchung der Wirksamkeit und Sicherheit bei erwachsenen ADHS
Patienten wurde gerade vor ein paar Monaten beendet (ClinicalTrials.gov;
Studiennummer: NCT00531752).

1.4.4 Schlaf-Wachzustand, Narkolepsie

Der Hypothalamus ist das wichtigste Steuerzentrum des vegetativen Nerven-
systems und unter anderem fUr die Regulation des Schlaf- und Wachzustands
verantwortlich. In dieser Region befindet sich auch der TMN, von wo aus die
histaminergen Neurone in die verschiedenen Hirnareale projezieren (siehe Kapitel
1.1). Histamin hat eine bedeutende Funktion bei der Regulation des Schlaf-
Wachzustands und einen modulatorischen Einfluss auf den allgemeinen
Erregungszustand, was sich in den sedativen Effekten von Histamin-H;-
Rezeptorantagonisten wiederspiegelt (Mignot et al. 2002). Durch die Blockade von
prasynaptischen Histamin-Hsz-Autorezeptoren wird die Konzentration von
neuronalem Histamin erhoht, was zur Aktivierung von postsynaptischen Histamin-
Hi-Rezeptoren fuhrt. Uber diese Interaktion mit dem Histamin-Hi-Rezeptor ist der
Histamin-Hs;-Rezeptor an der Modulation des Schlaf-Wach-Rhythmus beteiligt. In
vivo konnte in Nagern und Mensch gezeigt werden, dass die Histamin-
ausschittung einem zirkadianen Rhythmus unterliegt (Mochizuki et al. 1992,
Onodera et al. 1994, Tuomisto et al. 1982, Wada et al. 1991), wobei die
Histaminaktivitat im Wachzustand erhoht ist und im Schlaf dagegen fast vollig fehlt
(Brown et al. 2001, Spiegel et al. 1999). Die histaminerge Neurotransmission
fordert den Wachzustand und die Aufmerksamkeit. Untersuchungen in ,knockout“-
Mausen, denen die Histidindecarboxylase fehlt, zeigten eine Beeintrachtigung im
kortikalen Elektroenzephalogramm (EEG). Es kam zu einer starken Minderung der
Schlaf- und Wachqualitat, wodurch permanente Schlafrigkeit und Verhaltens-
defizite verursacht wurden (Parmentier et al. 2002 und 2007). Der Histamin-Hs-

Rezeptorantagonist Ciproxifan fuhrte bei der Katze beispielsweise zu einer
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Verlangerung der Wachphase und koérperlicher Aktivitat (Ligneau et al. 1998),
wahrend Histamin-Hs-Rezeptoragonisten wie (R)-a-Methylhistamin zu einem ver-
langerten Schlafintervall fihrten (Lin et al. 1990). Auch die orale Gabe von
Tiprolisant fuhrte in der Katze zu einer dosisabhangigen Verlangerung der
Wachphase, ohne dass nach der Applikation eine Verhaltensveranderung am Tier
beobachtet werden konnte (Raga et al. 2006, Ligneau et al. 2007b). Eine
Erhéhung der Histaminspiegel durch Histamin-Hz-Rezeptorantagonisten stellt
damit eine mogliche Therapie von Schlafstérungen, wie beispielsweise Somnolenz

oder Narkolepsie, dar.

Erste Daten am Menschen demonstrierten den Nutzen fir Patienten mit
Narkolepsie. In einer Pilotstudie mit 22 Patienten (Lin et al. 2008) fuhrte die
tagliche Gabe von Tiprolisant innerhalb einer Woche zu einer Normalisierung bzw.
deutlischen Reduktion auf der Epworth Sleepiness Skala (Beurteilung der
Schlafrigkeit am Tag) mit Werten < 11 (Maximalwert 24). Weitere praklinische und
klinische Daten von Tiprolisant, JNJ-17216498 und GSK189254 unterstitzen den
therapeutischen Nutzen von Histamin-Hs-Antagonisten bei Schlafstorungen. Alle

drei Substanzen befinden sich mittlerweile in Phase Il der klinischen Entwicklung.

1.4.5 Epilepsie

Bei der Epilepsie kommt es zu wiederkehrenden, spontanen Krampfanféllen, die
auf einer Hyperaktivitat (Uberregbarkeit) zentraler Neurone beruhen. Dies fiihrt zu
einer Erniedrigung der Krampfschwelle und damit zu pl6tzlichen, unwillktrlichen
Verhaltens- oder Befindensstérungen. Die Ursachen der Epilepsie sind vielfaltig,
unter anderem wird ein gestortes Gleichgewicht zwischen exzitatorischen und
inhibitorischen Prozessen des Systems von Glutamat und GABA postuliert
(Morimoto et al. 2004). Durch seine Funktion als Heterorezeptor ist der Histamin-
Hs-Rezeptor an der Modulation der Neurotransmittersysteme von GABA und
Glutamat beteiligt, was den antikonvulsiven Effekt von Histamin-Hs-Rezeptor-
antagonisten und damit den Einsatz als potenzielle Antiepileptika erklart.
Der Histamin-Hs-Rezeptorantagonist BP2.649 (Tiprolisant) zeigte positive
Ergebnisse in verschiedenen praklinischen Tiermodellen fur Epilepsie und befindet
sich mittlerweile in der klinischen Entwicklung. Nach erfolgreichem Bestehen in

mehreren Phase |-Studien wurde die Substanz in einer ersten Phase |I-Studie an
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12 Patienten mit photosensitiver Epilepsie auf eine antiepileptische Wirksamkeit
untersucht (Raga et al. 2006). Tiprolisant zeigte sowohl mit als auch ohne
Kombination mit Antiepileptika eine konzentrationsabhangige Minderung von
photoparoxysmalen Reaktionen. Dieser Effekt setzte 1-2 h nach Applikation der
Substanz ein und blieb fur 8-36 h bestehen (Raga et al. 2006). Die Behandlung
von Epilepsie mit Histamin-Hsz-Antagonisten scheint daher vielversprechend und
konnte insbesondere bei Patienten, die auf eine konventionelle Therapie nicht

ansprechen, einen therapeutischen Nutzen zu bringen.

1.4.6 Depression

Zur Entstehung der Depression tragen viele Faktoren bei. Neurochemisch wird fir
die Entstehung ein Mangel der biogenen Amine Noradrenalin und Serotonin
(Monoaminomangel-Hypothese) im Gehirn als Haupttheorie postuliert (Wong et al.
2001, Blier 2003, Bymaster et al. 2003). Zur Behandlung werden verschiedene
Antidepressiva eingesetzt, die die reduzierte Konzentration der Monoamine im
synaptischen Spalt erh6hen. Antidepressiva werden in unterschiedliche Klassen
eingeteilt, zu den wichtigsten gehdren die tri- und tetrazyklischen Antidepressiva,
Monoaminooxidase (MAO)-Inhibitoren, sowie die selektiven Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer (SSRI) bzw. die Serotonin- und Noradrenalin-Wieder-
aufnahmehemmer (SNRI). Die Therapie mit Antidepressiva ist aber nicht ideal
(Chaki et al. 2006, Tran et al. 2003), da sie von einem langen Wirkungseintritt und
einer geringen Ansprechrate der Patienten gezeichnet ist. Zudem sind trizyklische
Antidepressiva mit vielen Nebenwirkungen wie beispielsweise Mundtrockenheit,
Mudigkeit, Muskelzittern und Blutdruckabfall verbunden, was durch Interaktionen
mit einer Reihe anderer Rezeptoren bedingt ist. Daneben wirken Antidepressiva
zunachst antriebssteigernd und erst danach stimmungsaufhellend, was das
Suizidrisiko bei Behandlungsbeginn erhéht. Ein verbessertes Nebenwirkungsprofil
zeigen die SSRI, welche heute am haufigsten zur Behandlung von Depressionen
eingesetzt werden. Diese wirken schon nach relativ kurzer Zeit von wenigen
Wochen. Neben Serotonin und Noradrenalin wird mittlerweile auch die Bedeutung
anderer Targets deutlich (Chaki et al. 2006, Sanacora et al. 2008), darunter auch

die von Histamin-Hz-Rezeptoren.
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Eine Beteiligung des histaminergen Systems bei der Wirkung von Antidepressiva
wurde bereits 1981 vorgeschlagen (Schwartz et al. 1981). Wie die trizyklischen
Antidepressiva Imipramin und Amitriptylin reduzierte auch der Histamin-Hs-
Antagonist Thioperamid die Bewegslosigkeit im erzwungenen Schwimmtest der
Maus (Lamberti et al. 1998), einem Tiermodell fir Depression mit vorhersagbarer
Gultigkeit fur eine antidepressive Aktivitat am Menschen (Witkin et al. 2004).
Durch weiterfihrende Studien mit Thioperamid, Clopenpropit und R(a)-Methyl-
histamin konnte ferner bewiesen werden, dass die gefundene antidepressive
Aktivitat weder durch eine Zunahme der Bewegungsaktivitdt oder durch einen
5-HT3-Effekt fehlinterpretiert wurde (Leurs et al. 1995, Perez-Garcia et al. 1999).

1.4.7 Adipositas

Die Tatsache, das Arzneistoffe, die den Histamin-H;-Rezeptor blockieren, den
Appetit bei Menschen und Tieren verstarken, verdeutlicht die Rolle des Histamin-
H;-Rezeptors bei der Regulation der Nahrungsaufnahme (Goudi et al. 2003). Es
wird postuliert, das inverse Histamin-Hz-Rezeptoragonisten tber die Aktivierung
von postsynaptischen Histamin-H;-Rezeptoren eine Appetit- und Gewichts-
reduzierende Wirkung induzieren. Zudem wurde der Einfluss von histaminergen
Neuronen auf das Ernahrungsverhalten und die Energiehomdostase in
pharmakologischen Studien untersucht (Sakata et al. 1990 und 2003). Bereits die
Nahrungsaufnahme an sich fihrte zu einer Erh6hung von Histamin im
Hypothalamus (Itoh et al. 1991). Diese erhéhten Histaminspiegel kénnen zu einer
Unterdriickung der Nahrungsaufnahme fiihren (Ookuma et al. 1993), was die
regulierende Funktion des histaminergen Systems bei der Nahrungsaufnahme
demonstriert (Gemkow et al. 2009). Studien mit Histamin-Hs-Rezeptor ,knockout®-
Mausen zeigten, dass die Tiere unter charakteristischen Symptomen des
metabolischen Syndroms litten, darunter Adipositas, Hyperinsulindmie und
Leptinamie (Tokita et al. 2006).

Novo Nordisk untersuchte die beiden nicht-imidazolhaltigen Histamin-Hs-
Antagonisten NNC381049 und NNC381202 bei Adipositas. Die akute Gabe von
NNC381049 fuhrte zu einer deutlichen konzentrationsabhé&ngigen Zunahme der
extrazellularen Histaminkonzentration im Hypothalamus und Reduktion der
Nahrungsaufnahme (Malmiléf et al. 2005). Auch NNC381202 erhohte die
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Histaminspiegel im Hypothalamus und induzierte bei taglicher Gabe einen
Gewichtsverlust in adipdsen Ratten und Primaten (Rimvall et al. 2004).

1.4.8 Neuropathischer Schmerz

Der neuropathische Schmerz ist ein starker Nerveneigenschmerz, der durch
Schaden des zentralen oder peripheren Nervensystems verursacht wird. Aufgrund
der Beobachtung, daf} Histamin-Hs-Rezeptorliganden die Freisetzung von
Neuropeptiden in sensorischen Fasern des Herzens, der Lunge und der Haut
inhibieren, wurden in diesem Zusammenhang Hinweise darauf gefunden, dal3
Histamin-Hs-Rezeptorliganden eine anti-inflammatorische sowie anti-nozizeptive
Wirkung besitzen (Medhurst et al. 2008, Cannon et al. 2007). Die potenzielle Rolle
des Histamin-Hz-Rezeptors bei nozizeptiven Prozessen wurde bereits in
verschiedenen préaklinischen Studien diskutiert (Cannon et al. 2005, Farzin et al.
2002, Medhurst et al. 2007). Durch Untersuchungen der beiden Histamin-Hs-
Rezeptorantagonisten GSK189254 und GSK334429 konnte kurzlich erstmals eine
analgetische Wirksamkeit in zwei Rattenmodellen fur akuten und neuropathischen
Schmerz demonstriert werden (Medhurst et al. 2007 und 2008). Diesbezlglich
konnte die orale Gabe von hochselektiven Histamin-Hsz-Rezeptorantagonisten eine
neuropathische Hypersensitivitat aufheben. Zudem zeigten autoradiographische
Studien mit [PH]GSK189254 deutliche Expressionsmuster des Histamin-Hs-
Rezeptors in Hirnbereichen von Ratte und Mensch, die mit neurochemischen
Prozessen zur Schmerzentwicklung und -leitung verbunden sind (Medhurst et al.
2008).

1.5 Polypharmakologie und Hybridliganden

Bis heute ist die Entwicklung neuer Arzneistoffe durch die Ideale von Spezifitat
und Exklusivitat gepragt (Drews 2006, Morphy et al. 2004, Morphy und Rankovic
2005 und 2007, Zhang 2005). Dabei wird der von Paul Ehrlich gepragte Begriff
,Magic Bullets“ (Zauberkugeln), welcher urspringlich der Oper ,Der Freischitz®

von Carl Maria von Weber entstammt, heute als Synonym fur solche Stoffe
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verwendet, die als ,Wunderwaffe” hochselektiv an einem einzigen Target im

erkrankten System angreifen ohne Nebenwirkungen hervorzurufen.

Das ,Magic Bullet-Konzept® gerat in bestimmten Bereichen aber an Grenzen.
Entgegen groRer Bemihungen gibt es immer noch viele Krankheiten, bei denen
trotz der Vielfalt an heutigen Arzneistoffen und moderner Therapieformen keine
geeignete oder nur eine unvollstindige Medikamentation zur Verfigung steht.
Auch wenn in vitro hochselektive Liganden entwickelt werden, fihren diese nicht
zwangsweise zu klinisch wirksamen Arzneimitteln. Ein Grund dafir kann darin
liegen, dass die gewollte Ligand-Target-Interaktion nicht den ausschlaggebenden
Faktor im erkrankten System darstellt (beispielsweise bei ,Non-Respondern®). Es
wird immer deutlicher, dass viele Krankheiten nicht auf einen einzigen
Ursprungsgrund zurtickzufihren sind. Vielmehr liegen die Ursachen in einem
aulRerst komplexen Zusammenspiel verschiedenster Faktoren (Roth et al. 2004,
Van der Schyf et al. 2006, Cavalli et al. 2008). Krankheiten wie beispielsweise
Diabetes, Krebs und insbesondere auch Krankheiten des ZNS sind
multifaktoriellen Ursprungs. Um neue Ansétze fir eine effiziente und sichere
Therapie zu entwickeln, scheint es daher ein vielversprechender Ansatz zu sein,
pharmakologisch an entsprechend relevanten Stellen gleichzeitig anzugreifen
(Polypharmakologie). Im Gegensatz zu den ,Magic Bullets® besteht daher vielmehr
ein dringender Bedarf an ,Magic Shotguns®, also solchen Verbindungen, die
selektiv an mehreren Targets gleichzeitg angreifen kdnnen. Das gezielte Design
solcher Arzneistoffe stellt eine groRe Herausforderung fur die Medizinische
Chemie dar. Das pharmakologische Profil solcher Substanzen muss fein
abgestimmt werden, um durch die Interaktionen des Arzneistoffs mit den
verschiedenen Targets einerseits eine optimierte Wirkung zu erzielen, wéhrend
Interaktionen mit ungewollten Targets (,non-targets®) und den damit verbundenen

Nebenwirkungen weitgehenst reduziert werden missen.

1.5.1 Klassifizierung und Nomenklatur

Bei der Polypharmakologie gibt es im Wesentlichen drei verschiedene
Mdglichkeiten der Arzneistoffkombinationen (Morphy et al. 2004, Morphy und
Rankovic 2005). Zum Einen gibt es die traditionelle Verabreichung von einer

Kombination verschiedener Medikamente in einem sogenannten ,Arzneimittel
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Cocktail®. Hierbei wird jeder Wirkstoff einzeln in jeweils einer Arzneiform gegeben
(Abbildung 1.15A). Dadurch kdnnen die Arzneien unabhangig voneinander dosiert
werden. Doch gerade bei ehr ,asymptomatischen® Krankheiten wie Bluthochdruck
(Eisen et al. 1990) oder bei alteren Patienten stellt die schlechte Compliance
(» Therapietreue®) einen begrenzenden Faktor fur den Therapieerfolg dar. Daneben
darf aber auch das mogliche Auftreten der durch die Arzneimittelkombinationen
(und damit verbundener unterschiedlicher Kinetik, Bildung zahlreicher Metabolite
und unterschiedlichsten Interaktionen) hervorgerufenen Nebenwirkungen nicht

unbericksichtigt bleiben.

L TN

Arzneimittel Cocktail Multikomponenten MultiplerLigand
-Arzneimittel
2 Tabletten 1 Tablette 1 Tablette
2 Wirkstoffe 2 Wirkstoffe 1 aktiver Wirkstoff

Abb. 1.15: Die drei wesentlichen Moglichkeiten der Polypharmakologie (verandert
nach Morphy und Rankovic 2005).

Abgesehen vom ,Drug Cocktail* werden immer haufiger verschiedene Wirkstoffe
in einer einzigen Arzneiform gemeinsam koformuliert. Solche multikomponenten
Arzneimittel bieten den Vorteil, dass sie fiur den Patienten einfacher einzunehmen
sind und somit eine bessere Compliance bieten (Abbildung 1.15B). Andererseits
ergibt sich aber die Schwierigkeit, die richtige Dosis fir beide Komponenten zu
finden. AuRerdem besteht weiterhin das Problem der jeweils unterschiedlichen
Arzneimittelinteraktionen und Pharmakokinetik (Keith et al. 2005, Glass 2004).

Eine dritte Alternative ist die Gabe einer einzigen Arzneiform, in der zwei oder
mehrere aktive Pharmakophore in einem einzigen Molekil vereint sind, um
simultan an verschiedenen Targets agieren zu kénnen (Abbildung 1.15C). Solche
Liganden bieten den Vorteil, dass sie die Compliance der Patienten erhdhen
kobnnen und eine im Vergleich zu den zuvor genannten Madglichkeiten

(-Arzneimittel Cocktail® und multikomponente Arzneistoffe) eine einheitliche
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Kinetik, weniger Metabolite sowie ein geringeres Risiko fir Arzneimittel-
interaktionen besitzen (Morphy et al. 2005). Solche Arzneistoffe kbnnen daher zu

verbesserten Therapieeffekten flhren.

Um unselektive Liganden deutlich von gezielt entwickelten, multifunktionalen
Liganden zu unterscheiden, sind derzeit verschiedene Bezeichnungen in
Gebrauch: Duale, dimere, oder ,balanced” Liganden, Inhibitoren oder Konjugate
sind einige der zahlreichen Beispiele. Zum besseren Verstandnis wurden
Vorschlage fur eine einheitliche und méglichst korrekt beschreibende Nomenklatur
gemacht, wie zum Beispiel ,Syncretic drugs“ (Keith et al. 2005) oder ,Designed
Multiple Ligands® (Morphy et al. 2004, Morphy und Rankovic 2005). In dieser
Arbeit wird im Folgenden der Ausdruck ,Hybridligand® oder ,Hybrid“ zur

Beschreibung derartiger Verbindungen benutzt.

Selektive Pharmakophore O + O

Kopplung per Linker Direkte |Kopplung Verschmelzung
(spaltbar/ nicht spaltbar)
Duale Liganden Q ----- Q @ O
sinkende Molekiilgrolie >

Abb. 1.16: Klassifikation von Hybridliganden (verandert nach Morphy und
Rankovic 2006).

Bei der Entwicklung der Hybridliganden gibt es verschiedene Mdglichkeiten die
einzelnen Pharmakophorelemente miteinander zu verbinden (Abbildung 1.16).
Zunachst konnen Konjugate gebildet werden, bei denen die Pharmakophore durch
eine Linkergruppe getrennt werden, wobei die Linkergruppe weder Bestandteil des
einen noch des anderen Pharmakophors ist. Der Linker kann so entwickelt
werden, dass er im Organismus abgespalten wird und so die beiden freien
Liganden anschlief3end voneinander unabhangig mit den entsprechenden Targets
agieren konnen. Ein Beispiel dafir sind Disulfidbricken (Morphy et al. 2004).
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Daneben kann der Linker aber auch ein metabolisch stabiles Element des Hybrids
bilden. Wird er jedoch immer kleiner, erreicht das Hybrid einen Punkt, an dem die
einzelnen Liganden direkt aneinander gebunden sind und sich ihre Molekulgeruste
beriihren. Kommen sich die beiden schlieBlich noch naher, Uberlappen die
Liganden immer mehr, bis sie vollig ineinander integriert sind. Diese
Unterscheidung bildet in Wirklichkeit einen flieBenden Ubergang mit zwei
Extremen: auf der einen Seite vollig getrennte, einzelne Liganden die ein Hybrid
mit groRem Molekulgeriist und Molekulargewicht bilden. Auf der anderen Seite
gibt es hochgradige Uberlappung urspringlich einzelner, selektiver Liganden, die
ein gemeinsames Molekilgerist von geringer GroBe und kleinem

Molekulargewicht bilden.

\—‘ (A) Ein Target

‘uf

\_’ (B) Zwei unabhangige Targets

(C) Zwei ,verwandte" Targets

Abb. 1.17: Schematische Darstellung moglicher Interaktionen von Hybridliganden

und Rezeptoren (verandert nach Meunier 2008).

Wahrend sich diese Klassifizierung von Morphy et al. auf die strukturelle
Zusammensetzung der Teilelemente der Hybride bezieht, ist auch eine Einteilung
bezogen auf die Interaktionen zwischen Hybridligand und Target méglich (Meunier
2008). Eine Moglichkeit besteht in einem sogenannten ,Zweischneidigen Schwert®
(Meunier 2008), bei dem die Hybrideinheiten mit einem Target interagieren
(Abbildung 1.17A), folglich duale bzw. multiple Aktionsmoglichkeiten an einem
einzigen Target simultan besitzen. Desweiteren besteht die Mdglichkeit, dass die

einzelnen Pharmakophorelemente an verschiedene Targets binden, d.h. dass sie
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unabhangig voneinander agieren konnen (Abbildung 1.17B). Auf der anderen
Seite kann aber ein Hybridligand mit seinen Pharmakophorelementen auch
gleichzeitig an verwandte, miteinander verbundene bzw. nah lokalisierte Targets
binden (Abbildung 1.17C). Fur die Entwicklung solcher Hybridliganden ist daher

auch die Dimerisierung von Rezeptoren ein interessanter Ansatzpunk.

1.5.2 Multifunktionale Histamin-Hs-Rezeptorliganden

Multifunktionale Histamin-Hsz-Rezeptorliganden sind bereits von verschiedenen
Forschungsgruppen beschrieben worden. So wurde in den 90er Jahren erstmals
von dualen Histamin-Hs/Hi-Rezeptorliganden berichtet (Huls et al. 1996). Als
weitere Beispiele fir die zum Teil parallel zu dieser Arbeit verdffentlichten
Histamin-Hs-Hybridliganden seien die dualen Histamin-Hs/Hi-Rezeptorliganden
von Schering-Plough (Aslanian et al. 2003, McLeod et al. 2005) und Glaxo Group
Limited (Norman 2007) oder die Histamin-Hs-/Acetylcholinesterase-Hybridliganden
von Johnson & Johnson (Bembenek et al. 2008) genannt. Darliberhinaus wurde
auch von Histamin-Hs-Rezeptorliganden mit inhibitorischer HMT-Aktivitat berichtet
(Apelt et al. 2002 und 2004, GraBmann et al. 2003) und von solchen, die dartber-
hinaus zusatzliche inhibitorische Acetylcholinesterase- und Butyrylcholinesterase-
Aktivitat besitzen (Petroianu et al. 2006). Im eigenen Arbeitskreis wurden bereits
verschiedene Histamin-Hs-Hybridliganden entwickelt. Darunter die potente
Verbindung FUB836, ein Histamin-Hs-Rezeptorantagonist und HMT-Inhibitor, die
bereits in Kapitel 1.3.1.1 erwéahnt wurde. Abbildung 1.18 zeigt Beispiele weiterer
multifunktionaler Histamin-Hs-Rezeptorliganden aus der eigenen Arbeitsgruppe an
der Universitat Frankfurt sowie Johnson & Johnson und Glaxo Group Limited.
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Universitat Frankfurt \ =
N &
5z
N N
ISR o ‘
O\l/\/\o _N O/\/\O
n=1-3
pK; (hH3R) =8,6-9,7 pK; (hH3R) = 10,6
pICso (HMT) =7,0-7,3 pK; (hHiR) = 7,3

pICso (AChE) =8,1-8,6

pICeo (BUCE) = 8.0-8.1 (Isensee et al. 2007b)

(Petroianu et al. 2006)

Johnson & Johnson Glaxo Group Limited

o

jog e 0

S N

She A "y A
n=0-2 : N

pK (hHsR)  =8,9-9,1 © oK, (hHgR) = 9,5
pICso (AChE) =5,6-6,5 pK; (hH{R) = 5,6
(Bembenek et al. 2008) (Norman 2007)

Abb. 1.18: Strukturen ausgewahlter, multifunktionaler Histamin-Hs-Rezeptor-

liganden. AChE = Acetylcholinesterase; BUChE = Butyrylcholinesterase; HMT = N*-Histamin-

Methyltransferase

1.6 Zielsetzung

Das ZNS ist ein hochkomplexes System, in dem die einzelnen Prozesse perfekt
aufeinander abgestimmt sind und sich die verschiedenen Neurotransmitter-
systeme auf komplizierte Weise gegenseitig regulieren. Fehlfunktionen in diesem
System konnen daher gravierende Folgen haben und lassen sich in der Regel
nicht auf einen einzigen Ursprung zurlckfuhren. Dies erklart, warum die
Behandlung mit hochselektiven Arzneistoffen oft nur unzureichende Therapie-
erfolge fir den Patienten bringen. Es besteht daher ein dringender Bedarf an
neuen Arzneistoffen, die simultan an verschiedenen Stellen der an der Erkrankung

beteiligten Mechanismen eingreifen. Durch die charakteristischen Eigenschaften
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des Histamin-Hz-Rezeptors stellt der Einsatz von Histamin-Hs-Hybridliganden
diesbeziiglich einen vielversprechenden Ansatz dar (siehe Kapitel 1.3.5 und 1.4).
Erste pharmakologische Ergebnisse von Histamin-Hs-Hybridliganden lieferten
positive Resultate, was den potenziellen Nutzen solcher Liganden unterstitzt. So
konnte zum Beispiel fir den dualen Histamin-Hs;-Rezeptorantagonisten und
Serotonin-Wiederaufnahmehemmer JNJ-28583867 in einem Maus-Modell fur
Depression (,tail suspension test‘) ein wachsamkeitsfordernder Effekt und
reduzierter REM-Schlaf sowie eine gute orale Wirksamkeit von 3 mg/kg

demonstriert werden (Barbier et al. 2007).

Das Ziel dieser Arbeit war die Darstellung neuer, dualer bzw. multifunktionaler
Histamin-Hs-Rezeptorliganden mit hoher Potenz am Histamin-Hs-Rezeptor. Durch
die Kombination eines Pharmakophors des Histamin-Hs-Rezeptors mit
andersartigen Pharmakophoren sollten Verbindungen dargestellt werden, die dem
allgemeinen Aufbauschema von Histamin-Hsz-Rezeptorliganden folgen (siehe auch
Kapitel 1.3.4; Stark et al. 1998, Celanire et al. 2009). Abbildung 1.18 zeigt den
schematischen Aufbau der in dieser Arbeit synthetisierten Histamin-Hs-Hybride. Im
Folgenden wird das Pharmakophor des Histamin-Hz-Rezeptors als ,linker” Teil der
Struktur bezeichnet. Das zweite Pharmakophor, welches an diese Grundstruktur

gekoppelt wurde, wird dementsprechend als ,rechter” Teil bezeichnet.

==

Integrative und additive Histamin-H,Pharmakophor '  andersartiges Pharmakophor

Histamin-H;-Hybridliganden

.~ Strukturelemente von .
Neurocleptika & Antidepressiva ‘\_

/@ R Adamantane & Tropane
5 Guanidine & Amidi
|. Piperidinpropoxyphenyl-Derivate O\] 0 T:r::;:n:e rmdine

L : X
II. Variation der Leitstruktur : . @ X = NH, N-Alkyl, CH,,0

Abb. 1.18: Schematischer Aufbau der in dieser Arbeit synthetisierten, integrativen

und additiven Histamin-Hs-Hybridliganden.
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Als Grundstruktur fur das Histamin-Hsz-Pharmakophor diente das bekannte 4-(3-
Piperidin-1-ylpropoxy)phenyl-Motiv (Ganellin et al. 1998, Celanire et al. 2005,
Berlin und Boyce 2007), welches durch mdglichst effiziente Synthesemethoden
mit andersartigen Pharmakophoren kombiniert werden sollte. Fir die Verknipfung
der beiden Pharmakophore sollten verschiedene funktionelle Gruppen verwendet
werden. Das Hauptaugenmerk lag dabei auf Aminen. Der Ansatz hauptsachlich
auf Aminbindungen und auf die damit einhergehende Synthese von
Diaminstrukturen einzugehen, basierte auf der Kenntnis potenter Diaminpropoxy-
phenyl-Strukturen (siehe auch Kapitel 1.3). Leitmotiv dafir war das bereits in der
Einleitung mehrfach erwéhnte Dipiperidin JINJ-5207852.

Neben klassischen, zentral-wirksamen Arzneistoffen, die hauptsachlich aus der
Gruppe der Neuroleptika und Antidepressiva stammen, wurden dariiber hinaus
weitere pharmakologisch bedeutsame Strukturelemente eingebaut. Hier waren
solche Strukturelemente von Interesse, die vor dem Hintergrund moglicher
Indikationsgebiete von Histamin-Hs-Rezeptorliganden (siehe auch Kapitel 1.4)
potenziell zu synergistischen Effekten fihren oder beziglich ihrer chemischen
Struktur wichtige Aufschlisse Uber Struktur-Rezeptor-Wirkungsbeziehungen
liefern kdnnten. Dazu gehdéren beispielsweise solche Strukturelemente, die flr ihre
neuroprotektiven Eigenschaften bekannt sind oder aber solche, die neben den fiur
Histamin-Hs-Liganden typischen basischen Funktionalitaten auch andere
funktionelle Gruppen beinhalten. Letzteres ist insbesondere deshalb von
Bedeutung, als das hoch lipophile Amine haufig eine Phospholipidose induzieren

konnen (Bonaventure 2007, Sarmiento et al. 2009).

Auf der Suche nach neuen potenten Leitstrukturen sollte in dieser Arbeit zusatzlich
auch die Grundstruktur des Histamin-Hs-Pharmakophors, 4-(3-Piperidin-1-ylpro-
poxy)phenyl-Motiv, variiert werden (Abbildung 1.18). Zum einen sollten im linken
Teil Strukturveranderungen des N-Propylpiperidin-Elements erfolgen, ohne die
bereits vielfach bestétigte Propyl-Kette zu verdndern. Zum anderen sollte der
aromatische Kern  durch verschiedene annellierte Thiazol-Derivate ersetzt
werden, um gleichzeitig eine mdgliche Dopamin-D,-/-Ds-Rezeptoraffinitat zu

implementieren.
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Fur das Aufstellen von ersten Struktur-Wirkungsbeziehungen sollten alle Histamin-
Hs-Hybridliganden in vitro auf ihre Bindungsaffinitdt am Histamin-Hz-Rezeptor
getestet werden. In-vitro-Testungen an weiteren, fur das jeweilige Hybrid
relevanten Rezeptoren und Transportern waren dartber hinaus von zusatzlicher
Bedeutung. Diese Ergebnisse sollten zuséatzliche Erkenntnisse uber Struktur-
Wirkungsbeziehungen an anderen Systemen liefern, um ein umfangreicheres Bild
Uber das komplexe Bindungsverhalten der Hybride zu erlangen und eine nahere

pharmakologische Charakterisierung der entwickelten Strukturen zu ermdéglichen.
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2.1 Allgemeines

Fur die im Folgenden beschriebenen Synthesen der Histamin-Hs-Hybridliganden
kamen sowohl lineare als auch konvergente Synthesestrategien zum Einsatz. Bei
beiden Strategien wurde dafir zunachst die Grundstruktur des Histamin-Hs-
Pharmakophors, das 4-(3-Piperidin-1-ylpropoxy)phenyl-Element, bereitgestellt und
durch verschiedenartige Funktionalisierung fur die anschlielende Kopplungen
zugéanglich gemacht. Ausgehend von dieser Substanzbibliothek wurden ,Nicht-
Histamin-Hs;-Pharmakophore entweder additiv aneinandergekoppelt oder durch

Uberlappung bestimmter Strukturbereiche miteinander ,verschmolzen®.

o

Melperon
i g
| S
\N/\/\N /N P

o ;

Cl

R=H Nortriptylin Chlorpromazin Chlorprothixen
R=CH; Amitriptylin

oW

3

5 29
Y O O

Maprotilin Clozapin Fluphenazin
F
LI i
NS
o o N/O\/\NHZ /©/CF3
~N
F4C N o
Paroxetin Fluvoxamin Fluoxetin

Abb. 2.1: Strukturen der verwendeten Arzneistoffe.
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Die Darstellung der Histamin-Hs-Hybridliganden wurde unter anderem durch die
Kopplung verschiedener bekannter Arzneistoffe realisiert. Dazu z&hlen die
Neuroleptika Melperon, Amitriptylin bzw. Nortriptylin, Chlorpromazin, Chlor-
prothixen, Maprotilin und Clozapin sowie die SSRI Fluphenazin, Paroxetin,
Fluoxetin und Fluvoxamin. In Abbildung 2.1 und Tabelle 2.1 sind die Strukturen
bzw. die Targetaffinitaten der jeweiligen Arzneistoffe dargestellt. Die verwendeten
Arzneistoffe waren kommerziell verfigbar und standen fir die entsprechenden

Synthesen als fertige Strukturen zur Verfligung.

Tab. 2.1: Relevante Rezeptoraffinitaten der verwendeten Arzneistoffe.

Bindungsaffinitaten K; [nmol]

D:R D,-Gruppe 5HT 4 SERT  NET
(D,R* | D3R** | D,R**¥)

Melperon 4290° 181,5*° / 440**° [ 139,3%**2 150,0° >10000* >10000?
Amitriptylin 89° 1460*° / 206**1 29 20" 50
Chlorpromazin 112° 2,0%9 /5,09 [ 10,8***9 3,3¢ 700" 8,3"
Chlorprothixen 122 3,3%9/1,9%2 [ 0,64*+*9 0,43¢ 912%  2690°
Maprotilin 90' 410*" [ 504**4 1200 3300" 7
Clozapin 85~ AT [ 473%*K | 35rwxk 39  5450° 5142
Fluphenazin 24° 0,54%9 | 3#+9 | 35k*0 219  6200"  4100"
Paroxetin 15000™ 32000%° / 3800*+" >10000° 0,7 33!
Fluvoxamin >10000™ 66000*™ / >10000%**" 12000™ 7! 500’
Fluoxetin 10000™  12000*° /2000**" / >10000***P 280! 14! 143!

SERT: Serotonin- Transporter NET: Noradrenalin-Transporter; Leysen et al. 1993; "Lahti et al. 1993;
Seemann 2001; “von Coburg et al. 2009; °*Cusack et al. 1993; "Zettl et al. 2008; gR|chtand et al. 2007;
"Richelson und Pfeffins 1984; 'Mochizuki et al. 2002; 'Schubert-Zsilavesz und Stark 2004; “Miiller 2002;
'Griinder et al. 2001; "PDSP K; Datenbank; "Campillos et al. 2009; °Bonhaus et al. 1997; "Zenner et al.
1998
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2.2 Synthese der Grundstruktur-Derivate

Zu Beginn wurde zunachst eine Substanzbibliothek aufgebaut, in welcher der
histaminerge Baustein bzw. die Grundstruktur verschiedenartig funktionalisiert
war. Dies ermdglichte es, jeweils das Derivat des Histamin-Hz-Pharmakophors
auszuwahlen, welches fur eine entsprechende Kopplung an die andersartigen
Pharmakophore am besten geeignet war. Die Abbildung 2.2 zeigt die
Substanzbibliothek und gibt einen Uberblick uber alle funktionalisierten
Grundstruktur-Derivate des Histamin-Hs-Pharmakophors, die fiur die Bildung der

finalen Histamin-Hs-Hybridliganden verwendet wurden.

s EEEEN
AR N/\/\O/©/
o C

R! = -OH, -Cl, -NH, R2 = -CHO, -COOCH; -COCH3, -CH,0H, -CH,CH,Cl,
\ -COOH, -CH,COOH, -CN, -NH, -CH,NH, j

Abb. 2.2: Grundstruktur-Derivate des Histamin-Hs-Pharmakophors.

Das Ausgangsprodukt aller Derivate dieser Substanzbibliothek war Piperidin,
welches mit 3-Chlor-propan-1-ol durch nukleophile Substitution zum 3-Piperidin-1-
ylpropan-1-ol 1 umgesetzt wurde. Die anschlielende Vakuumdestillation lieferte
ein farbloses Ol mit einer guten Ausbeute von 83%. Im nachsten Schritt erfolgte
die Aktivierung der Hydroxylgruppe mit Thionylchlorid. Daftr wurde Verbindung 1
zunéachst in das Hydrochlorid-Salz tGberfuhrt. Dies diente einerseits einer erhdhten
Stabilitat bei langerer Aufbewahrung des Produktes und verbesserte andererseits
die Reinheit und Ausbeute bei der nachfolgenden Reaktion mit Thionylchlorid. Das
bei dieser Reaktion entstandene N-(3-Chlorpropyl)piperidin 2 konnte nach Um-
kristallisation in nahezu quantitativer Ausbeute erhalten werden. In der néachsten
Stufe wurden durch die Williamson-Ethersynthese (Williamson 1851) eine Reihe
para-substituierter Phenyl- bzw. Benzyl-Strukturelemente an das Chlorderivat 2
gekoppelt (Stark et al. 1998, Amon et al. 2007, von Coburg et al. 2009, Isensee et
al. 2009). Die so erhaltenen 1-(3-(4-substituierten Phenoxy)propyl)piperidin-
Derivate 3-10 konnten in guten Ausbeuten von 70-80% erhalten werden
(Abbildung 2.3).
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[::TH+ o ~"0H 0 [::T OH (ii) [::T cl
1 2

R

/@/R (il O,/\/\O/Q/
+ 2 _—

HO 3-10

Nr. 3 4 5 6 7 8

©

10

0
R AO )J\O/ )OJ\ ~SoH ~OH )J\OH ///N _NO,

Abb. 2.3: Synthese der 1-(3-(4-substituierten Phenoxy)propyl)piperidin-Derivate 3-

10. (i) K,COs, KI, abs. Aceton, Riickfluss, 24 h; (ii) 1. HCI in Isopropanol (2 M Lésung); 2. SOCI,,
abs. Toluol, 0 °C — 60 °C, 3 h; (iii) K,COs, KI, abs. Aceton, 1. Ruckfluss, 18-24 h — 2. 40 °C, 48 h.

Wahrend die Derivate 3-5 direkt fur folgende Kopplungsreaktionen genutzt werden
konnten, mussten die Ubrigen Derivate 6-10 zunachst weiter funktionalisiert
werden. Eine Ausnahme bildete das Derivat 9, welches sowohl in Form des Nitrils,
als auch in einer weiteren Funktionalisierung in Form des Anilins 14 (siehe

Abbildung 2.4) genutzt wurde.

Um die Alkohole 6 und 7 bzw. die Carbonséure 8 fur spatere Kopplungen nutzen
zu konnen, mussten die Hydroxyl- bzw. die Carboxylgruppe zunachst aktiviert
werden. Daher wurden diese mit Thionylchlorid in die entsprechenden Chloride
Uberfuhrt (Abbildung 2.4). Die Synthesen erfolgten analog zur Darstellung von
Verbindung 2. Auch hier gelang die Umsetzung in sehr guten Ausbeuten von 70
bis 95%.
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/Q/Q:OH @0|
/\/\O 0] OI/\/\O n

7(n=2) 11(n=1)
12(n=2)

O O

e o
8 13

Abb. 2.4: Synthese der Chlormethyl- bzw. Chlorethylphenoxy-Derivate 11 und 12

sowie der Benzoesaure 13. (i) SOCI,, abs. Toluol, 60 °C, 3 h; (ii) SOCI,, 60 °C, 3 h.

Durch eine weitere Funktionalisierung wurden Grundstruktur-Derivate mit einer
Aminofunktion hergestellt. Dazu wurde das Nitril 9 und die Nitroverbindung 10
durch katalytische Hydrierung in die entsprechenden Amine 14 und 15 Uberfihrt
(Abbildung 2.5). Beim Nitril 9 diente Raney-Nickel und bei der Nitroverbindung 10
Palladium-Kohle (Pd/C 10%) als Katalysator. Fir die katalytische Hydrierung mit
Raney-Nickel musste der Katalysator zuvor frisch hergestellt werden (Becker et al.
1993). Die Reduktionen zum Benzylamin 14 und Anilin 15 gelangen nahezu

quantitativ, beide Produkte wurden als Ol isoliert (Amon et al. 2007).

N

/©/ 0]
NO,
/©/ (ii)

9 14
O/\/\O O/\/\O
10 15
Abb. 2.5: Synthese der Amin-Derivate 14 und 15. (i) Raney-Nickel, MeOH (NHs-ges.),
5 bar H,-Druck, RT, 24 h; (ii) Pd/C (10%), MeOH, Eisessig, 2 bar H,-Druck, RT, 4 h.
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Zur spateren Darstellung des Moclobemid-Hybrids 17 (Kapitel 2.3.1), in dem die
Verknupfung der Pharmakophore Uber eine Amidgruppe erfolgte, war neben dem
3-Piperidin-1-ylpropan-1-ol 1 auch das 3-Piperidinopropan-1-amin 16 (Apelt et al.
2002) als aliphatischer Baustein notwendig (Abbildung 2.6).

O
COOH
O\IH . Br "N 0 O\I/\/\NHZ . ©:
o COOH

Piperidin N-(3-Brompropyl)phthalimid 16 Phthalsaure

Abb. 2.6: Synthese des 3-Piperidin-1-ylpropan-1-amins 16. (i) 1. K,COs; abs.
Acetonitril, Riuckfluss, 20 h; 2. HCI, Rickfluss, 20 h.

In Analogie zur Gabriel-Synthese (Gabriel 1887) wurde Piperidin mit N-(3-Brom-
propyl)phthalimid in Gegenwart eines Uberschusses an Base umgesetzt
(Abbildung 2.6). Nach Aufarbeitung des entstandenen N-Alkylphthalimids wurde
anschlieBend Uber Nacht sauer hydrolysiert (Apelt et al. 2002). Auf die milderen
Reaktionsbedingungen der Ing-Manske-Variante (Spaltung des N-substituierten
Phthalimids durch Hydrazinolyse; Ing und Manske 1926) wurde in diesem Fall
verzichtet. Die Substanz war unter den Bedingungen der sauren Hydrolyse stabil,
so dass auf den Einsatz des giftigen und als karzinogen eingestuften Hydrazins
verzichtet werden konnte. Im Zuge der sauren Hydrolyse fiel die Phthalsaure als
Nebenprodukt kristallin aus. Das gewiinschte Amin 16 liel3 sich nach Filtration und
Entfernen des Uberschissigen Lésungsmittels als Dihydrochlorid in einer guten

Ausbeute von 80% isolieren.

Mit dem Aufbau dieser Substanzbibliothek wurden verschieden funktionalisierte
Derivate des Histamin-Hsz-Pharmakophors bereit gestellt. Fir die anschlielRenden
Syntheseschritte zur Darstellung der finalen Histamin-Hs-Hybridliganden konnte
aus dieser Bibliothek dass jeweils geeignetste Derivat gewahlt werden, um einer
maoglichst effizienten Syntheseroute zu folgen. Die Verknipfung der beiden

Pharmakophore erfolgte hierbei tber Amid-, Amin- oder Esterbindungen.
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2.3 Synthese von Arzneistoff-Derivaten als Histamin-Hs-

Hybridliganden

2.3.1 Amide

Zunachst bestand Bedarf zu Uberprifen, ob die ausgewéhlte Leitstruktur fur die
geplanten Histamin-Hs-Hybridliganden geeignet ist oder ob einzelne Merkmale wie
die Etherverbriickung fur eine Affinitat am Histamin-Hs-Rezeptor notwendig sind.
Als geeignete Strategie erschien es daher, zunachst das Prinzip der integrierten
Hybride (siehe Kapitel 1.5) zu nutzen. Der hierfir gewéahlte Monoaminooxidase
Typ-A- (MAO-A)-Hemmer Moclobemid weist starke strukturelle Ahnlichkeiten mit
dem Histamin-Hs-Pharmakophor auf, besitzt statt eines Piperidinrings einen
Morpholinring und statt der Ether- eine Amidfunktionalitat (Abbildung 2.7). Das
daraus resultierende integrierte Hybrid 17 enthalt damit bedeutende
Strukturelemente beider Pharmakophore, dem Moclobemid und dem Histamin-Hs-
Pharmakophor. Die Substanz konnte durch Reaktion des Amins 16 mit para-

Chlorbenzoylchlorid erhalten werden (Abbildung 2.7).

Neben diesem integrierten Hybridliganden wurden weitere Amide als additive
Vertreter dargestellt. Dafiir wurden die Carbonsauren 8 und 18 mit Thionylchlorid
zu den entsprechenden Carbonsaurechloriden aktiviert und mit Nortriptylin zu den
Amiden 19 und 20 gekoppelt. Zudem wurde das Benzylamin 14 mit

Adamantancarbonsaurechlorid zum Amid 32 gekoppelt.

Cl
Hj}/@/ Moclobemid

o o

O

Cl
16 17

Abb. 2.7: Synthese des Moclobemid-Derivats 17. (i) 4-Chlorbenzoeséaurechlorid, TEA,
abs. DCM, RT, 18 h.
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Abb. 2.8: Synthese der Nortriptylin-Derivate 19 und 21 sowie des Adamantyl-
Derivats 32. (i) 1. abs. THF, SOCl,, 0 °C — 70 °C, 1,5 h; 2. abs. DCM, 0 °C — RT, 2 h (ii) TEA,
abs. DCM, RT, 20 h.

Da sich Nortriptylin und Amitriptylin lediglich durch eine Methylgruppe unter-
scheiden (siehe Abbildung 2.1), entsprechen die Amide 19 und 20 gleichzeitig
Amitriptylin- und Nortriptylin-Derivaten. Beide Strukturen wurden vor Beginn dieser
Arbeit in unserer Arbeitsgruppe von Apothekerin Claudia Hertzsch hergestellt und

freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

2.3.2 Amine

Wie bereits erwahnt, zeigen diaminische Histamin-Hs-Rezeptorliganden sehr gute
Bindungsaffinititen am Histamin-Hsz-Rezeptor. Um die Bedeutung des zweiten
basischen Amins auf die eigenen Strukturen der Histamin-Hs-Hybridliganden zu

untersuchen, eignete sich das Prinzip der ,verbundenen® bzw. ,aneinander
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gekoppelten® Hybrid-Liganden. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Histamin-

Hs-Hybridliganden synthetisiert, bei denen die histaminerge Leitruktur tber eine

Aminverbrickung mit den andersartigen Pharmakophoren verknipft wurde

(Abbildung 2.9).

/ Cl

\ Chlorpromazin

Chlorprothixen

»

Clozapin

\

N/\/\O)'LL

(ii)

)
W, o~

Nortriptylin

Maprotilin

Abb. 2.9: Synthese der Amine 21-25. (i) 1. ACE-CI, abs. DCE, Riickfluss, 24 h; 2. MeOH,
50 °C, 2 h; (i) 1. 3, abs. DCE, RT, 0,5-3,0 h; 2. NaBH(OAc);, RT, 18 h.
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Fur einen direkten Vergleich von Amid- und Aminfunktionalitdt wurde neben dem
Amid 20 (Nortriptylin-Derivat) das entsprechende Amin 21 durch reduktive
Aminierung von Nortriptylin und Aldehyd 3 dargestellt (Abbildung 2.9). Als
geeignetes Reduktionsmittel erwies sich fir diese Zwecke Natriumtriacetoxy-
borhydrid (von Coburg et al. 2009, Abdel-Magid et al. 1996, Abdel-Magid und
Mehrman 2006). Die Reaktion verlauft unter Wasserabspaltung zunachst tber die
Bildung einer intermediaren Schiff'schen Base, weshalb bei der Reaktion auf
wasserfreie Bedingungen zu achten war. Die Schiff’'sche Base wurde dann mit

Natriumtriacetoxyborhydrid zum Amin reduziert.

Auf gleiche Weise konnten durch reduktive Aminierung eine Reihe weiterer
Neuroleptika an das Histamin-Hs-Pharmakophor gekoppelt werden (Abbildung
2.9): die tri- bzw. tetrazyklischen Neuroleptika Chlorpromazin, Chlorprothixen und
Maprotilin sowie das atypische Neuroleptikum Clozapin. Die Strukturen stellen bis
auf Maprotilin tertidre Amine dar. Um sie fur die reduktive Aminierung zugéanglich
zu machen, mussten sie zuvor mit Hilfe von a-Chlorethylchlorformiat (ACE-CI)
demethyliert werden (Olofson et al. 1984, Pelander et al. 1997). Diese Methode ist
nicht nur auf N-Demethylierungen beschrankt sondern kann generell auf
N-Dealkylierungen ubertragen werden, wobei je nach Reaktion eine Reihe
verschiedener Dealkylierungsreaganzien vom Chlorformiat-Typ zur Verfligung
stehen (Cooley und Evain 1989).

Die N-Demethylierung ist in Abbildung 2.10 am Beispiel von Chlorpromazin A
dargestellt. Bei diesem zweistufigen Mechanismus greift das tertiare Amin A das
ACE-CI nukleophil an, wodurch zunachst das quartare Carbamatsalz B gebildet
wird. Dies reagiert anschlieend durch Abspaltung von Chlormethan zum
Carbamat C, welches nach Entfernung des Lo6sungsmittels in Methanol
aufgenommen und durch Alkoholyse gespalten wird. Neben dem sekundéaren
Amin D werden dabei die flichtigen Nebenprodukte Kohlendioxid und
Dimethylacetal gebildet, die durch Einengen im Vakuum leicht entfernt werden

konnen.
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Abb. 2.10: Mechanismus der N-Demethylierung mit ACE-CI am Beispiel von
Chlorpromazin A (Olofson et al. 1984).

Neben den bisher beschriebenen Strukturelementen waren auch SSRI geeignete
Arzneistoffe fir den Einsatz als ,Nicht-Hz“-Pharmakophore. Fir diese Arbeit
wurden die SSRI Fluovoxamin, Fluoxetin und Paroxetin ausgewahlt, welche
primare bzw. sekundare Amine darstellen. Im Gegensatz zu einigen der zuvor
beschriebenen Neuroleptika-Hybride war es daher madglich, die Verbindungen
ohne den Zwischenschritt der N-Demethylierung an die Grundstruktur des
Histamin-Hs-Pharmakophors zu koppeln (Abbildung 2.11). Fluovoxamin, Fluoxetin
und Paroxetin wurden daher durch reduktive Aminierung direkt mit dem Aldehyd 3
zu den entsprechenden Hybridliganden 28-30 umgesetzt. Anschlie3end erfolgte
eine rotationschromatographische Aufreinigung der Substanzen. Die finalen

Ausbeuten der analytisch reinen Endverbindungen betrugen 6-10%.

Um neben Clozapin (siehe Abbildung 2.9) eine weiteres equivalentes Piperazin-
Derivat zu testen, wurde auch Ciprofloxacin, ein Antibiotikum aus der Gruppe der

Fluorchinolone, an die Grundstruktur des Histamin-Hs-Pharmakophors gekoppelt.
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Abb. 2.11: Reduktive Aminierung zur Synthese der SSRI-Derivate 28-30, des
Ciprofloxacin-Derivats 31 sowie des Adamantyl-Derivats 33 und Tropan-Derivats

34. (i) 1. 3, abs. DCE, RT, 0,5-3,0 h; 2. NaBH(OAC)s, RT, 18 h.
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Durch das sekundare Amin des monosubstituierten Piperazinrings konnte das
entsprechende Ciprofloxacin-Hybrid 31 erneut durch reduktive Aminierung mit
dem Aldehyd 3 erhalten werden (Abbildung 2.11). Da Ciprofloxacin zudem eine
freie Carboxylgruppe besitzt, und bisher nur Arzneistoffe mit basischen
Funktionalitédten betrachtet wurden, war das Hybrid 31 besonders interessant, um
den Einfluss freier Sauregruppen auf das Bindungsverhalten am Histamin-Hs-

Rezeptor zu prifen.

Neben diesen Arzneistoffen wurde auch Adamantan als Strukturelement des
NMDA-Antagonisten Memantin (Antidementivum) bzw. Tropan als Strukturelement
von Dopamin-Transportern (wie z. B. Kokain) als Kopplungspartner verwendet.
Fur die Synthesen der entsprechenden Hybridliganden 33 und 34 wurden
Adamantylmethanamin bzw. endo-Nortropin verwendet, welche durch reduktive

Aminierung mit dem Aldehyd 3 gekoppelt wurden (Abbildung 2.11).

2.3.3 Carbonyle

Bei den zuvor dargestellten Hybriden wurden die unterschiedlichen
Pharmakophore uber eine Amid- bzw. Aminfunktionalitdt aneinander gekoppelt.
Interessant war aber auch zu klaren, inwiefern sich eine sauerstoffhaltige
Funktionalitat als Linkerelement (Verbrickung) zwischen den beiden aneinander-
gekoppelten Pharmakophoren auf die Bindungsaffinitat der Hybridliganden am
Histamin-Hs-Rezeptor auswirkt. Daher wurde der Einfluss einer Ester- und
Ketogruppe auf die Bindungsaffinitat hybrider Histamin-Hs-Rezeptorliganden
untersucht. Hierfir erwiesen sich die beiden Neuroleptika Fluphenazin und
Melperon als geeignete Substanzen. Als primérer Alkohol reagierte Fluphenazin
mit dem S&urechlorid 13 und ermdglichte so eine schnelle Kopplung zum
Fluphenazin-Hybrid 27 (Abbildung 2.12), dessen finale Ausbeute 25% betrug.
Beim Melperon-Hybrid 26 stellte das 3-Piperidin-1-ylpropan-1-ol 1 den primaren
Alkohol, welches mit dem Fluor-substituierten Aromaten von Melperon in einer
nukleophilen, aromatischen Substitution reagierte. Die Substanz wurde

anschlie3end rotationschromatographisch aufgereinigt.
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Die finale Ausbeute der analytisch sauberen Verbindung lag unter 10%. Die lange
Reaktionszeit und die schlechte Ausbeute sind vermutlich auf die geringe Aktivitat

des para-Fluor-substituierten Aromaten zuriickzufthren.
O N

/@/U\/\/Q 0 N
F Melperon
(ii)

O\I/\/\O
26

'
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8 27
Fluphenazin

Abb. 2.12: Synthese des Melperon-Derivats 26 und des Fluphenazin-Derivats 27.
(i) NaH, TBAI, 15-Krone-5, abs. DMF, 40 °C, 3 h; (ii) Zugabe Melperon, 70 °C, 36 h; (iii)) 13, THF,
0°C —->RT,1h.

2.4 Synthese weiterer Histamin-Hs-Hybridliganden

Neben den bisher beschriebenen Arzneistoff-Derivaten wurden verschiedene
andere Pharmkaphore als ,Nicht“-Hs-Strukturelemente gekoppelt. Dabei wurde
sowohl der Einfluss von basischen wie sauren funktionellen Gruppen untersucht.
Einige der entsprechenden Hybridliganden wurden dabei durch den Einsatz der

Mikrowellensynthese dargestellt.

2.4.1 Grundlagen der Mikrowellensynthese

Seit ihren Anfangen in den 80er-Jahren (Giguere et al. 1986, Gedye et al. 1986)
sto3t die Mikrowellensynthese auf grol3es Interesse und hat sich mittlerweile zu
einem etablierten Standard in der praparativen organischen Synthese entwickelt,

sowohl im akademischen wie auch im industriellen Umfeld.
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Klassischerweise werden Substanzgemische in organischen Reaktionen durch
eine externe Warmequelle (z. B. Olbad) erhitzt. Hierbei besitzt das Reaktions-
gefalR eine hoéhere Temperatur als das Reaktionsgemisch im Inneren und die
Warme wird aufgrund der Leitfahigkeit der verschiedenen Materialien transportiert.
Diese Art von Warmetransport ist jedoch eine vergleichsweise langsame und
ineffiziente Methode, um Substanzgemische zu erhitzen bzw. ihnen Energie
zuzufuhren. Im Gegensatz dazu erfolgt die Energiezufuhr bei Mikrowellen-
bestrahlung (Frequenzbereich 0,3-300 GHz bzw. Wellenlangen von 1 cm bis 1 m)
durch Anregung von polaren Molekilen (z. B. Ldsungsmittel, Reagenzien,
Katalysatoren) im Reaktionsgemisch. Es besteht also eine direkte Kopplung
zwischen der Mikrowellenenergie und dem Reaktionsgemisch, die Uber die
Dielektrizitatskonstanten der beteiligten Ldsungsmittel und Reaktionspartner,
deren Leitfahigkeit sowie Fahigkeit vermittelt wird, die absorbierte
Mikrowellenenergie in Warme umzuwandeln. Dabei absorbiert das Material umso
mehr Strahlung, je héher dessen Polaritat ist. Unter Mikrowelleneinstrahlung kann
es zum sogenannten ,superheating effect* kommen, bei dem das Ldésungsmittel
deutlich Uberhitzt und somit der Energieeintrag in den Reaktionsansatz wesentlich
erhoht ist (De La Hoz et al. 2005, Gabriel et al. 1998).

Der Einsatz der Mikrowellensynthese kann zu hoheren Ausbeuten, weniger
Nebenprodukten und einer deutlichen Minderung der Reaktionszeiten fuhren,
welche oft im Sekundenbereich liegen. Dies erleichtert nicht nur die Synthese und
Aufreinigung vieler Substanzen, sondern spart auch Ressourcen, da die bendtigen
Losungsmittelmengen minimiert werden kénnen (Alcazar et al. 2007, Kappe und
Dallinger 2006). Die Abbildung 2.13 zeigt ein Mikrowellengerat, wie es fur diese

Arbeit verwendet wurde.

Abb. 2.13: Mikrowellengeréat der Firma Biotage (www.Biotage.com).
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2.4.2 Guanidin- und Amidin-Derivate

Guanidin, das Iminoderivat des Harnstoffs, kann als Amidin der Carbamidsaure
aufgefasst werden, deren Stickstoffatome p-Donor- (sp? Stickstoff) und =-
Akzeptor-Eigenschaften verbinden. Bedingt durch die Bildung eines stark
mesomeriestabilisierten Kations (Guanidinium-lon), weisen Guanidine eine extrem
hohe Basizitat auf (pKg-Wert Guanidin = 0,35) und werden daher auch als
,organische Superbasen® bezeichnet. Zudem zeichnen sie sich durch eine grofe
Hydrophilie aus, die in ihrer Polaritat und der Fahigkeit, Wasserstoffbriicken-
bindungen zu bilden, begriindet liegt. Eine gute Ubersicht iber den Einsatz von
Guanidinen in der organischen Synthese als starke, sterisch anspruchsvolle und
nicht nukleophile Neutralbasen wurde vor wenigen Jahren publiziert (Ishikawa und
Kumamoto 2006). DarlUber hinaus stellen funktionalisierte Guanidine auch
wichtige Strukturelemente fur verschiedene Naturstoffe dar, wie z.B. die
proteinogenen Aminosauren Arginin oder Kreatin. Unter physiologischen
Bedingungen liegen Guanidine vollstandig protoniert vor, was fur die spezifische

Ligand-Rezeptor-Interaktion von entscheidender Bedeutung ist.

Die beschriebenen Eigenschaften machen Guanidin- bzw. Amidinderivate zu
interessanten Pharmakophoren, die als Strukturelemente in Histamin-Hs-
Rezeptorliganden zu zuséatzlichen therapeutischen Effekten fihren kénnen. Um
den Effekt verschiedener Guanidin-Derivate als Strukturelemente in Histamin-Hs-
Hybridliganden auf das Bindungsverhalten am Histamin-Hs-Rezeptor zu
untersuchen, wurden die offenkettigen Derivate 35-37 synthetisiert (Abbildung
2.14). Ausgehend vom Hydrazid 35 wurde die Basizitat Gber das Acylguanidin 36
zum Aminoguanidin 37 schrittweise erhoht, bzw. die pKg-Werte von 11 beim
Hydrazid auf 7,1 beim Acylguandinin bzw. 5,3 beim Aminoguanidin gesenkt. Die
angegebenen pKg-Werte wurden mit Hilfe der Software ALOGPS 2.1 (Tetko et al.
2005) oder ACD/I-Lab 8.02 (ACD, Inc.) ermittelt. Um auch Erkenntnisse daruber
zu erlangen, inwiefern neben der Basizitdt auch die Position bzw. die sterische
Anordnung der Amidin- bzw. Guanidingruppen eine Bedeutung fir das
Bindungsverhalten am Histamin-Hs-Rezeptor hat, wurden verschiedene zyklische
Derivate synthetisiert. Das entsprechende Oxadiazol 39, das Triazol 41 und das

Piperazinylpyridin 43 sind ebenfalls in Abbildung 2.14 dargestellt.
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Abb. 2.14: Strukturen und pKg-Werte der Guanidin- und Amidin-Derivate 36, 37,
41, 43 sowie das Benzhydrazid 35 und das 1,3,4-Oxadiazol 39.

Zunachst wurde das Hydrazid-Derivat 35 hergestellt (Abbildung 2.15). Bei der
Synthese dieser Verbindung wurde der Nutzen der Mikrowellensynthese im
Vergleich zur klassischen, nasschemischen Methode ,im Kolben® getestet. Fur die
klassische Methode reagierte der Ester 4 mit Hydrazinmonohydrat fur 2,5 Stunden
bei 130 °C, alternativ wurden beide Substanzen auch in der Mikrowelle bei 190 °C
zur Reaktion gebracht (Peng und Song 2001). Die Reaktionszeit belief sich hierbei
auf drei Minuten. Im Ergebnis verlief die Synthese des gewtinschten Hydrazids 35
in der Mikrowelle im Vergleich zur klassischen Methode mit deutlich besserer
Ausbeute (56% versus 36%), zudem konnte die Reaktionszeit von wenigen
Stunden auf drei Minuten verkurzt werden. Die Mikrowellensynthese stellt hierbei

also eine Uberlegene Methode dar.

Ausgehend vom Hydrazid 35 wurden weitere Aminogruppen in die Struktur
eingefuhrt und das Acylguanidin 36 sowie das Aminoguanidin 37 gebildet.
Ausgangsprodukt fur die Synthese des Acylguanidins 36 war der Ester 4, welcher
mit Guanidin fur mehrere Stunden in DMF gerUhrt wurde. Danach wurde die
Acylgruppe in Verbindung 36 durch eine weitere Aminogruppe ersetzt, was durch

die Darstellung des Aminoguanidins 37 erfolgte (Abbildung 2.15).
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Abb. 2.15: Synthese des Hydrazids 35 und der Guanidin-Derivate 36, 37. (i)
Hydrazinmonohydrat, 130 °C, 2,5 h; (ii) Hydrazinmonohydrat, 190 °C, v (300 W), 3 min; (iii)
Guanidin-Hydrochlorid, Kalium tert-Butanolat, abs. DMF, 1. 50 °C, 3 h, 2. RT, 18 h; (iv)
Aminoguanidin, HCI (konz.)/Wasser (1:1), EtOH, Ruckfluss, 6 h; (v) Aminoguanidin, HCI
(konz.)/Wasser (1:1), EtOH, 160 °C, v (55 W), 5 min.

Dafur wurde die Synthese zunachst wie bei Fukumoto beschrieben durchgefihrt
(Fukumoto et al. 2002), nach der das Keton 5 fur mehere Stunden mit
Aminoguanidin in einer salzsauren Ethanol-Lésung reagierte. Diese Methode war
allerdings nicht erfolgreich, da keine Produktbildung erkennbar war. Als gute
Alternative erschien die Synthese in der Mikrowelle. Da sich in der Literatur keine
enstprechende Synthesevorschrift fand, wurden die vorherigen Reaktions-
bedingungen auf die Mikrowelle Ubertragen. Zu diesem Zweck wurden die
Reagenzien beibehalten, lediglich die Losungsmittelmenge wurde den An-
forderungen der Mikrowellensynthese angepasst und dadurch minimiert. Trotz
einer unvollstandigen Umsetzung der Edukte (Aminoguanidin und Keton 5) konnte
das gewilnschte Aminoguanidin 37 nach Aufarbeitung und Ausféllung noch in
einer Ausbeute von 23% erhalten werden. Wie beim Hydrazid 35 stellte sich hier
die Synthese in der Mikrowelle als Uberlegene Methode heraus. Die Guanidin-
Derivate 36 und 37 konnten aufgrund ihrer charakteristischen Eigenschaften
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weder saulen- noch rotationschromatografisch aufgereinigt werden. Stattdessen
gelang eine erfolgreiche Aufreinigung durch fraktionierte Kristallisation.

Daneben wurde auch untersucht, inwieweit eine Rigidisierung der Guanidin- bzw.
Amidinstrukturen durch Zyklisierungen zu verénderten Bindungsaffinititen am
Histamin-Hs-Rezeptor fihrt. Zu diesem Zweck wurden das 1,3,4-Oxadiazol 39,
das 1,2,4-Triazol 41 und das Piperazinylpyridin 43 synthetisiert. Fur die
Darstellung von 39 wurde das Hydrazid 35 durch Mikrowellensynthese in das
Benzoylbenzhydrazid 38 Uberfihrt, welches dann mit Phosphorylchlorid zum
1,3,4-Oxadiazol-Derivat 39 reagierte (Abbildung 2.16).
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Abb. 2.16: Synthese des 1,3,4-Oxadiazols 39. (i) Benzoylichlorid, TEA, abs. DCM,
180 °C, v (300 W), 2 min; (ii) POCls, 0 °C — Riickfluss, 1,5 h.

Eine schnelle und effiziente Darstellung eines anderen basischen Heterozyklus
war die Synthese des Cyclopentylamidins 40 (de la Hoz et al. 2006). Hierbei stellte
das Nitril-Derivat 9 das Edukt dar, welches mit Diaminoethan und elementarem
Schwefel als Katalysator in der Mikrowelle zum gewiinschten Produkt reagierte.
Durch Ausrihren in Wasser konnte das Produkt aufgearbeitet und von
Nebenprodukten getrennt werden, so dass das Imidazolin 40 in guter Ausbeute
von 70% isoliert werden konnte (Abbildung 2.17). Der genaue Mechanismus der
Schwefel-Katalyse ist derzeit noch unklar. Man vermutet aber, dass Schwefel und

Nitril zunachst ein Thioamid bilden, welches anschlieRend mit Ethylendiamin
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reagiert. Unter Elimination von Hydrogensulfid und Ammoniak bildet sich
schlie8lich das 2-substituierte Imidazolin 40 (Mohammadpoor-Baltrok und
Abdollahi-Alibeik 2003).

Abb. 2.17: Synthese des Benzamidins 40 und des 1,2,4-Triazol-Derivats 41. (i)
Schwefel, 110 °C, v (30 W), 0,5 h; (i) n-Butanol, K,CO3, 150 °C, v (35 W), 10 h.

In einer weiteren Verbindung wurde der Sauerstoff gegen Stickstoff ausgetauscht,
was zum 1,2 4-Triazol-Derivat 41 fihrte (Abbildung 2.17). Auch bei diesem
Heterozyklus erfolgte die Synthese in der Mikrowelle, wobei das Nitril 9 und
Benzhydrazid in einer basenkatalysierten Reaktion zum gewinschten Produkt
reagierten. Klassischerweise werden Triazole durch Kondensation von Nitril- und
Hydrazid-Derivaten hergestellt, wobei das Hydrazid dazu Ublicherweise in einer
Pinner-Reaktion (March 1985) in ein Imidat oder in einer Pellizari-Reaktion in ein
Thioamid (Potts 1961) uberfihrt und damit aktiviert wird. Bei diesen zweistufigen
Synthesen sind aber oft hohe Temperaturen und lange Reaktionszeiten flr eine
ausreichende Umsetzung der Edukte erforderlich, was sich meist in relativ
schlechten Ausbeuten widerspiegelt. Daher wurde die Synthese des Triazols in
einer einstufigen Mikrowellensynthese nach Yeung et al. durchgefiihrt (Yeung et
al. 2005). Bei dieser Methode war eine fur die Mikrowellensynthese

ungewdhnliche lange Reaktionszeit von 10 h notwendig.
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Eine chemisch interessante Reaktion stellt die Synthese des Pyridin-2-ylpiperazin-
Derivats 43 dar (Abbildung 2.18). Dazu musste aus 1-Chlorpyridin und Mono-tert-
Butyloxycarbonyl (Boc)-geschitztem Piperazin (Boc-Piperazin) zunachst das
1-(Piperazin-2-yl)pyridin 42 in einer Kkatalysierten Reaktion (C-N-Bindungs-
knipfung) hergestellt werden. Als Katalysator diente eine 1:1-Mischung aus
Bis(dibenzylidenaceton)palladium Pd(dba), und dem als Carbenprecursor
fungierenden  1,3-Bis(2,6-diisopropylphenyl)imidazoliumchlorid  DIPIC. Das
Imidazoliumsalz wird dabei mit Hilfe von Kalium tert-Butanolat in situ zum freien
N-heterozyklischen Carben deprotoniert und fungiert als starker o-Donor. Es folgt
die Verdrdngung der dba-Liganden am Palladium und Bildung des aktivierten
Katalysator-Systems (siehe Abbildungen 2.18 und 2.19).

T O, .
s OMO@Q b

N ol H (i) 42 43
-0
N

Boc

o

A
e A

Pd(dba), + DIPIC

Boc = tert-Butyloxycarbonyl

dba = Dibenzylidenaceton
DIPIC = 1,3-Bis(2,6-diisopropylphenyl)imidazoliumchlorid

Abb. 2.18: Synthese des Pyridin-2-ylpiperazin-Derivats 43. (i) Pd(dba),, DIPIC, Kalium
tert-Butanolat, Dioxan, 80 °C, 4 h; (ii) abs. Dioxan, 100 °C, 24 h (iii) 1. Kalium tert-butanolat, DME,
50 °C, 4 h; 2. 5 M HCIl in Isopropanol, RT, 30 min; (iv) 1. 3, abs. DCE, RT, 3,0 h; 2. NaBH(OACc)s,
RT, 18 h.

In einer ersten Methode wurde der Katalysator mit 1-Chlorpiperidin und Boc-
Piperazin nach Navarro et al. bzw. Stauffer et al. (Navarro et al. 2004, Stauffer et
al. 2000) umgesetzt (Abbildung 2.18 (i)). Allerdings konnte auch bei erhohter

Temperatur und verlangerter Reaktionszeit keine Umsetzung in der DC-Kontrolle
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detektiert werden. Eine Literaturrecherche ergab, dass im Gegensatz zu den zuvor
genutzten Vorschriften unter Umstdnden eine vorgeschaltete Reaktion benotigt
wird, bei der die beiden Bestandteile des Katalysators zunachst in ein aktiviertes
Intermediat Gberfuhrt werden missen (Marion et al. 2006). Die so abgewandelten
Reaktionsbedingungen (Abbildung 2.18 (i) und (iii)) mit anschlieRender Boc-
Entschitzung des Amins (Stahl et al. 1978) fuhrten schlief3lich zur quantitativen
Umsetzung und zur Bildung des 1-(Piperazin-2-yl)pyridins 42. Verbindung 42
konnte anschlieRend mit dem Aldehyd 3 reduktiv aminiert und das Endprodukt 43

isoliert werden.

Bei der hier eingesetzten Reaktion handelt es sich um eine Palladium-katalysierte
Kreuzkopplung, die in den letzten Jahren zu einem unverzichtbaren Werkzeug der
C-Heteroatom- und C-C-Bindungskniupfung geworden ist (Tsuji 1998, de Meijerer
und Diedrich 2004). Der Verlauf dieser C-N-Kopplung ahnelt in vielen
Gesichtspunkten den Palladium-katalysierten C-C-Kopplungen der Heck-, Suzuki-
oder Stille-Reaktion (Wolfe und Buchwald 2000). Im Gegensatz zu diesen
Kopplungen ist hier der geschwindigkeitsbestimmende Schritt nicht die oxidative
Bildung des Organometall(ll)-Halogenkomplexes, sondern die reduktive
Eliminierung des gekoppelten Amins (Barafio und Hartwig 1995, Hartwig et al.
1996). Entscheidenden Einfluss auf den Erfolg der Reaktionen haben die an das
katalytisch aktive Pd(0) gebundenen Liganden. Wie bei anderen Pd-katalysierten
Reaktionen wird auch bei C-N-Kopplungsreaktionen eine absteigende Reaktivitat
der eingesetzten Arylhalogenide beobachtet. Wahrend die Reaktion mit Chlor-
substituierten Aromaten schwierig ist, verlaufen solche mit Brom- und lod-
substituierten Aromaten in guten Ausbeuten (Hamann und Hartwig 1998). Der
Katalysemechanismus der hier verwendeten Buchwald-Hartwig-Aminierung
inaktiver Aromaten ist in Abbildung 2.19 dargestellt (Wolfe und Buchwald 2000,
Weigl 2006).

Dem Katalysezyklus vorgeschaltet ist die Darstellung des eigentlichen
Katalysators, welcher durch Reaktion der elektronenreichen Carbenvorstufe
(DIPIC) und der Palladiumspezies (Pd(dba);) dargestellt wird. Durch
Deprotonierung des Imidazoliumsalzes mit Hilfe von Kalium tert-Butanolat wird
das freie Carben gebildet, welches einen (dba)-Liganden am Palladium verdrangt.

Im Anschluss erfolgt die erneute Dissoziation eines Liganden zur Bildung des Pd-
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Komplexes A. Bis zu diesem Schritt liegt das Palladium in der Oxidationsstufe (0)
vor. Nun beginnt der eigentliche Katalysekreislauf mit der oxidativen Addition des
Arylhalogenids an den Pd(0)-Komplex A, wodurch Pd(Il) entsteht.

Pd,(dba), + L — L— Pd— L
g J

Y
Katalysator-Vorstufe

Addition

E
A
L— Pd
reduktive Eliminierung )/> %' oxidative

D

A
KX, HO-t-Bu ’%\ L ()0 AT NHR,

Pd

X = Halogenid; L = Ligand (Carben)

Abb. 2.19: Mechanismus der Hartwig-Buchwald-Reaktion am Beispiel der

Aminierung (geandert nach Wolfe und Buchwald 2000 sowie Weigl 2006).

Das Amin koordiniert an das Metall des entstandenen Pd(ll)-Komplexes B,
wodurch Komplex C gebildet wird. Das Kalium tert-Butanolat abstrahiert nun das
Halogenid (Bildung von Kaliumhalogenid) sowie ein Proton des Amins, wobei tert-
Butanol und der Amidoligand-Komplex D gebildet werden. Die reduktive
Eliminierung fuhrt letztendlich zum Arylamin E und regeneriert den Katalysator. In
der Abbildung 2.19 nicht dargestellt ist die alternative Mdoglichkeit, dass die
Reaktion auch Uber einen tert-Butoxid-Komplex verlaufen kann (Wolfe und
Buchwald 2000, Hartwig et al. 1996).
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2.4.3 Tyrosin-Derivate

Tyrosin ist eine aromatische Aminosaure und bildet im Rahmen der
Catecholaminsynthese den Ausgangsstoff fir Dopamin (siehe dazu auch Kapitel
3.3.3). Es bildet daher ein interessantes Pharmakophor fur die Kombination mit
Histamin-Hs-Rezeptorliganden und einer damit einhergehenden Bildung von
Hybridliganden.

Bedingt durch das phenolische Strukturelement wurde fur die Darstellung dieser
Hybridliganden das Prinzip der integrierten Hybride gewéhlt. Dabei wurde das
1-(3-Chlorpropyl)piperidin 2 mit dem Ester- und Boc-geschiitzten Tyrosinderivat
gekoppelt, wobei sich das Tyrosinderivat 44 bildete (Abbildung 2.20). Um den
Einfluss der basischen Aminogruppe zu Uberprifen, wurde zusatzlich das
Tyrosinderivat 44 mit Hilfe von Trifluoressigsaure Boc-entschitzt und so das freie,
primare Amin 45 erhalten (Dellaria et al. 1994, Vaz et al. 2003). Die Synthesen

gelangen hierbei in guten Ausbeuten von 80-100%.

N O
o PR
O\l/\/\CIJr/@/I\[O]/KLO/\/\O OCl)

5 HO O Cl) a4
(i)
/@/INHZ
Saside

4

5

Abb. 2.20: Synthese der L-Tyrosin-Derivate 44 und 45. (i) Kl, K,COs, abs. Aceton, RT,
2,5 Tage,; (ii) Trifluoressigsaure/DCM (1:1), 1. 0 °C, 15 min, 2. RT, 60 min.

2.4.4 Schwefelhaltige N-Heterozyklen

Funfgliedrige, schwefelhaltige N-Heterozyklen stellen aufgrund ihrer grof3en
Strukturvielfalt und dem breiten Spektrum biologischer Aktivitaten essenzielle

Strukturelemente vieler Natur- und Arzneistoffe dar. Deshalb spielen sie auch in
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der pharmazeutischen Chemie eine wichtige Rolle. Diverse Artikel bieten einen
guten Uberblick tber die verschiedenen Strukturklassen der schwefelhaltigen
N-Heterozyklen (Gaumont et al. 2009, de Souza 2005, Kikelj und Urleb 2002,
Wilkins und Bradley 2002).

2.4.4.1 Thiazolidindion- und Rhodanin-Derivate

In der Arzneistoffentwicklung finden Thiazolidindione (TZDs, Glitazone) bereits als
Liganden des Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptors (PPAR) eine breite
Anwendung. Mit dem charakteristischen Strukturmotiv des 2,4-Thiazolidindions
stellen diese Verbindungen den prominentesten Vertreter der PPAR-Liganden dar
(Ramachandran et al. 2006). Der Austausch einer Ketofunktion gegen eine
Thioketofunktion  fihrt zu  weiteren Derivaten, den Rhodaninen

(Thioxothiazolidindione).

In der vorliegenden Arbeit konnten Thiazolidindion und Rhodanin durch
Knoevenagel-Kondensation mit dem Aldehyd 3 (Abbildung 2.21) mit einer
Ausbeute von 46 bzw. 41% zum Benzyliden-2,4-thiazolidindion-Derivat 46 bzw.
zum 5-Benzyliden-thioxothiazolidindion-Derivat 47 gekoppelt werden (Lee et al.
2005, Chittiboyina et al. 2006, Ahn et al. 2006). In Bezug auf die Stereochemie der
exozyklischen Doppelbindung beider Verbindungen bildet sich ausschlie3lich die
(2)-Konfiguration, was durch den hohen Grad an thermodynamischer Stabilitat
dieser Konfiguration bedingt ist (Momose et al. 1991, Bruno et al. 2002, Xia et al.
2009). Die Produkte 46 und 47 schieden sich als gelbe bzw. orange-braune
Feststoffe ab. Die Aufreinigung, Analytik sowie spéatere biologische Testung
erwiesen sich auf Grund extrem schlechter Loslichkeiten als schwierig, was
wahrscheinlich darauf zurlckzufuhren ist, dass die Produkte gleichermal3en

basische wie saure Strukturelemente beinhalten.

Die ungesattigten Produkte wurden durch katalytische Hydrierung weiter reduziert.
Mit Hilfe von Palladiumhydroxid Pd(OH),/C (20%), dem ,Pearlman-Katalysator®,
gelang die Reduktion von 46 in guter Ausbeute von 67%. Im Gegensatz zur
Literaturangabe war die Reduktion bei Raumtemperatur (Lee et al. 2005)

allerdings nicht erfolgreich, hier konnte auch nach mehreren Tagen keine
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Umsetzung detektiert werden. Alternativ wurde die Reaktionstemperatur daher
sukzessive erhoht, bis sich eine Temperatur von 60 °C fir eine erfolgreiche
Synthese letztendlich als geeignet herausstellte. Verbindung 48 wies gute
Loslichkeiten in gangigen, polaren Lésungsmitteln wie Methanol, Dimethylsulfoxid

oder Wasser auf.

7 O
/@Ao . f(NH /©/\((NH
O\l/\/\o S\<R (i) O\l/\/\o S\<R
3 R = O Thiazolidindion _ _
R =S Rhodanin 46 (R=0) 47(R=Y9)
(i) (ii) 0. (iii)
/
4 7
\j o

l O
Q 48 ° Q 4 )

9

Abb. 2.21: Synthese der Thiazolidindion- und Rhodanin-Derivate 46-49. (i) Piperidin,
Eisessig, Toluol, Rickfluss, 6 h; (i) Pd(OH),/C (20%), abs. THF, H, (4 bar), 60 °C, 48 h; (iii) Pd/C
(10%), abs. MeOH, H, (5 bar), RT bis 70 °C, 5 h bis 5 Tage.

Die entsprechende Reduktion des Rhodanin-Derivats zur gesattigten Verbindung
49 gelang im Gegensatz dazu nicht (siehe Abbildung 2.21), wobei verschiedene in
der Literatur angegebenen Katalysatoren (Pd/C (10%) und Pd(OH),/C (20%)) und
Reaktionsbedingungen (Reaktionszeiten bis zu 5 Tagen, Reaktionstemperaturen
bis zu 70 °C) ausgetestet wurden (Madhavan et al. 2006, Lee et al. 2005). In
keinem der Ansétze konnte allerdings eine effiziente Umsetzung detektiert
werden, stattdessen wurde lediglich die Bildung diverser Zerfallsprodukte
beobachtet. Als Ursachen kommen die schlechte Ldslichkeit des Edukts 47 und
die fur Schwefelverbindungen bekannte Eigenschaft, als Katalysatorgift zu

fungieren, in Frage.
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2.4.4.2 Thiazolidin-Derivate

Neben Thiazolidindionen sind auch Thiazolidine schwefelhaltige Heterozyklen und
konnen durch Reaktion und Ringschluss von Benzaldehyd mit Cystein erhalten
werden. Fir die Synthese der Cysteinderivate (Abbildung 2.22) wurde der Aldehyd
3 direkt mit L-Cystein und mit L-Cysteincarbonsauremethylester zu den (4R)-Thia-
zolidincarbonsaure Derivaten 50 und 51 umgesetzt (verandert nach Li et al. 2008,

Onen et al. 2008). Nach Aufarbeitung und Aufreinigung wurden beide

/@/Sg}-coowg
H
Sha

/@AO 50
"0

) I d~coor
Q ° M Owoﬁ H

51

Verbindungen mit 28% bzw. 29% Ausbeute erhalten.

Abb. 2.22: Synthese der Thiazolidin-Derivate 50 und 51. (i) L-Cystein-

carbonsauremethylester, Wasser, EtOH, 1. RT, 3 h 2; 4 °C, 18 h; (ii) L-Cystein, Wasser, EtOH, 1.
RT,3 h;2.4°C, 18 h.

Wie in Abbildung 2.23 gezeigt, sind die C(2)-monosubstiutierten 4-Thiazolidin-
carbonsaure-Derivate 50 und 51 C(2)-Diastereomere, die Uber [B-Mercapto-
Schiff'sche Basen miteinander in einem von pH-Wert und L3sungsmittel
abhangigen Gleichgewicht stehen (Somogyi 1985). Die saurekatalysierte
Epimerisierung ist am Beispiel des Thiazolidin-4-carbonsauremethylesters 50 in
Abbildung 2.23 dargestellt (Szilagyi und Gyoérgydeak 1979, Nagasawa et al.
1982). Wahrend sich die beiden Diastereomere der 4-Thiazolidincarbonséure
Derivate bekanntermalR3en (Whitehouse et al. 2006, Khan et al. 2006) auch in den
NMR-Spektren von 50 und 51 widerspiegeln (siehe Experimenteller Teil), ist die
Zwischenstufe wegen ihrer geringen Konzentration nur in vereinzelten Fallen

nachzuweisen (Somogyi 1985).
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Abb. 2.23: Saurekatalysierte Epimerisierung an C(2) bei 2-monosubstituierten
(4R)-Thiazolidincarbonséure-Derivaten am Beispiel des Thiazolidin-4-carbon-

sauremethylesters 50.

2.5 Thiazole — Variation der Leitstruktur

Die bisher beschriebenen Histamin-Hsz-Rezeptorliganden basierten alle auf der
Grundstruktur des Histamin-Hsz-Pharmakophors 1-(3-Phenoxypropyl)piperidin
aufgebaut. Daneben sind diverse andere Strukturklassen bekannt, in denen
sowohl durch Variation der Piperidinstruktur als auch des aromatischen Zentrums
hochpotente Histamin-Hsz-Rezeptorliganden entwickelt wurden (Celanire et al.
2009). Aus vorhergegangenen Ergebnissen in unserem Arbeitskreis (Saur 2007)
wurde die Verbindung ST-879 (Abbildung 2.24) als potenter Histamin-Hs-
Rezeptorligand identifiziert (siehe Kapitel 3.4).

4 )
{0
O /\/\o
ST-879 -

Abb. 2.24: Struktur von Verbindung ST-879.

Darauf basierend wurde einerseits die N-Propoxypiperidin-Struktur variiert,
andererseits das zweite basische, alkylsubstitutierte Amin der Seitenkette in das

Ringsystem eingebaut. Durch weiteren Austausch dieser Aminogruppe gegen den
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polaren, nicht basischen Sauerstoff bzw. gegen die unpolare Methylengruppe
wurden analoge Dihydropyrano- und Tetrahydrobenzothiazole dargestellt. Auf der
bisherigen Leitstruktur der vorangegangenen Kapitel und auf den oben
beschriebenen und bereits bekannten Strukturen und Erkenntnissen aufbauend,
wurde das folgende, abgewandelte Strukturmotiv gewahlt, um eine neue Thiazol-
haltige Leitstruktur fir Histamin-Hs;-Rezeptorantagonisten zu finden. Durch erste
Struktur-Wirkungsbeziehungen sollten ndhere Erkenntnisse zu der Potenz dieser

Leitstruktur gewonnen werden (Abbildung 2.25).

Rigidisierung des Spacers

1. Einfluss der Substituenten bei
45 .6,7-Tetrahydropyridinen: N-Alkylierung
--R3 ) L -

- , 2. Austausch der Aminfunktionalitat X = NR, O, CH,
3 X
H N \

Py |

R

Abb. 2.25: Abgewandelte Thiazol-Leitstruktur mit durchgefiihrten Variationen des
Grundgerusts 3-(4,5,6,7-Tetrahydrobenzo[d]thiazol-2-yloxy)propan-1-amin.

2.5.1 5-Alkyl-4,5,6,7-tetrahydrothiazolo[5,4-c]pyridine

Fur die Variation des N-Propoxypiperidin-Elements wurden neben 3-Piperidin-1-
ylpropan-1-ol 1 weitere Analoga zur Kopplung an die Thiazole hergestellt. Hierflr
wurde 4-Hydroxypiperidin - mit 2-Brompropan bzw. Cyclobutanon zu den
4-Hydroxypiperidin-Derivaten 52 und 53 alkyliert bzw. reduktiv aminiert (Abbildung
2.26). Wie beim N-Propoxypiperidin ist auch hier das tertiare Amin des Piperidins
Uber eine Cs-Alkylkette mit dem Sauerstoff verknlpft, Uber welchen spéater die
Kopplung zu den Thiazol-Strukturelementen erfolgt.
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Abb. 2.26: Synthese der Piperidin-Derivate 52 und 53. (i) 2-Brompropan, K,COs, KiI,
abs. Aceton, Riuckfluss, 36 h; (ii) Cyclobutanon, NaBH(OAc),, Eisessig, abs. DCE, RT, 18 h.

Die Synthese der Thiazol-Derivate erfolgte Uber die Hantzsch-Thiazolsynthese
(Wiley et al. 1951, Hantzsch und Traumann 1888), bei der a-Halogenketone mit
Thioamiden reagieren. Um die erforderlichen a-Bromketone zu erhalten, wurden
die Ketone N-Methyl-, N-Ethyl- und N-Benzylpiperidin-4-on in einer
saurekatalysierten a-Halogenierung mit elementarem Brom zur Reaktion gebracht.
Die vollstandige Entfarbung des Ansatzes indiziert die vollstandige Umsetzung
des Broms. Durch anschlielende Zugabe von Thioharnstoff in essigsaurer
Bromwasserstoff-Losung und Erhitzen des Reaktionsansatzes auf 90 °C wurden
die 2-Aminothiazol-Derivate 54-56 erhalten (Abbildung 2.27).

-R i S R i S R
IS Y G
0 N N

R = Methyl 54-56 57-59

R = Ethyl 54 (R = Methyl) 57 (R = Methyl)

R = Benzyl 55 (R = Ethyl) 58 (R = Ethyl)
56 (R = Benzyl) 59 (R = Benzyl)

Abb. 2.27: Synthese der N-Alkyl-substituierten 4,5,6,7-Tetrahydrothiazolo[5,4-

c]pyridin-Derivate 54-59: (i) 1. Br,, HBr in Eisessig, 0 °C — RT, 15 min; 2. Thioharnstoff,
90 °C, 1,5 h; (i) NaNO,, HBr, -30 °C,1 h — 4 °C, 18 h.

Nach Zugabe des Thioharnstoffs zum a-Bromketon A wurde fir ca. 30 Minuten bei
Raumtemperatur gerthrt, bis eine starke Trubung die Bildung des Thioronium-
salzes B anzeigte (Abbildung 2.28). Der Ansatz wurde auf 90 °C erwarmt und far
1,5 Stunden geruhrt, wobei das Thioroniumsalz weiterreagierte, um schlie3lich

eine klare Losung zu erhalten. Nach Aufreinigung der jeweiligen Anséatze wurden
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die 2-Aminothiazole 54-56 in Ausbeuten von 51-65% in Form ihrer Dihydrobromid-
Salze gewonnen. Der Mechanismus der Hantzsch-Thiazolsynthese (Hantzsch et
al. 1888, Wiley et al. 1951) ist in Abbildung 2.28 dargestellt.

X

.R B} .R

N Br NR HNT TNH N Bre
T - " hHer

b - HBr o o _HBr

B
H
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| e el
N Br N
H OH OH2
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Abb. 2.28: Mechanismus der Hantzsch-Thiolsynthese.

Um die histaminergen Bausteine an die Thiazol-Derivate koppeln zu kénnen,
mussten die 2-Aminothiazole weiter funktionalisiert werden. Daflr wurden diese
mit Hilfe einer frisch hergestellten 1 M Natriumnitrit-LOsung in wassriger
Bromwasserstoffsdure zu den entsprechenden 2-Bromthiazol-Derivaten 57-59
bromiert (Abbildung 2.27).

Bei einer Temperatur von -30 °C bildet sich bei Zugabe des Natriumnitrits in dem
Bromwasserstoff-sauren Milieu das Nitrosylkation (NO") bzw. das Nitrosylbromid.
Uber die Zwischenstufe A (Abbildung 2.29) entsteht das mesomeriestabilisierte
Diazonium-lon B. Durch Abspaltung von elementarem Stickstoff bildet sich die
Zwischenstufe C, welche zu dem gewinschten 2-Bromthiazol D reagiert. Nach
saulenchromatographischer  Aufreinigung betrugen die Ausbeuten der

Bromierungen 29-37%.
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Abb. 2.29: Mechanismus der Bromierung von 2-Aminothiazolen.

Die so erhaltenen 2-Bromthiazole konnten dann im Rahmen einer nukleophilen
aromatischen Substitution an die 4-Hydroxypiperidine 52 und 53, das offenkettige
3-Dimethylaminopropan-1-ol und 3-Piperidin-1-ylpropan-1-ol 1 gekoppelt werden
(Abbildung 2.30), um die gewlnschten 2-substituierten 5-Alkyl-4,5,6,7-tetrahydro-
thiazolo[5,4-c]pyridine 60-63 zu erhalten.
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Abb. 2.30: Synthese der 2-substituierten 5-Methyl-4,5,6,7-tetrahydrothiazolo[5,4-
c]pyridin-Derivate 60-63. (i) NaH, THF, 40 °C, 3 h; (ii) Zugabe von 57, 70 °C, 18 h.
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Um erste Erkenntnisse tUber den Einfluss von Stickstoff-Substitutenten in Position
5 der Tetrahydrothiazolopyridine zu gewinnen, wurden neben der in den zuvor
beschriebenen Verbindungen verwendeten Methylgruppe auch eine Ethyl- und
Benzylgruppe eingebaut. Dazu wurde das 3-Piperidin-1-ylpropan-1-ol 1 mit den N-
Ethyl- und N-Benzyl-Derivaten 58 und 59 umgesetzt. Die Synthese der
entsprechenden Thiazol-Derivate 64 und 65 ist in Abbildung 2.31 dargestellt und
erfolgte analog denen der Verbindungen 60-63. Die finalen Ausbeuten betrugen

nach vollstandiger Aufreinigung und Kristallisation 27% (64) bzw. 53% (65).

—
N
s@
2. 58, (ii) O\'MO/L\N
O\I/\/\OH 1. (i) o4 N/_®
1
2. 59, (ii) ST\
65

Abb. 2.31: Synthese der der 2-substituierten 5-Ethyl- bzw. 5-Benzyl-4,5,6,7-
tetrahydrothiazolo[5,4-c]pyridin-Derivate 64 und 65. (i) 1. NaH, THF, 40 °C, 3 h; (ii) THF,
70 °C, 18 h.

2.5.2 Dihydro-4H-pyrano[4,3-d]thiazole und Tetrahydrobenzo[d]-
thiazole

Wichtig war auch zu klaren, inwiefern sich ein Austausch des zweiten basischen
Stickstoffs im anellierten Thiazolsystem gegen andere, nicht-basische
Funktionalitdten auswirkt. Dazu wurde der Stickstoff gegen Sauerstoff bzw. eine
Methylengruppe ausgetauscht, was durch das 2-Brom-substitutierte Dihydro-4H-
pyrano[4,3-d]thiazol 68 sowie das 2-Brom-substituierte Tetrahydrobenzo[d]thiazol
69 realisiert wurde. Analog zu den N-Alkyl-Derivaten aus Kapitel 2.5.1 wurden 68
und 69 Uber eine nukleophile Substitution an 3-Piperidin-1-ylpropan-1-ol 1 sowie

3-Dimethylaminopropan-1-ol gekoppelt (siehe Abbildung 2.34). Bei der Synthese
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der Verbindungen erwiesen sich sowohl die Bromierung der Ketone zur Bildung
der 2-Aminothiazole 66 und 67 als auch die anschlielende Bromierung zu den
entsprechenden 2-Bromthiazol-Derivaten 68 und 69 in folgender Hinsicht als

problematisch.

Bei der bereits beschriebenen saurekatalysierten a-Bromierung des
Cyclohexanons (Abbildung 2.32 (i)) kam es beim Zutropfen des elementaren
Broms zunachst zur Entfarbung, die sich aber nach weiterer Bromzugabe trotz
ununterbrochener Kihlung nicht wieder einstellte. Stattdessen setzte sich eine
schwarze, teerartige Substanz ab. Der Grund dafir war die Bildung von
Mehrfachbromierungsprodukten und Polymeren, bedingt durch die relativ hohe
Reaktivitat bzw. Oxidationsempfindlichkeit des Cyclohexanons. Die Bildung von
Nebenprodukten wurde auch bei anderen Bromierungen von Cycloalkanketonen
gefunden, unabhéngig davon, ob statt des elementaren Broms andere
Bromierungsreagenzien, wie z. B. N-Bromsuccinimid, verwendet wurden (Lee et
al. 1995, Das et al. 2005, Arbuj et al. 2007). Ahnliche Probleme ergaben sich auch
bei der a-Bromierung des Pyranons, so dass fur beide Ketone eine alternative

Methode bendtigt wurde.

Eine gute Mdglichkeit stellt die Bromierung mit elementarem Brom in Chloroform
als Losungsmittel dar (Abbildung 2.32 (ii)). Unter Kihlung und Lichtausschluss
(Vermeidung radikalischer Nebenreaktionen) wurde gerthrt, bis es zur
vollstandigen Entfarbung kam (Paronikyan et al. 2006, Saur 2007). Die Zugabe
von wenig Wasser und ein paar Tropfen HBr in Eisessig beschleunigten den
Vorgang, bedingt durch einen sauren Katalysemechanismus. Da a-Bromketone
instabil sind, wurde die Chloroformphase vorsichtig abdekantiert, im Vakuum
eingeengt und umgehend in Ethanol mit Thioharnstoff weiter umgesetzt. Die
Bildung des Dihydro-4H-pyrano[4,3-d]Jthiazols 66 bzw. des Tetrahydrobenzo[d]-
thiazols 67 verlief unter diesen Bedingungen mit Ausbeuten von 74% bzw. 70%.
Dennoch konnte die Entstehung von teerartigen, polymeren Nebenprodukten auch

hier nicht vollig unterbunden werden.
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. - B wes
Q - (i) bzw. (ii) rj/gx (iii) HzN—QS]Q(
o o) N

66 (X = O)
67 (X = CH,)
Abb. 2.32: Synthese der Dihydro-4H-pyrano[4,3-d]thiazol- und Tetrahydrobenzo-

[d]thiazol-2-amine 66 und 67. (i) Br,, HBr in Eisessig; (i) Br,, CHCls, 0 °C — RT, 1-3 h; (iii)
Thioharnstoff, EtOH, Ruckfluss, 4 h.

Da die Amine 66 und 67 fur eine Deaminierung mit Natriumnitrit zu empfindlich
waren, wurde hier im Gegensatz zur Bromierung der zuvor beschriebenen
2-Aminothiazole (Kapitel 2.5.1) ebenfalls eine alternative Mdglichkeit gewahlt: die
substitutive Deaminierung mit Hilfe von Kupfer(ll)bromid (CuBrz) und Kalium tert-
Butylnitrit. Durch Einfihren des Stickstoffoxids in eine Mischung aus Kupfer(ll)-
bromid (CuBr,) in Acetonitril wird das relativ unlgsliche Kupfer(ll)halogenid in einen
violett-schwarz gefarbten, l6slichen Nitrosylkomplex umgewandelt (Doyle et al.
1976). Wenn die Kupfernitrosyl-Losung einer inerten Schutzgasatmosphére
ausgesetzt ist, wird Stickstoffmonoxid freigesetzt und Kupfer(ll)-bromid quantitativ
zuruckerhalten (Gleichung (1) in Abbildung 2.33). Primare Amine werden durch
den Kupfer-Halogenid-Nitroysl-Komplex schnell unter Freisetzung von Stickstoff
oxidiert. Dabei reagiert das Kupfer(ll)-halogenid zum Kupfer(ll)-oxid (Abbildung
2.33, Gleichung (2)). Bei der Bildung des molekularen Stickstoffs handelt es sich
um eine Synproportionierung, bei der der Stickstoff des primaren Amins oxidiert
wird, wahrend der Stickstoff im Stickstoffmonoxid reduziert wird. Die beschriebene
substitutive Deaminierung ahnelt zwar der klassischen Sandmeyer-Reaktion
(March 1985, Sandmeyer 1884), bietet im Gegensatz zu dieser aber den Vortell,
dass Kupfer(ll)- statt der luftempfindlichen Kupfer(l)halogenide eingesetzt werden.

Darlberhinaus kommt es zu weniger Nebenreaktionen (Csende und Stajer 2005).
(1) NO + CuBr, —> 1/2 (CuBr, * NO), violett schwarz

(2) 2 ArNH, + CuBr, + 2 ®"Butyl-ONO W 2 ArBr +2 ®"Butyl-OH + 2 N, + CuO
-2

Abb. 2.33: Substitutive Deaminierung mit Kupfer(ll)-bromid.
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Letztendlich wurden die 2-Bromthiazol-Derivate 68 und 69 wieder durch
nukleophile aromatische Substitution an 3-Piperidin-1-ylpropan-1-ol 1 und 3-Di-
methylaminopropan-1-ol gekoppelt, um die gewinschten Produkte 70-73 zu
erhalten (Abbildung 2.34). Die Umsetzung dieser Kopplungen war jedoch sehr
gering: Die Ausbeute der kristallisierten Dihydro-4H-pyrano[4,3-d]thiazol-Derivate
70 und 72 betrug 17 und 18%, die der entsprechenden Tetrahydrobenzol[d]thiazol-
Derivate 71 und 73 17 und 9%.

() S x (i) S:O(
L wlI e

66 (X=0) 68 (X = 0)
67 (X = CH,) 69 (X = CH,)
N~ >""0H SN0l
1 |
1. (iii) 1. (iii)
‘2. 68, (iv) 2. 69, (iv)

(@]
5@ S’Q 2. 68, (iv) 2. 69, (iv)
O\l/\/\o/k\N O\l/\/\o/L\N

70 71

Abb. 2.34: Synthese der Dihydro-4H-pyrano[4,3-d]thiazol- und Tetrahydrobenzo-

[d]thiazol-Derivate 70-73. (i) 1. Br,, CHCl;, 0 °C — RT, 1-3 h; 2. Thioharnstoff, EtOH,
Ruckfluss, 4 h; (ii) CuBr,, tert-Butylnitrit, Acetonitril, RT, 18 h; (iii) NaH, THF, 40 °C, 3 h; (iv) 90 °C,
18 h.
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2.6 Diskussion

In dieser Arbeit wurde eine Vielzahl verschiedener Histamin-Hs-Hybridliganden
dargestellt. Das Aufstellen einer Substanzbibliothek ermdoglichte durch eine hohe
Vielfalt an verschieden funktionalisierten Grundstruktur-Derivaten dabei eine
optimale Basis, um fiur folgende Kopplungsreaktionen mit den unterschiedlichen
Pharmakophore mdglichst effiziente Methoden auswéhlen zu kdonnen. Bei den
Syntheserouten wurden je nach Bedarf sowohl lineare als auch konvergente
Strategien eingesetzt. Die Ausbeuten der Grundstruktur-Derivate (1-16) wurden

mit guten bis sehr guten Ausbeuten von 70-100% Ausbeute erhalten.

Die Mikrowellensynthese konnte in dieser Arbeit als geeignete Methode fir
verschiedene Syntheserouten etabliert werden. Hinsichtlich Ausbeute und
Reaktionszeit war sie den klassischen Reaktionen Uberlegen, zudem konnten
Losungsmittel eingespart werden. Wahrend manche Synthesen in der Mikrowelle
nach Literatur-bekannten Vorschriften durchgefuihrt wurden, erfolgte auch eine
erfolgreiche, eigenstandige Ubertragung bekannter, klassischer Synthese-

vorschriften auf die Mikrowelle.

Fir das Aufzeigen und Erstellen erster Struktur-Wirkungsbeziehungen der
neuartigen Histamin-Hs-Hybridliganden lag der Fokus dieser Arbeit starker auf
einer angemessenen Strukturvielfalt als auf einer Optimierung von Ausbeuten
einzelner Reaktionen. Vor dem gleichen Hintergrund wurde daher auch auf eine
stereoisomerenreine Aufreinigung verzichtet. Die Ausbeuten der finalen,
aufgereinigten und analysenreinen Endverbindungen lagen bei durchschnittlich
10-30%. Hier konnte durch Optimierung der Synthesen und insbesondere auch

der Aufreinigung bei Bedarf eine signifikante Verbesserungen erzielt werden.
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3.1 Allgemeine Angaben

Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen wurden in vitro
bezuglich ihrer modulierenden Eigenschaften am hH3R (H3R(445)) in
[***I]lodoproxyfan-Bindungsstudien getestet. Einige ausgewahlte Substanzen
wurden zudem in vivo auf ihre antagonistische Aktivitdt am Histamin-Hs-Rezeptor
der Maus (mH3R) getestet. Zur n&heren pharmakologischen Charakterisierung
einiger Hybridliganden wurden zusatzliche In-vitro-Untersuchungen durchgefihrt.
Hierzu zahlten Verdrangungsstudien an den humanen Dopamin-D,s- und -Ds-
Rezeptoren, den humanen Dopamin-D;- und -Ds-Rezeptoren sowie am humanen
Histamin-H;- und -Hs-Rezeptor. Zusatzlich wurden zwei Hybridliganden, die ein
Thiazolidindionderivat als PPARa/y-Pharmakophor enthalten, in einem Luciferase-

Reportergen-Assay bezuglich ihrer Aktivitat am PPARa/y-Rezeptor untersucht.

Fur die MessgroRen der jeweiligen Testmodelle (Bindungsaffinitaten K; und EDso-
Werte) wurden, soweit vorhanden, die entsprechenden Standardfehler SEM

(-standard error of the mean®) angegeben.

Alle pharmakologischen Testungen bezlglich des Histamin-Hs;-Rezeptors wurden
freundlicherweise von der Firma Bioprojet-Biotech in Saint Grégoire, Frankreich,
durchgefiihrt. Die Testungen der PPARa/y-Rezeptoraktivititen wurden an der
Johann Wolfgang Goethe-Universitdt am Institut fur Pharmazeutische Chemie im
Arbeitskreis von Prof. Manfred Schubert-Zsilavesz freundlicherweise von Dr. Oliver
Rau durchgefihrt. Samtliche weiteren Histamin- und Dopamin-Testungen wurden in
unserem Arbeitskreis an der Johann Wolfgang Goethe-Universitdt am Institut fur
Pharmazeutische Chemie freundlicherweise von Tim Kottke und Lilia Weizel

durchgefuhrt.

Eine Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten pharmakologischen Testmodelle ist
in Tabelle 3.1 dargestellt. Die genauen Versuchsbedingungen der jeweiligen

Testsysteme werden in Kapitel 5.5 erlautert.
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Tab. 3.1: Ubersicht der verwendeten pharmakologischen Testmodelle.

Rezeptor Testsystem Effekt KenngrolRe Literatur
HISTAMIN
In vitro
hH3R Klonierte humane Rezeptoren, Verdrangung von Ki Ligneau et al. 1994,
stabil exprimiert in HEK293-Zellen®  [***I]lodoproxyfan 2000 und 2007b
In vivo
mH3R Kortex der Maus Bildung von N'- EDs Garbarg et al.1992

Methylhistamin

In vitro
hH4R Membransuspension von Verdrangung von Ki Schneider et al.
humanen Rezeptoren, transient [3H]Histamin 2009
exprimiert in Sf9-Zellen®
hH;R Membransuspension von Verdrangung von Ki Smit et al. 1996
humanen Rezeptoren, stabil [*H]Pyrilamin
exprimiert in CHO-Zellen®
DOPAMIN
hD;R / hDsR Membransuspension von Verdrangung von Ki Decker et al. 2003
humanen Rezeptoren, stabil [*H]SCH23390
exprimiert in HEK293-Zellen”
hD,sR / hD3R Membransuspension von Verdrangung von Ki Sasse et al. 2007
humanen Rezeptoren, stabil [*H]Spiperon
exprimiert in CHO-Zellen®
PPARaly Luciferase-Reportergen-Assay in Lumineszenz ECso Rau et al. 2006,
COS7-Zellen® durch Luciferase- Tanrikulu et al.
Expression 2009

8CHO = chinese hamster ovary; ’HEK = human embryonic kidney; °Sf9-Zellen = Spodoptera
frugiperda (Ovar-Zellen der Schmetterlingslarve); 9COS7 = CV-1 in Origin carrying SV40 genetic

material (SV40 transformierte fibroblastenahnliche Affennieren-Epithelzellen)
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3.2 In-vitro-Ergebnisse

3.2.1 Moclobemid-Derivat

Moclobemid, ein MAO-A-Hemmer, weist strukturell groRe Ahnlichkeit mit der
Grundstruktur des Histamin-Hs-Pharmakophors auf, so dass das Moclobemid-
Hybrid 17 als geeignete Modellverbindung fir einen initialen Histamin-Hs-
Hybridliganden erschien (Abbildung 3.1). Moclobemid wurde hier mit dem 1-(3-
Phenoxypropyl)piperidin-Element Uberlagert, was zu einem integrierten bzw.
Uberlappenden Hybrid fuhrte. Im Vergleich zur Grundstruktur des Histamin-Hs-
Pharmakophors wurde der Piperidinring bei 17 beibehalten, die Etherverbriickung
dagegen durch das Amid der Moclobemid-Struktur ersetzt. Moclobemid selbst zeigt
keine Affinitat am Histamin-Hsz-Rezeptor (Kathmann 1994), mit dem Hybrid 17
konnte allerdings auch nur eine moderate Bindungsaffinitat am hH3R von K; = 400
nM erzielt werden. Dies lasst darauf schlieen, dass der Ether ein wichtiges
Strukturmerkmal fur hohe Bindungsaffinitaten am Histamin-Hs-Rezeptor ist. Im
Folgenden wurden daher statt integrierter Hybride solche Histamin-Hs-
Hybridliganden dargestellt, in denen die beiden Pharmakophore unter Erhalt der

Grundstruktur 1-(3-Phenoxypropyl)piperidin aneinander gekoppelt wurden.

pNNHm/@ ) OMH)i@O

o) o)
Moclobemid 17
Ki (hH3R) > 1000 uM Ki (hH3R) = 0,4 uM

Abb. 3.1: Bindungsaffinitaten von Moclobemid und dem daraus abgeleiteten,
integrierten Histamin-Hs-Hybridliganden 17.
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3.2.2 Histamin-Hz-Hybridliganden mit Neuroleptika als

Strukturelement

Wie in der Einleitung bereits diskussiert (Kapitel 1.4.2), zeigten Histamin-Hs-
Rezeptorantagonisten in verschiedenen Studien einen therapeutischen Effekt bei
Schizophrenie (Celanire et al. 2005 und 2008, Haas et al. 2008). Durch die
Kombination von Neuroleptika und Histamin-Hz-Rezeptorantagonisten gelang es
zudem, die kognitiven Fahigkeiten zu verbessern und gleichzeitig die
Antipsychotika-induzierten Nebenwirkungen wie Gewichtszunahme und Somnolenz

zu reduzieren (Raga et al. 2006).

Vor diesem Hintergrund wurden in dieser Arbeit daher Histamin-Hs-Hybridliganden
durch Dopamin-D,-antagonistische Pharmakophorerweiterung des Histamin-Hs-
Pharmakophors dargestellt. Angelehnt an die Hybridtheorie (Kapitel 1.5) wurde
dafur die Grundstruktur 1-(3-Phenoxypropyl)piperidin an verschiedene bekannte
Neuroleptika (siehe Abbildung 2.1) gekoppelt. Die Ergebnisse der
pharmakologischen Testung dieser Verbindungen werden im Folgenden erlautert
(von Coburg et al. 2009, Sander et al. 2009a).

Tab. 3.2: Bindungsaffinitaten der Amitriptylin- bzw. Nortriptylin-Derivate 19-21 am
hH3R.

Nr. X Ki (hH3R) [nM] X +SEM
%,
19 e d 4,90 +2,6
(@]
O
20 3,50 £1,9
@L)Kr,ﬁ
21 CH, 0,25
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Zunachst wurde das Neuroleptikum Amitripylin gewéhlt, um erste Erkenntnisse
daruber zu bekommen, inwiefern sich eine Kopplung mittels Bildung einer Amid-
oder Aminbindung auf das Bindungsverhalten am Histamin-Hs-Rezeptor auswirkt.
Die Ergebnisse der entsprechenden Verbindungen sind in Tabelle 3.2 dargestellit.
Wahrend das Neuroleptikum Amitriptylin selbst keine Affinitat am Histamin-Hs-
Rezeptor zeigt (K; (hH3R) > 1000 nM), wurden bei den beiden Amiden 19 und 20
durch Einfihren des antagonistischen Histamin-Hz-Pharmakophors Affinitaten im
niedrigen nanomolaren Bereich von K; (hH3R) = 4,40 bzw. 3,50 nM erzielt. Eine
Erhohung der Basizitat bzw. der Ersatz des Amids durch ein Amin bei Verbindung
21 fuhrte erwartungsgemald zu einer Verbesserung, die sich in einer 10-fachen
Affinitatssteigerung in den subnanomolaren Bereich aul3erte. Wie bereits erlautert
(Kapitel 1.3.1 und 1.3.4), kann die Einfihrung eines zweiten basischen Amins in
dieser Position zu einer grol3en Affinitatssteigerung fuhren, was anhand der
erzielten Ergebnisse auch fur die hier untersuchte Strukturklasse bestatigt werden
kann. Interessant ist bei den Hybridliganden 19-21, dass selbst das stark
raumerfullende angekoppelte Amitritpylin- bzw. Nortriptylin-Strukturelement vom
Histamin-Hs-Rezeptor toleriert wird und zu sehr guten Bindungsaffinitaten fuhrte.
Die GrolRe des ,Nicht“-Hs-Pharmakophors im rechten Bereich der Hybride scheint
daher in Bezug auf die Bindungsaffinitaten am Histamin-Hsz-Rezeptor vorteilhaft zu

sein.

Auf Basis dieser Ergebnisse wurde die Grundstruktur des Histamin-Hs-
Pharmakophors mittels VerknUpfung Uber eine Aminogruppe mit weiteren
neuroleptischen Strukturelementen zu den Histamin-Hs-Hybridliganden 22-25
gekoppelt und am Histamin-Hs-Rezeptor getestet (Tabelle 3.3). Zum Vergleich
wurden ebenso die entsprechenden Neuroleptika auf ihre Bindungsaffinitat am
hH3;R untersucht. Keines der verwendeten Neuroleptika besitzt ungekoppelt eine
Affinitat am Histamin-Hs-Rezeptor. Einzige Ausnahme bildet diesbeziiglich das
atypische Neuroleptikum Clozapin, von welchem schwache Bindungsaffinitaten am
Histamin-Hs-Rezeptor der Ratte mit K; (rHzR) = 0,708 yM (Kathmann et al. 1994)
und der Maus mit K; (mH3R) = 0,6 yM (Morisset et al. 1999) bekannt sind. Clozapin
war daher als zusétzliches Histamin-Hs-Strukturelement von besonderer

Bedeutung.



PHARMAKOLOGISCHER TEIL

Tab. 3.3: Bindungsaffinitaten der verwendeten Neuroleptika und Histamin-Hs-
Hybridliganden 22-25 am hH3R.

R (neuroleptisches Strukturelement)

Nr. R K; (hH3R) [nM] X +SEM
Chlorpromazin > 1000
cl
22 NN 1,21 +0,04
e
Chlorprothixen > 1000

23 1,54

Maprotilin > 1000
24 N \ 0,36

Clozapin > 1000*

N Cl
g
25 | 3,27

*K; (rH3R) = 0,708 pM (Kathmann et al. 1994); K; (mH3R) = 0,6 uM (Morisset et al. 1999)
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Im Gegensatz zu den reinen Neuroleptika konnte bei den Hybridliganden 22-25
durch Aminverbrickung erneut eine Bindungsaffinitat am Histamin-Hs-Rezeptor im
nanomolaren und subnanomolaren Bereich zwischen 0,36 und 3,27 nM erzielt
werden. Das Maprotilin-Derivat 24 weist dabei die héchste Affinitat auf. Wie bei den
das Nortriptylin-Strukturelement enthaltenen Hybridliganden 19-21 zeigt sich auch
bei diesen Neuroleptika-Derivaten die Flexibilitat der rechten Bindungstasche des
Histamin-Hs-Rezeptors. Die gekoppelten Neuroleptika sind wie Nortriptylin grol3e
und raumerfillende Substanzen, die in Kombination mit dem Histamin-Hs-
Pharmakophor zu Hybridliganden mit sehr guten Bindungsaffinitdten am Histamin-
Hs-Rezeptor fuhrten.

Um eine Erweiterung der Linkerelemente zwischen den verschiedenen
Pharmakophoren zu erzielen, wurden neben den Amiden und Aminen auch
Verbindungen mit einer Sauerstoff-haltigen Verknipfung getestet. Als geeignete
Funktionalititen boten sich dazu Keton- und Estergruppen an, was durch die
Synthese des Melperon-Derivats 26 und des Fluphenazin-Derivats 27 umgesetzt
wurde (Abbildung 3.2). Fur das Melperon-Hybrid 26 wurde eine Bindungsaffinitat
von 0,69 nM bestimmt. Der Ester 27 zeigte eine Bindungsaffinitat im pikomolaren
Bereich (K; (hH3R) = 42 pM), wéhrend der reine Arzneistoff Fluphenazin keinerlei
Bindungsaffinitdit am Histamin-Hs-Rezeptor zeigte (Ki (hH3zR) > 1000 nM). Damit
konnte im Vergleich zum Hybrid 26 und auch zu den bereits hochaffinen
Benzylaminen 21-25 eine weitere Affinitatssteigerung um ein bzw. zwei
Zehnerpotenzen erreicht werden. Es stellte sich aber die Frage, warum der Ester

27 zu einer solchen Verbesserung der Bindungsaffinitat flihrte.

Im Gegensatz zu den zuvor dargestellten Neuroleptika-Derivaten, bei denen die
Verknupfung Uber eine Benzylaminfunktion erfolgte (21-25), befindet sich beim
Keton 26 und Ester 27 die zweite basische Gruppe nicht mehr in unmittelbarer
Nachbarschaft zum Aromaten. Stattdessen ist das Keton 26 lber einen Butanoyl-
Spacer und der Ester 27 Uber einen Ethylester mit dem Aromaten verlinkt. Bei
diesen beiden Verbindungen scheinen die Abstande des zweiten basischen Amins

zum Aromaten dem des Piperidin-Stickstoffs zum Aromaten zu &hneln.
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| ‘:
O\./\/\o V) Ki(hHgR)=0,69 - 3,27 nM

Amine 21-25

AT QMQ

Ki (hH3R) = 0,69 nM
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Ho N O\l/\/\o

Ki (hH3R) = 0,042 nM
Fluphenazin 27

Abb. 3.2: Bindungsaffinitaiten der Amine 21-25 im Vergleich zu denen des
Carbonyls 26 und des Esters 27 am hH3R.

Zur genaueren Uberpriifung wurden die Strukturen mit der PyMOL-Software
vermessen (Abbildung 3.3). Um die Abstande zwischen dem zentralen Aromaten
und den jeweiligen basischen Zentren bei 26 und 27 mit denen der anderen
Benzylamine 21-25 vergleichen zu kdnnen, wurde das Dipiperidin JINJ-5207852 als
Vergleichsstruktur  herangezogen. Die in  Abbildung 3.3 dargestellten
dreidimensionalen Strukturen des Fluphenazin-Derivats 27, Melperon-Derivats 26
und JNJ-5207852 wurden fur die Abstandsmessung mit PyMOL zuvor mit Hilfe von
ChemDraw 3D Ultra 8.0 nach der MOPAC-Methode Energie optimiert. Es sollte
allerdings beachtet werden, dass die in Abbildung 3.3 dargestellten Ergebnisse
kritisch zu betrachten sind, da die Energieoptimierungen der Strukturen in gewisser
Hinsicht spekulativ sind und andere Modelle sicherlich zu abweichenden
Ergebnissen fuhren kdnnen. Da die entsprechenden Strukturen aber alle der
gleichen Methode unterzogen wurden, sind die Ergebnisse fur einen ersten
Vergleich durchaus geeignet.
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Abb. 3.3: Dreidimensionale, nach MOPAC Energie-minimierte Strukturen
(ChemDraw 3D Ultra 8.0) und Abstandsmessung (PyMOL) des Melperon-Derivats
26, Fluphenazin-Derivats 27 und JNJ-5207852.

Die Vermessung zeigte, dass der Piperidin-Stickstoff innerhalb des Histamin-
Pharmakophors bei allen drei Strukturen einen nahezu gleichen Abstand von 7,5 A
(Keton 26 und JNJ-5207852) bzw. von 7,4 A (Ester 27) zum Aromaten besitzt (1 A ~
10 m). Ein &hnlicher Abstand I&sst sich bei den Carbonylen auch zwischen dem
zweiten basischen Amin und dem aromatischen Kern im rechten Bereich der
Hybridliganden finden (26: 7,8 A bzw. 27: 7,6 A). Im Vergleich dazu betragt der
Abstand des Benzylamins zum Aromaten bei JNJ-5207852 nur 3,9 A, ist also
deutlich kurzer. Damit konnte die Vermutung, dass der Abstand des zweiten
basischen Amins zum zentralen Aromaten bei 26 und 27 dem des Piperidin-
Stickstoffs zum Aromaten stark ahnelt, mit diesem Modell bestétigt werden. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass es sich im rechten Bereich der Carbonyle 26
und 27 um eine Nachahmung der Grundstruktur des Histamin-Hs-Pharmakophors

1-(3-Phenoxypropyl)piperidins oder anders ausgedrickt, um ein wiederholtes
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Grundstrukturmotiv handelt. Da beide Carbonyl-Derivate sehr &hnliche Ergebnisse
in Bezug auf die Abstande lieferten, reicht dies allerdings nicht als Erklarung fir die
besonders hohe Bindungsaffinitat des Esters 27 von K; (hH3R) = 0,042 nM aus. Hier
konnten sterische Effekte eine zusatzliche Erklarung liefern. Wie in Abbildung 3.3
zu sehen, besitzt der Ester 27 im rechten Bereich einen sehr grol3en lipophilen
Rest, der ,senkrecht abknicken® kann. Dadurch konnten im Gegensatz zu den
anderen untersuchten SSRI-Hybriden zusatzliche Wechselwirkungen innerhalb der

Bindungstasche des Rezeptors zustande kommen.

Um weitere Einblicke in das pharmakologische Profil der Hybridverbindungen 19-25
und 27 zu erhalten, wurden die Substanzen auch am humanen Histamin-H;-
Rezeptor (hH;R) und an den relevanten Dopamin-hD;-, -hDs- sowie -hD,s- und -hD3
-Rezeptoren getestet. Die Ergebnisse der Bindungsassays sind in Tabelle 3.4

dargestellt.

Bei den Amiden 19 und 20 fuhrte das Einbringen des Histamin-Hs-Pharmakophors
im Vergleich zum reinen Neuroleptikum Amitriptylin zwar zu einer Bindungsaffinitat
am Histamin-Hz-Rezeptor von K; (hH3R) = 3,5 bzw. 4,9 nM, dabei kam es aber zu
einem nahezu vollstandigen Verlust der Dopamin-D,-Rezeptoraffinitat. Gleichzeitig
wurde eine starke Minderung der Bindungsaffinitditen am Histamin-H;-Rezeptor (K;
(hH1R): 1,12 nM versus 559 bzw. 686 nM) bzw. ein nahezu vollstandiger Verlust an
den Dopamin-D;- und -Ds-Rezeptoren beobachtet. Die Bindungsaffinitdt am
Dopamin-Ds-Rezeptor blieb &ahnlich und zeigte nur eine leichte Minderung
(Rezeptor (K; (hD3R): 206 nM versus 243 bzw. 326 nM).

Durch den Austausch der Amid- gegen eine Aminfunktionalitdt bei Verbindung 21
konnte dagegen eine im Vergleich zu ungekoppelten Amitriptylin leicht gesteigerte
Bindungsaffinitat an den Dopamin-D,- und -Ds-Rezeptoren (K; (hDsR) = 67 nM;
Ki (hD2R) = 101 nM)) sowie eine hohe Affinitat am Histamin-Hs-Rezeptor im
subnanomolaren Bereich (K; (hH3R) = 0,025 nM) erzielt werden. Parallel wurden die

Bindungsaffinitaten am Dopamin-D;- und am -Ds-Rezeptor vermindert.

Beim Ester 27 und den Aminen 22-25 wurden im Vergleich zu den urspringlichen
antipsychotischen Bindungsprofilen veranderte, aber noch moderate Affinitdten am
D,- und D3-Rezeptor gefunden (K; (hD2R): 41-285 nM; K; (hD3R): 15-285 nM).
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Tab. 3.4: Pharmakologisches Bindungsprofil der verwendeten Neuroleptika und den
entsprechenden Hybridliganden 19-27 an den humanen Histamin-H;- und -Hs-
Rezeptoren sowie an den ausgewahlten humanen Dopamin-Rezeptorsubtypen
D,/Ds und D1/Ds (Zur besseren Ubersicht wurden innerhalb der Tabelle die Targets

grun, die ,Non-Targets® rot markiert und die ,ungewissen“ Targets grau markiert).

Verbindung Ki [NM] X +SEM
hH;R? hH;R" hD,R® hDsR® | hD;R® hDsR?
Amitriptylin +49
19
20
21
Chlorpromazin +43
22 +36
Chlorprothixen +2,68
23 +6
Maprotilin +199
24 +28
Clozapin +41
25 +171
Fluphenazin +6
27 +28

Sowohl das Amitriptylin-Derivat 21 als auch das Maprotilin-Derivat 24 zeigen eine
Im Vergleich zum ursprunglichen Arzneistoff verbesserte Bindungsaffinitat am
Dopamin-D,- und -D3-Rezeptor (Ki (hD2R / hD3R): 146 nM versus 665 nM / 149 nM

versus 504 nM), wahrend das Clozapin-Derivat 25 eine deutlich verminderte
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Dopamin-D,- und leicht verbesserte Dopamin-Ds-Rezeptoraffinitat aufweist ((Ki;
(hD2R): 83 nM versus 285 nM; K; (hD3R): 295 nM versus 223 nM)). Die anderen
Hybride dieser Testserie besitzen eine im Vergleich zum Arzneistoff verminderte

Dopamin-D,- und -D3-Rezeptoraffinitat.

Die Effekte der Amine 22-25 und des Esters 27 an den D;-dhnlichen Rezeptoren
sind unterschiedlich ausgepragt, zeigen aber tendenziell eine verminderte
Bindungsaffinitat im Vergleich zum urspringlichen Arzneistoff. Nur das
Chlorpromazin-Hybrid 22 bzw. das Maprotilin-Hybrid 24 zeigen am Dopamin-Ds-
bzw. am -D;- und -Ds-Rezeptor eine gesteigerte Bindungsaffinitat. Die potenziellen

Effekte dieser veranderten Bindungsprofile sind allerdings noch unklar.

In Bezug auf den Histamin-H;-Rezeptor zeigen die Amine 21-25 eine um den
Faktor 10-600 reduzierte Affinitat. Eine stark verminderte Histamin-H;-
Bindungsaffinitat konnte auch beim Ester 27 beobachtet werden, die um den Faktor
100 reduziert war (Ki (hH;R) = 40 nM). Da der Histamin-H;-Rezeptor bei der
antipsychotischen  Therapie = wahrscheinlich  fir  Nebenwirkungen  wie
Gewichtszunahme und Sedierung verantwortlich ist, scheint durch die Erweiterung
der Neuroleptika mit einem zusatzlichen Histamin-Hs-aktiven Element eine

Reduktion der klassischen Nebenwirkungen wahrscheinlich.

Da das atypische Neuroleptikum Clozapin als partieller Histamin-Hg-
Rezeptorantagonist bekannt ist (Nguyen et al. 2001, Connelly et al. 2009), wurden
Clozapin sowie die analoge Hybridverbindung 25 auch auf ihre Bindungsaffinitaten
am Histamin-Hy-Rezeptor getestet (nicht in Tabelle 3.4 dargestellt). Wahrend
Clozapin eine mittlere Affinitat von K; (hH4sR) = 326 nM aufwies, war 25 durch
Erweiterung mit dem Histamin-Hs-Pharmakophor inaktiv (K; (hH4R) = > 10000 nM).

3.2.3 Histamin-Hz-Hybridliganden mit SSRI als Strukturelement

Wie bereits in der Einleitung (Kapitel 1.4.6) erlautert, ist die Therapie mit
Antidepressiva mit verschiedenen Schwierigkeiten verbunden. Zwar konnten SSRI
die Nebenwirkungen der klassicher Antideppressiva mindern, der zeitlich verzégerte
Wirkungseintritt stellt aber immer noch ein Problem fur die Patienten dar. Eine
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Strategie zur Verbesserung des Wirkungseintritts von SSRI liegt in der Erweiterung
ihres pharmakologischen Profils.

Histamin-Hs-Rezeptorantagonisten zeigten in verschiedenen Tiermodellen eine
Verbesserung von Kognition und erhdhten die Wachsamkeit (Witkin und Nelson
2004, Monti et al. 1991) ohne eine ungewollte lokomotorische Aktivitatssteigerung
zu induzieren (Barbier et al 2004), weshalb sie nutzlich fir eine depressive Therapie
zu sein scheinen. Insbesondere stellen hier duale Histamin-Hs;-Rezeptor-
antagonisten, die gleichzeitig auch als SSRI fungieren, einen vielversprechenden
Ansatz flir eine neue Klasse antidepressiver Arzneistoffe mit verbessertem
Wirkprofil dar. Johnson & Johnson entwickelte bereits eine Reihe solcher multiplen
Histamin-Hs;-Rezeptorantagonisten, deren Daten parallel zu dieser Arbeit
veroffentlicht wurden (Keith et al. 2007a-c, Letavic et al. 2007a und 2007b, Ly et al.
2008, Barbier et al. 2007). Beispiele dafur sind die Verbindung JNJ-28583867
(Abbildung 3.4) und die Fluoxetin-Derivate A-C (Abbildung 3.5) die im Folgenden in

Zusammenhang mit den eigenen Ergebnissen diskutiert werden.

JNJ-5207852 JNJ-39836732

K; (hH3) = 0,46 nM K; (\SERT) = 0,27 nM

(\N/\/\O/QQ\'\

o
JNJ-28583867

K; (hH3) = 10,6 nM; K; ("SERT) = 3,7 nM

Abb. 3.4: Struktur und Bindungsaffinitaten von JNJ-28583867 am hHzR und am
humanen Serotonin-Transporter hSERT (Letavic et al. 2007a).
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Das 4-Aryltetrahydroisochinolin  JNJ-28583867 ist ein dualer Histamin-Hs-
Rezeptorantagonist (K; (hH3) = 10,6 nM) und SSRI, der den humanen Serotonin-
Transporter (hSERT) mit K; (hSERT) = 3,7 nM hemmt. Neben den hohen
Bindungaffinitaten zeigt JNJ-28583867 einen wachsamkeitsférdernden Effekt und
gute orale Wirksamkeit in einem Verhaltensmodell fur Depression (,Tail-
Suspension-Test” bei Mausen). Die Strukturentwicklung und Optimierung von JNJ-
28583867 erfolgte durch Uberlappung des Histamin-Hz-Rezeptorantagonisten JNJ-
5207852 (siehe auch Kapitel 1.3.1) mit dem SSRI JNJ-39836732 (Abbildung 3.4). In
dieser Arbeit wurden dagegen solche Histamin-Hs-Hybridliganden entwickelt, bei
denen verschiedene SSRI uber eine Benzylamin-Funktionalitdt mit dem Histamin-
Hs-Pharmakophor 1-(3-Phenoxypropyl)piperidin  verbunden wurden, um so
aneinandergekoppelte SSRI-Derivate mit hoher Histamin-Hz-Rezeptoraffinitat und
damit einem potenziell verbesserten pharmakologischen Profil in Bezug auf die
antidepressive Wirkung zu erhalten. Die Ergebnisse der pharmakologischen
Testung sind in Tabelle 3.5 dargestellt.

Die SSRI-Derivate 28-30 zeigen hohe Bindungsaffinitaten am Histamin-Hz-Rezeptor
im nano- und subnanomolaren Bereich. Verbindung 29, ein Fluoxetin-Derivat, weist
dabei die héchste Bindungsaffinitat von K; (hH3R) = 0,128 nM auf. Die Ergebnisse
zeigen, dass durch den additiven Ansatz hochaffine Histamin-Hs-Hybridliganden mit
zusatzlichem SSRI-Pharmakophor entwickelt werden kodnnen. Die erzielten
Bindungsaffinitaten der Hybridliganden 28-30 konnten sogar die von JNJ-28583867
entsprechend erreichte Affinitat um 1-2 Zehnerpotenzen bis in den subnanomolaren
Konzentrationsbereich verbessern. Um allerdings nahere Aussagen Uber die
vollstandige Potenz dieser Verbindungen machen zu kénnen, miissen noch weitere
pharmakologische Testungen gemacht werden. So stehen insbesondere bei den
Histamin-Hs-Hybridliganden 28-30 noch Testungen am Serotonin-Transporter aus,
die bisher aufgrund fehlender Testmoglichkeiten und Kooperationspartner nicht

durchgefuhrt werden konnten.
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Tab. 3.5: Bindungsaffinitaten der Hybridliganden 28-30 am hH3R.

O R (SSRI-Strukturelement)

Sae
Ki (hH3R) [nM]

Verbindung R _
X +SEM
28 e 1.37
;f.N/\/O N
H
CF;
CF;
29 Q 0,128 +0,038
‘e*f,T, o
¥y
30 0 F 0,389
O
o—/

Das Fluoxetin-Derivat 29 hat groRe Ahnlichkeit mit den bereits erwahnten Fluoxetin-
Derivaten A-C (Abbildung 3.5) von Johnson & Johnson (Stocking et al. 2007). Wie
bei JNJ-28583867 wurde auch hier der integrative Hybridansatz genutzt und die
unterschiedlichen Pharmakophore durch verschiedenartige Uberlappungen zu den
entsprechendn Hybridliganden A-C gekoppelt. Bei allen drei Verbindungen A-C ist
der Phenylring des Histamin-Hz-Pharmakophors gleichermal3en auch Bestandteil
des Fluoxetin-Strukurelements. Die Uberlappung der beiden Pharmakophore wurde
an beiden aromatischen Ringen von Fluoxetin durchgefuihrt, weshalb beim Hybrid C

die Trifluormethylen-Gruppe von Fluoxetin fehlt. Zum Vergleich wurde bei der
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Uberlappung uber den anderen Phenylring (Hybride A und B) ebenfalls die
Trifluormethylen-Gruppe von Fluoxetin entfernt (Derivat A).

Fluoxetin
K; (hH3;R) > 1000 nM

N/\/\OJ\/ N/\/\OJ\%
¢ ¢

A R=H K;(hHsR)=0,6 nM C K; (hH3R) = 1,0 nM

B R=CF; K;(hHzR)=2,7 nM

4 N

O'/v\o@/zg
N

K; (hH3R) = 0,128 nM j

Abb. 3.5: Bindungsaffinitaten der Fluoxetin-Derivate A-C (Stocking et al. 2007) und
29 am hH3R.

Die In-vitro-Testungen zeigten, dass Fluoxetin selbst keine Affinitat am Histamin-Hs-
Rezeptor besitzt (Stocking et al. 2007), wahrend die drei Fluoxetin-Derivate  A-C
sehr gute Bindungsaffinitditen im niedrigen nanomolaren bzw. subnanomolaren
Bereich von K; (hHs) = 0,6-2,7 nM aufweisen (Abbildung 3.5). Im Vergleich dazu
konnte durch additives Koppeln der Pharmakophore beim Fluoxetin-Derivat 29 die
sehr gute Bindungsaffinitat von Hybrid A nochmals von 0,6 nM auf 0,128 nM
verbessert werden. Wie bereits erlautert (siehe Kapitel 1.3.4), wirkt sich ein zweites
basisches Amin in Benzylstellung fur eine Wechselwirkung mit der Aminoséaure

Glu206 in der 5. intrazellularen Schleife des Rezeptors gunstig auf die
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Bindungsaffinitaten aus. Durch die beiden zuséatzlichen aromatischen Ringe im
rechten Molekulbereich des Fluoxetin-Derivats 29 kénnten zudem weitere lipophile

Wechselwirkungen mit dem Rezeptor, wie mit Trp371 oder Tyr115 stattfinden.

3.2.4 Weitere Histamin-Hs-Hybridliganden

3.2.4.1 Adamantyl- und Tropan-Derivate

Adamantan-Derivate werden bereits seit einigen Jahren zur Behandlung von ZNS-
Erkrankungen eingesetzt. Die bekanntesten Vertreter sind Amantadin (1-Amino-
adamantan) und Memantin (3,5-Dimethyl-adamantan-1-ylamin) der Firma Merz,
beides nichtkompetitive Antagonisten des NMDA-Rezeptors (Abbildung 3.6). Die
Substanzen werden bereits zur Behandlung von Morbus Parkinson eingesetzt,
dartuber hinaus ist Memantin als Antidementivum seit einigen Jahren auch zur
Behandlung von moderater bis schwerer Alzheimer Demenz zugelassen (Orgogozo
et al. 2002, Reisberg et al. 2003). Amantadin ist eine dopaminerge, noradrenerge
und serotonerge Substanz mit neuroprotektiven Eigenschaften (Skolimowski et al.
2003), zusatzlich gibt es verschiedene Ansatze, das pharmakologische Profil zu
erweitern. So wurde von Adamantyl-Derivaten mit antidepressiven Eigenschaften
berichtet (Makovec et al. 2005) und auch von solchen, die als hochaffine Histamin-
Hs-Rezeptorliganden fungieren und potenzielle Arzneistoffe zur Behandlung
neurodegenerativer Erkrankungen darstellen (Kalindjian et al. 2005).

Auch Tropane zeigen eine Vielzahl interessanter pharmakologischer Wirkungen.
Das Grundgerust Tropan, das 3-Hydroxyderivat Tropin (Tropanol) und das Tropan-
Alkaloid Kokain, welches insbesondere als Rauschdroge bekannt wurde, sind in
Abbildung 3.6 dargestellt. Tropan-Derivate fungieren als Monoamin-
Wiederaufnahmehemmer (Kuhar et al. 2005, Peters et al. 2004) fir Noradrenalin,
Serotonin und Dopamin und werden diesbeztiglich auch als potenzielle Arzneistoffe
fur diverse ZNS-Erkrankungen, wie z. B. Demenz oder Depression, néher
untersucht. Boehringer Ingelheim International GmbH patentierte in den letzten
Jahren verschiedene Tropanderivate als Neuroprotektiva in der Therapie von
Alzheimer und Parkinson (Bornemann et al. 2007). Zusatzlich konnte auch gezeigt
werden, dass Tropane die Bildung von B-Amyloiden inhibieren, was einen weiteren
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Ansatzpunkt fir die Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen wie Alzheimer

bietet (Bornemann et al. 2005).

Amantadin Memantin
0 /
_N _N _N o
gl ﬁ% O\H/O
OH ¢}
Tropan Tropin Kokain

Abb. 3.6: Strukturen bekannter Adamantyl- und Tropan-Derivate.

Die Ergebnisse der pharmakologischen Testung der in dieser Arbeit synthetisierten
Adamantyl- und Tropan-Derivate sind in Tabelle 3.6 dargestellt. Das
Adamantylamid 32 zeigte im Vergleich zum analogen Amin-Derivat 33 deutlich
schlechtere Bindungsaffinitat am Histamin-Hz-Rezeptor (K; (hH3R) = 70,9 nM).
Dagegen zeigen beide Amine, sowohl das Adamantylamin 33 als auch das Tropin-
Derivat 34 sehr gute Bindungsaffinitdten im subnanomolaren Bereich von Ki
(hH3R) = 0,38 bzw. 0,89 nM. Hier wird erneut deutlich, dass dibasische Strukturen
generell gute Bindungsaffinitaten am Histamin-Hz-Rezeptor liefern. Zwar kdnnen die
Strukturen und damit die Bindungsaffinititen der untersuchten Tropan- und
Adamantyl-Derivate 33 und 34 nicht direkt miteinander verglichen werden,
bestatigen aber, dass auch Diamine mit aliphatischen, stark lipophilen und
raumerfullenden Strukturelementen im rechten Molekilbereich des Histamin-Hs-
Rezeptors toleriert werden und zu hochaffinen Histamin-Hs-Hybridlidliganden
fuhren. Eventuell konnte die primére Hydroxylgruppe im Tropan-Derivat 34 zu einer
kurzeren Halbwertzeit und besseren oralen Bioverfluigbarkeit fuhren und so von

Vorteil sein, was allerdings noch zu klaren bleibt.
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Tab. 3.6: Bindungsaffinitaten der Hybridliganden 32-34 am hH3R.

Verbindung Struktur Ki (hH3) [nM]

@

N
O\,/\/\O
DR
33 O\I/\/\O 0,38
gN H
* OMO %@4 0,89

3.2.4.2 Imidazolin- und Guanidin-Derivate

Substituierte Guanidine sind unter anderem als Histamin-H,- (Ghorai 2005, Ghorai
et al. 2008) und -H4-Rezeptoragonisten bekannt (Lim et al. 2006, Igel et al. 2009).
DarlUberhinaus fungieren sie auch als Inhibitoren der B-Sekretase, was sie zu
interessanten Substanzen bei der Therapie von neurologischen Erkrankungen
macht. Dazu gehdren insbesondere solche, die mit einer B-Amyloid-Produktion
einhergehen, wie z. B. Alzheimer (Cole et al. 2006, Gerritz et al. 2006). In den
letzten Jahren wurden die neuroprotektiven Eigenschaften (substituierter)
Imidazoline und Guanidine néher untersucht (Kirk et al. 1994, Olmos et al. 1999,
Milhaud et al. 2000, Padmanabhan 2001). Der genaue Wirkmechanismus ist noch
ungeklart, liegt aber in einer nichtkompetitiven Inhibierung des NMDA-Kanal-
Rezeptors begriindet (Milhaud et al. 2000, Zhu et al. 2006). Interessanterweise
zeigte Abbott auch Guanidin-Derivate, die als 5-HTs-Rezeptorliganden fungieren,
wodurch sich der potenzielle Einsatz zur Behandlung neurodegenerativer und

neuropsychiatrischer Erkrankungen ergibt (Netz et al. 2005).
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Tab. 3.7: Bindungsaffinitaten der Hybridliganden 35-37, 39-41 sowie 43 am hH3R.

NI R K; hH3R [NM]
@]
35 _NH, 142,00
N
=l
36 O ’jT
%)J\H N, 10,87

H
37 m/L\N/NYNHZ 1,53

NH
39 : oj/© 28,76
n
\Y
\\<N/N
N
40 % ’p 7.39
H
w—NH
41 N 18,70

43 N_ N 4,12

Die Kombination aus Histamin-Hs-Rezeptorliganden und  zuséatzlichen
neuroprotektiven Eigenschaften konnte hier einen verbesserten therapeutischen
Effekt bewirken, weshalb der Einbau von Guanidin- und Amidin-Derivaten im
rechten Teil der Histamin-Hsz-Rezeptorliganden vielversprechend scheint. Tabelle

3.7 zeigt die Ergebnisse der pharmakologischen Testung der in dieser Serie
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synthetisierten Derivate 35-41. Betrachtet man zunachst das Hydrazid 35 sowie die
beiden offenkettigen Guanidin-Derivate 36 und 37, stellt man fest, dass sich die
Bindungsaffinitditen am Histamin-Hz-Rezeptor mit steigender Basizitat verbessern.
Wahrend das Hydrazid 35 nur eine mafige Affinitat von 142 nM besitzt, verbesserte
sich die Affinitat durch die Anlagerung einer weiteren Aminomethylfunktionalitat im
Acylguanidin 36 bereits um eine gute Zehnerpotenz auf 10,87 nM. Durch den
Austausch der Acylgruppe gegen eine Ethanimin-Gruppe im Aminoguanidin 37,
konnte die Affinitat nochmals um den Faktor 10 in den niedrigen nanomolaren

Bereich auf 1,53 nM gesteigert werden.

Bei den zyklischen Verbindungen 39-41 zeigt das 1,3,4-Oxadiazol 39 die geringste
Affinitat von 28,76 nM. Der Austausch von Sauerstoff gegen Stickstoff in dem 1,2,4-
Triazol 41 erzielte bereits eine leichte Verbesserung auf 18,70 nM. Wie bei den
offenkettigen Derivaten wurde auch hier durch eine Erhéhung der Basizitat beim
Imidazolin 40 und beim Pyridin-2-ylpiperazin 43 eine um ungefahr zehnfach
bessere Bindungsaffinitat von 7,39 nM (40) bzw. 4,12 nM (43) erreicht. Die in dieser
Serie affinste Verbindung 43 zeigt neben dem Amidin-Element ein zweites

basisches Amin in Benzylstellung.

3.2.4.3 Tyrosin-Derivate

Verschiedene Studien am Menschen zeigten, dass Tyrosin die durch Stress und
Ermidung induzierten negativen Effekte auf die kognitive Leistung vermindert
(Deijen et al. 1999, Magill et al. 2003, O'Brien et al. 2007). Wahrscheinlich kommt
es dabei zur Aktivierung der Tyrosin-Hydroxylase als geschwindigkeits-
bestimmendes Enzym der Dopamin-Synthese, welches folglich eine hohere
Reaktivitdt gegeniber einem mdglicherweise erhdhten intraneuralen Tyrosinspiegel
zeigt (Acworth et al. 1988, O'Brien et al. 2007). Tyrosine scheinen zudem eine
zellprotektive, antioxidante Wirkung zu haben, was sich in Tyrosinresten
transmembranarer Proteine der Lipiddoppelschicht (Moosmann und Behl 2000) und
spezifischen Tyrosin-Quervernetzungen in Proteinen zeigt. Letzteres wird im
Gegensatz dazu allerdings auch mit verschiedenen Erkrankungen wie Alzheimer

und Parkinson in Verbindung gebracht (Reynolds et al. 2005, Souza et al. 2000).



PHARMAKOLOGISCHER TEIL

Die endogene Aminosaure L-Tyrosin ist eine neutrale, phenolische Aminoséure und
dient als Ausgangsstoff der Dopamin-Biosynthese (Forth et al. 2001). In Abbildung
3.7 ist die Biosynthese von Dopamin aus L-Tyrosin dargestellt. Hier werden auch

die strukturellen Ahnlichkeiten zwischen Tyrosin und Dopamin deutlich.

NH; a HO NH; b @ <> NH,
f»@ (Coom) U\( O )
H
HO langsam HO COO schnell HO

L-Tyrosin L-DOPA Dopamin

Abb. 3.7: Dopamin-Biosynthese mit L-Tyrosin als Ausgangstoff. a) Tyrosin-

Hydroxylase; b) DOPA-Decarboxylase (aromatische-L-Aminosaure-Decarboxylase)

Insgesamt machen diese Eigenschaften L-Tyrosin zu einer pharmakologisch
interessanten Struktur, bei der die Kombination des antagonistischen Histamin-Hs-
Pharmakophors mit einem Dopamin-Derivat zu synergistischen Effekten fuhren
kann. Fir die Tyrosin-Derivate erschien die Strategie eines Uberlappenden Hybrids
am geeignetsten, da sich das para-substituierte Phenolelement sowohl im Histamin-

Hs-Pharmakophor als auch im L-Tyrosin wiederfindet.

H\n/oj< NH,
O\l/\/\om? © @MOQ/OI?

44 45
Ki (hH3R) = 1,59 nM Ki (hH3R) = 5,89 nM

Abb. 3.8: Bindungsaffinitaten der Tyrosin-Derivate 44 und 45 am hH3R.

Beide Tyrosin-Derivate 44 und 45 zeigen gute Bindungsaffinitditen am Histamin-Hs-
Rezeptor im niedrigen, nanomolaren Bereich (Abbildung 3.8). Dabei wurde bei
Verbindung 44, bei der die primare Aminogruppe des Tyrosins nicht frei, sondern
als Boc-geschitztes Amin (Urethan) vorliegt, eine um den Faktor 3,7 bessere

Affinitat beobachtet. Ein Grund kénnte sein, dass sich das Boc-geschitzte Amin im
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Gegensatz zum freien primaren Amin bei 45 besser in den rechten Teil der
Bindungstasche des Histamin-Hsz-Rezeptors einlagert und dort zuséatzliche

Wechselwirkungen eingeht.

3.2.5 Histamin-Hz-Hybridliganden mit saurer Funktionalitat

3.2.5.1 Ciprofloxacin-Derivat

Wie in dieser Arbeit bereits anhand verschiedener Arzneistoff-Derivate erfolgreich
gezeigt werden konnte, toleriert der Histamin-Hs-Rezeptor eine Vielzahl
verschiedenster Strukturelemente. Bisher wurden aber nur Histamin-Hs-
Rezeptorliganden mit mehr oder minder basischem rechten Teil betrachtet. Es
stellte sich daher die Frage, ob innerhalb dieses Bereichs auch eine saure
Funktionalitdt vom Histamin-Hs-Rezeptor toleriert wird. Dazu wurde der Arzneistoff
Ciprofloxacin, ein bakterizid wirkendes Fluorchinolon aus der sogenannten
,Norfloxacin-Generation®, gewahlt. Ciprofloxacin tragt eine freie Carboxylgruppe, die
bei der Synthese des Ciprofloxacin-Derivats 31 beibehalten wurde (Abbildung 3.9).
Der pKs-Wert der freien Carboxylgruppe im Hybridliganden 31 betragt dabei 6,1
(Abbildung 3.9) und wurde mit Hilfe der Software ALOGPS 2.1 ermittelt (Tetko et al.
2005). Da das Hybrid 31 neben dieser Carboxylgruppe auch basische Zentren
besitzt (bedingt durch den Piperidin- und Piperazinring), kann die Struktur

zwitterionische Zustande annehmen.

S ea et
O 31 ’

N
2 COOH

K; (hH3R) = 1,78 nM pK¢ (COOH) = 6,1

Abb. 3.9: Ciprofloxacin-Derivats 31: Bindungsaffinitit am hHsR und pKs-Wert der

freien Carboxylgruppe.
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Ciprofloxacin ist im Gegensatz zu den bisher gekoppelten Arzneistoffen zwar kein
Wirkstoff zur Therapie von ZNS-Erkrankungen, kann aber wie andere
Fluorchinolone die Blut-Hirn-Schranke zumindest in geringem Mal3e durchdringen
(Smith 1987, de Lange et al. 2000, Luger et al. 2005). Das Ciprofloxacin-Derivat 31
folgt zudem dem strukturellen Grundmotiv der Diamin-basierenden Histamin-Hs-
Rezeptorliganden und ist als groRe, raumerfillende Struktur diesbeztiglich auch mit
den zuvor gekoppelten Arzneistoffen vergleichbar. Das Ciprofloxacin-Derivat 31
stellte daher durchaus eine geeignete Struktur fur eine erste In-vitro-Testung am
Histamin-Hs;-Rezeptor dar und ergab dort eine sehr gute Bindungsaffinitat von 1,78
nM.

Durch den fir Histamin-Hsz-Rezeptorliganden bisher ungewdhnlichen Einbau einer
freien Carboxylgruppe ergeben sich auf der Basis dieses unerwartet guten
Ergebnisses erweiterte und vollig neue Variationsmdaglichkeiten fur die Entwicklung
neuer Leitstrukturen fur den Histamin-Hs-Rezeptor. Zur Untersuchung weiterer
Histamin-Hs-Rezeptorliganden mit sauren Funktionalitaten wurden weitere Vertreter
synthetisiert und getestet. Dies sollte néhere Erkenntnisse Uber Struktur-
Wirkungsbeziehungen von Histamin-Hsz-Rezeptorliganden mit saurer Funktionalitat
liefern. Die entsprechenden Strukturen und deren pharmakologischen Ergebnisse

werden im Folgenden néher erlautert.

3.2.5.2 Thiazolidindion- und Rhodanin-Derivate

Peroxisom-Proliferator-aktivierte = Rezeptoren  (PPAR) sind  intrazellulare,
ligandenabhéngige Transkriptionsfaktoren, die zu den nuklearen Rezeptoren
gehoren. Die drei PPAR-Sybtypen (a, B/d, y) regulieren den Glukose- und
Lipidstoffwechsel, sowie die Differenzierung von Adipozyten und die Apoptose-
Induktion. Neben metabolischen Effekten ist die Aktivierung des PPARa und
PPARy auch an anti-inflammatorischen und anti-oxidativen Effekten beteiligt. Dies
erklart, warum PPARs mittlerweile auch in Hinblick auf neuroprotektive
Eigenschaften (Bordet et al. 2006, Lehrke und Lazar 2005) und einen mdglichen
Einsatz im Bereich der Alzheimer-Therapie untersucht werden (Landreth 2006). Die
2,4-Thiazolidindione (TZDs, Glitazone) sind die prominentesten synthetischen

Liganden, die sich durch eine antihyperlipidamische und antidiabetische (Typ-II-
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Diabetes) Wirkung auszeichnen. In Abbildung 3.10 sind die wichtigen Vertreter der
TZDs Rosiglitazon und Pioglitazon als selektive PPARYy-Liganden gezeigt.

Da Fettsauren natirliche Liganden der PPARs sind, gehort eine acide Kopfgruppe
zu den strukturellen Anforderungen fir synthetische Liganden. Zudem sind ein
zentraler Arylspacer und ein lipophiler Rest Bestandteil der Grundstruktur solcher
Liganden (Ramachandran 2006, Syha 2005).

(@] O
N\ N\/\O S« \N o S«
|/ 0 o

Rosiglitazon Pioglitazon

Abb. 3.10: Strukturen der selektiven PPARYy-Liganden Pioglitazon und Rosiglitazon.

Betrachtet man die modulierende Wirkung von Histamin auf das
Erndhrungsverhalten und den potenziellen Einsatz von Histamin-Hs;-Rezeptor-
liganden bei Stoffwechselerkrankungen wie Adipositas und Diabetes (Kapitel 1.4.7),
erscheint eine Kombination des Histamin-Hz-Pharmakophors mit Thiazolidinen als
PPAR-Pharmakophor als naheliegend. Die synthetisierten Thiazolidinderivate 46-48
wurden in vitro am hH3R getestet, die Ergebnisse der entsprechenden

Verdrangungsstudien sind in Tabelle 3.8 dargestellt.

Die beiden ungesattigten Verbindungen 46 und 48 zeigen sehr ahnliche und gute
Bindungsaffinitaten im nanomolaren Bereich von 7,27 nM bzw. 5,33 nM, wahrend
das gesattigte Thiazolidindion 47 eine um den Faktor 10 schlechtere
Bindungsaffinitat von 55,33 nM hat. Wahrscheinlich sind hier hauptsachlich
elektronische Grunde verantwortlich. Bei den ungesattigten Derivaten bildet das
Thiazolidindion- bzw. Rhodanin-Ringsystem ein Uber die Doppelbindung
konjugiertes Elektronensystem mit dem Phenylring. Diese Mdglichkeit besteht bei
Verbindung 47 aufgrund der geséttigten Methylengruppe nicht mehr. Stattdessen
bildet der Thiazolidindionring im rechten Teil des Hybrids einen Bereich mit hoher
Elektronendichte, wodurch es bei 47 zu einer im Vergleich zu 46 und 48

ungulnstigeren Elektronenverteilung kommit.
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Tab. 3.8: Thiazolidindion- und Rhodanin-Derivate 46-48: pKs-Werte der NH-aciden
Ringsysteme R sowie die Bindungsaffinitaten der Liganden am hH3R und die

Ergebnisse der Untersuchung auf PPARqy-Aktivierung.

@MOQ

Ki (hH3R) Aciditat® b PPARay
Nr. R logP .
[nM] pKs Aktivierung
0
g
46 NH 7,26 6,2 2,2 Cmax> 10 pM
>
@)
0
47 ke NH 55,33 6,5 2,59 Cmax> 100 uM
>
o)
0
TN
48 5,33 7,8 3,14 n. b.

SNH
!

n. b.: nicht bestimmt; *berechnet mit ALOGPS 2.1 (Tetko et al. 2005); berechnet mit ChemDraw 3D
Ultra 8.0

Neben den Bindungsaffinititen wurden auch die pKs-Werte der NH-aciden
Ringsysteme und die logP-Werte der Hybridliganden bestimmt. Die pKs-Werte
wurden mit Hilfe des Softwareprogramms ALOGPS 2.1 (Tetko et al. 2005) und die
logP Werte mit ChemDraw 3D Ultra 8.0 mit allen Fehlermdglichkeiten kalkuliert.
Betrachtet man zunéchst die Lipophilie der drei Verbindungen, zeigt sich, dass das
ungesattigte Thiazolidindion-Derivate 46 einen logP-Wert von 2,2 aufweist. Dieser
Wert wird durch die Sattigung der Doppelbindung bei 47 um ca. 18% auf 2,59
erhoht. Durch den Austausch von Sauerstoff gegen Schwefel beim Rhodanin-
Derivat 48 ist die Lipophilie sogar um knapp 43% auf 3,14 erhoht. Mit der erhdhten
Lipophilie (logP-Werte 46 < 47 < 48) geht auch eine verminderte Aciditat der drei
Hybridliganden einher. Wahrend die beiden Thiazolidindione 46 und 47
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vergleichbare Werte von pKs = 6,2 bzw. 6,5 liefern (Tabelle 3.8), ist beim Rhodanin-
Derivat 48 dagegen die Elektronegativat durch den Austausch von Schwefel gegen
Sauerstoff im Vergleich zu den Thiazolidindion-Derivaten 46 und 47 vermindert,
was mit einer Verringerung der Aciditat einhergeht und eine Erhdhung des pKs-
Wertes um ca. 25% (in Bezug auf Verbindung 46) auf 7,8 ergibt. Fur die pKs-Werte
ergibt sich also die gleiche Reihenfolge der Substanzen wie bei den logP-Werten,
wenn auch hier die Differenzen untereinander etwas geringer sind als bei der
Lipophilie: pKs-Werte 46 < 47 < 48. Innerhalb der drei Verbindungen 46-48 ist das
Rhodanin-Derivat 48 somit die affinste Verbindung. Das NH-acide Ringsystem von
Rhodanin besitzt aber wegen der durch den zusatzlichen Schwefel erhdhten
Lipophilie auch den hdchsten pKs-und logP-Wert, also die geringste Aciditat und die
hochste Lipophilie. Dies bildet wahrscheinlich den Grund fiur die hohe

Bindungsaffinitat von 48 im Vergleich zu 46.

Die Thiazolidindione 46 und 47 wurden zusatzlich in Bezug auf eine Aktivierung des
PPAR- Subtypen PPARa und PPARYy untersucht. In dem Reportergen-Assay zeigte
keine der beiden Substanzen eine Aktivierung bei maximalen Test-Konzentrationen
von 10 pM fiur Verbindung 46 bzw. 100 uM fir Verbindung 47. Beide Verbindungen
besitzen innerhalb des Histamin-Hz-Pharmakophors einen Piperidinring, welcher im
Vergleich zu den anderen stickstoffhaltigen Heterozyklen bekannter PPAR-
Liganden, wie Pioglitazon oder Rosiglitazon (Abbildung 3.10), weitaus basischer ist.
Zwar konnte gezeigt werden, dass ein aromatisches heterozyklisches N-Atom im
Bereich des lipophilen Rests von PPAR-Liganden zu einer drastischen
Affinitatssteigerung fihren kann (Henke et al. 1998), dennoch ist die gleichzeitige
Lipophilie dieses Restes eine der strukturellen Voraussetzungen potenter PPAR-
Liganden (Ramachandran et al. 2006). Hier liegt wahrscheinlich der Hauptgrund ftr
die fehlende PPAR-Aktivitat und der damit verbundenen fehlenden

Fettsaureaktivierung der hier getesteten Thiazolidindion-Derivate.

3.2.5.3 Thiazolidin-Derivate

Neben der NH-Aciditdt der hier dargestellten Thiazolidindione war es auch
interessant, Carboxylgruppen als Funktionalitaten in Histamin-Hs-Rezeptorliganden
zu untersuchen. Durch den Ersatz der Ketofunktion der Thiazolidindione gegen

Carboxylgruppen gelangt man zu den Thiazolidinen, die im Folgenden erlautert
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werden sollen. Thiazolidine sind wie die Thiazolidindione aliphatische S- und N-
haltige Heterozyklen und kdnnen als zyklische Derivate der Aminosaure Cystein
betrachtet werden. Sie werden als potenzielle Arzneistoffe zur Behandlung von
neurodegenerativen Erkrankungen untersucht (Abbildung 3.11). So wurde gezeigt,
dass Thiazolidin-Derivate in der Lage sind, die bei der Pathogenese von Alzheimer
als priméares Ereignis postulierte Akkumulation von Amyloid-B-Peptiden (AB) zu
verhindern. Die Thiazolidine konnen mit den Peptiden interagieren, die
Peptidkonformation modifizieren und so die Aggregation von p-Amyloiden
verhindern (Campiglia et al. 2007). Thiazolidine und deren Derivate sind daher
interessante Elemente fir den Einbau in Histamin-Hs;-Rezeptorantagonisten.
Tatsachlich wurden vergleichbare Strukturen bereits als potente Histamin-Hs-
Rezeptorliganden beschrieben, darunter auch solche mit der in dieser Arbeit

verwendeten Grundstruktur des Histamin-Hz-Pharmakophors (Celanire et al. 2006).

S R
7\ Nj/U\OH N" "0
O $

Campiglia et al. Celanire et al.

R, R" = H, C;-C,4-Alkyl, Aryl(alkyl)

Abb. 3.11: Strukturen der in der Literatur beschriebene Thiazolidin-Derivate.

Die beiden synthetisierten Thiazolidincarbonséure-Derivate 50 und 51 und die
Ergebnisse der pharmakologischen Testung sind in Abbildung 3.12 dargestellt.
Beide Strukturen zeigen gute Bindungsaffinitaten am Histamin-Hsz-Rezeptor im
niedrigen subnanomolaren Bereich, wobei der Ester 50 mit 4,2 nM eine etwas

bessere Affinitat als die freie Saure 51 mit 10,7 nM aufweist.

Mit dem Ester 50 und insbesondere mit der Saure 51 (pKs-Wert 2,2) konnten erneut
potente Histamin-Hz-Rezeptorliganden mit saurer Funktionalitdt dargestellt und die
gute Toleranz von sauren Liganden am Histamin-Hs-Rezeptor bestatigt werden.
Dennoch zeigt sich wie zuvor auch bei den Thiazolidindionen (Kapitel 3.2.8), dass
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eine hohere Lipophilie auch zu einer leichten Verbesserung der Bindungsaffinitat
fuhrt (Sander et al. 2010).

s S
/N>\COOCH3 /N>\COOH
H H
/\/\O O\l/\/\o

50 51

§i
K; (hH3R) = 4,2 0,5 nM K; (hH3R) = 10,7 nM

pKs (COOH) = 2,2

Abb. 3.12: Bindungsaffinitaten der Thiazolidin-Derivate 50 und 51 am hH3R sowie
die Aciditat der Saure 51.

3.3 In-vivo-Ergebnisse

Verschiedene der in vitro hochaffinen Histamin-Hs-Hybridliganden wurden in einem
frihen In-vivo-Screening auf ihre zentrale antagonistische Aktivitdt am Mausegehirn
untersucht (Tabelle 3.9). Dazu gehdrte zum einen das Nortriptylin-Derivat 21,
welches neben einer hohen Bindungsaffinitdit am Histamin-Hs-Rezeptor auch ein
gutes pharmakologisches Profil am Dopamin-Dys- und -Dy3-, sowie Histamin-H;-
Rezeptor zeigte (siehe Kapitel 4.2.2 und Tabelle 3.4). Dariiberhinaus wurden auch
das Melperon-Derivat 26, das Fluoxetin-Derivat 29 und das Adamantan-Derivat 33
getestet. Die Bindungsaffinitdten am hH3R der vier ausgewahlten Hybridliganden
lagen im subnanomolaren Bereich zwischen 0,25 und 0,69 nM (Tabelle 3.9).

Die Hybrid-Liganden 21, 29 und 33, welche eine Benzylamin-Funktionalitat
aufweisen, zeigten nach oraler Applikation einen EDso-Wert von >10 mg/kg,
wahrend das Melperon-Derivat 26, welches eine Ketofunktion in direkter
Nachbarschaft zum Aromaten aufweist, einen EDso-Wert von 10 mg/kg nach oraler

Applikation ergab.
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Betrachtet man die Lipophilie der Substanzen (Tabelle 3.9), so ergibt sich die
folgende Reihenfolge (logP-Werte in Klammern): 26 (3,51) < 33 (4,82) < 21 (7,07) <
29 (7,09). Im Gegensatz zu den Hybriden 26 und 33 besitzen die Hybride 21 und 29
hinsichtlich ihrer Lipophilie und einem zuséatzlich hohen Molekulargewicht von 495
bzw. 541 g/mol nach den Lipinski-Regeln (Lipinski et al. 2001) unglinstige
pharmakokinetische Wirkstoff-Eigenschaften, was sich eventuell in der fehlenden

In-vivo-Potenz wiederspiegelt.

Tab. 3.9: In-vitro- und In-vivo-Ergebnisse sowie die berechneten Lipophilie-Werte

logP ausgewahlter Histamin-Hs-Hybridliganden 21, 26, 29 und 33.

Struktur Ki (hH3R) EDso (MH3R) logP?
[nM] [mg/kg]

21 @AT \ 0,25 > 10 7,07
o~
(0]
N
26 0,69 10 3,51

O\l/\/\o
E \j/©/CF3
SN o)
29 J@) 0,38 > 10 7.09
N/\/\O

N
33 ONMO/@A ”A@ 0,384 > 10 4,82

®berrechnet mit ChemDraw 3D Ultra 8.0
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Das Melperon-Derivat 26, welches mit einem logP-Wert von 3,51 die geringste
Lipophilie in dieser Serie besitzt, zeigt dagegen als einzige Verbindung eine, wenn
auch nur schlechte, In-vivo-Potenz von 10 mg/kg obwohl es mit 0,69 nM gleichzeitig
die geringste Bindungsaffinitat in dieser Serie besitzt. Man kdnnte vielleicht
mutmal3en, hier einen Trend ablesen zu koénnen. Dies sollte jedoch &auRRerst
vorsichtig und kritisch betrachtet werden, da es bei einer so geringen Zahl an

untersuchten Substanzen schwierig ist, echte Tendenzen erkennen zu kénnen.

Im Gegensatz zu den in den vorangegangenen Kapiteln vorgestellten In-vitro-
Ergebnissen der Substanzen, bei denen sich die unterschiedlichen raumerfillenden
Strukturelemente im rechten Bereich der Hybride als vorteilhaft herausstellten,
scheinen sie fur die In-vivo-Aktivitaten ein deutlicher Nachteil zu sein. Es bleibt aber
zu klaren, ob es sich bei den Ergebnissen um eine scheinbare oder reale Inaktivitat
der Substanzen handelt und ob eine solche Inaktivitat bzw. fehlende In-vivo-Potenz

auf physikochemische oder pharmakokinetische Griinde zurlickzufiihren ist.

3.4 Thiazole: Pharmakologische Ergebnisse der ver-

anderten Leitstruktur

Die bisher dargestellten Strukturen folgen alle der einheitlichen Grundstruktur far
Histamin-Hs;-Rezeptorantagonisten, dem 4-(3-Piperidin-1-ylpropoxy)phenyl-Motiv.
Mit Hilfe der von Saur wurspringlich als Dopamin-D,-/-D3-Rezeptorligand
dargestellten Verbindung ST-879 (Saur 2007) konnte gezeigt werden, dass
innerhalb dieser Grundstruktur der Austausch des Benzols gegen einen anellierten
aromatischen Heterozyklus, dem Tetrahydrobenzothiazol, ebenfalls mdglich und
Tetrahydrobenzothiazol als aromatisches Kernstlick geeignet ist. Zwar zeigte die
Substanz nicht die gewilnschten Bindungsaffinitaiten am Dopamin-D,- und
Dopamin-Ds-Rezeptor, erzielte dafir aber eine beachtlich hohe Bindungsaffinitat
am Histamin-Hsz-Rezeptor im niedrigen nanomolaren Bereich (siehe Abbildung
3.13). Der rechte Teil von ST-879 leitet sich von dem zur Therapie von Morbus
Parkinson eingesetzten Arzneistoff Pramipexol ab. ST-879 stellt damit ein
Pramipexol-Hybrid dar, dessen Dopamin-agonistische Aktivitat mit einer

zusatzlichen Hs-antagonistischen Wirkkomponente kombiniert wurde.
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4-(3-Piperidin-1-ylpropoxy)phenyl-Element Pramipexol
%
Q7 :
SN S ~ N
S ST
N
4 HN—/_ R
SN
SRl
\ /
ST-879

K; (hH3R) = 3,55 nM
Abb. 3.13: Verbindung ST-879 und deren entsprechende Strukturkomponenten.

Parallel zu dieser Arbeit prasentierten und patentierten auch UCB Pharma eine
Serie von Verbindungen mit @hnlicher Grundstruktur, die ebenfalls hochpotente
Histamin-Hs-Rezeptorliganden darstellen und fur einen mdoglichen Einsatz in der
Pravention und Therapie von psychiatrischen und neurodegenerativen
Erkrankungen untersucht werden (Denonne et al. 2008). Darliber hinaus wurden
bereits 2006 von der Glaxo Group Limited verschiedene Thiazolazepin-Derivate als
Histamin-Hs-Rezeptorliganden mit &hnlich strukturellem Aufbau als potenzielle
Arzneistoffe flr neurologische und psychiatrische Erkrankungen patentiert (Bailey et
al. 2006). Die Substanzen zeigten sehr hohe Bindungsaffinititen im nano- bis sub-
nanomolaren Bereich (Howard 2007). In Abbildung 3.14 werden die Struktur-

elemente bzw. Grundgeriste der diesen Patenten zugrunde liegenden Substanzen

dargestellt.
Q/,l@“z)n R
S N
S
NN n=1-4 \/\Q
‘, ‘[Tl (@) RZ\X/kN
\ ’ UCB Pharma Glaxo Group Limited

R1= Alkyl, Cycloalkyl
R?=H, OH, =0, NO,, CN, Amin, Alkyl, Aryl
X = Aryl, Heteroaryl, Heterozyklus

Abb. 3.14: Anellierte Thiazol-Derivate als Histamin-Hs-Rezeptorliganden von UCB

Pharma und Glaxo Group Limited.
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Auf der bisherigen Grundstruktur der vorangegangenen Kapitel und den gerade
beschriebenen, bereits bekannten Strukturen und Erkenntnissen aufbauend, wurde
versucht, eine neue Leitstrukturvariation fur Histamin-Hs-Rezeptorantagonisten zu
finden (Abbildung 3.15). Es wurden verschiedene Strukturanderungen durchgefthrt,
die bereits in Kapitel 2.5 beschrieben wurden. Erste Struktur-Wirkungsbeziehungen
hatten das Ziel, nahere Erkenntnisse zu der Potenz dieser Leitstrukturvariation zu

gewinnen.

/ --RS. \
:" "\ X
SR

T Rl\\i}]/\/\o/ks
‘ R?

7’
N .
N .
K T /

R, R?, R®= Alkyl; X = NH oder N-Alkyl, CH,, O

[

Abb. 3.15: Geplante Leitstrukturvariationen fir Histamin-Hz-Rezeptorantagonisten

mit 3-(4,5,6,7-Tetrahydrobenzo[d]thiazol-2-yloxy)propan-1-amin als Grundgerist.

3.4.1 5-Alkyl-4,5,6,7-tetrahydrothiazolo[5,4-c]pyridine

Zunachst wurden die Effekte der raumlichen Orientierung, sowie die Substitution
des linken basischen Zentrums betrachtet. Dazu wurden die beiden Ring-
geschlossenen N-Alkyl-substituierten Piperidin-Derivate 60 und 61 sowie die
offenkettigen Derivate 62 und 63 untersucht (Tabelle 3.10).

Die beiden Verbindungen 60 und 61, bei denen der Aminoalkyl-Spacer in Form des
Piperidins rigidisiert vorliegt, zeigen keine Affinitat am Histamin-Hs-Rezeptor.
Dagegen haben die offenkettigen Derivate 62 und 63 eine moderate bzw. gute
Bindungsaffinitat, wobei die unterschiedliche Substitution des Piperidinstickstoffs
einen deutlichen Einfluss austibt: Durch Austausch der N,N-Dimethylgruppe bei 62
gegen den Piperidinring in 63 konnte eine Affinitatssteigerung um den Faktor 10
erreicht werden (K; (hH3) = 256,23 nM (62) bzw. 23,48 nM (63).
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Tab. 3.10: Bindungsaffinitdten der 5-Methyl-4,5,6,7-tetrahydrothiazolo[5,4-c]pyridine
60-63 am hH3R.

Nr. R K; (hH3R) [nM]

S
60 \(,O/ >10.000
S
61 ,O/ >10.000

62 | 256,63

N
63 O\I éf 23,48

Die fehlende Affinitdt zum Histamin-Hs-Rezeptor bei den rigidisierten Verbindungen
60 und 61 koénnte einerseits durch einen verkirzten Abstand des basischen
Zentrums zum Sauerstoff bedingt sein. Andererseits ist es aber auch méglich, dass
eine Verringerung der Freiheitsgrade zugrunde liegt, welche durch die Rigidisierung
und Anderung der sterischen Eigenschaften hervorgerufen wird. Beide
Vermutungen wurden Uuber eine dreidimensionale Darstellung der Strukturen

untersucht.

Zu diesem Zweck wurden die Substanzen zuvor mit Hilfe von ChemDraw 3D Ultra
8.0 nach MOPAC Energie-minimiert. Zum Vergleich wurden zusatzlich
Verbindungen von Johnson & Johnson herangezogen, in deren Strukturen gleiche
konformatorisch  eingeschrankte Piperidine implementiert sind. Zwei der
Substanzen A und B sind in Tabelle 3.11 dargestellt. Im Gegensatz zu den in dieser
Arbeit dargestellten Piperidinen 60 und 61 wurden bei Johnson & Johnson sehr
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gute Bindungsaffinitaten im niedrigen nanomolaren Bereich erreicht (Jablonowski et
al. 2009). Der Austausch des Piperidin-Elements bei Derivat A gegen das
Loffenkettige Piperidinpropyl-Element (Derivat B) fiuhrte bei Johnson & Johnson
sogar zu einer minimalen Affinitatsminderung am Histamin-Hz-Rezeptor (Tabelle
3.11).

Tab. 3.11: Potente Histamin-Hs-Rezeptorliganden A und B von Johnson & Johnson
mit konformatorisch eingeschranktem sowie offenkettigem Piperidin-Element
(Jablonowski et al. 2009).

Derivat R Ki (hH3R) [nM]
£Y
A YU 10
B O\'/\/\; 14

Um die Grinde fur diese abweichenden Resultate zu finden, wurden die Abstande
zwischen dem Piperidin-Stickstoff und dem Sauerstoff der Etherverbriickung in
Struktur A sowie in Verbindung 60, 61 und 63 mit der PyMOL Software vermessen
(Abbildung 3.15). Bei der rigidisierten Verbindung 60 betragt der Abstand zwischen
dem Piperidin-Stickstoff und Sauerstoff 4,3 A, wahrend die analoge Distanz bei
Substanz A von Johnson & Johnson auf 3,6 A verkiirzt ist. Betrachtet man dagegen
die offenkettigen Piperidinpropyl-Derivat 63 und Substanz B von Johnson &
Johnson, so findet man bei beiden Verbindungen einen identischen Abstand von
4.8 A. Die Vermessung der Strukturen zeigt, dass die N-O-Abstande im
histaminergen Pharmakophor hingegen der ersten Vermutung nicht fur die
schlechten Bindungsaffinitaten von 60 und 61 verantwortlich gemacht werden
kénnen. Vielmehr scheinen tatsachlich sterische Griinde und eine Verringerung der

Freiheitsgrade als Ursache vorzuliegen. So zeigt sich in der dreidimensionalen
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Darstellung von 60, dass das Thiazol-Ringsystem stark abknickt. Eventuell
verandert sich dadurch die Lage des aromatischen Kerns und des 2. basischen
Zentrums im rechten Bereich so sehr, dass eine optimale Wechselwirkung

innerhalb der Bindungstasche des Rezeptors nicht mehr maoglich ist.

K, (hHs) = 23,48 nM

o] B
30

\
N

\

N
O/\/\O/A\
% .

36A 48A
N--—-O “N—0o~
K (hH;) = 10 nM K (hHz) = 14 nM

Abb. 3.15: Dreidimensionale, nach MOPAC Energie-minimierte Strukturen
(ChemDraw 3D Ultra 8.0) und Abstandsmessung (PyMOL) der Strukturen A und B
von Johnson & Johnson, sowie der Verbindungen 60 und 63.

Die Thiazol-Derivate 60-63 zeigten im Vergleich zu den in den vorangegangen
Kapiteln vorgestellten Histamin-Hs-Hybridliganden deutlich schlechtere Bindungs-
affinititen am Histamin-Hs-Rezeptor. Dieses Resultat war insbesondere deshalb

unerwartet und enttauschend, da es sich bei 60-63 ebenfalls um benzylartige Amine
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handelt. Um verbesserte Bindungsaffinitaten am Histamin-Hs-Rezeptor zu erzielen,
wurden zur Strukturoptimierung daher weitere Derivate synthetisiert. Da die
Verbindungen 60 und 61 inaktiv waren, dienten die beiden ,offenkettigen“ Amino-
propyl-Derivate 62 und 63 als Ausgangsstrukturen fir weitere Modifikationen im
rechten Molekulbereich. Die Ergebnisse der pharmakologischen Testung dieser

Strukturen werden im folgenden Kapitel erlautert.

3.4.2 Dihydro-4H-pyrano[4,3-d]thiazole und Tetrahydrobenzo[d]-

thiazole

Die beiden Verbindungen 62 und 63 wurden daraufhin untersucht, wie sich der
Austausch der Methylamino-Gruppe innerhalb des anellierten Thiazolsystems
auswirkt. Zu diesem Zweck wurde der Methyl-substituierte Stickstoff zunachst
gegen Sauerstoff sowie gegen eine Methylengruppe ausgetauscht. Die Ergebnisse
der pharmakologischen Testung sind in Tabelle 3.12a) und 3.12b) dargestellt. Im
Vergleich zu den diaminischen Tetrahydropyridinen 62 und 63 kommt es bei den
monoaminischen Strukturen 70-73 zu einem deutlichen Abfall, im Fall von 72 und
73 sogar zu einem Verlust hHzR-Bindungsaffinitat. Hierbei scheint es keine
wesentliche Rolle zu spielen, ob das zweite basische Zentrum gegen eine unpolare
Methylen-Funktionalitdt oder die polare Ether-Funktionalitat ausgetauscht wird. Bei
den Piperidin-Derivaten (Tabelle 3.12a) fihrten die Substitutionen sowohl beim
Dihydro-4H-pyrano[4,3-d]thiazol 70 als auch beim 4,5,6,7-Tetrahydrobenzo[d]thiazol

71 zu einer Verschlechterung um mehr als eine Zehnerpotenz (Faktor ca. 15).

Bei den N,N-Dimethylamin-Derivaten (Tabelle 3.12b), bei denen bereits das Diamin
selbst eine nur moderate Affinitdt von 256,63 nM besitzt, fuhrt der Austausch der
Amin-Funktionalitdt gegen Sauerstoff oder eine Methylengruppe relativ gesehen
,nur‘ zu einer Verschlechterung um den Faktor 4, was in diesen Konzentrations-
bereichen bereits mit einem vollstandigen Verlust der Affinitat verbunden ist. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit der Erkenntnis, dass dem Vorhandensein eines
2. basischen Stickstoffs im rechten Teil von Histamin-Hs-Rezeptorliganden eine
besondere Bedeutung zukommt und dies in der Regel zu hochaffinen Substanzen
fuhrt.
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Tab. 3.12: Bindungsaffinitaten der a) Piperidinderivate 63, 70, 71 und b) der N,N-
Dimethylaminderivate 62, 72, 73 am hH3R.

a) b)

. X
SN S@
/\/\O/L\N <

O\l \ITI/\/\O/LN

Nr. X Ki (HaR) Nr. X K (hHaR)
[nM] [NM]

63 N-CHs 23,48 62 N-CHs 256,63

70 @) 344 72 @) > 1000

71 CH> 357 73 CH; > 1000

Fur weitere Strukturvariationen wurde daher Verbindung 63 ausgewahlt, die bis
dahin die hoéchste Bindungsaffinitdit aufwies. Um zu Kkléaren, inwiefern sich
Substitutionen am zweiten basischen Stickstoff auswirken, wurden die Derivate 64
und 65 untersucht, bei denen die Methylgruppe gegen eine Ethyl- bzw. eine
Benzylgruppe ausgetauscht wurde (Tabelle 3.13). Die Verlangerung des Alkylrests
um eine Methylengruppe bei Verbindung 64 wirkte sich positiv aus und fiihrte zu
einer leichten Affinitdtssteigerung. Obwohl bekanntermafien auch raumerfillende
aliphatische wie aromatische Gruppen am Histamin-H3z-Rezeptor gut toleriert
werden, fuhrte die N-Benzylierung zu einer deutlichen Verschlechterung. Im
Vergleich zur hochaffinen Verbindung ST-879 (siehe Tabelle 3.13), bei der sich das
2. basische Zentrum auRRerhalb des anellierten Thiazolsystems befindet, konnte
keine der hier vorgestellten endozyklischen Amine vergleichbare Bindungs-
affinitdten erzielen. Begrindet mag dies durch eine konformatorische Restriktion
des basischen Stickstoffs sein, was durch die Implementierung in das anellierte

Ringsystem verursacht wird. Aus diesem Grund konnte es im Vergleich zu ST-879
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zu schlechteren Wechselwirkungen mit Glu206 (Helix V) innerhalb der
Bindungstasche des Histamin-Hs-Rezeptors kommen. Aufgrund dieser Ergebnisse
wurden in der vorliegenden Arbeit daher keine weiteren Variationen verfolgt.
Dagegen werden in unserem Arbeitskreis derzeit weitere, abgewandelte Struktur-

klassen in der Dissertation von Kathleen Isensee untersucht.

Tab. 3.13: Bindungsaffinitdten von ST-879 und den Tetrahydropyridin-Derivaten 63-

65 am hHgR.
X
s )

Nr. X Ki (hHsR) [nM]

ST-879 CH-NH-C3H; 3,55
63 NH-CHs 23,48
64 NH-C,Hs 14,19
65 NH-CHa-CgHs 260,98

3.5 Diskussion

Trotz grol3er Diversitat der gekoppelten Strukturen erzielten die Hybridliganden am
Histamin-Hs-Rezeptor in der Regel Bindungsaffinitaten im niedrigen nanomolaren
bis subnanomolaren Bereich. Insgesamt erwiesen sich insbesondere die Benzyl-
amine als hochaffine Liganden, wobei der Ester 27 die affinste Verbindung dieser
Arbeit darstellt (K; (hH3R) = 24 pM). Die Neuroleptika-basierenden Hybridliganden
wurden zudem an den Histamin-H;- und den Dopamin-Dys- und -Dy3-Rezeptor-

subtypen untersucht. Die Bindungsaffinititen an den Targets konnten dabei
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insgesamt verbessert und die am Histamin-H;-Rezeptor gleichzeitig vermindert
werden. Durch die erzielten Bindungsprofile konnte erfolgreich gezeigt werden,
dass ein gezieltes Design von multifunktionalen Histamin-Hz-Rezeptorliganden
maoglich ist. Allerdings bestehen hier noch Varianzen, die einer Feinabstimmung

mit Hilfe der medizinischen Chemie bedrfen.

Erfolgreich konnten erstmals auch Histamin-Hs-Rezeptorliganden mit sauren
Funktionalitaten, darunter NH-acide Gruppen und freie Carboxylgruppen, dar-
gestellt und Bindungsaffinitaten im einstelligen nanomolaren Bereich erzielt
werden. Um detailliertere Kenntnisse (ber Histamin-Hz-Rezeptorliganden mit
sauren Funktionalitaten zu erlangen, werden noch Untersuchungen zu weiteren

Verbindungen dieser Art bendtigt.

Bei der Entwicklung einer neuen Thiazol-Leitstruktur konnten im Verlauf der
Strukturoptimierung gewisse Verbesserungen fur die Bindungsaffinitdten am
Histamin-Hs-Rezeptor erreicht werden. Im Gegensatz zu den Histamin-Hs-
Hybridliganden, die auf dem 4-(3-Piperidin-1-ylpropoxy)phenyl-Element basierten,
konnten aber bei keinem der Thiazol-Derivate vergleichbar hohe Bindungs-
affinitaten erreicht werden. Es sollte aber betont werden, dass es sich bei den
Thiazol-Derivaten um eine vollig andere Strukturklasse handelt, die daher auch
andere Toleranzen am Histamin-Hs-Rezeptor besitzt. Dies verdeutlicht, dass
pharmakologische Ergebnisse einer Substanzklasse nicht ohne Weiteres auf eine

andere Ubertragen werden konnen.

Einige hochaffine Hybridliganden wurden auch auf ihre In-vivo-Potenz untersucht,
wo sie enttduschenderweise keinerlei Aktivitat zeigten. Hier stehen noch weitere
Untersuchungen zur genauen Klarung der Ursache aber auch weitere Struktur-
optimierungen mit dem Ziel guter In-vitro- und In-vivo- Aktivitdten aus. Um ein
vollstdndiges Bild (ber das pharmakologische Profil der in dieser Arbeit
entwickelten Hybridliganden zu erlangen, sind noch weitere In-Vitro- und In-vivo-
Testungen an entsprechend relevanten Systemen und Targets noétig (z. B.
Monoamin-Transporter oder Enzyme), die bisher aufgrund fehlender Test-

maoglichkeiten und Kooperationspartner nicht durchgefuhrt werden konnten.
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4. ZUSAMMENFASSUNG
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Der G-Protein-gekoppelte Histamin-Hs-Rezeptor ist einer von vier bekannten
Histamin-Rezeptorsubtypen. Die Verbreitung erstreckt sich hauptséchlich auf das
ZNS, wo der Rezeptor mal3geblich an der Regulation des Schlaf-Wach-Rhythmus,
der Kognition, der Aufmerksamkeit und dem Erndhrungsverhalten beteiligt ist. Als
Autorezeptor reguliert er die Darstellung und Freisetzung von Histamin im Gehirn
und moduliert dariiberhinaus als Heterorezeptor auch die Konzentration anderer
wichtiger Neurotransmitter, wie Noradrenalin, Serotonin, Dopamin, Acetylcholin
oder Glutamat. Die histaminergen Neurone projezieren in nahezu das gesamte

ZNS und interagieren weitlaufig mit den veschiedenen Neurotransmittersystemen.

Die Suche und Entwicklung von wirksamen und sicheren Arzneimitteln fir ZNS-
Erkrankungen sind aufgrund der Komplexizitat dieser Erkrankungen eine grof3e
Herausforderung und derzeitige Therapien daher oft unzureichend und un-
befriedigend. Bei der Pathogenese zahlreicher ZNS-Erkrankungen scheinen
gestorte Gleichgewichte in den verschiedenen Neurotransmittersystemen eine
grundlegende Rolle zu spielen. Vor diesem Hintergrund besitzt der Histamin-Hs-
Rezeptor aufgrund seines vielféaltigen Interaktionspotenzials als Target eine
besondere Bedeutung. Diverse Histamin-Hz-Rezeptorantagonisten befinden sich
fur diverse Indikationen bereits in der klinischen Entwicklung, neben anderen
laufen aktuell Phase Il Studien zur Behandlung von Narkolepsie, kognititven
Defiziten bei Morbus Alzheimer und Schizophrenie, ADHS und Epilepsie.

Ein Ansatz fur die Entwicklung neuer Arzneistoffe bei multifaktoriellen
Erkrankungen entspringt der Hybridtheorie. Entgegen Paul Ehrlichs ,Magic Bullet"-
Konzept erscheint es bei solchen Erkrankungen &auferst sinnvoll, Wirkstoffe zu
entwickeln, die selektiv an verschiedenen Stellen im erkrankten System simultan
angreifen. In Folge kann dies zu synergistischen Effekten und verbesserten
Therapiemoglichkeiten filhren. Der Histamin-Hs-Rezeptor ist hier ein vielver-
sprechendes neues Target, dessen selektive Pharmakophore mit andersartigen
Pharmakophoren kombiniert werden kénnen, um eine gezielte Erweiterung des
Wirkprofils zu erreichen. In dieser Arbeit wurde der Hybridansatz durch
verschiedene Varianten realisiert, wobei die Verknupfung der Pharmakophore
sowohl durch Uberlappung als auch durch Aneinanderkopplung tber eine Amid-,
Amin- oder Esterbindung erfolgte. Als Grundstruktur fir das Hs-Pharmakophor

diente das 4-(3-Piperidin-1-ylpropoxy)phenyl-Element, andersartige Pharmako-
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phore stellten unter anderem bekannte Arzneistoffe aus der Gruppe der
Neuroleptika, Antidepressiva und SSRI. Daneben wurden auch solche Pharmako-
phore eingesetzt, die das Wirkprofil von Histamin-Hs-Rezeptorliganden durch

spezifische andere Eigenschaften (z. B. neuroprotektiv) ergédnzen kdnnen.

Fur die Synthesen der Hybridliganden wurde zunachst eine Substanzbibliothek mit
verschieden funktionalisierten Grundstruktur-Derivaten (1-16) des Histamin-Hs-
Pharmakophors aufgebaut. Bei der Kopplung der Pharmakophore lag der Fokus
auf der Untersuchung von Aminvariationen. Erwartungsgemaf fuhrte der Ersatz
von Amid- gegen Aminogruppen zu einer starken Affinitdtssteigerung, was die
literaturbekannten Ergebnisse anderer Diamin-basierender Strukturklassen
bestatigt. Die Neuroleptika- und SSRI-basierenden Diamine (22-25, 28-30) zeigten
hohe Bindungsaffinitaten im niedrigen nano- bis subnanomolaren Bereich (K; (hHs)
= 0,128-3,27 nM). Im Gegensatz zu den Aminen wies dagegen das mittels
Esterbindung gekoppelte Fluphenazin-Derivat 27 eine ca. zehnfach gesteigerte
Affinitat von 24 pM auf und stellt damit den affinsten Histamin-Hs-Rezeptor-
liganden dieser Arbeit dar. Die Ursachen sind noch nicht hinreichend geklart,
konnten aber in einer Nachahmung der Leitstruktur begrindet sein. Diese
Vermutung konnte durch Abstandsmessungen auf Basis dreidimensionaler

Strukturmodelle unterstitzt werden.

Die auf Neuroleptika basierenden Hybridliganden 19-27 wurden auch hinsichtlich
ihres Bindungsprofils am Histamin-H;-Rezeptor sowie an den Dopamin-Rezeptor-
subtypen D,s/D3z und Di/Ds untersucht. Im Vergleich zu den ungekoppelten
Neuroleptika konnte sowohl bei den Aminen 22-25 als auch beim Ester 27 eine
deutliche Reduktion der Affinitaten am Histamin-Hi-Rezeptor erzielt werden. Es ist
wahrscheinlich, dass dadurch die typischen Nebenwirkungen Sedierung und
Gewichtszunahme reduziert werden koénnen. In Bezug auf die Dopamin-
Rezeptoren wurden bei den Aminen unterschiedlich verschobene Bindungsprofile
beobachtet, &hnlich denen von atypischen Neuroleptika. Durch die gezielte
Erweiterung der untersuchten Neuroleptika mit einem Histamin-Hz-Pharmakophor
und damit Uber die gleichzeitige Stimulation des Histamin-Hs-Rezeptors, kdnnte
eine Reduzierung der extrapyramidalen Stérungen ermoglicht werden. Ob die

Hybridliganden diese Hoffnung erflillen, bleibt derzeit aber noch spekulativ.
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Einige vielversprechende Hybridliganden (21, 26, 29, 33) wurden fir eine erste In-
vivo-Testung auf ihre zentrale, antagonistische Aktivitat am Mausegehirn
untersucht. Allerdings wurde bei keiner Verbindung eine relevante Aktivitat
beobachtet (EDsp; 210 mg/kg). Hierbei machen sich wahrscheinlich die grof3en
Molekulgewichte und insbesondere die hohen Lipophilien der Hybride bemerkbar.
Wahrend diese Eigenschaften bei den Bindungsaffinitdten vorteilhaft waren,
scheinen sie fur die In-vivo-Aktivitaten von Nachteil zu sein. Fur genauere

Aussagen mussen allerdings noch weitere Untersuchungen erfolgen.

Weitere Amin-Variationen wurden durch die Synthese verschiedener Amidin- und
Guanidin-haltiger Derivate realisiert. Dabei stellte sich die Mikrowellen-Synthese
als eine aulerst effiziente Methode heraus. Durch den Einsatz der Mikrowelle
konnten Reaktionszeiten von wenigen Minuten erzielt und Ausbeuten deutlich
erhoht werden. Wegen der hohen Basizitat von Amidinen und Guanidinen war die
Aufreinigung zum Teil &ulRerst schwierig, konnte aber insbhesondere beim Acyl-
und Aminoguanidin (36, 37) mittels fraktionierter Kristallisation durch den
systematischen Einsatz polarer und unpolarer Ldsungsmittelkombinationen
erfolgreich realisiert werden. Die Synthese des N-(2-Pyridinyl)piperazins 42, einer
Vorstufe des Hybrids 43, gelang durch gezielte Optimierung der in der Literatur
beschriebenen Methode, welche auf einer Palladium-katalysierten Kreuzkopplung,
der Buchwald-Hartwig-Aminierung, basiert. Hinsichtlich der pharmakologischen
Ergebnisse Uberzeugten in dieser Serie besonders das Aminoguanidin 37 und das
Pyridin-2-ylpiperazin-Derivat 43 (K; (hH3) = 1,53 bzw. 4,12 nM). Eine andere
Aminvariation stellt das Piperazin-haltige Diamin 31, ein auf Ciprofloxacin
basierendes Hybrid, dar. Die Struktur des Hybrids folgt dem Grundmotiv der
anderen Diamin-Liganden und war durch die freie Carboxylgruppe des
Ciprofloxacins von zusatzlichem Interesse. In der In-vitro-Testung Uberzeugte 31
mit einer Uberraschend hohen Bindungsaffinitdt von K; (hHs) = 1,78 nM, wodurch

die Verbindung den Weg fiir neue Strukturklassen bereitete.

Um nadhere Erkentnisse tber Histamin-Hs-Liganden mit sauren Funktionalitaten zu
erlangen, wurden weitere Pharmakophore mit aciden Gruppen untersucht. Dazu
dienten NH-acide Thiazolidindion-Derivate sowie Cystein, eine Carbonsaure-
haltige Aminoséaure. Die Synthese der Thiazolidindion-basierenden Hybridliganden

erfolgte durch Knoevenagel-Kondensation. Die resultierenden Hybride 46 und 47
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waren in gangigen Losungsmitteln allerdings sehr schwer l6slich, wodurch der
Erfolg der nachfolgenden Palladium-katalysierten Hydrierung stark limitiert wurde.
Wahrend die Optimierung der Reaktionsbedingungen zur erfolgreichen Reduktion
des Thiazolidindions 46 fuhrte, blieben &hnliche Versuche beim Rhodanin 47
erfolglos. Neben der schlechten Léslichkeit des Edukts ist als Ursache auch die fir
Schwefelverbindungen bekannte Eigenschaft, als Katalysatorgift zu fungieren,
wahrscheinlich. Zur Darstellung Cystein-haltiger Hybridliganden wurden Cystein
bzw. Cysteinester und der Aldehyd 3 in einer nukleophilen Reduktion mit einher-
gehender Zyklisierung erfolgreich umgesetzt. Sowohl die resultierenden
Thiazolidine 50 und 51 als auch die ungeséttigten Thiazolidindion-Derivate 46 und
48 fuhrten in der In-vitro-Testung zu hohen Bindungsaffinitdten im niedrigen
nanomolaren Bereich. Dagegen war das gesattigte Thiazolidindion 47 deutlich
schwacher affin (K; (hH3) = 4,2-10,7 versus 55,33 nM). Dies kann darauf
zuruckgefuhrt werden, dass bei 46 und 48 ein Uber die Doppelbindung ver-
bundenes, konjugiertes Elektronensystem zwischen dem Heterozyklus und
Phenylring besteht, welches bei 47 durch die Sattigung des Systems aufgehoben
wurde. Diese Ergebnisse bestatigten erneut die Akzeptanz des Histamin-Hs-
Rezeptors gegeniuber sauren Gruppen. Im Unterschied zu den klassischen
basischen Liganden des Histamin-Hz-Rezeptors wurden in dieser Arbeit damit
erstmals hochpotente Histamin-Hs-Rezeptorliganden mit sauren Funktionalitaten
dargestellt und erste Struktur-Wirkungsbeziehungen abgeleitet. Bei einer weiteren
pharmakologischen Testung der Thiazolidindione 46 und 47 am PPARa und
PPARy konnte keine Rezeptoraktivierung festgestellt werden, was vermutlich auf
die hohe Basizitat des Piperidin-Stickstoffs, welche von PPARa/y nicht toleriert
wird, zurtickzufihren ist. Zwar gelang es auf diesem Wege nicht, gleichermal3en
Strukturvoraussetzung fur beide Rezeptortypen zu erfullen, allerdings sollte
beachtet werden, dass die Entwicklung dieser Liganden nicht auf eine ent-
sprechende PPAR-Aktivitat abzielte. Dennoch unterstreicht das Ergebnis das
besondere Potenzial von Histamin-Hs-Hybridliganden, da der Toleranzbereich
gegenuber Strukturabweichungen bei Liganden des Histamin-Hz-Rezeptors

weitaus groR3er als bei anderen Rezeptoren ist.

Das Tetrahydrobenzothiazol ST-879, ein Dopamin-D,/D3s-Rezeptorligand mit hoher
Bindungspotenz am Histamin-Hs-Rezeptor (K; (hH3) = 3,55 nM), diente als Basis
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fur die Entwicklung einer neuen Leitstrukturvariation fur Histamin-Hsz-Rezeptor-
antagonisten. Strukturveranderungen erfolgten im linken Teil (Hz-Komponente)
durch Substitution des basischen Stickstoffs und Rigidisierung dieses Bereiches.
Im rechten Teil (D2/Ds-Komponente) wurde das Tetrahydrobenzothiazol-Gerist
gegen Dihydro-4H-pyrano[4,3-d]thiazol und verschiedene Tetrahydrothiazolo-[5,4-
c]pyridine ausgetauscht. Die beiden Komponenten wurden zunachst separat
synthetisiert, und dann unter Etherbildung verknipft. Die Darstellung der Tetra-
hydrothiazolo[5,4-c]pyridin-Derivate 54-59 wurde durch Hantzsch-Thiazolsynthese
und anschliel3ender Bromierung erfolgreich realisiert. Fir die analoge Darstellung
der Dihydropyrano- und Tetrahydrobenzothiazol-Derivate 66-69 waren aufgrund

der Oxidationsempfindlichkeit mildere Reaktionsbedingungen nétig.

Bei der pharmakologischen Testung zeigte sich bei Variationen im linken Bereich
(60-63) eine deutliche Praferenz der offenkettigen Derivate, wobei Verbindung 63
mit dem bekannten Piperidinpropoxy-Motiv mit Abstand die affinste Verbindung (K;
(hHz) = 23,48 nM) darstellte. Im Vergleich gelang durch Alkylsubstitutionen der
Aminogruppe im Tetrahydropyridin-Geriist von 64 und 65 keine weitere Ver-
besserung der Bindungsaffinitaten. Bei Modifikationen im rechten Bereich fuhrten
die Dihydropyrano- und Tetrahydrobenzothiazole 70 und 71 zu einem deutlichen
Abfall (K; (hH3) = 344 und 357 nM) bzw. Verlust der Bindungsaffinitat (72 und 73).
Trotz vielfaltiger Modifikationen gelang dennoch keine Optimierung gegentber ST-
879. Dies verdeutlicht, dass die Ubertragung von Struktur-Wirkungsbeziehungen
auf andere Substanzklassen nicht beliebig mdglich ist. Insgesamt bieten die
Ergebnisse eine gute Basis fur die weitere Entwicklung einer neuen Thiazol-

basierenden Leitstruktur fur Histamin-Hs-Rezeptorantagonisten.

Mit Hilfe des Hybridansatzes wurden in dieser Arbeit zahlreiche neue und potente
Histamin-Hs-Hybridliganden entwickelt. Dabei wurde die histaminerge Leitstruktur
durch unterschiedlichste Strukturen, wie beispielsweise Neuroleptika, Antibiotika
oder Aminosauren erweitert. Es wurden hohe Bindungsaffinitaten im nano- bis
subnanomolare Bereich erzielt und wichtige Struktur-Wirkungsbeziehungen
abgeleitet. In-vitro zeigte sich eine hohe Toleranz des Histamin-Hsz-Rezeptors
bezuglich der heterogenen Liganden, darunter solche mit sterisch anspruchs-
vollen, stark basischen und sauren Gruppen. Im Gegensatz dazu konnte in vivo

allerdings keine Aktivitdt beobachtet werden. Um das Potenzial dieser Hybrid-
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liganden vollstdndig bewerten zu kdnnen, missen zu naheren Charakterisierung

daher noch weitere In-vitro- und In-vivo-Testungen durchgefiihrt werden.

Die simultane Beeinflussung verschiedener Neurotransmittersysteme bedarf einer
sorgfaltigen Abstimmung und stellt somit eine schwierige Aufgabe dar. Durch die
Ergebnisse dieser Arbeit konnte bestatigt werden, dass Histamin-Hs-Hybrid-
liganden vielversprechende Madoglichkeiten fur die Entwicklung neuer Therapie-
optionen fur ZNS-Erkrankungen bieten und dabei helfen kdnnen, ein tieferes

Verstandnis fur die komplexen Zusammenhange im ZNS zu erlangen.
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5. EXPERIMENTELLER TEIL

135



136

EXPERIMENTELLER TEIL

5.1 Gerate und Materialen

Fur die Synthesen und analytischen Verfahren wurden folgende Gerate und

Materialien verwendet:

Dunnschichtchromatographie (DC)

Kieselgelfolien 60 F,s54 mit einer Schichtdicke von 0.2 mm (Merck, Darmstadt). Die
Zusammensetzung der Flielmittel sind Kapitel 6.1.2 beschrieben. Zur Detektion
wurden Standardmethoden verwendet (UV-Licht, ethanolische Ninhydrin-Losung,
Heil3luft).

Saulenchromatographie

Saulen-Fullmaterial: Kieselgel der KorngréRe 63-200 um (Merck, Darmstadt). Das

verwendete FlieBmittel ist entsprechend angegeben.
Rotationschromatographie

Chromatothron 7924T (Harrison-Research, USA). Die Glasplatten sind mit
Kieselgel 60 Fys4 (VWR), gipshaltig, und mit einer Schichtdicke von 4 mm
beschichtet.

Schmelzpunktbestimmung

Schmelzpunktbestimmungsapparatur Bichi B-530 (Bichi, Flawil, Schweiz). Bei

den angegebenen Werten handelt es sich um unkorrigierte Werte.
Massenspektrometrie

Elektronen-Spray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS): Fisons Instruments
VG Platform 1l (Manchester,UK). Matrix-Assisted-Laser-Desorption/lonisation-
Massenspektrometrie (MALDI-MS): Fisons Instruments VG TOF Spec
(Manchester,UK); Matrix: DHB. Das MALDI-MS Verfahren wurde in den Fallen
verwendet, in denen das ESI-MS-Gerat aus technischen Grunden nicht zur

Verfligung stand.
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Kernresonanz-Spektroskopie (NMR)

'H-NMR: Bruker AMX 300 (300 MHz) und AMX 250 (250 MHz) Spektrometer

(Bruker, Reinstadten).
13C-NMR: Bruker AC 200 Spektrometer (59 MHz) (Bruker, Reinstadten).

Wenn im Folgenden nicht anders vermerkt, wurden die *H-NMR Spektren mit dem
AMX 300 Spektrometer aufgenommen. Samtliche Spektren wurden in
deuteriertem DMSO, MeOH oder Chloroform aufgenommen. Die chemische
Verschiebung (d) ist in ppm bezogen auf den internen Standard Tetramethylsilan
(TMS) bei 24 °C angegeben (Zuordnung unter Vorbehalt). Bei den angegebenen
Kopplungskonstanten J handelt es sich um gerundete Werte in Hz. Bei den mit
D,O austauschbaren Protonen wurde das entsprechende Multiplett mit *

gekennzeichnet.
Mikrowellen-Synthese

Biotage-Initiator™ 2.0, Microwave Synthesizer, 400 Watt Magnetron (Biotage
GmbH, Grenzach-Wyhlen).

Elementaranalysen (CHN)

CHN-Rapid (Heraus, Hanau). Verbindungen wurden als analysenrein betrachtet,
wenn die praktisch ermittelten Werte der CHN-Analytik maximal 0.4% von der in

der Theorie berechneten Werte der CHN-Analytik lag.
Uberdruckhydrierungen

Hochdruck-Haberautoklav Modell IV Typ 50S (Roth, Karlsruhe) (2-199 bar).
Tieftemperaturreaktionen

Eintauchkthler EK90 (Haake, Karlsruhe).

Bestimmung der pKg/pKs-Werte

Software ALOGPS 2.1 (Tetko et al. 2005) und ACD/I-Lab 8.02 (ACD, Inc.).

137



138

EXPERIMENTELLER TEIL

Anmerkungen

Die Molmassen der Substanzen beziehen sich auf die angegebene Summen-
formel, Ausbeuten von Endverbindungen auf die elementaranalytisch-reine
Substanzmenge. Zur besseren Ubersicht wurde im folgenden Kapitel das
Dezimalkomma durch einen Dezimalpunkt ersetzt. Eine stereochemische
Charakterisierung der Verbindungen fand nicht statt, die Ausbeuten wurden nur in
Ausnahmen optimiert. Einige Verbindungen kristallisierten mit organischen Sauren
in nicht-aquimolaren Mengen, waren stark hygroskopisch oder schlossen
Kristallwasser ein. In diesen Fallen wurden die Substanzen dann als analysenrein
betrachtet, wenn nach der weiteren, unabh&ngigen Umkristallisationen

Ubereinstimmende analytische Resultate erhalten wurden.

5.2 Zusammensetzung der FlieBmittel

FMO: DCM /MeOH (NHz-geséttigt) 75:25
FM1: DCM /MeOH (NHz-gesattigt) 90 : 10
FM2: DCM / MeOH (NHz-geséttigt) 92 :8
FM3: DCM / MeOH (NHz-geséttigt) 98 : 2
FM4: DCM / MeOH (NHz-geséttigt) 95:5
FM5: DCM, NHz-Atmosphéare

FM6: DCM

FM7: DCM / MeOH (NHs-Atmosphéare) 98:2
FM8: DCM /MeOH (NHs-Atmosphéare) 95:5
FM9: DCM /MeOH (NHs-Atmosphéare) 99:1
FM10: DCM/MeOH 98:2

FM11l: DCM/MeOH 95:5

FM12: DCM/MeOH 90:10
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5.3 Allgemeine Synthesevorschriften

Bei den in diesem Kapitel beschriebenen Synthesevorschriften wurden allgemein
gultige Mengenverhaltnisse angegeben, die je nach Substanz spater individuell

abgeéandert wurden.

5.3.1 Amidierung
Teil 1: Herstellung des Carbonsaurechlorids

Die umzusetzende Saure wurde in abs. THF oder Toluol gelost und unter
Eiskiihlung zu  Thionylchlorid  getropft. Der Ansatz  wurde unter
Feuchtigkeitsausschluss fur 1.5 h bei 70 °C geruhrt. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel sowie der Uberschuss an Thionylchlorid unter Vakuum abdestilliert,
erneut zweimal Toluol zugegeben und wieder unter Vakuum abdestilliert (Harada
et al. 2002).

Teil 2: Kopplung des Carbonsaurechlorids mit dem Amin

Das Amin wurde in wenig abs. THF oder abs. DCM geldst bzw. suspendiert und
Triethylamin zum Ansatz hinzugefuigt. Das Carbonséaurechlorid wurde ebenfalls in
wenig des entsprechenden Losungsmittels geldst und unter Eiskihlung langsam
zum Amin getropft. Anschlie3end wurde unter Feuchtigkeitsausschluss fir 2 h bei
RT geruhrt. Nach Reaktionsende wurde filtriert und unter Vakuum abdestilliert. Der
Ruckstand wurde in DCM aufgenommen und nacheinander mit gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Lésung, ges. Kochsalz-Lésung und  Wasser
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert
und unter Vakuum vollstdndig eingeengt. Das so erhaltene Rohprodukt war

hinreichend rein fir die weitere Umsetzung (Harada et al. 2002).
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5.3.2 Reduktion aromatischer Nitrogruppen

Die Nitroverbindung wurde in MeOH vorgelegt und mit 10-15% (m/m) Pd/C (10%)
sowie einige Tropfen Eisessig (ca. 0.5 mL) zugefugt. Im Autoklaven wurde der
Ansatz 2-3 h (in Ausnahmeféllen auch langer) bei 2-5 bar Wasserstoffdruck
hydriert. Anschlielend wurde der Katalysator Uber Celite abfiltriert und das
Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Das so erhaltene Rohprodukt konnte in der
Regel ohne weitere Aufreinigung weiter umgesetzt werden (Stark 1998).

5.3.3 Alkylierung von Aminen

Das Amin, das Alkylhalogenid (Chlorid oder Bromid), Kaliumcarbonat und
katalytische Mengen Kl wurden in abs. Acetonitril oder abs. Aceton vorgelegt und
unter Argonatmosphare fur 24 h unter Rickfluss zum Sieden erhitzt. Beim Bromid
war die Reaktionszeit ausreichend, bei der Reaktion mit Chlorid wurde fir weitere
48 h bei RT geruhrt (der Verlauf der Reaktion wurde dinnschicht-
chromatographisch kontrolliert). Der Ansatz wurde filtriert und der Filterkuchen
mehrmals mit Losungsmittel gewaschen. Die Lésemittelfraktionen wurden vereint
und unter Vakuum vollstédndig eingeengt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde in

der Regel saulenchromatographisch gereinigt (Meier et al. 2002).

5.3.4 Reduktive Aminierung

Das Amin und der Aldehyd bzw. das Keton wurden in abs. DCE gel6st und fur 0.5-
3.0 h in Argonatmosphare bei RT gerihrt (bei Aminsalzen als Edukt wurden
zusatzlich 1.5 Aquivalente Triethylamin zugefuigt). Nach Zugabe von NaBH(OACc)s
wurde der Ansatz fiur 18-24 h geruhrt. Falls die dinnschichtchromatographische
Kontrolle noch Aminedukt zeigte, wurde erneut NaBH(OAc); zugegeben und
nochmals fir 18 h gerthrt. AnschlieBend wurde mit 1 N NaOH gequenscht und
das DCE im Vakuum abdestilliert. Der restliche wassrige Ansatz wurde mehrmals
mit DCM ausgeschuttelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 1-2 N
Natronlauge, ges. Kochsalzlésung und anschliel3end mit Wasser gewaschen, tber



EXPERIMENTELLER TEIL

Natriumsulfat getrocknet, filtriert und unter Vakuum vollstéandig eingeengt. Das so
erhaltene Rohprodukt wurde in der Regel rotationschromatographisch aufgereinigt
(Abdel-Magid et al. 1996, Abdel-Magid und Mehrman 2006).

5.3.5 Etherbildung
Methode A: Aliphatische Ether unter Zusatz von NaH

Der Alkohol wurde in abs. THF oder abs. Dioxan gelést und mit Natriumhydrid
(Suspension in Mineraldl, w = 60%) unter Argonatmosphare fur 3 h bei 40 °C
geruhrt. AnschlieBend wurde der Ansatz mit dem Halogenid versetzt und unter
Argonatmosphéare fur 18 h unter Ruckfluss gerihrt. Bei Bedarf wurde erneut
Natriumhydrid zugegeben und fir weitere 18-36 h gertihrt. Nach dem Abkuhlen
auf RT wurde der Ansatz filtriert und unter Vakuum vollstandig eingeengt. Der
Ansatz wurde in DCM aufgenommen und mehrfach gegen 1-2 N Natronlauge
ausgeschittelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges.
Kochsalzlésung und anschlieBend mit Wasser gewaschen, uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und unter Vakuum vollstdndig eingeengt. Das so erhaltene
Rohprodukt wurde in der Regel rotationschromatographisch aufgereinigt
(Williamson 1851, Feuer 1967).

Methode B: Aromatische Ether unter Zusatz von Kaliumcarbonat und Kl

Das Phenolderivat, das Halogenid (Bromid oder Chlorid), Kaliumcarbonat und
katalytische Mengen KI wurden im abs. Acetonitril oder abs. Aceton unter
Argonatmosphare fir 18-24 h unter Rickfluss zum Sieden erhitzt. Danach wurde
fur weitere 48 h bei 40 °C gerihrt. Nach dem Abkuhlen auf RT wurde der Ansatz
filtriert und unter Vakuum vollstandig eingeengt. Der Ansatz wurde in DCM
aufgenommen und mit 1-2 N Natronlauge oder gesattigter Natriumhydrogen-
carbonat-Losung mehrfach gewaschen. Die organische Phase wurde
anschlieBend nochmals mit ges. Kochsalzlésung und Wasser gewaschen, uber

Natriumsulfat getrocknet, filtriert und unter Vakuum vollstéandig eingeengt. Das so
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erhaltene Rohprodukt konnte in der Regel ohne weitere Aufreinigung weiter
umgesetzt werden (Apodaca et al. 2003).

5.3.6 N-Demethylierung

Das tertiare Amin wurde in abs. DCE vorgelegt, mit Chlorameisensaure-
chloroethylester (ACE-CI) versetzt und fiir 24 h unter Argonatmosphére bei 80 °C
refluxiert. Nach Abkuhlen auf RT wurde die Mischung bis zur Trockne () im
Vakuum eingeengt. Der Rickstand wurde in MeOH aufgenommen und zur
Hydrolyse fur 2 h bei 50 °C gerihrt. Der Ansatz wurde im Vakuum vollstandig
eingeengt, in DCM aufgenommen und mit 1-2 N Natronlauge oder gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde
nochmals mit ges. Kochsalzlésung und Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und im Vakuum vollstandig eingeengt. Das erhaltene
Rohprodukt konnte in der Regel ohne weitere Aufreinigung umgesetzt werden
(Olofson et al. 1984, Pelander et al. 1997).

5.3.7 Darstellung von Raney-Nickel

In einem 1 L fassenden Becherglas wurden 10 g Aluminium-Nickel-Legierung
(50% Nickel) in 100 mL Wasser aufgeschwemmt. Sukzessiv wurden 20 g Na-
triumhydroxid-Platzchen zugegeben, so dass die Mischung nicht tGberschaumte.
Unter gelegentlichem Umrthren wurde fur 30 min auf 70 °C erwarmt. Dabei setzte
sich das Nickel schwammig zu Boden ab. Die Uberstehende LOsung wurde
abdekantiert, der Nickelschwamm dreimal mit Ammoniak-Losung (25%) und dann
zweimal mit NHs-ges. MeOH gewaschen. Der so bereitete Katalysator wurde

umgehend flr die entsprechende Reaktion eingesetzt (Becker 1993).
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5.4 Synthesen

5.4.1 Synthese der Piperidinpropyl-Derivate

3-Piperidin-1-ylpropan-1-ol (1) (Apelt et al. 2002): Die Synthese erfolgte geman
Vorschrift 5.3.3 aus 119 mL Piperidin (102.2 g, 1.20 mol) und 72.1 mL 3-Chlor-1-
propanol (94.5 g, 1.0 mol), Kaliumcarbonat (331.66 g, 2.4 mol) und KI in 600 mL
abs. Aceton. Das erhaltene orange Ol wurde durch Vakuumdestillation bei 80-90
°C und 13 mbar gereinigt, wobei ein klares, farbloses Ol erhalten wurde. Bei
Bedarf wurde die Base danach in Isopropanol geldst und mit isopropanolischer
Salzsaure (c = 2 mol/L) in das Hydrochlorid tUberfuhrt, wobei ein weil3er Feststoff

gebildet wurde.

Ausbeute: 1199 (83% d. Th.)
Summent.: CsH17NO
8grii7 O\I/\/\OH
Molmasse: 143.23 g/mol
R+-Wert: 0.29 (FM1)
'H-NMR CDCls: 0 1.44 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.58 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 1.69

(m, 2H, Pip-CH,CHy), 2.45 (m, 4H, Pip-2-H,, -6-H.), 2.57 (t,
2H, 3J = 5.8 Hz, Pip-CH>), 3.79 (t, 2H, 3J = 5.2 Hz, CH,OH).

ESI-MS: 144 (100) [M+H"]

1-(3-Chlorpropyl)piperidin Hydrochlorid (2) (Apelt et al. 2002): Das Hydrochlorid
von Verbindung 1 wurde (5.72 g, 40 mmol) in 20 mL abs. Toluol suspendiert und
unter Eiskuhlung tropfenweise mit 5.8 mL Thionylchlorid (9.52 g, 80 mmol)
versetzt. Der Ansatz wurde 3 h bei 60 °C gertuhrt und danach im Vakuum
eingeengt. Um restliches Thionylchlorid zu entfernen, wurde mehrmals mit wenig
Toluol versetzt und anschlieRend jeweils im Vakuum eingeengt. Der braune
Ruckstand wurde in EtOH gel6st und mit Diethylether gefallt. Wenn die erhaltenen
Kristalle nicht vollig weil3 waren, wurde in EtOH/Diethylether umkristallisiert, um

einen weil3en, flockigen Feststoff zu erhalten.

Ausbeute: 7.309 (92% d. Th.)
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Summent: CsHigNCI - HCI

O/\/\CI
Molmasse: 198.13 g/mol
Ri-Wert: 0.29 (FM1)

'H-NMR [ds]DMSO: & 1.48 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.62 (m, 4H, Pip-3-Hs, -5-Hy), 2.01
(m, 2H, Pip-CH»CH,), 2.52 (m, 6H, Pip-2-H, -6-H,, Pip-
CH,), 3.73 (t, 2H, 3J = 6.4 Hz, CH,CI).

ESI-MS: 162 [M+H*] (100)

4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzaldehyd (3) (Apelt et al. 2002, Isensee et al.
2009): Die Synthese erfolgte gemafd Vorschrift 5.3.5 Etherbildung (Methode B)
aus Verbindung 2 (1.0 g, 5.05 mmol), p-Hydroxybenzaldehyd (0.60 g, 6.06 mmol),
Kaliumcarbonat (2.10 g, 15.15 mmol) und Kl in ca. 25 mL abs. Aceton. Es wurde

ein oranges Ol isoliert, dass ohne weitere Aufreinigung weiter umgesetzt werden

konnte.
Ausbeute: 1.02 g (82% d. Th.)

~o
Summenf: C15H21NO; O\IMO@A
Molmasse: 247.33 g/mol
Ri-Wert: 0.81 (FM1)

'H-NMR [dg]DMSO: & 1.49 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.63 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 2.02
(m, 2H, Pip-CH,CHy), 2.49-2.54 (m, 6H, Pip-2-H,, -6-Hy,
Pip-CHy), 4.13 (t, 2H, 3J = 6.12 Hz, Pip-CH,CH,CH,), 7.08
(d, 2H, 3J = 13.7 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.86 (d, 2H, 3J = 13.7
Hz, Ph-2-H, -6-H), 9.83 (s, 1H, CHO).

ESI-MS: 248 [M+H"] (100)

4-(3-Piperidin-1-ylpropoxy)benzoesauremethylester (4) (Apelt et al. 2002): Die
Synthese erfolgte gemal’ Vorschrift 5.3.5 (Methode B) aus Verbindung 2 (15.0 g,
75.75 mmol), p-Hydroxybenzoesauremethylester (13.84 g, 90.90 mmol),
Kaliumcarbonat (31.40 g, 227 mmol) und Kl in ca. 150 mL abs. Aceton. Es wurde
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ein gelbes Ol isoliert, dass ohne weitere Aufreinigung weiter umgesetzt werden

konnte.

Ausbeute:

Summenf:

Molmasse:

R+-Wert:

'H-NMR [ds]DMSO:

ESI-MS:

16.60 g (79% d. Th.)

0
C16H23NO
16H23NO3 do/
277.36 g/mol O\I/\/\O
0.67 (FM1)

5 1.42 (m, 1H, Pip-4-Hay), 1.72-1.83 (m, 5H, Pip-4-Hzq, -3-H,,
-5-H,), 2.21-2.30 (m, 2H, Pip-CH,CHy), 2.90 (m, 2H, Pip-2-
Hax -6-Hax), 3.19 (m, 2H, Pip-CH.), 3.34-3.54 (m, 2H,
Pip-2-Haq, -6-Hag), 3.85 (s, 3H, OCHs), 4.18 (t, °J = 6.0 Hz,
2H, PipCH,CH,CH,), 7.09 (d, 3J = 9.1 Hz, 2H, Ph-3-H, -5-H),
7.96 (d, 3J = 9.1 Hz, 2H, Ph-2-H, -6-H).

278 [M+H"] (100)

4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)ethanon (5) (Apelt et al. 2002): Die Synthese
erfolgte gemalf3 Vorschrift 5.3.5 (Methode B) aus Verbindung 2 (8.0 g, 40.4 mmol),
p-Hydroxyphenylethanon (6.66 g, 48.48 mmol), Kaliumcarbonat (16.72 g, 121

mmol) und Kl in ca. 100 mL abs. Aceton. Es wurde ein orange-braunes Ol isoliert,

dass ohne weitere Aufreinigung weiter umgesetzt werden konnte.

Ausbeute:

Summenf:

Molmasse:

R+-Wert:

'H-NMR [dg]DMSO:

7.29 g (69% d. Th.) 0
161123 2 O/\/\O

261.36 g/mol

0.76 (FM1)

5 1.36 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.45-1.52 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-Hy),
1.87 (m, 2H, Pip-CH,CH,), 2.28-2.41 (m, 6H, Pip-CHj, Pip-
2-Hy, -6-Hy), 2.50 Uberlagert mit DMSO-Signal (s, 3H, CHj),
3.95 (t, 2H, 3J = 6.4 Hz, Pip-CH,CH,CH,), 7.02 (d, 2H, %J =
8.9 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.92 (d, 2H, 3/ = 8.9 Hz, Ph-2-H, -6-H).

145



146

EXPERIMENTELLER TEIL

ESI-MS: 262 [M+H"] (100)

4-(3-(Piperidin-1-yl)-propoxy)phenyl)methanol (6) (Apelt et al. 2002): Die Synthese
erfolgte gemanR Vorschrift 5.3.5 (Methode B) aus Verbindung 2 (15.0 g, 75.76
mmol), p-Hydroxybenzylalkohol (18 g, 90.91 mmol), Kaliumcarbonat (31.37 g, 227
mmol) und Kl in ca. 150 mL abs. Aceton. Bei Bedarf wurde ein Anteil des
erhaltenen orangen Ols in Isopropanol geldst und mit isopropanolischer Salzsaure
(c = 2 mol/L) in das Hydrochlorid Uberfuhrt, wobei ein weil3er Feststoff gebildet

wurde.

Ausbeute: 15.70 g (83% d. Th.)

S f Ci5H23NO /<)A on
ummentf: 15M23NO> O\I/\/\O

Molmasse: 249.35 g/mol

Rr-Wert: 0.59 (FM1)

'H-NMR [dg]DMSO: & 1.36 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.48 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 1.83
(m, 2H, Pip-CH,CHy), 2.47-2.50 (m, 6H, Pip-CH,, Pip-2-H,,
-6-H,), 3.95 (t, 2H, 3J = 6.4 Hz, Pip-CH,CH,CH,), 4.39 (d,
2H, 3J = 5.5 Hz, Ph-CH,), 5.02 (t, 1H, J = 5.7 Hz, OH), 6.86
(d, 2H, 3J = 8.6 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.19 (d, 2H, 3J = 8.5 Hz,
Ph-2-H, -6-H).

ESI-MS: 250 [M+H*] (100)

2-(4-(3-(Piperidin-1-yl)-propoxy)phenyl)ethanol Hydrochlorid (7) (Apelt et al. 2002):
Die Synthese erfolgte gemall Vorschrift 5.3.5 (Methode B) aus Piperidin-
propanchlorid 2 (5.0 g, 25.25 mmol), p-Hydroxyphenylethanol (4.19 g, 30.30
mmol), Kaliumcarbonat (10.47 g, 75.75 mmol) und Kl in ca. 50 mL abs. Aceton
(Apelt et al. 2002). Ein Anteil des erhaltenen orangen Ols in Isopropanol geldst

und mit isopropanolischer Salzsdure (c = 2 mol/L) in das Hydrochlorid tberflhrt,

o

wobei ein weil3er Feststoff gebildet wurde.

Ausbeute: 5.22 9 (69% d. Th.)

Summent: C16H25NO; - HCI
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Molmasse: 299.84 g/mol
Ri-Wert: 0.60 (FM1)
'H-NMR CDCls: 0 1.40-1.48 (m, 1H, Pip-4-Hax), 1.58 (m, 5H, Pip-4-Hayq, Pip-

3-Ha, -5-Hy), 1.88 (m, 2H, Pip-CH,CH,), 2.27-2.67 (m, 6H,
Pip-2-H,, -6-H,, Pip-CHy), 2.79 (t, 2H, 3J = 6.6 Hz, Ph-CH,),
3.80 (t, 2H, 3J = 6.6 Hz, CH,OH), 4.03 (t, 2H, 3J = 5.1 Hz,
Pip-CH,CH,CH,), 6.79 (d, 2H, 3J = 8.4 Hz, Ph-3-H, -5-H),
7.13 (d, 2H, 3J = 8.4 Hz, Ph-2-H, -6-H), 12.00 (s, 1H, NH").

ESI-MS: 264 [M+H"] (100)

4-(3-Piperidin-1-ylpropoxy)benzoesaure Hydrochlorid (8) (Celanire et al. 2006):
Der Ester 4 (2.0 g, 7.20 mmol) wurde in 10 mL MeOH gel6ést und mit 2.20 mL
Natronlauge (c = 5 mol/L) versetzt. Der Ansatz wurde fir 18 h bei RT gerihrt. Der
Ansatz wurde im Vakuum eingeengt, in Isopropanol angelést und mit
isopropanolischer Salzsaure (c = 2 mol/L) in das Hydrochlorid tberfuhrt, wobei ein

cremefarbener Feststoff gebildet wurde.

Ausbeute: 2.059 (95% d. Th.) o

Summenf: C15H21NO3 - HCI /©)‘\OH
OI/\/\O

Molmasse: 299.79 g/mol

Ri-Wert: 0.07 (FM1)

'H-NMR [dg]CDCls: & 1.48 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.52-1.57 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,),
2.10 (m, 2H, Pip-CH,CH,), 2.34-2.50 (m, 6H, Pip-CH,, Pip
-2-Hy, -6-Hy), 4.11 (t, 2H, 3J = 6.4 Hz, Pip-CH,CH,CH,),
7.06 (d, 2H, 33 = 8.4 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.83 (d, 2H, % =85
Hz, Ph-2-H, -6-H).

ESI-MS: 264 [M+H"] (100)

4-(3-Piperidin-1-ylpropoxy)benzonitril (9) (Apelt et al. 2002, Amon et al. 2007): Die
Synthese erfolgte gemaf Vorschrift 5.3.5 (Methode B) aus Verbindung 2 (8 g,
40.40 mmol), p-Hydroxybenzonitril (5.80 g, 48.69 mmol), Kaliumcarbonat (16.75 g,
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121.20 mmol) und Kl in ca. 150 mL abs. Aceton. Es wurde ein oranges Ol

erhalten, welches hinreichend sauber fir die weitere Umsetzung war.

Ausbeute:

Summenf:

Molmasse:

R+-Wert:

'H-NMR [dg]DMSO:

ESI-MS:

7.56 g (77% d. Th.)

C16H22N20

—N
ol

5 1.51 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.72 (m, 4H, Pip-3-Hy, -5-H,), 2.13
(quin, 2H, 3J = 7.0 Hz, Pip-CH,CH,), 3.08-3.14 (m, 6H, Pip-
2-Hy, -6-Hy, Pip-CHy), 4.13 (t, 2H, 3J = 6.1 Hz, Pip-
CH,CH,CH,), 7.10 (d, 2H, J = 8.4 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.77
(d, 2H, 3J = 8.4 Hz, Ph-2-H, -6-H).

244.33 g/mol

0.75 (FM1)

245 [M+H"] (100)

1-(3-(4-Nitrophenoxy)propyl)piperidin (10) (Apelt et al. 2002, Amon et al. 2007):
Die Synthese erfolgte gemal Vorschrift 5.3.5 (Methode B) aus Verbindung 2 (2 g,
10.10 mmol), p-Nitrophenol (1.70 g, 12.12 mmol), Kaliumcarbonat (4.19 g, 30.30

mmol) und Kl in ca. 40 mL abs. Aceton (Amon et al. 2007). Es wurde ein oranges

Ol erhalten, was hinreichend sauber fiir die weitere Umsetzung war.

Ausbeute:

Summenf:

Molmasse:

R+-Wert:

'H-NMR [dg]DMSO:

ESI-MS:

1.94 g (73% d. Th.)

C14H20N203

264.32 g/mol

O\l/\/\o

5 1.35 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.45 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 1.80
(m, 2H, Pip-CH,CH,), 2.28-2.36 (m, 6H, Pip-2-H,, -6-H,,
Pip-CHy), 4.10 (t, 2H, 3J = 6.4 Hz, Pip-CH,CH,CH,), 7.10
(d, 2H, 3J = 9.26 , Ph-3-H, -5-H), 8.16 (d, 2H, 3J = 9.26, Ph
-2-H, -6-H).

0.78 (FM3)

235 [M+H"] (100)
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1-(3-(4-Chlormethyl)phenoxy)propyl)piperidin  Hydrochlorid (11) (Isensee et al.
2009): Das Hydrochlorid des Alkohols 6 (5.71 g, 20 mmol) wurde in ca. 40 mL abs.
Toluol geldst und unter Eiskihlung tropfenweise mit 2.9 mL Thionylchlorid (4.76 g,
40 mmol) versetzt. Der Ansatz wurde 3 h bei 60 °C gerUhrt und danach im
Vakuum eingeengt. Um restliches Thionylchlorid zu entfernen, wurde mehrmals
mit wenig Toluol versetzt und jeweils erneut unter Vakuum eingeengt. Der
Ruckstand wurde in EtOH geldst und mit Diethylether geféllt, wobei ein weil3er

Feststoff erhalten wurde.

Ausbeute: 5.58 g (92% d. Th.)

Summenf: C15H22NOCI - HCl /@AC'
N/\/\O

Molmasse: 304.26 g/mol

R-Wert: 0.83 (FM1)

'"H-NMR [de]DMSO: & 1.37 (m, 1H, Pip-4-Hay), 1.74 (m, 4H, m, 5H, Pip-4-Hag,
Pip-3-H,, -5-H,), 2.18 (m, 2H, Pip-CH,CH,), 2.85-3.43 (m,
6H, Pip-2-H,, -6-H,, Pip-CH>), 4.05 (t, 2H, 3J = 6.0 Hz, Pip-
CH,CH,CH,), 4.71 (s, 2H, CH,CI), 6.93 (d, 2H, %J = 8.7 Hz,
Ph-3-H, -5-H), 7.36 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Ph-2-H, -6-H).

ESI-MS: 268 [M+H"] (100)

1-(3-(4-(2-Chlorethyl)phenoxy)propyl)piperidin Hydrochlorid (12) (Isensee et al.
2009): Das Hydrochlorid des Alkohols 7 (3.85 g, 12.84 mmol) wurde in 20 mL abs.
Toluol gel6ést und unter Eiskiihlung tropfenweise mit 1.87 mL Thionylchlorid (3.06
g, 25.68 mmol) versetzt. Der Ansatz wurde 3 h bei 60 °C gerihrt und danach im
Vakuum eingeengt. Um restliches Thionylchlorid zu entfernen, wurde mehrmals
mit wenig Toluol versetzt und jeweils erneut unter Vakuum eingeengt. Der
Ruckstand wurde in EtOH gelést und mit Diethylether gefallt, wobei ein weil3er

Feststoff erhalten wurde.

Ausbeute: 3.86 g (94% d. Th.)

Cl
Summentf: C16H24NOC| - HCI /©/\/
/\/\O

N
Molmasse: 318.28 g/mol O
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R-Wert: 0.85 (FM1)

'"H-NMR [d¢]DMSO: & 1.34-1.39 (m, 1H, Pip-4-Ha), 1.77 (m, 5H, Pip-4-Hy,
Pip-3-Hy, -5-Hy), 2.19 (m, 2H, Pip-CH,CH,), 2.27-2.86 (m,
6H, Pip-2-H,, -6-H,, Pip-CH,), 2.91 (t, 2H, 3J = 7.1 Hz, Ph-
CH,), 3.77 (t, 2H, 3J = 7.1 Hz, CHCI), 4.01 (t, 2H, 33 = 6.1
Hz, Pip-CH,CH,CH,), 6.88 (d, 2H, 3J = 8.6 Hz, Ph-3-H, -5-
H), 7.18 (d,2H,3%J = 8.6 Hz, Ph-2-H,-6-H),12.00 (s, 1H, NH").

ESI-MS: 283 [M+H*] (100)

4-(3-(Piperidin-1-yl)-propoxy)benzoylchlorid Hydrochlorid (13) (von Coburg et al.
2009): Das Hydrochlorid der Carbonsaure 8 (0.5 g, 1.67 mmol) wurde ohne
Zugabe von Losungsmittel unter Eiskihlung tropfenweise mit 15 mL Thionylchlorid
(2454 g, 206 mmol) versetzt. Der Ansatz wurde 3 h bei 60 °C unter
Feuchtigkeitsausschluss geriihrt.  Uberschiissiges Thionylchlorid wurde im
Vakuum eingeengt, der Ansatz mit wenig Toluol versetzt und erneut zur Trockne

eingeengt. Der entstandene weil3e Feststoff wurde sofort fur die nachste Reaktion

eingesetzt. O
Cl
Ausbeute: 0.530 g (100%) O\' A~
Summentf: C15H2oNOLCI - HCI
Molmasse: 318.24 g/mol

4-(3-(Piperidin-1-yl)-propoxy)benzylamin (14) (Apelt et al. 2002, Amon et al. 2007):
Zunachst wurde Raney-Nickel nach Vorschrift 5.3.7 hergestellt. Eine Menge von
ca. 5.0 g des frisch aktivierten Katalysators wurde sofort zu einer Losung von 5.0 g
des Nitrils 9 (20.46 mmol) in 100 mL NHs-ges. MeOH gegeben. Es wurde fur 24 h
bei einem Wasserstoffdruck von 5 bar gerthrt. Danach wurde tber Celite abfiltriert

und das Filtrat im Vakuum eingeengt. Es resultierte ein oranges Ol.
Ausbeute: 5.039 (99% d. Th.)
Summent: C15H24N20 O\l/\/\o

Molmasse: 248.36 g/mol
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Ri+-Wert: 0.38 (FM2)

'H-NMR [deg]DMSO: 8 1.37 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.53 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 1.90
(m, 2H, Pip-CH.CHy), 2.36-2.45 (m, 6H, Pip-2-H,, -6-Hy,
Pip-CHy), 3.71 (s, 2H, CH,NH,), 3.90 (t, 2H, 3J = 6.4 Hz,
Pip-CH,CH,CH,), 6.87 (d, 2H, 3J = 8.5 Hz, Ph-3-H, -5-H),
7.26 (d, 2H, 3J = 8.5 Hz, Ph-2-H, -6-H).

ESI-MS: 249 [M+H"] (100)

4-(3-(Piperidin-1-yl)-propoxy)phenylamin (15) (Amon et al. 2006): Die Synthese
erfolgte nach Vorschrift 5.3.2 aus 1.87 g des Nitrobenzols 10 (7.07 mmol) und 0.2
g Pd/C (10%) in MeOH und Eisessig fur 18 h Ruhren bei 2 bar Wasserstoffdruck
(Amon et al. 2007). Es wurde ein oranges Ol erhalten, das hinreichend sauber fiir

die weitere Umsetzung war.

Ausbeute: 1.64 g (99% d. Th.)
NH,
Summent: C14H22N20 /©/
O\l/\/\o
Molmasse: 234.34 g/mol
R+-Wert: 0.55 (FM3)

'H-NMR [dg]DMSO: & 1.35 (m, 2H, Pip-4-Hy), 1.47 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 1.80
(quin, 2H, 3J = 6.8 Hz, Pip-CH,CH,), 2.29-2.35 (m, 6H,
Pip-2-H,, -6-H,, Pip-CH,), 3.81 (t, 2H, %J = 6.4 Hz, Pip-
CH,CH,CH,), 4.57 (s, 2H, NH,), 6.47 (d, 2H, 3J = 8.8 Hz,
Ph-2-H, -6-H) 6.56 (d, 2H, °J = 8.8 Hz, Ph-3-H, -5-H).

ESI-MS: 235 [M+H"] (100)

3-(Piperidin-1-yl)-propan-1-amin Dihydrochlorid (16) (Amon et al. 2006): Dazu
wurden 1.0 g N-(Brompropyl)phthalimid (3.73 mmol), 0.34 mL Piperidin (292 mg,
3.73 mmol) und 2.1 g Kaliumcarbonat (15.19 mmol) in 20 mL abs. Acetonitril unter
Argonatmosphére fur 20 h refluxiert. Nach Abkihlen auf RT wurde die Mischung
abfiltriert, der Ruckstand mehrmals mit Aceton gewaschen und wieder filtriert. Das
Filtrat wurde im Vakuum zur Trockne eingeengt. Mit Hilfe von 30 mL

halbkonzentrierter Salzsaure wurde die Substanz Uber Nacht unter Rickfluss
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sauer hydrolysiert. Die entstandene Losung wurde auf RT abgekuhlt, wobei die
Phthalsaure als weil3e Kristalle ausfiel und abfiltriert wurde. Das Filtrat wurde im
Vakuum vollstandig eingeengt. Der entstandene harzige, weiRe Feststoff war

hinreichend sauber fur die weitere Umsetzung.

Ausbeute: 0.559 (82% d. Th.)

Summentf: CgHigN2 - 2 HCI

Molmasse: 178.70 g/mol O\'/\/\NHZ
R-Wert; 0.18 (FM1)

'H-NMR [dg]DMSO: & 1.40-1.46 (m, 1H, Pip-4-Hy), 1.70-1.81 (m, 5H, Pip-4-Hag,
Pip-3-Ha, -5-Hy), 2.01 (M, 2H, Pip-CH,CH,), 2.75-2.84 (m,
4H, Pip-2-H,, -6-Hp), 3.30-3.41 (m, 4H, Pip-CH,, Pip-
CH,CH,CH,), 8.25 (s*, 1H, NH).

ESI-MS: 143 [M+H*] (100)

5.4.2 Synthese der Arzneistoff-Derivate

4-Chlor-N-(3-(piperidin-1-yl)propyl)benzamid Hydrogenoxalat (17): Nach Vorschrift
5.3.1 (Teil 2) wurden 1.16 g des Aminsalzes 16 (6.49 mmol),1.57 g 4-Chlor-
benzoesaurechlorid (8.98 mmol) und 1.8 mL TEA in 30 mL abs. DCM fir 18 h bei
RT geruhrt und anschlieend aufgearbeitet. Nach Einengen im Vakuum wurde der
Ruckstand in Diethylether aufgenommen und der unlésliche Riuckstand abfiltriert.
Das Filtrat wurde am Rotationsverdampfer eingeengt und der Ruckstand mit
einem Uberschuss Oxalsaure in Acetonitril/Diethylether gefallt. Es wurde zweimal
in EtOH/Diethylether umkristallisiert und das Produkt als weil3er Feststoff erhalten.

Ausbeute: 542 mg (23% d. Th.)

Summenf: Cl5H21C|N20 : C2H204 o

Molmasse: 370.83 g/mol O\‘/\/\HJKE)\
Cl

Smp.: 145 °C

Ri-Wert: 0.68 (FM1)
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CHN-Analytik: ber.: C: 55.06, H: 6.25, N: 7.55; gef.: C: 54.86, H: 6.26, N:
7.50

'H-NMR [dg]DMSO: & 1.50 (m, 2H, Pip-4-Hy), 1.69 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 1.88
(m, 2H, Pip-CH,CHy), 2.97-3.07 (m, 6H, Pip-2-H,, -6-H,,
Pip-CHy), 3.30 (t, 2H, 3J = 6.6 Hz, Pip-CH,CH,CH,), 7.54
(d, 2H, 3J = 9.0 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.86 (d, 2H, 3J = 8.9 Hz,
Ph-2-H, -6-H), 8.71 (t, 1H, 3J = 5.5 Hz, NHCO).

3C-NMR [dg]DMSO: 21.44 (Pip-4-C), 22.61 (Pip-3-C, -5-C), 23.81 (Pip-CH,CH,),
36.67 (CHo-NHCO), 52.04 (Pip-2-C, -6-C), 53.94 (Pip-CHy),
128.32 (Ph-2-C, -6-C), 129.10 (Ph-3-C, -5-C), 133.0 (Ph-1-
Cq), 135.99 (Ph-4-C,), 164.42 ((COOH),), 165.35 (CO).

ESI-MS (%): 281 [M+H"] (100)

(3-(10,11-Dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5-yliden)-N-methyl-N-(4-(3-(piperidin-
1-yl)-propoxy)benzyl)propan-1-amin Dihydrogenoxalat (21): Die Synthese erfolgte
nach Vorschrift 5.3.4 aus 0.83 g des Aldehyds 3 (3.34 mmol), 1.0 g Nortriptylin
Hydrochlorid (3.34 mmol), 0.37 mL (5.01 mmol) TEA und 1.06 g (5.01 mmol)
NaBH(OAc)s; in 25 mL abs. DCE. Die Reaktion wurde nach 20 h laut Vorschrift
aufgearbeitet. Die Substanz wurde danach rotations-chromatographisch (Gradient
FM11 nach FM10) aufgereinigt. Mit einem Uberschuss Oxalsdure wurde aus
MeOH/Diethylether gefallt und zweimal mit MeOH umkristallisiert, wobei ein

weilRer Feststoff erhalten wurde.

Ausbeute: 220 mg (9.5% d. Th.)
Summenf: CaaH42N20 - 2 CoH,04 - H,0 0.0
Molmasse: 692.78 g/mol |
Smp.: 197 °C (Zersetzung) /©/\ITI
N/\/\O
R+-Wert: 0.67 (FM1)
CHN-Analytik: ber.: C: 65.89, H: 6.98, N: 4.04; gef.: C: 65.85, H: 6.89, N: 3.98

'H-NMR (250 MHz)
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MeOD: 5 1.76 (m, 2H, Pip-4-Hy), 1.89 (m, 4H, Pip-3-Hy, -5-H,), 2.24
(m, 2H, Pip-CH,CH,), 259 (2 x t, 2H, %] = 7.8 Hz,
N(CH3)CH,CH,), 2.68 (s, 3H, CHs), 2.70-3.20 (m, 8H,
Pip-2-H,, -6-Hp, Pip-CH,, N(CH3)CH,CH,), 3.25-3.32 (m,
4H, Dihydrodibenzocyclohept-10-H,, -11-Hy), 4.12 (t, 2H,
%) = 5.8 Hz, Pip-CH,CH,CH), 4.17 (s, 2H, Ph-CH,N(CH3)),
5.79 (t, 1H, 3J = 7.3 Hz, CH,CH), 7.0 (d, 2H, 3J = 8.5 Hz,
Ph-3-H, -5-H), 7.05-7.35 (m, 10H, Dihydrodibenzo-
cyclohept-arom-H’s, Ph-2-H, -6-H).

3C.NMR MeOD: & 21.4 (Pip-4-C), 22.89 (Pip-3-C, -5-C), 23.72
(N(CH3)CH2CHYy), 24.20 (Pip-CH.CHy), 31.6
(Dihydrodibenzocyclohept-10-C, -11-C), 38.42 (CHj3), 53.05
(Pip-CHy), 53.1 (Pip-2-C, -6-C), 54.11 (N(CH3)CH,), 54.5
(Ph-CH,), 64.75 (Pip-CH,CH,CH,), 114.8 (Ph-3-C, -5-C),
121.53 (C=CH), 123.78, 125.81, 126.0, 127.29, 127.39,
127.77 (Dihydrodibenzocyclohept-1-C, -2-C, -3-C, -4-C,
-6-C, -7-C, -8-C, 9-C), 129.82 (Ph-3-C, -5-C), 132.33 (Ph-
1-Cy), 136.88 (Dihydrodibenzocyclohept-10d-Cq4, -11a-Cy),
138.90 (Dihydrodibenzocyclohept-4a-C, -5d-Cy), 139.07
(Dihydrodibenzocyclohept-6a-C), 146.89 (Dihydrodibenzo-
cyclohept-5-C,), 159.79 (Ph-1-Cg), 165.35 ((COOH),).

MALDI-MS: 396 [M+H"] (100)

3-(2-Chlor-10H-phenothiazin-10-yl)-N-methylpropan-1-amin (22a): Die Synthese
erfolgte nach Vorschrift 5.3.6 aus 1.0 g der Base von Chlorpromazin (3.14 mmol)
und 1.80 mL ACE-CI (2.38 g; 12.56 mmol) in 20 mL abs. DCE bzw. 20 mL MeOH
zur Hydrolyse. Das Rohprodukt der N-Demethylierung wurde
saulenchromatographisch aufgearbeitet (Gradient FM3 nach FM4). Das gereinigte
Produkt konnte als oranges Ol gewonnen werden und wurde direkt fur die weitere

Umsetzung eingesetzt.
Ausbeute: 560 mg (59% d. Th.)

Summenf: C16H17N>SCI
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Molmasse:

R+-Wert:

ESI-MS:

S
304.84 g/mol @ I:L
N Cl
0.43 (FM1) KL
-

305 [M+H"] (100) N

3-(2-Chlor-10H-phenothiazin-10-yl)-N-methyl-N-(4-(3-(piperidin-1-yl)-pro-

poxy)benzyl) propan-1-amin Dihydrogenoxalat (22): Die Synthese erfolgte nach
Vorschrift 5.3.4 aus 0.38 g (1.53 mmol) des Aldehyds 3, 0.56 g demethyliertes
Chlorpromazin 22a (1.84 mmol) und 0.58 g (2.76 mmol) NaBH(OAc); in 15 mL

abs. DCE. Die Reaktion wurde nach 36 h laut Vorschrift aufgearbeitet. Die

Substanz wurde anschlie3end rotationschromatographisch (FM10) aufgereinigt.

Mit einem Uberschuss Oxalsaure wurde dann aus Acetonitril gefallt und zweimal

mit MeOH/Diethylether umkristallisiert, wobei ein weil3er Feststoff erhalten wurde.

Ausbeute:
Summent:
Molmasse:
Smp.:
R+-Wert:

CHN-Analytik:

'H-NMR [dg]DMSO:

13C-NMR [dg]DMSO:

74 mg (6.8% d. Th.)

Ca1H3sN3SOCI - 2 C,H,04
N
716.24 g/mol NN I
S
162-163 °C O‘ /\/\OL j CI/[ j
0.83 (FM1)

ber.: C: 58.69, H: 5.91, N: 5.87; gef.: C: 58.57, H: 6.04, N:
5.74

5 1.53 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.73 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 2.04
(m, 2H, Pip-CH,CHy), 2.10 (m, 2H, N(CH3)CH,CH,), 2.54
(s, 3H, CHj), 3.0 (m, 2H, Pip-CH,), 3.13-3.18 (m, 6H, Pip-2-
H,, -6-H,, N(CH3)CH,), 3.93 (t, 2H, 3J = 6.0 Hz, Pip-
CH,CH,CH,), 4.2 (t, 2H, 3J = 5.8 Hz, N(CH3)CH>CH,CH,),
4.26 (s, 2H, Ph-CH,), 6.88 (d, 2H, 3J = 8.3 Hz, Ph-3-H, -5-
H), 6.99-7.28 (m, 9H, Ph-2-H, -6-H, Phenothia-arom-H’s).

21.4 (Pip-4-C), 21.6 (N(CH3)CH,CH,), 22.53 (Pip-3-C, -5-
C), 23.40 (Pip-CH,CH,), 39.4 (CH3), 44.0 (Phenothia-N-
CHy), 52.1 (Pip-CH,), 52.2 (Pip-2-C, -6-C), 53.4
(N(CH3)CHy), 58.4 (Ph-CHy), 65.0 (Pip-CH,CH,CHy), 114.5
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(Ph-3-C, -5-C), 115.85, 116.36, 122.31, 122.92, 123.17
(Phenothia-arom-C’s), 124.06 (Ph-1-Cg), 127.28, 127.81,
128.14 (Phenothia-arom-C’s), 131.87 (Ph-2-C, -6-C),
132.54, 143.72, 146.16 (Phenothia-Cq4's), 158.48 (Ph-4-C,),
164.13 ((COOH),).

ESI-MS: 536 [M+H"] (100), 537 (61), 538 (39)

(2)-3-(2-Chlor-9H-thioxanthen-9-yliden)-N-methylpropan-1-amin (23a): Die Synthese
erfolgte nach Vorschrift 5.3.6 aus 2.0 g der Base von Chlorprothixen (6.33 mmol)
und 2.72 mL ACE-CI (3.62 g; 25.33 mmol) in 40 mL abs. DCE bzw. 40 mL MeOH
zur Hydrolyse. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch aufgearbeitet

(FM3). Das gereinigte Produkt konnte als oranges Ol gewonnen werden.

Ausbeute: 1.109 (58% d. Th.) S
Summentf: C17H16NSCI O O cl
|
Molmasse: 301.83 g/mol
~
R-Wert; 0.73 (FM1) N
ESI-MS: 305 [M+H"] (100)

(2)-3-(2-Chlor-9H-thioxanthen-9-yliden)-N-methyl-N-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)-

benzyl)propan-1-amin Dihydrogenoxalat (23): Die Synthese erfolgte nach
Vorschrift 5.3.4 aus 1.44 g (5.81 mmol) des Aldehyds 3, 2.10 g demethyliertes
Chlorprothixen 23a (6.97 mmol) und 1.85 g (8.73 mmol) NaBH(OAc)3; in 20 mL
abs. DCE. Die Reaktion wurde nach 27 h laut Vorschrift aufgearbeitet. Die
Substanz wurde danach rotationschromatographisch (FM10) aufgereinigt und mit
einem Uberschuss Oxalsdure aus EtOH gefallt. Die Verbindung wurde
anschlieBend in heiRem MeOH gelost und geringe Restmengen unldslichen
Ruckstands abfiltriert. Nach dem Ausrihren und Abkuhlen bildete sich ein

Niederschlag, der nochmals in MeOH umkristallisiert wurde.

Ausbeute: 75 mg (2% d. Th.)
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Summent:
Molmasse:
Smp.:
R+-Wert:

CHN-Analytik:

'H-NMR [dg]DMSO:

13C-NMR [dg]DMSO:

ESI-MS:

C32H37N280C| -2 C2H204
713.24 g/mol N N O
o O
188 °C O
AR
0.76 (FM1)

ber.: C: 60.62, H: 5.79, N: 3.93; gef.: C: 60.37, H: 5.86, N:
3.87

0 1.51 (m, 2H, Pip-4-H), 1.71 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 2.10
(m, 2H, Pip-CH,CHy), 2.50 (s, 3H, CH3), 2.73 (m, 2H,
CHCHY,), 2.97 (m, 2H, Pip-CHy), 3.12 (m, 6H, Pip-2-H,, -6-H,,
N(CH3)CHy), 3.97 (s, 2H, Ph-CH;) Uberlagert mit 4.02 (m,
2H, Pip-CH,CH,CH,), 5.94 (t, 1H, 3J = 6.7 Hz, C=CH), 6.92
(d, 2H, 3J = 7.7 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.30-7.37 (m, 5H,
Ph-2-H, -6-H, Thioxan-3-H, -6-H, -7-H), 7.46-7.54 (m, 3H,
Thioxan-1-H, -4-H, -8-H), 7.59 (s, 1H, Thioxan-5-H).

21.4 (Pip-4-C), 21.6 (N(CH3)CH,CHy,), 22.53 (Pip-3-C, -5-C),
23.40 (Pip-CH,CH,), 39.4 (NCHs), 44.0 (Pip-CH,), 52.1
(Pip-2-C, -6-C), 53.4 (N(CH3)CH,), 58.4 (Ph-CH,), 65.0
(Pip-CH2,CH,CHy), 114.5 (Ph-3-C, -5-C), 125.35 (CH,CH),
126.75, 127.05, 127.42, 127.91, 128.67, 129.72 (Thioxan-
arom.-C’s), 131.92 (Ph-1-Cy), 129.80, 132.18, 134.76,
139.35 (Thioxan-arom.-Cy’s), 158.37 (Ph-4-Cy), 163.95
((COOH)2).

267 [M*'] (100), 533 [M+H"] (87)

3-(9,10-Ethanoanthracen-9(10H-9-yl)-N-methyl-N-(4-(3-(piperidin-1-yl)-propoxy)-

benzyl)propan-1-amin Dihydrogenoxalat (24): Die Synthese erfolgte nach
Vorschrift 5.3.4 aus 0.80 g (3.22 mmol) des Aldehyds 3, 0.843 g Maprotilin
Hydrochlorid (2.69 mmol), 0.34 mL TEA (4.83 mmol) und 1.02 g (4.83 mmol)
NaBH(OAc)s in 25 mL abs. DCE. Die Reaktion wurde nach 18 h laut Vorschrift

aufgearbeitet. Die Substanz wurde anschlielRend rotationschromatographisch

(FM10) aufgereinigt und mit einem Uberschuss Oxalsaure aus Acetonitril gefallt.
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Die Substanz wurde nochmals in heiRem MeOH gel6st und geringe Restmenge

unloslichen Rickstands abfiltriert. Nach Ausrihren und AbkiUhlen auf RT fiel das

Produkt als weiler Niederschlag aus.

Ausbeute:
Summent:
Molmasse:
Smp.:
R+-Wert:

CHN-Analytik:

'H-NMR [de]DMSO:

13C-NMR [dg]DMSO:

600 mg (32% d. Th.)

CasHasN0 - 2 C,H,04 - 0.5 H,0 N O

697.81 g/mol O

/\/\
212 °C O\I ©

0.74 (FM1)

ber.: C: 67.13, H: 7.08, N: 4.01; gef.: C: 66.92, H: 6.94, N:
3.80

0 1.48-1.52 (m, 4H, N(CH3)CH,CH,, Pip-4-Hy), 1.73 (m, 6H,
Pip-3-H,, -5-H,, Ethanoanthra-10,, -115) 2.12 (m, 4H,
Ethanoanthra-10s3, -11s, Pip-CH2CHy), 2.36 (m, 2H,
N(CH3)CHy), 2.67 (s, 3H, CHs), 3.15 (t, 2H, 3J = 7.9 Hz,
N(CH3)CH,CH,CHy), 3.29-3.38 (m, 6H, Pip-CH,, Pip-2-H,,
-6-Hy), 4.06 (t, 2H, 3J = 5.8 Hz, Pip-CH,CH,CH,), 4.28 (s,
2H, Ph-CHy), 4.34 (s, 1H, Ethanoanthra-CHgjipn), 7.02 (d,
2H, 33 = 8.7 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.07-7.10 (m, 4H,
Ethanoanthra-2-H, -3-H, -6-H, -7-H), 7.23, 7,29 (2 x d, 4H,
Ethanoanthra-1-H, 4-H, -5-H, -8-H), 7.49 (d, 2H, 3J = 8.6
Hz, Ph-2-H, -6-H).

6 19.28 (N(CH3)CH,CH,) 21.22 (Pip-4-C), 22.44 (Pip-3-C, -
5-C), 23.28 (Pip-CH,CHy), 27.07, 27.08 (Ethanoanthra-10-
C, -11-C), 29.08 (N(CH3)CH,CH,CH,), 38.41 (CHg), 43.27
(Ethanoanthra-CHaiipn), 44.09 (Ph-CH,), 53.24 (Pip-2-C, -6-
C), 55.10 (Pip-CHa, N(CH3)CHy), 57.82 (Ph-CHy), 64.9 (Pip-
CH,CH,CH,), 114.67 (Ph-3-C, -5-C), 121.07, 123.29
(Ethanoanthra-1-C, -4-C, -5-C, -8-C), 122.32 (Ph-1-C,),
125.15, 125.18 (Ethanoanthra-2-C, -3-C, -6-C, -7-C),
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132.66 (Ph-2-C, -6-C), 144.68, 144.81 (5 x Ethanoanthra-
Cy's), 158.97 (Ph-4-C),163.93 ((COOH)y,).

ESI-MS: 509 [M+H*] (100), 255 [M?*] (10)

8-Chlor-11-(4-piperazin-1-yl)}-5H-dibenzo[b.e][1,4]diazepin (25a): Die Synthese erfolgte
nach Vorschrift 5.3.6 aus 1.0 g der Base von Clozapin (3.06 mmol) und 1.32 mL
ACE-Cl (1.75 g; 12.24 mmol) in 20 mL abs. DCE bzw. 20 mL MeOH zur
Hydrolyse. Die Reaktionszeit betrug 36 h. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch aufgearbeitet (Gradient von FM6 nach FMS3). Das
gereinigte Produkt konnte als oranges Ol gewonnen werden, welches nach
vollstandiger Trocknung im Hochvakuum und anschlieendem Morsern einen

orangen Feststoff bildete.

H
Ausbeute: 400 mg (42% d. Th.) /@N
Cl
N=

Summent: C17H17N4Cl
N
Molmasse: 312.80 g/mol O
NH
R-Wert: 0.45 (FM1)
'H-NMR CDCls: 0 2.04 (s*, br, Pipera-NH), 2.98 (m, 4H, Pipera-2-H, -6-H),

3.45 (m, 4H, Pipera-3-H, -5-H), 4.91 (s, 1H, NHgaom), 6.61
(d, 1H, 3J = 8.3 Hz, Dibenzodiazepin-6-H), 6.81-6.83 (m,
2H, Dibenzodiazepin-1-H, -4-H), 6.99-7.07 (m, 2H,
Dibenzodiazepin-2-H, -9-H), 7.28-7.30 (m, 2H, Dibenzo-
diazepin-3-H, -7-H).

ESI-MS: 313 [M+H"] (100)

8-Chlor-11-(4-(4-(3-piperidin-1-ylpropoxy)benzyl)piperazin-1-yl)-5H-dibenzo-

[b,e][1,4]-diazepin (25): Die Synthese erfolgte nach Vorschrift 5.3.4 aus 297 mg
(1.20 mmol) des Aldehyds 3, 0.34 g demethyliertes Clozapin 25a (1.09 mmol) und
347 mg (1.64 mmol) NaBH(OAc)s in 20 mL abs. DCE. Nach 20 h zeigte die DC-
Kontrolle noch beide Edukte, so dass erneut ca. 50 mg NaBH(OACc); zugegeben
wurden. Nach weiterem Ruhren fir 18 h bei RT wurde der Ansatz nach Vorschrift

aufgearbeitet und das Rohprodukt anschlieBend rotationschromatographisch
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aufgereinigt (FM7).

Das Produkt wurde in Acetonitril ausgeruhrt und als blass

gelber Feststoff erhalten.

Ausbeute:
Summent:
Molmasse:
Smp.:
R~-Wert:

CHN-Analytik:

'H-NMR (250 MHz)

CDCls:

13C-NMR CDClj:

160

205 mg (35% d. Th.)

C32H33Ns0Cl /©/\©
N0 N
¢ b
Cl

544.13 g/mol
157 °C
0.91 (FM1)

ber.: C: 70.63, H: 7.04, N: 12.87; gef.. C: 70.35, H: 7.01, N:
12.74

0 1.38 (m, 2H, Pip-4-H), 1.51 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H;), 1.90
(m, 2H, Pip-CH,CH,), 2.32-2.43 (m, 10H, Pip-2-H,, -6-H,,
Pip-CH,, Pipera-2-H,, -6-Hy), 3.38 (m, 4H, Pipera-3-H,, -5-
H,), 3.42 (s, 2H, Ph-CHy), 3.92 (t, 2H, 3J = 6.4 Hz, Pip-
CH,CH,CH,), 4.81 (s*, 1H, NH), 6.53 (d, 1H, 3J = 8.3 Hz,
Dibenzodiazepin-6-H), 6.71-6.80 (m, 4H, Ph-3-H, -5-H,
Dibenzodiazepin-1-H, -4-H), 6.92-6.97 (m, 2H,
Dibenzodiazepin-2-H, -9-H), 7.13-7.29 (m, 4H, Ph-2-H, -6-
H, Dibenzodiazepin-3-H, -7-H).

0 24.46 (Pip-4-C), 25.99 (Pip-3-C, -5-C), 26.92 (Pip-
CH,CH,), 45.72 (Pipera-3-C, -5-C), 54.30 (Pipera-2-C, -6-
C), 55.01 (Pip-2-C, -6-C), 55.89 (Pip-CH,), 61.04 (Ph-CH,),
66.72 (Pip-CH,CH,CH,), 114.27 (Ph-3-C, -5-C), 120.31,
120.62, 122.58, 122.45, 123.03, 125.44 (Dibenzodiazepin-
1-C, -2-C, -4-C, -6-C, -9-C, -11b-C), 126.01 (Dibenzo-
diazepin-8-C,), 127.14 (Ph-2-C, -6-C), 129.77, 130.98
(Dibenzodiazepin-3-C,-7-C),132.22 (Ph-1-C),141.78,142.32
(Dibenzodiazepin-5b-C,, -5e-Cq), 153.43 (Ph-4-C,), 154.26
(Dibenzodiazepin-9e-C,), 162.72 (Dibenzodiazepin-11-C,).
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ESI-MS (%): 544 [M+H'] (100), 273 [M*] (12)

4-(4-Methylpiperidin-1-yl)-1-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)butan-1-on

Dihydrogenoxalat (26): Die Synthese erfolgte nach Vorschrift 5.3.5 (Methode A)
aus 0.50 g (3.5 mmol) des Alkohols 1, 0.92 g Melperon (3.5 mmol), 0.22 g
Natriumhydrid (6.25 mmol) und kat. Mengen TBAI sowie einem Tropfen
Kronenether in 15 mL DMF. Da die Reaktion nach 18 h noch beide Edukte zeigte,
wurden erneut 50 mg NaH zugefligt und weitere 18 h bei 70 °C gerlhrt. Im
Anschluss wurde die Reaktionsmischung nach Vorschrift aufgearbeitet und dabei
mit DCM/EtOH (4:1) extrahiert. Die Substanz wurde anschlieRend
rotationschromatographisch (FM7) aufgereinigt und mit einem Uberschuss
Oxalsaure aus EtOH/Diethylether gefallt und danach noch zweimal mit

MeOH/Diethylether umkristallisiert. Es wurde ein weil3er Feststoff isoliert.

Ausbeute: 72 mg (3.5% d. Th.)

Summentf: Co4H3sN-0, - 2 Oxalat - 0.5 H,O

O
Molmasse: 575.57 g/mol /@/U\/\/'O/
Smp.: 178 °C O/\/\O

Ri-Wert: 0.48 (FM3)

CHN-Analytik: ber.: C: 58.43, H: 7.53, N: 4.87; gef.: C: 58.22, H: 7.44, N:
4.82

'H-NMR MeOD: 5 1.02 (d, 3H, 3J = 6.3 Hz, CH3), 1.48-1.94 (m, 11H, MePip-

4-H, Pip-4-H,, -3-Hy, -5-Hy, MePip-3-Hy, -5-H,), 2.13 (m,
2H, MePip-CH,CH,), 2.26 (m, 2H, Pip-CH,CHy), 2.95 (m,
4H, Pip-CH;, MePip-CHy), 3.12-3.19 (m, 4H, MePip-3-H,,
-5-H,), 3.20-3.27 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 3.59 (m, 2H,
COCH,), 4.19 (t, 2H, 3J = 5.6 Hz, Pip-CH,CH,CH,), 7.02 (d,
2H, 3J = 8.6 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.98 (d, 2H, 3J = 8.6 Hz, Ph-
2-H, -6-H).

13C-NMR MeOD: 5 19.8 (CHs), 22.8 (MePip-CH,CH,), 24.25 (Pip-3-C, -4-C,
-5-C), 25.0 (Pip-CH,CH,), 29.96 (COCHy), 32.5 (MePip-4-C),
35.8 (MePip-3-C, -5-C), 48.15, 49.85 (uberlagert mit MeOH-
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Signal: MePip-2-C, -6-C, Pip-CHy), 54.44 (Pip-2-C, -6-C),
55.59 (MePip-CHy), 66.30 (Pip-CH,CH,CH,),115.5 (Ph-3-C,
-5-C), 131.13 (Ph-1-Cy), 131.6 (Ph-2-C, -6-C), 164.0 (Ph-4-
Cy), 166.65 ((COOH),), 199.0 (CO).

MALDI-MS: 388 [M+H"] (100)

4-[3-(2-(Trifluormethyl)-10H-phenothiazin-10-yl)propyl]-1-piperazin-1-yl)ethyl-2-(4-
(N-piperidin-3-propoxy)benzylester Trihydrogenoxalat (27): Die Reaktion wurde
nach Becker durchgefuhrt (Becker et. al 1993b). Dazu wurde Fluphenazin
Dihydrochlorid (650 mg; 1.27 mmol) in 15 mL abs. THF und 0.3 mL TEA unter
Argonatmosphéare fur 15 min gerthrt. Unter Eiskihlung und weiterem Rihren
folgte die langsame Zugabe von 535 mg des Saurechlorids 11 (1.90 mmol),
danach wurde bei RT fur eine weitere Stunde geruhrt (DC-Kontrolle). Die
Mischung wurde im Vakuum eingeengt, und mit DCM mehrmals gegen ges.
Kaliumcarbonat-Losung extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
mit ges. Kochsalzlésung und Wasser gewaschen, tiber Na,SO,4 getrocknet, filtriert
und unter Vakuum vollstandig eingeengt, wobei ein oranges Ol erhalten wurde.
Das Rohprodukt wurde im Anschluss rotationschromatographisch aufgereinigt

(FM6). Mit einem Uberschuss Oxalsaure wurde aus EtOH ausgefallt und in MeOH

nochmals umkristallisiert. /@S@
Ausbeute: 302 mg (25% d. Th.) FsC N

Summenf: C37H45F3N403S -3 C,H>0, J)
N
Molmasse: 952.94 g/mol (Salz) 0 J/NJ
Smp. 192 °C °
R+Wert: 0.75 (FM1)
CHN-Analytik: ber.: C: 54.07, H: 5.39, N: 5.88; gef.: C: 53.84, H: 5.33, N: 5.77

'"H-NMR [ds]DMSO: & 1.54 (m, 2H, Pip-4-Hy), 1.73 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 1.96
(m, 2H, Pipera-CH,CH,), 2.14 (m, 2H, Pip-CH,CH,), 2.79-
3.18 (m, 18H, Pip-2-Hy, -6-H;, Pip-CH,, COOCH,CH,,
Pipera-2-H,, -3-H», -5-Hy, -6-H,, Pipera-CH,CH,CHy), 4.0 (t,
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2H, 33 = 6.9 Hz, Pipera-CH,CH,CH,), 4.12 (t, 2H,
3) = 5.5 Hz, Pip-CH,CH,CH,), 4.36 (m, 2H, COOCH,),
7.00-7.40 (m, 9H, Phenothia-arom-H’s, Ph-3-H, -5-H), 7.91
(d, 2H, 3J = 8.5 Hz, Ph-2-H, -6-H).

13C-NMR [dg]DMSO: 21.32 (Pip-4-C), 21.88 (Pipera-CH,CH,), 22.48 (Pip-3-C,
-5-C), 23.23 (Pip-CH,CH,), 44.07 (Pipera-CH,CH,CH,),
50.16 (Pip-CHy), 50.93 (Pipera-CH,CH,CH,), 52.04 (Pip-2-C,
-6-C), 53.18, 53.41 (Pipera-2-H, -3-H, -5-H, -6-H), 55.00
(COOCH,CHy), 61.17 (COOCHj,), 65.31 (Pip-CH,CH,CH>),
112.0 (Phenothia-arom-C’s), 114.44 (Ph-3-C, -5-C), 116.51,
119.15 (Phenothia-S-Cy’s), 121.95 (Ph-4-Cy), 122.31,
12294, 123.37, 125.93, 127.38, 127.83, 128.03 (CFj3,
Phenothia-arom-C’s), 129.53 (Phenothia-2-Cg), 131.31 (Ph-
2-C, -6-C), 143.53, 145.39 (Phenothia-N-Cq4's), 162.15 (Ph-
1-Cy), 163.34 ((COOH),), 165.14 (CO).

ESI-MS: 342 [M?*] (100), 683 [M+H"] (54)

(E)-5-Methoxy-1-[4-(trifluormethyl)phenyl]pentan-1-on-[(E)-O-(2-amino-{4-(3-

(piperidin-1-yl)-propoxy)benzyl}-ethyl)oxim] Dihydrogenoxalat (28): Die Synthese
erfolgte nach Vorschrift 5.3.4 aus 1.09 g (4.39 mmol) des Aldehyds 3, 1.48 g
Fluvoxamin (4.65 mmol) und 1.39 g (6.56 mmol) NaBH(OAc)s; in 15 mL abs. DCE.
Die Reaktion wurde nach 20 h laut Vorschrift aufgearbeitet. Die Substanz wurde
anschlieBend rotationschromatographisch (FM10) aufgereinigt, mit einem
Uberschuss Oxalsaure aus Acetonitril gefallt und zweimal in MeOH/Diethylether

umkristallisiert. Die Endsubstanz konnte als weilRes Pulver erhalten werden.
Ausbeute: 300 mg (10% d. Th.)

Summenf: C34H46N303F3 .2 CoH,0,

o
Molmasse: 729.74 g/mol O/\N%
H
"o CFs

Smp.: 171-172 °C ON

R-Wert: 0.72 (FM1)
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CHN-Analytik: ber.: C: 55.81, H: 6.61, N: 5.74; gef.: C: 55.97, H: 6.44, N: 5.81

'H-NMR [dg]DMSO: & 1.47 (m, 6H, Pip-3-H,, CH30-CH,CH,CH,), 1.73 (m, 4H,
-4-Hy,  -5-H), 2.09 (m, 2H, Pip-CH.CH,), 2.81 (m, 2H,
ONCCH,), 3.09-3.12 (m, 6H, Pip-2-H,, -6-Hz, Pip-CH>),
315 (s, 3H, CHs), 3.21-3.28 (m, 4H, (CH3;OCH,,
NHCH,CH,), 4.00 (t, 2H, 3J = 5.5 Hz, Pip-CH,CH,CH,),
4.11 (s, 2H, Ph-CH,), 4.39 (NHCH,CHy), 6.93 (d, 2H, 3J =
8.4 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.41 (d, 2H, 3J = 8.4 Hz, Ph-2-H, -6-H),
7.76 (d, 2H, 3J = 8.3 Hz, CF3Ph-3-H, -5-H), 7.83 (d, 2H, %J =
8.2 Hz, CF3Ph-2-H, -6-H).

13C-NMR [dg]DMSO: & 21.43 (CH3OCH,CH,), 22.53 (Pip-3-C, -5-C), 22.68 (Pip-
4-C), 23.36 (Pip-CH,CH,), 25.40 (ONCCH,), 28.86
(ONCCH,CHy), 44.81 (NHCH,CH,), 49.57 (Ph-CH,), 52.03
(Pip-2-C, -6-C), 53.33 (Pip-CH,), 57.74 (CHs), 65.06 (Pip-
CH,CH,CH,), 69.27 (NOCH,), 71.33 (CH3OCH,), 114.47
(Ph-3-C, -5-C), 122.26 (CFs), 124.39 (Ph-1-C,), 125.38
(CFsPh-3-C, -5-C), 127.03 (CFsPh-2-C, -6-C), 131.43
(Ph-2-C, -6-C), 138.67 (CFsPh-1-C;), 158.33 (ONC,),
158.55 (Ph-4-C,), 164.69 ((COOH),).

ESI-MS: 126 [Pip-CH,CH,CH,-] (100), 550 [M+H"] (37)

4-(4-Methylpiperidin-1-yl)-1-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)butan-1-on

Dihydrogenoxalat (29): Die Synthese erfolgte nach Vorschrift 5.3.4 aus 0.54 g
(2.17 mmol) des Aldehyds 3, 0.56 g Fluoxetin (1.81 mmol) und 0.60 g (2.83 mmol)
NaBH(OAc); in 15 mL abs. DCE. Die Reaktion wurde nach 18 h laut Vorschrift
aufgearbeitet. Die Substanz wurde anschlieRend rotationschromatographisch
(FM7) aufgereinigt und mit einem Uberschuss Oxalsaure aus Acetonitril gefallt,

wobei ein weil3er Feststoff erhalten wurde. E

F
Ausbeute: 120 mg (10% d. Th.) /©)(F
~
N o)
Summenf: C3oH39N>O0F3 - 2 CoHL04 - Hzo/©)
NN
738.74 gimol O\' O

Molmasse:
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Smp.:
R+-Wert:

CHN-Analytik:

'H-NMR [ds]DMSO:

13C-NMR [dg]DMSO:

ESI-MS:

165-169 °C
0.78 (FM1)

ber.: C: 58.53, H: 6.14, N: 3.79; gef.: C: 58.52, H: 6.13, N:
3.70

5 1.52 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.70 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 2.06
(m, 2H, Pip-CH,CH,), 221, 231 (2 x m, 2H,
N(CH3)CH,CH,), 2.61 (s, 3H, NCH3), 3.10-3.15 (m, 8H, Pip-
2-H,, -6-H,, Pip-CH,, N(CH3)CH,), 3.99 (t, 2H, 3J = 5.8 Hz,
Pip-CH,CH,CH>), 4.15 (s, 2H, Ph-CH), 5.47 (t, 1H, 31 = 6.1
Hz, CH-Ph), 6.91 (d, 2H, 3J = 8.6 Hz, Ph-3-H, -5-H), 6.99
(d, 2H, 3J = 8.6 Hz, CF3-Ph-2-H, -6-H), 7.26-7.34 (m, 7H,
Ph-2-H, -6-H, CH-Ph-2-H, -6-H, CH-Ph-3-H, -5-H, CH-Ph-
4-H), 7.52 (d, 2H, 3J = 8.8 Hz, F3C-Ph-2-H, -6-H).

5 214 (Pip-4-C), 2253 (Pip-3-C, -5-C), 23.40 (Pip-
CH,CH,), 32.8 (N(CH3)CH.CHy), 39.4 (N(CHs)), 51.3
(N(CHs)CH,), 52.1 (Pip-2-C, -6-C), 53.4 (Pip-CH,), 58.4
(PhCH:N), 65.0 (Pip-CH,CH,CH,), 76.9 (OCHCH,), 114.5
(Ph-3-C, -5-C), 116.17 (FsC-Ph-3-C, -5-C), 124.4 (FsCPh-
1-Cg), 126.0 (FsCPh-2-C, -6-C), 126.7 (CH-Ph-2-C, -6-C),
126.8 (CH-Ph-4-C;), 126.9 (CH-Ph-3-C, -5-C), 128.0
(Ph-1-C;), 128.7 (CFs), 132.0 (Ph-2-C, -6-C), 140.1
(CH-Ph-1-Cg), 1585 (Ph-4-Cy), 160.2 (CFs-Ph-4-Cy),
164.41 ((COOH),).

541 [M+H"] (100)

3-((Benzo[d][1,3]dioxol-5-yloxy)methyl)-4-(4-fluorphenyl)-1-(4-(3-(piperidin-1-yl)pro-

poxy)benzyl)piperidin

Dihydrogenoxalat (30): Die Synthese erfolgte nach

Vorschrift 5.3.4 aus 1.70 g (6.85 mmol) des Aldehyds 3, 1.50 g Paroxetin (4.55
mmol) und 2.0 g (9.44 mmol) NaBH(OAc); in 20 mL abs. DCE. Die Reaktion

wurde nach 20 h laut Vorschrift aufgearbeitet. Die Substanz wurde anschliel3end

rotationschromatographisch (FM6) aufgereinigt, mit einem Uberschuss Oxalsaure

aus Acetonitril gefallt und zweimal in EtOH/Diethylether umkristallisiert.
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Ausbeute:
Summent:
Molmasse:
Smp.:
R+-Wert:

CHN-Analytik:

'H-NMR [dg]DMSO:

13C-NMR [dg]DMSO:

218 mg (6% d. Th.)

C34H41N>O4F - 2 C,H,04 Q/\N
740.77 g/mol Q

(@] F
163 °C

0.79 (FM1) O\/O

ber.: C: 61.61, H: 6.12, N: 3.78; gef.: C: 61.38, H: 6.32, N:
3.53

0 1.72 (m, 2H, Pip-4-H), 1.85 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,),
1.95-2.10 (m, 2H, Fluorphenylpip-5-H), 2.11 (m, 2H, Pip-
CH,CHy), 2.49, 2.72 (m, 4H, Fluorphenylpip-6-H,, -2-H),
3.12-3.24 (m, 6H, Pip-2-H,, -6-H,, Pip-CH), 3.40-3.55 (m,
4H, Phenoxy-OCH, Fluorphenylpip-3-H, -4-H), 4.07 (m, 4H,
Ph-CH,, Pip-CH,CH,CH;), 5.92 (s, 2H, Methylendioxy-
CH,), 6.15 (Dd, 1H, 3J = 8.5 Hz, “J = 2.5 Hz, Benzodioxol-
6-H), 6.43 (d, 1H, *J = 2.4 Hz, Benzodioxol-2-H), 6.72 (d,
1H, 3J = 8.5 Hz, Benzodioxol-5-H), 6.97 (d, 2H, 3J = 8.5 Hz,
Ph-3-H, -5-H), 7.12-7.26 (m, 4H, Fluorphenyl-2-H, -3-H,
-5-H, -6-H), 7.42 (d, 2H, 3J = 8.3 Hz, Ph-2-H, -6-H).

0 18.51 (Pip-4-C), 21.36 (Pip-3-C, -5-C), 23.41 (Pip-
CH,CHy), 31.03 (Fluorphenylpip-5-C), 38.65-40.33 (DMSO-
Signal Uberlagert mit Fluorphenylpip-6-C, -3-C,), 41.42
(Fluorphenylpip-2-C), 51.53 (Pip-CHy), 52.09 (Pip-2-C,
-6-C), 53.36 (Fluorphenylpip-4-C,), 59.37 (Ph-CH,), 64.99
(Pip-CH,CH,CH;), 68.44 (Phenoxy-OCH,), 97.79 (Benzo-
dioxol-6-C), 100.98 (Methylendioxy-CH,), 105.73 (Benzo-
dioxol-2-C), 107.52 (Benzodioxol-5-C), 114.48 (Ph-3-C,
-5-C), 115.15, 115.43 (Fluorphenyl-2-C, -3-C, -5-C, -6-C),
129.07 (Ph-2-C, -6-C), 132.02 (Ph-1-C,), 138.86
(Fluorphenyl-1-C4), 138.86 (Benzodioxol-4-C,), 147.79
(Benzodioxol-3-C,), 153.67 (Benzodioxol-1-C,), 158.48 (Ph-
4-Cy), 159.32 (Fluorphenyl-4-Cg), 164.20 ((COOH),).
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ESI-MS: 281 [M?*] (100), 561 [M+H"] (94)

1-Cyclopropyl-6-fluor-4-oxo-7-(4-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazin-1-

yl)-1,4-dihydrochinolin-3-carbonséaure Trihydrogenchlorid (31): Die Synthese
erfolgte nach Vorschrift 5.3.4 aus 0.65 g (4.23 mmol) des Aldehyds 3, 1.0 g
Ciprofloxacin Hydrochlorid Hydrat (2.59 mmol), 1.01 g (5.18 mmol) NaBH(OAc);
und 0.3 mL TEA in 20 mL abs. DCE. Die Reaktion wurde nach Vorschrift
durchgeflihrt, wobei der Ansatz 2 h bei RT ruhrte, bevor das Reduktionsmittel
zugegeben wurde. Nach 20 h wurde der Reaktionsansatz mit 10 mL 1 N NaOH
gequenscht und abfiltriert. Das Filtrat wurde im Vakuum eingeengt und die
Mischung in wenig MeOH aufgenommen. AnschlieBend wurde methanolische
Salzsaure (c = 1.25 mol/L) zugegeben und unter Rihren mit Diethylether gefallt.
Der Niederschlag wurde abfiltriert und in Acetonitril/Diethylether umkristallisiert um

das Produkt als hellgelben Feststoff zu erhalten.

Ausbeute: 240 mg (14% d. Th.)
Summenf: Ca2HaoN4O4F - 3 HCI /@ﬁm\ F

N "0 K/N
Molmasse: 672.06 g/mol o
Smp. 240 °C (Zersetzung) VN Z COOH
R-Wert: 0.35 (FMO)
CHN-Analytik: ber.: C:57.19,H:6.30,N: 8.34;gef.: C:57.45,H:6.50, N: 8.41

'H-NMR [deg]DMSO: & 1.18-1.32 (m, 5H, Cyclopropyl), 1.78 (m, 6H, Pip-4-H,, -3-
H,, -5-Hy), 2.18 (m, 2H, Pip-CH,CH,), 2.90 (m, 2H, Pip-
CH,), 3.10-3.49 (m, 8H, Pip-2-H,, -6-H,, Pipera-2-H,, -6-
H>), 3.83 (m, 4H, Pipera-3-H,, -5-H>), 4.10 (m, 2H, Ph-CH),
4.34 (t, 2H, 3J = 5.7 Hz, Pip-CH,CH,CH,), 7.02 (d, 2H, 3J =
8.3 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.58-7.61 (m, 3H, Oxochin-8-H, Ph-
2-H, -6-H), 7.93 (s, 1H, Oxochin-5-H), 8.66 (s, 1H, Oxochin-
2-H), 10.51 (s* br, 1H, NH), 11.8 (s* br, 1H, NH), 15.10 (s*
br, COOH).
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13C-NMR [dg]DMSO: 7.59 (Cyclopropyl-2-C, -3-C), 21.34 (Pip-4-C), 22.32
(Pip-3-C, -5-C), 23.21 (Pip-CH2CH,), 35.93 (Cyclopropyl-1-
C), 46.14 (Pipera-3-C, -5-C), 49.75 (Pipera-2-C, -6-C),
51.98 (Pip-2-C, -6-C, Pip-CH,), 58.00 (Ph-CH,), 65.15 (Pip-
CH,CH,CH,), 106.89 (Oxochin-8-C), 111.03 (C,-COOH),
111.33 (Oxochin-Cg-4-CO), 114.61 (Ph-3-C, -5-C), 121.50
(Ph-1-C,), 133.07 (Ph-2-C, -6-C), 137.73 (Oxochin-8-C-C,),
143.20. 143.21 (Oxochin-6-C, -7-C), 148.21 (Oxochin-2-
C), 159.07 (Ph-4-C), 165.77 (COOH), 176.37 (CO).

ESI-MS (%): 563 [M+H"] (100), 282 [M*] (12)

5.4.3 Synthese der Adamantyl- und Tropan-Derivate

Tricyclo[3.3.1.1*"]decan-1-carbonséaure-[4-(3-(piperidin-1-yl)-propoxy)benzyllamid

Hydrochlorid (32): Die Synthese erfolgte nach Vorschrift 5.3.1 (Teil 2) aus 0.75 g
(3.03 mmol) des Amins 13, 0.60 g Adamantan-1-carbonsaurechlorid (3.03 mmol)
und 1.2 mL TEA (6.04 mmol) in 30 mL abs. DCM. Die Reaktion wurde nach 20 h
Ruhren bei RT laut Vorschrift aufgearbeitet. AnschlieBend wurde die Substanz in
wenig Isopropanol aufgenommen, mit isopropanolischer Salzsaure (¢ = 2 mol/L)
versetzt und unter Vakuum eingeengt. Der weil3e Feststoff wurde in Wasser
ausgeruhrt, abfiltriert und der Rickstand mehrmals mit Diethylether gewaschen,

um das Produkt als feines weilRes Pulver zu erhalten.

Ausbeute: 1.02 g (75% d. Th.) 0
Summenf: C26H2eN20; - HCI g N
N/\/\O

Molmasse: 447.05 g/mol

R+-Wert: 0.60 (FM1)

Smp.: 247-248 °C

CHN-Analytik: ber.: C: 69.85, H: 8.79, N: 6.27; gef.: C: 69.59, H: 8.79, N:
6.31
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'H-NMR MeOD: 0 1.56-1.89 (m, 17H, Pip-4-H,, Adamantyl-H's), 2.02 (m,
4H, Pip-3-Hy, -5-Hy), 2.20 (m, 2H, Pip-CH,CH,), 2.99, 3.57
(2 x m, 4H, Pip-2-H,, -6-Hy), 3.29 (m, 2H, Pip-CH,), 4.08 (t,
2H, 3J = 5.7 Hz, Pip-CH,CH,CH,), 4.29 (s, 2H, Ph-CH)),
6.88 (d, 2H, %J = 8.6 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.19 (d, 2H, 3 = 8.5
Hz, Ph-2-H, -6-H).

13C-NMR MeOD: d 22.70 (Pip-4-C), 24.32 (Pip-3-C, -5-C), 25.29 (Pip-
CH.CH,), 29.70 (Adamantyl-3-C, -5-C, -8-C), 37.42
(Adamantyl-2-C, -6-C, -7-C), 40.28 (Adamantyl-4-C, -9-C,
-10-C), 41.87 (Adamantyl-1-C,), 43.23 (Ph-CH,), 54.50
(Pip-2-C, -6-C), 56.01 (Pip-CH.), 66.12 (Pip-CH,CH,CH.),
115.52 (Ph-3-C, -5-C), 129.60 (Ph-2-C, -6-C), 133.45 (Ph-
1-C,), 158.96 (Ph-4-C,), 180.69 (CO).

ESI-MS (%): 411 [M+H"] (100)

Tricyclo[3.3.1.1%"]decan-1-[4-(3-(piperidin-1-yl)-propoxy)benzyllmethanamin

Diydrogenoxalat (33): Die Synthese erfolgte nach Vorschrift 5.3.4 aus 0.35 g (1.41
mmol) des Aldehyds 3, 0.22 g Adamantan-1-methylamin (1.33 mmol,
freundlicherweise von Dr. Oliver Saur zur Verfigung gestellt) und 0.45 g (2.0
mmol) NaBH(OAc); in 20 mL abs. DCE. Die Reaktion wurde nach 20 h laut
Vorschrift aufgearbeitet und die Substanz anschlieRend
rotationschromatographisch (Gradient von FM6 nach FM11) aufgereinigt. Mit
einem Uberschuss Oxalsaure wurde aus EtOH geféllt und mit EtOH/Diethylether

umkristallisiert, wobei ein weilRer Feststoff erhalten wurde.

Ausbeute: 130 mg (17% d. Th.)
Summenf: C26H40N20' 2 CoH,04
N
Molmasse: 576.68 g/mol /©/\H 2 g% >
g O\I/\/\O
R+-Wert: 0.77 (FM4)
Smp.: 159-160 °C
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CHN-Analytik: ber.. C: 62.48, H: 7.69, N: 4.86; gef.: C: 62.69, H: 7.92, N:
4.63

H-NMR [ds]DMSO: & 1.47-1.69 (m, 17H, Pip-4-H,, Adamantyl-H's), 1.91 (m,
4H, Pip-3-Hy, -5-H,), 2.07 (m, 2H, Pip-CH,CH,), 2.44 (m,
2H, Adamantyl-CH;NH), 2.99 (m, 6H, Pip-CH,, Pip-2-H,
-6-H), 4.01 (m, 4H, Pip-CH,CH,CH,, Ph-CH,), 6.95 (d, 2H,
33 = 8.5 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.43 (d, 2H, 3J = 8.5 Hz, Ph-2-H,
-6-H).

3C-NMR [ds]DMSO: & 21.50 (Pip-4-C), 21.68 (Adamantyl-1-C), 22.72 (Pip-3-C,
-5-C), 23.99 (Pip-CH,CH,), 28.70 (Adamantyl-3-C, -5-C,
-8-C), 36.42 (Adamantyl-2-C, -6-C, 7-C), 40.75 (Adamantyl-
4-C, -9-C, -10-C), 42.33 (Adamantyl-CH,NH), 44.73 (Ph-
CH,), 55.23 (Pip-2-C, -6-C), 56.17 (Pip-CH,), 66.56 (Pip-
CH,CH,CH,), 116.45 (Ph-3-C, -5-C), 129.36 (Ph-2-C, -6-C),
131.22 (Ph-1-Cy), 157.98 (Ph-4-C,), 164.13 ((COOH)y).

ESI-MS (%): 397 [M+H"] (100)

8-[4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzyl]-8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-endo-ol
Dihydrogenoxalat (34): Die Synthese erfolgte nach Vorschrift 5.3.4 aus 1.07 g (4.3
mmol) des Aldehyds 3, 0.5 g endo-Nortropin (3.93 mmol) und 1.38 g (6.5 mmol)
NaBH(OAc)s; in 30 mL abs. DCE. Die Reaktion wurde nach 20 h laut Vorschrift
aufgearbeitet und die Substanz anschlielend rotationschromatographisch
(Gradient von FM5 nach FM8) aufgereinigt. Mit einem Uberschuss Oxalsaure
wurde aus EtOH/Diethylether geféllt, und in MeOH/Diethylether umkristallisiert. Es
entstand jeweils ein blass gelbes Ol, wobei nach dem Ausriihren der Mischung
das uberschiissige Losungsmittel abdekantiert und das Ol unter Hochvakuum
getrocknet wurde. Es bildete sich ein fester Schaum, der nach Mérsern das
Produkt als feinen weil3en Feststoff lieferte.

Ausbeute: 435 mg (21% d. Th.)

N H
Summenf: CooH34N-05 - 2 CoHL04 /©/\
Molmasse: 538.59 g/mol
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R+-Wert:
Smp.:

CHN-Analytik:

'H-NMR [ds]DMSO:

13C-NMR [dg]DMSO:

ESI-MS (%):

0.48 (FM2)
Zersetzung

ber.: C: 57.98, H: 7.11, N: 5.20; gef.: C: 57.70, H: 7.41, N:
5.22

5 1.52 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.74 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-Hy),
1.77-1.82, 2.14-2.19 (m, 8H, Endonor-6-H,, -7-Hj, -2-Hy,
-4-Hy), 2.34 (m, 2H, Pip-CH,CHy), 3.14 (m, 6H, Pip-2-Ha,
-6-H,, Pip-CH.), 3.60-3.85 (m, 2H, Endonor-1-H, -5-H),
4.00-4.07 (m, 2H, Pip-CH,CH,CH,, Ph-CH,), 4.26 (s~ br,
1H, OH), 6.96 (d, 2H, 3J = 8.6 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.47 (d,
2H, 3J = 8.6 Hz, Ph-2-H, -6-H).

0 21.41 (Pip-4-C), 22.49 (Pip-3-C, -5-C), 23.36 (Endonor-6-
C, -7-C), 24.07 (Pip-CH,CH,), 36.24 (Endonor-2-C, -4-C),
52.04 (Pip-2-C, -6-C), 52.63 (Ph-CH,), 53.32 (Pip-CHy),
55.98 (Ph-CH,), 59.14 (Endonor-1-C, -5-C), 61.05 (CH-
OH), 65.09 (Pip-CH,CH,CH,), 114.66 (Ph-3-C, -5-C),
122.80 (Ph-1-Cg), 132.16 (Ph-2-C, -6-C), 158.53 (Ph-4-C,),
164.53 ((COOH),).

180 [M?*] (100), 359 [M+H"] (6)

5.4.4 Synthese der Amidin- und Guanidin-Derivate

4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzhydrazid Dihydrochlorid (35): Der Ester 4 (300
mg; 1.09 mmol) und 5 mL Hydrazinhydrat reagierten fir 2.5 h unter Ruckfluss
(DC-Kontrolle). Nach Abkuhlen auf RT wurde mehrmals mit DCM extrahiert und

die vereinigten organischen Phasen unter Vakuum vollstdndig eingeengt. Das

Rohprodukt wurde danach rotationschromatographisch aufgereinigt (Gradient von

FM10 nach FM12) und mit isopropanolischer Salzsdure (c = 2 mol/L) in das

Hydrochlorid Uberfuhrt. Nach zweimaligem Umkristallisieren in EtOH/Diethylether

wurde ein weil3er Feststoff erhalten.
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Alternativ wurde die Substanz auch in der Mikrowelle hergestellt (Peng und Song
2001): Eine Menge von 1.38 g des Esters 4 (5.0 mmol) wurden mit 5 mL
Hydrazinhydrat fir 3 min bei 190 °C in der Mikrowelle gertihrt. Der Ansatz wurde
in Wasser gelést und gegen DCM ausgeschdttelt. Die organische Phase wurde
anschlieBend mit gesattigter Kochsalzlésung und Wasser gewaschen, uber
Natriumsulfat getrocknet und bis zur Trockne eingeengt. Die Ausbeute betrug hier
770 mg, d.h. 56% (d. Th.).

Ausbeute: 140 mg (36% d. Th.)
Summenf: C15H23N302 -2 HCI-05 Hzo o

: _NH,
Molmasse: 359.29 g/mol /©)J\H

F
Smp. 227 °C O\' ©
R-Wert: 0.42 (FM1)
CHN-Analytik: ber.: C: 50.14, H: 7.30, N: 11.89; gef.: C: 50.42, H: 7.26, N:
11.90

'H-NMR [dg]DMSO: & 1.34-1.38 und 1.67-1.84 (m, 6H, Pip-3-Hy, -4-H,, -5-H.),
2.21 (m, 2H, Pip-CH.CH,), 2.84-3.13 (m, 6H, Pip-2-H,,
-6-H,, Pip-CH,), 4.13 (t, 2H, 3J = 5.9 Hz, Pip-CH,CH,CH,),
7.06 (d, 2H, %J = 8.8 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.92 (d, 2H, *J = 8.8
Hz, Ph-2-H, -6-H), 10.64 (s* br, 2H, CONHNH,), 11.57 (s,
1H, CONH).

3C-NMR [dg]DMSO: 21.36 (Pip-C-4), 22.25 (Pip-C-3, -C-5), 23.08 (Pip-CH,CH.,),
51.92 (Pip-2-C, -6-C), 53.16 (Pip-CH,), 65.40 (Pip-
CH,CH,CH,), 114.38 (Ph-3-C, -5-C), 122.71 (Ph-4-C),
129.77 (Ph-2-C, -5-C), 161.68 (Ph-1-Cy), 165.30 (CO).

ESI-MS: 278 [M+H"] (100)

N-Carbamimidoyl-4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzamid Dihydrochlorid (36): Es
wurden 2.08 g Guanidin Hydrochlorid (21.77 mmol) und 2.44 g (21.77 mmol)
Kalium tert-Butanolat in abs. DMF fur 30 min bei RT unter Argonatmosphare

geruhrt. AnschlieBend wurden 1.0 g des Esters 4 (6.62 mmol) zugefugt, die
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Mischung fur 3 h bei 50 °C und danach weitere 18 h bei RT geruhrt. Der Ansatz
wurde unter Vakuum eingeengt und viermal in heil3em Wasser ausgerthrt, auf RT
abgekihlt und wieder abfiltriert. Das wassrige Filtrat wurde im Vakuum zur
Trockne eingeengt. Der weiRe Rickstand wurde mit wenig MeOH gel6st, mit
methanolischer Salzsaure (c = 1.25 mol/L) versetzt und bis zur Trockne eingeengt.
Die Masse wurde in heiBem EtOH ausgertuhrt und nach Abkuhlen auf RT
abfiltriert. Die Substanz aus dem Rickstand wurde nochmals in

MeOH/Diethylether umkristallisiert um das Produkt als weiRen Feststoff zu

erhalten.

Ausbeute: 380 mg (30% d. Th.)

Summenf: C16H24N402 - 2 HCI o j\ﬂ_'

Molmasse: 377.31 g/mol /©)J\H NH,
N/\/\O

R-Wert: 0.16 (FM1)

Smp. 253 °C

CHN-Analytik: ber.: C: 50.93, H: 6.95, N: 14.85; gef.: C: 50.71, H: 6.96, N:

14.96

'"H-NMR [dg]DMSO: & 1.34-1-38 (M, 1H, Pip-4-Ha), 1.67-1.84 (m, 5H, Pip-4-Hyg,
Pip-3-H,, -5-H,), 2.18 (m, 2H, Pip-CH,CH,), 2.85-3.11, (m,
4H, Pip-2-Hy, -6-H), 3.18 (m, 2H, Pip-CH,), 4.16 (t, 2H,
3J = 6.0 Hz, Pip-CH,CH,CH,), 7.10 (d, 2H, 3J = 8.9 Hz,
Ph-3-H, -5-H), 8.12 (d, 2H, J = 8.9 Hz, Ph-2-H, -6-H), 8.58
(8.87) (s*, 2H, NHy, Isomere), 10.48 (s* br, 1H, C=NH),
12.09 (s, 1H, CONH).

3C-NMR [dg]DMSO: 21.36 (Pip-4-C), 22.25 (Pip-3-C, -5-C), 23.08 (Pip-CH,CH.,),
51.92 (Pip-2-C, -6-C), 53.16 (Pip-CH,), 65.40 (Pip-
CH,CH,CH,), 114.38 (Ph-3-C, -5-C), 122.71 (Ph-1-C),
129.77 (Ph-2-C, -6-C), 161.68 (Ph-4-Cy), 165.30 (CO).

ESI-MS (%): 305 [M+H*] (100), 153 [M?'] (41), 645 [Dimer +HCI] (41),
681 [Dimer + 2 HCI] (12), 719 [Dimer + 3 HCI] (8)
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2-(1<(4-(3-(Piperidin-1-ypropoxy)phenyl)ethyliden)hydrazincarboximidamid (37):

Die Reaktion wurde verandert nach Fukumoto durchgefiihrt (Fukumoto et al.

2002). Dazu wurden 0.54 g Aminoguanidin Hydrochlorid (4.92 mmol), Phenyl-
ethanon 5 (1.07 g, 4.1 mmol) in 3 mL EtOH vorgelegt und mit je 0.5 mL H,O und
HClonz. versetzt. Die Mischung wurde fuar 5 min bei 55 W (160 °C) in der
Mikrowelle geruhrt. Der Ansatz wurde unter Vakuum eingeengt, in Wasser gelost

und gegen Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde verworfen. Die

wassrige Phase wurde mit ges. NaHCO3-Ldsung neutralisiert und mit EtOH/DCM

(1:4) extrahiert. Die organische Phase wurde mit Wasser gewaschen, uber

Na,SO, getrocknet, filtriert und im Vakuum zur Trockne eingeengt. Der Ruckstand

wurde in wenig DCM (!) aufgenommen, der Niederschlag ausgerthrt und

abfiltriert, um das Produkt als feinen, wei3en Niederschlag zu erhalten.

Ausbeute:
Summent:
Molmasse:
R+-Wert:
Smp.

CHN-Analytik:

'H-NMR CDCls;

13C-NMR CDCls:

174

300 mg (23% d. Th.)

C17H27NsO H
Q N,N\H/NHZ
317.43 g/mol
g OI/\/\O NH
0.23 (FM1)
174 °C

ber.: C: 64.32, H: 8.57, N: 22.06; gef.: C: 64.22, H: 8.63, N:
22.24

5 1.46 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.59 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 1.98
(m, 2H, Pip-CH,CH,), 2.37 (s, 3H, CHa), 2.38-2.50 (m, 6H,
Pip-2-H,, -6-H,, Pip-CH,), 4.03 (t, 2H, 3J = 6.4 Hz, Pip-
CH,CH,CH,), 6.88 (d, 2H, 3J = 8.9 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.72
(d, 2H, 3J = 8.9 Hz, Ph-2-H, -6-H).

5 14.11 (CHs), 24.47 (Pip-4-C), 26.03 (Pip-3-C, -5-C), 26.87
(Pip-CH,CH,), 54.67 (Pip-2-C, -6-C), 55.99 (Pip-CH,),
66.58 (Pip-CH,CH,CH,), 114.07 (Ph-3-C, -5-C), 127.30
(Ph-2-C, -6-C), 132.53 (Ph-1-C), 153.58 (Ph-4-C), 157.99
(C=NH), 159.44 (C(CH>)).
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ESI-MS (%): 318 [M+H'] (100), 160 [M?] (56), 636 [Dimer] (10)

N'-Benzoyl-4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzhydrazid Dihydrochlorid (38): Zu einer
Mischung aus Hydrazid 35 (770 mg, 2.78 mmol) und 0.61 mL TEA in 3 mL abs.
DCM wurden unter Eiskihlung 0.47 mL Benzoylchlorid (0.57 g, 2.28 mmol)
getropft. Die Mischung wurde in der Mikrowelle fiir 2 min bei 180 °C geruhrt. Nach
Abkuhlen auf RT wurde im Vakuum bis zur Trockne eingeengt und anschiel3end
mit DCM gegen ges. Kaliumcarbonat-Losung extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit ges. Kochsalzlésung gewaschen, Gber Na,SO4
getrocknet und im Vakuum vollstandig eingeengt. Das Rohprodukt wurde im
Anschluss rotationschromatographisch aufgereinigt (FM10). Das erhaltene orange

Ol wurde umgehend fur die weitere Umsetzung zum Oxadiazol 39 eingesetzt.

Ausbeute: 340 mg (32% d. Th.)

Summenf: CisH2sN30; - 2 HCI - 0.5 H,0 p

Molmasse: 359.29 g/mol /EJ)L
N/\/\O

Ri-Wert: 0.67 (FM1)

ESI-MS: 382 [M+H"] (100)

2-Phenyl-5-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)-1,3,4-oxadiazol Hydrochlorid (39)
(Stark 1998): Zu einer Menge von 6 mL Phosphorylchlorid wurden unter
Eiskihlung 250 mg des Benzoylhydrazids 38 (0.65 mmol) gegeben. Die Mischung
wurde erst 15 min in der Kélte, danach 15 min bei RT und schlief3lich fir 1 h unter
Ruckfluss gerihrt. Nach Abkuhlen auf RT wurde im Vakuum bis zur Trockne
eingeengt und in EtOH unter Rihren langsam auskristallisiert. Anschliel3ende
Umkristallisation in MeOH/Diethylether ergab das Produkt als weil3en Feststoff.

Ausbeute: 17 mg (6% d. Th.)

Summenf: C22H25N302 -HCI - 0.75 Hzo

— N
Molmasse: 413.41 g/mol @QM
NN
Re-Wert: 0.29 (FM1) O\‘ o

Smp. 219 °C
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CHN-Analytik:

'H-NMR [ds]DMSO:

13C-NMR [ds]DMSO:

ESI-MS:

ber.: C: 63.91, H: 6.81, N: 10.16; gef.: C: 63.72, H: 6.79, N:
10.16

0 1.32 und 1.79 (m, 6H, Pip-3-H,, -4-H,, -5-H>), 2.26 (m,
2H, Pip-CH,CH,), 2.84-3.46 (m, 6H, Pip-2-H,, -6-H,,
Pip-CHy), 4.15 (t, 2H, 3J = 6.0 Hz, Pip-CH,CH,CH,), 7.29
(d, 2H, 3J = 9.0 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.70-7.79 (m, 3H,
Oxadiazol-5-Ph-3-H, -4-H, -5-H), 8.18-8.23 (m, 4H,
Oxadiazol-5-Ph-2-H, -6-H, Ph-2-H, -6-H).

d 2451 (Pip-4-C), 25.83 (Pip-3-C, -5-C), 27.57 (Pip-
CH2CHy), 54.83 (Pip-2-C, -6-C), 56.29 (Pip-CH), 66.91
(Pip-CH,CH,CH,), 114.99 (Ph-3-C, -5-C), 117.92 (Ph-1-C,),
126.79 (Oxadiazol-5-Ph-1-Cg), 127.48, 128.3, 129.28
(Oxadiazol-5-Ph-2-C, -6-C, -3-C, -5-C, 4-C), 157.82 (Ph-
4-Cg) 164.10 (Oxadiazol-2-Cg, -5-Cy).

364 [M+H"] (100)

1-(3-(4-(4,5-Dihydro-1H-imidazol-2-yl)phenoxy)propyl)piperidin (40) (de la Hoz et
al. 2006): Es wurden 0.978 mg des Nitrils 12 (4.0 mmol), 5 mL Ethylendiamin und
62 mg Schwefel (2.0 mmol) in der Mikrowelle bei 110 °C fur 30 min geruhrt. Die

gelb-griine, klebrige Mischung wurde in Wasser grundlich ausgerihrt und das

Produkt als weil3er Niederschlag abfiltriert.

Ausbeute:
Summent:
Molmasse:
Ri-Wert:
Smp.

CHN-Analytik:

'H-NMR MeOD:

800 mg (70% d. Th.)

C17H25N30 N/>

/@)/\
N
H

287.40 g/mol
0.33 (FM1)
131 °C

ber.: C: 71.04, H: 8.77, N: 14.62; gef.: C: 71.08, H: 8.77, N:
14.80

& 1.49 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.63 (m, 4H, Pip-3-Hy, -5-H,), 2.00
(M, 2H, Pip-CH,CH,), 2.46-2.55 (m, 6H, Pip-2-H,, -6-Ho,
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Pip-CH,), 3.71 (s, 4H, Dihydroimidazol-3-H, -4-H), 4.06 (t,
2H, 3J = 6.1 Hz, Pip-CH,CH,CH,), 6.95 (d, 2H, J = 8.9 Hz,
Ph-3-H, -5-H), 7.72 (d, 2H, 3J = 9.0 Hz, Ph-2-H,-6-H).

13C-NMR MeOD: 25.23 (Pip-4-C), 26.53 (Pip-3-C, -5-C), 27.37 (Pip-CH,CH,),
50.34 (Dihydroimidazol-3-C, -4-C), 55.54 (Pip-2-C, -6-C),
57.09 (Pip-CH>), 67.53 (Pip-CH,CH,CH,), 115.28 (Ph-3-C,
-5-C), 123.59 (Ph-1-Cg), 129.60 (Ph-2-C, -6-C), 162.60 (Ph-
4-Cg), 167.18 (C=NH).

ESI-MS (%): 288 [M+H"] (100), 636 [Dimer] (17), 145 [M*] (5)

1-(3-(4-(5-Phenyl-1H-1,2,4-triazol-3-yl)phenoxy)propyl)piperidin (41) (Yeung et al.
2005): Die Synthese erfolgte dabei in der Mikrowelle aus 680 mg des Benzonitrils
12 (3.0 mmol), 0.136 mg Benzhydrazid (1.0 mmol) und 69 mg Kaliumcarbonat
(0.5 mmol) in 2 mL n-Butanol. Die Reaktionsmischung wurde bei 150 °C (35 W)
geruhrt. Nach 10 h zeigte die DC-Kontrolle eine vollstandige Umsetzung des
Hydrazids. Der Ansatz wurde im Vakuum eingeengt, in DCM aufgenommen und
abfiltriert. Das Filtrat wurde rotationschromatographisch aufgereinigt (Gradient von
FM6 nach FM8). Es resultierte ein oranges Ol welches in Acetonitril ausgerihrt
und das Produkt anschlie3end als weil3er Feststoff abfiltriert werden konnte.

Ausbeute: 30 mg (8% d. Th.) H
-N
N

Summenf: C22H25N4O -1.25 Hzo /©/“\N/>_©
Molmasse: 384.97 g/mol Q\l/\/\o

R+-Wert: 0.26 (FM1)

Smp.: 105 °C

CHN-Analytik: ber.. C: 68.63, H: 7.46, N: 14.55; gef.: C: 68.74, H: 7.35, N:
14.30

'H-NMR MeOD: 5 1.54 (m, 2H, Pip-4-H.), 1.71 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 2.09

(m, 2H, Pip-CH»CH,), 2.94-3.00 (m, 6H, Pip-2-H, -6-Ha,
Pip-CH,), 4.06 (t, 2H, 3J = 5.9 Hz, Pip-CH,CH,CH,), 6.98
(d, 2H, %3 = 8.9 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.40 (m, 3H, Triazol-Ph
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-3-H, -4-H, -5-H), 7.89 (d, 2H, ) = 8.9 Hz, Ph-2-H, -6-H),
7.90-7.93 (m, 2H, Triazol-Ph-2-H, -6-H).

13C-NMR MeOD: 5 23.61 (Pip-4-C), 25.11 (Pip-3-C, -5-C), 25.97 (Pip-
CH,CH,), 54.83 (Pip-2-C, -6-C), 56.27 (Pip-CH,), 66.69
(Pip-CH,CH,CH,), 115.90 (Ph-3-C, -5-C), 122.3 (Ph-1-C,),
127.57 (Triazol-Ph-2-C, -6-C), 129.22 (Ph-2-C, -6-C),
129.94 (Triazol-Ph-3-C, -4-C, -5-C), 131.02 (Triazol-Ph-
1-Cy), 159.40 (Ph-4-Cg), 160.12 (Triazol-3-Cq, -5-Cy).

MALDI-MS: 364 [M + 2] (100)

N-(2-Pyridinyl)piperazin Hydrochlorid (42): Es wurden zunachst 25.62 mg DIPIC
(0.06 mmol) und 34.5 mg Pd(dba), (0.06 mmol) in 15 mL DME fiir 24 h bei 100 °C
unter Argonatmosphéare gerihrt. Nach Abkuhlen auf ca. 50 °C folgte die Zugabe
von 0.56 g Kalium tert-Butanolat (4.99 mmol), 0.27 mL Chlorpyridin (2 mmol) und
0.45 g (2.4 mmol) Boc-Piperazin. Die Mischung wurde fir 4 h bei 50 °C geruhrt
und danach Uber Celite abfiltriert. Die Mischung wurde in DCM aufgenommen,
dreimal mit 1 N Natronlauge gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet und unter
Vakuum  eingeengt. Das Rohprodukt wurde anschlieBend saulen-
chromatographisch (FM9) aufgereinigt. Zum Entfernen der Boc-Schutzgruppe
wurde das Produkt fir 30 min bei RT in Salzsaure (c = 5 mol/L) gerthrt. Nach
Einrotieren im Vakuum wurde der Rickstand in EtOH aufgenommen, ausgeruhrt
und abfiltriert, um das Produkt als weif3en Niederschlag zu erhalten.

Ausbeute: 330 mg (quantitativ)
Summenf: CgoHi3N3 - HCI ﬁ
NH
Molmasse: 163.22 g/mol | AN NJ
%
R+Wert: 0.33 (FM1)
ESI-MS (%): 164 [M+H"] (100)

1-4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)-4-(pyridin-2-yl)piperazin Dihydrogenoxalat (43):
Die Synthese erfolgte nach Vorschrift 5.3.4 aus 500 mg (2.0 mmol) des Aldehyds
3, 0.33 g des Pyridinylpiperazins Hydrochlorids 42 (2.0 mmol), 0.6 mL (0.44 g,
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4.35 mmol) TEA und 640 mg (3.0 mmol) NaBH(OAc); in 30 mL abs. DCE. Nach
20 h zeigte die DC-Kontrolle noch beide Edukte, so dass erneut 600 mg
NaBH(OAc)s; zugegeben wurden. Nach weiteren 18 h Riuhren bei RT wurde der
Ansatz nach Vorschrift aufgearbeitet und das Rohprodukt anschliel3end
rotationschromatographisch aufgereinigt (FM6). Das Produkt wurde mit einem
Uberschuss Oxalsdure in EtOH/Diethylether gefallt und zweimal in
MeOH/Diethylether umkristallisiert.

Ausbeute: 30 mg (3% d. Th.)

Summent: C28H3sN4Og - 2 CoH,04

Molmasse: 574.62 g/mol NMOQAU Ny

R-Wert: 0.84 (FM1) Q -

Smp.: 111 °C

CHN-Analytik: ber.: C: 58.53, H: 6.67, N: 9.75; gef.: C: 58.49, H: 6.90, N:
9.93

'H-NMR [dg]DMSO: & 1.47-1.70 (m, 6H, Pip-3-Hy, -4-H,, -5-H,), 2.12 (m, 2H,
Pip-CH,CH,), 2.75-2.94 (m, 10H, Pip-2-Hy, -6-H,, Pip-CH,,
Pipera-2-H,, -6-H;), 3.65 (m, 4H, Pipera-3-H,, -5-H), 3.97-
4.04 (m, 4H, Ph-CH,, Pip-CH,CH,CH,), 6.69 (m, 1H,
Pyr-5-H), 6.87 (d, 1H, 3J = 8.52 Hz, Pyr- 3-H), 6.97 (d, 2H,
3J = 8.48 Hz, Ph-3-H -5-H), 7.36 (d, 2H, 3J = 8.44 Hz,
Ph-2-H, -6-H), 7.56 (m, 1H, Pyr-4-H), 8.12 (d, 1H,
%) = 4.89 Hz, Pyr-6-H).

13C-NMR [dg]DMSO: & 22.15 (Pip-4-C), 22.54 (Pip-3-C, -5-C), 22.85 (Pip-
CH,CH,), 42.49 (Pipera-3-C, -5-C), 50.78 (Pipera-2-C,
-6-C) 52.13 (Pip-2-C, -6-C), 53.37 (Pip-CH,), 56.78 (Ph-
CH,), 66.85 (Pip-CH,CH,CHy>), 107.42 (Pipera-3-C), 113.55
(Pipera-5-C), 113.63 (Pyr-3-C), 114.42, 114.49 (Ph-3-C,
-5-C, Pyr-5-C), 123.47 (Ph-1-C,), 131.56 (Ph-2-C, -6-C),
137.72 (Pyr-4-C), 147.52 (Pyr-6-C), 158.21, 158.37 (Ph-
4-Cq, Pyr-2-Cg), 163.17 ((COOH)y).
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ESI-MS:

395 [M+H*] (100)

5.4.5 Synthese der Tyrosin-Derivate

2-(tert-Butoxycarbonylamino)-3-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)propionsaure-

methylester Hydrogenoxalat (44): Die Synthese erfolgte gemaf Vorschrift 5.3.5
(Methode B) aus Verbindung 2 (1.0 g, 5.05 mmol), Boc-D-Tyrosin-methylester (1.8
g, 6.09 mmol), Kaliumcarbonat (5.20 g, 37.63 mmol) und KI in 30 mL abs. Aceton.

Ein Anteil des erhaltenen orangen Ols wurde mit einem Uberschuss Oxalsaure in

Isopropanol/Diethylether gefallt, wobei ein weier Feststoff gebildet wird.

Ausbeute:
Summentf:
Molmasse:
Smp.

R+-Wert:
CHN-Analytik:

'H-NMR [ds]DMSO:

13C-NMR [dg]DMSO:

ESI-MS:

2.13 g (quantitativ)

C23H36N205 - CoH204

510.58 g/mol \[(O><
N/\/\ O
(@) O (@]
133 °C Q |

0.51 (FM1)
ber.: C: 58.81, H: 7.50, N: 5.49; gef.: C: 58.54, H: 7.61, N: 5.33

5 1.31 (s, 9H, (C(CHs)3), 1.51 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.70 (m,
4H, Pip-3-Hy, -5-H,), 2.08 (m, 2H, Pip-CH,CH,), 2.75-2.79
(m, 2H, Ph-CH,), 3.11 (m, 6H, Pip-2-H,, -6-H,, Pip-CHy),
3.58 (s, 3H, COOCHjs), 3.97 (t, 2H, 3J = 5.9 Hz, Pip-
CH,CH,CH,), 4.07 (m, 1H, Ph-CH,CH), 6.83 (d, 2H,
33 = 8.5 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.13 (d, 2H, 3J = 8.4 Hz, Ph-2-H,
-6-H), 7.26 (d*, 1H, 3J = 8 Hz, NH).

21.40 (Pip-4-C), 22.59 (Pip-3-C, -5-C), 23.49 (Pip-CH,CH,),
25.44 (C(CHs)s), 35.56 (Ph-CH), 51.71 (Pip-2-C, -6-C),
52.09 (COOCHSs), 53.45 (Pip-CH,), 55.48 (PhCH,-CH),
64.87 (Pip-CH,CH,CH,), 78.24 (C(CH3)s), 114.17 (Ph-3-C, -5-
C), 129.69 (Ph-1-Cg), 130.08 (Ph-2-C, -6-C), 155.37 (Ph-4-
Cq), 156.89 (NHCO), 172.63 (COOCH3), 164.37 ((COOH)y).

421 [M+H"] (100)
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2-Amino-3-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)propionséauremethylester Dihydro-
genoxalat (45) (Dellaria et al. 1994): Dazu wurden 500 mg der Base von 44 (1.19
mmol) in 4 mL DCM gel6st und unter Eiskihlung mit 4 mL TFA versetzt, 15 min
geruhrt und anschlieRend nochmal 60 min bei RT weitergeriihrt. Die LOsung
wurde unter Vakuum eingeengt, mit ges. Kaliumcarbonat-Losung versetzt und
viermal mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden dann mit
ges. Kochsalzlésung und mit Wasser gewaschen, tber Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und unter Vakuum vollstandig eingeengt. Mit einem Uberschuss Oxalséaure

wurde in EtOH/Diethylether gefallt und die Substanz als hellgelber Feststoff

erhalten.

Ausbeute: 300 mg (79% d. Th.)

Summent: C18H28N203 - 2 C2H,04 NH,
Molmasse: 500.50 g/mol O\/\/\O/C/OIO
Smp. 130 °C

R-Wert; 0.45 (FM1)

CHN-Analytik: ber.. C: 52.49, H: 6.44, N: 5.60; gef.. C: 52.29, H: 6.84, N: 5.31

'H-NMR [dg]DMSO: 8 1.50 (m, 2H, Pip-4-Hy,), 1.73 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H5), 2.09
(m, 2H, Pip-CH,CHy), 2.95-3.12 (m, 8H, Pip-2-H,, -6-H>,
Pip-CH,, Ph-CH,), 3.62 (s, 3H, COOCHa), 3.98 (t, 2H,
3) = 5.9 Hz, Pip-CH,CH,CH,), 4.12 (t, 1H, 3J = 6.6 Hz,
CH,CH), 6.85 (d, 2H, 3J = 8.6 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.10 (d,
2H, 3J = 8.6 Hz, Ph-2-H, -6-H), 7.26 (m*, 2H, NH,).

13C-NMR [dg]DMSO: 21.40 (Pip-4-C), 22.46 (Pip-3-C, -5-C), 23.33 (Pip-CH,CH,),
35.56 (Ph-CH,CH), 51.97 (Pip-2-C, -6-C), 52.36 (COOCH)j),
53.56 (Pip-CH,), 55.98 (CH,CH), 64.89 (Pip-CH,CH,CH,),
114.49 (Ph-3-C, -5-C), 126.95 (Ph-1-C,), 130.03 (Ph-2-C,
-6-C), 157.35 (Ph-4-C), 169.95 (COOCHS3), 164.70 ((COOH),).

ESI-MS: 321 [M+H"] (100)
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5.4.6 Synthese der Thiazolidindion- und Rhodanin-Derivate

(2)5-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzyliden)thiazolidin-2,4-dion (46) (Lee et al.
2005, Chittiboyina et al. 2006): In einer Dean-Stark Apparatur wurden unter
Wasserabscheidung der Aldehyd 3 (2.0 g, 8.06 mmol), 2,4-Thiazolidindion (1.04 g,
8.88 mmol), 0.50 mL Piperidin und 0.50 mL Eisessig in 90 mL Toluol fir 6 h
refluxiert, bis keine weitere Wasserabscheidung mehr beobachtet werden konnte.

Nach Abkthlen auf Raumtemperatur wurde die gelb-braune Masse mehrmals mit

wenig MeOH gewaschen und filtriert. Die Verbindung wurde als feiner, blassgelber

(schwerléslicher!) Feststoff gewonnen werden.

Ausbeute:
Summentf:
Molmasse:
Smp.:
R+-Wert:
CHN-Analytik:

'H-NMR [ds]DMSO:

13C-NMR [dg]DMSO:

ESI-MS:

1.40 g (46% d. Th.)

C1gH22N203S o

346.44 g/mol WNH
N0 S\\<
203 °C >

0.11 (FM1)
ber.: C: 62.40, H: 6.40, N: 8.09; gef.: C: 62.19, H: 6.46, N: 7.95

5 1.46 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.61 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 2.00
(m, 2H, Pip-CH,CHy), 2.72-2.84 (m, 6H, Pip-2-H,, -6-H>,
Pip-CH,), 4.07 (t, 2H, 3J = 6.1 Hz, Pip-CH,CH,CHy), 7.01
(d, 2H, 33 = 8.7 Hz, Ph-3-H, -5-H), 7.42 (s, 1H, CH=C), 7.48
(d, 2H, 3J = 8.7 Hz, Ph-2-H, -6-H).

& 22.58 (Pip-4-C), 23.98 (Pip-3-C, -5-C), 24.67 (Pip-
CH,CH,), 53.04 (Pip-2-C, -6-C), 54.06 (Pip-CH,), 65.47
(Pip-CH>CH,CH,), 114.99 (Ph-3-C, -5-C), 126.16 (C=CH),
127.22 (Ph-1-Cg), 131.13 (Ph-2-C, -6-C), 131.63 (TZD-5-
Cq) 158.87 (Ph-4-C,), 172.35 (TZD-4-C=0), 176.23 (TZD-2-
C=0).

347 [M+H'] (100)
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(2)-5-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzyliden)-2-thioxothiazolidin-4-on (47) (Ahn
et al. 2006): In einer Dean-Stark Apparatur wurden unter Wasserabscheidung
Aldehyd 3 (2.0 g, 8.06 mmol), Rhodanin (1.09 g, 8.22 mmol), 0.50 mL Piperidin
und 0.50 mL Eisessig in 90 mL Toluol fir 6 h refluxiert, bis keine weitere
Wasserabscheidung mehr beobachtet werden konnte. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurde die gelb-braune Masse mehrmals mit warmem THF,
MeOH und DCM gewaschen und filtriert. Die Verbindung wurde als feiner, gelber

(schwerldslicher!) Feststoff gewonnen.

Ausbeute: 1.209 (41% d. Th.)
O

Summenf: C18H22N20282 /©/\/KNH
N0 S—(
Molmasse: 362.51 g/mol S

Smp.: 221 °C

Ri-Wert: 0.10 (FM1)

CHN-Analytik: ber.: C: 59.64, H: 6.12, N: 7.73; gef.: C: 59.84, H: 6.21, N:
7.68

'H-NMR [dg]DMSO: & 1.52 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.71 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 2.09
(m, 2H, Pip-CH,CHy), 3.09-3.14 (m, 6H, Pip-2-H,, -6-H>,
Pip-CH,), 4.09 (t, 2H, 3J = 5.78 Hz, Pip-CH,CH,CH.), 6.97
(d, 2H, 3J = 8.8 Hz, Ph-2-H, -6-H), 7.07 (s, 1H, CH=C), 7.37
(d, 2H, 3J = 8.8 Hz, Ph-3-H, -5-H).

13C-NMR [dg]DMSO: & 21.60 (Pip-4-C), 22.95 (Pip-3-C, -5-C), 23.65 (Pip-
CH,CH,), 52.35 (Pip-2-C, -6-C), 53.29 (Pip-CH,), 64.77
(Pip-CH,CH,CH,), 114.94 (Ph-2-C, -6-C), 124.49 (C=CH),
127.62 (Ph-4-Cy), 131.31 (Ph-3-C, -5-C), 131.63
(TOD-5-C;), 158.43 (Ph-1-C;), 172.35 (TOD-4-C=0),
202.07 (TOD-2-C=S).

ESI-MS: 363 [M+H'] (100)

5-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)thiazolidin-2,4-dion (48) (Lee et al. 2005):
Dazu wurde eine Losung von 270 mg (0.69 mmol) des Benzylidenthiazolididions
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46 in 30 mL abs. THF mit 130 mg Pd(OH),/C (20%) versetzt und fur 48 h bei 60
°C und einem Wasserstoffdruck von 5 bar gerthrt. Nach Abkuhlen auf RT wurde

Uber Celite abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Die Mischung

wurde in Diethylether aufgenommen, ausgerthrt und abfiltriert. Es resultierte ein

weil3er Feststoff.
Ausbeute:
Summent:
Molmasse:
Smp.:

R~-Wert:

CHN-Analytik:

'H-NMR [ds]DMSO:

13C-NMR [dg]DMSO:

ESI-MS:

160 mg (67% d. Th.)

C18H24N203S 0

348.46 g/mol /©/\(‘<NH
O\I/\/\O S«O
120 °C

0.05 (FM4)

ber.: C: 62.04, H: 6.94, N: 8.04; gef.: C: 61.77, H: 7.21, N:
7.78

5 1.40 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.54 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 1.89
(m, 2H, Pip-CH,CH), 2.50-2.58 (m, 6H, Pip-2-H,, -6-H>,
Pip-CH,), 2.95 (2 x Dd, 2 x 1H, 2J = 14.10 Hz, %J = 9,31 Hz
bzw. 3J = 4,10 Hz, CH,-TZD), 3.95 (t, 2H, 3J = 6.2 Hz, Pip-
CH,CH,CH,), 4.68 (Dd*, 1H, 3J = 9.15 Hz, 3J = 4.10 Hz,
TZD-5-H), 6.83 (d, 2H, 3J = 8.6 Hz, Ph-2-C, -6-C), 7.12 (d,
2H, 3J = 8.5 Hz, Ph-3-C, -5-C).

5 23.41 (Pip-4-C), 24.82 (Pip-3-C, -5-C), 25.53 (Pip-
CH,CHy), 36.82 (CH,-TZD), 53.57 (Pip-2-C, -6-C), 54.13
(Pip-CH,), 54.56 (TZD-5-C), 65.47 (Pip-CH»CH,CH,),
114.26 (Ph-2-C, -6-C), 127.22 (Ph-4-C,), 130.30 (Ph-3-C,
.5-C), 157.45 (Ph-1-C,), 173.53 (TzD-2-C=0), 178.56
(TZD-4-C=0).

349 [M+H'] (100)
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5.4.7 Synthese der Cystein-Derivate

(2R,4R/2S,4R)-2-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)thiazolidin-4-carbonsaure-
methylester Hydrogenoxalat (50) (Onen et al. 2008, Li et al. 2007): Zu einer

Losung von 1.0 g (4 mmol) des Benzaldehyds 3 in 4 mL EtOH wurden 0.70 g L-

Cysteinmethylester Hydrochlorid (4 mmol) in 6 mL Wasser gegeben. Der Ansatz

wurde fur 3 h bei RT geruhrt, danach im Vakuum eingeengt, in DCM aufge-

nommen, erst mit 1 N Natronlauge dann mit ges. Kochsalzldsung und mit Wasser

gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und im

Vakuum eingeengt. Der Ansatz wurde rotationschromatographisch aufgereinigt

(Gradient von FM6 nach FM7). Mit einem Uberschuss Oxalsdure wurde in

EtOH/Diethylether gefallt um das Produkt als weil3en Feststoff zu erhalten.

Ausbeute:
Summentf:
Molmasse:
Smp.:
Ri-Wert:

CHN-Analytik:

'H-NMR [ds]DMSO:

13C-NMR [dg]DMSO:

530 mg (29% d. Th.)

C19H28N203S - CoH204

S
454.54 g/mol /@/ﬁ?‘cooc%
N/\/\O
143 °C (Zersetzung)

0.74 (FM1)

ber.: C: 55.49, H: 6.65, N: 6.16; gef.: C: 55.61, H: 6.77, N:
6.05

5 1.53 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.73 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 2.10
(m, 2H, Pip-CH,CHy), 3.12-3.17 (m, 6H, Pip-2-H,, -6-H,
Pip-CH,), 3.29-3.38 (m, 2H, Thiazolidin-5-H,, Isomere),
3.66 (3.70), (s, 3H, CHgs, Isomere), 3.95-4.02 (m, 2H,
Pip-CH,CH,CH;) Uberlagert mit 4.0 (4.37) (m, 1H,
Thiazolidin  -4-H, Isomere), 5.45 (5.54) (s, 1H, Thiazolidin-
2-H, Isomere), 6.90 (6.91) (d, 2H, 3J = 8.8 Hz, Ph-3-H,
-5-H, Isomere), 7.37 (7.44) (d, 2H, 3J = 8.7 Hz, Ph-2-H,

-6-H, Isomere).

5 21.49 (Pip-4-C), 22.60 (Pip-3-C, -5-C), 23.47 (Pip-
CH,CH,), 37.69 (Thiazolidin-5-C), 51.97 (COOCH;), 52.09
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ESI-MS:

(Pip-2-C, -6-C), 53.43 (Pip-CH,), 64.43 (Thiazolidin-4-C),
64.83 (Pip-CH,CH,CH,), 70.78 (Thiazolidin-2-C), 114.06
(Ph-3-C, -5-C), 128.39 (Ph-2-C, -6-C), 132.53 (Ph-1-Cy),
158.17 (Ph-4-Cy), 172.09 (C=0), 164.80 ((COOH)y).

365 [M+H"] (100)

(2R,4R/2S,4R)-2-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)thiazolidin-4-carbonsaure (51)
(Onen et al. 2008, Li et al. 2007): Zu einer Lésung von 2.0 g (8 mmol) des Benz-
aldehyds 3 in 8 mL EtOH wurden 0.96 g L-Cystein (8 mmol) in 11 mL Wasser

gegeben und fir 3 h bei RT gerihrt. Der Ansatz wurde im Vakuum eingeengt,

anschlieBend in MeOH aufgenommen und der unlésliche Ruckstand abfiltriert.

Das Filtrat wurde mit Diethylether versetzt und ausgeruhrt. Es setzte sich ein

oranges Ol ab und das restliche Lésungsmittel wurde vorsichtig abdekantiert.

Unter Hochvakuum bildete das Ol einen Schaum, der nach Mérsern das Produkt

als oranges Pulver lieferte.

Ausbeute:
Summent:
Molmasse:
Smp.:
R+-Wert:

CHN-Analytik:

'H-NMR [dg]DMSO:

186

780 mg (28% d. Th.)

S
/>*COOH
C18H26N203S H
350.48 g/mol

110 °C (Zersetzung)
0.06 (FM1)

ber.: C: 61.69, H: 7.48, N: 7.99; gef.: C: 61.45, H: 7.62, N:
7.84

5 1.42 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.58 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 1.96
(m, 2H, Pip-CH,CH,), 2.63-2.68 (m, 6H, Pip-2-H,, -6-H,
Pip-CH,), 2.93-3.00 (3.07-3.27) (m, 2H, Thiazolidin-5-H,,
Isomere), 3.47-3.64 (3.95-4.02) (m, 1H, Thiazolidin-4-H,
Isomere) Uberlagert mit 3.98 (m, 2H, Pip-CH,CH,CHy), 5.40
(5.66) (s, 1H, Thiazolidin-2-H, Isomere), 6.84 (6.89) (d, 2H,
%) = 8.6 Hz, Ph-2-H, -6-H, Isomere), 7.29 (7.39) (d, 2H,
3J = 8.7 Hz, Ph-3-H, -5-H, Isomere).
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13C-NMR [dg]DMSO: & 23.08 (Pip-4-C), 24.37 (Pip-3-C, -5-C), 25.16 (Pip-
CH,CH,), 38.26 (Thiazolidin-5-C), 53.20 (Pip-2-C, -6-C),
53.38 (Pip-CH,), 64.84 (Thiazolidin-4-C), 65.40 (Pip-
CH,CH,CH,), 70.90 (Thiazolidin-2-C), 114.37 (Ph-3-C,
-5-C), 128.42 (Ph-2-C, -6-C), 131.19 (Ph-1-C,), 158.33 (Ph-
4-Cg), 173.10 (C=0).

ESI-MS: 351 [M+H"] (100), 701 [Dimer] (26)

5.4.8 Synthese der Thiazol-Derivate

1-(Isopropyl)piperidin-4-ol (52): Die Synthese erfolgte nach Vorschrift 5.3.4 aus
1.0 g 4-Hydroxypiperidin (9.89 mmol), 1.0 mL 2-Brompropan (1.31 g, 10.65 mmol)
und 3.4 g Kaliumcarbonat (24.60 mmol) in 20 mL abs. Aceton. Nach einem Tag
waren in der DC-Kontrolle noch deutliche Eduktreste erkennbar, so dass die
Reaktion fur weitere drei Tage bei RT rihrte. Eine erneute DC-Kontrolle zeigte
allerdings keine erhohte Produktmenge, so dass die Reaktion abgebrochen und
nach Vorschrift aufgearbeitet und das Rohprodukt saulenchromatographisch

(FM3) aufgereinigt wurde.

Ausbeute: 400 mg (28% d. Th.)
Summenf: CgH17NO J\
N
Molmasse: 143.23 g/mol /Q
HO
R+-Wert: 0.38 (FM1)
MALDI-MS (%): 144 [M+H] (100)

1-(Cyclobutyl)piperidin-4-ol (53): Die Synthese erfolgte nach Vorschrift 5.3.4 aus
1.0 g (14.27 mmol) Cyclobutanon, 1.44 g 4-Hydroxypiperidin (14.27 mmol), 4.23 g
(19.96 mmol) NaBH(OAc); und zusatzlich 0.82 mL Eisessig in 20 mL abs. DCE
(Anmerkung: zum vollstdndigen Ldsen des 4-Hydroxpiperidins waren zusatzlich 2
mL abs. MeOH ndtig). Die Reaktion wurde nach 18 h beendet (DC-Kontrolle) und
laut Vorschrift (Extraktion mit DCM/EtOH 4:1) aufgearbeitet. Die Substanz war

danach hinreichend sauber fiir die weitere Umsetzung.
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Ausbeute: 0.98 g (44% d. Th.)
Summent: CyH17NO /D
Molmasse: 155.24 g/mol /O'
HO
R-Wert: 0.36 (FM1)
IH-NMR MeOD: 5 1.29-1.73 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 1.82-2.06 (m, 8H,

Cyclobutyl-2-Hy, -3-Hy, -4-H,, Pip-2-Hay, -6-Hay), 2.69-2.77
(m, 3H, Pip-2-Hyq, Pip-6-Hsq, Cyclobutyl-1-H), 3.60-3.64 (m,
1H, Pip-4-H).

13C-NMR MeOD: d 14.90 (Cyclobutyl-3-C), 28.01 (Cyclobutyl-2-C, -4-C),
34.29 (Pip-3-C, -5-C), 48.71 (Pip-2-C, -6-C), 61.62
(Cyclobutyl-1-C), 68.20 (Pip-4-C).

MALDI-MS (%): 156 [M+H"] (100)

5-Methyl-4,5,6,7-tetrahydrothiazolo[5,4-c]pyridin-2-amin  Dihydrobromid (54): In
einem Dreihalskolben wurden unter Eiskiuihlung 14 mL 1-Methyl-4-piperidon (120
mmol) in 100 mL HBr in Eisessig (36%ige LOsung) vorgelegt. Da es zur
Niederschlagsbildung kam, wurden zur besseren Ldslichkeit etwa 5 mL Wasser
bis zur vollstandigen Auflésung zugegeben. Unter weiterer Eiskihlung wurde der
Losung langsam 6.15 mL elementares Brom (120 mmol) zugetropft. Nach
vollstandiger Bromzugabe wurde fir 15 min bei RT gerthrt, bis die Losung
vollstandig entfarbt war. AnschlieBend wurden 9.13 g Thioharnstoff (120 mmol)
zugegeben, wobei nach ca. 5 min ein hell oranger Niederschlag entstand. Nach 30
min Ruhren bei RT wurde der Ansatz auf 90 °C erhitzt und fur 1.5 h gertuhrt. Die
klare Losung wird im Vakuum vollstdndig eingeengt, der Rickstand in EtOH
aufgenommen, kurz zum Sieden erhitzt und unter Abkuhlen auf RT ausgerihrt.

Das Produkt konnte anschliefRend als weil3er Feststoff abfiltriert werden.

Ausbeute: 26.0 g (65% d. Th.) N S

| )—NH,
Summent: C7H11N3S - 2 HBr N
Molmasse: 331.07 g/mol
Ri-Wert: 0.38 (FM1)
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ESI-MS (%): 170 [M+H"] (100), 127 [CsH7N,S] (43)

5-Ethyl-4,5,6,7-tetrahydrothiazolo[5,4-c]pyridin-2-amin  Dihydrobromid (55): In
einem Dreihalskolben wurden 2.64 mL 1-Ethyl-4-piperidon (20 mmol) in 25 mL
HBr in Eisessig (36%ige Losung) vorgelegt. Unter Eiskiihlung wurde der Losung
langsam 1.04 mL elementares Brom (20 mmol) zugetropft. Nach vollstandiger
Bromzugabe wurde fir 15 min bei RT geruhrt, bis die Losung vollstandig entfarbt
war. AnschlieRend wurden 1.52 g Thioharnstoff (20 mmol) zugegeben. Nach 30
min Ruhren bei RT wurde der Ansatz auf 90 °C erhitzt und fur 1.5 h gertuhrt. Die
klare Losung wurde im Vakuum vollstandig eingeengt, der Rickstand in EtOH
aufgenommen, kurz zum Sieden erhitzt und unter Abkuhlen auf RT ausgerihrt.

Das Produkt konnte anschlieRend als weilRer Feststoff abfiltriert werden.
Ausbeute: 4.2 9 (61%d. Th.)
Summentf: CgH13N3S - 2 HBr N S

| )—NH,
Molmasse: 345.10 g/mol N
Rr-Wert: 0.47 (FM1)

'H-NMR [dg]DMSO: & 1.27 (t, 3H, 3J = 7.2 Hz, CH3), 2.88 (m, 3H, NCH,), 3.30
(m, 2H, EtTHP-7-H,), 3.40, 3.69 (2 x m, 2H, EtTHP-6-H,),
4.15, 4.42 (2 x m, 2H, EtTHP-4-H,).

ESI-MS (%): 184 [M+H"] (100), 127 [CsH7N,S-] (93)

5-Benzyl-4,5,6,7-tetrahydrothiazolo[5,4-c]pyridin-2-amin  Dihydrobromid (56): In
einem Dreihalskolben wurden 22.24 mL 1-Benzyl-4-piperidon (120 mmol) in 150
mL HBr in Eisessig (36%ige Losung) vorgelegt. Unter Eiskihlung wurden der
Losung Uber einen Tropftrichter langsam 6.15 mL elementares Brom (120 mmol)
zugetropft. Nach vollstandiger Bromzugabe wurde fir 15 min bei RT gerihrt, bis
die L6sung vollstdndig entfarbt war. Anschlielend wurden 9.13 g Thioharnstoff
(120 mmol) zugegeben. Nach 30 min Rihren wurde der Ansatz auf 90 °C erhitzt
und fur 1,5 h gerthrt. Die klare Lésung wurde im Vakuum vollstdndig eingeengt,
der Ruckstand in EtOH aufgenommen, kurz zum Sieden erhitzt und unter Ab-
kihlen auf RT ausgeruhrt. Das Produkt wurde als weil3er Feststoff abfiltriert.
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Ausbeute: 24.97 g (51% d. Th.)
Summentf: C13H15N3S - 2 HBr S
N
SRP "
Molmasse: 407.17 g/mol N
Rr-Wert: 0.76 (FM1)

'H-NMR [dg]DMSO: & 2.48-2.50 (m, 2H, Benzyl-THP-7-H,), 3.39-3.43, 3.43-3.47
(2 x m, 2H, Benzyl-THP-6-H,), 4.15 (s, 2H, Ph-CH,), 4.54
(s, 2H, Benzyl-THP-4-H,), 7.47 (m, 3H, Ph-3-H, -4-H, -5-H),
7.61 (M, 2H, Ph-2-H, -6-H), 9.25 (s* br, 2H, NH,"), 10.58 (s*
br, 1H, NH").

13C-NMR [d¢]DMSO: & 20.90 (Benzyl-THP-7-C), 47.0 (Benzyl-THP-6-C), 47.78
(Benzyl-THP-4-C), 57.74 (Ph-CH,), 106.94 (Thiazol-4-C),
128.87 (Ph-3-C, -5-C), 129.49, 129.68 (Ph-4-C, -1-C,),
132.64 (Thiazol-5-Cg), 169.35 (Thiazol-2-C,).

ESI-MS (%): 246 [M+H'] (100), 127 [CsH/N>S-] (80)

2-Brom-5-methyl-4,5,6,7-tetrahydrothiazolo[5,4-c]pyridin (57): Das Aminsalz 54
(15 g, 60 mmol) wurde in 180 mL wassrige HBr (48%) vorgelegt. Zur besseren
Loslichkeit wurden ca 5 mL Wasser und 5 mL MeOH zugegeben. Unter kraftigem
Ruhren (!) wurde die Mischung auf -30 °C gekuhlt (EtOH-Kuhlbad). Unter stetigem
Ruhren wurden tber einen gekuhlten Tropftrichter langsam (!) 103 mL einer frisch
hergestellten, 1 M NaNO,-LOsung zugetropft (Zeitraum ca 30 min). Anschlie3end
wurde unter weiterer Kihlung fur 1 h gerthrt. Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 4
°C im Kduhlschrank stehen gelassen. Am nachsten Tag wurde die
Reaktionsmischung wieder auf -30 °C gekihlt und langsam unter Temperatur-
kontrolle mit 40% NaOH bis zu einem pH-Wert von 11-12 alkalisiert. Dabei farbte
sich die dunkle Mischung orange. Die Losung wurde anschlielBend auf
Raumtemperatur erwarmt und dreimal mit DCM extrahiert. Die organischen
Phasen wurden vereinigt, tUber NaSO, getrocknet, filtriert und im Vakuum bis zur
Trockne eingeengt. Das Rohprodukt wurde s&aulenchromatographisch (FM6)

aufgereinigt.

Ausbeute: 4.09(29% d. Th.)
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Summentf: C7HgN2BrS
\N S
Molmasse: 233.13 g/mol QI />—Br
N
Ri-Wert: 0.67 (FM1)
'H-NMR CDCls: 5 2.48 (s, 3H, NCHs), 2.77-2.81 (m, 2H, MeTHP-7-Hy),
2.87-2.92 (m, 2H, MeTHP-6-H,), 3.51 (t, 2H, *J = 2.5 Hz,
MeTHP-4-H,).
13C-NMR CDClj: d 2529 (MeTHP-8-C), 44.55 (NCHs), 50.96, 51.20

(MeTHP-5-C, -7-C), 129.04 (Thiazol-4-Cg), 132.27 (Thiazol-
2-C,), 148.17 (Thiazol-5-C,).

MALDI-MS (%): 234 [M+H"] (100)

2-Brom-5-ethyl-4,5,6,7-tetrahydrothiazolo[5,4-c]pyridin  (58): Das Aminsalz 55
(3.5 g, 10.14 mmol) wurde in 30 mL wassrige HBr (48%) vorgelegt. Unter
kraftigem Ruhren (!) wurde die Mischung auf -30 °C gekuhlt (EtOH-Kihlbad).
Unter stetigem Ruhren wurden Uber einen gekihlten Tropftrichter langsam () 17.3
mL einer frisch hergestellten, 1 M NaNO,-Ldsung zugetropft (Zeitraum ca 30 min).
Anschlie3end wurde unter weiterer Kuhlung fur 1 h gerthrt. Der Ansatz wurde
uber Nacht bei 4 °C im Kuhlschrank stehen gelassen. Am nachsten Tag wurde die
Reaktionsmischung wieder auf -30 °C gekuhlt und langsam unter
Temperaturkontrolle mit 40% NaOH bis zu einem pH-Wert von  11-12 alkalisiert.
Dabei farbte sich die dunkle Mischung orange. Die Losung wurde anschliel3end
auf Raumtemperatur erwdrmt und dreimal mit DCM extrahiert. Die organischen
Phasen wurden vereinigt, iber NaSO, getrocknet, filtriert und im Vakuum bis zur

Trockne eingeengt. Das Rohprodukt war ausreichend sauber fur die weitere

Umsetzung.
Ausbeute: 860 mg (34% d. Th.)
Summent: CgH11N2BrS
8M11N2 PN S
| />7Br
Molmasse: 247.16 g/mol N
Ri-Wert: 0.81 (FM1)
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ESI-MS (%): 249 [M+H'] (100), 127 [CsH7N>S] (10)

5-Benzyl-2-brom-4,5,6,7-tetrahydrothiazolo[5,4-c]pyridin  (59): Das Aminsalz 56
(24.42 g, 60 mmol) wurde in 180 mL wassrige HBr (48%) vorgelegt. Unter
kraftigem Ruhren (!) wurde die Mischung auf -30 °C gekuhlt (EtOH-Kihlbad).
Unter stetigem Ruhren wurden tber einen gekuhlten Tropftrichter langsam (!) 103
mL einer frisch hergestellten, 1 M NaNO,-LOsung zugetropft (Zeitraum ca 30 min).
Anschliel3end wurde unter weiterer Kuhlung fir 1 h gerihrt. Der Ansatz wurde
Uber Nacht bei 4 °C im Kihlschrank stehen gelassen. Am nachsten Tag wurde die
Reaktionsmischung wieder auf -30 °C gekihlt und langsam unter
Temperaturkontrolle mit 40% NaOH bis zu einem pH-Wert von  11-12 alkalisiert.
Dabei farbte sich die dunkle Mischung orange. Die Losung wurde anschliel3end
auf Raumtemperatur erwarmt und dreimal mit DCM extrahiert. Die organischen
Phasen wurden vereinigt, Uber NaSO, getrocknet, filtriert und im Vakuum bis zur
Trockne eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (FM6)

aufgereinigt.

Ausbeute: 6.86 g (37% d. Th.)

Summent: Ci3H13N2BrS

Molmasse: 309.22 g/mol ©AI\OI§/}Br
R-Wert: 0.94 (FM1)

ESI-MS (%): 310 [M+H']

2-(1-Isopropylpiperidin-4-yloxy)-5-methyl-4,5,6,7-tetrahydrothiazolo[5,4-c]pyridin

Dihydrogenoxalat (60): Die Synthese erfolgte nach Vorschrift 5.3.5 (Methode A)
aus 0.21 g des Alkohols 52 (1.47 mmol), 343 mg (1.47 mmol) des Bromids 57 und
42 mg (2.94 mmol) Natriumhydrid in 10 mL abs. Dioxan. Nach einer Reaktionszeit
von 18 h wurde der Ansatz nach Vorschrift aufgearbeitet und das Rohprodukt
rotationschromatographisch aufgereinigt (Gradient von FM6 nach FM8). Mit einem
Uberschuss Oxalsaure wurde in  EtOH/Diethylether gefallt und in
MeOH/Diethylether umkristallisiert, um das Produkt als weiRen Feststoff zu

erhalten.

Ausbeute: 80 mg (11% d. Th.)
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Summenf: C15H25N308 -2 C2H204
Molmasse: 475.51 g/mol oS
\W )

N N N—
R+-Wert: 0.67 (FM1) 7/
Smp.: 133 °C
CHN-Analytik: ber.: C: 47.99, H: 6.15, N: 8.84; gef.: C: 47.82, H: 6.33, N:

8.65

'H-NMR [dg]DMSO: & 1.21 (d, 6H, 3J = 6.63 Hz, CH(CHs),), 2.06, 2.23 (m, 4H,
Pip-3-H,, -5-H,), 2.70 (s, 3H, MeTHP-NCHa), 2.76 (m, 2H,
MeTHP-7-H,), 3.20-3.30 (m, 6H, Pip-2-Hy, -6-H,, MeTHP-
6-H,), 4.00 (s, 2H, MeTHP-4-H,), 5.13 (s br, 1H, Pip-4-H).

13C-NMR [dg]DMSO: & 16.32 (CH(CHs),), 24.48 (MeTHP-8-C), 27.36 (Pip-3-C,
-5-C), 42.60 (MeTHP-NCHj3), 44.60 (Pip-2-C, -6-C), 49.91
(MeTHP-7-C), 50.67 (MeTHP-5-C), 56.56 (CH(CHs),),
73.92 (Pip-4-C), 114.31 (Thiazol-4-C,), 140.87 (Thiazol-
5-Cy), 163.94 ((COOH),), 171.32 (Thiazol-2-C,).

ESI-MS (%): 296 [M+H"] (100), 126 [CsHsNS-] (55)

2-(1-Cyclobutylpiperidin-4-yloxy)-4,5,6,7-tetrahydro-5-methylthiazolo[5,4-c]pyridin

Dihydrogenoxalat (61): Die Synthese erfolgte nach Vorschrift 5.3.5 (Methode A)
aus 0.5 g des Alkohols 53 (3.22 mmol), 0.75 g (3.22 mmol) des Bromids 57 und
0.15 g (6.2 mmol) Natriumhydrid in 20 mL abs. Dioxan. Nach einer Reaktionszeit
von 18 h wurde der Ansatz nach Vorschrift aufgearbeitet und das Rohprodukt
rotationschromatographisch aufgereinigt (FM9). Mit einem Uberschuss Oxalsaure
wurde in EtOH gefallt und in MeOH/Diethylether umkristallisiert, um das Produkt

als weilRen Feststoff zu erhalten.

Ausbeute: 174 mg (11% d. Th.)
oS
Summent: C16H2sN30S - 2 C2H04 ,\O/ \l\}( \C
g .
Molmasse: 487.52 g/mol
Ri-Wert: 0.67 (FM1)
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Smp.: 135°C
CHN-Analytik: ber.: C: 49.27, H: 6.00, N: 8.62; gef.: C: 49.31, H: 6.35, N:
8.32

'H-NMR [dg]DMSO: & 1.60-1.72, 2.00-2.07 (m, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 2.13-2.29
(m, 6H, Cyclobutyl-2-H,, -3-Hy, -4-H,), 2.71 (s, 3H, MeTHP-
NCHs), 2.77 (m, 2H, MeTHP-7-H,), 3.00-3.16 (m, 4H, Pip
-2-H,, -6-H5), 3.22-3.26 (t, 2H, 3J = 5.4 Hz, MeTHP-6-H,),
3.56 (quin, 1H, 3J = 7.9 Hz, Cyclobutyl-1-H), 4.02 (s, 2H,
MeTHP-4-H,), 5.11 (s br, 1H, Pip-4-H).

13C-NMR [dg]DMSO: & 13.05 (Cyclobutyl-3-C), 24.48 (MeTHP-8-C), 24.94
(Cyclobutyl-2-C, -4-C), 26.97 (Pip-3-C, -5-C), 42.60
(MeTHP-NCHa), 45.16 (Pip-2-C, -6-C), 49.94 (MeTHP-7-C),
50.70 (MeTHP-5-C), 64.79 (Cyclobutyl-1-C), 73.86
(Pip-4-C), 114.29 (MeTHP-4-C;), 140.89 (MeTHP-5-Cy),
163.85 ((COOH)y), 171.34 (MeTHP-2-C,).

Maldi-MS (%): 308 [M+H"] (100)

N,N-Dimethyl-3-(5-methyl-4,5,6,7-tetrahydrothiazolo[5,4-c]pyridin-2-yloxy)propan-

1-amin Dimaleinat (62): Die Synthese erfolgte nach Vorschrift 5.3.5 (Methode A)
aus 0.5 mL N,N-Dimethylaminopropanol (4.29 mmol), 1.0 g (4.29 mmol) des
Bromids 57 und 0.124 g (5.15 mmol) NaH in 20 mL abs. Dioxan. Nach einer
Reaktionszeit von 18 h zeigte die DC-Kontrolle noch beide Edukte, so dass erneut
0.124 g Natriumhydrid zugeftigt und der Ansatz unter Reflux flr weitere 18 h
gerihrt wurde. Es wurde nach Vorschrift aufgearbeitet und das Rohprodukt
rotationschromatographisch aufgereinigt (Gradient von FM7 nach FM8). Mit einem
Uberschuss Maleinsaure wurde in EtOH/Diethylether gefallt um das Produkt als
weil3en Feststoff zu erhalten. (Notiz: Die schlechte Ausbeute ist damit zu erklaren,
dass das Produkt zuerst als Oxalat gefallt und zweimal umkristallisiert wurde ohne
eine saubere Stochiometrie zu liefern — so musste wieder die Base ausgeschiittelt

werden um schlief3lich das Maleinat zu fallen).

Ausbeute: 100 mg (5% d. Th.)
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Summenf: C12H21N308 -2 C4H404
Molmasse: 487.52 g/mol _
N \ N
Pa
R-Wert: 0.24 (FM1) SN0 s
|
Smp.: 132 °C
CHN-Analytik: ber.: C: 49.27, H: 6.00, N: 8.62; gef.: C: 49.02, H: 6.02, N:
8.41

'H-NMR [dg]DMSO: & 2.10 (m, 2H, NCH,CH,CH,), 2.79 (s, 6H, N(CHs),), 2.82
((CH3)2NCHy), 2.86 (s, 3H, MeTHP-NCH3), 3.18 (MeTHP
-7-Hy), 3.43 (t, 2H, %J = 5.9 Hz, MeTHP-6-H,), 4.21 (s, 2H,
MeTHP-4-H,), 4.40 (t, 2H, 3J = 6.1 Hz, N-CH,CH,CH,),
6.04 (s, 2 x 2H, CH=CH, 2 x Maleinat).

13C-NMR [dg]DMSO: & 23.52 (NCH,CH,CH,), 23.93 (MeTHP-8-C), 42.08
(MeTHP-NCH3), 42.28 (N(CHs),), 49.86 (MeTHP-7-C),
50.69  ((CH3):NCH,), 53.73 (MeTHP-5-C), 68.67
(NCH,CH,CHy), 112.93 (MeTHP-4-C,), 135.45 (CH=CH,
Maleinat), 140.56 (MeTHP-5-C), 167.08 (COOH, Maleinat),
172.64 (MeTHP-2-Cy).

ESI-MS (%): 256 [M+H"] (100)

5-Methyl-2-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)-4,5,6,7-tetrahydrothiazolo[5,4-c]pyridin

Dihydrogenoxalat (63): Die Synthese erfolgte nach Vorschrift 5.3.5 (Methode A)
aus 0.61 g (4.29 mmol) 3-Piperidin-1-ylpropan-1-ol 1, 1.0 g (4.29 mmol) des
Bromids 57 und 0.124 g (5.15 mmol) Natriumhydrid in 20 mL abs. Dioxan. Nach
einer Reaktionszeit von 18 h zeigte die DC-Kontrolle noch beide Edukte, so dass
erneut 1.24 g NaH zugeflgt und der Ansatz unter Reflux flr weitere 18 h gerthrt
wurde. Es wurde nach Vorschrift aufgearbeitet und das Rohprodukt
rotationschromatographisch aufgereinigt (Gradient von FM7 nach FM8). Mit einem
Uberschuss Oxalsaure wurde in EtOH/Diethylether gefallt um das Produkt als

gelben Feststoff zu erhalten.

Ausbeute: 1.34 g (66% d. Th.)
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Summent:
Molmasse:
R+-Wert:
Smp.:

CHN-Analytik:

'H-NMR [dg]DMSO:

13C-NMR [dg]DMSO:

MALDI-MS (%):

C15H25N30S - 2 CoH0,4

/
N
475.51 g/mol S@
AN /k\N
0.23 (FM1) O\‘ o
~100 °C

ber.: C: 47.99, H: 6.15, N: 8.84; gef.: C: 48.14, H: 6.41, N:
8.56

5 1.54 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.72-1.76 (m, 4H, Pip-3-Hy, -5-H,),
2.18 (m, 2H, Pip-CH,CHy), 2.74 (s, 3H, NCHs), 2.78 (m, 2H,
MeTHP-7-H,), 3.07-3.12 (m, 6H, Pip-2-H,, -6-H,, Pip-CH.),
3.27-3.30 (t, 2H, °J = 5.9 Hz, MeTHP-6-H,), 4.07 (s, 2H,
MeTHP-4-H,), 4.39 (t, 2H, 3J = 6.0 Hz, Pip-CH,CH,CH,).

& 21.34 (Pip-4-C), 22.44 (Pip-3-C, -5-C), 23.04 (Pip-
CH.CHy), 24.24 (MeTHP-8-C), 42.33 (NCHg), 49.74
(MeTHP-5-C), 50.57 (MeTHP-7-C), 52.03 (Pip-2-C, -6-C),
52.91 (Pip-CH,), 68.94 (Pip-CH,CH,CH,), 113.79 (MeTHP-
4-C,), 140.85 (MeTHP-5-Cy), 164.31 ((COOH),), 172.37
(MeTHP-2-C).

297 [M+H"] (100)

5-Ethyl-2-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)-4,5,6,7-tetrahydrothiazolo[5,4-c]pyridin

Dihydrogenoxalat (64): Die Synthese erfolgte nach Vorschrift 5.3.5 (Methode A)
aus 0.232 g (1.618 mmol) 3-Piperidin-1-ylpropan-1-ol 1, 0.40 g (1.618 mmol) des
Bromids 58 und 60 mg (2.49 mmol) Natriumhydrid in 20 mL abs. THF. Nach einer
Reaktionszeit von 18 h unter Ruckfluss wurde der Ansatz nach Vorschrift

aufgearbeitet und das Rohprodukt rotationschromatographisch aufgereinigt

(Gradient von FM6 nach FMS8). Mit einem Uberschuss Oxalsdure wurde in
EtOH/Diethylether geféallt und in MeOH/Diethylether umkristallisiert. Das Produkt

wurde als weilRer Feststoff erhalten.

Ausbeute:

Summenf:

0.42 g (53% d. Th.)

C16H27N30S - 2 CoH,0,4
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Molmasse:
R+-Wert:
Smp.:

CHN-Analytik:

'H-NMR [de]DMSO:

13C-NMR [ds]DMSO:

MALDI-MS (%):

489.54 g/mol

S
N
0.57 (FM1) g i;\gi)

N
119 °C

ber.: C: 49.07, H: 6.38, N: 8.58; gef.: C: 49.05, H: 6.66, N:
8.30

& 1.21 (t, 3H, 3J = 7.2 Hz, CH3), 1.51 (m, 2H, Pip-4-Hy),
1.71 (M, 4H, Pip-3-H,, -5-H,), 2.13 (m, 2H, Pip-CH,CH,),
2.81 (m, 2H, EtTHP-NCH,), 3.05-3.13 (m, 8H, Pip-2-H,,
-6-H,, Pip-CH,, EtTHP-7-H,), 3.32-3.38 (m, 2H, EtTHP
-6-Hy), 4.13 (s, 2H, EtTHP-4-H,), 4.39 (t, 2H, 3J = 6.0 Hz,
Pip-CH>CH,CHy).

5 9.85 (CHa), 21.34 (Pip-4-C), 22.44 (Pip-3-C, -5-C), 23.03
(Pip-CH>CH,), 24.14 (EtTHP-8-C), 47.35 (EtTHP-5-C),
48.60 (NCH,), 50.04 (EtTHP-7-C), 52.02 (Pip-2-C, -6-C),
52.80 (Pip-CH,), 68.94 (Pip-CH,CH,CH,), 113.67
(EtMeTHP-4-C,), 141.10 (EtTHP-5-C,), 164.14 ((COOH),),
172.44 (EXTHP-2-Cy).

126 [CsHgN,S-] (100), 310 [M+H'] (36), 332 [M+Na'] (23)

5-Benzyl-2-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)-4,5,6,7-tetrahydrothiazolo[5,4-c]pyridin

Dihydrogenoxalat (65): Die Synthese erfolgte nach Vorschrift 5.3.5 (Methode A)
aus 0.463 g (3.23 mmol) 3-Piperidin-1-ylpropan-1-ol 1, 1.0 g (3.23 mmol) des
Bromids 59 und 117 mg (4.85 mmol) Natriumhydrid in 50 mL abs. THF. Nach
einer Reaktionszeit von 18 h wurde der Ansatz nach Vorschrift aufgearbeitet und

das Rohprodukt rotationschromatographisch aufgereinigt (Gradient von FM6 nach

FM7). Mit einem Uberschuss Oxalsdure wurde in EtOH und wenig Diethylether

geféllt um das Produkt als weil3en Feststoff zu erhalten.

Ausbeute:

Summenf:

Molmasse:

0.48 g (27% d. Th.)

N C
_ s
Ca1H20Nz0S - 2 CoH20, /k/\gi)
551.61 g/mol
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Ri+-Wert: 0.80 (FM1)

Smp.: 185 °C

CHN-Analytik: ber.: C: 54.43, H: 6.03, N: 7.62; gef.: C: 54.15, H: 6.13, N:
7.48

'H-NMR [dg]DMSO: & 1.52 (m, 2H, Pip-4-Hy), 1.71 (m, 4H, Pip-3-Hy, -5-Hy), 2.12
(m, 2H, Pip-CH,CHy,), 2.62 (Pip-CH>), 2.90 (m, 2H, Benzyl-
THP-7-H,), 3.11 (m, 2H, Benzyl-THP-6-H,), 3.59 (s, 2H, Ph-
CH2N), 3.81 (s, 2H, Benzyl-THP-4-H;), 4.37 (t, 2H,
33 = 6.0 Hz, Pip-CH,CH,CH,), 7.29-7.37 (m, 5H, Ph-H’s).

13C-NMR [dg]DMSO: & 21.23 (Pip-4-C), 22.43 (Pip-3-C, -5-C), 23.03 (Pip-
CH,CH,), 25.82 (Benzyl-THP-7-C), 48.82 (Benzyl-THP
-6-C), 49.27 (Benzyl-THP-4-C), 52.0 (Pip-2-C, -6-C), 52.90
(Pip-CH,), 59.97 (Ph-CH,N), 68.50 (Pip-CH>CH,CH,),
116.74 (Thiazol-4-C,), 127.40 (Ph-4-C,), 128.27 (Ph-3-C,
-5-C), 129.06 (Ph-2-C, -6-C), 136.76 (Ph-1-Cj), 141.75
(Thiazol-5-Cg), 163.16 ((COOH),), 171.43 (Thiazol-2-Cy).

MALDI-MS (%): 372 [M+H"] (100), 126 [CsHsN-S-] (89), 187 [M?] (11)

6,7-Dihydro-4H-pyrano[4,3-d]thiazol-2-amin (66): Die Synthese wurde verandert
nach Saur bzw. Paronikyan et al. durchgefihrt (Saur 2007, Paronikyan et al.
2006). Dazu wurden 1.6 mL 4-Tetrahydropyranon (17.33 mmol) in Chloroform
vorgelegt und auf 0 °C gekuhlt. Unter Lichtausschluss und Ruhren wurden unter
Eiskiihlung langsam 0.9 mL elementares Brom (Bry; 17.33 mmol) in 2 mL
Chloroform gel6st zugetropft. Da nach 2 h keine Entfarbung beobachtet werden
konnte, wurden dem Ansatz 10 mL Wasser zugegeben, wobei es sofort zur
Entfarbung kam. Der Ansatz rihrte 10 min, bevor die klare, gelbe Chloroform-
Phase abgetrennt und im Vakuum vorsichtig eingeengt wurde. Das erhaltene
Bromketon wurde umgehend in 30 mL EtOH aufgenommen und unter Rihren mit
1.3 g Thioharnstoff (17.33 mmol) versetzt. Der Ansatz refluxierte fir 4 h. Nach
Abkihlen auf RT wurde der Ansatz unter Vakuum eingeengt und in DCM
aufgenommen. Es wurde mehrmals erst mit 2 N Natronlauge und dann mit

Wasser gewaschen, lber Na,SO, getrocknet, abfiltriert und im Vakuum zur
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Trockne eingeengt. Das erhaltene gelbe Ol war hinreichend sauber fir die weitere

Umsetzung.

Ausbeute: 2.09(74%d. Th.)

Summent: CeHgN2OS 0 S

L

Molmasse: 156.21 g/mol N

Ri+-Wert: 0.39 (FM1)

'H-NMR CDCls: 5 2.68 (Tt, 2H, 3J = 5.5 Hz, °J = 2.0 Hz, DHPT-7-H,), 3.97
(t, 2H, 3J = 5.5 Hz, DHPT-2-H,), 4.15 (t, 2H, °J = 2.0 Hz,
DHPT-2-H,), 5.02 (s br, 2H, NH,).

13C-NMR CDCls: 5 27.52 (DHPT-8-C), 63.8 (DHPT-7-C), 65.36 (DHPT-5-C),
115.33 (Thiazol-4-Cy), 143.26 Thiazol-5-C,), 165.58
(Thiazol-2-Cy).

ESI-MS (%): 157 [M+H"] (100)

4,5,6,7-Tetrahydrobenzo[d]thiazol-2-amin (67): Die Synthese wurde verandert
nach Saur bzw. Paronikyan et al. durchgefuhrt (Saur 2007, Paronikyan et al.
2006). Dazu wurden 12.53 mL Cyclohexanon (11.78 g, 120 mmol) in Chloroform
vorgelegt und auf 0 °C gekuhlt. Unter Lichtausschluss und Rihren wurden unter
Eiskiihlung langsam 6.2 mL elementares Brom (Br,. 120 mmol) in 10 mL
Chloroform geldst zugetropft. Der Ansatz wurde 3 h bei RT geruhrt, bis sich die
Losung entfarbte [der schwarze, teerartige Rest polymerer Nebenprodukte wurde
abdekantiert]. Die klare, gelbe Chloroform-Phase wurde abgetrennt und im
Vakuum vorsichtig eingeengt. Das erhaltene Bromketon wurde umgehend in 80
mL EtOH aufgenommen und unter Riuhren mit 9.13 g Thioharnstoff (120 mmol)
versetzt. Der Ansatz refluxierte fir 4 h. Nach Abkuhlen auf RT wurde der Ansatz
eingeengt und in DCM aufgenommen. Es wurde mehrmals erst mit 2 N
Natronlauge und dann mit Wasser gewaschen, tber Na,SO,4 getrocknet, abfiltriert
und im Vakuum zur Trockne eingeengt. Das erhaltene Rohprodukt war

hinreichend sauber fur die weitere Umsetzung.

Ausbeute: 12.98 g (70.1% d. Th.)
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Summenf: C7H10N28
S
Molmasse: 154.23 g/mol OI />—NH2
N
Ri-Wert: 0.61 (FM1)

'H-NMR [ds]DMSO: & 1.78-1.81 (m, 4H, THBT-5-H,, -6-H,), 2.50-2.53 (m, 4H,
THBT-4-Ha, -7-H>).

ESI-MS (%): 153 [M-H*] (100), 155 [M+H"] (67)

2-Brom-6,7-dihydro-4H-pyrano[4,3-d]thiazol (68): Die Reaktion wurde verandert
nach Das et al. durchgefuhrt (Das et al. 2006). Dazu wurden unter
Argonatmospéhre 1.36 g CuBr; (3.07 mmol) in 20 mL Acetonitril vorgelegt und im
Eisbad auf 0 °C gekuhlt. Anschlieend wurde ein Menge von 1.01 mL tert-
Butylnitrit-Losung (7.58 mmol)) zugefiigt, der Ansatz auf RT erwarmt und fur 10
min geruhrt. Danach wurden 800 mg (5.12 mmol) des in wenig Acetonitril gelésten
Amins 66 langsam und tropfenweise zugegeben. Es wurde Uber Nacht bei RT
geruhrt. Die Mischung wurde im Vakuum eingeengt und in DCM aufgenommen.
Es wurde mehrfach mit 2 N Natronlauge und danach mit Wasser gewaschen, tber
Na,SO, getrocknet, abfiltriert und im Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Das
Rohprodukt wurde hinreichend sauber fir die weitere Umsetzung und wurde als

braune Masse isoliert.

Ausbeute: 372 mg (33% d. Th.)
0o S
Summenf: CeHeNOBIS | />—Br
N
Molmasse: 220.09 g/mol
Ri-Wert: 0.89 (FM1)
'H-NMR CDCls: 5 2.84 (Tt, 2H, 3J = 5.4 Hz, °J = 2.0 Hz, DHPT-7-H,), 3.95
(t, 2H, %J = 5.5 Hz, DHPT-6-H,), 4.69 (t, 2H, J = 2.0 Hz,
DHPT-4-Hy,).
MALDI-MS (%): 220 [M+H"] (100)

2-Brom-4,5,6,7-tetrahydrobenzo[d]thiazol (69): Die Reaktion wurde verandert nach

Das et al. durchgefihrt (Das et al. 2006). Dazu wurden unter Argonatmospéahre
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17.40 g CuBr; (33.60 mmol) in 200 mL Acetonitril vorgelegt und im Eisbad auf O
°C gekuhlt. AnschlieRend wurde ein Menge von 12.97 mL tert-Butylnitrit (97.28
mmol) zugefiigt, der Ansatz auf RT erwarmt und fir 10 min gerthrt. Danach
wurden 10.0 g (64.84 mmol) des in wenig Acetonitril gelésten Amins 67 langsam
Uber einen Zeitraum von ca. 30 min tropfenweise zugegeben. Es wurde Uber
Nacht bei RT geruhrt. Die Mischung wurde im Vakuum eingeengt und in DCM
aufgenommen. Es wurde mehrfach mit 2 N Natronlauge und danach mit Wasser
gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet, abfiltriert und im Vakuum bis zur Trockne
eingeengt. Das Rohprodukt war hinreichend sauber fir die weitere Umsetzung

und wurde als orange-braune Masse isoliert.

Ausbeute: 4.109 (29% d. Th.)

Summentf: C;HgNBrS OIS/>_Br
Molmasse: 218.11 g/mol §
R-Wert; 0.92 (FM1)

MALDI-MS (%): 218 [M+H"] (100)

2-(3(Piperidin-1-yl)propoxy)-6,7-dihydro-4H-pyrano[4,3-d]thiazol Hydrogenoxalat (70):
Die Synthese erfolgte nach Vorschrift 5.3.5 (Methode A) aus 0.19 g (1.33 mmol) 3-
Piperidin-1-ylpropan-1-ol 1, 0.26 g (1.19 mmol) des Bromids 68 und 82 mg (3.40
mmol) Natriumhydrid in 30 mL abs. THF. Nach einer Reaktionszeit von 18 h zeigte
die DC-Kontrolle noch beide Edukte, so das weitere 80 mg NaH zugefugt und die
Mischung weitere 18 h unter Rickfluss rihrte. Danach wurde der Ansatz nach
Vorschrift aufgearbeitet. Das Rohprodukt wurde in wenig EtOH geldst und der
restliche Niederschlag abfiltriert. Aus der ethanolischen Losung wurde mit
Diethylether und einem Uberschuss Oxalsaure geféllt. Das Filtrat wurde verworfen,
der Niederschlag in heilem MeOH angeldst und restlicher Niederschlag abfiltriert.
Das methanolische Filtrat wurde unter Vakuum eingeengt und der Rickstand in
EtOH geldst. Unter Zugabe von Diethylether wurde das Produkt als weilder
Feststoff ausgerihrt.

Ausbeute: 80 mg (18% d. Th.)

Summentf: C14H22N2028 : CszO4
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Molmasse: 372.44 g/mol <
27\
PN
N

Ri-Wert: 0.70 (FM1) OI/\/\O
Smp.: 156 °C
CHN-Analytik: ber.: C: 51.60, H: 6.50, N: 7.52; gef.: C: 51.35, H: 6.44, N: 7.37

'H-NMR [ds]DMSO: & 1.50 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.70 (m, 4H, Pip-3-Hs, -5-Hy), 2.13
(m, 2H, Pip-CH.CH,), 2.58 (m, 2H, DHPT-7-H,), 3.08 (m,
6H, Pip-2-H,, -6-H,, Pip-CH,), 3.88 (t, 2H, %J = 5.3 Hz,
DHPT-6-H,), 4.38 (m, 2H, Pip-CHCH,CH,), 4.56 (s, 2H,
DHPT-4-H,).

3C-NMR [dg]DMSO: & 21.47 (Pip-4-C), 22.62 (Pip-3-C, -5-C), 23.21 (Pip-
CH,CH,), 27.06 (DHPT-8-C), 52.13 (Pip-2-C, -6-C), 53.13
(Pip-CH,), 62.87 (DHPT-7-C), 64.53 (DHPT-5-C), 68.78
(Pip-CH,CH,CH,), 117.69 (DHPT-4-Cy), 141.10 (DHPT
-5-Cg), 164.29 ((COOH),), 171.80 (DHPT-2-Cy).

ESI-MS (%): 283 [M+H"] (100)

2-(3+(Piperidin-1-yl)propoxy)-4,5,6,7-tetrahydrobenzo[d]thiazo/ Hydrogenoxalat (71):
Die Synthese erfolgte nach Vorschrift 5.3.5 (Methode A) aus 657 mg 3-Piperidin-1-
ylpropan-1-ol 1 (4.59 mmol), 1.0 g (4.59 mmol) des Bromids 69 und 167 mg (6.9
mmol) Natriumhydrid in 20 mL abs. THF. Nach einer Reaktionszeit von 18 h unter
Ruckfluss zeigte die DC-Kontrolle noch beide Edukte, so das erneut ca. 150 mg
Natriumhydrid zugeftigt und die Mischung weitere 40 h unter Rickfluss ruhrte. Der
Ansatz wurde nach Vorschrift —aufgearbeitet und das Rohprodukt
rotationschromatographisch aufgearbeitet (FM6). Mit einem Uberschuss Oxal-
saure wurde in Acetonitril/Diethylether gefallt. Nach Umkristallisieren in
EtOH/Diethylether und anschlielRend nochmals in MeOH/Diethylether konnte das
Produkt als weil3er Feststoff erhalten werden.

Ausbeute: 98 mg (6% d. Th.) /Q

27\
Summentf: C15H24N-0S - C,H,04 O\I/\/\OAN
Molmasse: 370.46 g/mol
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Ri+-Wert: 0.86 (FM1)

Smp.: 147 °C

CHN-Analytik: ber.: C: 55.12, H: 7.07, N: 7.56; gef.: C: 54.89, H: 7.02, N:
7.28

'H-NMR [dg]DMSO: & 1.50 (m, 2H, Pip-4-H,), 1.70-1.73 (m, 8H, Pip-3-H,, -5-H,,
THBT-5-H,, -6-H,), 2.10 (m, 2H, PipCH,CHy), 2.48-2.54 (m,
4H, THBT-4-H,, -7-H,, Uberlagert mit DMSO-Signal), 3.07
(m, 6H, Pip-2-H,, -6-H,, Pip-CH.), 4.4134 (t, 2H, 3J =
5.7 Hz, Pip-CH,CH,CH,).

13C-NMR [dg]DMSO: & 21.50 (Pip-4-C), 22.40 (Pip-3-C, -5-C), 22.52 (Pip-
CH,CH,), 23.28, 26.22 (THBT-5-C, -6-C, -7-C, -8-C), 52.18
(Pip-2-C, -6-C), 53.13 (Pip-CH,), 68.53 (Pip-CH,CH2CH,),
119.95 (THBT-4-C,), 143.37 (THBT-5-C,), 164.27
((COOH),), 170.31 (THBT-2-C).

ESI-MS (%): 281 [M+H"] (100)

3-(6,7-Dihydro-4H-pyrano[4,3-d]thiazol-2-yloxy)-N,N-dimethylpropan-1-amin

Hydrogenoxalat (72): Die Synthese erfolgte nach Vorschrift 5.3.5 (Methode A) aus
0.24 mL (0.21 g, 2.0 mmol) N,N-Dimethylaminopropanol, 0.40 g (1.82 mmol) des
Bromids 68 und 125 mg (2.73 mmol) Natriumhydrid in 20 mL abs. THF. Nach
einer Reaktionszeit von 18 h zeigte die DC-Kontrolle noch beide Edukte, so das
erneut 100 mg Natriumhydrid zugefugt und die Mischung weitere 18 h unter Reflux
rahrte. Danach wurde der Ansatz nach Vorschrift aufgearbeitet. Der Ruckstand
wurde mit einem Uberschuss Oxalsaure in EtOH/Diethylether gefallt. Der
braunliche Niederschlag wurde abfiltriert und in heilem MeOH unter Abkthlen
Uber Nacht ausgerthrt. Es wurde abfiltriert, der Riuckstand verworfen und das
methanolische Filtrat im Vakuum eingeengt. Der Rickstand wurde in EtOH
ausgeruhrt und der abfiltrierte Rickstand in EtOH/Diethylether umkristallisiert. Das

Produkt wurde als beiger Feststoff erhalten.
Ausbeute: 105 mg (17% d. Th.)

Summentf: C11H18N2028 : CszO4

203



204

EXPERIMENTELLER TEIL

Molmasse: 337.37 g/mol 0]
o

Rr-Wert: 0.79 (FM1) -

Smp.: 121-127 °C |

CHN-Analytik: ber.: C: 46.98, H: 6.07, N: 8.43; gef.: C: 47.10, H: 6.14, N: 8.47

'H-NMR [dg]DMSO: & 2.14 (m, 2H, NCH,CH,), 2.58 (m, 2H, DHPT-7-H,), 2.73
(m, 6H, N(CHas)2), 3.14 (m, 2H, NCH,), 3.87 (m, 2H, DHPT
-6-Hp), 4.39 (m, 2H, NCH,CH,CH,), 4.56 (s, 2H, DHPT
-4-Hp).

3C-NMR [dg]DMSO: & 23.56 (NCH,CH,), 27.06 (DHPT-8-C), 42.07 (N(CHs)y),
53.59 (NCH,), 62.87 (DHPT-7-C), 64.53 (DHPT-5-C), 68.78
(NCH,CH,CH,), 117.71 (Thiazol-4-C,), 141.07 (Thiazol
-5-Cy), 164.03 ((COOH),), 171.74 (Thiazol-2-Cy).

ESI-MS (%): 243 [M+H"] (100)

3-(4,5,6,7-Tetrahydrobenzo[d]thiazol-2-yloxy)-N,N-dimethylpropan-1-amin

Hydrogenoxalat (73): Die Synthese erfolgte nach Vorschrift 5.3.5 (Methode A) aus
0.87 mL (0.76 g, 7.37 mmol) N,N-Dimethylaminopropanol, 1.60 g (1.82 mmol) des
Bromids 69 und 440 mg (9.61 mmol) Natriumhydrid in 20 mL abs. THF. Nach
einer Reaktionszeit von 18 h unter Ruckfluss zeigte die DC-Kontrolle noch beide
Edukte, so das erneut 440 mg Natriumhydrid zugefiigt und die Mischung weitere
18 h unter Ruckfluss ruhrte. Da sich keine sichtbare Verbesserung der
Produktbildung auf der DC erkennen liel3, wurde der Ansatz nach Vorschrift
aufgearbeitet. Das Rohprodukt wurde rotationschromatographisch aufgearbeitet
(Gradient von FM6 nach FM10). Mit einem Uberschuss Oxalsdure wurde in
EtOH/Diethylether gefallt. Nach zweimaligem Umkristallisieren in

MeOH/Diethylether konnte das Produkt als weil3er Feststoff erhalten werden.

Ausbeute: 210 mg (9% d. Th.)
Summentf: C12H20N208 : C2H204

7\
Molmasse: 330.40 g/mol /k\
R-Wert: 0.71 (FM1) |
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Smp.:

CHN-Analytik:

'H-NMR MeOD:

13C-NMR MeOD:

ESI-MS (%):

114 °C

ber.: C: 50.89, H: 6.71, N: 8.48; gef.: C: 51.03, H: 6.81, N:
8.37

5 1.83 (m, 4H, THBT-5-H,, THBT-6-H,), 2.25 (m, 2H,
NCH,CH,), 2.54, 2.60 (2 x m, 4H, THBT-4-H,, -7-H,), 2.71
(s, 6H, N(CHs);), 3.08 (m, 2H, NCH.), 4.41 (t, 2H,
33 = 6.2 Hz, NCH,CH,CH,).

& 23.93 (THBT-6-C, -7-C), 23.96, 24.35 (THBT-5-C, -8-C),
27.44 (NCH,CH,), 43.57 (N(CHs),), 56.15 (NCH,), 69.32
(NCH,CH,CH,), 122.01 (Thiazol-4-Cg), 144.73 (Thiazol-
5-Cg), 164.42 ((COOH)y), 173.18 (Thiazol-2-Cy).

241 [M+H"] (100)
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5.5 Pharmakologisch-experimenteller Teil

Die Werte fur die Bindungsaffinitaten (K;) wurden als Durchschnittswerte + der
Standardabweichung (standard error of the mean; SEM) angegeben und mit Hilfe
der Cheng-Prusoff Gleichung (Cheng und Prusoff 1973) aus den ICsy Werten
berrechnet.

5.5.1 Histamin-Hs-Rezeptoraktivitat

5.5.1.1 In-vitro-Aktivitat

Die den humanen Histamin-Hs-Rezeptor stabil exprimierenden HEK293-Zellen
wurden in einem Dulbecco modifizierten Eagle Medium/Nutrient Gemisch F12
(1:1) bis zur Konfluenz wachsen gelassen und geernet. AnschlieBend wurde
zentrifugiert (300 g, 15 min, 4 °C) und mit einem Polytron in eiskalter Pufferldsung
(Na,HPO4/K;HPO,, ¢ =50 mmol/L, pH 7.5) homogenisiert. Das Homogenat wurde
erneut zentrifugiert (23,000 x g, 30 min, 4 °C) und das erhaltene Prazipitat in der

oben genannten Pufferlosung resuspendiert.

Fur die Bindungsexperimente (Ligneau et al. 2000) wurden Aliquote der nach
obiger Vorschrift praparierten Membransuspension (2.5-5 uyg Protein) verwendet.
Diese wurden in einer Pufferlésung (Na;HPO4/K;HPO,4, ¢ = 50 mmol/L, pH 7.5)
parallel entweder mit [*?°I]lodoproxyfan (2000 Ci/mmol) alleine oder zusammen mit
dem zu testenden Liganden fir 60 min bei 25 °C inkubiert. Das finale
Inkubationsvolumen betrug jeweils 200 uL, die verwendeten Konzentrationen von
[**®I]lodoproxyfan lagen im Bereich von 16-50 pM. Die Reaktion wurde mittels
Filtration durch GF/B Filter (Whatman, Clifton, NJ), welche zuvor in 0.3% (m/v)
Polyethylenimin vorbehandelt wurden, gestoppt. Die Filter wurden viermal mit 5
mL eiskalter Inkubationspuffer-Losung abgesptilt. Die auf dem Filter verbliebene
Radioaktivitdit wurde 6 h spater mit einem Lumineszenz-Zahler (Rockville,
Maryland, USA) mittels Flissigkeits-Szintillations-Spektroskopie (82% Effizienz)
gemessen und der Anteil der unspezifischen Bindung durch die Anwesenheit des
Histamin-Hs;-Rezeptoragonisten Imetit (¢ = 1 pmol/L) bestimmt (Ligneau et al.
1994). Die Experimente wurden in Triplikaten durchgefthrt.



EXPERIMENTELLER TEIL

5.5.1.2 In-vivo-Aktivitat

Mannlichen Swiss Mausen wurde eine Methylzellulose-Suspension mit dem zu
testenden Liganden in verschiedenen Konzentration per oral verabreicht, nach
einer Zeitspanne von 90 min wurden die Tiere dann getttet. Der Zerebralkortex
wurde praparativ entfernt und in eisgekihlter Perchlorséaure (0.4 N) homogenisiert.
Die Konzentration von t-MeHA wurde anschliel3end durch ein Radioimmunoassay
ermittelt (Garbarg et al. 1989 und 1992). Parallel dazu wurde eine Kontrollgruppe
mit 3 mg/kg des Referenzliganden Ciproxifan behandelt. Au3erdem diente eine
unbehandelte Gruppe von Tieren zur Bestimmung des basalen t-MeHA-Spiegels
(Ligneau et al. 1998). Jedes Experiment wurde mindestens dreimal durchgefuhrt.
Die entsprechenden EDso-Werte wurden schlie3lich durch Korrelation der
erhaltenen Messwerte aus den unterschiedlichen Gruppen (Maximalwert der

Referenzliganden bzw. Basalwert) ermittelt (Parker et al. 1971).

5.5.2 Histamin-Hs-Rezeptoraktivitat

Fur die Verdrangungsstudien (Schneider und Seifert 2009) wurden Sf9-Zellen
verwendet, die den humanen Histamin-Hs-Rezeptor transient exprimieren und die

G-Protein-Guaiz- und -GpB1y2-Untereinheiten co-exprimieren.

Vor den Experimenten wurden die Zellmembranen fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert
(16,000 x g) und in Bindungspuffer resuspendiert (12.5 mM MgCl,, 1 mM EDTA
und 75 mM Tris/HCI, pH 7.4). Fur die Bindungsexperimente wurden die
Zellmembranen (35 pg/well) in Bindungspuffer mit 10 nM [*H]Histamin (15.3
Ci/mmol, Perkin Elmer Life und Analytical Sciences, Rodgau, Deutschland)
inkubiert. Das finale Inkubationsvolumen betrug 0.2 mL. Die Bindungsassays
wurden als Triplikate mit sieben geeigneten Konzentrationen der Testsubstanz
zwischen 1 nM and 100 pM durchgefuhrt. Die Inkubation erfolgte fir 60 min bei 25
°C unter Schitteln (250 rpm). Der Anteil an unspezifischer Bindung wurde in
Anwesenheit von 100 pM unmarkiertem Histamin bestimmt. Gebundener
Radioligand wurde mittels Filtration durch GF/B-Filter von freiem Radioliganden
getrennt. Die Filter wurden dafir zuvor mit Hilfe eines Zellerntegerates (Inotech
AG, Dottikon, Schweiz) mit 0.3% (m/v) Polyethylenimin (Sigma-Aldrich,
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Taufkirchen, Deutschland) behandelt. Ungebunder Radioligand wurde durch
dreimaliges Waschen mit 5 mL eiskaltem Bindungspuffer entfernt. Die auf dem
Filtern  verbliebene  Radioaktivitait ~wurde  anschlieBend mit einem

Flissigszintillationszéhler bestimmt.

5.5.3 Histamin-H;-Rezeptoraktivitat

Die den humane Histamin-H;-Rezeptor stabil exprimierenden CHO-Zellen wurden
mit 10 mL eiskalter PBS Pufferlosung (140 mM NaCl, 3 mM KCI, 1.5 mM KH,PQy,,
8 mM NaHPO,, pH 7.4) gewaschen, in eiskalten HEPES Bindungspuffer Gberfihrt
(20 mM HEPES, 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, pH 7.4) und im Ultraschall
homogenisiert. Die Zellmembranen wurden fir 30 min bei 4 °C zentrifugiert
(23,000 x g), in HEPES Puffer homogenisiert und in flissigem Stickstoff

aufbewabhrt.

Vor den Verdrangungsstudien wurden die Zellmembranen aufgetaut und bei 4 °C
mit Ultraschall in HEPES Bindungspuffer homogenisiert. Die Zellmembranen (35
ug/well) wurden in Bindungspuffer mit 1.0 nM [*H]Pyrilamin (27 Ci/mmol, GE
Healthcare Europe GmbH, Minchen, Deutschland) inkubiert, wobei das
Endvolumen der Inkubationslosung 0.2 mL betrug. Die Assays wurden als
Triplikate mit mindestens sieben geeigneten Konzentrationen der Testsubstanz im
Bereich zwischen 1 nM and 100 uM durchgefihrt. Die Inkubation erfolgte unter
Schutteln (250 rpm) bei 25 °C fur 120 min Der Anteil der unspezifischen Bindung
wurde in Anwesenheit von 10 pM des Referenzliganden Chlorphenamin
Hydrogenmaleinat bestimmt. Gebundener Radioligand wurde mittels Filtration
durch GF/B-Filter von freiem Radioliganden getrennt. Die Filter wurden dafur
zuvor mit Hilfe eines Zellerntegerates (Inotech AG, Dottikon, Schweiz) mit 0.3%
(m/v) Polyethylenimin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) behandelt.
Ungebunder Radioligand wurde durch viermaliges Waschen mit 5 mL eiskaltem
HEPES-Puffer entfernt.
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5.5.4 Dopamin-D;-/-Ds-Rezeptoraktivitat

Die den humanen D;- oder Ds-Rezeptor stabil exprimierenden HEK-293 Zellen
wurden bis zur Konfluenz wachsen gelassen. Das Medium wurde entfernt und die
Zellen in 15 mL eiskalte PBS Pufferlésung (140 mM NaCl, 3 mM KCI, 1.5 mM
KH,PO4, 8 mMM NayHPO4, pH 7.4) Uberfuhrt. Es wurde dreimal fur 10 min
zentrifugiert (3,000 x g) und bei 4 °C in 20 mL PBS Puffer aspiriert. Nach der
Zentrifugation wurden die Zellen in Tris-HCI Bindungspuffer resuspendiert (120
mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaCl, and 1 mM MgCl,, pH 7.4), mit einem Polytron
zertrimmert und zweimal fir 30 min bei 4 °C zentrifugiert (23,000 x g). Das
Zentrifugat wurde resuspendiert und Aliquote der Zellmembran bei -70 °C
aufbewahrt. Die Bestimmung der Membranproteine erfolgte mit Hilfe der Bradford-
Methode (Bradford 1976). Vor den Experimenten wurden die Zellmembranen
(hD;- or hDs-Rezeptor) aufgetaut und im Ultraschall bei 4 °C in eiskaltem

Bindungspuffer homogenisiert.

Fir die Bindungsexperimente wurden die Zellmembranen (3-8 pg/well) in
Bindungspuffer mit 0.3 nM des Radioliganden [3H]SCH23390 (65 Ci/mmol, GE
Healthcare Europe GmbH, Minchen Deutschland) inkubiert. Das finale
Inkubationsvolumen betrug 0.2 mL. Die Bindungsassays wurden mindestens als
Dublikate mit sieben geeigneten Konzentrationen der Testsubstanz zwischen
1 nM and 100 uM durchgefihrt. Die Inkubation erfolgte fir 120 min bei 25 °C unter
Schitteln (250 rpm). Der Anteil an nicht-spezifischer Bindung wurde in
Anwesenheit von 10 puM Fluphenazin bestimmt. Gebundener Radioligand wurde
mittels Filtration durch GF/B-Filter von freiem Radioliganden getrennt. Die Filter
wurden daftr zuvor mit Hilfe eines Zellerntegerates (Inotech AG, Dottikon,
Schweiz) mit 0.3% (m/v) Polyethylenimin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) behandelt. Ungebunder Radioligand wurde durch dreimaliges
Waschen mit 5 mL eiskaltem HEPES-Puffer entfernt.
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5.5.5 Dopamin-D,s-/-D3-Rezeptoraktivitat

Die den humanen Dopamin-D,s- und -D3-Rezeptor stabil exprimierenden CHO-
Zellen wurden bis zur Konfluenz wachsen gelassen und mit 10 mL PBS Puffer
(140 mM NacCl, 3 mM KCI, 1.5 mM KH,PO,4, 8 mM NayHPO,, pH 7.4) bei einer
Temperatur von 4 °C gewaschen. Die Zellen wurden anschlieend in 15 mL
eisgekiihltes DMEM Medium uberfuhrt und fir 4 min bei 4 °C zentrifugiert
(3,000 x g). Nach Entfernen des Mediums wurde der Ruckstand in eisgekihltem
Tris-HCI-Puffer mit 5 mM MgCI, bei pH 7.4 resuspendiert, mit einem Polytron
zertrimmert und anschliel3end fur 30 min bei 4 °C zentrifugiert (23,000 x g). Das
Zentrifugat wurde durch Ultraschall in Tris-HCI-Puffer mit 5 mM MgCl; bei pH 7.4
resuspendiert und bei -70 °C aufbewahrt. Die Bestimmung der Membranproteine
erfolgte nach der Bradford-Methode (Bradford 1976). Vor den Experimenten
wurden die entsprechenden Zellmembranen (humaner Dys- order hDs.Rezeptor)
aufgetaut und im Ultraschall bei 4 °C in eiskaltem Bindungspuffer (Tris-HCI, pH 7.4
containing 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaCl, and 1 mM MgCl,)

homogenisiert.

Fur die Bindungsexperimente wurden die Zellmembranen (5-10 pg/well) in
Bindungspuffer mit 0.2 nM des Radioliganden [3H]Spiperon (78 Ci/mmol, GE
Healthcare Europe GmbH, Minchen Deutschland) inkubiert. Das finale
Inkubationsvolumen betrug 0.2 mL. Die Bindungsassays wurden mindestens als
Dublikate mit sieben geeigneten Konzentrationen der Testsubstanz zwischen 1
nM and 100 puM durchgeflihrt. Die Inkubation erfolgte fir 120 min bei 25 °C unter
Schitteln (250 rpm). Der Anteil an nicht-spezifischer Bindung wurde in
Anwesenheit von 10 pM BP897 bestimmt. Gebundener Radioligand wurde mittels
Filtration durch GF/B-Filter von freiem Radioliganden getrennt. Die Filter wurden
dafur zuvor mit Hilfe eines Zellerntegerétes (Inotech AG, Dottikon, Schweiz) mit
0.3% (m/v) Polyethylenimin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) behandelt.
Ungebunder Radioligand wurde durch dreimaliges Waschen mit 5 mL eiskaltem
HEPES-Puffer entfernt.
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5.5.6 PPARa- und PPARy-Rezeptoraktivitat

Die Aktivitat an PPARa und PPARy wurde in einem Luciferase-Reportergen-Assay
getestet (Rau et. al. 2006, Tanrikulu et. al. 2009). Die dafur verwendeten COS7-
Zellen wurden in Dulbecco’s modifiziertem Eagle’s medium (DMEM) high glucose
mit 10% fetalem Kéalberserum (100 UmL Penicillin, 100 pg/mL Streptomycin, 2 mM
Glutamin und 1 mM Natriumpyruvat) bei 37 °C und 10% CO., kultiviert.

Die Zellen wurden nach Herstellerprotokoll mit Lipofectamine™ 2000 (Gibco)
transfiziert, wobei die Transfektionsmischung aus 0.8 yL LF2000, 280 ng pFR-luc,
2 ng pRL-SV40 zur Normalisierung sowie 14 ng des entsprechenden PPAR-
Fusionsrezeptorplasmids bestand. Nach 4 h wurde das Medium gewechselt
(DMEM ohne Phenolrot mit 100 UmL Penicillin, 100 pg/mL Streptomycin, 2 mM
Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat, 0.1% DMSO) und die Zellen mit der jeweiligen

Testsubstanz Uber Nacht inkubiert.

Die Luciferase-Aktivitdt wurde am folgenden Tag mit dem Dual-Glo™ Reagenz
(Promega) bestimmt. Jedes Experiment wurde als Triplikat durchgefuhrt und
mindestens dreimal unabhangig wiederholt. Die ermittelten Aktivierungsfaktoren
wurden auf die jeweiligen Vollagonisten Pioglitazon (1 mM) fur PPARy bzw.
GW7647 (1 mM) fur PPARa standardisiert. Die Berechnung der ECso-Werte wurde
mit SPSS 2001 (SPSS, Chicago) durchgefihrt.
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