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1.1 Dopamin

Im Koérper werden viele wesentliche physiologische Vorgange durch das Einwirken von
Botenstoffen reguliert. Dazu zahlen Neurotransmitter, welche an chemischen Synapsen
Signale zwischen Neuronen (bertragen. Die biogenen Amine Adrenalin, Noradrenalin,
Dopamin, Histamin, Serotonin und Acetylcholin bilden eine bedeutsame Klasse unter den
Neurotransmittern. Dopamin wurde erstmals 1910 wegen der strukturellen Ahnlichkeit zu
Adrenalin synthetisch dargestellt. Aufgrund seines im Gegensatz zu anderen
phenolischen Aminen geringeren Einflusses auf den arteriellen Blutdruck wurde es vorerst
wenig beachtet [Barger & Ewins, 1910]. 1939 wurde Dopamin dann eine physiologische
Bedeutung zugesprochen. Es wurde =zunachst allerdings nur als Vorstufe des
Neurotransmitters Adrenalin  betrachtet. Erst 1957 lieferte Arvid Carlsson den
entscheidenden Beweis fur die Funktion von Dopamin als eigenstandiger Transmitter.
Dafir erhielt er zusammen mit Eric Kandel und Paul Greengard im Jahr 2000 den
Nobelpreis fir Physiologie oder Medizin [Carlsson, 2002; Marsden, 2006]. Zusammen mit
Adrenalin und Noradrenalin gehért Dopamin zur Neurotransmitterklasse der
Katecholamine. Da Dopamin die Blut-Hirn-Schranke nicht berwinden kann, muss es
einerseits in der Peripherie vom Nebennierenmark und andererseits im zentralen
Nervensystem in Neuronen separat hergestellt werden. Neben der Biosynthese ist daher
auch die Funktion des Dopamins zwischen Peripherie und zentralem Nervensystem
unabhangig und verschieden vom jeweils anderen Bereich [Meiser et al., 2013]. Die
vorliegende Arbeit setzt sich gezielt mit den Einflissen Dopamins und dopaminahnlicher

Bausteine im zentralen Nervensystem auseinander.

Im menschlichen zentralen Nervensystem werden etwa 400.000 dopaminerge Neurone
vermutet, was gemessen an der Gesamtmenge der dort befindlichen Neurone einem
Anteil von weniger als einem Prozent entspricht [Harsing, 2008]. Trotz dieser
vergleichsweise geringen Anzahl sind dopaminerge Neurone an der Regulierung
wesentlicher Gehirnfunktionen beteiligt, dazu zahlen die Motorik, die Motivation und das
Arbeitsgedachtnis [Chinta & Andersen, 2005]. Zudem wird Dopamin in allen
katecholaminergen Neuronen gebildet. Davon gelten aber nicht alle als dopaminerg, da in

vielen Neuronen Dopamin unmittelbar in Noradrenalin umgewandelt wird.

1.1.1 Biosynthese und Metabolismus

Grundlegend flr die Biosynthese von Dopamin ist die Expression der Tyrosin-
Hydroxylase (TH, EC-Nummer 1.14.16.2), dem  Schrittmacherenzym der
Dopaminsynthese, in den jeweiligen Gewebetypen. Die TH nutzt als Substrat die
Aminosaure Tyrosin, welche Uber den L-Aminosauretransporter (LAT1, EC-Nummer

3.6.3.22) ins Zellinnere aufgenommen wird. Tyrosin wird unter Katalyse der TH eine
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Hydroxygruppe in meta-Position zum aliphatischen Rest eingeflgt, sodass sich eine
Katechol-Teilstruktur ~ bildet  (Abb. 1.1). Die gebildete  Aminosaure st
3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA). Die Expression der TH ist ein Charakteristikum
katecholaminerger Neurone. L-DOPA wird rasch Uber die DOPA-Decarboxylase (DDC,
EC-Nummer 4.1.1.28) zu Dopamin umgesetzt. Da die DDC auch viele weitere

L-Aminosauren im Kérper umsetzt, ist sie deutlich weniger spezifisch verbreitet als die TH.

HO HO HO
COOH TH COOH DDC
NH, HO NH, HO NH

Tyrosin L-DOPA Dopamin

2

Abbildung 1.1: Biosynthese von Dopamin. TH: Tyrosin-Hydroxylase, DDC: DOPA-
Decarboxylase

Dopamin wird vom Zytosol der Neurone aus Uber den vesikuldren Monoamintransporter 2
(VMAT2) in SpeichergefalRe (Vesikel) transportiert. Nach neuronaler Erregung erfolgt die
Freisetzung von Dopamin in den synaptischen Spalt (Uber Exozytose dieser
Speichergefalle. Im synaptischen Spalt bindet Dopamin an pra- oder postsynaptisch
lokalisierte  Dopaminrezeptoren. An der Prasynapse kann es (ber den

Dopamintransporter (DAT) zurlck ins Neuron aufgenommen und erneut gespeichert

werden.
H3CO MAo-B HsCO
:@\/\ :@\/\
HO NH, HO ~o0
3-Methoxytyramin 3-Methoxy-4-hydroxy-
phenylacetaldehyd
AD
COMT COMT
:@\/\ MAOB :@\/\ m COMT Hscom
Dopamin Dihydroxyphenyl- Dihydroxyphenyl- Homovanillinsdure
acetaldehyd essigsaure

ﬂAR
HO OH
Dihydroxyphenylethanol

Abbildung 1.2: Dopaminabbau. MAO-B: Monoaminooxidase-B, AD: Aldehydde-
hydrogenase, AR: Alkoholreduktase, COMT: Katechol-O-Methyltransferase
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Der Hauptabbauweg des Dopamins besteht im ersten Schritt in der Oxidation zu
Dihydroxyphenylacetaldehyd durch die Monoaminooxidase (MAO, EC-Nummer 1.4.3.4)
(Abb. 1.2). Der Aldehyd wird groRtenteils durch die Aldehyddehydrogenase (AD, EC-
Nummer 1.2.1.3) weiter zu Dihydroxyphenylessigsaure oxidiert, seltener durch die
Alkoholreduktase (AR, EC-Nummer 1.1.1.21) zu Dihydroxyphenylethanol reduziert. Die in
der aufleren Membran der Mitochondrien lokalisierte MAO existiert in den Isoformen
MAO-A und MAO-B. Zu beiden weist Dopamin Affinitat auf, dennoch wird es meist durch

MAO-B umgesetzt, da diese die vorherrschende Isoform in dopaminergen Neuronen ist.

d: |prisvnaptisches Neuronl —— Stoffum wandlung/ -bewegung
Na"‘_...-——-'"a’ —— :Hemmung
. . ) @:Dopamin
AU TWOSIH Tyrosm Al Spannungsande ung
AC: Adenyivicyclase
AD: Aldehyddehytrogenass
COMT. Catechol-OM ethyltransferase
L-DOPA D AT: Dopam intransg orter

DDC: DOPA-Decarboxylase
D OPAC: Dihydroxyphe nylessigsaure
HWS: Homovanillinsdure
LAT1: L-Aminosiure-Transporter
MAOC: Monoam inoox dase
MT: 3-Methoxtyramin
TH: Tyrosinhydroxylase
WIMAT. Vesikuldrer M ono amintransporter

D1, Ds D2, D3. D4 K

[postsynaptisches Neuron|

Abbildung 1.3: Dopamin — Stoffwechsel und Signallbertragung. Modifiziert nach [Knab &
Lightfoot, 2010].



Einleitung

Weiterhin kann im synaptischen Spalt befindliches Dopamin oder die erwahnten
Abbauprodukte durch umliegende Gliazellen aufgenommen werden. Diese exprimieren
zusatzlich das Enzym Katechol-O-Methyltransferase (COMT, EC-Nummer 2.1.1.6),
welches die Methylierung der 3-Hydroxygruppe von Katecholen katalysiert. Als Substrat
kénnen Dopamin und Dihydroxyphenylacetaldehyd dienen, welche nach Methylierung
oxidativ zu Homovanillinsdure umgesetzt werden. Zumeist wird jedoch unmittelbar
Dihydroxyphenylessigsaure durch COMT zu Homovanillinsdure methyliert. Eine weitere
Abbaureaktion ist die Umsetzung von Dopamin und seinen Abbauprodukten Uber eine
Phase-lI-Reaktion in Form von O-Glukuronidierung oder O-Sulfatierung. Dies spielt
jedoch in der Peripherie eine entscheidendere Rolle als im zentralen Nervensystem
[Meiser et al., 2013].

1.2 Dopaminrezeptoren

1972 wurde festgestellt, dass bereits geringe Dopaminkonzentrationen in Homogenaten
vom aus Ratten gewonnenen Nucleus caudatus die Adenylylcyclase stimulieren. Somit
wurde die Tatsache, dass Dopamin Uber Second Messenger wie zyklisches
Adenosinmonophosphat (cCAMP) Signale Ubertragt und Uber eigene Rezeptoren im Gehirn
verfugt, als immer wahrscheinlicher eingestuft [Kebabian et al., 1972]. 1975 wurden
Verdrangungsstudien durchgefihrt, bei denen der antipsychotisch wirkende
Dopaminrezeptorligand Haloperidol in Tritium-markierter Form bestimmte Bindestellen im
Striatum aufdeckte. Diese Stellen wurden wiederum von Tritium-markiertem Dopamin mit
hoéherer Affinitat besetzt als von allen anderen Neurotransmittern und wurden damals dem
,antipsychotischen-/Dopamin-Rezeptor’ zugewiesen [Seeman et al., 1975]. Heute wird
diese Rezeptorfamilie als ,D;-ahnliche Dopaminrezeptoren’ bezeichnet. Zudem wurde
beobachtet, dass die Nebenschilddrise von Rindern Dopaminrezeptoren enthalt, welche
die Adenylylcyclase aktivieren, wohingegen laktotrophe Zellen Dopaminrezeptoren
enthalten, welche die Adenylylcylase inhibieren. Dies fuhrte erstmals zur Unterteilung der
Dopaminrezeptoren in die D1- und die D,-Dopaminrezeptorsubtypen [Kebabian & Calne,
1979].

Mittlerweile sind funf Subtypen, die D+- bis Ds-Dopaminrezeptoren bekannt (Tab. 1.1). Alle
davon sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren. Diese sind im Aufbau durch sieben
transmembranare Domanen und jeweils drei intra- und drei extrazellulare Schleifen
gekennzeichnet. Die Einteilung in Dj-&hnliche und D»-&hnliche Dopaminrezeptoren in
Abhangigkeit ihres Kopplungsverhaltens zur Adenylylcyclase wurde beibehalten. Die Ds-
und Ds-Rezeptoren bilden die Gruppe der D+-ahnlichen Subtypen, sind Gs-gekoppelt und

stimulieren die Adenylylcyclase. Auf der anderen Seite setzt sich die Gruppe der
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D.-ahnlichen Rezeptoren aus den D»-, Ds- und Ds-Rezeptorsubtypen zusammen, welche
G-gekoppelt sind und durch Hemmung der Adenylylcyclase oder Offnung von
Kaliumkanalen inhibitorisch wirken. Im zentralen Nervensystem werden am haufigsten in
abnehmender Reihenfolge Di-, D2-, Ds-, Ds- und Ds-Dopaminrezeptoren exprimiert
[Marsden, 2006]. Innerhalb der Di-8hnlichen und D»-dhnlichen Familien weisen die
jeweiligen Rezeptorsubtypen eine hohe Sequenzhomologie auf (Abb. 1.4). Zudem haben
Klonierungsversuche gezeigt, dass die fur D»-dhnliche Dopaminrezeptoren codierende
Gene allesamt Introns enthalten, die fir die Di-ahnlichen codierenden jedoch nicht
[Lefkowitz & Caron, 1988; Sokoloff et al., 1990]. Diese Beobachtungen bekraftigten die

Vermutung, dass die D¢-Gruppe und die D»-Gruppe auf zwei verschiedene Urgene

zurtickgehen.

D1 D2 D3 D4 D5

D1 21 21 18 49
=
D2 43 50 32 20 N5
@ E
£
D3 M 79 34 20 &2
E's
n D
=
D4 39 51 53 19 (U=
2

Ds 79 45 1M 40
Transmembranirer Bereich [% Ubereinstimmung]

Abbildung 1.4: Identitdtsmatrix der Dopaminrezeptorsubtypen bezogen auf ihre
Gesamtsequenz (grin) bzw. die transmembranaren Bereiche (rot). Modifiziert nach
[Bbckler, 2006].

Daraus geht zudem hervor, dass durch alternatives Splicing verschiedene Phanotypen
der Dz-ahnlichen Dopaminrezeptoren gebildet werden kdnnen. Die zwei bedeutsamsten
Isoformen des Dz-Dopaminrezeptors wurden Ds (,short’) und D2 (,Jong) genannt, was
auf die Entdeckung zuruckgeht, dass die Dy -Variante in der dritten intrazellularen
Schleife um 29 Aminosauren langer ist als die kirzere Isoform D2s [Dal Toso et al., 1989].
Der D2 -Rezeptor ist vorrangig postsynaptisch lokalisiert, der D.s-Rezeptor hingegen
vorrangig prasynaptisch. Prasynaptisch lokalisierte D2-Rezeptoren dienen als
Autorezeptoren [Neve & Neve, 1997]. Uber sie drosselt Dopamin aufgrund des

inhibitorischen Kopplungsverhaltens der D,-ahnlichen Dopaminrezeptoren seine eigene
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vesikulare Ausschuttung [Khan et al., 1998]. Vom Ds-Rezeptor wurden mehrere Splicing-
Varianten beschrieben. Von diesen spielen nur die langste Variante, einfach nur als
Ds-Rezeptor bekannt, sowie die Dss(,short’)-Isoform eine Ubergeordnete Rolle. Beide
Isoformen sind sowohl pra- als auch postsynaptisch lokalisiert [Levant et al., 1999]. Die
anderen Isoformen sind inaktiv, ihre Funktion ist nicht geklart. Es wird spekuliert, dass sie
als Bestandteil von Rezeptorkomplexen in Form von Dimeren oder Oligomeren einen
Einfluss auf die Signaltransduktion haben [Snyder et al., 1991; Giros et al., 2013].

Einzigartig entlang der Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren sind allelische
Variationen des fir den Ds-Rezeptor codierenden Gens [van Tol et al, 1991]. Die
Variationen wirken sich auf die Anzahl der Wiederholungen einer bestimmten
Aminosauresequenz in der dritten intrazellularen Schleife des Ds-Dopaminrezeptors aus.
Diese Sequenz wird vorrangig viermal wiederholt, bis zu elf Wiederholungen konnten aber
schon bei menschlichen Ds-Rezeptoren beobachtet werden [van Tol et al.,, 1992]. Die
Bedeutung dieser Variation ist ungeklart. Es konnte jedoch festgestellt werden, dass die
Affinitat des Neuroleptikums Clozapin zum Ds-Dopaminrezeptor entlang dieser allelischen

Variationen differiert [van Tol et al., 1991].

Tabelle 1.1: Aligemeine Ubersicht Uiber die Subtypen der Dopaminrezeptoren. Modifiziert
nach [Marsden, 2006].

D1 D2(shortilong) D3 D4 Ds
Chromosomale 5q 11q 3q 119 4q
Lokalisation 35.1 22-23 13.3 15.5 15.1-16.1
Introns nein ja ja ja nein
Aminosauren 446 443 (,long®) 400 387 477
Zellulare AC?t AC| AC| AC| AC?t
Antwort

AC: Adenylylcyclase, 1: Stimulation, |: Hemmung

Der Ds-Rezeptor wurde 2010 kristallisiert und einer Rontgenstrukturanalyse unterzogen
[Chien et al., 2010]. Um die Kristallisation zu erleichtern und die Thermostabilitat zu
erhdhen, wurde der Rezeptor jedoch modifiziert. Ein Leucinrest an Position 119 wurde
gegen Tryptophan getauscht, ein groRer Teil der dritten intrazellularen Schleife wurde
entfernt und mit einem Lysozym fusioniert. Der Rezeptor bindet den
Dopaminrezeptorantagonisten Eticloprid (Abb. 1.6). Wie bei G-Protein gekoppelten
Rezeptoren der Klasse A Ublich, bindet der Ligand Eticloprid tief im transmembranaren
Bereich, welcher Uber eine Pore vom extrazellularen Raum aus zuganglich ist. Gerade
dieser Bereich ist hochkonserviert und zeigt eine starke Sequenzubereinstimmung
entlang der D,-ahnlichen Rezeptoren [Shi & Javitch, 2002].
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| extrazellulare Seite |

“ )

|

o)
®))

| intrazellulare Seite |

Abbildung 1.5: G-Protein-gekoppelter Rezeptor in Zellmembran (schematisch) modifiziert
nach [LUllmann et al., 2014].

Anhand der Rontgenstrukturanalyse lasst sich erkennen, dass das unter physiologischem
pH-Wert protoniert vorliegende tertidare Amin des Eticloprid eine Salzbriicke zu einer
Carboxylatgruppe eines Aspartatrests in Position 110 (Asp 110) in der Bindetasche
ausbaut. Weiterhin befindet sich in der Bindetasche eine hydrophobe Stelle, bestehend
aus je zwei Phenylalanin- (Phe 345, Phe 346), Valin- (Val 111, Val 189) und Serin-Resten
(Ser 192, Ser 193), welche sich auf die transmembranaren Domanen drei, finf und sechs
verteilen, und einem Isoleucin-Rest (lle 183) in der zweiten extrazellularen Schleife, an

der der aromatische Rest des Eticloprids bindet.

|Tyr 365 | Phe 345|| lle 183 | [His 349]|Val 189

O OH CH; [val30

Ser 192
N
Val 86 . H Ser 193
NH
Tyr 373 H3CO
7 Cl Phe 346
Asp 110 CH3 Ser 196

Val 111

Abbildung 1.6: Strukturformel von Eticloprid und die Aminosaurereste, welche die
Bindetasche des Ds-Dopaminrezeptors bilden. Die ionische Wechselwirkung zwischen
Asparaginsaure 110 und dem Ammoniumion ist durch eine rote Linie hervorgehoben.
Einzig Valin 350 (rot umrandet) ist in der Bindetasche des D.-Rezeptors durch einen
anderen Aminosaure-Rest (Isoleucin) ersetzt. Modifiziert nach [Chien et al., 2010].
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Die Schwierigkeiten in der Entwicklung subtypspezifisch bindender Strukturen werden
zusatzlich dadurch deutlich, dass von 18 Aminosduren, die im Ds-Rezeptor an der
Ligandeninteraktion des Eticloprids beteiligt sind, 17 im D2-Rezeptor identisch vorliegen.
Vergleiche mit einem Homologiemodell des D.-Dopaminrezeptors im Jahr 2010 legten
nahe, dass Selektivitdt zum Ds-Rezeptor gegeniiber dem D.-Rezeptor erreicht werden
konne, indem der Aminbaustein Uber einen Butyl-Linker verlangert wird, sodass beim
gebundenen Liganden ein chemischer Rest in Richtung des extrazellularen Raums ragt.
Dort variieren die beiden Dopaminrezeptorsubtypen starker [Chien et al., 2010]. 2018
wurde erstmals auch die Roéntgenkristallstruktur des D.-Dopaminrezeptors aufgeklart
[Wang et al., 2018]. Die Kristallisation des D»-Dopaminrezeptors erfolgte dabei in
Gegenwart des Neuroleptikums Risperidon. Wang und Kollegen stellten aus dem
Vergleich der Rontgenstrukturen des D»- und des Ds-Dopaminrezeptors heraus, dass an
die orthosterische Bindetasche des D2>-Dopaminrezeptors eine Kavitat angrenzt, welche

beim Ds-Dopaminrezeptor nicht vorhanden ist (Abb 1.7).

)

q D,Dopaminrezeptor/ | i .' D,-Dopaminrezeptor/

Risperidon Eticloprid
|\

Abbildung 1.7: Rontgenkristallstruktur des D>-Dopaminrezeptors in Komplex mit
Risperidon (links) und des Ds-Dopaminrezeptors in Komplex mit Eticloprid (rechts). Die
orangefarbene Linie markiert die Kavitat des D,-Rezeptors, welche an die orthosterische
Bindetasche angrenzt. Modifiziert nach [Wang et al., 2018].

Daruber hinaus sind Verbande aus G-protein gekoppelten Rezeptoren bekannt, welche
Dopaminrezeptor-Protomere enthalten [Strange, 2005]. Dabei existieren neben
Homodimeren und —oligomeren aus mehreren identischen Dopaminrezeptorsubtypen

auch Heterodimere aus verschiedenen Dopaminrezeptorsubtypen wie Di-/D2-, D4-/Ds-,
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D,-/Ds-, D»-/Ds~ und D,-/Ds-Rezeptordimere. Ferner existieren Heterodimere aus
Dopaminrezeptoren und Nukleosidrezeptoren in Form von As4-/D1-, Aoa-/D2- und
Aoa-/Ds-Heteromeren sowie dem Hs-Histaminrezeptor in Form von Hs-/Dz>-Heteromeren
[Hillion et al., 2002; Perreault et al., 2010; Perreault et al., 2013]. Zu beachten ist, dass
sich bei Rezeptordimeren sowohl die Bindungseigenschaften als auch die
nachgeschaltete Signallibertragung gegentber den Monomeren andern kdnnen [Perreault
et al., 2010]. So wurden Heterodimere aus dem Di- und dem D,-Dopaminrezeptor
beschrieben, die mit einem G4-Rezeptor koppeln [Lee et al., 2004]. In vitro konnte zudem
gezeigt werden, dass bestimmte bitopische Dopaminrezeptorliganden die Koexpression
von Dopaminrezeptoren zugunsten der Dimere beeinflussen [Tabor et al., 2016].

Inwiefern dies einen therapeutischen Nutzen haben kann, ist noch ungeklart.

1.3 Dopaminbedingte Krankheiten

Sowohl eine gesteigerte als auch eine zu niedrige dopaminerge Transmission im
zentralen Nervensystem kann zu Erkrankungen fiihren, von denen die beiden haufigsten

im Folgenden vorgestellt werden.

1.3.1 Morbus Parkinson

1.3.1.1 Krankheitsbild und Pathophysiologie

Der Name der Parkinsonkrankheit geht auf den britischen Arzt James Parkinson zurtck,
welcher 1817 die Symptome der auch als shaking palsy (Schuttellahmung) bekannten
Erkrankung erstmals beschrieb [Parkinson, 1817]. Bei Morbus Parkinson handelt es sich
um eine progressive neurodegenerative Krankheit. Die Pravalenz bei Uber 65-Jahrigen
betragt in Deutschland 1,8 %. Damit stellt Morbus Parkinson nach der Alzheimer-
Krankheit die zweithaufigste neurodegenerative Erkrankung dar [Winklhofer & Haass,
2010; Beitz, 2014]. Gekennzeichnet ist die Parkinson-Krankheit durch die
Kardinalsymptome Rigor (Muskelstarre), Tremor (Muskelzittern), Bradykinese

(verlangsamte Bewegung) und posturale Instabilitat.

Ein fortschreitender Untergang dopaminerger Neurone in der Substantia nigra (schwarze
Substanz) wird flr die Entstehung dieser Symptome verantwortlich gemacht. Den Namen
verdankt die Substantia nigra ihrer starken Pigmentierung und der daraus resultierenden
leichten anatomischen Auffindbarkeit. Die Pigmentierung ist durch den hohen
Melaningehalt des dunklen verdichteten Teils (Pars compacta, SNc) und dem hohen
Eisengehalt des rétlichen vernetzten Teils (Pars reticulata, SNr), den beiden
Gewebetypen der Substantia nigra, bedingt. Als Ausgangspunkt des nigrostriatalen

Systems ist die Substantia nigra an der Verarbeitung von Signalen beteiligt, welche die
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unbewusste und die grobe Motorik steuern. Vom Prafrontalkortex und Prazentralkortex
verlaufen afferente Neurone zur Substantia nigra. Diese VerknlUpfung sorgt daflr, dass
ein Vorhaben aus der komplexen Informationsverarbeitung Bewegungen anregen kann.
Efferenzen der Substantia nigra verlaufen vor allem zum Corpus Striatum (kurz Striatum,
Streifenkdrper), welcher als Bestandteil der Basalganglien die Bewegungsinitiation férdert
[Bosel, 2006]. Den Namen erhielt das Striatum aufgrund der feinen Streifen aus grauer
Substanz, welche die Hauptbestandteile des Striatums, den Nucleus caudatus
(Schwanzkern) und das Putamen (Schalenkern), verbinden. Dort werden sowohl D+-, als
auch D»-Dopaminrezeptoren exprimiert [Usiello et al., 2000]. Die unter Therapie mit
klassischen Antipsychotika auftretenden Bewegungsstérungen lassen sich auf eine
Blockade der dort befindlichen Dopaminrezeptoren zurlickfihren [Marsden, 2006]. Bei
gesunden Menschen herrscht im Striatum eine hohe Dopaminkonzentration. Diese nimmt
jedoch pro Lebensjahrzent um etwa zehn bis 13 Prozent ab. Bei Morbus Parkinson kann
die Dopaminkonzentration infolge des krankheitsbedingten Untergangs dopaminerger
Neurone der Pars compacta noch drastischer sinken, was die entsprechenden Stérungen
in der Motorik auslost [Birkmayer & Riederer, 1986]. Der Zellverlust in der Substantia
nigra ist in seiner Ursache nicht vollstandig geklart. Es steht jedoch fest, dass es sich um

multifaktorielle Ausloser handelt.

Einer dieser Ausloser ist die Bildung von zellschadigenden Proteinaggregaten, genannt
Lewy-Korper [Spillantini et al., 1997]. Sie setzen sich zu grofden Teilen aus dem Protein
a-Synuklein zusammen. Es kommt physiologisch geldst und an Membranstrukturen
gebunden im Zytosol von Neuronen vor. Fehlfaltung des a-Synukleins kann jedoch zum
Verlust der Membranbindung fuhren. Unter Ausbildung starrer p-Faltblattstrukturen
aggregiert es und bildet neurodegenerative Proteineinschlisse [Braak & Tredici, 2010;
Perrin et al., 2000]. Genetische Defekte von Proteinen, deren Funktion mit der Reparatur
oder dem Abbau fehigefalteten a-Synukleins verknlpft ist, erhéhen die Disposition flr
Morbus Parkinson [Chai & Lim, 2013; Polymeropoulos et al., 1997]. Vorrangig sind
Neurone, welche sich in ihrer Morphologie durch lange, dinne Axone und geringe
Myelinisierung auszeichnen, anfallig fur Degeneration durch solche Proteinaggregate.
Dies fuhrt zu einer einzigartigen Verteilung von Zelllasionen im zentralen Nervensystem
im Zuge der Lewy-Pathologie. Hiervon werden zunachst das enterische nervose System,
vagale Hirnnervkerne und der Bulbus olfactorius (Riechkolben), spater die Amygdala
(Mandelkernkomplex) und zuletzt der Temporallappen (Schlafenlappen), der Neokortex
(motorischer Teil der Gro3hirnrinde) und die Substantia nigra betroffen. Aufgrund dieses
Verteilungsmusters wurden die Braak-Stadien definiert, welche den Fortschritt neuronaler
Schaden einordnen [Braak et al, 2003]. In den ersten Stadien, lange vor den

pathologischen Beeintrachtigungen der Substantia nigra, treten durch Schadigungen des
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enterischen und vagalen nervosen Systems sowie des Bulbus olfactorius
Nonmotorsymptome wie Obstipation, orthostatische Hypotonie, Tagesmudigkeit und
Stérungen des Geruchssinns auf [Georgiopoulos ef al, 2015]. Die L&sionen der
Amygdala, welche die Verarbeitung von Emotionen beeinflusst, fuhren bei Betroffenen zu
Verhaltensstérungen und Depressionen als Vorlaufer der Motorsymptome [Yoshimura et
al., 2005; Hu et al., 2015]. Im spateren Stadium der Lewy-Pathologie werden zunehmend
der Neokortex und die Substantia nigra betroffen. Neben der Manifestation der typischen
motorischen Parkinson-Symptome kann in diesem Stadium auch der Temporallappen
geschadigt werden, was zu kognitiven Beeintrachtigungen flihrt [Braak & Tredici, 2010;
Saito et al., 2003].

Daneben gelten mitochondriale Dysfunktion und oxidativer Stress als weitere Ausléser fur
den Untergang dopaminerger Neurone der Substantia nigra. Ursache oxidativen Stresses
ist unter anderem der Abbau des Dopamins durch Monoaminooxidasen. Sie katalysieren
die Reaktion biogener Amine, darunter die Neurotransmitter Dopamin, Noradrenalin,
Adrenalin und Serotonin, mit Wasser und Sauerstoff zum entsprechenden Aldehyd,
Wasserstoffperoxid und Ammoniak. Als prosthetische Gruppe ist ein Flavin-Adenin-
Dinukleotid (FAD) an der Reaktion beteiligt. Der genaue Mechanismus dieser oxidativen
Deaminierung ist nicht vollstandig geklart. Ein Hydridtransfer vom jeweiligen Amin auf das
FAD gilt als entscheidend [Gaweska & Fitzpatrick, 2011]. Das in diesem Zuge gebildete
Imin hydrolysiert dann zum entsprechenden Aldehyd und Ammoniak, wahrend das
reduzierte FAD (FADH2) durch Sauerstoff zurlickoxidiert wird, wobei sich
Wasserstoffperoxid bildet. Letzteres ist mitverantwortlich flr die Hypothese, der
Dopaminmetabolismus flihre zu einer Autotoxizitdt des Dopamins. Zwar kann
Wasserstoffperoxid durch die Glutathionperoxidase inaktiviert werden, allerdings ist das
Aufkommen des Kofaktors Glutathion in der Substantia nigra vergleichsweise gering
[Musshoff et al.,, 2010]. Dies ist bei an Morbus Parkinson Erkrankten noch starker
ausgepragt [Riederer et al, 1989]. Als Konsequenz kann Wasserstoffperoxid
akkumulieren und mit Fe?*-lonen, wie sie etwa in der Pars reticulata in relativ hoher
Konzentration vorkommen, Uber eine FENTON-Reaktion hochreaktive Hydroxyradikale
bilden. Diese kénnen durch Reaktionen mit grundlegenden Zellstrukturen dopaminerger
Neurone zu Schadigungen flihren [Mandel et al., 2005]. Mitochondrien kénnen durch das
Einwirken von solchen reaktiven Sauerstoffspezies ihre Integritat verlieren, was oft zum
Zelltod fuhrt [Alam & Schmidt, 2002]. Ferner kbnnen Mitochondrien durch Fremdstoffe wie
das Insektizid Rotenon und das bei der Herstellung des Suchtstoffs MPPP (1-Methyl-4-
phenyl-4-propion-oxy-piperidin) anfallende Nebenprodukt MPTP (1-Methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridin) geschadigt werden. Beide Substanzen kdénnen die Blut-Hirn-

Schranke passieren. MPTP wird in nicht-dopaminergen Neuronen durch die MAO-B zu
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MPDP*  (1-Methyl-4-phenyl-2,3-dihydropyridinium) umgesetzt, welches zu MPP”*
(1-Methyl-4-phenyl-pyridinium) oxidiert [Przedborski & Vila, 2003]. Letzteres wird in den
Extrazellularraum freigesetzt und tber den Dopamintransporter in dopaminerge Nerven
aufgenommen, weshalb Mitochondrien dopaminerger Neurone besonders durch den
Einfluss von MPP* gefahrdet sind. Es schadigt genauso wie Rotenon den Komplex | der
mitochondrialen Atmungskette, was zum Zelltod fiihren kann [Kopin, 1987]. Dies erklart,
warum nach intravendser Applikation der Droge MPPP bei Konsumenten chronische
Parkinsonsymptome auftreten [Langston et al., 1983]. Ebenso erklart es, warum die
Morbus Parkinson-Erkrankungsrate bei Menschen mit Kontakt zu Pestiziden, die Rotenon
enthalten, signifikant erhoht ist [Betarbet et al., 2000].

Neurotoxine wie MPTP werden fur pharmakologische Testmodelle genutzt. Hierbei
werden die Toxine den Versuchstieren appliziert, sodass gezielt dopaminerge Neurone
zerstort und Motorsymptome ausgelost werden. An vorbehandelten Tieren kann dann der
Einfluss von Substanzen auf die Bewegungskontrolle geprift werden. Neben einem
MPTP-basiertem Tiermodell, welches vor allem beim Affen ein vergleichsweise
realistisches Bild der Parkinsonkrankheit simuliert, ist auch ein auf dem Neurotoxin
6-Hydroxydopamin basiertes Modell gangig [Schober, 2004; Schmidt & Ferger, 2001;
Langston et al., 1999].

1.3.1.2 Dopaminerge Parkinsontherapie

Die medikamentdése Behandlung des Morbus Parkinson konzentriert sich zu grof3en
Teilen auf die Dopamin-Ersatztherapie. Dazu gehdrt auch die Therapie mit dem erstmals
zur Behandlung der Parkinsonkrankheit zugelassenen Arzneistoff, dem hochwirksamen
Dopamin-Vorlaufer L-DOPA. Dieser kann im Gegensatz zu Dopamin Uber den
Aminosauretransporter LAT1 die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden, in dopaminerge
Neurone aufgenommen und dort zu Dopamin umgewandelt werden. Exogen zugefihrtes
L-DOPA kann folglich indirekt Uber eine Steigerung der Dopaminkonzentration im
nigrostriatalen System die Parkinsonsymptome lindern. Um der Metabolisierung des
L-DOPA bereits in der Peripherie und einem damit einhergehendem Wirkungsverlust
vorzubeugen, wird es stets in Kombination mit einem ausschliellich peripher wirksamen
Decarboxylasehemmer, Carbidopa (Sinemet®) oder Benserazid (Madopar®), verabreicht.
Praparate, die neben L-DOPA und Carbidopa auch den COMT-Hemmer Entacapon
enthalten, sind ebenfalls verfigbar (Stalevo®). Der Einsatz von L-DOPA zur
Parkinsontherapie ist jedoch eingeschrankt. Uber 90 % der Patienten, die langer als zehn
Jahre mit L-DOPA therapiert werden, leiden unter peroraler L-DOPA-Therapie an
Bewegungsstorungen in Form unkontrollierter Motorik (Levodopa-induced Dyskinesia).

[Ahlskog & Muenter, 2001]. Als Erklarung hierfir dient eine mit fortschreitendem
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Krankheitsverlauf und Verlust dopaminerger Nervenzellen einhergehende Abnahme der
Speicherfunktion der Neurone fur Dopamin. Das hat eine dysfunktionelle Speicherung und
Freisetzung des Dopamins und somit eine ungleichmafige Transmitterausschuttung zur
Folge. Aufgrund des resultierenden Dopamin-Overflows und kirzeren Wirkzeiten (On-off-
Phanomen, Wearing-off-Phanomen) kommt es durch ungleichmaBige Stimulation
postsynaptischer Dopaminrezeptoren im Striatum zu Dyskinesien [Widnell, 2005;
Schaffer, 2016]. Weiterhin wird ein toxischer Effekt von L-DOPA diskutiert, da beim
Metabolismus des aus dem L-DOPA hervorgehenden Dopamins vermehrt reaktive
Sauerstoffspezies freigesetzt werden koénnen [Lipski et al., 2011]. Die Leitlinien zur
Parkinsontherapie sehen vor, dass der Einsatz von L-DOPA hinausgezdgert wird [Deuschl
et al., 2016].

Patienten im Alter unter 70 Jahren werden bei der Dopamin-Ersatztherapie mit
Dopaminrezeptoragonisten behandelt [Deuschl et al., 2016]. Diese Arzneistoffklasse hat
den Vorteil, dass sie aufgrund ihrer direkten Stimulation der Dopaminrezeptoren deutlich
seltener Dyskinesien verursacht. D,-Dopaminrezeptoren sind im Striatum und in der
Substantia nigra, dem Zentrum der dopaminergen Degeneration bei Morbus Parkinson,
der vorherrschende Dopaminrezeptorsubtyp. Die in Deutschland zugelassenen Agonisten
an Dy-/Ds-Dopaminrezeptoren, Pramipexol (Sifrol®), Ropinirol (Requip®) und Rotigotin
(Neupro®) sowie das in Japan zugelassene Talipexol (Domnin®), entfalten ihre
Wirksamkeit in der Behandlung von Motorsymptomen demnach aufgrund ihres
Agonismus am D»-Dopaminrezeptorsubtyp [Joyce & Millan, 2005]. Alle der vier genannten
Therapeutika Gben ferner neuroprotektive Effekte aus [Stern, 2004]. Sowohl Zellassays
als auch MPTP- und 6-Hydroxydopamin-Tiermodelle zeigten bei Gabe von Agonisten an
D.-ahnlichen Dopaminrezeptoren gegeniiber der Kontrollintervention eine Férderung der
Integritat dopaminerger Strukturen [Gomez-Sanchez et al., 2010]. Wurde simultan zum
Dopaminrezeptoragonisten ein D»-subtypspezifischer Antagonist verabreicht, so war die
Uberlebensrate dopaminerger Zellen unverandert. Hingegen blieb bei gleichzeitiger
Verabreichung eines Ds-selektiven Dopaminrezeptorantagonisten die neuroprotektive
Wirkung vollstandig aus. Folglich weist die Ds-Rezeptoraktivierung zellschitzenden
Effekte auf [Kim et al., 2017]. Diese Effekte gehen bis hin zu neurotrophen Wirkungen,
weshalb durch Fremdstoffe die Neubildung dopaminerger Neurone angeregt werden kann
[Du et al., 2005]. Aufgrund der Tatsache, dass zum Zeitpunkt der Parkinson-Diagnose in
der Regel bereits 50-70 % der dopaminergen Nerven fehlen, sind neuroregenerative

Wirkung auferst erstrebenswert [Morrish et al., 1998].

Fur die Parkinsontherapie werden somit Liganden bendtigt, welche einerseits Uber eine

Aktivierung von D,-Rezeptoren die Symptome verringern und andererseits Uber eine
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Stimulierung von Ds-Rezeptoren den Verlauf der Krankheit glnstig beeinflussen. Ein
Grolteil der unter Dopaminrezeptoragonisten auftretenden Nebenwirkungen ist auf die
dopaminerge Wirkung selbst zurickzufihren und kann demnach nur bedingt
entgegengewirkt werden. Im peripheren System fuhrt eine Dopaminrezeptoraktivierung zu
Vasodilatation. Dies kann zu Kreislaufnebenwirkungen wie Schwindelanfallen fuhren
[Kujawa et al., 2000]. Das unterstreicht die Notwendigkeit, Wirkstoffe mit hoher
Zentralgangigkeit zu entwickeln, sodass die Substanzen vermehrt im zentralen
Nervensystem statt peripher wirken. Impulskontrollstérungen unter dopaminerger
Therapie, etwa pathologisches Spielen, Kaufsucht oder Ess-Sucht, lassen sich auf
dopaminerge Stimulation von Gehirnarealen des Belohnungssystems zurickfiihren
[Gschwandtner et al., 2001]. Dartber hinaus kénnen abgesehen vom Morbus Parkinson
auch Dopaminrezeptoragonisten fir die Tagesmudigkeit von Patienten verantwortlich
sein. Die Schlafrigkeit kann zum Beispiel beim Autofahren gefahrlich werden und letztlich

einen Therapiewechsel veranlassen [Fornadi, 2012].

Sowohl flir die Monotherapie des Morbus Parkinson als auch in Kombination mit L-DOPA
oder Dopaminrezeptoragonisten werden die selektiven, irreversiblen Inhibitoren der
MAO-B, Selegilin (Xilopar®) und Rasagilin (Azilect®), eingesetzt. Genauso wie die COMT-
Hemmer Entacapon (Comtess®) und Tolcapon (Tasmar®) erreichen sie eine
Verbesserung der Parkinson-Symptomatik durch eine Hemmung des Dopamin-Abbaus.
Die Inhibition der MAO-B wird abgesehen von dem resultierenden erhéhten
Dopaminspiegel auch deshalb zur Parkinsontherapie eingesetzt, weil die Bildung des im
Zuge der MAO-Enzymaktivitdt gebildeten Wasserstoffperoxids vermindert wird, was
neuroprotektive Effekte erwarten lasst [Riederer et al., 2004]. Eine hohe Selektivitat der
MAO-B- gegenuber der MAO-A-Inhibition wird angestrebt. MAO-B ist aufgrund ihrer
Expression in dopaminergen Neuronen starker am Dopaminabbau beteiligt als MAO-A,
welche mehr mit dem Noradrenalin- und Serotoninmetabolismus in Verbindung steht.
Eine neben der MAO-B-Inhibition simultan stattfindende MAO-A-Inhibition kann Uber
gesteigerte Noradrenalin- und Serotoninkonzentrationen antidepressiv wirken, was
angesichts von Depressionen als haufiges Non-Motorsymptom bei Parkinsonpatienten
zunachst glnstig erscheint. Allerdings sind dann oft auch Bluthochdruck und Arrhythmien
die Folge [Borstnar et al, 2011]. Safinamid (Xadago®) ist der einzige zur
Parkinsontherapie zugelassene kompetitive Hemmstoff der MAO-B. Er inhibiert neben der
MAO-B auch die Wiederaufnahme des Dopamins aus dem synaptischen Spalt und zeigt

somit einen bimodalen Wirkmechanismus [Fabbri et al., 2015].
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1.3.2 Schizophrenie

1.3.2.1 Krankheitsbild

Schizophrenie ist ein Sammelbegriff fir psychische Erkrankungen, die sich durch
Wahnvorstellungen und Halluzinationen (Positivsymptome), Apathie, Anhedonie oder
motorischen Defizite (Negativsymptome) und Konzentrationsstorungen (kognitive
Symptome) aullern. Die Auspragung von Positiv-, Negativ- und kognitiven Symptomen ist
je nach Patient unterschiedlich. In Deutschland betragt die Pravalenz von Schizophrenie
etwa 1 %. Erste Symptome der Schizophrenie treten haufig bei Betroffenen zwischen dem
18. und 35. Lebensjahr auf. Dank der zur Verfugung stehenden, medikamentosen
neuroleptischen Therapie gilt Schizophrenie heute als gut behandelbar [Gaebel & Wdlwer,
2010].

Die Beobachtung, dass Amphetaminkonsum, welcher zur Ausschittung von Dopamin
fuhrt, psychoseahnliche Zustande ausldsen kann, gab Hinweise auf eine Beteiligung des
Dopamins an der Genese schizophrener Psychosen. Verstarkt wurde diese Vermutung
durch Therapieerfolge von Dopaminrezeptorantagonisten wie Haloperidol oder
Chlorpromazin bei psychotischen Patienten. Es wurde daraufhin die ,Dopamin-Hypothese
entworfen, welche eine  Hyperaktivitit des dopaminergen Systems im
mesokortikolimbischen Areal als Ausléser von Positivsymptomen postuliert [Hokfelt et al.,
1974]. Das mesokortikolimbische System hat seinen Ursprung im ventralen Tegmentum,
dessen dopaminerge Axone zum Nucleus accumbens, der Amygdala und dem
Prafrontalkortex verlaufen. Der Nucleus accumbens (v. lat. accumbere ,sich hinlegen’,
,beiwohnen’) liegt bauchseitig zwischen Nucleus caudatus und Putamen und ist Teil des
Paldostriatums (v. gr. paldo ,alt’). Er vermittelt Geflihle der Belohnung und ist damit
verantwortlich flr emotionale Lernprozesse, Motivation und Suchtverhalten. Der
Gebrauch fast aller Suchtstoffe fiihrt zu einer erhéhten Dopaminkonzentration in diesem
Gebiet. Die Amygdala ist an der Furchtkonditionierung und Wutreaktionen beteiligt.
Aufgrund solcher emotionalen Verarbeitungen werden die bei schizophrenen
Erkrankungen auftretenden Positivsymptome wie Halluzinationen mit der gesteigerten
Dopaminkonzentration in diesen Bereichen in  Verbindung gebracht. Im
mesokortikolimbischen System sind Ds- und Dz-Dopaminrezeptoren am starksten
exprimiert. Ds-Rezeptoren kommen aber in hoher Dichte im Nucleus accumbens vor,
wahrend sie im restlichen Striatum fast vollig fehlen [Gurevich & Joyce, 1999]. Uber
Antagonismus an D»-/Ds-Dopaminrezeptoren im mesokortikolimbischen Areal wirken
konventionelle Neuroleptika antipsychotisch. Eine Blockade von Rezeptoren der
D1-Rezeptorfamilie zeigte hingegen keine Wirksamkeit bei Positivsymptomen [Karlsson et
al., 1995]. Post mortem-Untersuchungen an unter Schizophrenie leidenden Patienten,

welche nicht antipsychotisch therapiert worden waren, bewiesen ein erhdhtes
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Ds-Dopaminrezeptor-Aufkommen im limbischen Striatum. Patienten unter neuroleptischer
Therapie wiesen andererseits physiologisch normale Expressionsrate von Ds-Rezeptoren
auf [Gurevich et al., 1997]. Die spezifische Expression des Ds-Rezeptors im Nucleus
accumbens, welcher aufgrund seiner Rolle beim Affektverhalten als Kernstruktur
psychotischer Erkrankungen gilt [Gurevich & Joyce, 1999], hat den Ds-Rezeptor als

Target schizophrener Erkrankungen hervorgehoben.

Beobachtungen, wie das ausbleibende Ansprechen auf eine Therapie mit konventionellen
Antipsychotika bei einem Drittel der Schizophrenie-Patienten [Mortimer et al., 2010] haben
zur ,0berarbeiteten Dopamin-Hypothese’ gefuhrt. Diese vermutet neben der erhdhten
Stimulation Dz-ahnlicher Dopaminrezeptoren in limbischen Arealen der Betroffenen
zusatzlich Dysfunktionen weiterer Neurotransmittersysteme, darunter serotonerge,
glutamerge und GABAerge. Die zur Klasse der Glutamat-Rezeptoren gehérenden NMDA-
Rezeptoren nehmen Uber inhibitorische Signale Einfluss auf die Dopamin-Ausschuttung.
Post mortem-Untersuchungen von Schizophrenie-Patienten zeigten eine verminderte
Dichte der ersten Untereinheit von NMDA-Rezeptoren [Sokolov, 1998] und eine
veranderte Lokalisation von Glutamatrezeptoren [Hammond et al., 2014] gegenuber
Gesunden. Es entstand die Annahme, dass eine Unteraktivitdt glutamerger Neurone die
dopaminerge Hyperaktivitat im limbischen Gebiet fordert [McGuire et al., 2008]. Fur die
Hemmung von NMDA-Rezeptoren als Add-On-Therapie bei Schizophrenie wird ein
Benefit vermutet, der bislang nicht bestatigt wurde [Caraci et al., 2017]. Post mortem-
Untersuchungen am prafrontalen Kortex von Schizophrenie-Patienten gaben Hinweise auf
eine erhdhte Dichte der serotonergen 5-HTa-Rezeptoren [Millan, 2000], eine verminderte
Dichte von serotonergen 5-HT2a-Rezeptoren [Matsumoto et al., 2005] und eine verringerte
dopaminerge Transmission in diesem Areal [Brisch et al., 2014]. Diese Beobachtung wird
in Zusammenhang mit kognitiven Storungen bei Schizophrenie gebracht. Fur die
zufriedenstellende Therapie der Schizophrenie, die nicht nur auf eine Linderung der
Positivsymptomatik abzielt, werden folglich Arzneistoffe mit einem komplexen
pharmakologischen Profil bendtigt, welches Uber die reine Blockade Dj-ahnlicher

Dopaminrezeptoren hinausgeht [Caraci et al., 2017].

1.3.2.2 Medikamentose Therapie

Die eingesetzten Arzneistoffe werden in die konventionellen Neuroleptika der ersten
Generation und die atypischen Neuroleptika der zweiten und dritten Generation eingeteilt.
Konventionelle Wirkstoffe wie Haloperidol (Haldol®) und Chlorpromazin (Megaphen®)
wirken hauptsachlich tber eine Blockade von Rezeptoren der D.-Familie. Diese Wirkstoffe
zeigen ein gutes Ansprechen auf schizophrene Psychosen (Positivsymptome), jedoch

sind sie weniger wirksam zur Behandlung der Negativsymptomatik und kognitiver
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Probleme. Zusatzlich bewirkt der Antagonismus nigrostriataler D>-Dopaminrezeptoren
extrapyramidalmotorische Stérungen als Nebenwirkung. Die Blockade der dortigen
D.s-Autorezeptoren resultiert in einer vermehrten Freisetzung von Dopamin und kann
dadurch das Auftreten von Dyskinesien nach langanhaltender antipsychotischer
Behandlung erklaren. Hingegen bewirkt Antagonismus an postsynaptischen Rezeptoren
die anfanglichen parkinsonoiden Bewegungsstorungen unter neuroleptischer Therapie
[Marsden, 2006]. Atypische Antipsychotika zeichnen sich durch ausgepragte Affinitat zu
weiteren  Monoaminrezeptoren aus, vorrangig zu  5-HTia-, 5-HT2a- und
5-HT.c-Rezeptoren, aber auch zu Hji-Histaminrezeptoren und muskarinischen
Mi-Acetylcholinrezeptoren. Aufgrund dieses komplexen pharmakologischen Profils bilden
die atypischen Neuroleptika eine sehr heterogene Arzneimittelgruppe. Sie haben eine
héhere Wirksamkeit bei negativer und kognitiver Symptomatik und ein geringeres
Aufkommen motorischer Probleme. Der erste Vertreter der zweiten Generation von
Antipsychotika ist Clozapin (Leponex®), dessen Einsatz durch das seltene Auslosen der
teils todlich verlaufenden Blutbildstérung Agranulozytose eingeschrankt ist. Als weitere
Nebenwirkung unter Therapie mit Neuroleptika der zweiten Generation tritt bei den
Patienten haufig eine Gewichtszunahme ein, welche auf die Wirkung an Hi- und M;-
Rezeptoren zuriickgefihrt wird [Ananth et al., 2004]. Zur dritten Generation dieser
Arzneimittelklasse gehort das atypische Antipsychotikum Aripiprazol (Abilify®). Es grenzt
sich durch seine Funktionalitat, eine partialagonistische Wirkung am D.-Rezeptor sowie
am 5-HT1a- und 5-HT1g-Rezeptor, von Vertretern der Ubrigen Generationen ab. In Relation
zur endogenen Dopamin- und Serotoninkonzentration mindert oder steigert Aripiprazol die
dopaminerge und serotonerge Transmission und bewirkt eine Normalisierung des
Transmitterhaushalts schizophrener Patienten [Brust et al., 2015]. Dies wird in
Zusammenhang mit einer Linderung von Positiv-, Negativ- und kognitiven Symptomen
zugleich bei  vergleichsweise niedrigem Risiko  extrapyramidalmotorischer
Nebenwirkungen gebracht [Di Sciascio & Riva, 2015]. Die aktuelle
S3-Behandlungsleitlinie empfiehlt zur Therapie bei Ersterkrankung und akuter
schizophrener Episoden atypische Neuroleptika wie Aripiprazol [Gaebel et al., 2005]. Es
wird jedoch betont, dass in Abhangigkeit von der individuellen Situation auch auf
konventionelle Antipsychotika wie Haloperidol zurtckgegriffen werden kann. Die
Langzeittherapie mit dem Ziel der Rezidivprophylaxe und Symptomsuppression sollte
dann mit dem Neuroleptikum erfolgen, das beim Patienten wahrend der Akuttherapie gut

ansprach und vertraglich war [Gaebel et al., 2005].
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1.4 Liganden an Rezeptoren der D.-Familie

Aufgrund ihrer therapeutischen Bedeutung wurden viele Liganden fir die
D.-Rezeptorfamilie entwickelt. Durch die hohe Sequenzibereinstimmung von D2-, Ds- und
Ds-Dopaminrezeptoren, vor allem im transmembranaren Bereich, ist die Darstellung von
Liganden fir einzelne Rezeptorsubtypen schwierig. Zum Aufschluss Uber die genaue
Funktion von D,- und Ds-Dopaminrezeptoren werden jeweils selektive Verbindungen
bendtigt. Die Aufklarung wird zum Teil noch zusatzlich durch das Expressionsmuster
erschwert, da D.-Dopaminrezeptoren im zentralen Nervensystem mit einer wesentlich
hoheren Dichte vertreten sind als die Ds-Rezeptorsubtypen. Selbst Liganden mit
Ds-Rezeptorpraferenz wirken in vivo dennoch haufig Uber die starker exprimierten
D.-Dopaminrezeptoren. Nicht zuletzt werden fir die therapeutische Anwendung
Strukturen mit hoher Selektivitat gegentber anderen Monoaminrezeptoren und glnstigen
physikochemischen Eigenschaften gesucht, um unerwlnschte Arzneimittelwirkungen zu

vermeiden.

Fur das Design von Agonisten an D.-dhnlichen Dopaminrezeptoren hat es sich bewahrt,
gegentber dem endogenen Liganden Dopamin Anpassungen in Form von einer
Rigidisierung der Ethanaminkette und Variationen am Aromaten vorzunehmen. Es wurde
schon frih gemutmalt, dass eine koplanare Anordnung zwischen dem Katecholbaustein
und dem Ethanamin eine gunstigere Konformation fur den Bindungsmodus darstellt als
windschiefe Anordnungen der Ethanaminkette zum Aromaten [Cannon, 1983]. Entlang
der moglichen koplanaren Konformere wurden die trans-a-, trans-B- und cis-a-Rotamere
des Dopamins als mdgliche bioaktive Strukturen diskutiert.

HOD\)‘Hz N HO:©\/\ R HO

HO o HO NH o HO

2

cis-a-Dopamin trans-p-Dopamin trans-o-Dopamin NH;
Dopaminrezeptorsubtyp hD; hD, hD4 hDy4 hDs
K-Werte [nM] fir Dopamin 2340 542 24 43 228 [Kvernmo et al., 2008]

Abbildung 1.8: Konformere des Dopamins und Bindungsaffinitidten von Dopamin zu den
funf verschiedenen Dopaminrezeptorsubtypen.

1.4.1 Aporphin

Der erste synthetische D.-Dopaminrezeptoragonist war Apomorphin
(10,11-Dihydroxyaporphin, Abb. 1.9), welches durch saurekatalysierte Umlagerung des
Alkaloids Morphin gewonnen werden konnte. Apomorphin enthalt eine der frans-a-

Konformation a&hnelnde Dopaminteilstruktur. Die weniger potenten Apomorphinisomere
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Isoapomorphin  (9,10-Dihydroxyaporphin) und 1,2-Dihydroxyaporphin enthalten die
Dopaminteilstrukturen in einer raumlichen Anordnung vergleichbar zur trans-- und cis-a-
Konformation. Um die Potenz der drei Aporphinderivate zu prifen, wurden sie an Ratten
Uber das 6-Hydroxydopamin-Modell getestet. Apomorphin konnte im Gegensatz zu
Isoapomorphin und 1,2-Dihydroxyaporphin die ausgeldsten Parkinsonsymptome bei den
Ratten behandeln [Neumeyer et al., 1973; Kelly et al., 1975].

Abbildung 1.9: Aporphin-Grundgerist. Enthaltene Dopamin-ahnliche Partialstrukturen
sind rot bzw. blau hervorgehoben.

Letztlich gibt die Potenz der Aporphine aber nur bedingt Aussage uber die optimale
Konformation fur eine Dopaminrezeptoraffinitdt, da sie gegeniber dem endogenen
Liganden Dopamin stets einen weiteren, sterisch anspruchsvollen unsubstituierten
Benzenring enthalten, welcher ebenso Einfluss auf die Bindungseigenschaften haben
kann [Freeman & McDermed, 1982].

Apomorphin wird trotz seiner dopaminergen Aktivitat selten therapeutisch genutzt. Daflr
gibt es mehrere Grinde. Es ist schlecht bioverfugbar, zudem ist die Katecholstruktur
chemisch instabil und oxidiert leicht zum unwirksamen Chinon. Darlber hinaus besitzt
Apomorphin eine stark ausgepragte emetische Wirkung. Zu Beginn der Apomorphin-
Therapie wird simultan der Dopaminrezeptorantagonist Domperidon verabreicht, um dem
emetischen Potential entgegenzuwirken. Domperidon kann die Blut-Hirn-Schranke nicht
uberwinden und verhindert daher nur die Emese, nicht jedoch die Anti-Parkinson-Wirkung
[Poewe et al, 1989]. Aufgrund der hohen Affinitdt des Apomorphins zum Do2-
Dopaminrezeptor wurde es als Leitstruktur auf der Suche nach neuen Therapeutika
herangezogen. Strukturelle Anpassungen der Leistruktur sollten Verbindungen mit
erhohter Bioverfugbarkeit und geringerem Nebenwirkungspotenial gegentuber Apomorphin

liefern.

Ein Ansatz war der Austausch der Katechol-Partialstruktur des Isoapomorphins gegen
eine 2-Aminothiazol-Funktion. Thiazol-Bausteine haben sich aufgrund glnstiger
pharmakologischer Eigenschaften als Strukturmerkmale in der medizinischen Chemie
etabliert [Hargrave et al, 1983; Chhabria et al., 2016]. Das Levoisomer des
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2-Aminothiazol-Analogon zu Isoapomorphin (Abb. 1.10, Verbindung I) zeigte Aktivitat an
Dopamin-Autorezeptoren. In einem Computer-Modell wurden die Aporphinstruktur und die
Struktur des 2-Aminothiazol-Derivats | Ubereinander gelagert, sodass die Aromaten und
Ethanaminketten kongruierten. Die 2-Aminogruppe befand sich in dieser Anordnung
zwischen der 9- und 10-Position des Aporphins, allerdings eher der 10-Position
zugewandt [Schneider & Mierau, 1987]. Dies wird als Hinweis dafur verstanden, dass die
2-Aminogruppe des Derivats | genauso wie die Hydroxygruppen des Apomorphins und
seiner Isomere Wasserstoffbriickenbindungen mit Serinresten (Ser 193, Ser 194) der
D.-Rezeptor-Bindetasche eingehen kann. Fir D,-/Ds-Dopaminrezeptoren gilt der
2-Aminothiazol-Baustein demzufolge als heterozyklisches Bioisoster zum Katecholrest
[Boeckler & Gmeiner, 2007; Mishra et al., 2015].

1.4.2 Aminotetraline

HO HO HO
:©\)NH2 = :©\/\ =

HO HO NH, HO

cis-a-Dopamin trans-B-Dopamin trans-o-Dopamin NH,

I

HO ! l
HO N
H

1,2-Dihydroxyaporphin Isoapomorphin Apomorphin

4 U U
HZN%:& HO/QO\"Q\/CHB HO
CHj;

1 N/\/?C’)H

| SHy N

(R)-7-OH-DPAT (S)-5-OH-DPAT  cyy,
Abbildung 1.10: Entwicklung von rigidisierten Dopaminrezeptorliganden.

Ausgehend von den Aporphinstrukturen wurde gemutmaft, dass nicht nur der zweite
Benzenring hinderlich sei, sondern auch der Stickstoff der Aminogruppe flexibler sein
misse [Cannon et al., 1980]. Dadurch soll gewahrleistet werden, dass die unter
physiologischen Bedingungen vorliegende positive Ladung der Aminogruppe ungehindert
mit dem Asparaginsaure-Rest der Bindetasche in Wechselwirkung treten kann [Schneider
& Mierau, 1987]. Dies flhrte zur Entwicklung der hochaffinen Dopaminrezeptoragonisten
(S)-5-OH-DPAT (Abb. 1.10) und (R)-7-OH-DPAT (,DPAT‘' steht fur di-n-
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Propylaminotetralin). Ersteres enthalt eine rigidisierte Form des trans-a-Dopaminrotamers,
Letzteres eine rigidisierte Form des trans-B-Dopaminrotamers. Bei beiden Liganden ist
nur noch die Ethylkette rigidisiert, der Stickstoff ist im Vergleich zu Aporphinen frei
drehbar. Ein zweiter aromatischer Rest fehlt in der Gegenulberstellung mit der Leitstruktur.
Weiterhin enthalten die Liganden nur noch eine Hydroxygruppe, sodass die chemische
Instabilitdt und die Wasserl6slichkeit im Vergleich zu Apomorphin herabgesetzt sind. Bei
beiden Liganden entspricht die einzig vorhandene Hydroxygruppe der 3-OH-Gruppe des
Dopamins. Hieraus wurde gefolgert, dass die 4-Hydroxygruppe im Gegensatz zur
3-Hydroxygruppe des Dopamins nicht essentiell sei fur die agonistische Aktivitat an D,-
und Ds-Dopaminrezeptoren [Beaulieu et al., 1984; Cannon, 1983]. Dartber hinaus wurde
durch Alkylierung der Aminofunktion mit zwei Propylresten eine starkere Verankerung der
Liganden in der Bindetasche des Rezeptors herbeigefiihrt. Anstelle des zweiten
Propylrests kann auch ein groRerer Alkylrest unter Erhalt der dopaminergen Affinitat
eingefiigt werden [Seiler et al., 1986]. Deutlichen Einfluss auf die Bindung am Rezeptor
hat auch die Konfiguration der Liganden. Die Enantiomere des (S)-5-OH-DPAT und
(R)-7-OH-DPAT sind Distomere an Rezeptoren der D,-Familie [van Vliet et al., 1996].

Die Aminotetraline (S)-5-OH-DPAT und (R)-7-OH-DPAT dienten als Ausgangs-
verbindungen flr die Entwicklung der zur Parkinsontherapie zugelassenen Wirkstoffe
Rotigotin, Ropinirol und Pramipexol (Tab. 1.2). Beim Aminotetralin Rotigotin handelt es
sich um einen Abkémmling des (S)-5-OH-DPAT, bei dem einer der Propylreste gegen
einen Ethyl-2-(thien-2-yl)-Baustein getauscht wurde. Es zeigt eine hohe Affinitat zu D--

und Ds-Dopaminrezeptoren [van Vliet et al., 1996].

Tabelle 1.2: Die Parkinsontherapeutika Rotigotin, Ropinirol und Pramipexol sowie der
Dopaminrezeptoragonist L-Etrabamin.

HO _<N <N
CH CHy HN—< | { ]O
N/\/ 3 HN N/\/ 3 S "/N/\/CHS S "/N/CHS
H H
© C
TN s
Rotigotin — Ropinirol Pramipexol L-Etrabamin
Verbindung Ki(D2)[nM] Ki(D3)[nM]
Rotigotin 2 20.0 3.99
Ropinirol ® 676 37.2
Pramipexol ° 955 10.5
L-Etrabamin © 2620 300
a[van Vliet et al., 1996] b[MiIIan et al., 2002] ¢ [Legeai et al., 1996]
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Das Indolonderivat Ropinirol enthalt als einziger der diskutierten Wirkstoffe eine flexible
Ethanaminkette. Als weitere Modifikation gegenliber den Hydroxyaminotetralinen ist die
Hydroxygruppe durch die Anellierung des Aromaten zu einem Dihydroindol-2-on ersetzt.
Der Amidstickstoff befindet sich in derselben Position wie die ausgetauschte
Hydroxygruppe der Leitstrukturen. Somit liegt die Vermutung nahe, dass das Amid
wichtige Wasserstoffbruckenbindungen an deren Stelle mit dem Rezeptor eingeht.
Ropinirol hat eine 18-fache Praferenz von Ds- gegeniber D»>-Rezeptoren [Millan et al.,
2002]. Bei Pramipexol wurde in Gegenuberstellung zu den Hydroxyaminotetralinen der
bereits in Kapitel 1.4.1 thematisierte bioisostere Austausch der Hydroxyphenyl-Teilstruktur
durch ein 2-Aminothiazol vorgenommen. Die Uberlagerung der Strukturen von Pramipexol
und den beiden Enantiomeren des 7-OH-DPAT =zeigten, dass bei nahezu
deckungsgleichen aromatischen- und Ethanamin-Funktionen die 2-Aminogruppe des
Pramipexols in seiner rdumlichen Position zwischen der 7-Hydroxygruppe von (R)-7-OH-
DPAT und der 7-Hydroxygruppe vom Distomer (S)-7-OH-DPAT liegt [Schneider & Mierau,
1987]. Platania und Kollegen fiihrten Docking-Experimente mit dem Eutomer (R)-7-OH-
DPAT und Pramipexol an Modellen der D,-/Ds-Rezeptoren durch, welche auf der
Rontgenkristallstruktur des Ds-Rezeptors basieren. Wahrend die 2-Aminofunktion des
Pramipexols laut der Docking-Studie mit den Serin- und Threoninresten der
Ds-Rezeptorbindetasche dieselben Wasserstoffbriickenbindungen eingeht wie die
Hydroxygruppe des (R)-7-OH-DPAT, so wurden mit der D,-Rezeptorbindetasche
zwischen beiden Liganden divergierende polare Wechselwirkungen beobachtet [Platania
et al., 2012]. Eine andere Arbeitsgruppe leitete die Struktur des Pramipexols hingegen
vom (S)-5-OH-DPAT ab, vermutlich, da hier dieselbe absolute Konfiguration am
asymmetrischen Kohlenstoff vorliegt [Jaen et al., 1991]. Auch in diesem Vergleich stimmt
die raumliche Orientierung der 2-Aminofunktion nicht mit der Orientierung der
entsprechenden Hydroxygruppe Uberein. Eine Unverzichtbarkeit der 2-Aminogruppe flr
essentielle Interaktionen mit D2- und D3-Rezeptoren ist fraglich, da L-Etrabamin (Tab. 1.2),
ein in 2-Position deaminiertes Pramipexolanalogon, Parkinsonsymptome bei Ratten
linderte, welche mit 6-Hydroxydopamin behandelt worden waren [Maillard et al., 1984;
Maillard et al., 1978]. Weitere Untersuchungen zu L-Etrabamin zeigten eine verminderte
Affinitat zu D»-/Ds-Rezeptoren verglichen mit Pramipexol [Legeai et al., 1996]. Bei in vivo
Tests zeigte L-Etrabamin eine groRere dopaminerge Aktivitat als Apomorphin. Zunachst
war nicht sicher, ob L-Etrabamin indirekt dopaminerg Uber eine erhohte Freisetzung von
Dopamin wirke oder aber Uber direkte Stimulation von Dopaminrezeptoren. Die
Feststellung, dass unter  L-Etrabaminbehandlung die Konzentration von
Dopaminmetaboliten im Striatum signifikant abnahm, flhrte zum Rickschluss, dass

L-Etrabamin direkt an die Dopaminrezeptoren bindet. Die verminderte Konzentration der
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Metabolite ist dabei das Ergebnis einer voll agonistischen Wirkung unter anderem an
Dopamin-Autorezeptoren der Do-Familie [Ponzio et al., 1987]. Die Deaminierung in
2-Position lasst eine hdhere Lipophilie und somit leichtere Passage der Blut-Hirn-
Schranke des Arzneistoffkandidaten vermuten. Insofern stellt sie eine aussichtsreiche

Modifikation dar, um potente, zentralwirksame Liganden zu gewinnen.

1.4.3 Azepane

Ebenfalls eine hohe Affinitdt zu Dopaminrezeptoren, allerdings mit Praferenz fir die
D+-ahnlichen, hat das Benzazepanderivat (+)-(R)-SKF38393 (Abb. 1.11 & Tab. 1.3). Hier
ist die Ethanaminkette vollstandig in ein siebengliedriges Ringsystem integriert. Bei
Betrachtung der Konformation von (+)-(R)-SKF38393 scheint es auf den ersten Blick
bevorzugt in einer der niedrigpotenten cis-a-Dopaminteilstruktur dhnelnden Konformation
vorzuliegen. Tatsachlich ist die stabilste Konformation des (+)-(R)-SKF38393 jedoch eher
mit der trans-a-Konformation des Dopamins vergleichbar (rot hervorgehoben in
Abb. 1.11). Es wird vermutet, dass (+)-(R)-SKF38393 vorrangig in einer Konformation

ahnlich zum trans-a-Dopamin am D¢-Rezeptor bindet [Cannon, 1983].

W P
Ho S Ho%;&w
O NH H
HO NH

Abbildung 1.11: Der Dopaminrezeptorligand (+)-(R)-SKF38393.

Von (+)-(R)-SKF38393 lasst sich Fenoldopam (Corlopam®, Tab. 1.3) ableiten. Hierbei
handelt es sich um einen Agonisten an Rezeptoren der Di-Familie, welcher in der
Peripherie vasodilatierend wirkt. Er ist zugelassen zur intravendsen Therapie
postoperativer hypertensiver Krisen. Aufgrund seiner hohen Hydrophilie ist er nicht in der
Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu passieren und besitzt demnach kaum zentrale

Wirkungen. Fenoldopam wird rasch metabolisiert [Epstein, 1999; Hahn et al., 1982].

Weitere Bindungsstudien zeigten, dass Modifikationen des (+)-(R)-SKF38393 auch eine
deutliche Erhéhung der Affinitat zu D>-ahnlichen Dopaminrezeptoren zur Folge haben
kénnen. Der Vergleich der Liganden MCL-203 und MCL-204 beweist, dass das Einfligen
eines Allylrests an die Aminogruppe zu einer signifikanten Erhohung der
D.-Rezeptoraffinitat fihrt [Neumeyer et al., 2003]. Strukturell passt das bereits 1970
erstmals hergestellte Talipexol (Domnin®, Japan) in dieses Schema. Es handelt sich
hierbei nicht mehr um ein Benzazepan, sondern um ein Thiazoloazepan. Gegenlber

MCL-204 fehlt der 3-Methylbenzen-Substituent und die Bromkatecholstruktur ist analog zu
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Tabelle 1.3: Benzazepanderivate.

HO

? CHs CH,
HO HO HO N
NH N—CHs N HN— | N
HO HO HO = S =
Cl Br Br
Fenoldopam MCL-203 MCL-204 Talipexol
Verbindung Ki(D1)InM]  Ki(D2)InM]  Ki(D3)InM]  Ki(D4)InM]  K{(Ds)InM]  Ki(ciza)[nM]
(+)-(R)-SKF38393° 26.6 >10000 >10000 n.b. n.b. 248
Fenoldopam® 28 1580 316
MCL-2032 0.19 440 >10000 n.b. 2.47 461
MCL-2042 0.11 83.8 283 n.b. 12.0 709
Talipexol © >10000 617 67.6 331 3467 37.2

a [Neumeyer et al., 2003] b [Rankovic et al., 2012; Tiberi et al., 1994; van Tol et al.,1991] ¢ [Millan et al., 2002]

Pramipexol (Kap. 1.4.2) durch ein 2-Aminothiazol ersetzt. Talipexol unterscheidet sich von
den anderen dopaminergen Benzazepanderivaten durch seine Achiralitdt sowie seine
ausschlie3liche Affinitdt zu D2-ahnlichen und a2-Rezeptoren. Die Bindungskonstanten des
Talipexols an D»- und Ds-Rezeptoren dhneln denen des Ropinirols und des strukturell
stark verwandten Pramipexols. Urspringlich wurde fir Talipexol eine antitussive und
antiphlogistische Wirkung beschrieben [Griss et al., 1970]. Spatere Untersuchungen
lieBen Uber eine verringerte Dopaminsynthese und —metabolisierung im Striatum von mit
Talipexol behandelten Ratten auf eine agonistische Aktivitdt an Dopamin-Autorezeptoren
schlielen [Andén et al., 1983]. Weitere in vivo Tests wurden an Mausen vorgenommen,
welche mit dem Indolalkaloid Reserpin vorbehandelt wurden. Dieses bindet an den VMAT
und sorgt daflr, dass Monoamintransmitter wie Dopamin nicht mehr gespeichert werden
konnen und stattdessen im Zytosol der Neurone abgebaut werden. Der resultierende
Dopaminmangel fuhrt zu temporaren Bewegungsstorungen. Diese konnten im
Mausversuch nur unzureichend mit Talipexol behandelt werden. Im Gegensatz dazu
zeigten Mause, welche mit dem Nervengift 6-Hydroxydopamin vorbehandelt worden
waren, eine gute Ansprechrate auf Talipexol. Hier zeigte sich Talipexol zur Behandlung
der Bewegungsstoérungen als ebenso potent und zudem langer wirksam als Apomorphin.
Diese Beobachtung fihrte zu dem Ergebnis, dass Talipexol auch postsynaptische
D2-dhnliche Rezeptoren in geringem Ausmaly stimuliert. Dass es nur bei den mit
Nervengift behandelten Mausen eine deutliche Wirkung zeigte, gilt als Hinweis dafir, dass
Talipexol vorrangig an denervierte, geschadigte und somit sensitive Neurone

postsynaptisch angreift [Hinzen et al.,, 1986]. Dieses pharmakologische Profil gilt als
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erstrebenswert, da somit eine exzessive Stimulation von Dopaminrezeptoren vermieden,
sondern lediglich ein ausreichender dopaminerger Tonus gewahrleistet wird. Auf diese
Weise lassen sich Dis- oder Hyperkinesien als Nebenwirkungen bei der Therapie mit

D.-Dopaminrezeptoragonisten vermeiden [Coward et al., 1989].

1.4.4 Arylpiperazine

Arylpiperazine sind Teilbausteine mehrerer zur Arzneimitteltherapie zugelassener
Dopaminrezeptorliganden. Der &lteste davon ist Piribedil (Clarium®, Tab. 1.4), welches
schon in den 1960er Jahren erstmals dargestellt und zunachst in der Augenheilkunde
verwendet wurde [Feuillerat et al.,, 1970]. Kurz darauf wurde es auch als Mittel zur
Behandlung von Morbus Parkinson erkannt [Sweet et al., 1974]. Ferner wurde es als
Nootropikum eingestuft, das Uber den Agonismus an D»-dhnlichen Rezeptoren neben
Parkinsonsymptomen auch kognitive Einschrankungen lindert [Schiick et al., 2002; Peretti
et al., 2004]. Zusatzlich steigert es Uber einen Antagonismus an ax-Autorezeptoren
indirekt den Sympathikotonus, was als hilfreich zur Vermeidung der unter Therapie mit

Dopaminrezeptoragonisten auftretenden Mudigkeit gilt [Kramer & Dullmann, 2016].

Tabelle 1.4: Arylpiperazinderivate und Haloperidol.

o ke sl
)\ (0]
(\N NN \) /@)K/\/ N
A @@ :

Piribedil Buspiron Haloperidol

S Jos I e
FQ)W omo/\/\/"'\) HaC\NH)L”/ON

H

Fluanison Aripiprazol Cariprazin
Verbindung Ki(D2)[nM] Ki(D3)[nM] Ki(5-HT1A)[InM] Ki(oop)InM]
Piribedil @ 132 468 447 89
Buspiron °° 484 98 8.9
Haloperidol ¢¢ 1.4 2.0 1910
Fluanison © 3.1 1.0
Aripiprazol f 0.34 0.8 1.7 28
Cariprazin f 0.69 0.085 26 >1000

a[Millan etal., 2012] b [Bergmann et al., 2013] ¢ [Newman-Tancredi et al.,1998]
d[Kulagowski et al., 1996] e[Kuipers etal., 1997] f[Kiss et al., 2010]

26



Einleitung

In Deutschland wurde Piribedil erst 2007 im Zuge einer Nachbewertung zur
Parkinsontherapie zugelassen. Strukturell enthalt Piribedil eine acetalgeschitzte
Dopamin-Partialstruktur, was dessen chemische und metabolische Stabilitat erhéht.
Piribedil besitzt Uber den N-(Pyrimidin-2-yl)piperazin-Baustein in Form eines tertiaren
aliphatischen Stickstoffs und einer aromatischen Guanidinfunktion zwei basische Zentren,
die beide im Vergleich zur Aminfunktion des endogenen Liganden einen deutlich
veranderten raumlichen Abstand zu den Katechol-Sauerstoffen aufweisen. Dies stellt eine
Abweichung von der Grundstruktur anderer Dopaminrezeptoragonisten und Dopamin
selbst dar. Die dennoch bestehende dopaminerge Potenz des Piribedils wurde in der
Literatur als Enigma der medizinischen Chemie bezeichnet [Cannon, 1985]. Um
Einschatzungen Uber die Interaktionen mit dem Rezeptor vornehmen zu kénnen, drangt
sich die Frage des Protonierungsgrades von Piribedil bei physiologischem pH-Wert auf.
Caccia und Kollegen haben Konzentrationsbestimmungen vorgenommen, welche die
Verteilung des Wirkstoffes in zweiphasigen Gemischen aus n-Oktanol und Puffern
verschiedener pH-Werte messen. Aus den erhobenen Daten lief3en sich fir Piribedil zwei
pKs-Werte von 6,9 und 1,3 sowie ein 24-prozentiger lonisierungsgrad bei physiologischem
pH-Wert ermitteln [Caccia et al., 1985]. Aus der "*C-Kernspinresonanzspektroskopie von
Piribedil ging spater anhand stark pH-Wert-abhangiger chemischer Verschiebungen von
Resonanzlinien der den Stickstoffen benachbarten Kohlenstoffen hervor, dass der
pKs-Wert von 6,9 dem aliphatischen Stickstoff zuzuordnen ist [Tsai et al., 1992]. Docking-
Studien am D2-Dopaminrezeptor ergaben, dass Piribedil vorrangig in einer U-férmigen
Konformation in der Bindetasche vorliegt. In dieser Anordnung kann der aliphatische
Stickstoff in protonierter Form mit dem Asparaginsaurerest (Asp 114) die essentielle
ionische Wechselwirkung eingehen und gleichzeitig der Pyrimidinring fur die
Rezeptoraffinitat entscheidende m-mm-Wechselwirkungen mit jeweils einem Phenylalanin-
(Phe 383) und einem Tryptophan-Rest (Trp 387) eingehen [Carrupt et al., 2008]. Diese
hydrophoben Wechselwirkungen mit Dopaminrezeptoren sind entlang der hier
vorgestellten Dopaminrezeptoragonisten nur fir Liganden mit Arylpiperazin-Baustein
beschrieben [Platania et al., 2012; Soskic et al., 2015].

Das Anxiolytikum Buspiron (Bespar®) enthalt ebenfalls eine N-(Pyrimidin-2-yl)piperazin-
Teilstruktur. Im Vergleich zu Piribedil sind jedoch die Affinitdten zum 5-HT1a-Rezeptor und
Ds-Dopaminrezeptor starker ausgepragt und die zum D>-Rezeptor schwacher [Bergman
et al., 2013; Hamik et al., 1990; Millan et al., 2002]. Eine gesteigerte D3-Rezeptoraffinitat
hat sich bei Arylpiperazinderivaten abgezeichnet, welche wie Buspiron am aliphatischen
Amin-Stickstoff des Piperazins Uber einen Butyl-Linker mit einem Imid oder einem Amid
verknupft sind [Murray et al., 1995; Yuan et al., 1998; Pilla et al., 1999; Bettinetti et al.,
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2002]. Buspiron ist ein partieller Agonist an 5-HT1a-Rezeptoren und ein Antagonist an

Rezeptoren der Do-Familie.

Weitere Arylpiperazinderivate leiten sich vom 1958 erstmals hergestellten Neuroleptikum
Haloperidol (Haldol®) ab [Granger, 1999]. Es enthalt eine Butyrophenon-Struktur, welche
mit einem Arylpiperidin-Baustein verknUpft ist. Letzterer wurde bei der Entwicklung von
Fluanison gegen einen N-(2-Methoxyphenyl)piperazin-Baustein getauscht. Strukturen

weiterer Neuroleptika folgen diesem Muster.

Aripiprazol (Abilify®) und Cariprazin (Reagila®) sind zwei Wirkstoffe zur antipsychotischen
Therapie mit einem N-(2,3-Dichlorphenyl)piperazin-Rest. Beide weisen Affinitaten zu
D.-ahnlichen Dopaminrezeptoren im subnanomolaren Konzentrationsbereich und
partialagonistische Eigenschaften am 5-HT1a-Rezeptor auf [Kiss et al., 2010]. Aripiprazol
zeigt an D»-/Ds-Dopaminrezeptoren eine funktionelle Selektivitat, die sich in einem biased
agonism auldert. Darunter versteht man die Eigenschaft eines Liganden, nach Bindung an
einen Rezeptor die verschiedenen nachgeschalteten Signaltransduktionsketten
unterschiedlich stark zu beeinflussen. Dadurch kann ein Ligand im Optimalfall selektiv die
therapeutisch relevanten und nicht die fur Nebenwirkungen verantwortlichen
Signalkaskaden in Gang setzen [Klein Herenbrink et al., 2016] . Bei Aripiprazol wurde
festgestellt, dass es den vom Gg-Protein der Dz-ahnlichen Rezeptoren ausgehenden
Signalweg fordert, wahrend es den vom Gg-Protein ausgehenden Signalweg hemmt
[Brust et al., 2015]. Bei erhdhter dopaminerger Transmission und einer damit
einhergehenden Uberaktivierung der Gg- und Gg,-Protein-Signalkaskaden wirkt sich somit
bei Verdrangung des endogenen Liganden durch Aripiprazol vorrangig die Inaktivierung
der Ggy,-Transduktionskette aus. Andererseits zeigt sich Aripiprazol in Arealen mit
physiologisch normaler Dopaminkonzentration im Vergleich zu anderen Neuroleptika nicht
als Hemmstoff dopaminerger SignalUbertragung, da hier die Aktivierung des G-
Signalwegs durch Aripiprazol verstarkt wird. Es wird aufgrund seiner Wirkung in
Abhangigkeit der dopaminergen Transmission als ,Dopamin-Stabilisator’ bezeichnet
[Braus, 2005]. Dies erklart, dass Aripiprazol nur den medizinisch gewollten Effekt einer
Linderung der Positivsymptome bei Schizophrenie verursacht, selten jedoch den
ungewiunschten Effekt motorischer Einschrankungen herbeifuhrt. Zusatzlich fuhrt die
Wirkung an serotonergen Rezeptoren zu einer Besserung von Negativsymptomen [Stark
et al., 2007].

28



Einleitung

1.4.5 Bitopische Liganden

Die Erkenntnisse aus der Rontgenkristallstruktur des Ds-Rezeptors zeigten, dass D2- und
Ds-Dopaminrezeptoren eine allosterische Bindetasche nahe der orthosterischen
aufweisen. Bitopische Liganden, welche sich durch simultane Wechselwirkungen mit der
orthosterischen und der allosterischen Bindetasche zugleich auszeichnen, kénnen héhere
Affinitaten und Subtypspezifitaten erreichen [Feng et al., 2015; Mistry et al., 2015]. Bei der
Entwicklung solcher bivalenter Verbindungen werden haufig zwei Pharmakophormodelle,
von denen das eine in der orthosterischen und das andere in der allosterischen Tasche
binden sollen, Gber einen Alkyllinker miteinander verknlpft. Diese Strategie wird sowohl
beim Design neuer Antagonisten als auch neuer Agonisten an Dopaminrezeptoren
verfolgt (Kap. 1.4.4) [Lane et al., 2013; Gogoi et al., 2012; Newman et al., 2012].

D-237 (Tab. 1.5) ist ein bitopischer Ligand, bei dem ein 5-Hydroxy-N-propylaminotetralin-
und ein N-Phenylpiperazin-Pharmakophor Uber einen Ethyllinker miteinander verkntpft
wurden. Es zeigt Affinitdt zum  Ds-Dopaminrezeptor im  subnanomolaren
Konzentrationsbereich. Die absolute Konfiguration von D-237 stimmt dabei mit der des
Dopaminrezeptoragonisten (S)-5-OH-DPAT Uberein, das jeweils andere Enantiomer
zeigte deutlich geringere Affinitaten [Biswas et al., 2008b]. Ausgehend von D-237 wurden
weitere  dualsterische Molekile bestehend aus dem Pharmakophor eines

Dopaminrezeptoragonisten und einem Arylpiperazinrest dargestellt.

Tabelle 1.5: Bitopische Dopaminrezeptorliganden.

HO (\N/© - SN |

N
Wi
N/\/N 2 _<S "/N/\/N\)

H D-237 \ I

A

P4

CHs CH;
N N
w1 ) : . Q”’;
H D-210 H ST-836
CH3 CH3
Verbindung Ki(D2)[nM] Ki(D3)[nM]
D-237° 26.0 0.82
ne 269 2.23
D-210° 166 5.09
ST-836° 132 45
% Biswas et al., 2008] b [Ghosh et al., 2010] € [Saur, 2007]
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Der Austausch der 5-Hydroxy-N-propylaminotetralin- gegen eine Pramipexol-
Partialstruktur und verschiedene Variationen des verbleibenden Phenylrests lieferte unter
anderem die Verbindungen Il und D-210. Mit 6-Hydroxydopamin vorbehandelte Ratten
sprachen auf Substanz Il besser an als auf den Dopaminrezeptoragonisten Ropinirol bei
l&nger anhaltender Wirkdauer [Ghosh et al., 2010].

Mit ST-836 (Tab. 1.5) existiert ein zu D-210 analoges L-Etrabaminderivat. Aus dem
Vergleich der Affinitaten zu D.- und Ds-Rezeptoren beider Substanzen geht hervor, dass
eine Deaminierung des primaren aromatischen Amins im Falle dieser bitopischen
Liganden keine Affinitatsminderung zur Folge hat. Auch bei in vivo Studien zeigte ST-836
ein ausgepragtes agonistisches Potential, ebenfalls bei lang anhaltender Wirkdauer [Saur,
2007]. Der Vergleich weiterer bitopischer Liganden mit Pramipexol- oder entsprechender
L-Etrabamin-Teilstruktur bestatigt diese Tendenz [Eichelsbacher, 2014]. Weder fir
Affinitat noch flr agonistische Funktionalitait an Dj-/Ds-Rezeptoren scheint die

Aminogruppe in 2-Thiazol-Position bei bivalenten Liganden essentiell zu sein.

Die  Verknupfung von  Pharmakophoren mit Einfluss auf verschiedene
Neurotransmittersysteme ermdéglicht zudem die gezielte Darstellung bivalenter Liganden
mit Multitargeting-Eigenschaften. Fir die zufriedenstellende Therapie dopaminbedingter
multifaktorieller Erkrankungen sind Multitargeting-Strategien erforderlich [Li et al., 2016],
was sich etwa Uber die Therapieerfolge mit Neuroleptika der zweiten Generation
abgezeichnet hat (Kap. 1.3.2.2). Diese weisen teils hohe Bindungsaffinitdten zu

dopaminergen, histaminergen, muskarinergen und serotonergen Rezeptoren auf.

Antagonisten am Hs-Histaminrezeptor wie der 2016 als Orphan-Arzneimittel zur Therapie
der Narkolepsie zugelassene Wirkstoff Pitolisant (Wakix®, Tab. 1.6) werden in klinischen
Studien fir den Einsatz bei dopaminbedingten Krankheiten geprift [Schwartz, 2011]. Eine
Minderung der kognitiven Stérungen bei Schizophrenie-Patienten und der Tagesmudigkeit
bei Morbus Parkinson wurde unter Therapie mit Hs-Histaminrezeptor-Antagonisten
festgestellt [Raddatz et al., 2010; Lin et al., 2011]. Anstelle Pitolisant zusatzlich zu einem
Dopaminrezeptorliganden zu verabreichen, soll nur ein Wirkstoff verwendet werden,
welcher simultan histaminerge und dopaminerge Rezeptoren adressiert. Im Fall von
Morbus Parkinson koénnten damit sowohl die Kardinal- als auch ein Teil der
Begleitsymptome oder bei Schizophrenie-Patienten Positiv- und kognitive Symptome mit
nur einem Arzneistoff behandelt werden [Khanfar et al., 2016]. Auch synergistische
Effekte zwischen histaminergen und dopaminergen Wirkkomponenten sind méglich, weil
der Hs-Histaminrezeptor an der Regulation zahlreicher Neurotransmitter im zentralen

Nervensystem beteiligt ist [Saur, 2007].
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Tabelle 1.6: Strukturformeln und Bindungsdaten von Pitolisant, Amitriptylin und dem
bivalenten Histamin-/Dopaminrezeptorligand lll.

Cl Q
H3C\N SN
N _~_© !
CHj3 O

Pitolisant
Amitriptylin
O‘\/\/O N X Q
|
CHs3 O
1]
Verbindung Ki(D1)InM] Ki(D2)InM] Ki(D3)InM] Ki(H3)[InM]
Pitolisant 2 25
Amitriptylin © 89 196 206 >1000
e 305 101 67 0.25
a [Sander, 2010] b [Coburg et al., 2009]

Daher wurde die 3-(Piperidin-1-yl)prop-1-oxy-Teilstruktur des Pitolisants Uber einen
Phenylring mit der Struktur des Psychopharmakons Amitriptylin (Tryptizol®) verknipft,
woraus der Histamin-/Dopaminrezeptorligand Ill hervorging [Coburg et al., 2009]. Dieser
zeigt gegenlber Amitriptylin eine stark erhdhte Hs-Histaminrezeptor-Affinitat im
subnanomolaren Konzentrationsbereich bei leicht erhéhter Affinitat zu D,-/Ds-Rezeptoren.

Die D,-/D+-Rezeptorselektivitat ist jedoch nur schwach ausgepragt.

1.5 Zielsetzung

Fur das Drug-Design von Dopaminrezeptoragonisten hat sich eine Rigidisierung der
Ethanaminkette bewahrt, welche eine essentielle Teilstruktur nahezu aller verfugbaren
Dopaminrezeptoragonisten darstellt. Entlang der zur Arzneimitteltherapie zugelassenen
Dopaminrezeptoragonisten mit rigider Ethanaminkette hat einzig das in Japan
zugelassene Parkinsontherapeutikum Talipexol (Domnin®) die vorteilhafte Eigenschaft,
dass es achiral ist. Es wirkt vorrangig an dopaminergen Autorezeptoren und denervierten
postsynaptischen Dopaminrezeptoren. Mit diesem pharmakologischen Profil hilft es dabei,
die dopaminerge Aktivitat zu normalisieren. Dies unterstreicht seine Eignung zur Therapie
komplexer neurodegenerativer Erkrankungen wie Morbus Parkinson und macht es zu
einer vielversprechenden Leitstruktur fir die Entwicklung neuer Arzneistoffkandidaten.

Periphere Nebenwirkungen unter der Talipexol-Therapie flihren fir den Patienten jedoch
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zu teils erheblichen Beeintrachtigungen. Modifikationen am Talipexol-Baustein kénnen
bewirken, dass die resultierende Verbindung eine hohere Wirksamkeit im zentralen
Nervensystem entfaltet und somit unter Erhalt des therapeutischen Effekts niedriger
dosiert werden kann. Auf diese Weise lie3e sich das Risiko peripherer Nebenwirkungen

verringern.

Ziel der Arbeit ist es, Talipexolderivate darzustellen und diese im Hinblick auf eine
Optimierung des Arzneistoffcharakters zu bewerten. Dazu werden neben der Affinitat zu
D.- und Ds-Dopaminrezeptoren auch die physikochemischen Eigenschaften der Liganden
bestimmt. Aussichtsreiche Modifikationen fur das Talipexol-Grundgerist mit dem Ziel
einer Erhéhung der D,-/Ds-Affinitdt und der ZNS-Gangigkeit gehen aus Derivaten des
strukturverwandten Pramipexols hervor [Biswas et al., 2008a; Eichelsbacher, 2014; Saur,
2007]. Vor allem die Kupplung von Pramipexol mit verschiedenen Arylpiperazinen und
eine Deaminierung in 2-Position lieferten affine bivalente Dopaminrezeptorliganden
(Tab. 1.5).

Ferner werden haufig die Vorziuge von Dual-Targeting Arzneistoffen zur Therapie
komplexer neurologischer Erkrankungen hervorgehoben [Petzer et al., 2009; Lu et al.,
2012; Hagenow et al., 2017]. Aus dem Bereich der Dopaminrezeptorliganden gelten als
Beispiel hierflir die zur Arzneimitteltherapie zugelassenen Wirkstoffe Piribedil (Clarium®)
und Aripiprazol (Abilify®), welche sich durch (partial-)agonistische Wirkung an
Do-ahnlichen Rezeptoren und gleichzeitigen aia-Rezeptor-Antagonismus  oder
5-HT1a-Rezeptor-Partialagonismus auszeichnen, was sich jeweils als vorteilhaft erwiesen
hat. Darlber hinaus sind potentielle synergistische Effekte von D»-/Ds-Dopaminrezeptor-
Agonisten und Hs-Histaminrezeptor-Antagonisten beziehungsweise MAO-B-Inhibitoren
beschrieben worden [Khanfar et al., 2016; deSouza & Schapira, 2017]. Die Kupplung
eines Strukturelements vom Hs-Histaminrezeptorantagonisten Pitolisant (Wakix®) mit
einem Amitriptylin-Baustein hat bereits einen aussichtsreichen Arzneistoffkandidaten mit
D1-/D2-/D3- und Hs-Rezeptoraffinitat geliefert [Coburg et al., 2009]. Angestrebt wird die
Darstellung und Charakterisierung eines strukturell vergleichbaren Dual-Targeting-
Liganden, bei dem ein Austausch des Amitriptylin- gegen einen Talipexol-Baustein erfolgt,
da dieser eine hohere Selektivitat fir die therapeutisch relevanten D»- und

Ds-Dopaminrezeptoren gegeniber dem D1-Rezeptor aufweist.

Bei Morbus Parkinson zeigt die Gabe von MAO-B-Hemmern als Add-on zu
Dopaminrezeptoragonisten eine Besserung der Motorsymptome [Riederer & Laux, 2011].
Weiterhin legen die Therapieerfolge mit Safinamid (Xadago®) einen klinischen Nutzen fiir
eine bimodale Stimulation der dopaminergen Transmission nahe. Ein Arzneistoff, welcher

dopaminerge Signale Uber eine Hemmung der MAO-B und simultane
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D,-/Ds-Rezeptoraffinitat  beeinflusst, koénnte eine  Kombinationstherapie  aus
MAO-Inhibitoren und Dopaminrezeptorliganden ersetzen und dadurch ein niedrigeres
Risiko fur Arzneimittelwechselwirkungen sowie eine hohere Compliance aufweisen. Daher
sollen im Rahmen der vorliegenden Arbeit Dopaminrezeptorliganden hervorgebracht

werden, welche zuséatzlich eine Inhibition der MAO aufweisen.
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Die in dieser Arbeit beschriebenen Verbindungen wurden ausgehend vom Arzneistoff
Talipexol entwickelt. Dabei sind die Endverbindungen verglichen mit Talipexol in drei
wesentlichen Positionen des Thiazoloazepan-Grundgerusts chemisch modifiziert
(Abb. 2.1).

Austausch der

Aminfunktion gegen Austausch des Allylrests gegen andere C3-

H oder Alkyl-O Einheiten oder Kopplung mit 4-Arylpiperazinen
oder Amiden uber Alkylspacer
3 4
N 5
2
HN— | 6N
? _<S N\—

1 7

8

|

Verschiebung der
Stickstoffposition zum
Thiazolo[5,4-c]lazepan

Abbildung 2.1: Leitstruktur Talipexol und synthetische Variationen.

Die Grundstruktur des Talipexols soll dabei einerseits im Hinblick auf eine Erhéhung des
Arzneistoffcharakters und andererseits im Hinblick auf eine Steigerung der
D.-/Ds-Rezeptoraffinitdt optimiert werden. Neben den Modifikationen, welche wenig
Einfluss auf die raumliche Ausdehnung des Liganden haben (Austausch der Aminfunktion
gegen Wasserstoff in 2-Position, Austausch des Allylrests gegen andere C3-Einheiten in
6-Position sowie Verschiebung der Stickstoffposition) sind erganzend in 2- und 6-Position
Kupplungen mit weiteren Molekulbausteinen geplant. Abgesehen von einem Dual-
Targeting-Effekt, also der Affinitat des erhaltenen Liganden zu mehreren Rezeptor- oder
Enzymfamilien  gleichzeitig, ist  hierdurch auch eine  Erweiterung des
D.-/Ds-Pharmakophors  denkbar. Die  Rdntgenstrukturanalysen der D»>- und
Ds-Dopaminrezeptoren haben dargelegt, dass sich ausgehend von der orthosterischen
Bindetasche der Dopaminrezeptoren sowohl in Richtung des Extrazellularraums [Chien et
al., 2010] als auch unmittelbar an die orthosterische Bindetasche angrenzend (nur beim
D.-Dopaminrezeptor) [Wang et al, 2018] Kavitaten befinden, an denen der Ligand

zusatzliche Interaktionen mit dem Rezeptor austiben kann.

Zunachst lag der Fokus auf der Darstellung der Thiazoloazepan-Talipexol-Grundstruktur
als Ausgangsverbindung fur die Synthese der geplanten Struktur-Analoga. Dabei wurde
eingangs das bisher zur Talipexolsynthese etablierte Verfahren bewertet.
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2.1 Synthese von Thiazoloazepanen

2.1.1 Talipexol

Fur den in Japan zugelassenen Arzneistoff Talipexol ist in einem Patent der Dr. Thomae
GmbH aus dem Jahr 1970 erstmals eine Synthese beschrieben worden [Griss et al.,
1970]. Dort wird Talipexol aus N-Allylazepan-4-on (F, Abb. 2.2), Brom und Thioharnstoff
dargestellt. Aus einem spateren Patent der Dr. Thomae GmbH geht hervor, dass
N-Allylazepan-4-on analog zu Vorschriften von Yokoo und Morosawa hergestellt wurde
[Griss et al, 1971; Yokoo & Morosawa, 1956b, 1956a]. Dies umfasst die
MICHAEL-Addition von Allylamin (A) an Ethylacrylat (B) zu N-Allylaminopropionsaure-
ethylester (C), welcher Uber eine Sn2-Reaktion mit 4-Brombuttersaureethylester weiter
umgesetzt wurde. Das Produkt, der Dicarbonsaureester D, reagierte mithilfe von
Natriumethanolat tiber einen Zeitraum von Uber 16 Stunden in siedendem Xylen im Sinne
einer DIECKMANN-Kondensation zum zyklischen B-Ketoester E, welcher noch im selben
Ansatz mit konzentrierter Salzsdure unter Rickflussbedingungen zu N-Allylazepan-4-on
(F) decarboxyliert wurde. Nach Literaturangaben wurde Verbindung C jedoch nur in
16 %iger Ausbeute zum Heterozyklus F umgesetzt. Dieser wurde gemall Patent mit
Bromwasserstoffsaure und elementarem Brom in Eisessig zu Bromketon (G) umgesetzt,
welches Uber eine Thiazolsynthese nach HANTzSCH [Hantzsch & Traumann, 1888] mit
Thioharnstoff in Ethanol unter Rickflussbedingungen zu Talipexol kondensierte und als

Dihydrochlorid-Salz gefallt wurde.

O
H PSS
HsC._O a_ He O N b | HC OM c
HZN\/\ + M3 T(\ — = 3 W \/\ —_— — =
X H3C O N

A B Cc D

\/Owj\/)_\_ 7/\31_ j:)x i’“z“*/‘

Abbildung 2.2: Darstellung von Talipexol nach Griss und Kollegen, 1970.
(a) Ethanol, RT; (b) 4-Brombuttersaureethylester, ohne Losungsmittel; (c) i: NaOEt, Xylen, Rickfluss; ii: konz.

HCI, Ruckfluss; (d) i: Brz, HBr in AcOH, RT; ii: Thioharnstoff, Ethanol, Riickfluss.
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2.1.2 Darstellung des Azepanon-Bausteins

Da die Zielverbindungen der vorliegenden Arbeit Uberwiegend ein anelliertes
Azepangerust enthalten, bestand zunachst Bedarf an einem zu N-Allylazepan-4-on (F)
analogem Azepan-4-on-Baustein. Eine gegenuber der Vorschrift aus dem Patent der Dr.
Thomae GmbH effizientere Darstellung des Azepan-4-on-Bausteins war aufgrund des
hohen Bedarfs gesucht. Verglichen mit Talipexol sollten die Zielverbindungen jedoch
anstelle eines Allylrests teilweise mit einem zweiten basischen Baustein Uber eine
konvergente Syntheseroute gekuppelt werden (Kap. 2.5). Daher war in der
Syntheseplanung vorgesehen, einen Azepan-4-on-Baustein darzustellen, der entweder
Uber eine freie Stickstofffunktion oder eine Stickstofffunktion verfiigt, welche unmittelbar
vor der entsprechenden Kupplungsreaktion zuganglich gemacht werden und somit als

Vorstufe fir viele der geplanten Strukturmodifikationen dienen kann.
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Abbildung 2.3: Geplante Syntheseroute fir das Azepanon Uber BECKMANN-Umlagerung.
(a) Hydroxylaminhydrochlorid, MeOH/Wasser, Riickfluss; (b) Methode A: NaOH/p-TsCl, Aceton, RT; Methode

B: Cyanurchlorid/Zinkchlorid oder lod, Acetonitril, Rickfluss; (c) H2SO4, 120 °C.

Zu diesem Zweck wurde 1,4-Cyclohexandionmonoethylenketal (H, Abb. 2.3) mit
Hydroxylaminhydrochlorid in das entsprechende Oxim (l) Gberflhrt. Das Oxim sollte Gber
eine BECKMANN-Umlagerung zu Azepan-2-on-5-ethylenketal (J) umgesetzt werden und
nach Spaltung der Ketalschutzgruppe in wassriger Saure Azepan-2,5-dion K ergeben.
Der Azepan-Stickstoff ist in diesem Fall in Form eines Amids geschutzt und kann nach
Ablauf der Folgeschritte durch Reduktion in das sekundare Amin Uberfihrt werden

konnen, sodass Kupplungen an dieser Position moglich sind.

Als erstes wurde versucht, das Oxim nach Vorschrift von Tarkin-Tas und Mathias mithilfe
von Natriumhydroxid und Zugabe von 1,8 Aquivalenten p-Toluolsulfonsaurechlorid bei
Raumtemperatur in das Azepanderivat zu Uberfihren [Tarkin-Tas & Mathias, 2010]. Diese
Methode versprach eine Umlagerung unter vergleichsweise milden Bedingungen und
Erhalt der Ketalschutzgruppe. Werden die Ergebnisse von Tian und Kollegen auf die
vorliegende Reaktion Ubertragen, so dient p-Toluolsulfonsaurechlorid hierbei als Initiator
fur die Bildung des Tosylats M (Abb. 2.4). Dieses lagert zu Verbindung N um, welche mit
einem weiteren Molekul L den Komplex O bildet. Aus Komplex O geht einerseits Lactim P

und andererseits Tosylat M hervor. Wahrend Lactim P zum gewunschten Azepan J
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tautomerisiert, kann das gebildete Tosylat M erneut reagieren. Somit handelt es sich um

einen sich selbst erhaltenden Reaktionsmechanismus [Tian et al., 2013].
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202 G0 ™ G0 — 0oy

// \\

o) o !
( ( +H,0 (O i
o) NH =— 0O N = !
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Abbildung 2.4: Mechanismus der BECKMANN-Umlagerung (oben), modifiziert nach [Tian
et al., 2013] und der Mechanismus der NEBER-Umlagerung (unten), modfiziert nach
[[Harwood, 1995]].

Diese Methode konnte jedoch nicht das gewlinschte Produkt hervorbringen. Die Ursache
hierfir kann darin liegen, dass unter den Bedingungen anstelle der Umlagerung von
einem stabilen sechsgliedrigen Ring zu einem weniger stabilen siebengliedrigen Ring
stattdessen das Sulfonylchlorid durch die Lauge zu p-Toluolsulfonat umgesetzt wurde.
DarlUber hinaus kann sich unter diesen Reaktionsbedingungen das a-Aminoketon S Gber

eine NEBER-Umlagerung als Konkurrenzreaktion bilden.

Die Versuche, das Oxim ohne Basenzusatz nach Vorschrift von Ganguly und Mondal
beziehungsweise Furuya und Kollegen mit lod oder Cyanurchlorid und Zink(Il)chlorid als
Lewis-Sauren in siedendem Acetonitril umzulagern [Ganguly & Mondal, 2010; Furuya et
al., 2005], konnten ebenso wenig das gewunschte Produkt hervorbringen. Daher wurde
eine klassische Variante, welche auch zur Darstellung von e-Caprolactam aus
Cyclohexanonoxim beschrieben ist, verwendet [Schwetlick, 2000]. Hierbei wurde das

Oxim in konzentrierter Schwefelsdure geldést und tropfenweise zu 120°C heilRer
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konzentrierter Schwefelsdure gegeben. Nach Neutralisation und anschlieBender
Aufarbeitung blieb jedoch nur ein schwarzes Ol zuriick. Diinnschichtchromatographie und
anschlielende Farbung mit Kaliumpermanganat zeigten viele Nebenprodukte, eine

weitere Aufarbeitung war nicht vielversprechend.

Eine andere Syntheseroute wurde daher zur Darstellung des Azepan-4-on-Bausteins
gewahlt. Finney und Riley beschrieben erstmals 1980 die Synthese eines Azepans mit
B-Ketoester-Funktion (analog zu Verbindung (E) aus Abb. 2.2) aus einem geschutzten
4-Piperidonderivat und Diazoessigsaureethylester Uber eine Ringerweiterung nach der
BUCHNER-CURTIUS-SCHLOTTERBECK-Reaktion [Finney & Riley, 1980]. Bei dieser Reaktion
erfolgt ein nukleophiler Angriff des Diazo-Kohlenstoffs an die Ketofunktion des
4-Piperidonderivats. Das gebildete Intermediat (V, Abb. 2.5) kann unter
Stickstoffabspaltung als treibende Kraft in Form einer [1,2]-Verschiebung zum
gewlnschten Produkt umlagern oder durch Addition des Sauerstoffs zu einem Epoxid als
Nebenprodukt reagieren. Die Zugabe von Bortrifluoriddiethyletherat als Lewis-Saure flihrt
zu einer derart erhohten Reaktivitdit des Carbonyls, dass die Reaktion selbst bei
Verwendung der im Gegensatz zu Alkyldiazoverbindungen reaktionstrageren
Acyldiazoverbindung Diazoessigsaureethylester (2) auf —-78 °C abgeklhlt werden kann.
Dies vermindert die Wahrscheinlichkeit fur Nebenreaktionen und die Gefahr
explosionsartiger Umlagerungen. Ferner senkt es die Nukleophilie des Sauerstoffs bei
Intermediat V, sodass vor allem die Epoxidbildung vermieden wird [Tai & Warnhoff, 1964].
Der entstehende [B-Ketoester 3a kann anschlieRend in Mineralsduren oder

Alkalihydroxiden zum gewlnschten Azepan-4-on-Baustein 3 decarboxyliert werden.
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Abbildung 2.5: Synthese von Cbz-geschutztem Azepan-4-on.
(a) K2COs, Chlorameisensaurebenzylester, Ethylacetat/Wasser, RT; (b) H2SO4, NaNO2, DCM/Wasser,
-10 °C; (c) BF3-Etherat, Et20, =78 °C; (d) KOH, EtOH/Wasser, Riickfluss.
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Die Schitzung von 4-Piperidon (T), die Ringerweiterung des erhaltenen 4-
Piperidonderivats 1 und die direkt im Anschluss durchgeflihrte Decarboxylierung zu 3
erfolgten mit einer Gesamtausbeute von 74%. Als Schutzgruppe wurde eine
Benzylcarbamatfunktion gewahlt, da diese unter den im Syntheseverlauf aufkommenden

sauren und basischen Bedingungen stabil ist.

2.1.3 Kondensation zu Thiazoloazepanen

Das Chz-geschitzte Azepan-4-on (3) wurde im weiteren Syntheseverlauf als Vorstufe zur
Darstellung von geschitztem 2-Aminothiazolo[4,5-d]azepan (E, Abb. 2.6), dem anellierten
Grundgertst von Talipexol, genutzt. Hierfir wurde nach Halogenierung in a-Stellung zur
Ketogruppe (A) eine HANTZSCH-Thiazolsynthese [Hantzsch & Traumann, 1888]
durchgeflihrt. Zur Darstellung von Tetrahydrobenzothiazol-Derivaten wurde dazu haufig
auf eine leicht abgewandelte Variante der Vorschrift von Schneider und Mierau
zurtckgegriffen [Schneider & Mierau, 1987; Griffin, 2005; Saur, 2007; Stark, 1998]. Diese
sah vor, dass ein entsprechendes Keton in einer Saure, etwa Essigsdure oder
Bromwasserstoffsdure, gelést und in einer Eintopf-Reaktion zunachst mit elementarem
Brom und anschliefiend mit Thioharnstoff umgesetzt wurde. Wahrend Schneider und
Mierau den Ansatz sofort nach Zugabe des Thioharnstoffs auf Ruckflusstemperatur
erwarmten, erfolgte dies bei dem optimierten Verfahren erst mit dreiRigminGtiger
Verzégerung [Stark, 1998]. Es soll ermdglichen, dass zunachst die Sn2-Reaktion
zwischen dem Bromketon und Thioharnstoff ohne Entstehung von Nebenprodukten
ablauft und sich das Thiouroniumsalz bilden kann. Das Bromatom wird stets durch die
Schwefelgruppe des Thioharnstoffs ersetzt, da Alkylbromide als ,weiche’ Elektrophile
bekannt sind und vorrangig mit grofen Nukleophilen wie Schwefel reagieren [Hantzsch &
Traumann, 1888].
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Abbildung 2.6: Bromierung und Mechanismus der anschlieBenden HANTZSCH-
Thiazolsynthese am Beispiel von Cbz-geschutztem Azepan-4-on.
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Das Thiouroniumsalz (B) konnte dann bei anschlieendem Erhitzen (ber eine
Halbaminal-ahnliche Struktur (C) zum 2-Aminothiazol (E) kondensieren. Das Kochen der
Verbindung 3 in Saure hatte jedoch eine teilweise Entschitzung der Cbz-Gruppe und
somit die Entstehung von Nebenprodukten zur Folge. Daher wurden die
Reaktionsbedingungen dahingehend angepasst. Fur die Bromierung in a-Stellung zur
Ketogruppe wurde das Azepanonderivat 3 in reichlich Chloroform anstelle der Saure
gelést und tropfenweise mit einer Bromlosung versetzt. Die Entfarbung des
Reaktionsansatzes zeigte jeweils die erfolgreiche Umsetzung des elementaren Broms an.
Die Zutropfgeschwindigkeit der Bromldsung wurde dabei derart eingestellt, dass der
Ansatz stets entfarbt blieb. Gemeinsam mit der hohen Verdinnung des Ansatzes wurde
dadurch die Konzentration des elementaren Broms im Reaktionsgemisch gering gehalten,
um einer Mehrfachbromierung vorzubeugen. Wahrend die Entfarbung nach Zugabe der
ersten Tropfen Bromlosung lange dauerte, trat sie im Anschluss immer rascher ein. Die
Bromierung in a-Keto-Position verlauft iber das zum Keton tautomeren Enol (F, Abb. 2.7).
Im Gegensatz zum bereits etablierten Verfahren wurde jedoch ohne Saurezugabe
bromiert, sodass das Gleichgewicht der Tautomerie auf der Seite der Ketoform liegt und
die Reaktion somit anfangs nur langsam ablauft. Im Verlauf der Reaktion wird jedoch tUber
eine Oxoniumion-Zwischenstufe (G) Bromwasserstoffsaure freigesetzt. Diese bewegt das
Gleichgewicht starker in Richtung der Enolform F, weshalb die Reaktion in der Folge
schneller ablauft. Erst wenn eine beinahe aquimolare Menge Brom zum Ansatz gegeben
wurde, tritt die Entfarbung wieder langsamer ein, da weniger Edukt zum Abreagieren zur
Verfligung steht. Insgesamt zeigte sich jedoch eine deutlich langsamere Umsetzung als
bei dem bisher beschriebenen Verfahren [Saur, 2007]. Demnach musste im Vergleich zur
Arbeitsvorschrift nach Saur auch auf eine Kihlung des Ansatzes verzichtet und bei
Raumtemperatur gearbeitet werden. Daruber hinaus handelte es sich bei dem Edukt
anders als bei vorigen Synthesen um ein asymmetrisches Keton. Denkbar ist, dass neben
der Halogenierung in Position 5 des Azepanonderivats 3 zu Bromketon A auch noch Uber
die Enolform H das in Position 3 halogenierte Bromketon J gebildet werden kann. Dies
wurde bislang in der Literatur kontrovers diskutiert, manche Ergebnisse legten
ausschlie8lich eine Bromierung in Position 5 (A) nahe [Proctor & Redpath, 1996]. Im
Anschluss an die Reaktion wurde mit carbonathaltiger Losung gewaschen, um die
entstandene  Bromwasserstoffsaure zu neutralisieren und den Erhalt der
Cbz-Schutzgruppe im Folgeschritt zu gewahrleisten. Es wurde ohne weitere Aufarbeitung
direkt im Sinne einer HANTzSCH-Thiazolsynthese weiter umgesetzt (Abb. 2.8). Nach
Zugabe des Thioharnstoffs wurde zunachst bei Raumtemperatur gerthrt, um die Bildung
des Thiouroniumsalzes zu ermdoglichen. Danach wurde zum Ruckfluss erhitzt, um die

Kondensation zum Aminothiazol zu erzielen. Aus dem geldsten Rohprodukt konnte ein
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Feststoff gefallt werden. Die Auswertung von 'H-NMR-Spektroskopiedaten konnte
belegen, dass es sich bei dem erhaltenen Feststoff um ein Gemisch aus zwei
Regioisomeren, dem jeweils Cbz-geschitztem 2-Aminothiazolo[4,5-d]lazepan (Abb. 2.8,
aus Bromketon A hervorgegangen) und 2-Aminothiazolo[5,4-c]lazepan (aus Bromketon J
hervorgegangen), handelte. Dieses Gemisch wurde aus Azepanonderivat 3 in einer
Ausbeute von 40 % gewonnen. Aus dem Ergebnis Iasst sich folgern, dass die Bromierung
im vorangegangenen Schritt in beiden a-Ketopositionen des Azepanonderivats, namlich in
Position 3 und 5, erfolgt sein muss. Bei dem erhaltenen Feststoff Gberwog das [4,5-d]-
Derivat. Da sich die Isomere durch sehr ahnliche physikochemische Eigenschaften
auszeichneten, etwa bei der Duinnschichtchromatographie fast identische R:~-Werte
aufwiesen, wurde auf eine Isomerentrennung zunachst verzichtet und diese erst nach den
Folgeschritten durch Saulenchromatographie erreicht. Bislang waren in der Literatur
2-Aminothiazolo[5,4-clazepane als Nebenprodukte der Bromierung und HANTZSCH-
Thiazolsynthese ausgehend von Azepan-4-on-Derivaten weder erwahnt noch isoliert
worden [Proctor & Redpath, 1996; Griss et al., 1970, 1971; Nirogi et al.].
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Abbildung 2.7: Mechanismus der Bromierung von Cbz-geschitztem Azepan-4-on und
Bildung zweier moglicher Regioisomere.
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Abbildung 2.8: Synthese der Verbindungen 6-9.
(a) i: Brz, CHCIs; ii: Thioharnstoff, EtOH, von RT auf Rickflusstemperatur; (b) 5-6M HCI, i-PrOH, Riickfluss;
(c) Isopentylnitrit, THF, 60 °C.

Die gangige Spaltung der Cbz-Schutzgruppe durch Hydrierung unter Verwendung von
Wasserstoff und eines Palladiumkatalysators war in diesem Fall ohne Erfolg, da
vermutlich der Schwefel des Thiazolrings von 4 und 5 an das Palladium adsorbierte und

den Katalysator somit vergiftete.

Das Isomerengemisch 4 wurde entweder in siedender isopropanolischer Salzsaure
entschitzt, was die 2-Aminothiazoloazepane 6 (42 % Ausbeute, bezogen auf 4) und 7
(7 % Ausbeute, bezogen auf 4) lieferte, oder vor der Entschitzung in 41%iger Ausbeute
deaminiert (5), woraus anschlielend die Thiazoloazepane 8 (66 % Ausbeute, bezogen
auf 5) und 9 (9% Ausbeute, bezogen auf 5) hervorgingen. Die entschitzten Isomere
lieBen sich jeweils wesentlich leichter chromatographisch trennen als ihre Cbz-

geschutzten Vorstufen.

Die Verbindungen 6-8 wurden im Anschluss mit Brompropan Uber eine nukleophile
Substitution zu den Verbindungen 10-12 (Abb. 2.9) umgesetzt. Dabei wurden Ausbeuten
zwischen 39 % und 65 % erzielt. Verbindung 10 wurde in der Vergangenheit bereits von
Griss und Kollegen aus 1-Propylazepan-4-on uber eine HANTzZSCH-Thiazolsynthese in
56%iger Ausbeute dargestellt [Griss et al., 1970]. Zur Darstellung der propargylierten
Verbindung 13 aus Verbindung 8 und Propargylbromid mussten die Bedingungen
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gegenuber Methode a angepasst werden. Die Reaktion verlief nur dann erfolgreich, wenn
Amin 8 vor Zugabe des Alkylans bei —60 °C mit Natriumhydrid deprotoniert worden war.

Dann wurde das Propargyl-Derivat 13 in 53%iger Ausbeute erhalten.
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Abbildung 2.9: Alkylierungsreaktionen am Azepan-Stickstoff.
(a) 1-Brompropan, K2COs, Acetonitril, 60 °C; (b) i: NaH, THF, —60 °C; ii: 3-Brompropin, THF, RT.

2.1.4 Deaminierung

Zur Darstellung der deaminierten Talipexolderivate 5 wurden verschiedene Methoden in
Betracht gezogen. Zunachst ware es moglich gewesen, die a-Bromketone A direkt mit
Thioformamid zu 5 umzusetzen. Thioformamid ist jedoch instabil und zerfallt leicht in
Schwefelwasserstoff und Blausaure [Willstatter & Wirth, 1909]. Daher muss es entweder
direkt vor der Reaktion oder aber in situ aus Formamid und Phosphor(V)-sulfid dargestellt
werden, wobei hier Blausdure und meta-Phosphorsaure als Nebenprodukte anfallen
kénnen [Vernin, 2009]. Ferner zeigt die HANTzSCH-Thiazolsynthese mit Thioformamid
niedrigere Ausbeuten als mit Thioharnstoff [Ganapathi & Venkataraman, 1945]. Bei der
Thiazolsynthese mit Thioformamid muss im Gegensatz zu der mit Thioharnstoff bei
Raumtemperatur  gearbeitet werden, da bei hdéheren Temperaturen die
Zerfallsgeschwindigkeit von Thioformamid in gréBerem Ausmall zunimmt als die
Reaktionsgeschwindigkeit der Thiazolbildung. Dadurch kommen erheblich langere
Reaktionszeiten zustande, wahrend derer sich Thioformamid zwangslaufig ebenfalls
zersetzt [Rohaly et al., 1999; Griffin, 2005]. Die Reaktion mit Thioformamid ware also mit
hohem Aufwand und geringer Ausbeute verbunden. Dies fuhrte zu dem Entschluss,
zunachst die 2-Aminothiazole 4 herzustellen und diese bei Bedarf zu deaminieren. Fir die

Deaminierung wurden zwei Methoden angewandt und verglichen.
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Zunachst wurde nach Saur das Isomerengemisch 4 in konzentrierter Salzsadure in der
Kalte geruhrt und eine wassrige Natriumnitrittdsung unter anhaltender Kihlung zugetropft,
sodass die Diazotierungsreaktion durch das entstehende Nitrosylkation ablauft [Saur,
2007]. AnschlieBend wurde als Reduktionsmittel hypophosphorige Saure hinzugefugt,
damit sich unter Stickstoffabspaltung das 2-H-Thiazolderivat bildete. Flur diesen Prozess
wurde der Ansatz Uber Nacht kihl gelagert. Am Folgetag wurde unter erneuter Kuihlung
alkalisiert, das Produkt extrahiert und das Extrakt saulenchromatographisch aufgereinigt.
Neben der 2-Chlor-Verbindung entstanden dabei auch weitere Nebenprodukte, die nicht

isoliert wurden.

Als zweite Variante wurde das Isomerengemisch 4 analog zur Vorschrift von Gibson und
Kollegen in Tetrahydrofuran gelést und nach Zugabe von Isopentylnitrit fur zwei Stunden
bei 60 °C gerlthrt [Gibson et al., 2009]. AnschlieBend wurde der Ansatz eingeengt und
saulenchromatographisch aufgereinigt. Uber den genauen Reaktionsmechanismus gibt es
verschiedene Theorien von Doyle und Kollegen [Doyle et al., 1977] oder Ek und Kollegen
[Ek et al., 2002]. Beide Forschungsgruppen postulieren einen radikalischen Verlauf. Nach
Ek und Kollegen bildet sich bei der Reaktion zwischen Amylnitrit A (Abb. 2.10) und dem
2-Aminothiazolderivat (B) unter Abspaltung von Amylalkohol die Zwischenstufe C.
Letztere befindet sich in einem Gleichgewicht mit ihrem korrespondierenden Diazotat D
und dem Diazoniumsalz E, welche zum Diazoanhydrid F reagieren. Aus diesem gehen
nach Stickstoffabspaltung die Radikale G und H hervor. Die Radikale entziehen dem
Losungsmittel Tetrahydrofuran ein Wasserstoffradikal an dem zum Sauerstoff
benachbarten Kohlenstoff [Cadogan & Molina, 1973]. Aus Verbindung G wird somit erneut
die Zwischenstufe C gebildet, aus Verbindung H das gewtnschte 2-H-Thiazol (I). Eine
Dimerisierung von Thiazolradikalen oder Reaktionen mit den Radikalen des
Tetrahydrofurans kdnnen zu Nebenprodukten fihren. Das erklart die Notwendigkeit einer
saulenchromatographischen Aufreinigung, um Nebenprodukte von der Zielverbindung zu

trennen.

Der Vergleich beider Methoden zeigte eine ahnliche Ausbeute von jeweils etwa 40 %.
Kirzere Reaktionszeiten und eine einfachere Handhabung sowohl bei der Durchflihrung
als auch bei der Isolierung des Reaktionsprodukts waren ausschlaggebend zugunsten der

zweiten Methode.
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Abbildung 2.10: Mechanismus der radikalischen Deaminierung nach Ek und Kollegen,
dargestellt am Beispiel des Cbz-geschitzten 2-Aminothiazolo[4,5-d]azepan (B).

2.2 Thiazolylether

Uber eine Etherfunktion in  2-Positon des Thiazols sollte ein zum
Hs-Rezeptorantagonisten Pitolisant analoges 3-(Piperidin-1-yl)prop-1-oxy-Strukturelement
eingeflhrt werden. Zur Darstellung dieser 2-Thiazolylether wurden die 2-Aminothiazole 10
und 11 zunachst Gber eine SANDMEYER-Reaktion in die entsprechenden 2-Bromderivate
14a (Abb 2.11, 27 % Ausbeute) und 15a (36 % Ausbeute) Uberflhrt. Hierbei wurde
zunachst in der Kalte in Bromwasserstoffsdure unter Natriumnitritzugabe das
Diazoniumsalz gebildet und nach Zugabe von Kupfer(l)bromid unter Stickstoffabspaltung
der Austausch gegen Bromid ermdglicht. Fur die bevorstehende nukleophile aromatische
Substitution wurde in einem separaten Ansatz zunachst der Aminoalkohol A unter
Stickstoffatmosphéare mit einem 1,2-fachen Uberschuss Natriumhydrid bei 90 °C geriihrt,
sodass sich das Alkoholat B bildete. Zu diesem Ansatz wurde dann jeweils das
Halogenthiazol 14a oder 15a getropft und weiter geriihrt. Ein flnffacher Uberschuss des
Aminoalkohols A und Bedingungen in Form von der Deprotonierung in der Hitze haben

sich bei der nukleophilen aromatischen Substitution positiv auf die Ausbeute, bezogen auf
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die deutlich schwerer zuganglichen Thiazoloazepane 14a oder 15a, ausgewirkt. So
konnte der Thiazolylether 14 in 25%iger und der Thiazolylether 15 in 22%iger Ausbeute

erhalten werden.
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Abbildung 2.11: Darstellung der Thiazolylether.
(a) i: wassr. HBr, NaNOz, =10 °C; ii: Cu(l)Br, =10 °C; (b) i: A in Dioxan, NaH, 90 °C; ii: Zugabe Halogenthiazol,
90 °C.

2.3 Synthese eines symmetrischen deaminierten Talipexol-Analogons

Zur Herstellung eines Uber einen Butyl-Spacer verkntpften Thiazolo[4,5-dlazepan-Dimers
wurde zunachst das kommerziell erhaltliche Acetal 2,5-Dimethoxytetrahydrofuran A
(Abb. 2.12) in 0,1 molarer Salzsaure erhitzt, um Succinaldehyd (16a) zu erhalten
[Froehlich et al., 2015]. Aufgrund seiner Instabilitdt muss es stets frisch vor dem jeweiligen
Folgeschritt hergestellt werden, da Succinaldehyd leicht Tetrahydrofuran-haltige Polymere
bildet [Hardy et al., 1972]. Ahnliches gilt fiir die im Folgenden hergestellten Aldehyde
(Kap. 2.3-2.6), welche ebenfalls aufgrund ihrer Reaktivitat frisch hergestellt und direkt

umgesetzt wurden.

Das getrocknete Succinaldehyd wurde im Sinne einer reduktiven Aminierung mit zwei
Aquivalenten des Azepans 9 versetzt und mit etwas Verzdgerung Natriumtriacetoxy-
borhydrid hinzugefligt, um die gebildeten Enamin-Zwischenstufen zu tertiaren Aminen zu
reduzieren, sodass die Bis-Verbindung 16 in 21%iger Ausbeute (bezogen auf Azepan 9)

entstand.
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Abbildung 2.12: Darstellung der Bis-Verbindung 16.
(a) 0,1 M HCI, 90 °C; (b) 1,2-Dichlorethan, Natriumtriacetoxyborhydrid, RT.

2.4 Amidsynthese

Zur Darstellung des Amids 17 (Abb. 2.13) wurde zunachst 1-Adamantancarbonsaure (A)
in Thionylchlorid gerthrt. Nach Abdestillieren des Thionylchlorids wurde das Rohprodukt
mit 4,4-Diethoxybutylamin in einer Additions-Eliminierungs-Reaktion zu Amid 18a
umgesetzt. AnschlieBend wurde die Acetalfunktion von 17a zum Aldehyd 17b in
quantitativer Ausbeute gespalten. Bedingt durch die schlechte Wasserloslichkeit des
Adamantylamids 17a wurde die Acetalspaltung in einem Gemisch aus Wasser und
Ethanol durchgeflhrt.

CHs,
o—/
O o=
"o a_ e’ J\_L TN
—— NH R NH
(@)
O (@)
A 17a 17b

e
9
A~
30

17 ©

Abbildung 2.13: Synthese des Amids 17.

(a) i: SOCI2, 60°C; ii: 4,4-Diethoxybutylamin, EtsN, DCM, RT; (b) HCI, AcOH, EtOH, Wasser, RT;
(c) 1,2-Dichlorethan, Natriumtriacetoxyborhydrid, RT.

Ahnlich der im vorigen Abschnitt dargestellten Synthese wurde der erhaltene Aldehyd 17b
mit Azepanderivat 9 im Sinne einer reduktiven Aminierung zu Verbindung 17 umgesetzt

und in 54%iger Ausbeute erhalten.
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2.5 Kupplung an Arylpiperazine

Hochaffine, bitopische Dopaminrezeptorliganden bestehend aus Pramipexol- oder
Etrabaminbausteinen auf der einen Seite und verschiedenen Arylpiperazinen auf der
anderen Seite wurden bereits beschrieben [Saur, 2007; Biswas et al., 2008a]. Fir die
vorliegende Arbeit wurden Kupplungen mit den strukturverwandten Talipexolanaloga 6, 8
und 9 anstelle des Pramipexols oder Etrabamins etabliert. Wie bereits bei der Darstellung
des Amids 17 wurde hierflir keine lineare, sondern eine konvergente Synthesestrategie
verfolgt. Auf diesem Wege musste nicht fur jede geplante Endverbindung einzeln eine
Azepan-, beziehungsweise Thiazolstruktur aufgebaut werden, was deutlich effizienter war.
Die Amine 6, 8 und 9 wurden Uber den in Kapitel 2.1 beschriebenen Syntheseweg in
ausreichender Menge dargestellt und dann jeweils in einem letzten Syntheseschritt mit
den separat synthetisierten Arylpiperazinoalkylaldehyden (18b-19b & 21b-23b,
Abb. 2.15) gekoppelt.

Die Arylpiperazine wurden zundchst mit einem Uberschuss der jeweiligen
Halogenalkohole 2-Bromethanol oder 3-Chlorpropan-1-ol in einer Sn2-Reaktion umgesetzt
(Abb. 2.15). Hierbei wurde unter Zugabe von Kaliumiodid gearbeitet, um die damit
einhergehende Uberflhrung der Halogenalkohole in die reaktiveren lodalkohole zu
ermoglichen. Dennoch hat gerade die Umsetzung mit 3-Chlorpropan-1-ol lange
Reaktionszeiten erfordert und eine schlechte Ausbeute (35%) geliefert, sodass eine
saulenchromatographische Aufarbeitung notwendig war. Fir die Darstellung der
Butylalkohole wurde daher eine andere Synthesestrategie gewahlt. Auch hier war als
Alkylans das entsprechende Chlorderivat, 4-Chlorbutan-1-ol kommerziell erhaltlich.
Allerdings stand mit 4-Brombutylacetat ein reaktiveres Alkylans zur Verfugung, welches
beinahe quantitativ. mit den Arylpiperazinen abreagierte und noch im selben
Reaktionsschritt unter Verwendung von Natronlauge problemlos in den entsprechenden
Alkohol Uberfuhrt werden konnte, welcher jeweils durch Extraktion isoliert wurde
(33—-75 % Ausbeute). Diese Reaktion war gegeniber der Umsetzung mit einem
Uberschuss an Chloralkoholen in der Aufarbeitung, der Ausbeute, der Reaktionszeit und
auch dkonomisch Uberlegen. Dank der konvergenten Synthesestrategie konnten derartige
Syntheseoptimierungen im Vergleich zu einer linearen Strategie schneller durchgefiihrt
werden und trugen nicht das Risiko, dass bei Misserfolg des Syntheseschritts schwer

zugangliche Synthesevorstufen verloren gehen.

In der Folge wurden die erhaltenen Alkohole (18a—19a, 21a—23a, Abb. 2.14) Uber eine
SWERN-Oxidation [Mancuso & Swern, 1981] in die entsprechenden Aldehyde (18b—19b,
21b-23b) Uberfuhrt. Hierfur wurde zunachst Oxalylchlorid (A) bei Temperaturen von unter

-50 °C tropfenweise mit Dimethylsulfoxid (B) versetzt. Der Sulfoxid-Sauerstoff greift an
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einem der Oxalylchlorid-Kohlenstoffe an und reagiert tber eine Additions-Eliminierungs-
Reaktion zum Intermediat C. Dieses kann unter Abspaltung je einen Molekils
Kohlendioxid und Kohlenmonoxid Chlordimethylsulfoniumchlorid (D) bilden. Anschliel3end
wurde unter anhaltender Kihlung der primare Alkohol zugesetzt. Dieser kann sowohl C
als auch D nukleophil angreifen. Fir das Endresultat der Reaktion ist es jedoch
unerheblich, mit welchem aktivierten Sulfoniumion der Alkohol reagiert. Bei der Reaktion
des Alkohols mit Intermediat C kann aus der entstehenden Zwischenstufe E namlich
ebenso Kohlendioxid und Kohlenmonoxid freigesetzt werden. In jedem Fall wird
Zwischenprodukt F erhalten. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde Triethylamin
hinzugegeben, welches F zum Ylid G deprotoniert. Ylid G liefert nach B-Eliminierung
Dimethylsulfid (I) und den gewlnschten Aldehyd [Bruckner, 2014]. Als Nebenprodukt
kann durch einen intramolekularen Angriff des negativ geladenen Ylid-Kohlenstoffs das
Thioacetal H als Nebenprodukt gebildet werden [Marx & Tidwell, 1984].

cl CH; DCM c o _ CHs | _
O + o=g . a — _S—CHs| Cl
o ch, s0°c | © LHs -CO, CI”+
Cl 0-S—CH;s -Cco
A B c D
HO
Hol|+ R
18a-19a, 21a-23a
o]
o)
HO
OR/E CHs HCl [ + _\R
0-S—CHj,
O—\ 18a-19a, 21a-23a
R
E
-CO&\
-CO
H _
FHs _ +EtN Lz
+S7CHs o — +S~CHg
o -Et;NH*CI 00—\
R R
F G
R= ,(<ﬁ*N N-Aryl
n \/ &
Nr. n Aryl
18a/18b 1 -Benzoyl HC, %
19a/19b 1 -(2-Methoxy)phenyl S—\
21a/21b 3 -(2-Methoxy)phenyl 0\ H HaC,
22a/22b 3 -2,3-Dichlorphenyl H R 0=< + S—CHj
23a/23b 3 -Pyrimidin-2-yl R

18b-19b, 21b-23b 1

Abbildung 2.14: Mechanismus der SWERN-Oxidation am Beispiel der eingesetzten
(4-Arylpiperazin-1-yl)alkanole, modifiziert nach [Bruckner, 2014]; [Marx & Tidwell, 1984].
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Das Arbeiten bei tiefen Temperaturen unter Schutzgasatmosphére und die Verwendung
von trockenen Lo&sungsmitteln waren fir eine mdglichst quantitative Umsetzung
unabdinglich, da die Formen des aktivierten Dimethylsulfoxids instabil sind. Gegenlber
anderen Oxidationsmethoden, etwa mit Pyridiniumdichromat, besteht bei der SwERN-
Oxidation der Vorteil darin, dass ohne toxische Reagenzien gearbeitet werden kann.
Zudem erfordert die Aufreinigung lediglich eine wassrige Aufarbeitung mit Carbonatlésung
im Scheidetrichter und Trocknung der organischen Phase. Das erhaltene Rohprodukt
enthielt im Gegensatz zu vorigen Berichten [Saur, 2007] nach Auswertung von 'H-NMR-
Spektren keine Spuren von Dimethylsulfoxid oder Triethylamin mehr. Von sehr geringen
Spuren des Thioacetals H abgesehen konnten keine weiteren Verunreinigungen im
Spektrum ausgemacht werden, sodass einer weiteren Umsetzung nichts entgegensprach.
In der Literatur werden unterschiedliche Temperaturen von —-40°C bis -80°C zur
Durchfihrung der Reaktion empfohlen. [Brickner, 2014; Eriks et al., 1992; Marx &
Tidwell, 1984; Saur, 2007]. Temperaturen von unter =70 °C nach Zugabe der Base sollen
verhindern, dass Thioacetal H gebildet wird [Saur, 2007]. Das Arbeiten bei —50 °C brachte
laut "H-NMR-Spektroskopie keine nennenswerten Mengen des Nebenprodukts hervor.
Die Aldehyde wurden direkt mit den aliphatischen Aminfunktionen der Amine 6 und 8 im

Sinne einer reduktiven Aminierung umgesetzt (Abb. 2.15).

N
R ENH
s

6; R'=H,N-
8; R'=H-

n

N
/N aoderb HO /~\ c O= —\ d R1—</ ‘ N
HN N-R? ——— N N-RZ — N N—R? S -R?
L) _(\-)— _(\?; _(\-):N N-R

18a-19a, 21a-23a 18b-19b, 21b-23b 18-19, 21-25
Nr. R! n R? Nr. R! n R?
18a 1 22a 3 Cl Cl
18b 1
18 H 1 22b 3
) > 22 H- 3
24 H,N- 3
19a 1
19b 1
H,CO
19 H- 1 3 23a 3
N=
21a 3 }—<\ > 23b 3 :>
21b 3 23 H- 3 H\N /
21 H- 3 25 H,N- 3

Abbildung 2.15: Kupplung mit Arylpiperazinen Uber reduktive Aminierung.

(a) 2-Bromethanol, K2COs, Acetonitril, 40 °C; (b) i: 4-Brombutylacetat, K.CO3s, DMF, 60 °C; ii: KOH, MeOH,
Ruckfluss; (c) i: DMSO, Oxalylchlorid, DCM, =50 °C; ii: EtsN; (d) Amin 6 oder 8, Natriumtriacetoxyborhydrid,
1,2-Dichlorethan, RT.
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Die Verwendung eines Uberschusses der Aldehyde gegeniiber den Aminen hat sich
bewahrt, um mdglichst hohe Ausbeuten an Endverbindungen, bezogen auf das jeweilige
Amin, zu erzielen. Dies war insofern sinnvoll, da die Amine 6 und 8 aufwandiger in der
Darstellung waren als die Aldehyde 18b—19b und 21b—23b. Die Verbindungen 18-19 und

21-25 konnten in 7-37%iger Ausbeute erhalten werden.

Als weitere Variante zur Gewinnung bitopischer Endverbindungen wurde die Alkylierung
der Amine uber ein Mesylatintermediat angewandt, da diese Methode gegenuber einer
SWERN-Oxidation und anschliellender reduktiver Aminierung weniger Aufwand bereitet.
Dazu wurde der Alkohol 20a (Abb. 2.16) mit Methansulfonylchlorid in das Mesylat A
Uberfiihrt und das erhaltene Rohprodukt mit den Aminen 8 und 9 umgesetzt. Uber diese
Methode ist es gelungen, die Uber einen Propylspacer verknipften Verbindungen 20 und

26 in jeweils 28%iger Ausbeute auf einem effizienten Weg darzustellen.

QN
<\l—_r\> OCHs

20
HO o=s§ b
HN—> _\—\ (0] O—\_\

N OCH; g Q_ b N
N  OCH, O
N  OCH,

20a — A —

//—S
N~

N—\_\N

Q—_r} OCHj
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Abbildung 2.16: Kupplung mit Arylpiperazinen Uber Mesylate.
3-Chlorpropanol, K2COs, Acetonitril, 40 °C; (b) i: Methansulfonylchlorid, EtsN, DCM, =10 °C; ii: Amin 8 oder 9,
Acetonitril, K2CO3, 33 °C.
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2.6 Synthese eines Etrabamin-Analogons

Die Kupplung von Talipexol-Analoga mit einem 1-(Pyrimidin-2-yl)piperazin-Rest
(23 und 25) erfolgte im Rahmen eines Dual-Targeting-Konzepts. Das 1-(Pyrimidin-2-
yl)piperazin-Pharmakophor zeigte als Bestandteil bivalenter Strukturen eine selektive
Inhibition der MAO [Kaya et al., 2017]. Verbindungen mit simultaner MAO-Inhibition und
dopaminerger Affinitat wurden angestrebt. Als Analogon zu den Talipexol-Derivaten 23
und 25 wurde das N-propylierte Etrabaminderivat 27 (Abb. 2.17) dargestellt. Hierzu wurde
auf die von Saur etablierte Syntheseroute zurlckgegriffen [Saur, 2007].
1,4-Cyclohexandion-monoethylenketal (A, Abb. 2.17) wurde mit Propylamin reduktiv
aminiert. AnschlieRend wurde in einem Eintopfverfahren die Schutzgruppenabspaltung,
Bromierung und HANTZSCH-Thiazolsynthese durchgefuhrt [Stark, 1998], um racemisches
Pramipexol (27b) zu gewinnen. Dieses wurde deaminiert, sodass das racemische
Etrabamin-Analogon 27c entstand, welches in der Folge mit Aldehyd 23b zur

Endverbindung 27 in 72%iger Ausbeute reduktiv alkyliert wurde.

O
gh - Q/O\NH b, HZN_{]CLNH - </Z]CLNH
A o H H

27a CHs 27b CHs 27¢

NTX
R
N N —1d
ON\/N\)
23b

Abbildung 2.17: Synthese von Etrabaminderivat 27.

(a) i: Propylamin, AcOH, 1,2-Dichlorethan, RT; ii: NaBHa, i-PrOH, Wasser, RT; (b) i: HBr in AcOH, RT; ii: Br,
HBr in AcOH, RTi; iii: Thioharnstoff, HBr in AcOH, von RT auf 90 °C; (c) i: NaNOz, HCI, =30 °C; ii: HsPO2, HCI,
-30 °C auf 4 °C; (d) 1,2 Dichlorethan, Natriumtriacetoxyborhydrid, RT.
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2.7 Resiimee

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mithilfe einer neuen Syntheseroute eine Reihe
von Talipexolderivaten hergestellt. Uber eine Ringerweiterung nach BUCHNER-CURTIUS-
SCHLOTTERBECK ist es gelungen, aus den kommerziell erhaltlichen Verbindungen
4-Piperidon und Glycinethylester Cbz-geschutztes Azepan-4-on als Vorstufe fur die
Synthese von Talipexol-Analoga mit einer Gesamtausbeute von 74 % herzustellen. Dies
stellt ein deutlich effizienteres Verfahren gegentber der von Griss und Kollegen
verwendeten  Syntheseroute dar, welche das analoge Azepan-4-on-Derivat
(N-Allylazepan-4-on, Kap. 2.1) aus N-Allylaminopropionsaureethylester in nur 16 %iger
Ausbeute erhielten [Griss et al.,, 1970]. Im Anschluss konnten aus dem Azepan-4-on-
Derivat Uber eine Bromierung in a-Ketoposition, gefolgt von einer HANTZSCH-
Thiazolsynthese  Talipexolderivate  dargestellt werden. Dabei entstand ein
Isomerengemisch aus [4,5-d]-verknlUpften und [5,4-c]-verknipften Thiazoloazepanen,
welches durch Kristallisation von den Reaktionsrickstanden getrennt werden konnte. Die
bendtigten Talipexol-Vorstufen waren hierdurch deutlich einfacher als nach dem von Griss
und Kollegen etablierten Verfahren zuganglich. Darlber hinaus ermdglichte die neue
Syntheseroute, neben einer Deaminierung der aromatischen Aminogruppe zusatzlich
Modifikationen am aliphatischen Stickstoff des Talipexols vorzunehmen.

Durch Spaltung der Cbz-Schutzgruppe, Trennung der [4,5-d]- und [5,4-c]-lsomere sowie
Alkylierung am Azepan-Stickstoff konnten die niedermolekularen Verbindungen 10-13
(Kap. 2.1.3) synthetisiert werden. Ferner wurde die neu etablierte Syntheseroute genutzt,
um in 2-Thiazol-Position des Talipexol-Grundgerusts Kupplungen vorzunehmen, sodass
bivalente Talipexol-Analoga entstanden. Uber einen Austausch der aromatischen
Aminogruppe gegen Bromid und anschliefende WILLIAMSON-Ethersynthese wurden zwei
bitopische Thiazolylether (14 und 15, Kap. 2.2) dargestellt, welche Elemente von
Hs-Histaminrezeptor-Antagonisten und D»-/D3-Rezeptoragonisten zugleich enthalten. Die
Kupplung mit einem zweiten Talipexol-Baustein (16, Kap. 2.3), einem Adamantyl-Rest
(17, Kap. 2.4) und mit Arylpiperazin-Pharmakophoren (18-26, Kap. 2.5) in 6-Position des
Talipexol-Gerlsts Uber Alkylspacer lieferte weitere, neuartige Talipexol-Analoga. Dabei
handelt es sich um Strukturen mit zwei D,-/Ds-Dopaminrezeptor-affinen Elementen oder
im Fall der 1-(Pyrimidin-2-yl)piperazin-Derivate (23 und 25, Kap. 2.5) mit einem
D,-/Ds-Dopaminrezeptor-affinen und einem MAO-inhibitorischen Element. Uber eine
konvergente Synthesestrategie wurde gewahrleistet, dass vor allem an den Arylpiperazin-
Pharmakophoren der bitopischen Verbindungen Strukturvariationen flexibel und effizient
durchgefuhrt werden konnten. Fur das Anfigen eines Butan-4-ol-Rests an die
aliphatischen Piperazin-Stickstoffe (21a-23a) konnte gegentber der von Saur

verwendeten Methode durch Alkylierung mit 4-Brombutylacetat anstelle von
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4-Chlorpropanol und anschlieBender Esterspaltung teils hohere Ausbeuten bei
geringerem Aufwand erzielt werden. Neben der Kupplung der Pharmakophore uber
SWERN-Oxidation der Alkohol-Funktionen von 18a-19a sowie 21a-23a (Kap. 2.5) und
reduktive Aminierung der Aldehyde (18b—19b, 21b—23b) mit dem aliphatischen Talipexol-
Stickstoff konnte die Uberfiihrung der Alkohol-Funktion von 20a in ein Mesylatintermediat
und anschlie®ende nukleophile Substitution durch den Azepan-Stickstoff etabliert werden.

Hierbei zeigte sich eine einfachere Handhabung in der Durchfiihrung.
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3.1 Methoden zur Charakterisierung

3.1.1 Affinitaten an D2s- und D3-Rezeptoren

Die im chemischen Teil dieser Arbeit beschriebenen Endverbindungen wurden zur
Charakterisierung der Bindungsaffinitaten an Dzs- und Ds-Dopaminrezeptoren in vitro
Verdrangungsstudien unterzogen. Die jeweilige Inhibitionskonstante an den Rezeptoren
(Ki-Wert) drickt die Fahigkeit zur Verdrangung eines Radioliganden in Bezug zu dessen
Affinitat aus. Um den K-Wert errechnen zu kénnen, wurden Membranproteinpraparate
eingesetzt, welche aus CHO-Zellen stammen, die den humanen D.s- beziehungsweise
Ds- Rezeptor stabil exprimieren. Eine festgelegte Proteinmenge dieser Zubereitung wurde
mit definierten Mengen sowohl von der zu untersuchenden Verbindung als auch vom
Tritium-markierten Dopaminrezeptorliganden [*H]Spiperon inkubiert. Der Test- und der
Radioligand konkurrierten daraufhin um die Bindestelle des entsprechenden Rezeptors.
Je affiner die Testsubstanz, desto mehr [*H]Spiperon als Tritium-markierte
Referenzsubstanz wurde vom Rezeptor verdrangt und lag ungebunden vor. Nach
Filtration konnte Uber Radioaktivitdtsmessung der ungebundene Radioligand quantifiziert
und auf die am Rezeptor gebundene Menge zuriickgeschlossen werden. Indem die
Versuche mit unterschiedlichen Substanzkonzentrationen bei gleichbleibender
Radioligand-konzentration wiederholt wurden, konnte die halbmaximale Verdrangung des
Radioliganden (ICso-Wert) graphisch erfasst werden. Unter Zuhilfenahme der
Dissoziationskonstante (Kp-Wert) von [*H]Spiperon konnte aus dem ICso-Wert der Ki-Wert
errechnet werden. Die Bestimmungen erfolgten jeweils in mindestens zwei unabhangigen

Experimenten als Triplikat.

D.-ahnliche Rezeptoren besitzen hoch- und niedrigaffine Zustéande, zwischen denen ihre
Funktionalitat und Affinitdt zu Dopaminrezeptoragonisten variieren. Ein Wechsel dieser
beiden  Zustdnde wahrend der Verdrangungsstudie wirde abweichende
Inhibitionskonstanten zur Folge haben. Um dem vorzubeugen, wurde Kochsalz bei der
Bestimmung zugegeben. Natriumionen stabilisieren die niedrigaffine Konformation der
Dopaminrezeptoren Uber eine ionische Wechselwirkung mit einem negativ geladenen
Carboxylrest der Asparaginsaure 80 in der zweiten transmembranaren Domane [Ericksen
et al., 2008].

Aufgrund der hohen Sequenzidentitdt und therapeutischen Bedeutung der D»- und
Ds-Dopaminrezeptoren und der dahingegen geringen Expression von Ds-Rezeptoren
wurden die synthetisierten Liganden ausschliellich auf ihre Affinitdt zu den D2s- und
Ds-Rezeptorsubtypen untersucht. Die im folgenden Kapitel aufgefiihrten Bindungsdaten

beziehen sich im Falle der Bezeichnung ,D>“ stets auf die D.s-Dopaminrezeptor-lsoform.
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3.1.2 Affinitdten an H;-Rezeptoren

Einige ausgewahlte Endverbindungen wurden zusatzlich auf ihre Affinitat an
Hs-Histaminrezeptoren gepriuft. Hierzu wurde analog der im vorigen Kapitel
beschriebenen Verdrangungsstudie verfahren. Eine Membranproteinzubereitung, welche
den humanen Hs-Rezeptor enthalt und aus HEK-293-Zellen stammt, wurde mit der
jeweiligen Testsubstanz und dem Radioliganden [*H]N“-Methylhistamin inkubiert. Nach
Filtration und Messung der Radioaktivitdt auf dem Filter Uber einen Szintillationszahler
konnte wiederum der Ki-Wert der Testsubstanz ermittelt werten. Die Bestimmungen

erfolgten jeweils in drei unabhangigen Experimenten als Duplikat.

3.1.3 Hemmung der MAO-A und MAO-B

Die Beeinflussung der MAO-A- und MAO-B-Aktivitat durch die Substanzen 13, 24 und 27
wurde bestimmt. Dazu wurden verschiedenen Konzentrationen der potentiellen MAO-
Inhibitoren 13, 24 beziehungsweise 27 mit dem MAO-A-/MAO-B-Substrat Kynuramin
versetzt. Diesen Gemischen wurden Lésungen humaner, rekombinanter MAO-A oder
MAO-B zum Start der Reaktion zugesetzt. Die MAO-Bindestelle kann daraufhin entweder
von den Substraten oder den Testverbindungen besetzt werden. Bindet ein Substrat an
das aktive Zentrum, so wird es oxidiert. Aus Kynuramin entsteht intermediar ein Aldehyd,
welcher unter anderem spontan zu 4-Hydroxychinolin kondensiert (Abbildung 3.1), dessen

Emission bei 405 nm bei einer Anregungswellenlange von 320 nm gemessen werden

NH, MAO NH, N
) | —
©1H/\/NH2 -0

(o) (0] OH
Kynuramin 4-Hydroxychinolin

kann.

Abbildung 3.1: Umsetzung des Substrats Kynuramin durch die Monoaminooxidase.

Nach einer 15-minutigen Reaktionszeit bei 37 °C wurde die Reaktion durch Zusatz von
Natronlauge gestoppt und die Entstehung des Produkts Uber eine fluorimetrische
Messung in einem Mikroplattenlesers bestimmt. Dies Iasst auf die enzymatische Aktivitat
bei unterschiedlichen Konzentration der Liganden 13, 24 und 27 zurtickschliel3en, wobei
die verbleibende Aktivitat relativ zu einer Kontrolle (ohne Inhibitor) berechnet werden
kann. Die Bestimmung von 13, 24 und 27 erfolgte in zwei bis drei unabhangigen

Experimenten, jeweils in Duplikaten.

Samtliche Bindungsstudien wurden in unserem Arbeitskreis mit freundlicher

Unterstitzung von Frau M.Sc. Stefanie Hagenow, Frau Apothekerin Annika Frank und
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Herrn Apotheker David Reiner am Institut flir Pharmazeutische und Medizinische Chemie

der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf durchgefuhrt.

3.1.4 Bestimmung der physikochemischen Eigenschaften und der Ligand Efficiency
Metrics

Die physikochemischen Eigenschaften in Form von Oktanol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten und der polaren Molekiloberflache der Verbindungen wurden
Uber die Online-Programme der Firmen Molinspiration Cheminformatics und ChemAxon
berechnet. Sie ermitteln thermodynamische wund elektronische Parameter von
Verbindungen anhand experimentell ermittelter Werte einzelner Atomgruppen, welche in
Inkrementtabellen zusammengefasst sind. Als Mal} fir die Lipophilie der Verbindungen
wurde der negative dekadische Logarithmus des Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten
(log P, bezogen auf die jeweilige Basenform) berechnet. Zusatzlich wurde der negative
dekadische Logarithmus des Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient bei einem pH-Wert
von 7,4 (log Dyr74) bestimmt, sodass auch der aufgrund unterschiedlicher Basenstarke
divergierende lonisierungsgrad der Verbindungen bei physiologischem pH-Wert bei
Angabe der Verteilungskoeffizienten berlcksichtigt ist. Die polare Oberflache der
Molekile wurde als Topological Polar Surface Area (tPSA) berechnet, welche sich aus

der Summe der Oberflachen aller polaren Atome eines Moleklils ergibt.

Zur Bestimmung der Ligand Efficiency Metrics wurden die Surface-Binding Efficiency
Indices (SEIl) der Verbindungen ermittelt. Der SEI setzt die Bindungsaffinitat eines
Liganden zu einem bestimmten Rezeptor (in diesem Fall die pK-Werte der Liganden flr
den Ds-Dopaminrezeptor) ins Verhaltnis zur tPSA. Entlang der verschiedenen, in der
Literatur beschriebenen Ligand Efficiency Indices gilt der SEI als einer der zuverlassigsten
Gradmesser, um aussichtsreiche Arzneistoffkandidaten auszumachen [Sugaya, 2014]. Da
hohe pKi-Werte und gleichzeitig eine niedrige tPSA der Verbindungen angestrebt werden,

gilt ein moglichst hoher SEI als vorteilhaft.

Die verwendete Software und Gleichungen sind in Kapitel 5.2 aufgefuhrt.
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3.2 Ergebnisse der Bindungsstudien

3.2.1 Monovalente Dopaminrezeptorliganden

Bei der Darstellung von Talipexolderivaten galt die erste Uberlegung der Wahl eines
geeigneten Alkylrests am aliphatischen Stickstoff. Die Gegenuberstellung der Liganden
MCL 203 und MCL 204 (Kap. 1.4.3) sowie L-Etrabamin und ST-581 (Tab. 3.1) zeigte eine
gesteigerte D3-Rezeptoraffinitat der Liganden mit C3-Einheit am aliphatischen Stickstoff
gegenuber den Liganden mit kirzerem Alkylrest. Es entstand die Annahme, dass C3-
Substituenten die optimale Kettenlange flir eine gute Verankerung der
Ds-Dopaminrezeptorliganden in der entsprechenden Bindetasche besitzen [Saur, 2007].
Demnach wurde fir erste Modifikationen am Talipexol-Baustein nicht die Kettenlange,
sondern der Sattigungsgrad des Alkylrests variiert. 2-Aminothiazoloazepan 10 (Tab. 3.1)
resultiert aus dem Austausch des Allylrests des Talipexols gegen einen Propylrest und

zeigt im Vergleich zu Talipexol keine Affinitat zu D2-ahnlichen Dopaminrezeptoren.

Tabelle 3.1: Bindungsdaten monovalenter Verbindungen. 2[Legeai et al., 1996];
b[Griffin, 2005]; [Millan et al., 2002]

Ratio
Name/Nr. Ki(Dz)[nM] Ki(Ds)[nM] Ki (Dz)/Ki(D3)
N
i ¢ D 2620° 300 9
L-Etrabamin S "’N’CH3

H

N
ST-581 </SD o CHs >10000° 93b

H
/N
Talipexol H,N N c c 9
P 2 _<s | —\_ 617 68

N
10 HN—( ]i)N >10000 4826
S _\—CH3

H,N
/S
1 N{\) >10000  >10000
N
_\_CH3
TS
N >10000 >10000
S _\_CH3
N
13 </S | N—\ >10000 >10000
\

ale humaner D2s-/D3-Rezeptor, CHO-Zellen, ['?®]lodosulpirid
b humaner D2s-/D3-Rezeptor, CHO-Zellen, [*H]Spiperon
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Ausgehend von Verbindung 10 haben eine Umpositionierung des Azepan-Stickstoffs (11)
und die Deaminierung der aromatischen Aminogruppe (12) keine wesentlichen
Anderungen der Bindungsdaten herbeigefiihrt. Verbindung 13 mit einem Propargylrest am
aliphatischen Stickstoff stellte eine synergistische dopaminerge Wirkung in Aussicht.
Propargyl-Bausteine sind haufig Bestandteil von Strukturen, die sich als irreversible
Inhibitoren der MAO auszeichnen, sodass durch 13 eine Dopaminrezeptoraktivierung bei
gleichzeitiger = MAO-Inhibition  angestrebt  wurde.  Affinitat zu D,- und

Ds-Dopaminrezeptoren wurde fur Verbindung 13 nicht festgestellit.
3.2.2 Bitopische Dopaminrezeptorliganden

Mit dem Ziel, Talipexolderivate mit hdherer Affinitdt zu Dz-ahnlichen Dopaminrezeptoren
darzustellen, wurden bitopische Liganden entwickelt. Dazu wurde der Allylrest des
Talipexols durch einen Alkylspacer ersetzt, an dessen Ende sich ein zweites
Pharmakophor mit Affinitdt zur D»-Dopaminrezeptorfamilie befindet. Fir dieses
Pharmakophor wurden Uberwiegend Bausteine gewahlt, die ebenfalls ein basisches
Zentrum aufweisen und an L-Etrabamin-Strukturen gekoppelt bereits hervorragende
Bindungseigenschaften zeigten [Saur, 2007; Ghosh et al.,, 2010; Eichelsbacher, 2014].
Die deaminierte Talipexol-Partialstruktur stellt bei den vorgestellten bitopischen

Verbindungen ein achirales Analogon zu L-Etrabamin dar.

Zunachst wurde das bivalente Bis-Talipexolderivat 16 (Tab. 3.2) hergestellt, um den
Einfluss des deaminierten Talipexol-Pharmakophors auf die Affinitdt zu D»-&hnlichen
Dopaminrezeptoren besser zu erfassen. Vorangegangene Studien zu symmetrischen
bivalenten Strukturen hatten bewiesen, dass diese bis zu 70-fach affiner zu D2-ahnlichen
Dopaminrezeptoren sein kdnnen als ihre monovalenten Gegenstlicke [Huber et al., 2012].
Im Falle der symmetrischen bivalenten Verbindung 16 wurde eine Affinitatssteigerung
gegenuber dem monovalenten Analogon 12 an Dz- und Ds-Dopaminrezeptoren
beobachtet, welche sich durch Inhibitionskonstanten im einstelligen mikromolaren Bereich

auldern.

Das Adamantan-1-carbonsaure-Derivat 17 und das N-Benzoylpiperazin-Derivat 18
wurden aufgrund der hohen Selektivitat fir den Ds-Dopaminrezeptorsubtyp ihrer analogen
L-Etrabaminderivate ST-753 und ST-893 dargestellt. Verbindung 17 zeigt mit einer
Inhibitionskonstante am Ds-Dopaminrezeptor im nanomolaren Bereich eine leichte
Praferenz gegenuber dem D2-Dopaminrezeptor. Fur Verbindung 18 wurde gegenlber den
monovalenten Talipexolderivaten keine Veranderungen der Inhibitionskonstanten an D»-

und Ds-Dopaminrezeptoren beobachtet.
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Bitopische Dopaminrezeptorliganden mit einer N-(Pyrimidin-2-yl)piperazin-Partialstruktur
ahnlich Piribedil und Buspiron (Kap. 1.4.4) haben sich ebenfalls als aussichtsreich
erwiesen. Hierzu wurde neben den Talipexolderivaten 23 und 25, welche sich Uber das
Vorhandensein einer aromatischen Aminogruppe am Thiazolring unterscheiden, das
L-Etrabaminderivat 27 synthetisiert. Beide Talipexolderivate binden mit Inhibitions-
konstanten im einstelligen mikromolaren Konzentrationsbereich an D2- und
Ds-Dopaminrezeptoren, das L-Etrabaminderivat am D2-Dopaminrezeptor im dreistelligen

und am Ds-Dopaminrezeptor im zweistelligen nanomolaren Konzentrationsbereich.

------- ionische Wechselwirkung R—NH N
------- Wasserstoffbriickenbindung Phe 382
------- edge fo face-Wechselwirkung

R= Alkyl

Trp 386

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Wechselwirkungen eines
N-(2-Methoxyphenyl)piperazin-Bausteins mit der Bindetasche des D,-Dopaminrezeptors.
Modifiziert nach [Soskic et al., 2015].

Weitere geeignete Kandidaten fur affine Arylpiperazine gingen unter anderem aus den
Docking-Experimenten an einem Homologiemodell des D>-Dopaminrezeptors von Soskic
und Kollegen hervor, welches die Rontgenkristallstruktur des Ds-Dopaminrezeptors als
Vorlage nutzt [Soskic et al., 2015]. Uber ihre Interaktionen mit der Bindetasche des
Rezeptors (Abb. 3.2) wurden verschiedene, besonders affine Arylpiperazine beschrieben.
Wahrend alle Arylpiperazine Uber die Salzbriicke des unter physiologischen Bedingungen
protonierten aliphatischen Stickstoffs Uber den entlang der Monoaminrezeptoren
hochkonservierten Asparaginsaure-Rest in Position 114 (Asp114) mit dem Rezeptor
interagieren, so tragen darlber hinaus die Substituenten am Phenylring Gber Van-der-
Waals-Krafte entscheidend zur Affinitat bei. Ein ortho-Methoxy-Substituent erhéht Uber
elektronenschiebende Effekte das negative elektrostatische Oberflachenpotential im
Zentrum des aromatischen Systems und beginstigt dadurch 1-1m-Wechselwirkungen mit
den aromatischen Resten von jeweils einem Phenylalanin- (Phe382), Tryptophan-

(Trp386) und Tyrosin-Baustein (Tyr416) im Aminosauregerist des Rezeptors. Im
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Gegensatz zu meta- oder para-Methoxygruppen kann eine ortho-Methoxygruppe zudem
als Wasserstoffbriickenakzeptor mit Tryptophan 386 eine zusatzliche Wechselwirkung
eingehen. Des Weiteren sind N-(2-Methoxyphenyl)piperazin-Partialstrukturen Bestandteil
affiner Dopaminrezeptorliganden wie Fluanison (Kap. 1.4.4). Dies veranlasste die
Darstellung des bivalenten Liganden 19-21, welche sich durch die Lange der
verwendeten Alkylspacer unterscheiden und allesamt eine gegenliber den monovalenten
Talipexolderivaten deutlich gesteigerte Affinitat zu D»- und Ds-Dopaminrezeptoren
aufweisen. Zum affinsten Liganden aus dieser Serie, Verbindung 20, wurde ein Analogon

mit umpositioniertem Stickstoff (26) hergestellt.

Die Docking-Experimente von Feng und Kollegen zeigen, dass bei einem Austausch des
ortho-Methoxy-Substituenten gegen ortho-, meta-Dichlor-Substituenten hydrophobe
Wechselwirkungen der beiden Chloratome jeweils mit den Valin- (Val115) und Isoleucin-
Resten (lle183) der Bindetasche eine Affinitatssteigerung an D»-dhnlichen Rezeptoren
herbeifihren [Feng et al., 2012]. N-(2,3-Dichlorphenyl)piperazin-Bausteine sind in den
Strukturen der hochaffinen Dopaminrezeptorliganden Aripiprazol und Cariprazin
(Kap.1.4.4) enthalten. Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten bivalenten Liganden
mit  N-(2,3-Dichlorphenyl)piperazin-Partialstruktur 22 und 24 weisen beide
Inhibitionskonstanten an D»- und Ds-Dopaminrezeptoren im niedrigen zweistelligen

nanomolaren Bereich auf.
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Tabelle 3.2: Bindungsdaten bitopischer Etrabamin- und Talipexolderivate.

N
R1—</SI<DN—< CH, )| —R?

1 ) Ki(D2)[nM]  Ki(D3)[nM] Ratio
NI R n R (95 % ClI) (95% Cl)  Ki (D2)/Ki(D3)
N 6349 3807 1,7
16 H- 4 §—NC>[S\> (422-95574)  (621-23346)
N 5486 444 12,4
17 H- 4 O}/-—@ (757-39761) (84-2343)
18 Ho o - p >10000 >10000
N N
__/ e
151 238 0,6
19 H- 2 HsCO (2-11614) (52-1087)
OO
RN 64 165 0,4
20 H- 3 %- / (3-1182) (3-7858)
85 312 03
21 H- 4 (42-173) (49-1976)
cl cl 18 28 0,6
22 H- 4 Z—N/_\N (13-26) (11-72)
_/ 23 26 0,9
24 HN- 4 (12-44) (13-53)
2490 3101 0,8
N_ il
23 H- 4 %_N/ \N_<\:> (1254-4944)  (675-14240)
__/ N /
2747 3842 0,7

25 HN- 4 (389-19384)  (146-101422)

N
|
06 Sj\/:} HsCO 176 258 0,7

\ — (37-847)  (110-607)
(CH)—N N
3\ /

N
27 </S]il — N= 592 32 18,5
N—{( CH2>4—N N—<\N:/> (142-2473) (19-53)

CH,
I
ST-
2739 0,95 2879
893 S N—(CH2>4—N/I>-I_®
N
CHs
SOy
ST-
753 S N_( CHz)z—N N 5270 27,4 192
__/ 0
CHs,
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Abbildung 3.3: Bindungskurven aus den Verdrangungsstudien mit den Verbindungen 22,

24 und 27 an D2- und D3-Dopaminrezeptoren.

A: Verbindung 22, hD2 Verdrangung global; B: Verbindung 22, hDs Verdrangung global
C: Verbindung 24, hD2 Verdrangung global; D: Verbindung 24, hDs Verdrangung global
E: Verbindung 27, hD2 Verdrangung global; F: Verbindung 27, hDs Verdrangung global
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3.2.3 Thiazolylether

Die aus Pitolisant (Kap. 1.4.5) abgeleiteten Benzazepan-Derivate | und Il (Tab. 3.3)
weisen Affinitdten an Hs-Histaminrezeptoren im subnanomolaren Bereich auf. Im
Gegensatz zu Pitolisant liegt hier die essentielle 3-(Piperidin-1-yl)prop-1-oxy-
Partialstruktur als Phenolether vor, welcher mit einem Azepan anelliert ist. Durch
Austausch des Phenylrings gegen einen Thiazolring wurden als neue Strukturklasse die
Thiazolylether 14 und 15 erhalten, welche somit analog zu den Hs-Histaminrezeptor-
affinen Verbindungen | und Il aufgebaut sind und gleichzeitig das Dopaminrezeptor-affine

Talipexol-Pharmakophor enthalten.

Fur Hs-Histaminrezeptoren dricken sich die Bindungsdaten von 14 und 15 durch
Inhibitionskonstanten im niedrigen zweistelligen nanomolaren Bereich aus. Eine Affinitat

zu D2-ahnlichen Dopaminrezeptoren lief3 sich fur keine der Verbindungen feststellen.

Tabelle 3.3: Bindungsdaten der Hs-Histaminrezeptorliganden | und Il sowie der
Thiazolylether 14 und 15. ?[Jesudason et al., 2006]

: : Ki(Hs)[nM]
Name/Nr. ’(.(Dz)[nM] K'(D3)[nM] (95%) c|)
o
! T ©/\)N_<CH3 n.b. n.b. 0,72°
CHs
O\‘\/\/O
I n.b. n.b. 0,20°
CHj
H3C
N
14 < >_\_\ \ >10000 >10000 18
o— | N (3-115)
S CHj
O
N
15 0~ @ >10000  >10000 38
S N (14-102)

CHj

@ humaner Hs-Histaminrezeptor, CHO-Zellen, [*H]N-a-Methylhistamin
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3.2.4 Hemmung der MAO-A/MAO-B-Aktivitat

Da die gunstigen Effekte sowohl von Dopaminrezeptoragonisten als auch von
MAO-B-Hemmern bei der medikamentésen Behandlung des Morbus Parkinson belegt
sind und sich die Kombinationstherapie bewahrt [Kong et al., 2015; Dezsi & Vecsei,
2017], ist ein Dual-Targeting-Ansatz besonders aussichtsreich. Mit Safinamid (Xadago®)
ist ein Wirkstoff als Begleittherapie zu Levodopa bei Morbus Parkinson zugelassen,
welcher einerseits die MAO-B reversibel hemmt und andererseits die dopaminerge
Transmission durch eine Blockade der Dopamin-Wiederaufnahme férdert [deSouza &
Schapira, 2017; Kandadai et al., 2014].

Mit dem Ziel des Dual-Targetings wurde das Talipexol-Pharmakophor mit einem
Propargylrest verknipft. Die daraus hervorgegangene Verbindung 13 (Abb. 3.5) sollte
simultan D»-8hnliche Dopaminrezeptoren aktivieren und die MAO-B inhibieren. Sie ahnelt
im strukturellen Aufbau dem zur Parkinson-Therapie zugelassenen MAO-B-Hemmer
Selegilin (Xilopar®, Abb. 3.4). Beide Verbindungen enthalten einen Aromaten, welcher mit
einer Ethanaminkette verbunden ist, die am Stickstoff einen Propargylrest tragt. Dieser
Rest ist neben Selegilin auch Bestandteil des MAO-B-Hemmers Rasagilin (Azilect®). Der
Propargyl-Baustein fuhrt allgemein zu einer potenten Inhibition, da Gber ihn eine kovalente
Bindung an den prosthetischen FAD-Kofaktor im aktiven Zentrum der MAO-B ausgebildet
wird [Maycock et al., 1976; Gerlach et al., 1992]. Darlber hinaus wurde gezeigt, dass der
Propargylrest selbst unabhangig von der MAO-Inhibition neuroprotektive Wirkungen
aufweist [Tabakman et al., 2004].

In dem eingesetzten Testmodell zeigte Verbindung 13 eine signifikante Hemmung der
MAO-B (Tab. 3.4), welche jedoch geringer ausfallt als die Hemmung durch Selegilin. Der
Abstand zwischen dem Zentrum des Aromaten von Verbindung 13 und dem basischen
Stickstoffatom liegt mit 4,1 A zwischen den jeweils gemessenen Abstanden bei den MAO-
Inhibitoren Selegilin (4,7 A) und Rasagilin (3,6 A). Denkbar ist, dass der aliphatische
Stickstoff und der Propargylrest bei 13 aufgrund des rigiden Ringsystems eine
ungunstigere raumliche Orientierung fur Wechselwirkungen mit dem aktiven Zentrum der

Monoaminooxidase aufweisen, als es bei Selegelin und Rasagilin der Fall ist.

Verbindungen mit N-(Pyrimidin-2-yl)piperazin-Pharmakophor wurden ebenfalls eine
selektive MAO-Inhibition nachgewiesen [Kaya et al., 2017]. Daher wurde von den
dargestellten dualsterischen Dopaminrezeptorliganden mit N-(Pyrimidin-2-yl)piperazin-
Rest (23, 25, 27) Verbindung 27 als der Ligand mit der hdchsten Affinitat zu D2-ahnlichen
Dopaminrezeptoren entlang dieser Serie ebenfalls auf Hemmung der MAO-A und MAO-B

getestet.
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13,6 A
L, O
N
HN\/// ° \
Selegilin Rasagilin 13

Abbildung 3.4: Im Chem3D-Modell (Firma PerkinElmer, USA) gemessene Abstande
(grin hervorgehoben) zwischen den Zentren der Aromaten (roter Punkt) und
aliphatischen Stickstoffen (blauer Punkt) bei Selegilin, Rasagilin und Verbindung 13.

27 weist eine niedrigere MAO-B-Hemmung auf als 13, wahrend zwischen den beiden
Endverbindungen eine vergleichbare Inhibition der MAO-A auftrat. Die aus einem
Talipexol- und einem 2,3-Dichlorphenyl-Baustein aufgebaute Verbindung 24 weist
hingegen neben D,-/Ds-Affinitaten im niedrigen zweistelligen Konzentrationsbereich
(Kap. 3.2.2) zusatzlich eine deutliche MAO-A-/MAO-B-Hemmung ahnlich der MAO-B-

Hemmung von Propargylderivat 13 auf.

Tabelle 3.4: MAO-Inhibition der Endverbindungen 13, 24 und 27 sowie den MAO-
Hemmern Clorgylin und Selegilin als jeweilige Positivkontrollen. Die Daten sind dargestellt
als Mittelwerte + Standardabweichungen (SD).

MAO-A MAO-B
120 120,
=2 10+ T = 0
i T
E; i - %% &0 -
EE ol oo —" EE wl T e L
gﬁ e - l E% ey —l—
ol T ' ' ol '
563@ éﬁ‘ 13 4 7 U 13 27
N +

69



Pharmakologischer Teil

3.3 Physikochemische Eigenschaften und Ligand Efficiency Metrics

Fur die Therapie chronischer Krankheiten wie Morbus Parkinson ist eine orale
Bioverfligbarkeit der taglich einzusetzenden Arzneistoffe unabdingbar, um eine hohe
Patientencompliance und konstante Blutplasmaspiegel zu erreichen [Aungst, 2017]. Eine
Einschatzung, ob Verbindungen mit hoher Wahrscheinlichkeit oral bioverfugbar sind, gibt
die von Lipinski aufgestellte Rule of Five [Lipinski et al., 2001]. Diese besagt, dass
Verbindungen mit einem Molekulargewicht von nicht mehr als 500 g/mol, einem
log P-Wert von maximal 5, nicht mehr als zehn Akzeptoren von Wasserstoff-
briickenbindungen (nON) und nicht mehr als funf  Donoren von
Wasserstoffbrickenbindungen (nOHNH) eine gute orale Bioverfugbarkeit erwarten
lassen. Alle der im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Endverbindungen erfiillen diese
Bedingungen (Tab. 3.5).

Ferner muss ein Groldteil der Arzneistoffe, deren Zielstrukturen im zentralen
Nervensystem lokalisiert sind, die Blut-Hirn-Schranke Uber passiven, transzellularen
Transport passieren, sodass sie in ausreichender Konzentration am Wirkort angelangen
[Rankovic, 2015]. Dass das Ausmald der Zentralgangigkeit eines Wirkstoffs einen
erheblichen Einfluss auf dessen Wirksamkeit in vivo haben kann, wurde bereits am
Beispiel von L-Etrabamin deutlich. Trotz maRiger Bindungsdaten in vitro zeigte
L-Etrabamin aufgrund seiner Lipophilie und der damit einhergehenden erleichterten
Passage der Blut-Hirn-Schranke eine hohe dopaminerge Potenz (Kap. 1.4.2). Um dies
auch bei kunftigen Arzneistoffkandidaten zu erreichen, werden analog zur Vorhersage
einer guten oralen Bioverflgbarkeit Uber die Rule of Five bestimmte physikochemische
Eigenschaften der Zielverbindungen angestrebt, welche gemafl den bisherigen
Erfahrungswerten in der medizinischen Chemie eine optimale Zentralgangigkeit der
Molekule prognostizieren. Neben der Forderung, dass zentralwirksame Arzneistoffe einen
log Dor 7,4-Wert groRer eins aufweisen sollen [van de Waterbeemd et al., 1998], wird in
immer mehr Studien eine niedrige topologische polare Oberflache und eine niedrige
Anzahl an Wasserstoffbriicken-Donoren mit einer hohen Zentralgangigkeit in Verbindung
gebracht [Ghose et al., 2012; Wager et al., 2010; Kharkar, 2014]. Eine polare Oberflache
von unter 60 A% und weniger als zwei Wasserstoffbriicken-Donatoren gelten als Zielwerte
[Ghose et al., 2012; Wager et al., 2010].

Um die Optimierung von Leitstrukturen zielfihrend vornehmen zu kénnen, werden oft
Indizes berechnet, welche sowohl das pharmakologische als auch das physikochemische
Profil von Arzneistoffkandidaten bertcksichtigen [Guo, 2013]. Die Relation aus

Bindungsaffinitdten und physikochemischen Eigenschaften (Ligand Efficiency Metrics)
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Tabelle 3.5: Physikochemische Eigenschaften und der SEI.
Verbindung MW [g/mol] nON nOHNH logP logDyu7s tPSA[A? SEI

Zielwerte <500 <10 <2 <5 >1 <60 217
Talipexol 209,3 3 2 1,9 1,0 42,2 17,0
10 211,3 3 2 2,1 0,2 42,2 12,6
11 211,3 3 2 2,0 0,4 42,2 -
12 196,3 2 0 2,5 0,3 16,1 -
13 192,3 2 0 1,8 0,8 16,1 -
14 337,5 4 0 3,9 1,1 28,6 -
15 337,5 4 0 3,7 1,6 28,6 -
16 362,6 4 0 3,4 -0,3 32,3 16,8
17 387,6 4 1 4,5 1,9 45,2 14,0
18 370,5 5 0 2,1 0,9 39,7 -
19 372,5 5 0 3,2 1,5 31,8 20,8
20 386,6 5 0 3,5 1,4 31,8 21,2
21 400,6 5 0 3,8 1,1 31,8 20,5
22 439,5 4 0 5,0 2,8 22,6 33,4
23 372,5 6 0 2,5 0,1 48,4 11,4
24 454.5 5 2 4,6 2,5 48,6 15,6
25 387,6 7 2 2,1 -0,1 74,4 7,3
26 386,6 5 0 3,4 1,7 31,8 20,7
27 414,6 6 0 3,6 0,1 48,4 15,5

MW: Molekulargewicht; nON: Anzahl Wasserstoffbricken-Akzeptoren; nOHNH: Anzahl Wasserstoffbricken-
Donatoren; log P: Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient; log Dpn7,4: Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient
bei physiologischem pH-Wert; tPSA: fopological Polar Surface Area; SEI: Surface-Binding Efficiency Index;
Von den Zielwerten abweichende Werte sind rot hervorgehoben.

lasst eine bessere Einschatzung optimaler Strukturmodifikationen zu [Hopkins et al.,
2004]. Von den entwickelten Berechnungen im Rahmen der Ligand Efficiency Metrics hat
sich anhand retrospektiver Auswertungen von Molekildatenbanken der Surface-Binding
Efficiency Index als zuverlassiger Gradmesser flr aussichtsreiche Arzneistoffkandidaten
gezeigt [Abad-Zapatero, 2007; Sugaya, 2014]. Dieser Index setzt den pKi-Wert fir den
jeweiligen Zielrezeptor mit der polaren Oberflache der Verbindung ins Verhaltnis und soll

idealerweise einen moglichst hohen Zahlenwert ergeben. Im Rahmen einer Optimierung
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der Leitstruktur Talipexol (SEI 17,0) sollten aussichtsreiche Liganden einen Surface-
Binding Efficiency Index von mindestens 17 aufweisen, was auf die Verbindungen 19-22
und 26 zutrifft.

3.4 Diskussion

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit synthetisierten Talipexolderivate zeigen in
monovalenter Form (10-13) keine Affinitdt zu Dz-ahnlichen Dopaminrezeptoren. Das
homobivalente Talipexolderivat 16 hat eine nichtsignifikante Tendenz flr eine hdéhere
Affinitat zu D2- und Ds-Dopaminrezeptoren als sein monovalentes Gegenstiick 12, was zu
der Vermutung fuhrt, dass bitopische Talipexolderivate besser in der Bindetasche der
Dopaminrezeptoren verankert sind. Uber die Darstellung bivalenter Talipexolderivate
(14-26) wurden affine Verbindungen erhalten. Dabei lieferte die Verknlpfung der
Talipexol-Bausteine mit einem zweiten Pharmakophor Uber einen Alkylspacer am
aliphatischen Stickstoff (16—26) Verbindungen mit hoherer Affinitdt zu D»- und
Ds-Dopaminrezeptoren als solche, die Uber die 2-Thiazol-Position verknipft sind
(14 und 15).

Der Vergleich der bitopischen Talipexol-Analoga mit Arylpiperazin-Pharmakophor (18—26)
lasst eine Staffelung ihrer Affinitdten zu D.-ahnlichen Dopaminrezeptoren nach dem

jeweiligen Arylrest zu:

Keine Affinitat zu den beiden getesteten Dopaminrezeptorsubtypen weist der Ligand mit
Benzoyl-Rest (18) auf. Der in diesem Fall gegenlber den Ubrigen Arylpiperazin-Derivaten
(19—-26) vergroRerte Abstand zwischen dem Aromaten und dem Piperazin-Rest geht mit
einem Affinitatsverlust einher. Die bivalenten Talipexolderivate mit Pyrimidin-2-yl-Rest
(23 und 25) besitzen durchweg Inhibitionskonstanten im mikromolaren Bereich. Bei
Liganden mit 2-Methoxyphenyl-Rest (19-21, 26) liegen die Bindungskonstanten allesamt
im nanomolaren Bereich, was mutmallich durch die von Soskic und Kollegen
beschriebenen ,edge to face-Wechselwirkungen mit der Rezeptorbindetasche beglnstigt
ist [Soskic et al., 2015]. Letztlich ist es Uber die Darstellung der Verbindungen mit
2,3-Dichlorphenyl-Baustein (22 und 24) gelungen, eine hohe Affinitdt zu beiden
Dopaminrezeptorsubtypen mit Inhibitionskonstanten im niedrigen zweistelligen
nanomolaren Bereich zu erreichen, was sich womoglich Uber die Fahigkeit der
Chlorsubstituenten, mit mehreren hydrophoben Aminosaureresten in der Bindetasche
simultan Van-der-Waals-Krafte einzugehen, erklaren lasst [Feng et al., 2012; Ehrlich et
al., 2009]. Insgesamt wird durch die Bindungsdaten der Verbindungen 18-26 der

affinitatsvermittelnde Charakter der Arylpiperazin-Pharmakophore deutlich.
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Der Einfluss der verschiedenen Arylreste auf die Basizitat der entsprechenden Liganden
ist bei physiologischem pH-Wert vernachlassigbar. Der aromatische Piperazin-Stickstoff
ist sehr schwach basisch. Selbst beim Pyrimidin-2-yl-Baustein der Verbindungen 23 und
25, welcher aufgrund der resultierenden Guanidin-Partialstruktur die hochste Basenstarke
entlang der Serie der Talipexol-Analoga mit Arylpiperazin-Pharmakophor aufweist, betragt
der negative dekadische Logarithmus der Basenkonstante (pKy-Wert) Gber 10. Ferner
wird die Basenstarke der beiden starker basischen, aliphatischen Stickstoffe der
bivalenten Talipexol-Analoga durch die unterschiedlichen Arylreste nur marginal

beeinflusst.

Der Vergleich der bitopischen Talipexolderivate 17, 18 und 23 mit den dazu jeweils
analogen Etrabaminderivaten ST-893, ST-753 und 27 zeigt erhebliche Abweichungen der
Ds-Dopaminrezeptoraffinitdt um zwei bis zweieinhalb log-Einheiten. Dies lasst einen
anderen Bindungsmodus der vorgestellten bivalenten Talipexolderivate gegenuber den

Etrabaminderivaten vermuten.

3.4.1.1 Einfluss der Spacerlange

In vorangegangenen Studien zu bivalenten Liganden mit zwei basischen Zentren wiesen
Dimethylen- und Tetramethylen-verknipfte Bausteine hdohere Affinitaten an D,-ahnlichen
Rezeptoren bei gleichzeitig starkerer Ds-Dopaminrezeptorpraferenz aus als Trimethylen-
verknipfte [Dutta et al., 2004; Saur, 2007]. Ein Grofdteil der bislang entdeckten
Ds-selektiven Liganden setzt sich aus einem Aminbaustein zusammen, welcher mit einem
Butylamid verbunden ist [Murray et al., 1995; Yuan et al., 1998; Pilla et al., 1999; Bettinetti
et al., 2002; Saur, 2007]. Propyl- oder Pentylamide zeigen hingegen geringere Affinitaten
oder Subtypspezifititen [Robarge et al., 2001; Hackling et al., 2003]. Der Vergleich
zwischen den Proteinstrukturen des D»- und Ds-Dopaminrezeptors ergab, dass sich zwar
sowohl die orthosterische als auch die allosterische Bindetasche der beiden
Rezeptorsubtypen stark ahneln, deren rdumliche Entfernung voneinander jedoch unter
den Dopaminrezeptorsubtypen divergiert [Chien et al, 2010]. Dies bekraftigt die
Annahme, dass bei bivalenten Liganden, welche die orthosterische und allosterische
Bindetasche zugleich besetzen, die Spacerlange maligeblichen Einfluss auf die
Subtypspezifitat der Liganden hat. Aufgrund der aus den Studien von Hackling und
Kollegen sowie von Saur und Mach hervorgegangenen Daten [Hackling et al., 2003; Saur,
2007; Mach, 2007] wurde zunachst ein Grolteil der geplanten bitopischen
Endverbindungen Uber den am vielversprechendsten Butyl-Linker verknlpft. Um spater
den Einfluss des Alkyllinkers zu Uberprifen, wurde in Form der Verbindungen 19-21 eine
Serie von Liganden dargestellt, welche verschiedene Spacervariationen bei

gleichbleibenden Pharmakophoren enthalten. Aus den daraus hervorgegangenen
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Bindungsdaten zeichnet sich ein anderer Trend als bei den in der Literatur beschriebenen
Verbindungen ab. Der Uber einen Trimethylen-Linker verknlpfte Ligand 20 zeigt eine
nichtsignifikante Tendenz zu niedrigeren Inhibitionskonstanten am D2- und auch am
Ds-Rezeptor als die Dimethylen- und Tetramethylen-verknipften Analoga 19 und 21.
Zudem bewirkt eine zunehmende Spacerldnge eine hdhere D>-Rezeptorpraferenz und
aufgrund induktiver Effekte eine Steigerung der Basizitat der Liganden. Letzteres fuhrt
trotz hoherer log P-Werte aufgrund eines hdheren lonisierungsgrades der Liganden bei
physiologischem pH-Wert zu niedrigeren log Dpn7.4-Werten (log Dpr7.4 Verbindung 19: 1,5;
log DyH7,4 Verbindung 21: 1,1).

3.4.1.2 Position des Azepan-Stickstoffs

An Thiazolo[5,4-c]lazepanderivaten (11, 15 und 26), welche Talipexolderivate mit einem
umpositioniertem Azepan-Stickstoff darstellen, wurden Bindungsstudien durchgefuhrt, um
die optimale Position des Azepan-Stickstoffs bei Thiazoloazepanderivaten zu prifen. Bei
den monovalenten Talipexolderivaten stellt Verbindung 11 das zu Verbindung 10 analoge
[5,4-c]-anellierte Isomer dar, bei den Thiazolylethern Verbindung 15 das entsprechende
Analogon zu Verbindung 14 und bei den Arylpiperazin-Derivaten Verbindung 26 das
Analogon zu Verbindung 20. Wahrend aus dem Vergleich der Verbindungen 10 und 11
zunachst kein Unterschied zwischen den gemessenen Bindungsdaten hervorgeht, so
liefert der Vergleich zwischen 14 und 15 eine nichtsignifikante Tendenz zu verminderter
Affinitat an Hs-Histaminrezeptoren im Zuge der Umpositionierung des Azepan-Stickstoffs
zum [5,4-c]Azepanderivat. Eine dhnliche Tendenz zeigt der Vergleich der Verbindungen
20 und 26 in Bezug auf die D,-/Ds:-Dopaminrezeptoraffinitdt. Im Hinblick auf die
physikochemischen Eigenschaften haben die [5,4-c]-anellierten Verbindungen 11, 15 und
26 allesamt niedrigere log P-Werte, aber andererseits durchweg hohere log Dyn 7.4-Werte
als ihre entsprechenden Regioisomere 10, 14 und 20. Dies lasst sich durch die niedrigere
Basenstarke der [5,4-c]- gegenuber den [4,5-d]-anellierten Verbindungen erklaren
(pKo-Wert Verbindung 11: 5,2; pKp-Wert Verbindung 10: 4,8). Bei der Talipexol-
Grundstruktur kann Uber eine Umpositionierung des Azepan-Stickstoffs demnach eine
Erhdhung des log Dpn74-Werts erreicht werden, ohne Gefahr zu laufen, Uber eine

simultane Erhéhung des log P-Werts die Rule of Five zu verletzen.

3.4.1.3 Einfluss der aromatischen Aminogruppe

Im Rahmen der Suche nach neuen optimierten Leitstrukturen wurden fast ausschliel3lich
Talipexolderivate fir die vorliegende Arbeit synthetisiert. Besonders aufgedrangt hat sich
die Frage nach der Rolle der aromatischen Aminogruppe des Talipexols. Bisherige
Untersuchungen geben ein heterogenes Bild zur Bedeutung der 2-Aminogruppe Thiazol-

haltiger Dopaminrezeptorliganden ab [Kocjan, 1994; Legeai et al., 1996; Saur, 2007]. Bei
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diesen Studien wurde allerdings ausschlief3lich die Essentialitat der aromatischen
Aminogruppe des Pramipexols, welches dem Talipexol strukturell stark verwandt ist,
thematisiert. Die vorliegende Arbeit soll die Rolle der genannten Aminogruppe naher
erschlieRen. Es ist zu klaren, ob sich zur Relevanz der 2-Aminogruppe bei Talipexol

ahnliche Zusammenhange abzeichnen wie bei Pramipexol.

Die Deaminierung in 2-Position bei den Talipexolderivaten 10, 24 und 25 ist ohne einen
signifikanten Affinitdtsverlust an D.-ahnlichen Dopaminrezeptoren durchgefihrt worden.
Bei den bitopischen Liganden 22 und 23 ist sogar eine nichtsignifikante Tendenz zu
héheren Affinitaten deaminierter Verbindungen im Vergleich zu ihren 2-Amino-Analoga 24
und 25 zu erkennen. Anhand der physikochemischen Parameter der Verbindungen 10, 24
und 25 und ihrer deaminierten Analoga wird deutlich, dass im Vergleich jeweils die
Verbindungen ohne aromatische Aminogruppe in 2-Thiazol-Position allesamt einen
hoheren log Dpnrs-Wert und eine niedrigere Anzahl an Wasserstoffbricken-
Donorfunktionen sowie eine niedrigere tPSA aufweisen als die Verbindungen, welche die
thematisierte Aminogruppe enthalten. Im Hinblick auf eine hohe Zentralgangigkeit der
Arzneistoffkandidaten erflllen die deaminierten Talipexolderivate im Gegensatz zu ihren
jeweiligen  2-Amino-Analoga das ausgewiesene Ziel, weniger als zwei
Wasserstoffbriicken-Donorfunktionen zu enthalten. Ferner wurde durch Deaminierung in
2-Position von Endverbindung 25 erreicht, dass die tPSA, welche mit 74,4 A2 eine
schlechte Zentralgangigkeit erwarten lasst, auf 48,6 A2 gesenkt wurde (Verbindung 23).
Die Deaminierung in 2-Position der affinen Verbindung 24 lieferte dartber hinaus mit
Verbindung 22 einen nicht minder affinen Dopaminrezeptorliganden, welcher einen hohen
log Dpr74-Wert und hinsichtlich der Ligand Efficiency Metrics einen SEI von 33,4 aufweist.
Verbindung 22 zeigt damit einen sehr hohen Arzneistoffcharakter mit einem beinahe
doppelt so hohen SEI wie Talipexol. Insgesamt hat sich ahnlich der Ergebnisse zu
Tetrahydrobenzothiazol-Derivaten (Kap. 1.4.2) [Saur, 2007; Eichelsbacher, 2014] auch
bei bitopischen Talipexolderivaten eine deutliche Uberlegenheit der Verbindungen ohne

Aminogruppe in 2-Thiazol-Position erwiesen.

3.4.1.4 Dual Targeting

Die Verbindungen 13, 14, 15, 24 und 27 wurden neben ihrer Affinitat zu
Dopaminrezeptoren auch hinsichtlich ihrer Hs-Histaminrezeptor-Affinitat (14 und 15)
beziehungsweise = MAO-Inhibition (13, 24 und 27) charakterisiert. = Das
Talipexolpharmakophor hat in Verknupfung mit dem 3-(Piperidin-1-yl)prop-1-oxy-Baustein
bei den Verbindungen 14 und 15 hohe Affinitaten an Hs-Histaminrezeptoren aufgewiesen,
eine Affinitdt zu Do-ahnlichen Rezeptoren wurde nicht festgestellt. Wahrend N-(Pyrimidin-

2-yl)piperazin-Derivat 27 eine schwache Hemmung der MAO gezeigt hat, wurde bei den
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Verbindungen 13 und 24 eine deutlich héhere MAO-Inhibition gemessen. Mit Ligand 24 ist
es dabei gelungen, eine Verbindung mit MAO-A-/MAO-B-inhibitorischem Potential und
gleichzeitig hoher D2-/Ds-Dopaminrezeptoraffinitat darzustellen. Denkbar ist, dass das
2,3-Dichlorphenyl-Pharmakophor als Bestandteil von Verbindung 24 neben der
D2-/D3-Rezeptoraffinitat zusatzlich Wechselwirkungen mit dem aktiven Zentrum der
Monoaminooxidasen ausiben kann. Eine Stimulation der dopaminergen Transmission
durch Bindung an D;-ahnliche Dopaminrezeptoren und simultane MAO-B-Inhibition durch
24 ist moglich. Die fur Verbindung 24 beobachtete moderate Hemmung der MAO-A kann
sich zudem vorteilhaft auf die haufig als Nonmotorsymptom bei Morbus Parkinson

auftretenden Depressionen auswirken [Borstnar et al., 2011].

Insgesamt wurde eine Reihe erfolgversprechender Strukturvariationen am Talipexol-
Grundgerust durchgefiuhrt. Die Talipexol-Analoga 19-22 und 26 zeigen anhand der
physikochemischen Eigenschaften und Ligand Efficiency Metrics gegeniber der
Leitstruktur Talipexol einen erhdhten Arzneistoffcharakter. In 2-Thiazol-Position wurde die
aromatische Aminogruppe unter Erhalt der D,-/Ds-Affinitat gegen ein Wasserstoff-Atom
ausgetauscht, was ginstigere physikochemische Eigenschaften herbeifiihrt. Von den
untersuchten Kupplungen in 2- und 6-Position hat sich die Verknlipfung des Talipexols mit
Arylpiperazin-Bausteinen in 6-Position (mit Ausnahme der Verbindungen 18, 23 und 25)
als D2-/Ds-affinitatssteigernd gegenuber den monovalenten Analoga 10-13 herausgestellt.
Mit den Dopaminrezeptorliganden 22 und 24 wurden zwei Verbindungen charakterisiert,
die als potentielle Arzneistoffkandidaten zur Therapie dopaminbedingter Krankheiten

herangezogen werden kénnen.
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Zusammenfassung

Dopamin ist ein Neurotransmitter aus der Gruppe der Katecholamine und der endogene
Ligand an Dopaminrezeptoren. Diese sind Teil der Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren und werden in die Di- bis Ds-Rezeptorsubtypen unterteilt. FUr die Therapie
dopaminbedingter Krankheiten wie Schizophrenie oder Morbus Parkinson haben sich
Liganden an D»- und Ds-Dopaminrezeptoren etabliert. Diese gehdren zusammen mit dem
im zentralen Nervensystem nur schwach exprimierten Ds-Rezeptorsubtyp zur Gruppe der

D.-ahnlichen Dopaminrezeptoren.

Die Therapie neurodegenerativer und neuropsychiatrischer Erkrankungen erfordert
Wirkstoffe, welche nicht nur selektiv an die entsprechenden Zielstrukturen binden,
sondern auch eine hohe Zentralgangigkeit besitzen. Mit Talipexol (Domnin®) steht ein
Parkinsontherapeutikum zur Verfugung, das als 2-Aminothiazol-Derivat sowohl
metabolisch stabil als auch D,-/Ds-affin ist. Modifikationen am Talipexol-Pharmakophor,
vorrangig in 2- und 6-Position, dienten nicht nur dem Aufbau von Struktur-
Wirkungsbeziehungen, sondern gleichzeitig auch einer Erhohung des
Arzneistoffcharakters gegentber Talipexol. Letzteres kann die unter Therapie mit
Dopaminrezeptorliganden auftretenden peripheren Nebenwirkungen wie Hypotonie und
Schwindel minimieren. Vergleichbare Arbeiten haben bereits aullerst vielversprechende
Derivate des dem Talipexol strukturell stark verwandten Pramipexol (Sifrol®)
hervorgebracht [Saur, 2007; Eichelsbacher, 2014]. In der direkten Gegenuberstellung

besteht ein zusatzlicher Vorteil der dargestellten Talipexol-Analoga in ihrer Achiralitat.

3 4 5

N
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8

Abbildung 4.1: Leitstruktur Talipexol.

Bei der Darstellung des Talipexol-Grundgerusts stand zunachst die Suche nach einer
geeigneten Reaktion fur den Aufbau eines Azepan-Bausteins im Vordergrund. Hierbei
gelang unter den zahlreichen getesteten Methoden einzig die Ringerweiterung eines 4-
Piperidon-Derivats nach der BUCHNER-CURTIUS-SCHLOTTERBECK-Reaktion.  Die
Anellierung des erhaltenen Azepan-4-on-Derivats erfolgte Uber Bromierung in a-Position
zur Ketofunktion und anschliellfende HANTzSCH-Thiazolsynthese mit Thioharnstoff. In
dieser Arbeit wurden einige der dabei als Nebenprodukt anfallenden
Thiazolo[5,4-clazepane erstmals beschrieben. Das nach der Thiazolsynthese erhaltene
Gemisch aus einem Thiazolo[4,5-d]- und einem Thiazolo[5,4-c]azepan-Derivat war der
synthetische  Ausgangspunkt nahezu aller in dieser Arbeit beschriebenen

Endverbindungen. Zu den durchgefihrten Modifikationen zahlte die Deaminierung der
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aromatischen Aminogruppe Uber einen radikalischen Reaktionsverlauf oder die Bildung
von bivalenten Alkylarylethern Uber WILLIAMSON-Ethersynthese aus Alkoholaten und 2-
Bromthiazoloazepanen. Die Mehrheit der dargestellten Liganden wurde in 6-Position in
einer konvergenten Synthese mit einem zweiten D-/D3-Rezeptor-affinen Pharmakophor
Uber dessen primare aliphatische Alkoholfunktion zu bitopischen Verbindungen verknupft.
Dabei lieferten einerseits die SWERN-Oxidation des Alkohols zum entsprechenden
Aldehyd, mit dem das Azepanderivat reduktiv aminiert werden konnte, und andererseits
die Mesylierung des Alkohols und anschlieRender nukleophilen Substitution mit dem
Azepanderivat  vergleichbare  Ausbeuten. Im Vergleich zu einem linearen
Syntheseverfahren erlaubte die konvergente Herangehensweise die einfachere und
schnellere Darstellung von bitopischen Talipexolderivaten mit verschiedenen

Arylpiperazin-Resten als zweitem Pharmakophor.

Tabelle 4.1: Ubersicht einiger dargestellter Liganden und deren Bindungsdaten.

N N
HN— IGN—\_ 4 IGN ci gl
S CH3 S H /\
N N
10 22 (S

N N
HoN— IGN c. gl 4 @ H3CO
s — s N
KNL/“‘@ e h"‘@
24

Verbindung Ki(D2)[InM] K;(D3)[nM] MAO-B-Inhibition [%] bei 10 yM
Talipexol [Millan et al. 2002] 617 68

10 >10000 4826

22 18 28

24 23 26 42

26 176 258

Alle aufgefuhrten Endverbindungen wurden zur pharmakologischen in vitro Beurteilung
einem Radioligandenbindungstest an CHO-Zellen, welche humane Das- beziehungsweise
Ds-Rezeptoren exprimieren, unterzogen. Anhand der pharmakologischen in vitro Daten
wurde zunachst beobachtet, dass bereits der Austausch des Allylrests der Talipexol-
Struktur gegen einen Propylrest (10) zu einem fast vollstandigen Verlust der Affinitat zu
D.-ghnlichen Dopaminrezeptoren flihrte. Uber die Durchfiihrung weiterer Modifikationen,

darunter die Umpositionierung des Azepan-Stickstoffs, die Deaminierung in 2-Position
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und die Kupplung mit einem zweiten Pharmakophor, konnten dank des konvergenten
Syntheseverfahrens ausgehend von Talipexol als Leitstruktur  schrittweise
vielversprechende Strukturverdnderungen geprift werden. Groflere Molekilbausteine
wurden in 6-Position unter signifikanter Erhdhung der Affinitdt zu D.- und
Ds-Dopaminrezeptoren an die Grundstruktur gekuppelt. Auf diesem Weg wurden mit den
Endverbindungen 22 und 24 letztlich zwei Strukturen mit einer deutlich gesteigerten
Affinitat gegentiber Talipexol erhalten. Von den untersuchten Modifikationen am Talipexol-
Grundgerust hat sich anhand physikochemischer Parameter die Entfernung der
Aminogruppe in 2-Position als aussichtsreich erwiesen. Diese erfolgte im Vergleich zu
ihren jeweiligen 2-Amino-Analoga unter Beibehaltung der D,-/Ds-Affinitat der
entsprechenden Liganden. Gleichzeitig zeigte sich flr die deaminierten Strukturen eine
deutliche Senkung der tPSA und eine Erhéhung der log Dy 7.4-Werte sowie der Ligand
Efficiency Metrics, gemessen am Surface-Binding Efficiency Index. Solche Ergebnisse
liefern eine gute Prognose flir eine héhere Zentralgangigkeit der Verbindungen [Ghose et
al., 2012; Young et al., 1988], was deren Potenz mafigeblich steigert. Dies konnte Studien
entnommen werden, bei denen im Fall der Tetrahydrobenzothiazole fiir deaminiertes
Pramipexol gleiche in vivo Wirkungen wie fir Pramipexol selbst beobachtet wurden,
obwohl die deaminierte Form im Vergleich geringere Affinitdt zu Rezeptoren der
D.-Familie aufzeigt [Kocjan, 1994]. Die in 2-Thiazol-Position deaminierte Verbindung 22
ist daher aufgrund ihrer hohen Affinitdt zu D.-/Ds-Rezeptoren sowie ihrer glnstigen

physikochemischen Eigenschaften ein aussichtsvoller Arzneistoffkandidat.

Weiterhin wurden Multitargeting-Liganden entwickelt, welche Uber simultane Interaktion
mit Dopaminrezeptoren und der Monoaminooxidase B (MAO-B) synergistische Effekte fir
die dopaminerge Parkinsontherapie in Aussicht stellen. Mit dem Liganden 24 konnte eine
Verbindung dargestellt  werden, die  einerseits Bindungskonstanten  zu
D,-/Ds-Dopaminrezeptoren im niedrigen zweistelligen nanomolaren Konzentrationsbereich
aufweist und andererseits eine signifikante Hemmung der MAO zeigt. Gegenuber dem
Arzneistoff Talipexol besitzt Verbindung 24 nicht nur eine héhere D»-/Ds-Rezeptoraffinitat,
sondern ist zusatzlich um einen méglichen dualen Wirkmechanismus utber die MAO-B-

Inhibition erweitert.

Somit ist es gelungen, erfolgversprechende Strukturvariationen am Talipexol-Grundgerust
durchzufihren und in Form der Dopaminrezeptorliganden 22 und 24 zwei Verbindungen
zu erhalten, die potentielle Arzneistoffkandidaten zur Therapie dopaminbedingter

Krankheiten darstellen.
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Dopamine is a catecholamine neurotransmitter and the endogenous ligand at dopamine
receptors, which are part of the GPCR receptor family and divided into the D1 to Ds
dopamine receptor subtypes. Ligands that bind to D, and Ds receptors have proven to be
effective for the treatment of dopamine related diseases, such as schizophrenia or
Parkinson’s disease. Together with the dopamine D4 receptor subtype, D, and Ds

receptors form the group of D.-like dopamine receptors.

Prospective drug candidates for the treatment of neurodegenerative and neuropsychiatric
diseases must bind selectively to their respective target receptors and also be able to
reach the central nervous system. The marketed antiparkinsonian agent Talipexole
(Domnin®) is a metabolically stable 2-aminothiazole derivative with an affinity towards
dopamine D, and D3 receptors. Modifications of the Talipexole lead structure, preferably in
2- or 6-position, were performed in order to investigate structure-affinity relationships and
enhance the drug-likeness of those compounds. The latter can help to minimize peripheral
side effects, such as hypotension and dizziness, of dopamine receptor ligands.
Comparable efforts in the past delivered promising drug candidates based on
Pramipexole as lead pharmacophore, which is structurally similar to Talipexole [Saur,
2007, Eichelsbacher, 2014]. Implementing a Talipexole- instead of a Pramipexole-moiety

has the benefit of providing achiral compounds.

3 4 5

N
AR N
1 7

8

Figure 4.1: Lead structure Talipexole.

First, a suitable synthetic pattern to acquire an azepane derivative as a precursor for the
synthesis of the Talipexole-moiety was needed. A BUCHNER-CURTIUS-SCHLOTTERBECK
ring expansion of a 4-piperidone analogue yielded the respective azepan-4-one derivative,
which was annelated by bromination in a—keto position and subsequent HANTZSCH
thiazole synthesis with thiourea. Some of the resulting thiazolo[5,4-clazepane side
products were described for the first time in this thesis. The mixture of thiazolo[4,5-d]- and
thiazolo[5,4-c]lazepane derivatives, which merged from the thiazole synthesis, was the
precursor for nearly all of the final compounds described herein. The modifications
performed included a deamination of the aromatic amino function in 2-position via a radial
reaction mechanism or obtainment of alkyl aryl ethers by a WILLIAMSON ether synthesis,
using alcoholates and 2-bromothiazoloazepanes. The majority of the depicted ligands
contains a second pharmacophore, which was connected by its primary aliphatic alcohol

moiety to the 6-position of the Talipexole pharmacophore with a convergent synthetic
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strategy. SWERN oxidation of the second pharmacophores’ alcohol group to the respective
aldehyde that underwent reductive amination on the one side and mesylation of the
alcohol group and subsequent nucleophilic substitution with the azepane derivative on the
other side both proved to be suitable to form the desired target compounds. Compared to
a linear synthetic strategy, the convergent route guaranteed an easier and more efficient

approach in order to develop these bitopic Talipexole analogues.

Table 4.1: Overview of several synthesized ligands and their binding affinities.

N N
S _\—CH3 <S H 7\
N N
22 —

10

N N
HN— IGN c. cl ¢ IO H3CO,
N N—<\ />
N
24

N
)
;:\/N\JN

Verbindung Ki(D2)[nM] Ki(D3)[InM] MAO-B-Inhibition [%] bei 10 uM
Talipexol [Millan et al. 2002] 617 68

10 >10000 4826

22 18 28

24 23 26 42

26 176 258

The depicted final compounds were pharmacologically evaluated in vitro by means of
radioligand binding assays using CHO cells, which express human D2 or D3 receptors
respectively. Based on the binding affinity, an exchange of the allyl-moiety of the
Talipexole structure with a propyl-moiety almost completely abolished the affinity towards
D2-like receptors. Further modifications of the lead compound Talipexole, among them the
repositioning of the azepane nitrogen, the deamination in 2-position and the coupling with
a second pharmacophore, were performed stepwise. Linking molecule fragments to the
Talipexole lead structure in 6-position lead to an increased affinity towards D, and D3
dopamine receptors. This ultimately resulted in compounds 22 and 24 that exhibited a
significantly higher D./Ds affinity than Talipexole itself. Among the assessed modifications
of the lead structure, the deamination in 2-position was the most promising. Deaminated
compounds maintained their Dy/Ds; affinity compared to their respective 2-amino-

analogues. At the same time, the deaminated compounds showed a decrease of the
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tPSA, an increase of the log DyH74-value and increased ligand efficiency metrics,
measured via the Surface-Binding Efficiency Index. These results predict a high
permeability of the blood-brain barrier for these compounds, which is essential for CNS-
drugs and can enhance their potency [Ghose 2012, Young 1988]. Therefore, compound
22, by virtue of its binding affinity towards dopamine D, and D3 receptors and its favorable

physicochemical properties, is a promising drug candidate.

On top of that, multitargeting ligands were synthesized with the prospective property to
show a synergistic mode of action by simultaneously interacting with dopamine receptors
and the monoamine oxidase B (MAO B). Via compound 24, it was achieved to develop a
ligand with binding affinities towards dopamine D, and Ds receptors in the low two-digit
nanomolar concentration range as well as a significant inhibition of MAO. Compared to
the lead structure Talipexole, compound 24 not only showed a higher D./Ds receptor

affinity, but also features a prospective bimodal influence on dopaminergic transmission.

In summary, modifications of the Talipexole pharmacophore were successfully performed,
which resulted in two potential drug candidates (compound 22 and 24) for the therapy of

dopamine related diseases.
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5 Experimenteller Teil



5.1 Chemisch-experimenteller Teil

5.1.1 Allgemeine Angaben

Folgende Gerate und Materialien wurden fir die Synthesen und analytischen Verfahren
verwendet:

Diinnschichtchromatographie

Dunnschichtchromatographie-Aluminiumfolien, Kieselgel 60 F2ss, Schichtdicke 0,2 mm
(Firma Merck, Darmstadt); FlielBmittel: Ublicherweise eine Mischung aus Dichlormethan
und 0,5-5% (ammoniakalisch  gesattigtem) Methanol; Visualisierung  der
Chromatogramme Uber Fluoreszenzléschung (254 nM) oder Uber Eintauchen in eine
1%ige (m/V) wassrige und alkalische Kaliumpermanganat-Lésung.

Saulenchromatographie

Adsorptionsmittel: Kieselgel der Korngrofie 63-200 um (Firma Macherey-Nagel, Duren).
FlieRmittel: die jeweils verwendete FlieBmittelzusammensetzung ist bei den
entsprechenden Arbeitsvorschriften angegeben (Kap. 5.1.2).

Schmelzpunktbestimmung

Schmelzpunktbestimmungsapparatur Melting Point M-565 (Firma Bichi, Flawil, Schweiz),
Durchfuhrung in einseitig geschlossenen Schmelzpunktkapillaren, die Werte sind
unkorrigiert.

Massenspektrometrie (MS)

- Elektronensprayionisations-Massenspektrometrie (ESI-MS):
UHR-QTOF maXis 4G (Firma Bruker Daltonics, Billerica, USA)
UHPLC-Anlage Ultimate 3000 RS (Firma Dionex, Sunnyvale, USA)

- Gaschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (GC-MS):
GC/MS-System Finnigan Trace DSQ mit Finnigan Trace GC Ultra (Firma Thermo
Electron Corporation, Waltham, USA)

Elektronenstofionisation (El), Quadrupoltrennsystem

- Atmosphéarendruckionisations-Massenspektrometrie (APCI-MS):
Expression L CMS (Firma Advion, Ithaca, USA)

Angabe der Werte als Masse [M+H*] und relative Intensitat.

Kernresonanz-Spektroskopie (NMR)

'"H-NMR-Spektren wurden mit Hilfe von Bruker Avance DRX 500 (500.13 MHz) und
Bruker Avance 111-600 (600.22 MHz) aufgenommen. Die chemische Verschiebung & wird
in ppm angegeben. Statt eines Dezimalkommas wurde bei der Angabe ein Dezimalpunkt
verwendet. In Klammern ist jeweils die Substanz angegeben, welche einerseits als
Losungsmittel sowie andererseits Uber das Restsignal des undeuterierten
Lésungsmittelanteils als Bezug fur die Angabe der chemischen Verschiebung dient. Die
Ermittlung der Protonenverhaltnisse erfolgte durch Integration. Die Abkurzung der
Signalmultiplizitdten erfolgt wie nachstehend beschrieben: s = Singulett, d = Dublett,
t = Triplett, 9 = Quartett und m = Multiplett. Die Kopplungskonstanten J werden in Hertz
(Hz) angegeben, flr Spin-Spinsysteme hdherer Ordnung nur bei vollstandig aufgeldsten
Signalsatzen. Zyklische Molekllbausteine werden abgekurzt: Azep = Azepanyl,
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Ph = Phenyl, Pip = Piperidinyl, Pipera = Piperazinyl, Pyrimid = Pyrimidinyl, Spidec =
1,4-Dioxyspiro[4,5]decyl, Thia = Thiazolyl.

Im Fall der Isomerengemische 4 und 5 wird jeweils dem [4,5-d]-Thiazoloazepanderivat der
Indexbuchstabe A und dem [5,4-c]-Thiazoloazepanderivat der Indexbuchstabe B
zugewiesen. Die Zuordnung der 'H-NMR-Signale zu den jeweiligen Isomeren erfolgt unter
Verwendung dieser Indices.

BC-NMR-Spektren wurden mit Hilfe von Bruker Avance DRX 500 (125.76 MHz) und
Bruker Avance 111-600 (150.93 MHz) aufgenommen. Die chemische Verschiebung & wird
in ppm angegeben. Statt eines Dezimalkommas wurde bei der Angabe ein Dezimalpunkt
verwendet. Die als Lésungsmittel und als Bezug flr die Angabe der chemischen
Verschiebung dienende Substanz ist jeweils in Klammern angegeben.

Elementaranalysen (CHN)
Perkin-Elmer PE 2400 CHN Elemental Analyzer
vario MICRO cube Elemental Analyzer (Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau)

HPLC (zur Reinheitsbestimmung)

Die Bestimmung der Reinheit wurde bei einigen Substanzen mittels HPLC durchgefihrt.
Hierflr stand ein Knauer HPLC System mit Knauer Azura P 6.1 L als Pumpe, Knauer
K-2600 als UV-Detektor und Optimas™ Autosampler (Firma Knauer, Berlin) zur
Verfugung.

Als Saule wurde Phenomenex Luna (Stationare Phase: Fully Porous Silica C18 (2), 5um
PartikelgroRe, 100 A PorengréRe; MaRe: 250 mm Lange, 4,6 mm Innendurchmesser)
kombiniert mit der Vorsaule Phenomenex Security Guard® cartridge kit C18 128 (4.0 mm
Lange, 3.0 mm Innendurchmesser) (Firma Phenomenex, Torrance, USA) oder Knauer
Vertex Plus (Stationdre Phase: Eurospher Il C18 H, 5um PartikelgroBe, 100A
PorengroRe; Male: 250 mm Lange, 4,6 mm Innendurchmesser) mit integrierter Vorsaule
verwendet.

Fur die Reinheitsbestimmungen wurden drei verschiedene Methoden verwendet, welche
im Folgenden naher beschrieben sind. Die FlieBmittelzusammensetzungen sind in
Volumenprozent angegeben. Falls Trifluoressigsaure (TFA) im FlielBmittel enthalten ist, so
wurde eine Konzentration von 0,1 Volumenprozent gewahlit. Die jeweils genutzte HPLC-
Methode wird bei den analytischen Daten der entsprechenden Verbindung aufgefihrt.

e Methode A
Saule: Knauer Vertex Plus
Elution:
Zeit [min] Wasser + TFA [%] Acetonitril + TFA [%]
initial 90 10
0,5 85 15
30,0 65 35
31,0 0 100
39,0 0 100

Flussrate: 1 ml/min; Detektion: 254 nm
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e Methode B
Saule: Knauer Vertex Plus
Elution:
Zeit [min] Wasser [%] Acetonitril + TFA [%]
initial 90 10
0,5 90 10
20,0 0 100
30,0 0 100

Flussrate: 1 ml/min; Detektion: 254 nm

e Methode C
Saule: Phenomenex Luna
Eluent A: Wasser, Eluent B: Acetonitril mit 0,1 % (V/V) Trifluoressigsaure

Elution:
Zeit [min] Wasser [%] Acetonitril + TFA [%]
initial 90 10
20,0 0 100
25,0 0 100

Flussrate: 1 ml/min; Detektion: 254 nm

Rotationsverdampfer
Rotavapor R Il (Firma Buchi, Flawil, Schweiz) betrieben mit PC 3001 VARIO Chemie-
Vakuumpumpstand (Firma Vacuubrand, Wertheim) mit CVC 3000 Vakuum-Controller.

Hochvakuumpumpe
Endverbindungen wurden unter Hochvakuum getrocknet an einer Vacuubrand Chemie-
Hybrid-Pumpe RC 6 (Firma Vacuubrand, Wertheim).

Tieftemperaturreaktionen
Eintauchkihler EK9Q0 (Firma Haake, Karlsruhe)

Pipettierroboter
Freedom Evo (Firma Tecan, Mannedorf, Schweiz)

Mikroplattenleser
TriStar? Multimodeleser (Firma Berthold, Bad Wildbad)

Materialien
Verwendung von Reagenzien und Lésungsmitteln der Firmen ABCR (Karlsruhe), Acros
Organics (Geel, Belgien), Alfa Aesar (Ward Hill, USA), Fluka (Munchen), Merck
(Darmstadt), Sigma-Aldrich (Steinheim) und VWR (Darmstadt); Einsatz von Glasgeraten
und Verbrauchsmaterialien der Firmen Neolab (Heidelberg), Roth (Karlsruhe) und VWR
(Darmstadt).

Anmerkungen

Die Auflistung der dargestellten Verbindungen ist an der Reihenfolge des Chemischen
Teils orientiert. Die Ausbeuten wurden nur in Ausnahmefallen optimiert und beziehen sich
bei mehrstufigen Synthesen auf die unmittelbar zuvor genannten Syntheseschritte. Die
Strukturformeln wurden immer als freie Basen und nicht in ihrer Salzform dargestellt.
Endverbindungen wurden haufig in Oxalate oder Maleate Uberfihrt. In diesen Fallen
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wurden die Substanzen auch als Salze analytisch charakterisiert. Verbindung 18
kristallisierte mit Oxalsaure in nicht-dquimolaren Mengen. Hier wurde die Verbindung als
,analysenrein‘ betrachtet, da nach erneuter Umkristallisation reproduzierbare analytische

Ergebnisse vorlagen. Eine stereochemische Charakterisierung der Verbindungen aus
Kapitel 5.1.3.5 fand nicht statt.
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5.1.2 Allgemeine Synthesevorschriften

(A) Spaltung von Carboxybenzyl(Cbz)-Schutzgruppen

Ein Gemisch aus 4.85mmol Carbamat und 25ml 5-6 N isopropanolischer Salzsaure
wurde fur finf Stunden zum Ruckfluss erhitzt. Der Ansatz wurde anschlief3end eingeengt,
in einem Gemisch aus gesattigter wassriger Kaliumcarbonatldsung und Ethylacetat
aufgenommen und die organische Phase gesammelt. Die Wasserphase wurde zwei
weitere Male mit Ethylacetat im Scheidetrichter extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen mit Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum einrotiert. Das erhaltene Rohprodukt
wurde saulenchromatographisch aufgereinigt. Als Elutionsmittel wurde eine Mischung aus
Dichlormethan und 5 % (V/V) Ammoniak-gesattigtem Methanol verwendet.

(B) Alkylierung von aliphatischen Aminen

0,644 mmol Amin, 0,27g (1,95mmol) Kaliumcarbonat und 0,17ml (1.87 mmol)
1-Brompropan wurden in 7 ml Acetonitril bei 60 °C Uber Nacht geruhrt. Der Ansatz wurde
anschlieltend eingeengt und der Riickstand saulenchromatographisch aufgereinigt. Als
Elutionsmittel wurde ein Gemisch aus Dichlormethan und 3 % (V/V) Ammoniak-
gesattigtem Methanol verwendet.

(C) Darstellung von 2-Bromthiazolen

0,38 mmol 2-Aminothiazol wurden in 1 ml 48%iger (m/m) wassriger Bromwasserstoffsaure
geldst und mit einer Eis/Kochsalzmischung auf unter -10 °C gekuihlt. Tropfenweise wurde
eine vorgekuhlte Lésung aus 0,039g (0,57 mmol) Natriumnitrit in 0,5ml Wasser
hinzugegeben. Nach einer halben Stunde bei unter -10°C wurde tropfenweise eine
vorgekuhlte Lésung aus 0,055g (0,38 mmol) Kupfer(l)-bromid in 0,5 ml 48%iger (m/m)
wassriger Bromwasserstoffsdure hinzugegeben. Daraufhin wurde erneut eine halbe
Stunde bei unter =10 °C gerthrt und weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur. Der
Ansatz  wurde anschlieBend unter Kihlung mit gesattigter  wassriger
Kaliumcarbonatlésung auf einen pH-Wert von 12 gebracht, filtriert und der Rickstand mit
Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat wurde im Scheidetrichter drei Mal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und im Vakuum eingeengt. Das erhaltene Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch aufgereinigt. Als Elutionsmittel wurde ein Gemisch aus
Dichlormethan und 1 % Ammoniak-gesattigtem Methanol verwendet. Die erhaltenen Ole
wurden ohne weitere Aufreinigung im nachfolgenden Reaktionsschritt umgesetzt.
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(D) Darstellung von Thiazol-Ethern

0,257 g (1,8 mmol) 3-Piperidin-1-ylpropan-1-ol und 0,086g (2,16 mmol) Natriumhydrid
(60% m/m Dispersion in Mineraldl) wurden in 1,8ml 1,4-Dioxan unter
Stickstoffatmosphére eine halbe Stunde bei 90 °C geriihrt. Uber ein Septum wurden zum
heilen Ansatz 0,36 mmol des 2-Bromthiazols gegeben und weitere funf Stunden bei
90 °C gerlhrt. AnschlieBend wurde auf RT abgekihlt, der Ansatz mit 3,6 ml Wasser
verdinnt und auf etwa das halbe Ausgangsvolumen eingeengt. Die verbleibende
wassrige Mischung wurde drei Mal mit Dichlormethan im Scheidetrichter extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im
Vakuum einrotiert. Das erhaltene Rohprodukt wurde saulenchromatographisch
aufgereinigt. Als Elutionsmittel wurde ein Gemisch aus Dichlormethan und 3%
Ammoniak-gesattigtem Methanol verwendet.

3-Piperidin-1-ylpropan-1-ol wurde zuvor von Herrn Apotheker Sicheng Zhong synthetisiert
und freundlicherweise zur Verfugung gestellt.

(E) Darstellung von Hydroxyalkanaminen [Saur, 2007]

Eine Mischung aus 26 mmol Amin, 2-3 Aquivalenten Halogenalkohol, 10,79 g (78 mmol)
Kaliumcarbonat, 1,3 g Kaliumiodid und 250 ml Acetonitril wurden bei 40 °C gerthrt. Bei
Verwendung des Bromalkohols wurde eine Reaktionszeit von 16 Stunden, bei
Verwendung des Chloralkohols eine Reaktionszeit von 72 Stunden gewahlt. Nach
Filtration wurde das Filtrat einrotiet und das zuriickgebliebene Rohprodukt
saulenchromatographisch aufgereinigt. Als Elutionsmittel wurde ein Gemisch aus
Ethylacetat und Methanol im Verhéltnis 4 zu 1 verwendet.

(F) Darstellung von Hydroxybutylaminen [Stieber & Wienke, 2010]

Ein Gemisch aus 3,5 mmol Amin, 7 mmol 4-Brombutylacetat und 0,96 g Kaliumcarbonat
wurde in 7 ml Dimethylformamid Uber Nacht bei 60 °C gerihrt. Am Folgetag wurde der
Ansatz mit 30 ml Dichlormethan versetzt, in einen Scheidetrichter Uberfihrt und mit
gesattigter wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen. Die organische Phase
wurde im Vakuum eingeengt und in einer Lésung aus 0,28 g Kaliumhydroxid in 5ml
Methanol aufgenommen und eine halbe Stunde zum Ruckfluss erhitzt. Anschlief3end
wurde die Ldsung einrotiert und der Ruckstand in Ethylacetat und 4 molarer wassriger
Salzsaureldsung aufgenommen. Die organische Phase wurde zweimal mit 4 molarer
wassriger Salzsaureldsung extrahiert. Die gesammelten Wasserphasen wurden mit
Kaliumcarbonat auf pH 12 gebracht und daraufhin drei Mal mit Dichlormethan extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im
Vakuum einrotiert.
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(G) Oxidation von Alkoholen zu Aldehyden [Eriks et al., 1992]

Unter Stickstoffatmosphare wurde eine Lésung aus 0,43 ml (5 mmol) Oxalylchlorid in
10 ml Dichlormethan auf unter -50°C geklhlt. Bei anhaltender Kihlung wurde ein
Gemisch aus 0,75 ml (10,6 mmol) Dimethylsulfoxid und 2 ml Dichlormethan tropfenweise
zum Ansatz gegeben und eine Viertelstunde gertihrt. Dann wurden 4 mmol Alkohol in 4 ml
Dichlormethan zum Ansatz getropft und eine halbe Stunde bei unter —-50°C geruhrt.
Anschlieend wurden 3,05 ml (22 mmol) Triethylamin hinzugefugt und der Ansatz auf
Raumtemperatur gebracht. 12 ml Wasser wurden hinzugegeben und eine halbe Stunde
geruhrt. Die organische Phase wurde gesammelt und finf Mal mit gesattigter wassriger
Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und
im Vakuum eingeengt. Das erhaltene Ol wurde ohne weitere Aufreinigung im folgenden
Reaktionsschritt verwendet.

(H) Reduktive Aminierung von Aldehyden [Saur, 2007]

Ein Gemisch aus 1 mmol Amin und 1-1,5 mmol Aldehyd in 10 ml 1,2-Dichlorethan wurden
unter Stickstoffatmosphare fur eine halbe Stunde bei Raumtemperatur geruhrt. Dann
wurden 0,3759g (1,75 mmol) Natriumtriacetoxyborhydrid zugegeben und fir 15 Stunden
weitergerthrt. AnschlieRend wurde mit 15ml 1M wassriger Natriumhydroxidlésung
gewaschen und die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im
Vakuum eingeengt. Der erhaltene Ruickstand wurde saulenchromatographisch
aufgereinigt. Als Elutionsmittel wurde ein Gemisch aus Dichlormethan und 1-5%
Ammoniak-gesattigtem Methanol verwendet.

(I) Alkylierung von Aminen mit mesylierten Alkoholen [Bright & Coffman, 2004]

Ein Gemisch aus 0,54 mmol Alkohol, 3,8 ml Dichlormethan und 94,2 ul Triethylamin
wurden mit einer Eis/Kochsalz-Mischung gekuhlt. Unter Rihren wurden langsam 45,6 pl
(5,9 mmol) Methansulfonylchlorid hinzugegeben und eine Viertelstunde bei anhaltender
Kuhlung weitergerihrt. Im Anschluss wurden 10 ml einer 10%igen (m/V) vorgekuhlten
wassrigen Natriumhydrogencarbonat-Lésung hinzugegeben und der Ansatz in einen
Scheidetrichter Uberfuhrt. Drei Mal wurde mit vorgekuhltem Dichlormethan extrahiert, die
organischen Phasen vereinigt, mit Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Nach Zugabe von
1,3ml Toluol wurde das Dichlormethan im Vakuum abrotiert. Auf Verwendung eines
warmen Wasserbads wurde verzichtet. Das erhaltene Rohprodukt wurde mit 2 ml
Acetonitril verdunnt und 0,33 mmol Amin sowie 106 mg Kaliumcarbonat hinzugegeben.
Das Reaktionsgemisch wurde fir vier Stunden bei 33°C und anschlieBend bei
Raumtemperatur Uber Nacht geruhrt. Am Folgetag wurde es im Vakuum eingeengt und
der Ruckstand saulenchromatographisch aufgereinigt. Als Elutionsmittel wurde ein
Gemisch aus Dichlormethan und 3 % Ammoniak-gesattigtem Methanol verwendet.
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5.1.3 Synthesevorschriften und Analytik einzelner Verbindungen

5.1.3.1 Thiazoloazepane

4-Oxo-piperidin-1-carbonsaurebenzylester (1) [Carpino et al., 1995]

Einem Gemisch aus 10,9g (70,9 mmol) Piperidon Hydrochlorid Monohydrat und 39,5¢g
(285,8 mmol) Kaliumcarbonat in 140 ml Ethylacetat und 28 ml Wasser wurde Uber einen
Zeitraum von zehn Minuten tropfenweise 10,7 ml (74,9 mmol)
Chlorameisensaurebenzylester hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde bei
Raumtemperatur fir 24 Stunden gerihrt, anschlieBend mit Wasser verdiinnt und in den
Scheidetrichter Uberfihrt. Die Wasserphase wurde entnommen und mit Ethylacetat
extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereint, mit gesattigter Kochsalzlésung
gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum einrotiert.

Ausbeute: 15,7 g (95 %)
Aussehen: gelbes Ol
Summenformel: C13H1sN1O3
Molekulargewicht: 233,27 g/mol

H NMR (300 MHz, CDCls) & 2.46 (t, J = 6,2 Hz, 4H, Pip-3H, -5H), 3.80 (t, J = 6,3 Hz, 4H,
Pip-2H, -6H), 5.18 (s, 2H, Ph-CH), 7.32 — 7.40 (m, 5H, Ph-5H).

Diazoessigsaureethylester (2) [Moore & Shuker, 2011]

o
N
s

12,89 (91,7 mmol) Glycinethylester Hydrochlorid wurden in 23 ml Wasser und 82 ml
Dichlormethan gerihrt und mit einer Eis/Kochsalz-Mischung auf —10°C gekdhlt. Eine
Lésung aus 7,1 g (102,9 mmol) Natriumnitrit in 23 ml Wasser wurde zum gekuhlten Ansatz
getropft, gefolgt von langsamer Zugabe von 8,4 ml wassriger Schwefelsaurelésung (5 %
m/m). Nach zehnminitigem Rihren unter anhaltender Eiskihlung wurde der Ansatz auf
eine vorgekihlte wassrige Natriumcarbonatlésung (5 % m/m) gegossen. Das Volumen der
Natriumcarbonatldsung wurde so gewahlt, dass ein basischer pH-Wert erreicht wurde.
Das erhaltene Gemisch wurde in den Scheidetrichter Uberfuhrt. Zunachst wurde die
Wasserphase entnommen und mit Dichlormethan extrahiert. Die organischen Phasen
wurden vereint und vorsichtig (Wasserbad nicht dber 30°C) im Vakuum einrotiert.
Aufgrund der Fluchtigkeit, Instabilitdt und Toxizitat des Produkts wurde auf eine weitere
Trocknung verzichtet.

Ausbeute: 9,39 (89 %)
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Aussehen: neongelbe Flussigkeit
Summenformel: C4H7N20>
Molekulargewicht: 115,11 g/mol

H NMR (300 MHz, CDCls) 5 1.26 (t, J = 7,1 Hz, 3H, CHs), 4.20 (q, J = 7,1 Hz, 2H, CHa-
CH), 4.72 (s, 1H, Na-CH).

1-Benzyl-4-ethyl-5-oxoazepan-1,4-dicarboxylat (3a) [Davenport et al., 2009]

O
(@]
cD

16,4g (70,3 mmol) 4-Oxopiperidin-1-carbonsdurebenzylester (1) wurden in einem
Dreihalskolben in 140 ml Diethylether suspendiert und mit einem KPG-RuUhrer gerihrt. Die
Suspension wurde mithilfe eines Aceton/Flissigstickstoff-Gemischs auf eine Temperatur
von unter -70 °C gebracht. Uber zwei Tropftrichter wurden unter fortlaufender Kiihlung
simultan und Uber einen Zeitraum von 30 Minuten 9,7ml (75,4 mmol)
Diazoessigsaureethylester (2) und 8,9ml (72,1 mmol) Bortrifluoriddiethyletherat
tropfenweise zum Ansatz gegeben. Nach einer Stunde wurde der Ansatz auf
Raumtemperatur gebracht und eine gesattigte wassrige Kaliumcarbonatlésung wurde so
lange hinzugetropft, bis keine Gasbildung mehr zu sehen war. Der Ansatz wurde in den
Scheidetrichter Uberfuhrt, die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und
einrotiert. Die Substanz wurde ohne weitere Aufreinigung im nachsten Reaktionsschritt
verwendet.

Ausbeute: 20,2 g (90 %)
Aussehen: gelbes Ol
Summenformel: C17H21N1Os
Molekulargewicht: 319,36 g/mol

H NMR (300 MHz, CDCls) & 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHs), 2.01 — 2.11 (m, 2H, Azep-3H),
2.62 — 2.95 (m, 2H, Azep-6H), 3.35 — 3.96 (m, 5H, Azep-2H, -4H, -7H), 4.21 (q, J = 7.1
Hz, 2H, CHa-CH>), 5.12 (d, J = 1.3 Hz, 2H, Ph-CHy), 7.30 — 7.42 (m, 5H, Ph-5H).

APCI-MS: 320 (M+H*, 100)
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4-Oxoazepan-1-carbonsaurebenzylester (3) [Hester et al., 2000]

RGA
ks

24,09 (75,1 mmol) 1-Benzyl-4-ethyl-5-oxoazepan-1,4-dicarboxylat (3a) wurden in 240 ml
Ethanol gerGhrt. Zu der Losung wurden 14,7 g (262,0 mmol) Kaliumhydroxid in 240 ml
Wasser gegeben und der Ansatz zweieinhalb Stunden zum Rickfluss erhitzt.
AnschlieBend wurde das Ethanol abrotiert, der Rickstand mit 120 ml gesattigter
Kochsalzlésung verdinnt und drei Mal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum
einrotiert.

Ausbeute: 16,0 g (86 %)
Aussehen: gelbes Ol
Summenformel: C14H17N1O3
Molekulargewicht: 247,29 g/mol

H NMR (300 MHz, CDCls) & 1.81 (dd, J = 11,9, 6,0 Hz, 2H, Azep-6H), 2.64 (dq, J = 11,5,
6,6, 5,7 Hz, 4H, Azep-3H, -5H), 3.65 (q, J = 5,6 Hz, 4H, Azep-2H, -7H), 5.12 (s, 2H, Ph-
CHy), 7.27 — 7.40 (m, 5H, Ph-5H).

APCI-MS: 248 (M+H", 100)

2-Amino-4,5,7,8-tetrahydro-6H-thiazolo[4,5-d]azepin-6-carbonsaurebenzylester/

2-Amino-4,6,7,8-tetrahydro-5H-thiazolo[5,4-c]lazepin-5-carbonsaurebenzylester (4)

H,N
r\?/—s
N 0 Y 0
HN— EN*{ . N—
S o) o)

20,5g (82,9mmol) 4-Oxoazepan-1-carbonsaurebenzylester (3) wurden in 700 ml
Chloroform kraftig gerihrt. Zum Ansatz wurden tropfenweise eine Bromldsung aus
4,25ml Brom (82,9mmol) in 80ml Chloroform gegeben. Dabei wurde die
Tropfgeschwindigkeit derart angepasst, dass der Ansatz mdglichst entfarbt blieb. Nach
beendeter Zugabe der Bromlésung wurde der Ansatz in einen Scheidetrichter Uberflhrt
und mit wassriger Natriumthiosulfatlésung (10 % m/V) und wassriger
Natriumcarbonatlésung (10 % m/V) gewaschen. AnschlieRend wurde mit Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und eingeengt. Der Rickstand wurde in Ethanol aufgenommen und mit
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6,99 (90.6 mmol) Thioharnstoff 15 Minuten gerihrt und danach zwei Stunden zum
Ruckfluss erhitzt. Der Ansatz wurde nach dem Abkuhlen filtriert und das Filtrat eingeengt.
Der Ruckstand wurde aus einem Gemisch aus Dichlormethan und Ethylacetat
kristallisiert, der erhaltene Feststoff gesammelt und mit einem Gemisch aus Ethylacetat
und Methanol (Verhaltnis 9:1) gewaschen. Durch Einengen der Mutterlaugen und
Wiederholung des Kristallisiervorgangs konnte die Ausbeute erhoht werden. Das
erhaltene Gemisch aus 2-Amino-4,5,7,8-tetrahydro-6H-thiazolo[4,5-d]azepin-6-
carbonsaurebenzylester und  2-Amino-4,6,7,8-tetrahydro-5H-thiazolo[5,4-c]azepin-5-
carbonsaurebenzylester (5) wurde ohne Trennung der Isomere im nachfolgenden
Reaktionsschritt eingesetzt. In dem Gemisch liegt das [4,5-d]-lsomer (A) zum
[5,4-c]-Isomer (B) in einem 58:42-Verhaltnis vor.

Ausbeute: 10,1 g (40 %)
Aussehen: weilRer Feststoff
Summenformel: C1sH17N302S4
Molekulargewicht: 303,38 g/mol

HPLC: Methode A

Retentionszeit: 17,65min; AUC: 42,1 % (Isomer B)
18.93 min; AUC: 57,9 % (Isomer A)

H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 1.81 (q, J = 5.5 Hz, 2H, B-4-Thia-CH,-CH.), 2.68 — 2.82
(m, 6H, A-4-Thia-CH,, A-5-Thia-CH,, B-4-Thia-CH,), 3.57 — 3.67 (m, 6H, A-4-Thia-
CH,-CHa, A-5-Thia-CH,-CHz, B-4-Thia-CH2-CH2-CHs), 4.41 (d, J = 9.3 Hz, 2H, B-5-Thia-
CH,), 5.07 (s, 2H, A-Ph-CHy), 5.11 (s, 2H, B-Ph-CHy), 7.26 — 7.42 (m, 5H, Ph-5H), 9.09
(s, 2H, Thia-NH,).

ESI-MS: 304 (M+H*, 100)
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4,5,7,8-Tetrahydro-6H-thiazolo[4,5-d]azepin-6-carbonsdurebenzylester/

4,6,7,8-Tetrahydro-5H-thiazolo[5,4-c]azepin-5-carbonsaurebenzylester (5)

//—S

N o) N A o)
</SI<DNJ<O : A

1,89 (5,94 mmol) 4 in 25 ml Tetrahydrofuran wurden mit 1,2 ml (8,91 mmol) IsopentyInitrit
versetzt und zwei Stunden bei 60 °C gerihrt. Danach wurde der Ansatz im Vakuum
eingeengt und der Rickstand saulenchromatographisch aufgereinigt. Als Elutionsmittel
wurde ein Gemisch aus Ethylacetat und n-Hexan (Verhaltnis 4:6) verwendet. Die
Substanz wurde ohne weitere Aufreinigung im nachfolgenden Reaktionsschritt eingesetzt.

Ausbeute: 0,7 g (41 %)
Aussehen: rotes Ol
Summenformel: C15H16N202S+
Molekulargewicht: 288,37 g/mol

H NMR (300 MHz, CDCl3) 8 1.91 (d, J = 8.6 Hz, 2H, B-4-Thia-CH2-CH.), 2.95 — 3.31 (m,
6H, A-4-Thia-CH,, A-5-Thia-CH,, B-4-Thia-CH,), 3.66 — 3.85 (m, 6H, A-4-Thia-CHx-CH,
A-5-Thia-CHo-CH,, B-4-Thia-CHx-CH2-CHs), 4.63 (d, J = 13.8 Hz, 2H, B-5-Thia-CH), 5.10
(s, 2H, B-Ph-CHy), 5.19 (s, 2H, A-Ph-CH,), 7.28 — 7.45 (m, 5H, Ph-5H), 8.48 — 8.58 (m,
1H, Thia-2H).

ESI-MS: 289 (M+H*, 100)
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2-Amino-5,6,7,8-tetrahydro-4H-thiazolo[4,5-d]azepin (6) [Grell et al., 1991]

N
HoN— IGNH
s

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (A) aus 2,65g (8,73 mmol) 4 und 47ml 5-6N
isopropanolischer Salzsaure.

Ausbeute: 0,62 g (42 %)
Aussehen: gelbes Ol
Summenformel: C7H11N3S,
Molekulargewicht: 169,25 g/mol

H NMR (300 MHz, DMSO-ds)  2.95 — 3.10 (m, 4H, 4-Thia-CH,, 5-Thia-CHz), 3.20 — 3.31
(M, 4H, 4-Thia-CHo-CH,, 5-Thia-CH2-CHz), 9.01 — 9.46 (m, 2H, Azep-NH.) (HCI-Salz),
9.78 (s, 2H, Thia-NH,).

ESI-MS: 170 (M+H*, 100)

2-Amino-5,6,7,8-tetrahydro-4H-thiazolo[5,4-c]lazepin (7) [Nakamoto et al., 2005]

H,N
N

>/—s
Y

3

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (A) aus 2,65¢g (8,73 mmol) 4 und 47 ml 5-6N
isopropanolischer Salzsaure. Das Produkt wurde ohne weitere Aufreinigung im
nachfolgenden Reaktionsschritt eingesetzt.

Ausbeute: 0,10g (7 %)
Aussehen: gelbes Ol
Summenformel: C7H11N3S1

Molekulargewicht: 169,25 g/mol
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5,6,7,8-Tetrahydro-4H-thiazolo[4,5-d]azepin (8) [Heckel et al., 1999]

N
¢ | NH
S
Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (A) aus 1,4g (4,85mmol) 5 und 25ml 5-6N
isopropanolischer Salzsaure.
Ausbeute: 0,49 g (66 %)
Aussehen: braunes Ol
Summenformel: C7H1oN2S4

Molekulargewicht: 154,23 g/mol

H NMR (300 MHz, CDCl3) & 2.21 (s, 1H, Azep-NH), 2.88 — 2.96 (m, 2H, 5-Thia-CHy),
2.96 — 3.05 (M, 4H, 4-Thia-CH,, 5-Thia-CH2-CHy), 3.06 — 3.14 (m, 2H, 4-Thia-CH,-CH,),
8.40 (s, 1H, Thia-2H).

ESI-MS: 155 (M+H*, 100)

5,6,7,8-Tetrahydro-4H-thiazolo[5,4-c]lazepin (9)

S
N~
NH

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (A) aus 1,4g (4,85mmol) 5 und 25ml 5-6N
isopropanolischer Salzsaure.

Ausbeute: 0,07 g (9 %)
Aussehen: braunes Ol
Summenformel: C7H10N2S+
Molekulargewicht: 154,23 g/mol

H NMR (300 MHz, CDCls) & 1.75 (m, 2H, 4-Thia-CH2-CH>), 1.89 (s, 1H, Azep-NH), 3.05 —
3.1 (m, 2H, 4-Thia-CHy), 3.15 — 3.22 (m, 2H, 4-Thia-CH-CH2-CH>), 3.99 (s, 2H, 5-Thia-
CH.), 8,38 (s, 1H, Thia-2H).

ESI-MS: 155 (M+H*, 100)
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2-Amino-6-propyl-5,6,7,8-tetrahydro-4H-thiazolo[4,5-d]azepin (10) [Griss et al., 1970]

N
HoN— | N
’ _<S:G _\—CH3

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (B) aus 0,11 g (0,644 mmol) 6, 0,27 g (1,95 mmol)
Kaliumcarbonat und 1,7 ml (1,87 mmol) 1-Brompropan.

Ausbeute: 0,089 g (65 %)
Aussehen: blassbrauner Feststoff
Summenformel: C1oH17N3S+
Molekulargewicht: 211,33 g/mol

HPLC: Methode B
Retentionszeit: 1,65 min; AUC: 90,1 %

'"H NMR (300 MHz, CDCls) & 0.91 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH3), 1.48 — 1.63 (m, 2H, CH3-CH>),
2.55 -2.64 (m, 2H, CH3-CH2-CHz), 2.70 — 2.95 (m, 8H, Azep-H), 4.78 (s, 2H, NH>).

2-Amino-5-propyl-5,6,7,8-tetrahydro-4H-thiazolo[5,4-c]azepin (11)

H,N
N

)—s
Y
\CN_\—CHa

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (B) aus 0,47 g (2,79 mmol) 7, 1,17 g (8,47 mmol)
Kaliumcarbonat und 7,7 ml 1-Brompropan (8,45 mmol).

Ausbeute: 0,31 g (53 %)

Aussehen: gelber Feststoff

Summenformel: C1oH17N3S4 x 0,15 C1H4O1

Molekulargewicht: 211,33 g/mol

Schmelzpunkt: 107 °C (MeOH)

CHN: berechnet: C 56,36 H 8,21 N 19,43 S 14,82
gefunden: C 56,52 H 8,37 N 19,47 S 14,65

'"H NMR (300 MHz, CDCls)  0.88 (t, J = 7,3 Hz, 3H, CHa), 1.43 — 1.58 (m, 2H, CH3-CH>),
1.66 — 1.77 (m, 2H, 4-Thia-CH>-CH>), 2.43 — 2.53 (m, 2H, CH3-CH>-CH), 2.73 — 2.82 (m,
2H, 4-Thia-CH), 3.08 — 3.16 (m, 2H, 4-Thia-CH.-CH2-CH?), 3.79 (s, 2H, 5-Thia-CH2), 4.89
(sbr, 2H, NH>).
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13C NMR (75 MHz, CDCls) & 12.0 (CH3), 20,8 (CHs-C), 22.4 (4-Thia-CH2-C), 30.9 (4-Thia-
C), 49.2 (5-Thia-C), 54.6 (4-Thia-CH2-CH,-C), 57.9 (CHs-CH,-C), 117.4 (Thia-C5), 151.1
(Thia-C4), 164,2 (Thia-C2).

ESI-MS: 212 (M+H", 100)

6-Propyl-5,6,7,8-tetrahydro-4H-thiazolo[4,5-d]azepin (12)

@CNKCHS

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (B) aus 0,040g (0,26 mmol) 8, 0,11 g (0,80 mmol)
Kaliumcarbonat und 0,07 ml (0,77 mmol) 1-Brompropan.

Ausbeute: 0,02 g (39 %)
Aussehen: gelbes Ol
Summenformel: C1oH1s6N2S+
Molekulargewicht: 196,31 g/mol

GC/MS: Totalionenstrom-Chromatogramm: Retentionszeit 7,26 min, AUC 299 %,
EI-Massenspektrum: 42 (CzH4N1+, 48), 84 (C5H10N1+, 54) 167 (C8H11N281+, 100), 196
(M*, 6)

HRMS: C1oH17N2S1 berechnet: 197,1107; gefunden: 197,1107 lonisierungsmethode: ESI

H NMR (300 MHz, CDCls) 8 0.93 (t, J = 7,4 Hz, 3H, CHa), 1.52 — 1.67 (m, 2H, CH3-CH.),
2.58 — 2.68 (M, 2H, CHs-CH,-CHy), 2.85 — 2.95 (m, 4H, 4-Thia-CH,-CH,, 5-Thia-CHo-
CHs), 2.96 — 3.05 (m, 2H, 5-Thia-CHy), 3.12 — 3.20 (m, 2H, 4-Thia-CH,), 8.42 (s, 1H, Thia-
2H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) & 12.0 (CHs), 20,1 (CHs-C), 25.5 (5-Thia-C), 30.9 (4-Thia-C),
53.7 (5-Thia-CH»-C), 54.8 (4-Thia-CHo-C), 59.6 (CHs-CH-C), 131.4 (Thia-C5), 148.2
(Thia-C4), 155.0 (Thia-C2).
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6-(Prop-2-in-1-yl)-5,6,7,8-tetrahydro-4H-thiazolo[4,5-d]azepin (13)

@CR\\

Unter Stickstoffatmosphare wurden 0,019g (0,475 mmol) Natriumhydrid (60 % m/m
Dispersion in Mineraldl) in 5 ml Tetrahydrofuran bei —60 °C geruhrt. Hierzu wurde eine
Lésung aus 0,060 g (0,389 mmol) 8 in 5 ml Tetrahydrofuran tropfenweise hinzugegeben.
Nach zwei Stunden RUhren bei -60 °C wurden 0,052 ml (0,467 mmol) Propargylbromid
(80 % m/m in Toluol) zugegeben und tber Nacht bei Raumtemperatur weitergerthrt. Am
nachsten Tag wurde der Ansatz im Vakuum eingeengt und der RuUckstand
saulenchromatographisch aufgereinigt. Als Elutionsmittel wurde ein Gemisch aus
Dichlormethan und 1% Ammoniak-gesattigtem Methanol verwendet. Die erhaltene
Substanz wurde mit n-Hexan gewaschen.

Ausbeute: 0,04 g (53 %)

Aussehen: gelbes Ol

Summenformel: C1oH12N2S1 x 0,05 CsH14

Molekulargewicht: 192,28 g/mol

CHN: berechnet: C 62,93 H 6,51 N 14,25 S 16,31
gefunden: C 62,83 H 6,20 N 13,97 S 16,02

GC/MS: Totalionenstrom-Chromatogramm: Retentionszeit 7,49 min, AUC 299 %,
El-Massenspektrum: 42 (CzHsN+*, 100), 54 (CsHsN+, 40) 124 (CeHsN1S:*, 32), 192
(M*, 19)

HRMS: C1oH13N2S1 berechnet: 193,0794; gefunden: 193,0795 lonisierungsmethode: ESI

H NMR (300 MHz, CDCls) 8 2.24 (t, J = 2.4 Hz, 1H, CH), 2.79 — 2.88 (m, 4H, 4-Thia-CH,-
CHz, 5-Thia-CH2-CHz), 2.95 — 3.03 (m, 2H, 5-Thia-CH), 3.11 — 3.17 (m, 2H, 4-Thia-CH.),
3.49 (dd, J = 2.5, 0.9 Hz, 2H, CH-C-CH.), 8.41 (s, 1H, Thia-2H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) 5 26.3 (5-Thia-C), 31.7 (4-Thia-C), 49.0 (CH-C-CH,), 53.7 (5-
Thia-CH,-C), 54.6 (4-Thia-CH2-C), 73.4 (CH), 79.0 (CH-C), 131.2 (Thia-C5), 148.2 (Thia-
C4), 154.9 (Thia-C2).

2-Brom-6-propyl-5,6,7,8-tetrahydro-4H-thiazolo[4,5-d]azepin (14a)

N
Br— | N

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (C) aus 0,081 g (0,38 mmol) 10, 0,039 g (0,57 mmol)
Natriumnitrit und 0,055 g (0,38 mmol) Kupfer(l)-bromid.

Ausbeute: 0,029 g (27 %)

102



Experimenteller Teil

Aussehen: braunes Ol
Summenformel: C1oH15BriN2S1
Molekulargewicht: 275,21 g/mol

H NMR (300 MHz, CDCls) 5 0.91 (t, J = 7,3 Hz, 3H, CHs), 1.48 — 1.63 (m, 2H, CHs-CH.),
2.54 — 2.63 (M, 2H, CHs-CHo-CH>), 2.79 — 2.91 (m, 6H, 4-Thia-CHa, 4-Thia-CHx-CHz, 5-
Thia-CH2-CH.), 3.01 — 3.10 (m, 2H, 5-Thia-CH).

ESI-MS: 275 (M+H*, 98); 277 (M+H", 100)

2-Brom-5-propyl-5,6,7,8-tetrahydro-4H-thiazolo[5,4-c]azepin (15a)

Br.
}rS
N~

\CN_\—CH3

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (C) aus 0,19 g (0,90 mmol) 11, 0,093 g (1,35 mmol)
Natriumnitrit und 0,129 g (0,90 mmol) Kupfer(l)-bromid.

Ausbeute: 0,09 g (36 %)
Aussehen: braunes Ol
Summenformel: C1oH15BriN2S+
Molekulargewicht: 275,21 g/mol

H NMR (300 MHz, CDCls) & 0.87 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CHa), 1.41 — 1.55 (m, 2H, CHa-CH.),
1.67 — 1.77 (m, 2H, 4-Thia-CH,-CH,), 2.39 — 2.47 (m, 2H, CHs-CH2-CH>), 2.96 — 3.04 (m,
2H, 4-Thia-CH,), 3.10 — 3.17 (m, 2H, 4-Thia-CH,-CH»-CH), 3.89 (s, 2H, 5-Thia-CHy).

APCI-MS: 275 (M+H*, 100); 277 (M+H", 99)
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5.1.3.2 Thiazolylether

2-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)-6-propyl-5,6,7,8-tetrahydro-4 H-thiazolo[4,5-d]azepin
(14)

QMH:ENKC%

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (D) aus 0,1 g (0,36 mmol) 14a, 0,257 g (1,80 mmol)
3-Piperidin-1-ylpropan-1-ol und 0,086 g (2,16 mmol) Natriumhydrid (60 %).

Ausbeute: 0,03 g (25 %)

Aussehen: gelbes Ol

Summenformel: C1gH31N301S,

Molekulargewicht: 337,53 g/mol

CHN: berechnet: C 64,05 H 9,26 N 12,45 S 9,50
gefunden: C 63,87 H9,35N 12,30 S 9,35

H NMR (300 MHz, CDCls) 3 0.89 (t, J = 7,4 Hz, 3H, CHs), 1.43 (tt, J = 7,0, 2,8 Hz, 2H,
Pip-4H), 1.47 — 1.64 (m, 6H, CHs-CH,, Pip-3H, -5H), 1.90 — 2.02 (m, 2H, O-CH-CHb>),
2.34 — 2.49 (m, 6H, 1-Pip-CH,, Pip-2H, -6H), 2.49 — 2.57 (m, 2H, CH3-CH2-CH.), 2.66 —
2.73 (m, 2H, 5-Thia-CH,), 2.76 — 2.88 (m, 6H, 4-Thia-CH,, 4-Thia-CHo-CH,, 5-Thia-CHa-
CH), 4.30 (t, J = 6,4 Hz, 2H, O-CHb).

13C NMR (75MHz, CDCls) 8 12.0 (CHa), 20.4 (CHs-C), 24.4 (Pip-C4), 25.6 (5-Thia-C),
25.9 (Pip-C3, -C5), 26.5 (O-CH,-C), 31.2 (4-Thia-C), 53.7 (4-Thia-CH,-C), 54.6 (Pip-C2, -
C6), 55.1 (5-Thia-CH,-C), 55.8 (1-Pip-C), 59.1 (CHs-CH,-C), 69.8 (O-CH,), 122.2 (Thia-
C5), 147.4 (Thia-C4), 170.1 (Thia-C2).

ESI-MS: 170 (M+2H*, 100)
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2-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)-5-propyl-5,6,7,8-tetrahydro-4 H-thiazolo[5,4-c]azepin
(15)

-

%

o]
s
N -

\CN_\—CH3

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (D) aus 0,055g (0,20mmol) 15a, 0,143g
(1,00 mmol) 3-Piperidin-1-ylpropan-1-ol und 0,048 g (1,21 mmol) Natriumhydrid (60 %).

Ausbeute: 0,015 g (22 %)

Aussehen: gelbes Ol

Summenformel: C1gH31N301S,

Molekulargewicht: 337,53 g/mol

CHN: berechnet: C 64,05 H 9,26 N 12,45 S 9,50
gefunden: C 63,85 H 9,31 N 12,20 S 9,20

H NMR (300 MHz, CDCls) & 0.88 (t, J = 7,4 Hz, 3H, CH3), 1.37 — 1.53 (m, 4H, CHs-CH.,
Pip-4H), 1.60 (p, J = 5,6 Hz, 4H, Pip-3H, -5H), 1.70 (ddt, J = 11,3, 8,0, 4,1 Hz, 2H, 4-Thia-
CH,-CH), 1.91 — 2.05 (m, 2H, O-CHa-CHz), 2.33 — 2.52 (m, 8H, 1-Pip-CH,, CHs-CH,-CH.,
Pip-2H, -6H), 2.76 — 2.87 (m, 2H, 4-Thia-CH,), 3.03 — 3.13 (m, 2H, 4-Thia-CH,-CH,-CH.),
3.75 (s, 2H, 5-Thia-CHy), 4.32 (t, J = 6,4 Hz, 2H, O-CHs).

13C NMR (75MHz, CDCls) & 12.0 (CHs), 20.9 (CHs-C), 22.6 (4-Thia-CHx-C), 24.4 (Pip-
C4), 25.9 (Pip-C3, -C5), 26.5 (O-CH,-C), 31.3 (4-Thia-C), 49.5 (5-Thia-C), 54.7 (Pip-C2, -
C6), 54.7 (4-Thia-CH-CH2-C), 55.8 (1-Pip-C), 58.0 (CH3-CH2-C), 70.0 (O-CH,), 119.9
(Thia-C5), 149.3 (Thia-C4), 170.4 (Thia-C2).

ESI-MS: 170 (M+2H", 100)
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5.1.3.3 Bisverbindung

Succinaldehyd (16a) [Froehlich et al., 2015]

@)
@)
H

2,0g (15,1mmol) 2,5-Dimethoxytetrahydrofuran wurden in 10ml 0,1M wassriger
Salzsaurelésung fur eine Stunde bei 90 °C geruhrt. AnschlieRend wurde der Ansatz mit
gesattigter wassriger Natriumcarbonatlésung neutralisiert und im Scheidetrichter drei Mal
mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum einrotiert. Das erhaltene Produkt wurde
ohne weitere Aufreinigung sofort im nachsten Reaktionsschritt eingesetzt.

Ausbeute: 0,29 (15 %)

Aussehen: gelbe Flussigkeit

Summenformel: C4HsO2

Molekulargewicht: 86,09 g/mol

'"H NMR (300 MHz, CDCls) 6 2.80 (s, 4H, O=CH-CH>), 9.82 (s, 2H, O=CH).

1,4-Bis(4,5,7,8-tetrahydro-6H-thiazolo[4,5-d]azepin-6-yl)butan (16)

</SI<DN_\_¥N C:[:}

0,10 g (0,648 mmol) 9 wurden in 3 ml 1,2-Dichlorethan unter Stickstoffatmosphéare gerthrt.
Tropfenweise wurde eine Losung aus 0,028 g (0,325 mmol) 16ain 1,5 ml 1,2-Dichlorethan
hinzugegeben. Nach einer halben Stunde wurden 0,193g (0,911 mmol)
Natriumtriacetoxyborhydrid zum Ansatz gegeben und Uber Nacht gertihrt. Am Folgetag
wurde der Ansatz eingeengt und der Ruckstand sdulenchromatographisch aufgereinigt.
Als Elutionsmittel wurde ein Gemisch aus Dichlormethan und 3 % Ammoniak-gesattigtem
Methanol verwendet. Die Substanz wurde anschliefiend aus Diethylether umkristallisiert.

Ausbeute: 0,059 (21 %)
Aussehen: weilder Feststoff
Summenformel: C1gH26N4S>
Molekulargewicht: 362,55 g/mol

Schmelzpunkt: 112 °C (Et20)
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CHN: berechnet: C 59,63 H7,23 N 15,45 S 17,69
gefunden: C 59,86 H7,52 N 15,29 S 17,49

1H NMR (300 MHz, CDCl3) & 1.53 — 1.70 (m, 4H, 1-Azep-CHz-CH2-CHz), 2.68 (m, 4H,
1-Azep-CHo-CH2-CH2-CHz), 2.82 — 2.95 (m, 8H, 4-Thia-CHa, 5-Thia-CHz), 2.99 (m, 4H, 5-
Thia-CH2-CHz), 3.10 — 3.21 (m, 4H, 4-Thia-CH2-CH>), 8.43 (s, 2H, Thia-2H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) & 25.0 (1-Azep-CHz-CH,-CHy), 25.6 (5-Thia-C), 31,1 (4-Thia-
C), 53.7 (5-Thia-CHz-C), 54.9 (4-Thia-CH,-C), 57.4 (1-Azep-CHz-CHo-CH,-CH,), 131.4
(Thia-C5), 148.2 (Thia-C4), 155.0 (Thia-C2).
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5.1.3.4 Bitopische Verbindungen

Adamantan-1-carbonséaure-(4,4-diethoxybutyl)amid (17a) [Saur, 2007]

CH,
o—/
0
HsC—/
o

0,47 g (2,6 mmol) Adamantan-1-carbonsaure wurden fir anderthalb Stunden in 2ml
Thionylchlorid bei 60 °C gerihrt. Anschlielfiend wurde das Thionylchlorid abdestilliert und
der Ruckstand in 2 ml Dichlormethan aufgenommen, mit 1,5 ml Triethylamin versetzt und
0,46 ml (2,6 mmol) 4,4-Diethoxybutylamin tropfenweise hinzugefligt. Der Ansatz wurde
uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Am Folgetag wurden 5ml Dichlormethan
hinzugefigt und zwei Mal mit 1 molarer wassriger Salzsaureldsung gewaschen. Die
organische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum eingeengt.

Ausbeute: 0,699 (82 %)
Aussehen: gelbes Ol
Summenformel: C19H33N103
Molekulargewicht: 323,48 g/mol

'H NMR (300 MHz, CDCl5) & 1.22 (dt, J = 10.5, 7.0 Hz, 6H, CH3), 1.35 — 1.68 (m, 4H,
CONH-CH,-CH>-CH.), 1.67 — 1.78 (m, 6H, Adamantyl-H), 1.80 — 1.87 (m, 6H, Adamantyl-
H), 1.95 — 2.08 (m, 3H, Adamantyl-H), 3.21 — 3.32 (m, 2H, CONH-CH.), 3.42 — 3.76 (m,
4H, CH3-CH2), 4.48 (t, J = 5.1 Hz, 1H, CONH-CH2-CH>-CH.-CH), 5.75 (s, 1H, CONH).

Adamantan-1-carbonsaure-(4-oxobutyl)amid (17b)
H
O:Q_\;
2
o

0,053 g (0,16 mmol) 17a wurden in 0,5ml Ethanol gelést und eine Mischung aus 0,2 ml
Essigsaure und 0,2ml 2 molare wassrige Salzsaure hinzugegeben. Nach zweieinhalb
Stunden RuUhren bei Raumtemperatur wurde im Vakuum auf etwa das halbe
Ausgangsvolumen eingeengt. Nach dem Hinzufigen von 5 ml Wasser wurde drei Mal mit
Chloroform extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und im Vakuum zur Trockene eingeengt. Das erhaltene Rohprodukt
wurde ohne weitere Aufreinigung im nachfolgenden Reaktionsschritt eingesetzt.

Ausbeute: 0,040 g (100 %)

Aussehen: klares Ol
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Summenformel: C15H23N10>

Molekulargewicht: 249,35 g/mol

N-(4-(4,5,7,8-Tetrahydro-6H-thiazolo[4,5-d]azepin-6-yl)butyl)Jadamantan-1-
carbonsaureamid (17)

N
<IN
> N
-0
@)
Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (H) aus 0,040g (0,26 mmol) 8 und 0,097 g
(0,39 mmol) 17b.
Ausbeute: 0,055 g (54 %)
Aussehen: gelbes Ol
Summenformel: C22H33N30s
Molekulargewicht: 387,59 g/mol

HRMS: ber.: 388.2417 gef.: 388.2420

HPLC: Methode B
Retentionszeit: 8,37 min; AUC: 299 %

H NMR (300 MHz, CDCls) & 1.48 — 1.63 (m, 4H, CONH-CH2-CH»-CHy), 1.64 — 1.78 (m,
6H, Adamantyl-H), 1.84 (d, J = 2.9 Hz, 6H, Adamantyl-H), 2.03 (p, J = 3.0 Hz, 3H,
Adamantyl-H), 2.67 (t, J = 6.9 Hz, 2H, CONH-CH,-CH,-CH,-CH.), 2.84 — 2.93 (m, 4H,
4-Thia-CHa, 5-Thia-CHy), 2.94 — 3.01 (m, 2H, 5-Thia-CH,-CH>), 3.10 — 3.17 (m, 2H, 4-
Thia-CH2-CHy), 3.27 (q, J = 6.5 Hz, 2H, CONH-CH>), 5.71 (sbr, 1H, CONH), 8.42 (s, 1H,
Thia-2H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) & 24.2 (CONH-CH,-CH,-C), 25.2 (5-Thia-C), 27.7 (4-Thia-C),
28.3 (Adamantyl-C3,-C5,-C8), 30.7 (CONH-CH,-C), 36.7 (Adamantyl-C4,-C9,-C10), 39.0
(Adamantyl-C1), 39.5 (Adamantyl-C2,-C6,-C7), 40.7 (CONH-C), 53.6 (5-Thia-CH,-C),
54.8 (4-Thia-CH2-C), 56.8 (CONH-CH,-CH2-CH»-C), 131.3 (Thia-C5), 148.4 (Thia-C4),
154.9 (Thia-C2), 178.1 (CONH).

ESI-MS: 388 (M+H*, 100)
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2-(4-Benzoylpiperazin-1-yl)ethanol (18a) [Cymerman-Craig et al., 1955]

HO /~\ :
_\—N N
_/ 0

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (E) aus 1,4 g (7,36 mmol) 1-Benzoylpiperazin und
1,56 ml (22,08 mmol) Bromethanol.

Ausbeute: 0,90 g (52 %)
Aussehen: gelbes Ol
Summenformel: C13H1sN20-
Molekulargewicht: 234,30 g/mol

'"H NMR (300 MHz, CDCls) d 2.18 — 2.88 (m, 6H, 1-Pipera-CH., Pipera-2H, -6H), 3.42 —
3.99 (m, 6H, O-CHz, Pipera-3H, -5H), 7.32 — 7.46 (m, 5H, 5 Ph-H).

ESI-MS: 235 (M+H*, 100)

4-(Benzoylpiperazin-1-yl)acetaldehyd (18b) [Saur, 2007]

H 2 >
OZQ*N/_\N
— o

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (G) aus 0,38 g (1,6 mmol) 18a.
Ausbeute: 0,26 g (70 %)

Aussehen: gelbes Ol

Summenformel: C13H16N20-

Molekulargewicht: 232,28 g/mol
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Phenyl(4-(2-(4,5,7,8-tetrahydro-6H-thiazolo[4,5-d]azepin-6-yl)ethyl)piperazin-1-
yl)methanon (18)

N
QSIGN—\_N/—\N g:
— 0o

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (H) aus 0,20g (1,3mmol) 8 und 0,269
(1,1 mmol) 18b.

Ausbeute: 0,08 g (13 %)

Aussehen: weilRer Feststoff

Summenformel: C20H26N401S1 x 2 C2H204

Molekulargewicht: 550,60 g/mol

Schmelzpunkt: 194 °C (EtOH)

CHN: berechnet: C 52,36 H 5,49 N 10,18 S 5,82
gefunden: C 51,99 H 5,33 N 10,04 S 5,63

H NMR (600 MHz, CDCls) & 2.46 (sbr, 2H, Pipera-2H, -6H), 2.55 — 2.64 (m, 4H, 1-Pipera-
CH, Pipera-2H, -6H), 2.84 (t, J = 6.9 Hz, 2H, 1-Pipera-CHx-CH-), 2.90 — 2.94 (m, 2H, 5-
Thia-CHy), 2.94 — 2.99 (m, 4H, 4-Thia-CH,, 5-Thia-CH,-CHx), 3.10 — 3.16 (m, 2H, 4-Thia-
CH,-CH>), 3.44 (s, 2H, Pipera-3H, -5H), 3.80 (s, 2H, Pipera-3H, -5H), 7.33 — 7.48 (m, 5H,
5-Ph-H), 8.42 (s, 1H, Thia-2H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 21.1 (5-Thia-C), 26.4 (4-Thia-C), 51.0 (5-Thia-CH,-C),
52.0 (Pipera-C2, -C6), 52.1 (1-Pipera-CH,-C), 52.2 (Pipera-C3, -C5), 52.4 (4-Thia-CH,-C),
53.3 (1-Pipera-C), 127.1 (Thia-C5), 128.7 (Ph-C2, -C6), 129.9 (Ph-C3, -C5), 130.2
(Ph-C4), 135.7 (Ph-C1), 150.7 (Thia-C4), 152.9 (Thia-C2), 163.3 (COOH), 169.2 (Ph-CO).

ESI-MS: 371 (M+H*, 100)
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2-(4-(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)ethan-1-ol (19a) [Mann & Willcox, 1958]
H,CO
OO
Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (E) aus 5g (26 mmol) 1-(2-Methoxyphenyl)-
piperazin-Hydrochlorid und 3,1 ml (44 mmol) Bromethanol.
Ausbeute: 3,29 (52 %)
Aussehen: weilder Feststoff
Summenformel: C13H20N20-
Molekulargewicht: 236,32 g/mol

H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 2.08 (s, 2H, 1-Pipera-CHy), 3.23 (sbr, 4H, Pipera-2H,
-6H), 3.33 (sbr, 4H, Pipera-3H, -5H), 3.72 — 3.78 (m, 2H, O-CHy), 3.79 (s, 4H, OCHj), 6.85
—7.08 (m, 5H, 4 Ph-H).

2-(4-(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)acetaldehyd (19b) [Saur, 2007]
H H,CO

")

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (G) aus 0,13 g (5,6 mmol) 19a.

Ausbeute: 0,027 g (21 %)

Aussehen: gelbes Ol

Summenformel: C13H1sN202

Molekulargewicht: 234,30 g/mol
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6-(2-(4-(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)ethyl)-5,6,7,8-tetrahydro-4 H-
thiazolo[4,5-d]azepin (19)

/N H3;CO
Ly
Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (H) aus 0,015g (0,097 mmol) 8 und 0,027 g
(0,115 mmol) 19b.
Ausbeute: 0,02 g (36 %)
Aussehen: weilRer Feststoff
Summenformel: C20H28N401S1x 2,25 C2H204
Molekulargewicht: 575,12 g/mol
CHN: berechnet: C 51,17 H5,70 N 9,74 S 5,57
gefunden: C 51,00 H 5,91 N 9,62 S 5,70

H NMR (300 MHz, D,0) & 3.22 — 3.40 (m, 4H, 1-Pipera-CH,, 1-Pipera-CH,-CH), 3.41 —
3.45 (m, 4H, 4-Thia-CH,, 5-Thia-CHs), 3.49 (sbr, 4H, Pipera-2H, -6H), 3.53 — 3.61 (m, 2H,
5-Thia-CH2-CH,, 3.69 (sbr, 4H, Pipera-3H, -5H), 3.73 — 3.83 (m, 2H, 4-Thia-CH-CH>),
3.91 (s, 3H, OCHs), 7.00 — 7.22 (m, 2H, Ph-5H, -6H), 7.22 — 7.45 (m, 2H, Ph-3H, -4H),
8.83 (s, 1H, Thia-2H).

13C NMR (75 MHz, D,0) & 20.9 (5-Thia-C), 25.3 (4-Thia-C), 49.8 (Pipera-C2, -C6), 50.4
(5-Thia-CH2-C), 50.7 (4-Thia-CH.-C), 51.7 (Pipera-C3, -C5), 53.0 (1-Pipera-CH,-C), 54.1
(1-Pipera-C), 55.5 (O-CHs), 112.4 (Ph-C6), 119.5 (Ph-C3), 121.3 (Ph-C4), 127.8 (Ph-C5),
130.1 (Thia-C5), 134.5 (Ph-C1), 150.4 (Ph-C2), 151.7 (Thia-C4), 152.6 (Thia-C2), 165.9
(COOH).

ESI-MS: 187 (M+2H*, 100), 373 (M+H", 51)
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3-(4-(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)propan-1-ol (20a) [Holbert & Grote, 1956]

HO—\_\

N

«—_r} OCHj

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (E) aus 5g (26 mmol) 1-(2-Methoxyphenyl)-
piperazin-Hydrochlorid und 5,0 ml (60 mmol) 3-Chlorpropan-1-ol.

Ausbeute: 2,3 g (35 %)
Aussehen: weilRer Feststoff
Summenformel: C14H22N20-
Molekulargewicht: 250,34 g/mol

"H NMR (300 MHz, CDCl3) & 1.79 — 1.90 (m, 2H, 1-Pipera-CH,-CH,), 2.77 — 2.85 (m, 2H,
1-Pipera-CHy), 2.89 (sbr, 4H, Pipera-2H, -6H), 3.18 (sbr, 4H, Pipera-3H, -5H), 3.81 — 3.90
(m, 5H, O-CH_, OCHj3), 6.83 — 7.07 (m, 4H, 4 Ph-H).

6-(3-(4-(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)propyl)-5,6,7,8-tetrahydro-4 H-
thiazolo[4,5-d]azepin (20)

a@

<:r\> OCH;

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (I) aus 0,051g (0,33 mmol) 8 und 0,135¢g
(0,54 mmol) 20a.

Ausbeute: 0,058 g (28 %)

Aussehen: weiller Feststoff

Summenformel: C21H30N401S1 x 2 C4H404
Molekulargewicht: 618,70 g/mol

Schmelzpunkt: 166 °C (EtOH)

CHN: berechnet: C 56,30 H6,19 N 9,06 S 5,18

gefunden: C 56,05 H 6,41 N 8,80 S 5,08
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"H NMR (300 MHz, MeOD) & 2.27 (s, 2H, 1-Pipera-CH»-CH>), 3.31 (s, 12H, 1-Pipera-CHa,
1-Pipera-CH2-CH2-CH,, Pipera-H) (teilweise verdeckt vom MeOH-Signal), 3.44 (s, 4H, 4-
Thia-CH,, 5-Thia-CH.), 3.52 (s, 4H, 4-Thia-CH2-CH., 5-Thia-CH>-CH.), 3.87 (s, 3H,
OCHs), 6.27 (s, 4H, CH-COOH), 6.88 — 7.14 (m, 4H, Ph-H), 8.75 (s, 1H, Thia-2H).

3C NMR (151 MHz, MeOD) & 20.7 (1-Pipera-CH>-C), 22.6 (5-Thia-C), 27.6 (4-Thia-C),
49.6 (Pipera-C2, -C6), 53.7 (Pipera-C3, -C5), 54.0 (1-Pipera-CH2-CH-C), 54.9 (5-Thia-
CH.-C), 55.0 (4-Thia-CH2-C), 55.2 (1-Pipera-C), 56.0 (O-CHs), 113.0 (Ph-C6), 120.0
(Ph-C3), 122.2 (Ph-C4), 125.6 (Ph-C5), 131.5 (Thia-C5), 135.9 (C-COOH), 140.5 (Ph-C1),
152.6 (Ph-C2), 153.3 (Thia-C4), 154.0 (Thia-C2), 170.8 (COOH).

ESI-MS: 194,4 (M+2H*, 50), 387,5 (M+H*,100)

4-(4-(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)butan-1-ol (21a) [Parcell, 1959]
HO H,CO
H [
N N
/

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (F) aus 0,47 g 1-(2-Methoxyphenyl)piperazin-
Hydrochlorid (2,05 mmol) und 0,60 ml (4,1 mmol) 4-Brombutylacetat.

Ausbeute: 0,21 g (39 %)
Aussehen: weilder Feststoff
Summenformel: C15H2aN20-
Molekulargewicht: 264,37 g/mol

'"H NMR (300 MHz, CDCl3) & 1.67 — 1.77 (m, 4H, 1-Pipera-CH,-CH,-CH,), 2.48 — 2.55 (m,
2H, 1-Pipera-CH), 2.77 (sbr, 4H, Pipera-2H, -6H), 3.15 (sbr, 4H, Pipera-3H, -5H), 3.57 —
3.63 (m, 2H, O-CHy), 3.85 (s, 3H, OCHs3), 6.81 — 7.04 (m, 4H, 4 Ph-H).

4-(4-(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)butyraldehyd (21b) [Saur, 2007]

H
o) H,CO

/N
N N
_/
Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (G) aus 0,21 g (0,79 mmol) 21a.
Ausbeute: 0,13 g (62 %)
Aussehen: gelbes Ol

Summenformel: C15H2oN202

Molekulargewicht: 262,35 g/mol
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6-(4-(4-(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)butyl)-5,6,7,8-tetrahydro-4H-
thiazolo[4,5-d]azepin (21)

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (H) aus 0,043g (0,279 mmol) 8 und 0,113g
(0,431 mmol) 21b.

Ausbeute: 0,053 g (33 %)

Aussehen: weilRer Feststoff

Summenformel: C22H32N401S1 x 2 C2H204

Molekulargewicht: 580,67 g/mol

Schmelzpunkt: 188 °C (Et20)

CHN: berechnet: C 53,78 H 6,25 N 9,65 S 5,52
gefunden: C 53,54 H 6,49 N 9,38 S 5,37

"H NMR (600 MHz, MeOD) & 1.91 (s, 4H, 1-Pipera-CH,-CH>, 1-Pipera-CH,-CH2-CH->),
3.24 — 3.28 (m, 4H, 1-Pipera-CH;, 1-Pipera-CH,-CH,-CH,-CH>), 3.33 — 3.50 (m, 12H,
4-Thia-CH2, 4-Thia-CH,-CH», 5-Thia-CH», 5-Thia-CH2-CH,, Pipera-2H, -6H) (teilweise
verdeckt vom MeOH-Signal), 3.59 (d, J = 9.2 Hz, 4H, Pipera-3H, -5H), 3.86 (s, 3H,
O-CHs), 6.87 — 7.09 (m, 4H, Ph-H), 8.75 (s, 1H, Thia-2H).

3C NMR (151 MHz, MeOD) d 22.2 (1-Pipera-CH,-CH>-C), 22.5 (1-Pipera-CH,-C), 25.3
(5-Thia-C), 27.1 (4-Thia-C), 48.9 (Pipera-C2, -C6) (teilweise verdeckt vom MeOH-Signal),
53.6 (Pipera-C3, C5), 53.8 (1-Pipera-CH2-CH2-CH2-C), 54.9 (1-Pipera-C), 56.0 (O-CHa),
57.0 (5-Thia-CH2-C), 57.1 (4-Thia-CH2-C), 112.9 (Ph-C6), 120.0 (Ph-C3), 122.2 (Ph-C4),
125.5 (Ph-C5), 131.4 (Thia-C5), 140.6 (Ph-C1), 152.6 (Ph-C2), 153.3 (Thia-C4), 154.0
(Thia-C2), 166.8 (COOH).

ESI-MS: 201 (M+2H*, 100), 401 (M+H", 67)

116



Experimenteller Teil

4-(4-(2,3-Dichlorphenyl)piperazin-1-yl)butan-1-ol (22a) [Luo & Li, 2005]
HO Cl Cl
O
N N
_/

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (F) aus 0,46 g (3,4 mmol) 1-(2,3-Dichlorphenyl)-
piperazin und 1,0 ml (6,8 mmol) 4-Brombutylacetat.

Ausbeute: 0,34 g (33 %)
Aussehen: gelbes Ol
Summenformel: C14H20CI2N20+
Molekulargewicht: 303,23 g/mol

"H NMR (300 MHz, MeOD) & 1.59 — 1.72 (m, 2H, 1-Pipera-CH2-CH>), 1.83 — 1.98 (m, 2H,
1-Pipera-CH2-CH2-CHy), 3.09 — 3.75 (m, 12H, 1-Pipera-CH,, O-CHa, Pipera-H), 7.17 (dd,
J=6.2, 3.4 Hz, 1H, Ph-6H), 7.27 — 7.35 (m, 2H, Ph-4H, -5H).

4-(4-(2,3-Dichlorophenyl)piperazin-1-yl)butyraldehyd (22b) [Saur, 2007]

H
O:Q_\; Cl cl
e
N N
__/

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (G) aus 0,43 g (1,42 mmol) 22a.
Ausbeute: 0,30 g (70 %)

Aussehen: gelbes Ol

Summenformel: C14H18CI2N204

Molekulargewicht: 301,21 g/mol
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6-(4-(4-(2,3-Dichlorophenyl)piperazin-1-yl)butyl)-5,6,7,8-tetrahydro-4 H-
thiazolo[4,5-d]azepin (22)

</:IGN ci Cl
O

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (H) aus 0,016g (0,10 mmol) 8 und 0,037g
(0,12 mmol) 22b.

Ausbeute: 0,025 g (37 %)

Aussehen: weilder Feststoff

Summenformel: C21H28Cl2N4S1 x 2 C4H404

Molekulargewicht: 671,58 g/mol

Schmelzpunkt: 157 °C (EE)

CHN: berechnet: C 51,86 H 5,40 N 8,34 S 4,77
gefunden: C 51,59 H 5,37 N 8,04 S 4,37

"H NMR (300 MHz, MeOD) & 1.94 (sbr, 4H, 1-Pipera-CH,-CH>, 1-Pipera-CH,-CH2-CH->),
3.36 (sbr, 12H, Pipera-2H, -6H, 1-Pipera-CH,, 1-Pipera-CH,-CH.-CH.-CH>, 4-Thia-CHy,
5-Thia-CHy,), 3.48 (sbr, 4H, 4-Thia-CH2-CH>, 5-Thia-CH>-CHy), 3.53 — 3.64 (m, 4H, Pipera-
3H, -5H), 6.27 (s, 4H, CH-COOH), 7.16 (dd, J = 6.3, 3.3 Hz, 1H, Ph-6H), 7.30 (q, J = 3.8,
2.9 Hz, 2H, Ph-4H, -5H), 8.75 (s, 1H, Thia-2H).

13C NMR (75 MHz, MeOD) & 22.4 (5-Thia-C), 22.5 (1-Pipera-CHz-CH-C), 22.6 (1-Pipera-
CH,-C), 27.3 (4-Thia-C), 49.7 (Pipera-C2, -C6), 53.6 (Pipera-C3, -C5), 53.9 (1-Pipera-
CH,-CH,-CH,-C), 55.0 (1-Pipera-C), 57.1 (5-Thia-CHo-C), 57.3 (4-Thia-CH,-C), 120.6 (Ph-
C6), 127.1 (Thia-C5), 128.6 (Ph-C4), 129.4 (Ph-C5), 131.4 (Ph-C2), 135.1 (Ph-C3), 136.5
(C-COOH), 150.8 (Ph-C1), 152.7 (Thia-C4), 153.2 (Thia-C2), 170.9 (COOH).

APCI-MS: 439 (M+H", 100), 441 (M+H", 72)
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4-(4-(Pyrimidin-2-yl)piperazin-1-yl)butan-1-ol (23a) [Patoiseau et al., 1998]

/— \ /N N\
N

Die Synthese erfolgte aus 1,3g (7,9 mmol) 1-(Pyrimidin-2-yl)piperazin und 2,3 ml
(15,7 mmol) 4-Brombutylacetat.

HO

Ausbeute: 1,49 (75 %)
Aussehen: gelblicher Feststoff
Summenformel: C12H20N4O+
Molekulargewicht: 236,32 g/mol

H NMR (300 MHz, CDCls) 5 1.70 (p, J = 2.5 Hz, 4H, 1-Pipera-CH-CH.-CHy), 2.43 (td, J =
4.8, 4.1, 2.6 Hz, 2H, 1-Pipera-CH,), 2.52 — 2.61 (m, 4H, Pipera-2H, -6H), 3.60 (ddd, J =
5.0, 3.4, 1.8 Hz, 2H, O-CHy), 3.82 — 3.92 (m, 4H, Pipera-3H, -5H), 6.48 (t, J = 4.7 Hz, 1H,
Pyrimid-5H), 8.29 (d, J = 4.7 Hz, 2H, Pyrimid-4H, -6H).

4-(4-(Pyrimidin-2-yl)piperazin-1-yl)butyraldehyd (23b)

H
0]

N
O
__/ N=
Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (G) aus 0,27 g (1,14 mmol) 23a.
Ausbeute: 0,20 g (75 %)
Aussehen: gelbes Ol

Summenformel: C12H1sN4O

Molekulargewicht: 234,30 g/mol
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6-(4-(4-(Pyrimidin-2-yl)piperazin-1-yl)butyl)-5,6,7,8-tetrahydro-4 H-
thiazolo[4,5-d]azepin (23)

2!
ety

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (H) aus 0,072g (0,47 mmol) 8 und 0,136g
(0,58 mmol) 23b.

Ausbeute: 0,021 g (7 %)

Aussehen: weilder Feststoff

Summenformel: C19H28NeS1 x 2 C4H404

Molekulargewicht: 604,68 g/mol

Schmelzpunkt: 176 °C (EE)

CHN: berechnet: C 53,63 H 6,00 N 13,90 S 5,30
gefunden: C 53,43 H6,15N 13,97 S 5,25

"H NMR (300 MHz, MeOD) & 1.92 (sbr, 4H, 1-Pipera-CH,-CH>, 1-Pipera-CH,-CH>-CH->),
3.23 (sbr, 2H, 1-Pipera-CH,), 3.32 — 3.41 (m, 10H, 1-Pipera-CH.-CH,-CH,-CH>, 4-Thia-
CHa, 4-Thia-CH2-CH>, 5-Thia-CHz, 5-Thia-CH>-CH-), 3.56 — 3.64 (m, 4H, Pipera-2H, -6H),
4.12 (sbr, 4H, Pipera-3H, -5H), 6.26 (s, 4H, CH-COOH), 6.72 (t, J = 4.8 Hz, 1H, Pyrimid-
5H), 8.40 (d, J = 4.8 Hz, 2H, Pyrimid-4H, -6H), 8.75 (s, 1H, Thia-2H).

13C NMR (75 MHz, MeOD) & 22.3 (1-Pipera-CH,-C, 1-Pipera-CH,-CH»-C), 22.5 (5-Thia-
C), 27.2 (4-Thia-C), 42.2 (Pipera-C2, -C6), 52.8 (Pipera-C3, -C5), 53.8 (1-Pipera-CH,-
CH,-CH,-C), 55.0 (1-Pipera-C), 57.2 (4-Thia-CH,-C, 5-Thia-CH»-C), 112.8 (Pyrimid-C5),
131.4 (Thia-C5), 136.5 (C-COOH), 152.7 (Thia-C4), 153.1 (Thia-C2), 159.3 (Pyrimid-C4,
-C6), 162.2 (Pyrimid-C2), 170.9 (COOH).

ESI-MS: 187 (M+2H", 56), 373 (M+H*, 100)
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6-(4-(4-(2,3-Dichlorophenyl)piperazin-1-yl)butyl)-5,6,7,8-tetrahydro-4H-
thiazolo[4,5-d]azepin-2-amin (24)

N
HzN—</I<)N ci. cl
N N
/

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (H) aus 0,13g (0,77mmol) 6 und 0,3g
(1,0 mmol) 22b.

Ausbeute: 0,02 g (6 %)

Aussehen: weilder Feststoff

Summenformel: C21H29ClI2NsS+

Molekulargewicht: 454,46 g/mol

Schmelzpunkt: 146 °C (Et0)

CHN: berechnet: C 55,50 H 6,43 N 15,41 S 7,05
gefunden: C 55,30 H 6,44 N 15,33 S 6,79

H NMR (300 MHz, CDCl3) & 1.54 (p, J = 3.3 Hz, 4H, 1-Pipera-CHz-CH., 1-Pipera-CH,-
CH,-CHy), 2.38 — 2.47 (m, 2H, 1-Pipera-CH,), 2.54 — 2.65 (m, 6H, 1-Pipera-CHz-CHo-CH,-
CH., Pipera-2H,-6H), 2.66 — 2.72 (m, 2H, 5-Thia-CH,), 2.80 (s, 4H, 4-Thia-CH,, 5-Thia-
CH2-CH.), 2.82 — 2.89 (m, 2H, 4-Thia-CH,-CH-), 3.06 (s, 4H, Pipera-3H, -5H), 4.80 (s, 2H,
NH.), 6.94 (dd, J = 6.0, 3.6 Hz, 1H, Ph-6H), 7.10 — 7.15 (m, 2H, Ph-4H, -5H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) & 24.9 (5-Thia-C), 25.3 (1-Pipera-CHo-C, 1-Pipera-CHa-CHo-C),
31.0 (4-Thia-C), 51.4 (Pipera-C2, -C6), 53.4 (Pipera-C3, -C5), 53.7 (1-Pipera-CHa-CH,-
CH,-C), 55.2 (1-Pipera-C), 56.8 (5-Thia-CH-C), 58.6 (4-Thia-CHx-C), 118.7 (Ph-CB6),
120.5 (Thia-C5), 124.6 (Ph-C4), 127.5 (Ph-C5), 127.6 (Ph-C2), 134.1 (Ph-C3), 149.1
(Thia-C4), 151.4 (Ph-C1), 163.6 (Thia-C2).

ESI-MS: 228 (M+2H*, 100), 229 (M+2H*, 71), 455 (M+H*, 98), 457 (M+H*, 62)

121



Experimenteller Teil

6-(4-(4-(Pyrimidin-2-yl)piperazin-1-yl)butyl)-5,6,7,8-tetrahydro-4 H-
thiazolo[4,5-d]azepin-2-amin (25)

N
HoN— IGN
S N=
HN@‘H\N}

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (H) aus 0,045g (0,266 mmol) 6 und 0,08g
(0,341 mmol) 23b.

Ausbeute: 0,011 g (11 %)

Aussehen: weilder Feststoff

Summenformel: C19H20N7S1

Molekulargewicht: 387,55 g/mol

Schmelzpunkt: 136 °C (Et.0)

CHN: berechnet: C 58,89 H 7,54 N 25,30 S 8,27
gefunden: C 58,67 H 7,40 N 25,01 S 8,02

"H NMR (300 MHz, CDCl3) & 1.55 (p, J = 3.4 Hz, 4H, 1-Pipera-CH,-CH>, 1-Pipera-CH,-
CH.-CHy), 2.39 (sbr, 2H, 1-Pipera-CH.), 2.49 (t, J = 5.1 Hz, 4H, Pipera-2H, -6H), 2.59
(sbr, 2H, 1-Pipera-CH,-CH>-CH,-CHy), 2.66 — 2.73 (m, 2H, 5-Thia-CHy), 2.80 (sbr, 4H, 4-
Thia-CHa, 5-Thia-CH,-CH>), 2.82 — 2.91 (m, 2H, 4-Thia-CH,-CH>), 3.82 (t, J = 5.1 Hz, 4H,
Pipera-3H, -5H), 4.66 (sbr, 2H, NHy), 6.47 (t, J = 4.7 Hz, 1H, Pyrimid-5H), 8.29 (d, J = 4.7
Hz, 2H, Pyrimid-4H, -6H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) & 24.9 (5-Thia-C), 25.3 (1-Pipera-CHo-C, 1-Pipera-CH,-CHo-C),
30.9 (4-Thia-C), 43.8 (Pipera-C2, -C6), 53.2 (Pipera-C3, -C5), 53.7 (1-Pipera-CHx-CH,-
CH,-C), 55.2 (1-Pipera-C), 56.7 (5-Thia-CH,-C), 58.7 (4-Thia-CH,-C), 109.9 (Pyrimid-C5),
120.5 (Thia-C5), 149.1 (Thia-C4), 157.8 (Pyrimid-C4, -C6), 161.8 (Pyrimid-C5), 163.6
(Thia-C2).

ESI-MS: 195 (M+2H", 100), 388 (M+H", 21)
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5-(3-(4-(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)propyl)-5,6,7,8-tetrahydro-4 H-
thiazolo[5,4-c]azepin (26)

//—S
N~
O

N

«—_r} OCHj

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (1) aus 0,035g (0,23 mmol) 8 und 0,114g
(0,46 mmol) 20a.

Ausbeute: 0,04 g (28 %)

Aussehen: weiller Feststoff

Summenformel: C21H30N401S1 x 2 C4H404

Molekulargewicht: 618,70 g/mol

Schmelzpunkt: 142 °C (EtOH)

CHN: berechnet: C 56,30 H 6,19 N 9,06 S 5,18
gefunden: C 56,04 H 6,41 N 8,92 S 5,03

H NMR (300 MHz, MeOD) & 2.10 (s, 2H, 4-Thia-CH,-CHz), 2.25 (s, 2H, 1-Pipera-CH,-
CH), 3.13 — 3.23 (m, 4H, 1-Pipera-CHa, 1-Pipera-CH,-CH,-CHz), 3.31 (s, 6H, 4-Thia-CHy,
Pipera-2H, -6H), 3.45 (s, 4H, Pipera-3H, -5H), 3.61 — 3.70 (m, 2H, 4-Thia-CH,-CH,-CH.),
3.86 (s, 3H, OCHs), 4.66 (s, 2H, 5-Thia-CH), 6.27 (s, 4H, CH-COOH), 6.88 — 7.11 (m, 4H,
Ph-H), 8.86 (s, 1H, Thia-2H).

13C NMR (75 MHz, MeOD) & 20.8 (1-Pipera-CH,-C), 23.5 (4-Thia-CH,-C), 30.3 (4-Thia-C),
49.1 (Pipera-C2, -C6), 49.9 (4-Thia-CH»-CH-C), 52.9 (1-Pipera-CH,-CH,-C), 53.7
(Pipera-C3, -C5), 55.3 (1-Pipera-C), 56.0 (O-CHs), 59.1 (5-Thia-C), 113.0 (Ph-C6), 120.0
(Ph-C3), 122.2 (Ph-C4), 123.9 (Ph-C5), 125.6 (Thia-C5), 135.9 (C-COOH), 140.4 (Ph-C1),
153.9 (Ph-C2), 154.3 (Thia-C4), 159.5 (Thia-C2), 170.7 (COOH).

ESI-MS: 388 (M+H*, 100)
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5.1.3.5 Etrabamin und Derivate

N-Propyl-1,4-dioxaspiro[4.5]decan-8-amin (27a) [Gupta et al., 2004]
<\O
O
t
CHj

468g (29,97 mmol) 1,4-Cyclohexandionmonoethylenketal, 1,72ml (30,07 mmol)
Essigsaure und 2,47 ml (30,04 mmol) Propylamin wurden in 50 ml 1,2-Dichlorethan Uber
Nacht gerGhrt. Der Ansatz wurde im Scheidetrichter mit 2 N wassriger Natriumhydroxid-
Lésung gewaschen und die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im
Vakuum eingeengt. Der Ruckstand wurde in einem Gemisch aus Wasser und Isopropanol
im Verhaltnis 1:1 geldst und eine Stunde lang mit 3,40 g (89,88 mmol) Natriumborhydrid
geruhrt. Der Ansatz wurde daraufin erneut eingeengt, in einem Gemisch aus 2N
wassriger Natriumhydroxid-Losung und Chloroform gelést und im Scheidetrichter
geschuttelt. Die Wasserphase wurde zwei Mal mit Chloroform extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und einrotiert.

Ausbeute: 4,42 g (74 %)
Aussehen: braunes Ol
Summenformel: C11H21N1O2
Molekulargewicht: 199,29 g/mol

H NMR (300 MHz, CDCls) & 0.89 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CHs), 1.27 — 1.61 (m, 6H, CH3-CHs,
Spidec-7H, -9H), 1.68 — 1.92 (m, 4H, Spidec-6H, -10H), 2.42 — 2.62 (m, 4H, Spidec-8H,
CH3-CH2-CH>), 3.91 (s, 4H, Spidec-2H, -3H).

N¢-Propyl-4,5,6,7-tetrahydrobenzothiazole-2,6-diamin (27b) [Griss et al., 1984]
N

1L
S NH

CHj

4,38 g (21,98 mmol) 27a wurden 20 Minuten in 40 ml 33 % (m/m) Bromwasserstoffsaure in
Essigsadure gerthrt. Dann wurden tropfenweise 1,15ml (22,45 mmol) Brom in 5ml
33 % (m/m) Bromwasserstoffsdure in Essigsdure hinzugefugt und eine halbe Stunde
geruhrt. AnschlieRend wurden 1,67 g (21,94 mmol) Thioharnstoff zum Ansatz gegeben
und 20 Minuten geruhrt. Daraufhin wurde der Ansatz anderthalb Stunden bei 90 °C
gerihrt und danach vorsichtig eingedampft. Der Rickstand wurde in Ethanol
aufgenommen und aufgekocht. Nach dem Abkuhlen wurde der weil3e Ruckstand abfiltriert
und im Hochvakuum getrocknet.
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Ausbeute: 1,109 (13 %)

Aussehen: weilder Feststoff
Summenformel: C10H17N3S1x 2 HBr
Molekulargewicht: 373,15 g/mol

Schmelzpunkt: 264 °C

N-Propyl-4,5,6,7-tetrahydrobenzothiazol-6-amin (27c) [Kocjan, 1994]

I,
N

CHs

0,53g (1,42mmol) 27b wurden in 5ml Wasser gerthrt und auf —30°C gekihlt. 8 ml
vorgekuhlte konzentrierte wassrige Salzsdure wurden hinzugegeben, gefolgt von
tropfenweise Zugabe von 2,42 ml vorgekuhlter 1 molarer wassriger Natriumnitritidsung.
Nach einer Stunde bei —30 °C wurden 0,2ml 50 % (m/m) wassrige Phosphinsdure zum
Ansatz gegeben und zunachst fur eine halbe Stunde bei —30 °C geruhrt, dann Uber Nacht
bei 4 °C stehengelassen. Am Folgetag wurde der Ansatz erneut auf —30 °C gekuhlt und
mit tropfenweise Zugabe 40 % (m/V) wassriger Natriumhydroxidlésung auf einen pH-Wert
von 14 gebracht. Der Ansatz wurde im Scheidetrichter fiinf Mal mit einem Gemisch aus
Chloroform und Ethanol im Verhaltnis 9 zu 1 extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum eingeengt. Der
Ruckstand wurde saulenchromatographisch aufgereinigt. Als Elutionsmittel wurde ein
Gemisch aus Dichlormethan und 3 % Ammoniak-gesattigtem Methanol verwendet.

Ausbeute: 0,12 g (43 %)
Aussehen: schwarzes Ol
Summenformel: C1oH1s6N2S+
Molekulargewicht: 196,31 g/mol

H NMR (300 MHz, CDCls) 8 0.92 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CHa), 1.51 (h, J = 7.3 Hz, 2H, CHs-
CH,), 1.67 — 1.82 (m, 1H, 4-Thia-CH2-CH), 2.03 — 2.13 (m, 1H, 4-Thia-CH,-CH), 2.51 —
2.61 (m, 1H, 4-Thia-CH), 2.62 — 2.68 (m, 2H, CHs-CH-CH>), 2.74 — 2.88 (m, 1H, 5-Thia-
CH), 2.90 — 3.14 (m, 3H, 4-Thia-CHz, 5-Thia-CH), 8.57 (s, 1H, Thia-2H).
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N-Propyl-N-(4-(4-(pyrimidin-2-yl)piperazin-1-yl)butyl)-4,5,6,7-
tetrahydrobenzo[d]thiazol-6-amin (27)

OV

CH,

Die Synthese erfolgte nach Vorschrift (H) aus 0,097 g (0,50 mmol) 27¢ und 0,175g
(0,75 mmol) 23b.

Ausbeute: 0,159 (72 %)

Aussehen: rétliches Ol
Summenformel: C22H34NeS+
Molekulargewicht: 414,62 g/mol
HRMS: ber.: 415,2638 gef.: 415.2641

HPLC: Methode C
Retentionszeit: 8,10 min; AUC: 97,5 %

H NMR (300 MHz, CDCl3) & 0.88 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CHa), 1.40 — 1.62 (m, 6H, CHs-CHb,
1-Pipera-CHa-CHz-CHz), 1.68 — 1.82 (m, 1H, 4-Thia-CH,-CH), 2.03 — 2.15 (m, 1H, 4-Thia-
CH,-CH), 2.39 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH3-CH,-CH,), 2.43 — 2.61 (m, 8H, Pipera-2H, -6H,
1-Pipera-CHa-CH2-CH2-CH,), 2.65 — 3.16 (m, 5H, 4-Thia-CHz, 5-Thia-CHz, 5-Thia-CH-
CH,) 3.79 — 3.83 (t, J = 4.9 Hz, 4H, Pipera-3H, -5H), 6.46 (t, J = 4.7 Hz, 1H, Pyrimid-5H),
8.28 (d, J = 4.8 Hz, 2H, Pyrimid-4H, -6H), 8.56 (s, 1H, Thia-2H).

3C NMR (75MHz, CDCl5) & 12.0 (CHs), 22.2 (CHs-C), 24.7 (1-Pipera-CH>-C), 25.4
(1-Pipera-CH2-CH2-C), 25.7 (4-Thia-CH»-C), 26.7 (4-Thia-C), 27.0 (5-Thia-C), 43.7
(Pipera-C2, -C6), 50.6 (1-Pipera-CH>-CH>-CH>-C), 52.7 (Pipera-C3, -C5), 53.2 (1-Pipera-
C), 57.5 (CH3-CH2-C), 58.7 (5-Thia-CH2-C), 109.9 (Pyrimid-C5), 128.0 (Thia-C5), 150.5
(Thia-C4), 150.7 (Thia-C2), 157.8 (Pyrimid-C4, -C6), 161.7 (Pyrimid-C2).

ESI-MS: 208 (M+2H", 88), 415 (M+H*, 100)
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5.2 Pharmakologisch-experimenteller Teil

5.2.1 Verdrangungsstudien an humanen D2s- und D3-Rezeptoren

CHO-Zellen, welche den humanen Days- bzw. D3-Rezeptor stabil exprimieren, wurden
unter einer 5%igen CO2-Atmosphare und bei einer Temperatur von 37 °C in Dulbecco’s
Modified Eagle’'s Medium unter Zugabe von 10 % foétalem Rinderserum und 10 pl/ml
Penicillin/Streptomycin kultiviert (Gibco™, Karlsruhe) [Hayes et al., 1992; Sasse, 2006;
Sokoloff et al., 1992]. Nach Entfernen des Mediums wurden die Zellen mit 10 ml PBS-
Puffer (mit 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaCl; und 1 mM MgCl;, pH-Wert 7,4) bei 4 °C
gewaschen, in 15ml eisgekihltem PBS-Puffer abgeschabt und bei 4°C fir 10 min
zentrifugiert (3000 U/min). Der Rickstand wurde in eisgekihltem Tris-HCI-Puffer (mit
5mM MgCl,, pH7,4) resuspendiert, mit einem Ultra-Turrax® (IKA®-Werke GmbH,
Staufen) zertrimmert und anschlieBend fir 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert
(20000 U/min). Mittels Ultraschall wurde das entstandene Zellmembranpellet in
eisgekuhltem Tris-HCI-Puffer (mit 5mM MgCl,, pH7,4) resuspendiert und bei —-80°C
aufbewahrt. Die Membranprotein-Konzentration wurde nach der Methode von Bradford
ermittelt [Bradford, 1976]. Die jeweiligen Zellmembranen (hD2s- bzw. hDs-Rezeptor)
wurden vor Durchfihrung der Experimente aufgetaut und mittels Ultraschall bei 4 °C in
eisgekuhltem Tris-HCI-Puffer (mit 120 mM NacCl, 5 mM KCI, 2 mM CaCl; und 1 mM MgCly,
pH-Wert 7,4) homogenisiert.

Fur die Bindungsexperimente auf 96-Well-Mikrotiterplatten (TPP Techno Plastic Products
AG, Trasadingen, Schweiz) wurden die Zellmembranen (25 pg/Well fur hD2s-Rezeptor
bzw. 20 pg/Well fir hD3-Rezeptor) in 0,2 ml Bindungspuffer mit 0,2 nM des Radioliganden
[*H]Spiperon (16,2 Ci/mmol, 1,0mCi/ml, PerkinElmer Life and Analytical Sciences,
Rodgau) inkubiert. Das finale Inkubationsvolumen betrug 200 ul. Die Bindungsstudien
erfolgten mindestens als Duplikate. Die Testsubstanzen wurden bei sieben verschiedenen
Konzentrationen vermessen. Hierzu wurden serielle Verdinnungsreihen erstellt,
beginnend mit einer Testsubstanz-Konzentration von 100 uM. Die Inkubation erfolgte fur
120 min bei Raumtemperatur unter Schutteln. Der Anteil an nicht-spezifischer Bindung
wurde in Anwesenheit von Haloperidol (10 uM) bestimmt [Wermuth et al., 1997]. Mittels
rascher Filtration Uber einen GF/B-Glasfaserfilter (PerkinElmer Life and Analytical
Sciences, Rodgau), welcher zuvor in 0,3 % Polyethylenimin (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) getrankt worden war, wurde die Inkubation beendet. Fur die Filtration wurde
ein Cell-Harvester (Inotech AG, Dottikon, Schweiz) verwendet. Durch dreimaliges
Waschen mit je 1ml eisgekuhltem vollentsalztem Wasser wurde ungebundener
Radioligand entfernt. Nach einstiindigem Trocknen der Filter bei 54 °C im Trockenschrank
wurden diese in 9ml Szintillatorflissigkeit (Betaplate Scint, PerkinElmer Life und

Analytical  Sciences, Rodgau) eingeweicht und  daraufhin  mit  einem
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Szintillationsspektrometer (MicroBeta Triflux, PerkinElmer Life and Analytical Sciences,
Rodgau) vermessen.

Die grafische Auswertung der Radioligandverdrangungsstudie erfolgte Uber GraphPad
Prism® Version 6 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Die nicht-lineare
logistische Regression der Daten lieferte die ICs-Werte. Diese wurden nach der Cheng-
Prusoff-Gleichung (Ki = ICso/(1+c/Kp) in die entsprechenden Ki-Werte umgerechnet, wobei
c die Konzentration an [*H]Spiperon und Kp dessen Dissoziationskonstante angibt [Cheng
& Prusoff, 1973]. K-Werte wurden als Mittelwerte und mit einem 95 % Konfidenzintervall

angegeben, sofern mindestens zwei Werte ermittelt worden waren.

5.2.2 Verdrangungsstudien an humanen Hi:-Rezeptoren

Bei den Verdrangungsstudien an humanen Hs-Rezeptoren wurde analog zum Verfahren
aus Kap. 5.2.1 vorgegangen. Zur Gewinnung der Membranproteinzubereitung wurden
HEK-293-Zellen eingesetzt, die den humanen Hs;-Rezeptor stabil exprimieren. Fur die
Kultivierung wurde als Medium ein HEPES 1 %-Puffer verwendet. Nach Entfernen des
Mediums wurde der Prozess aus Waschen bei 4°C mit Puffer, Abschaben in
eisgekuhltem PBS-Puffer und Zentrifugation bei 4 °C fur 10 min zweimal durchgefiihrt. Die
Membranprotein-Konzentration wurde nach der Methode von Bradford ermittelt [Bradford,
1976]. Die Membranzubereitungen (20-25 pg/Well in einem Gesamtvolumen von 0,2 ml
Bindungspuffer) wurden mit 2nM [*H]N®-Methylhistamin (85 Ci/mmol, PerkinElmer Life
and Analytical Sciences, Rodgau) und verschiedenen Konzentrationen der Testliganden
inkubiert. Die Verdunnungsreihe beinhaltete sieben verschiedene Konzentrationen des
jeweiligen Testliganden, beginnend mit einer Testsubstanz-Konzentration von 100 uM.
Um die unspezifische Bindung zu bestimmen, wurde Pitolisant (10 uM) verwendet. Die
Daten der Verdrangungsstudie wurden mit GraphPad Prism® Version 6 ausgewertet. Der
fur die Berechnung des K-Wertes bendtigte Kp-Wert wurde in vorherigen
Sattigungsexperimenten bestimmt. Die Testverbindungen wurden in drei unabhangigen

Experimenten als Duplikat vermessen.

5.2.3 Bestimmung der MAO-A- und MAO-B-Hemmung

Die Messung der Aktivitaten erfolgte an humaner, rekombinanter, membrangebundener
MAO-A- und MAO-B (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Das Pipettieren wurde
entweder von einem vollautomatischen Pipettierroboter bei einem Assay-Volumen von
100 pl oder von Hand durchgefuihrt. Die relative Inhibition wurde durch Messung der

enzymatischen Umsetzungsrate vom Substrat Kynuramin (40 uM fir MAO-A; 60 uM flr
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MAO-B Endkonzentration) ermittelt. Das Substrat wurde in einer Konzentration
entsprechend seines zweifachen Ky-Wertes fur das jeweilige Enzym zugesetzt. Fur die
Bestimmung der relativen Inhibition wurden die potentiellen Hemmstoffe in einer
Konzentrationen von 10°M zur Substratlosung gegeben. Es wurde in einem
Phopshatpuffer gearbeitet (50 mM, pH-Wert = 7,4). Die Reaktionen wurden durch Zugabe
von 1.25ng/ul MAO-A (900 U/mL) beziehungsweise 1,67 ng/pl (375U/mL) MAO-B
katalysiert. Nach 15min bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe einer 2M
Natronlauge (35 puL/Well) gestoppt. Die enzymatische Umsetzungsrate wurde
fluorimetrisch Uber einen Mikroplattenleser bei 37 °C bestimmt, welcher die Umsetzung
des Kynuramins zu 4-Hydroxychinolin (Anregungswellenlange: 320 nm,
Emissionswellenlange: 405 nm) Uberprift. Die grafische Darstellung der Daten erfolgte
Uber GraphPad PRISM® Version 6 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Zur
Bestimmung der relativen Inhibition wurden die enzymatischen Umsetzungsraten jedes
Experiments prozentual zur Kontrolle (kein Inhibitor) normalisiert. Die Werte wurden uber
zwei bis drei unabhangige Experimente als Duplikat gemittelt (global fit) und die

Standardabweichung bestimmt.

5.2.4 Berechnung der log PAog Dy 7,4-Werte, der tPSA, der pKy,-Werte und des SEI
Zur Ermittlung des negativen dekadische Logarithmus des Oktanol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten (log P) und der Topological Polar Surface Area (tPSA) von
Talipexol und von den Verbindungen 10-27 wurde das Molinspiration Online-Programm
(Molinspiration Cheminformatics, Nova ulica, Slowakische Republik) auf der Website
http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties  (zuletzt abgerufen am 26.01.2018)
verwendet. Der negative dekadische Logarithmus des  Oktanol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten bei physiologischem pH-Wert (log D+ 74) von Talipexol und von
den Verbindungen 10-27 wurde mithilfe des Online-log D Predictors (ChemAxon,
Budapest, Ungarn) auf der Website https://disco.chemaxon.com/apps/demos/logd/
(zuletzt abgerufen am 26.01.2018) errechnet. pKy,-Werte wurden anhand der Chemical
Properties-Funktion des Programms ChemDraw Professional (Version 16.0.0.82, Firma
PerkinElmer, USA ) berechnet.

Der Surface-Binding Efficiency Index (SEIl) wurde Uber die Gleichung:
SEl = pKi (Ds) / (tPSA/100 A?)

aus den pKi-Werten der entsprechenden Liganden fir den Ds-Dopaminrezeptor und ihrer
jeweiligen tPSA ermittelt [Abad-Zapatero, 2007].
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7 Anhang



7.1 Verzeichnis der verwendeten Abkirzungen und Symbole

5-HT

o)

A

Abb.

AC

AcOH
Azep

ber.
BFs-etherat
br

C2H204
C4H404
Cbz

CDCls
CHCIs

CHN
CHO-Zellen
Cl

COMT
18C-NMR

D20

DCM

dd

DMF
DMSO-ds
DMSO
DPAT
ESI-MS
EtsN

Et.O
EtOAc
EtOH
G-Protein
GABA
gef.

150

5-Hydroxytryptamin (Serotonin)
Chemische Verschiebung (NMR)
Angstrom (Langeneinheit)

Abbildung

Adenylylcyclase

Essigsaure

Azepanyl

berechnet

Bortrifluoriddiethyletherat

breit (NMR)

Oxalsaure

Maleinsaure

Carboxybenzyl (,Benzyloxycarbonyl)
deuteriertes Chloroform

Chloroform

Elementaranalyse fiir Kohlenstoff, Wasserstoff und Stickstoff
chinese hamster ovary-Zellen (,chinesische Hamster Ovarialzellen®)
Konfidenzintervall
Catechol-O-Methyltransferase
Kohlenstoff-Kernresonanzspektroskopie
Duplett (NMR)

deuteriertes Wasser

Dichlormethan

doppeltes Duplett (NMR)
Dimethylformamid

deuteriertes Dimethylsulfoxid
Dimethylsulfoxid
di-n-Propylaminotetralin
Massenspektometrie (Elektronensprayionisation)
Triethylamin

Diethylether

Ethylacetat

Ethanol

Guaninnukleotid-bindendes Protein
y-Aminobuttersaure

gefunden



GTP

h
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HR-MS
"H-NMR

J

Ki

Kap.
L-DOPA

MAO
MeOD
MeOH
MHz
min
MPTP
N

n.b.
NaBH(OAc)s
NaOEt
NMDA
Nr.
6-OHDA
Oxa

Ph

Pip
Pipera
p.o.
i-PrOH
Pyrimid
p-TsClI
q

quin
Ratio
RT

S

Guanosin-5-triphosphat

Stunde(n)

human embryonic kidney-Zellen (,menschliche embryonale Nierenzellen®)

high resolution (,hochaufgeloste’) Massenspektrometrie

Protonen-Kernresonanzspektroskopie

Kopplungskonstante (NMR)

Dissoziationskonstante des Ligand-Rezeptor-Komplexes

Kapitel

Levodopa, L-3,4-Dihydroxyphenylalanin
Multiplett

Masse (Formelzeichen)
Stoffmengenkonzentration in mol/Liter
Monoaminooxidase

deuteriertes Methanol

Methanol

Megahertz

Minute(n)
1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin
Aquivalentkonzentration in mol/Liter
nicht bestimmt
Natriumtriacetoxyborhydrid
Natriumethanolat
N-Methyl-D-Aspartat

Nummer

6-Hydroxydopamin

Oxazolyl

Phenyl

Piperidinyl

Piperazinyl

peroral

2-Propanol

Pyrimidinyl
Para-Toluolsulfonsaurechlorid
Quadruplett (NMR)

Quintett (NMR)

Selektivitatskoeffizient
Raumtemperatur

Singulett (NMR)
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Spidec 1,4-Dioxaspiro[4,5]decyl

t Triplett (NMR)

Tab. Tabelle

TFA Trifluoressigsaure

THF Tetrahydrofuran

Thia Thiazolyl

\% Volumen (Formelzeichen)
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