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A Abstract 

Neurodegenerative  diseases  gathered  high  attention,  although  limited  knowledge  regarding 

pathogenesis, drug‐target interactions and limited scaffold variations present a serious challenge for 

drug development. This cumulative  thesis describes  the preclinical evaluation of novel compounds 

directed at aminergic G protein‐coupled receptors and the development of a novel in vitro evaluation 

tool  for  drug‐target  interactions.  Compounds  include  natural  products  as well  as  synthetic  small 

molecules  that  were  tested  for  in vitro  affinity  at  histamine,  dopamine  and  serotonin  receptor 

subtypes in radioligand displacement assays.  

The therapeutic utility of curcumin extracts for the treatment of inflammatory diseases was evaluated 

at the so far neglected histamine H4 receptor (H4R) and three natural compounds were found as rare 

non‐amine scaffolds (chapter 3). By screening of a series of novel pyrrolo[2,3d]pyrimidines,  inspired 

by natural products, their selectivity for the histamine H3 receptor (H3R) became apparent and was 

supported by in silico studies (chapter 4). Because this is a novel scaffold class for the target, structural 

modifications  based  on  known  H3R  ligands were  performed.  The  new  series  displayed  improved 

receptor  affinity  and  provides  a  novel  lead  class  of H3R  ligands  (chapter  5).  In vitro  evaluation  of 

(homo)piperidine  ether  derivatives  confirmed  affinity  at  the  H3R  and  the  compounds were  thus 

considered for in vivo testing that revealed a promising preclinical agent for the treatment of epilepsy 

(chapter 6).  

The combination of a known dopamine receptor scaffold (in this case talipexole) with derivatization 

patterns such as (2,3‐dichlorophenyl)piperazines or (2‐methoxyphenyl)piperazines resulted in a small 

series of novel bitopic ligands targeting the dopamine D2 and D3 receptors (D2/D3Rs) (chapter 7). They 

were designed with bioisosteric exchange of catechol moieties with aminothiazoles in mind and two 

compounds displayed  improved binding affinity at D2/D3Rs compared to talipexole. A 1‐(5‐fluoro‐4'‐

methoxy‐[1,1'‐biphenyl]‐2‐yl)piperazine derivative (TP‐22) was recently discovered as serotonin 5‐HT7 

receptor  agonist  and was now  identified  to be  a potent  ligand  at dopamine D1  and D5  receptors, 

contributing  to mode of action  studies  (chapter 8). To  complement  in vitro drug profiling of novel 

compounds, a drug‐target residence time assay at D2/D3R was developed (chapter 9). Evaluation at the 

D3R  revealed  unusual  dissociation  of  the  recently marketed  cariprazine, which was  confirmed  via 

dynamic modelling in silico.  

The  evaluated  compounds  expand  their  respective  scaffold  libraries  and  will  ultimately  increase 

discovery chances for successful clinical agents. Most importantly, the exploration of novel drug design 

approaches  such  as  specific  residence  times  grants  pharmacological  tools  to  improve  our 

understanding of drug‐target interactions.   
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A Zusammenfassung 

Neurodegenerative  Erkrankungen  gewinnen  an  Interesse, obwohl begrenztes Wissen  in Bezug  auf 

Pathogenese,  Arzneistoff‐Zielstruktur‐Interaktionen  und  eingeschränkte  Arzneistoffgerüst‐

Variationen eine ernst zu nehmende Hürde für die Arzneistoffentwicklung darstellt. Diese kumulative 

Dissertation  beschreibt  die  präklinische  Evaluierung  neuer  Verbindungen,  die  gegen  aminerge 

G‐Protein‐gekoppelte  Rezeptoren  gerichtet  sind  und  die  Entwicklung  eines  neuartigen  in vitro 

Evaluierungstools  von  Arzneistoff‐Zielstruktur‐Interaktionen.  Die  Verbindungen  beinhalten 

Naturstoffe und synthetische niedermolekulare Verbindungen, die in Radioliganden‐Bindungsstudien 

auf in vitro Affinität zu Histamin‐, Dopamin‐ und Serotonin‐Rezeptor‐Subtypen getestet wurden.  

Der  therapeutische  Einsatz  von  Curcumin  Extrakten  in  der  Behandlung  inflammatorischer 

Erkrankungen  wurde  am  bisher  vernachlässigten  Histamin‐H4‐Rezeptor  (H4R)  evaluiert  und  drei 

Naturstoffe wurden als seltene, nicht‐Amin‐Grundgerüst identifiziert (Kapitel 3). Testung einer Reihe 

neuartiger Pyrrolo[2,3d]pyrimidine, inspiriert durch Naturstoffe, zeigte H3‐Rezeptor (H3R)‐Selektivität, 

was  durch  in silico  Studien  bestätigt wurde  (Kapitel  4).  Da  dies  ein  neues  Grundgerüst  für  diese 

Zielstruktur darstellt, wurden Strukturmodifikationen anhand bekannter H3R‐Liganden durchgeführt. 

Die  neue  Serie wies  verbesserte Rezeptor‐Affinität  auf  und  liefert  eine  neue  Leitstruktur  für H3R‐

Liganden  (Kapitel  5).  In  vitro  Evaluierung  von  (homo)Piperidine‐Ether‐Derivaten  bestätigte  H3R‐

Affinität  und  die  Verbindungen  wurden  für  in vivo  Testung  vorgeschlagen,  die  einen 

vielversprechenden präklinischen Kandidaten zur Therapie der Epilepsie hervorbrachten (Kapitel 6).  

Die  Kombination  bekannter  Dopamin‐Rezeptor‐Ligandengerüste  (in  diesem  Fall  Talipexol)  mit 

Derivatisierungs‐Mustern  wie  (2,3‐Dichlorophenyl)piperazinen  oder  (2‐Methoxyphenyl)piperazinen 

resultierte in einer kleinen Reihe neuartiger bitopischer Liganden, die sich gegen Dopamin D2‐ und D3‐

Rezeptoren (D2/D3R) richten (Kapitel 7). Sie wurden vor dem Hintergrund des bioisosteren Austauschs 

der Catechol‐Struktur durch Aminothiazole entwickelt und zwei Verbindungen zeigten erhöhte D2/D3R‐

Affinität im Vergleich zu Talipexol. Ein 1‐(5‐Fluoro‐4'‐methoxy‐[1,1'‐biphenyl]‐2‐yl)piperazine‐Derivat 

(TP‐22) wurde kürzlich als Serotonin 5‐HT7‐Rezeptor‐Agonist entdeckt und nun als potenter Ligand an 

D1‐ und D5‐Rezeptoren identifiziert, was Wirkmechanismus‐Studien unterstützt (Kapitel 8). Um in vitro 

Evaluierung  neuartiger  Verbindungen  zu  ergänzen,  wurde  ein  Assay  zur  Bestimmung  der 

Arzneistoff‐Zielstruktur‐Besetzungsdauer an D2/D3R entwickelt (Kapitel 9). Evaluierung am D3R zeigte 

eine  ungewöhnliche  Dissoziation  des  kürzlich  zugelassenen  Arzneistoffs  Cariprazin,  die  durch 

dynamische Simulation in silico bestätigt werden konnte.  

Die evaluierten Verbindungen bereichern ihre jeweilige Grundgerüst‐Bibliothek und erhöhen letztlich 

die  Entdeckungschance  erfolgreicher  klinischer  Liganden.  Vor  Allem  ermöglicht  die  Erforschung 

neuartiger Entwicklungs‐Ansätze, wie spezifischer Besetzungsdauern, pharmakologische Werkzeuge 

die unser Verständnis der Arzneistoff‐Zielstruktur‐Interaktionen vertiefen. 
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1 General introduction and theoretical background 

1.1 Biogenic amines in drug development 

Biogenic amines are a heterogeneous group consisting of amines, derived  from de‐novo synthesis, 

(endogenic amines), decarboxylation of endogenic amino acids or from decarboxylation of exogenic 

amino acids (exogenic amines) (Jairath et al., 2015). They include heterocyclic and/or aromatic amines 

such as histamine, tryptamine, serotonin, dopamine, tyramine and phenylethylamine (Figure 1) as well 

as aliphatic amines (e. g. spermidine, cadaverine, ethylamine) (Erdag et al., 2018; Jairath et al., 2015). 

Biogenic amines can have precursor functions for essential biochemical structures (e. g. dopamine for 

noradrenaline) (Meiser et al., 2013) or can be products of protein catabolism (e. g. cadaverine) (Ioan 

et al., 2017). Besides involvement in metabolism, they can also display biological activities (Schildkraut, 

Kety, 1967). This work will  focus on biogenic amines  that act as neurotransmitters. Dopamine was 

originally considered to be the precursor for adrenaline and noradrenaline (Fahn, 2008). Its function 

as neurotransmitter was only discovered in the 1960s and today it is a neurophysiological key player 

(Fahn,  2008;  Jaber  et  al.,  1996).  Histamine was  identified  early  as  a  bioactive  amine  involved  in 

peripheral and central processes. The discovery of the histamine H3 receptor, mainly expressed in the 

central  nervous  system  (CNS),  emphasized  histamine’s  regulatory  function  (Arrang  et  al.,  1983; 

Emanuel,  1999; Haas  et  al.,  2008). Bioactive  biogenic  amines  evoke  their  pharmacological  effects 

through interaction with a variety of targets such as G protein‐coupled receptors (GPCRs), ion channels 

or metabolic enzymes such as monoamine oxidases (Frederick, Stanwood, 2009; Rudnick, Clark, 1993). 

Imbalances  in  biogenic  amine  levels  are  a  key  factor  in many  pathophysiological  processes,  e.g. 

dopamine in schizophrenia (Abi‐Dargham et al., 2000) or histamine in inflammation (Kubes, Kanwar, 

1994). Hence, they provide valid targets for drug development in numerous application fields (Aral et 

al., 1984; Frederick, Stanwood, 2009; Maas, 1975). By designing structural analogues, it is possible to 

compensate pathophysiological  imbalances or modulate  their pharmacological  responses. Most of 

these  analogous  compounds  are  small molecules,  as  they mimic  the  naturally  occurring  biogenic 

amines (Figure 1). 

 

Figure 1: Chemical structures of selected biogenic amines.  
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Figure 2: Approved drug's molecule types and receptor family targets among GPCRs. Modulated after GPCRdb and Hauser 
(Hauser et al., 2017). 

Design and  synthesis of  small molecules  is  rather  straightforward and  they  constitute a  rewarding 

outcome in drug development approaches (Schreiber, 2000). Additionally they promise good biological 

activity and display high drug‐likeness  (Lipinski et  al., 2001).  For  those  reasons more  than 90% of 

approved drugs,  targeted  towards GPCRs, are small molecules and 37% of  those  target dopamine, 

histamine or serotonin receptor subtypes  (Figure 2)  (Hauser et al., 2017). Through  the advances  in 

X‐ray crystallography, many molecular targets were identified and elucidated from a structural point 

of view (Cherezov et al., 2007; Shimamura et al., 2011; Wang et al., 2018). This gave novel insights into 

drug‐target interactions (Chien et al., 2010) and allowed for more accurate “virtual screenings” (Lionta 

et  al.,  2014;  Sabatucci  et  al.,  2018). When  combined with  comprehensive  in vitro  hit‐compound 

libraries, these studies grant useful  information for the evaluation of structure‐activity relationships 

(SARs), the design of novel scaffolds and on the basics of target modulation by biogenic amines. 
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1.1.1 Drug‐target interactions of biogenic amines at GPCRs 

Modulating biological  responses by  targeting aminergic GPCRs has become a major aspect  in drug 

design, with 35% market share for this target class (Sriram, Insel, 2018). Based on the evaluation of 

genetic and structural homology, they are divided  in class A  (rhodopsin‐like), class B  (secretin‐like), 

class C (glutamate‐like) and Adhesion and Frizzled/Taste GPCRs (Fredriksson et al., 2003). This work 

will focus on the most common class A. Structurally, they consist of seven transmembrane domains 

(TMDs, Figure 3) that usually form a pore, where ligands can enter towards the orthosteric binding site 

(OBS) and other interaction sites (Venkatakrishnan et al., 2013). The OBS in aminergic GPCRs offers a 

highly  conserved  aspartate  residue  in  TMD3  that  interacts  with  the  biogenic  amines,  which  are 

positively  charged  under  physiological  conditions  (Huang,  2003).  A  so‐called  “ionic  lock”,  polar 

interactions between the E/DRY motif  (glutamic acid/aspartic acid, arginine, tyrosine) of TMD3 and 

amino  acids  on  TMD6,  stabilizes  the  inactive  receptor  state  (Vogel  et  al.,  2008).  The  TMDs  are 

connected by three extracellular loops (ECLs), three intracellular loops (ICLs) as well as an extracellular 

amino and an  intracellular carboxyl terminus (Figure 3) (Latorraca et al., 2017). The ECLs, especially 

ECL2,  contribute  to  binding  interactions  in  a  distinctive  way  for  each  receptor  families 

(Venkatakrishnan et al., 2013; Wheatley et al., 2012). So far only a disulfide bond between ECL2 and 

Cys3.25 in TMD3 was discovered as a common feature (Shi, Javitch, 2004; Wheatley et al., 2012). This 

high structural diversity  is probably one of the reasons for  ligand specifity among GPCRs as there  is 

evidence for its modulation of drug‐target interactions (Wheatley et al., 2012). Among the ICLs ICL3 

stands out, as it provides most structural diversity and is thought as one of the modulators of G protein 

selectivity  for  different  GPCRs  (Katritch  et  al.,  2012).  Binding  of  activating  ligands  results  in 

conformational  changes  of  the  receptor  (e.g.  outward  shift  of  TMD6).  This  leads  to  intracellular 

recruitment of G proteins, which consist of one α‐subunit (Gα) and a dimeric βγ‐subunit (Gβγ) (Hilger 

et  al., 2018). Both  subunits  are  responsible  for  further  intracellular  signal  cascades  after  receptor 

activation,  following  their  dissociation  and  exchange  of  guanosine  di‐  by  triphosphate  (GDP/GTP) 

(Hilger et al., 2018).  

 
Figure 3: Schematic representation of GPCRs and G proteins 
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G proteins are divided into Gs, Gi/Go, Gq and G12/13 (Elefsinioti et al., 2004; Syrovatkina et al., 2016). Gs 

coupled proteins stimulate the adenylyl cyclase (AC), leading to an increase in 3´,5´‐cyclic adenosine 

monophosphate  (cAMP)  concentration,  thereby  increasing  the  activity  of  proteinkinase  A  (PKA) 

(Milligan, Kostenis, 2006). Gi coupled proteins lead to a decreased activity of the AC and hence a less 

activated PKA (Marinissen, Gutkind, 2001). By addressing Gq, the phospholipase C‐β (PLCβ) is activated, 

increasing levels of inositol (1,4,5)‐trisphosphate (IP3) and diacylglycerol (DAG), followed by calcium 

ion (Ca2+) release and proteinkinase C (PKC) activation, respectively (Billups et al., 2006). G12/13 proteins 

are  less  common  (Syrovatkina et al., 2016). Gβγ are able  to  influence Ca2+ and potassium  ion  (K+) 

channels, AC and PLCβ  (Hilger et al., 2018). This signal diversity  is amplified, because the biological 

effects  of  GPCRs  are  also  controlled  by  G protein  independent  mechanisms  such  as  β‐arrestin 

recruitment (DeWire et al., 2007). In order to prevent overexcitation, intracellular receptor sides can 

be phosphorylated by GPCR  kinases,  tagging  the  receptor  for  β‐arrestin  recruitment  that  leads  to 

disruption of the GPCR‐G protein complex (Grady et al., 1997) and receptor internalization (Grady et 

al.,  1997; Marinissen,  Gutkind,  2001).  Latest  research  revealed  that  β‐arrestins  are  also  able  to 

coordinate members of the mitogen‐activated protein kinase (MAPK) pathway. By recruiting a tyrosine 

kinase (c‐SRC) to the receptor, they can indirectly initiate the activation of ERK (DeWire et al., 2007; 

Luttrell et al., 1999). The  two known  isoforms  β‐arrestin 1 and 2 act as chaperone molecules  that 

facilitate interaction of members of the ERK, JNK3 or p38 pathways by spatial orientation or initiate 

activation by direct phosphorylation (DeWire et al., 2007). The spectrum of known targets that are 

influenced by  β‐arrestins  is  rapidly  increasing,  including other kinases and even nuclear  responses 

(DeWire et al., 2007; Povsic et al., 2003; Witherow et al., 2004). An  implication of these β‐arrestin 

mediated pathways  in drug action was  shown  for example with antipsychotic agents  (Allen et al., 

2011). However, the applicability for drug design remains a topic of high interest. 

The  sheer  diversity  of  GPCRs  and  proteins  involved  in  the  signal  cascade  is  challenging  for  the 

evaluation of drug‐target  interactions, but gets more  complex by  the existence of different  ligand 

types. Receptor agonists bind to the receptor and evoke the same response as the endogenous ligand. 

Neutral antagonists block the receptor’s binding site, so that the endogenous ligand is unable to evoke 

its  physiological  response  (Pleuvry,  2004).  Either way,  a  pathophysiological  dysregulation  can  be 

compensated.  While  agonists  preferably  stabilize  an  active  state  of  the  receptor  and  shift  the 

active/inactive  population  ratio  towards  more  active  receptors  (Figure  4A),  antagonists  prevent 

binding of other ligands without altering the ratio (Weis, Kobilka, 2018). Several GPCRs exhibit a basal 

receptor activity even in absence of agonists, a term referred to as constitutive activity (Sadée et al., 

2005; Smit et al., 1996). Ligands that reverse this basal activity, stabilize an inactive receptor state and 

shift the population ratio accordingly are considered inverse agonists (Figure 4A) (Weis, Kobilka, 2018). 
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Many ligands, which have been formerly described as antagonists are now considered inverse agonists 

(Bakker et al., 2000; Chidiac et al., 1994). Partial agonists lead to an activation of the receptor, but do 

not evoke full receptor response, when compared to the endogenous ligand (lower intrinsic activity) 

(Lawler et al., 1999). However, when directly competing with a full agonist, they behave as functional 

antagonist due  to  competition  for  the binding  site  (Lieberman, 2004). Biased agonist  can activate 

different signal cascades (GPCR dependent and independent) with different intensity and functionality 

(Berg, Clarke, 2018). It has to be noted that these classifications can depend on the assay conditions 

and different set‐ups can yield different results for a given ligand (Berg, Clarke, 2018). 

The evaluation of GPCR crystal structures  (Chien et al., 2010; Shimamura et al., 2011; Wang et al., 

2018) confirmed the existence of allosteric binding sites (ABSs) and secondary binding pockets (SBPs). 

ABSs  are  regions of  a protein where  ligands  can bind  and  change  receptor  confirmation,  thereby 

positively or negatively influencing other ligands in their binding to the OBS (Figure 4B) (Changeux et 

al., 1984). SBPs are binding pockets on the extracellular side of the protein or in proximity to the OBS 

that can further contribute to drug‐target interactions (Ludlow et al., 2015). Compounds directed at 

the ABS or the SBP instead of the highly conserved OBS, are discussed to have increased chances of 

displaying higher selectivity and subtype specifity (Fronik et al., 2017; Lane et al., 2013). This can be 

realised by designing ligands that address the OBS and SBP simultaneously (bitopic ligands, Figure 4C) 

(Kühhorn et al., 2011). The presented drug‐target interactions are not only valuable for the design of 

new compounds, but also require re‐evaluation of currently used evaluation methods. 

 

Figure 4: Schematic aspects of drug‐target interactions at GPCRs. (A) Influence on receptor states by agonists, inverse agonists 
and antagonist. (B) Allosteric modulation, ABS: allosteric binding site, AL: allosteric ligand, L: ligand, OBS: orthosteric binding 
site,. (C) Representation of a secondary binding pocket (SBP), BL: bitopic ligand.   
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1.1.2 Scaffold evaluation in the field of biogenic amines 

Because insights into crystal structures, binding behaviour and target modulation are rapidly growing, 

a constant need exists to expand scaffold libraries of clinically active compounds and to understand 

underlying  biomolecular  mechanisms  via  pharmacological  tools.  Early  stages  of  aminergic  drug 

development can be  inspired by the scaffold of the endogenous  ligands themselves (Bleicher et al., 

2003; Mocking et al., 2016). Derivatization of serotonin resulted for example in sumatriptan, used in 

the treatment of migraines (Figure 5) (McCrory, Gray, 2003). However, such compounds may be prone 

to adverse drug effects due to a high analogy to the endogenous ligands and poor receptor selectivity. 

Furthermore, endogenous ligands can display metabolic weak points (e.g. susceptibility to oxidation 

of  the  catechol  structure  in dopamine  (Segura‐Aguilar  et  al.,  2014))  that usually  limit  therapeutic 

application of closely related derivatives. Hence, moieties with improved binding affinity or selectivity, 

optimized pharmacokinetics as well as superior clinical efficacy and safety are emphasized. Natural 

compounds display large structural heterogeneity, are easily accessible and provide high hit rates in 

in vitro  screenings as  they  inherit a biological activity  for  their hosts  (Breinbauer et al., 2002). For 

example,  ergotamine,  isolated  from  Claviceps  purpurea,  interacts  with  serotonin  and  dopamine 

receptors  and  its  vasoactive properties have been  successfully used  in  the  treatment of migraine 

(Graham, Wolff, 1938). Nowadays, therapy limiting cardiac effects call a use of this drug into question 

(Meyler, 1996). The synthetic derivatization towards bromocriptine (Figure 5) led to a dopamine and 

serotonin receptor agonist, still used in the treatment of Parkinson’s disease (Lieberman et al., 1976). 

The combination of endogenous scaffolds, natural compound libraries and the possibilities of synthetic 

derivatization yields a reasonable approach to expand compound libraries at a given target (Bleicher 

et al., 2003). It has to be noted that many diseases are not exclusively related to one specific biogenic 

amine but are rather multifactorial in nature (de Strooper, 2010; Riess, Krüger, 1999). Hence, for some 

applications,  the  research became  focused on  compounds  that act on a particular  set of different 

targets (Morphy et al., 2004). The fusion of two pharmacophores (Figure 5) generates a novel scaffold 

that requires affinity at the selected receptors and selectivity towards adverse targets. However, this 

attempt displays new challenges, as the design and evaluation of these drugs can take more effort 

than previously, as seen with the extensive evaluation for bromocriptine (Figure 5) (Morphy, Rankovic, 

2006). 

In order to find new clinical entities, initial leads can be found in high‐ to medium‐throughput assays 

of (natural) compound libraries (Bleicher et al., 2003) or by rational re‐evaluation of plant extracts and 

drugs that are known for their action in another application field (drug repositioning) (Pushpakom et 

al., 2018). By combining the results of in vitro screenings with in silico structure‐based drug design, hit 

compounds  can be optimized  and  characterized once more  in vitro for novel  leads  in  an  iterative 
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process  (Klebe, 2000). Preclinical  lead compounds  should  then be evaluated  in appropriate  in vivo 

models. The  joined expertise of drug  researchers  results  in  the development of a preclinical agent 

awaiting its clinical prospects. The better knowledge on drug‐target interactions is gathered, the higher 

are the demands for clinical agents and pharmacological tools. Hence, assay design, scaffold design 

and evaluation are major topics for researchers in drug development as well as in basic target research.  

 

Figure 5: Structures of natural products and synthetic derivatives. Values are median pKi values at  the respective  targets 
obtained from the IUPHAR DB (Harding et al., 2018). Blue and green boxes represent respective scaffolds that can be found 
in multi‐target‐directed ligands. 

   



1.2 Selected biogenic amines

 

 
10 

   

1.2 Selected biogenic amines 

1.2.1 Histamine and its receptors 

Histamine (2‐(1H‐imidazol‐4‐yl)ethan‐1‐amine) orchestrates a wide array of effects, taking an active 

part in the CNS, immune modulation and peripheral processes. It is derived by decarboxylation of the 

amino acid L‐histidine exclusively via the L‐histidine decarboxylase (Figure 6) and  is metabolized by 

N‐methyltransferase  to  Nτ‐methylhistamine  (Shahid  et  al.,  2009).  Monoamine  oxidase  lead  to 

subsequent  oxidative  deamination  in  the  CNS,  while  diamine  oxidase  is  mainly  responsible  for 

peripheral  metabolization  of  histamine  (Green  et  al.,  1987; Mondovi  et  al.,  2013).  It  exerts  its 

pharmacological effects via four class A GPCRs (Table 1) (Bongers et al., 2010). While H1, H2 and H3 

receptors are expressed in various brain regions, the existence of H4 receptors (H4Rs) in the brain is 

still a  topic of debate  (Connelly et al., 2009; Haas, Panula, 2016). However, all  four  receptors are 

abundantly expressed in the periphery (Mocking et al., 2016), contributing to their diverse application 

fields (Table 1). The histamine H1 receptor represents a major target for antihistaminergic agents  in 

the treatment of allergic symptoms, motion sickness and sleep disorders, while H2 receptor antagonists 

are widely  known  for  their  action  against  esophageal  reflux  and  gastrointestinal ulcers  (Blandina, 

Passani, 2016). As  the histamine H3 and H4Rs are  rather novel  targets  compared  to  the H1 and H2 

receptors, their therapeutic potential is still underexplored. The H3 receptor (H3R) is mainly localised 

in  the  CNS, where  the  constitutively  active  autoreceptor modulates  the  synthesis  and  release  of 

histamine via negative feedback loops (Arrang et al., 1983). H3Rs are Gi coupled, but also initiate PLC, 

MAPK, phosphatidylinositol 3‐kinase and phospholipase A2 pathways via Gβγ  (Nieto‐Alamilla et al., 

2016). Additionally, H3Rs have been linked to the release of other neurotransmitters such as dopamine, 

acetylcholine  and  serotonin,  etc.  (Nieto‐Alamilla  et  al.,  2016).  These  effects  are  likely  caused  by 

inhibition of voltage‐gated Ca2+ channels and activation of G protein‐gated inwardly rectifying K+ (GIRK) 

channels via Gβγ (Nieto‐Alamilla et al., 2016; Sander et al., 2008; Torrent et al., 2005). By its abundant 

receptor  distribution  and  neurotransmitter  modulation,  histamine  takes  an  active  part  in  the 

regulation of sleep‐wake cycles as well as social and cognitive behaviours. This profile presents the H3R 

as an  interesting  target  for multifactorial neurological disorders,  such as Parkinson’s disease  (PD), 

Alzheimer’s disease and  schizophrenia  (Hu, Chen, 2017)  that are characterized by an  imbalance of 

several neurotransmitters. 

 

Figure 6: Chemical structures of L‐histidine and histamine. 
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Table 1: Properties of histamine receptor subtypes. The pKi values are medians derived by the IUPHAR Database. 

  H1R  H2R  H3R  H4R 

Coupling (Hough, 2001)  Gq  Gs  Gi/o  Gi/o 

Histamine pKi 

(Harding et al., 2018) 
4.2  4.3  8.0  7.8 

Established applications 

and research fields (*) 

(Hu, Chen, 2017; Panula et 

al., 2015) 

Allergy,  

sleep disorders, 

motion sickness 

Esophageal reflux, 

gastrointestinal 

ulcer 

Sleep disorders, 

schizophrenia*, 

PD*, epilepsy*, 

Alzheimer’s disease* 

Inflammation*, 

asthma*, allergy*, 

pruritus*, immune 

modulation* 

Tissue distribution 

 (Panula et al., 2015) 

Ubiquitously 

(immune cells, CNS, 

lung, blood vessels) 

Ubiquitously 

(gastrointestinal, 

smooth muscle cells, 

heart, uterus, CNS) 

Ubiquitously  

(CNS, peripheral 

system, lung, heart, 

gastrointestinal) 

Immune system, 

mast cells, colon, 

bone marrow,  

liver, lung 

 

Currently  H3R  agonists  as  well  as  inverse  agonists/antagonists  are  under  investigation  for  their 

application in given research fields (Nieto‐Alamilla et al., 2016). The H3R challenges researchers with 

species differences  in receptor structure and  isoform specific pharmacology. Most prominently  the 

protein sequence of rodents (rats, mouse, guinea pig) differs to those of humans or monkeys in two 

amino acids (residues 119, 122), located in proximity to Asp114 in TMD3 (Nieto‐Alamilla et al., 2016; 

Stark et al., 2001). Additionally, the human H3R displays a variety of splicing‐based isoforms that inherit 

characteristic coupling behaviour and  ligand binding (Nieto‐Alamilla et al., 2016). These differences 

resulted in discrepant in vitro studies and unsuccessful translation to in vivo models, which is one of 

the  reasons why many  ligands  required  re‐evaluation  after  their  initial  discovery  (Hancock,  2006; 

Sander et al., 2008).  In addition, the H4R displays a high sequence similarity to the H3R (58%  in the 

TMD) (Mocking et al., 2016), causing a lack of pharmacological discrimination between H3R and H4R 

binding. This led to misinterpretations of H3R binding affinities, as the H4R existence was still unknown 

in the beginning of H3R drug development. Thus compounds regarded as selective were later found to 

be  unselective  or  only  slightly  preferring  the  H3R  (Liu  et  al.,  2001).  Early  agonists  (e. g. 

α‐methylhistamine,  imetit)  constitute  of  4‐monosubstituted  imidazoles,  designed  based  on  the 

scaffold of histamine itself (Figure 7) (Mocking et al., 2016). With initial antagonist (e. g. clobenpropit, 

thioperamide) substitution patterns of the  imidazole are more variable (Nieto‐Alamilla et al., 2016). 

The presence of Glu206 in the OBS of H3R as well as the H4R (not in H1Rs and H2Rs), is considered as 

one reason for poor subtype selectivity, reported with imidazole‐based compounds (Axe et al., 2006; 

Nieto‐Alamilla  et  al.,  2016).  Furthermore,  the  imidazole  may  be  afflicted  with  insufficient 



1.2.1 Histamine and its receptors

 

 
12 

   

pharmacokinetic  properties  such  as  poor  blood‐brain  barrier  penetration  and  CYP  interactions 

(Ishikawa  et  al.,  2010; Nieto‐Alamilla  et  al.,  2016;  Young  et  al.,  1988).  To  improve  selectivity  and 

pharmacokinetic  properties  of  novel  antagonists,  research  focuses  on  non‐imidazolic  compounds 

(Sander et al., 2008). The  imidazole moiety was  thought  to be necessary  for agonists  (Leurs et al., 

1995), but recent research suggests otherwise (Ghoshal et al., 2018). Modern scaffolds contain a basic, 

aliphatic amine  (blue, Figure 7) that  is connected to a  lipophilic region and usually an electron‐rich 

aromatic core. The basic part interacts with Asp114, while the lipophilic moiety modulates selectivity 

and pharmacokinetic features  (Sander et al., 2008).  It has to be noted, that  in some  instances, e.g. 

pitolisant, the basic amine was reported to bind to other motifs than the aspartate (Ghamari et al., 

2019b). The  two parts are connected by an alkyl  linker  (red, Figure 7) often comprising additional 

hydrophilic characteristics (green, Figure 7) (Sander et al., 2008), as seen with one of the first potent, 

non‐imidazole‐based  H3R  antagonists,  UCL‐1972  (Figure  7).  The  natural  compound  aplysamine‐1 

(Figure  7)  was  also  evaluated  as  H3R  antagonist  and  based  on  the  proposed  scaffold,  further 

derivatization of this basic pharmacophore resulted in promising novel H3R antagonists, supporting the 

use of natural compounds  in drug development at GPCRs  (Swanson et al., 2006). To date only one 

compound surpassed  the clinical evaluation, despite a  large substance  library with suitable  in vitro 

receptor affinities. The inverse agonist/antagonist pitolisant (Wakix®) is approved for the treatment of 

narcolepsy with and without  cataplexy  (Dauvilliers et al., 2019;  Syed, 2016) and was  just  recently 

approved for its use in excessive daytime sleepiness in adults with narcolepsy by the FDA. 

 

Figure 7: Reported scaffolds of H3R ligands. The pKi values are medians from (Harding et al., 2018; Letavic et al., 2015; Lim et 
al., 2005; Panula et al., 2015; Swanson et al., 2006). N.a. not available. 
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As H3R modulation was  found  to  be  beneficial  in  sleep  disorders  and  cognitive  impairments  that 

accompany  neurodegenerative  disorders  (Sadek  et  al.,  2016b),  pitolisant  is  currently  under 

investigation  for  the  adjuvant  treatment  of  other  neurodegenerative  diseases  (NCT01072968, 

NCT01066442) and single‐patient case studies for its use in Prader‐Willi syndrome are ongoing (Pullen 

et al., 2019). Currently about 20 H3R selective antagonists/inverse agonists are in clinical evaluation, 

mostly  related  to  sleep  disorders,  allergic  rhinitis,  Alzheimer's  disease  and  attention  deficit 

hyperactivity  disorder  (ADHD)  (Ghamari  et  al.,  2019a).  In  addition  to  pitolisant,  JNJ‐31001074 

(bavisant)  (Figure  7)  is  currently  under  investigation  for  excessive  daytime  sleepiness  in  PD 

(NCT03194217), while a study for ADHD revealed no effectivity (Ghamari et al., 2019a). Several of the 

reported ligands have no disclosed results so far, or trials were terminated without information or due 

to a lack of in vivo activity (Egan et al., 2012; Griebel et al., 2012; Herring et al., 2012). The interest in 

H3R agonists and inverse agonists/antagonists was increased by the pioneering nature of pitolisant and 

related compounds. However, drug development lacks novel scaffolds to bring forth additional clinical 

candidates to further validate the H3R as clinical target. 

In 1994 Raible et al. postulated  the existence of a  fourth histamine  receptor  subtype  localised on 

eosinophils  (Raible  et  al.,  1994), which  eventually  led  to  the  cloning  of  the H4R  (Liu  et  al.,  2001; 

Nakamura et al., 2000; Oda et al., 2000). It is mainly located in the periphery and in cells of the immune 

system (mast cells, eosinophils, haematopoietic stem cells), contributing to inflammatory events and 

immune modulation (Zampeli, Tiligada, 2009). A high expression on special cancer cell lines, especially 

in  breast  cancer  (Medina  et  al.,  2011),  constitutes  a  possible  target  for  cancer  therapy  or  the 

overcoming  of  chemotherapy  resistance  (Nicoud  et  al.,  2019).  Due  to  uncertain  pharmacological 

implications  and  the  modulatory  effects  of  the  receptor  it  is  still  discussed  whether  inverse 

agonists/antagonist  or  agonist  possess  higher  therapeutic  applicability,  although  antagonists  are 

nowadays favoured by drug development (Thurmond, 2015). The blueprint for H4R is not as extensively 

studied as for other histaminergic receptors, given  its rather recent discovery. However, due to the 

high sequence similarity between H4Rs and H3Rs, selectivity evaluation is standard procedure for novel 

ligands at both receptors nowadays. As already discussed,  imidazole‐containing compounds mostly 

lack the required binding selectivity  (Mocking et al., 2016), but neither H4R agonist nor antagonists 

require  imidazole‐based scaffolds (Smits et al., 2009). To allow for  interaction with aspartate  in the 

OBS, antagonists can be designed with a basic amine within an aliphatic ring that  is connected to a 

heteroaromatic group, further substituted with lipophilic residues for hydrophobic interaction in the 

receptor (Mocking et al., 2016). To date JNJ‐7777120 (Figure 8) is one of the few selective compounds 

for the H4R.  It never proceeded towards the clinical market due to poor pharmacokinetics, despite 

in vitro and in vivo results suggesting anti‐inflammatory, analgesic and antipruritic properties (Corrêa, 
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dos  Santos  Fernandes,  2015).  Nevertheless,  it  is  of  great  relevance  as  reference  compound  and 

pharmacological tool due to its biased action as inverse agonist/antagonist on [35S]GTPγS binding and 

partial agonist at the β‐arrestin/ERK pathway (Rosethorne, Charlton, 2011). Heterocyclic analogues of 

JNJ‐7777120 (e.g. benzothiophenes, Figure 8) displayed significantly reduced H4R activity (Karcz et al., 

2010), while 2‐methyloctahydropyrrolo[3,4‐c]pyrroles could  improve affinity at  the H4R but display 

poor pharmacokinetics as well (Lane et al., 2012). The compound JNJ‐39758979 (Figure 8) went into 

clinical  trial  for  histamine‐induced  pruritus  (NCT01068223)  and  moderate  atopic  dermatitis 

(NCT01497119)  (Thurmond,  2015). While  the  trial  for  histamine‐induced  pruritus  completed with 

promising results (Kollmeier et al., 2014), the trial on moderate atopic dermatitis had to be terminated 

due to events of agranulocytosis (Murata et al., 2015; Thurmond, 2015). A trial in asthmatic patients 

(NCT00946569) failed to meet its defined endpoint, but the authors recommend further evaluation of 

H4R  antagonist  in  eosinophilic  asthma  based  on  their  subgroup  analysis  (Kollmeier  et  al.,  2018). 

Toreforant (Figure 8) just recently completed several phase II studies on rheumatoid patients. A phase 

IIa study was terminated early due to a serious adverse event (NCT00941707) (Thurmond et al., 2016). 

Another study on toreforant’s mode of action was terminated before reaching the endpoint (Boyle et 

al.,  2019),  due  to  its  lack  of  significant  efficacy  in  a  previously  phase  IIb  study  (NCT01679951) 

(Thurmond et al., 2016). Promising clinical candidates for the H4R are sparse, impeding evaluation of 

the  receptors  pharmacological  potential.  Major  challenges  arise  by  poor  selectivity,  poor 

pharmacokinetics and a difficult translation of in vitro findings, mostly from rodents, to the clinics. 

 

Figure 8: Selected H4R ligands. The pKi values are reported as medians (Harding et al., 2018; Thurmond et al., 2017). N.a. not 
available. 
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1.2.2 Dopamine and its receptors 

Dopamine (4‐(2‐aminoethyl)catechol), a catecholic biogenic amine, is one of the key players in the CNS 

as well as the vegetative nervous system. Its bioformation in the CNS starts with the hydroxylation of 

L‐tyrosine via tyrosine‐3‐hydroxylase (TH) to form  levodopa (L‐DOPA, L‐3,4‐dihydroxyphenylalanine) 

in neurons of  the  substantia nigra and  the ventral  tegmentum  (Ayano, 2016; Meiser et al., 2013). 

Subsequent decarboxylation by the DOPA decarboxylase (DDC, aromatic L‐amino acid decarboxylase, 

Figure 9) leads to dopamine that can be stored in synaptic vesicles (Fahn, 2008; Meiser et al., 2013). 

Latest results suggest the existence of another pathway, that involves oxidation of tyramine by CYP2D6 

enzymes (Wang et al., 2014). Dopamine transporters (DAT) are responsible for synaptic reuptake of 

released  neurotransmitter,  while  mitochondria  associated  monoamine  oxidase  (MAO)  and 

catechol‐O‐methyltransferase  (COMT)  in  surrounding  glia  cells  catalyse  its  further metabolization 

(Figure 9, 10) in collaboration with alcohol and aldehyde dehydrogenases (Lindemann, Hoener, 2005; 

Meiser et al., 2013). These proteins are also prominent  targets  for  treatment of dopamine  related 

diseases. Once released into the synaptic cleft, dopamine acts via five class A GPCRs (Table 2), of which 

presynaptic  D2  autoreceptors  initiate  a  negative  feedback  loop,  thereby  regulating  dopamine 

transmission (Figure 10) (Ford, 2014). Dopamine receptors are divided into two groups characterized 

by  their  signaling  cascades  and  protein  sequences  (Kebabian  et  al.,  1972).  The  D2‐like  receptor 

subfamily comprises Gi/o coupled G proteins and  includes the D2, D3 and  the D4 receptors  (Jackson, 

Westlind‐Danielsson, 1994; Kebabian et al., 1972). 

 

Figure 9: Formation, biometabolization and ‐degradation of dopamine. 
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Figure 10: Dopamine formation, metabolization and signal transduction. Modified after (Knab, Lightfoot, 2010; Meiser et al., 
2013). AC: adenylyl cyclase; AD: aldehyde dehydrogenase; COMT: catechol‐O‐methyltransferase; DAT: dopamine transporter; 
DDC: DOPA decarboxylase; DOPAC: 3,4‐dihydroxyphenylacetic acid; HVA: homovanillic acid; LAT: L‐amino acid transporter; 
MAO: monoamine oxidase; MT: 3‐methoxy‐tyramine; TH: tyrosine‐3‐hydroxylase; VMAT: vesicular monoamine transporter. 

The D2R and the D3R display a sequence identity of around 50% in the total sequence and 79% in the 

TMD (Sokoloff et al., 1990), but different tissue distribution, receptor density and pharmacology. The 

high  similarity  requires  thorough  selectivity  evaluation  of  novel  compounds,  to  distinguish 

pharmacological contributions. Sequence  identity of the D4R with the D2R and D3R  is far  lower with 

around 50% in the TMDs (Civelli et al., 1991). Differences in dopamine’s signaling are not only caused 

by different couplings and tissue distributions, but also by existing splicing homologues in the D2‐like 

family (Gingrich, Caron, 1993). Although reported for all receptor subtypes, pharmacological significant 

differences were most prominently found for the human D2‐short (hD2SR) and D2‐long (hD2LR) splicing 

variants  that differ  in 29 amino acids  in  ICL3  (Grandy et al., 1989). Based on a mainly presynaptic 

localisation, the D2SR is suggested to be the autoreceptor, responsible for the negative feedback loop 

on dopamine release. The D2LR  is primarily  localised postsynaptically and seems to be the target of 

several antipsychotic agents  (Centonze et al., 2002; Usiello et al., 2000). The ability to differentiate 

these contributions in vivo remains controversial. High‐ and low‐affinity states of dopamine receptors 

challenge drug‐target evaluations even further, as both receptor states are differently favoured and 

influenced by agonists and antagonists and are modulated differently by signal transducers, leading to 

conflicting assay results (de Lean et al., 1982; Sibley et al., 1982). The D1 and D5 receptors belong to 

the D1‐like subfamily, distinguished by a Gs coupling protein (Table 2) (Jackson, Westlind‐Danielsson, 

1994). Similar to the D2/D3Rs, they share a sequence identity of 79% in the TMDs (Demchyshyn et al., 

2000) with variations in tissue distribution and receptor density, alike.  
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Dopaminergic  transmission  is  most  commonly  subdivided  in  the  mesolimbic,  mesocortical, 

nigrostriatal and tubero‐infundibular pathways  (Figure 11)  (Ayano, 2016; Butini et al., 2016). While 

mesolimbic projections are related to reward, emotion and perception, mesocortical areas influence 

cognition, memory, attention and emotional behaviour (Ayano, 2016). Accordingly, these pathways 

are under  investigation for the treatment of drug abuse, schizophrenia and ADHD. The nigrostriatal 

pathway is best known for its involvement in the planning and execution of movements (Ayano, 2016), 

hence a target for PD, restless‐legs syndrome  (RLS) or chorea Huntington.  In contrast to these, the 

tubero‐infundibular projection is a common off‐target of dopaminergic treatment strategies, resulting 

in some of its adverse drug effects (ADE) (Butini et al., 2016). The D1R is widely represented in all brain 

areas (Jaber et al., 1996; Meador‐Woodruff et al., 1996; Mishra et al., 2018; Palacios et al., 1988). It is 

involved in emotion, memory/learning, reward, attention, cognition and motoric activity (Kim et al., 

2015; Koob et al., 1998; Lynch, 1992; Mishra et al., 2018). CNS distributions of the D5R are far more 

limited  (Ayano,  2016; Mishra  et  al.,  2018).  Participation  of  the  receptor  in memory  and  learning 

processes is highly probable (Mishra et al., 2018; Missale et al., 1998). The D2R is found in nearly every 

part of the brain, with high expression in the striatum (Meador‐Woodruff et al., 1996), but also in the 

substantia nigra, ventral tegmental area, olfactory bulb and the amygdala (Ayano, 2016; Mishra et al., 

2018; Takahashi et al., 2010). Given  its high density  in different areas,  the  receptor  is  involved  in 

emotion,  learning, behaviour and motoric activity. Receptor distribution of the D3R  is more distinct, 

mainly localised in the islands of calleja and the striatum, which is why the receptor is suggested to be 

involved in limbic functions (Meador‐Woodruff et al., 1996). Receptor density of the D4R in the CNS is 

not as abundant and ligands are mainly investigated for use in cognitive disorders (Mishra et al., 2018).  

Table 2: Properties of dopamine receptor subtypes. Values of the pKi are derived by the IUPHAR Database (Harding et al., 
2018) and are reported as medians. 

  D1R  D2R  D3R  D4R  D5R 

Coupling  Gs  Gi/o  Gi/o  Gi/o  Gs 

Dopamine pKi  5.5  6.6  7.3  7.6  6.1 

Established application 

for antagonists ($) and 

agonists (°) 

and promising  

research fields (*) 

Schizophrenia*, 

substance 

abuse* 

Schizophrenia$, 

emesis$, motor 

disorders°, 

depression* 

 

Schizophrenia$, 

depression*, 

substance 

abuse*, motor 

disorders° 

Schizophrenia*, 

substance 

abuse* 

Substance 

abuse* 
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Figure 11: Schematic representation of dopaminergic pathways in the brain. Modified after creative commons CC BY‐SA 4.0. 

Given the resolved crystal structure of the D2R and the D3R, drug design focuses on these two receptors 

and approaches the challenges depicted by their high similarity. Clinical candidates and applied ligands 

for the D2R are numerous. Antagonists such as chlorpromazine and haloperidol or domperidone and 

metoclopramide are applied  in the treatment of schizophrenia and nausea, respectively (Figure 12) 

(Kovac, 2000; Leucht et al., 2008). Agonists such as rotigotine and ropinirole are used in the treatment 

of PD (Figure 12) (Fox et al., 2011). However, most of the compounds targeting the D2R lack reasonable 

selectivity profiles towards other dopamine receptors and even show considerable affinity towards 

other neurotransmitter receptors (Butini et al., 2016). Although in some instances specific off‐target 

activity may aid multifactorial approaches (Butini et al., 2016), the design of D2/D3R selective ligands, 

is a major goal to evaluate neurobiological mechanisms specific to the receptor subtypes. Sumanirole 

(Figure 12) was one of the first highly selective agonists designed for the D2R (McCall et al., 2005) and 

even proceeded to phase  III clinical trial  in PD  (NCT00036218). However,  it failed to excel over the 

existing therapeutic approaches and thus further evaluations were terminated (Barone et al., 2007). 

The design of D3R selective compounds experienced progression in the last years (Blagg et al., 2007; 

Cao et al., 2018). Cariprazine (Figure 12) was the first ligand on the market that displayed significant 

D3R  preference  and  appears  highly  promising  for  an  innovative  treatment  of  schizophrenia  and 

depression  (Kiss et  al., 2010). The D2R  and  the D3R were  successfully  crystallised  in  complex with 

risperidone and eticlopride (Figure 12), respectively (Chien et al., 2010; Wang et al., 2018). This allowed 

structural insights into ligand binding to the receptors, aiding rational drug design of selective ligands. 

Typical dopaminergic ligands contain a basic amine for interacting with Asp1103.32 (Asp1143.32 in D2R) 

in TMD3. The amine is connected via an alkyl linker to an aromatic core with hydrogen‐bond acceptor 

capacities. Hydrophobic interactions with phenylalanine (Phe345,346), valine (Val111,189) and serine 

(Ser192,193) in TMD3/5/6 contribute to the binding of eticlopride in the D3R (Chien et al., 2010). 
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Figure 12: Structures of  selected D2/D3R  ligands. pKi values are  reported as medians derived  from  the  IUPHAR Database 
(Harding et al., 2018). 

The hydrophobic pocket formed by isoleucine (Ile183 in D3R, Ile184 in D2R) in ECL2 contribute to the 

binding of both  ligands  (Chien et al., 2010; Wang et al., 2018). The elucidation of a  SBP near  the 

extracellular regions of the D3R and different orientation of the SBP in the D2R promises advances in 

subtype selective drug design  (Chien et al., 2010; Wang et al., 2018). As the SBPs are not as highly 

conserved as the OBS and display different spatial orientation, the design of bitopic ligands, extended 

towards the SBP became a promising strategy to improve selectivity at D2/D3Rs (Newman et al., 2012; 

Omran et al., 2018). While a 2,3‐dichloro‐4‐phenylpiperazine was implemented successfully in D2R as 

well as in D3R ligands, an aryl amide with a 4‐carbon linker is used to increase D3R selectivity (Newman 

et al., 2012). However, the determination of a SBP also reinforces the need for careful evaluation of 

binding data, as previous assays have  rarely been evaluated with  regards  to  this  topic. The  lack of 

selective  radiolabelled  ligands  for  the D2R and D3R  impedes  further evaluation of pharmacological 

differences.  A  lack  of  selectivity  among  dopamine  receptor  ligands  results  in major  ADE  in  the 

treatment of PD and schizophrenia (Seeman, 2006). In the case of schizophrenia, the treatment with 

primarily  D2R  selective  antagonist  is  unable  to  address  all  symptoms  sufficiently  and  requires 

researchers  to  re‐evaluate  treatment  approaches.  Hence,  the  receptor’s  SBP  supplies  interesting 

drug‐target interactions for exploration by novel assays and pharmacological tools. 
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1.3 Biogenic amines in Parkinson’s disease 

Parkinson’s disease  (PD)  is  a highly multifactorial disease within  the neurodegenerative  cluster. A 

progressive loss of dopaminergic cells in the pars compacta of the substantia nigra (SN), leads to an 

imbalanced transmission  in the basal ganglia (Moore et al., 2005). This results  in typical movement 

disorders with cardinal symptoms such as tremor, rigor, bradykinesia and postural instability (Bereczki, 

2010).  They  can  be  accompanied  by  cognitive,  vegetative  or  psychiatric  symptoms  (Chaudhuri, 

Schapira, 2009). PD’s pathophysiology  is not  conclusively elucidated but  certainly multifactorial  in 

nature.  Neurodegenerative  inclusions  (“Lewy  Bodies”)  (Moore  et  al.,  2005),  oxidative  stress, 

neuroinflammation and mitochondrial dysfunction greatly contribute to the loss of dopaminergic cells 

(Segura‐Aguilar  et  al.,  2014).  Notably  the  products  of  dopamine’s  oxidation  itself  (quinones, 

aminochromes) are discussed to be neurotoxic (Segura‐Aguilar et al., 2014). This is one of the reasons 

for increased development of dopaminergic ligands, lacking a catechol scaffold. Up until today motor 

symptoms  in  PD  are  treated mostly  symptomatically  and  this  thesis  reports on  the dopaminergic 

approaches among those. Researchers were able to link dopamine to PD and found striatal dopamine 

deficiency responsible for the motor symptoms only in the 1960s (Ehringer, Hornykiewicz, 1960; Fahn, 

2008;  Hornykiewicz,  1966).  The  application  of  levodopa  (Madopar®)  for  PD  in  1973 was  ground 

breaking and is still one of the most effective treatments for the motor symptoms (Fox et al., 2011). 

Dopamine itself is unable to penetrate the blood‐brain barrier, while levodopa, as precursor, is taken 

up  through an active  carrier. To prevent peripheral metabolization of  the prodrug, DDC  inhibitors 

(e. g. benserazid,  carbidopa)  or  COMT  inhibitors  (e. g. entacapone,  tolcapone)  are  usually 

co‐administered  (Rinne, Mölsä, 1979; Seeberger, Hauser, 2009). However,  levodopa  is discussed to 

display  negative  effects  on  disease  progression  (Lipski  et  al.,  2011),  inter‐  and  intra‐individual 

pharmacokinetics (Nomoto et al., 2009) and evokes levodopa‐induced dyskinesia (Ahlskog, Muenter, 

2001). Because symptomatic treatment of PD requires a lifelong therapy, drug development requires 

agents with  similar  efficacy  to  levodopa,  but without  its  drawbacks. Dopamine  receptor  agonists 

display high, but unselective affinity at D2/D3Rs as well as activity at other aminergic receptors. Ergoline 

derivatives  (e. g.  bromocriptine,  lisuride)  display  off‐target  interactions  and  questionable  safety 

profiles  and  have  been  superseded  by  non‐ergoline  dopamine  receptor  ligands  like  pramipexole, 

rotigotine,  talipexole, piribedil, ropinirole and apormorphin  (Figure 13)  (Davie, 2008). To overcome 

unselective  dopaminergic  activation,  the  D3R  gathered  interest.  The  receptor  was  found  to  be 

downregulated in PD patients (Ryoo et al., 1998), while animal models confirmed a link between D3R 

upregulation and levodopa‐induced dyskinesia (Bézard et al., 2003; Bordet et al., 1997). In vivo studies 

with a D3R  selective partial agonist  (BP 897,  Figure 13),  revealed a  reduction of  levodopa‐induced 

dyskinesia  (Bézard et al., 2003), but also non‐motor  symptoms may be addressed by D3R agonists 
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(Carnicella et al., 2014). Novel scaffolds are required to  improve D3R selectivity and catechol’s poor 

pharmacokinetic. D3R selectivity could be achieved by extension and derivatization of the linker chain 

length in bitopic ligands (Newman et al., 2012), while a bioisosteric exchange of catechol moieties may 

decrease metabolization  steps  by  COMT  and  CYP  enzymes  (Segura‐Aguilar  et  al.,  2014).  Typical 

exchanges  include  (aromatic)  heterocycles,  containing  an  amino  or  hydroxyl  moiety  (Boeckler, 

Gmeiner, 2006) and were performed with pyrroles, pyrazoles and aminothiazoles (Bach et al., 1980; 

McQuaid et al., 1989; Schneider, Mierau, 1987), among others. However, profound SAR studies on 

hydrogen‐bond donor and acceptor capacities in catechol bioisosteres are sparse to date.  

Dopaminergic  treatment  significantly  reduces  typical  motor  symptoms,  but  is  not  able  to  treat 

associated symptoms that reduce quality of life likewise. Psychological non‐motor symptoms include 

depression, cognitive  impairments and sleep disorders  (Seppi et al., 2011). New evidence supports 

involvement of the H3R in the progression of PD and non‐motor symptoms. While histamine levels in 

PD patients were found to be  increased,  levels of a corresponding metabolite (Nτ‐methylhistamine) 

were not increased (Rinne et al., 2002). An increased H3R expression was also shown by mRNA levels 

and radioligand binding studies (Anichtchik et al., 2001), although these findings were not confirmed 

by other investigations (Goodchild et al., 1999). However, researchers proved an H3R mediated D1/D2R 

modulation and even presented data suggesting the existence of H3‐D2R heteromers in vitro with an 

inhibitory  relationship  (Ferrada  et  al.,  2008).  This  substantiates  the  involvement  of  H3R  signal 

transduction on dopamine‐mediated  transmission. Together with  the clinical potential of pitolisant 

and JNJ‐31001074 for excessive daytime sleepiness in PD, the recent results indicate high applicability 

of H3R ligands in the treatment of PD and related cognitive impairments. Due to the multifactorial scale 

of  the  disease  and  the  need  for  lifelong  treatment,  it  is  necessary  to  expand  and  improve 

pharmacophore scaffolds for dopamine as well as histamine receptor subtypes.  

 
Figure 13: Structures and receptor affinities of selected dopamine receptor agonists, used in the treatment of PD. The pKi 
values are reported as medians derived by the IUPHAR DB (Garcia‐Ladona, Cox, 2003; Harding et al., 2018; Millan et al., 2002). 
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1.4 Novel aspects of drug‐target interactions at the example of schizophrenia 

Schizophrenia is one of the most prominent psychotic disorders regarding inner experience, emotions 

and  behaviour.  As  it  represents  a  complex  syndrome,  pathophysiological  evaluation  is  impeded 

(Fischer, Carpenter, 2009). Dopamine’s involvement in the pathogenesis (“dopamine hypothesis”) was 

originally postulated as high doses of antipsychotic agents evoked PD‐like symptoms (Meltzer, Stahl, 

1976; Seeman, 2006; Shen et al., 2012) and was later confirmed by binding assays at D2Rs (Seeman et 

al., 1976; Seeman, 2006). However, the dopamine hypothesis fails to explain insufficient treatment, 

despite  sufficient D2R  blockade  in  some  patients  and  especially  fails  to  elucidate  clozapine’s  high 

clinical  efficacy,  although  its D2R  affinity  is  only moderate  (Pilowsky  et  al.,  1992).  Today  there  is 

evidence that a hyperactivity of D2Rs  in the mesolimbic pathway (Meltzer, Stahl, 1976)  is combined 

with  a disturbance  in D1R  and D3R  signal  transduction  (Okubo et  al., 1997;  Simpson et  al., 2014). 

However, evidence  for D1R  involvement  is contradictory  (Abi‐Dargham et al., 2002; Karlsson et al., 

2002). In addition imbalances in serotonin and glutamate/GABA transmission may also evoke psychosis 

(Stahl, 2013; 2016). Due to the lack of specific tracers, the disorder is diagnosed and characterized by 

the occurrence of specific symptoms, divided into positive and negative symptoms. Positive symptoms 

include behaviours and perceptions that are intensified in patients (e.g. hallucinations or delusions). 

They are linked, although not exclusively, to increased dopaminergic transmission in mesolimbic brain 

regions (Stahl, 2018). Negative symptoms are characterized by a lack of perception or behaviour (social 

withdrawal, depression or cognitive  impairments)  (Cerveri et al., 2019). Their origin  is  the  topic of 

recent  research  and  is  discussed  to  be  highly multifactorial. D3R  imbalances,  serotonin‐dopamine 

interactions, D1R hypotransmission and  reduced activity of  the nucleus caudate were all  shown as 

possible targets (Meltzer et al., 2003; O'Donnell, Grace, 1998; Shen et al., 2012; Simpson et al., 2014). 

Accordingly, antipsychotics can be divided in two classes, characterized by their clinical profile. Typical 

antipsychotic  agents  (Figure  14,  e. g. chlorpromazine)  reduce  positive  symptoms  by  D2/D3R 

antagonism  in mesolimbic areas, but display an  increased risk  for extrapyramidal side effects  (EPS, 

characteristic motoric  facial  and  limb  disorders)  (Stahl,  2018).  Clozapine  (Figure  14) was  the  first 

antipsychotic agent with significantly less EPS (Stille, Hippius, 1971) and thereby introduced the class 

of “atypical” antipsychotic agents (Gründer et al., 2009). The reason for this lower incidence is not fully 

elucidated but  focuses on dopaminergic, serotonergic and adrenergic  transmission  (Gründer et al., 

2009; Kapur, Seeman, 2001; Meltzer et al., 1989; Pilowsky et al., 1997; Wadenberg et al., 2007). A 

second  generation of  atypical  antipsychotic  agents entered  the market with  aripiprazole  (Abilify®, 

Figure 14)  in 2004.  It displays characteristic partial agonism at D2/D3 and 5‐HT1ARs, combined with 

antagonism at 5‐HT2ARs. Partial agonists are thought to stabilize neurotransmitter fluctuations, while 
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simultaneously allowing essential receptor activation by peaks in dopamine levels, which presumably 

decreases ADE (Gründer et al., 2009; Pulvirenti, Koob, 2002).  

Negative  symptoms  show  poor  response  to most  of  the  antipsychotic  agents.  Up  to  now,  only 

cariprazine,  amisulpride,  olanzapine  (Figure  14)  and  quetiapine  show  clinical  efficacy  on  negative 

symptoms  (Cerveri  et  al.,  2019).  The  pharmacological  profiles  differ  remarkably  and  no  common 

mechanism was found responsible for their action. Cariprazine (Vraylar®, Reagila®) was approved 2015 

in  the USA  for  the  treatment of schizophrenia and acute manic or mixed episodes associated with 

bipolar I disorder. In 2017 the European commission approved it for the use in schizophrenia as well 

(Ragguett,  McIntyre,  2019).  It  acts  as  partial  agonists  at  D2/D3Rs  and  5‐HT1ARs,  while  showing 

antagonism on 5‐HT2A and 5‐HT2BRs (Calabrese et al., 2019) and possesses similar structural features 

to aripiprazole. However, aripiprazole does not work significantly well on negative symptoms. This 

difference,  gave  a  new  stimulus  to  evaluate  structural  features  and  pharmacological mechanisms 

responsible  for  action  against  negative  symptoms.  Although  both  ligands  are  partial  agonists, 

cariprazine displays an increased D3R preference, which raises interest for mode of action studies. D3R 

modulation was linked to improved cognitive functions in several studies (Laszy et al., 2005; Millan et 

al., 2007; Nakajima et al., 2013), although these findings were majorly concluded by antagonism at the 

receptor. Long‐term cariprazine administration was able to increase D3R expressions (Calabrese et al., 

2019; Choi et al., 2014) but did not influence 5‐HT2AR levels as strong as aripiprazole (Calabrese et al., 

2019; Choi et al., 2014; Tarazi et al., 2001). Such receptor regulations are strongly linked to β‐arrestin. 

The  involvement of  β‐arrestin  recruitment  in antipsychotic activity was  shown  in vitro and  in mice 

models  (Allen  et  al.,  2011; Masri  et  al.,  2008),  although  the  in vivo  study  found  agonistic  actions 

responsible, while  in vitro results suggest an antagonism as mode of action. Hence, the therapeutic 

effects of D3R or β‐arrestin biased targeting are contradictory or not conceivable yet, but motivate 

further investigation in clinical profiles of antipsychotic agents.  

 
Figure 14: Structures and pKi values of selected antipsychotic agents (Harding et al., 2018; Seeman, Tallerico, 1998). 
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1.5 Drug‐target residence time in schizophrenia 

The  “fast‐off hypothesis” of antipsychotics was originally discussed  for EPS  and atypicality  (Kapur, 

Seeman, 2001), but may reveal new insights for negative symptoms as well. As neurotransmitter levels 

underlie  a  steady  fluctuation  in vivo,  the  binding  period  of  active  agents  in vitro  seems  to  be  a 

reasonable  surrogate  parameter  to  assess  their  pharmacological  impact  on  neurotransmitter 

regulation.  The  aim  of  drug‐target  residence  time  (DTRT)  evaluations  is  to  mimic  physiological 

conditions and to translate pharmacokinetic in vitro profiles to in vivo clinical profiles (Guo et al., 2014). 

Ligand binding to its receptor is a constant association and dissociation in vivo but usually reaches a 

steady state in vitro. The time that it takes a given ligand to dissociate from 50% of the initial receptor 

occupancy (t1/2dissociation, Figure 15) can be transformed into its dissociation rate constant (koff, eq. 1, 

RT = 1/koff) (Guo et al., 2014). The observed kinetic rate constant (kobs) is derived from the time it takes 

the ligand to reach 50% receptor occupancy (t1/2association, Figure 15, eq. 2) (Bosma et al., 2017). Its 

association rate constant (kon), is derived from kobs taking the drug’s concentration [L] and its koff into 

account  (eq. 3)  (Bosma et al., 2017). As kon  is affected by  the  ligand’s concentration and a  steady 

dissociation,  it has only  limited  information value  in vivo. Additionally,  the association of a drug  is 

influenced by tissue distribution or clearance in vivo and limited by diffusion rates of the target and 

ligand in vitro (Copeland et al., 2006). The koff on the other hand is not biased by these parameters and 

depicts a cleaner surrogate for drug‐target interactions (Copeland et al., 2006). Usually a prolonged RT 

offers  a  prolonged  pharmacological  effect,  as  long  as  it  exceeds  the  pharmacokinetic  elimination 

half‐life (Vauquelin, van Liefde, 2006). In the case of schizophrenia, a  long RT could be beneficial to 

stabilize neurotransmitter  fluctuations continuously  (Vauquelin, van Liefde, 2006), but at  the same 

time a lasting receptor blockade is linked to the occurrence of EPS (Gründer et al., 2009; Guo et al., 

2014). An inverse correlation between this mechanism‐based toxicity and a short RT at the D2R was 

shown, as typical antipsychotic agents displayed long RT at the D2, while most of the atypical agents 

dissociated rapidly from the receptor (Kapur, Seeman, 2000). A fast off‐rate of atypical agents such as 

clozapine  (Langlois  et  al.,  2012)  could  allow  receptor  activation  in  response  to  sudden  peaks  in 

dopamine levels that would lead to EPS, if the receptor was still blocked.  

Equation 1   𝑘௢௙௙ ൌ
୪୬ଶ

୲భ/మௗ௜௦௦௢௖௜௔௧௜௢௡
 ሾ𝑚𝑖𝑛ିଵሿ 

Equation 2   𝑘௢௕௦ ൌ
୪୬ଶ

୲భ/మ௔௦௦௢௖௜௔௧௜௢௡
 ሾ𝑚𝑖𝑛ିଵሿ 

Equation 3    𝑘௢௕௦ ൌ 𝑘௢௡ ∗ ሾ𝐿ሿ ൅ 𝑘௢௙௙ 
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Figure 15: Schematic representation of t1/2 of association and dissociation. 

In vivo data of the atypical agent clozapine and the typical agent haloperidol did support these in vitro 

findings  (Jones et al., 2000). Accordingly,  JNJ‐37822681  is  reported as specific D2R antagonist,  that 

displays  in vitro  dissociation  kinetics  comparable  to  clozapine  and  was  found  as  promising 

antipsychotic agent, with low EPS incidence (Langlois et al., 2012). The “fast‐off theory” at the D2R is 

however unable to explain cariprazine’s and aripiprazole’s differences as comparison revealed only 

little  variation  in  RT  at  the D2R  so  far  (0.49 min‐1  and  0.14 min‐1)  (Klein Herenbrink  et  al.,  2016). 

However, data on D3R RT is only sparse and underexplored to date. Furthermore, evaluation of DTRT 

at  the  dopamine  receptors  could  be  insufficient,  as  the  published  assays  and  results  did  apply 

mathematical methods  for monomolecular  reaction  steps only. Considering  the  reported  SBP  and 

different receptor states, dopamine receptor‐drug interactions are more likely steps of higher order 

and recent evaluations might have been oversimplified. Although the D2R doesn´t seem as likely target, 

the D3R might reveal novel insights into the mode of action for negative symptoms. Evaluating DTRT 

requires novel assays and demands close collaboration of  in vitro,  in silico and  in vivo specialist  to 

interpret and assess its clinical impact (Schuetz et al., 2017).  
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2 Scope and objectives 
 

Scaffold evaluation represents one of the main tasks in preclinical drug development. This work aims 

to  improve the existing drug design at aminergic GPCRs, by evaluating natural products and natural 

product inspired compounds as well as drug‐target interactions that were recently underexplored. 

The  H4R  represents  a  target  at  which  only  few  compounds  show  considerable  affinity  and  the 

evaluation of novel scaffolds is necessary to improve clinical recognition of this target. Thorough SARs 

investigation will be possible, by more active  compounds.  In  this work natural  compounds will be 

evaluated at the H4R to generate inspiration for novel scaffolds. 

In this work natural product inspired compounds will be evaluated at the H3R and derivatized, based 

on recent SAR studies to  increase the number of H3R active  ligands. A  larger substance  library may 

increase the chance to overcome insufficient in vivo efficacy and advance this target in the awareness 

of  neurological  drug  designers.  Therefore  a  series  of  non‐imidazole‐based  compounds  will  be 

pharmacologically characterized for their histamine receptor subtype affinity, to forward them  into 

preclinical evaluation. 

The design and evaluation of bitopic D2/D3R  ligands and the exploration of bioisosteric exchange  in 

dopamine receptor ligands can further contribute to the treatment of dopamine related neurological 

disorders. This work will report on the pharmacological characterization of a small series of bitopic 

dopamine receptor ligands to contribute to this topic. Given a high overlap of dopamine and serotonin 

receptor  subtypes a preclinical  serotonin  receptor agonist will also be evaluated at  the dopamine 

receptor subtypes to complement  its pharmacological characterization. New binding pockets  in the 

dopamine receptor subtypes require novel in vitro investigation tools, as recently used assays are not 

sufficient to describe non‐monomolecular binding interactions into detail. One aspect of this thesis will 

be  the evaluation of a novel drug‐target  residence  time assay  to address  this and  to  complement 

preclinical drug evaluation of novel compounds. 

This cumulative thesis aims to expand scaffold libraries of histamine and dopamine receptor ligands 

by natural compounds, natural compound inspired motifs, bitopic ligands and ligands with more than 

one target. As the preclinical in vitro evaluation of novel compounds requires innovative assays, a focus 

was set on the design and evaluation of a new, indirect radioligand displacement assay to assess the 

DTRT of dopamine D2/D3 receptor ligands.   
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10 Conclusions and prospects 

This work describes  the pharmacological  in vitro evaluation of novel  scaffolds at aminergic GPCRs. 

Thereby, it raises new motivations for subsequent in vivo and in silico evaluation of these scaffolds. 

So far, agents targeting the H4R provide only poor efficacy or drug‐likeness and none have entered the 

market (Thurmond, 2015). In the presented work (chapter 3), an array of methanolic extracts, including 

a Curcuma rhizoma extract, were evaluated in vitro (Frank et al., 2017). Curcumin and two derivatives 

(Figure  16)  emerged  as  ligands  for  the H4R,  exhibiting moderate,  but  dose  dependent  activity  in 

radioligand displacement assays and providing novel non‐amine scaffolds for H4R ligands (Frank et al., 

2017).  Curcumin  enjoys  high  popularity  as  a  natural  remedy  for  the  treatment  of  inflammatory 

diseases, which  is a  research  field  closely connected  to  the H4R. Many efforts have been made  to 

increase its status from food supplement to evidence‐based clinical agent, but in vivo evidence of its 

anti‐inflammatory  action  has  not  been  convincingly  presented  so  far. On  the  other  hand,  in vitro 

evidence for its action on various targets in the fields of inflammation is steadily growing, making it a 

hot topic in natural product research (Mirzaei et al., 2018; Qureshi et al., 2018; Shehzad et al., 2019). 

At the same time, criticism regarding false positive results  is on the rise, as curcumin displays poor 

drug‐likeness and belongs to a class of pan‐assay interfering compounds (PAINS) (Nelson et al., 2017). 

Such problems may occur because of  interferences with  cells or  spectroscopic  instruments during 

assay readout. In this study, interferences of curcumin are not expected, as the readout is based on 

radiometric signals. A non‐labeled ligand must compete with a radiolabelled ligand at the binding site, 

leaving small risk for false positive signals. Additionally, membrane preparations were used, reducing 

the risk of cell‐based interference compromising the assay. Interestingly, the crude extract of Curcuma 

longa was more active  than  the pure  components of  the extract  (Frank et al., 2017). This  further 

suggests  that  the effects  in  the assay are not  caused by assay  interference of curcumin. Although 

curcumin depicts a ligand that needs to be evaluated carefully, within this study curcumin derivatives 

were  determined  to  be  potential  non‐amine  H4R  ligands,  representing  a  promising  new 

pharmacophore at this receptor. The lack of a basic amine in this structure gives indication for a novel 

binding mode  or  unreported  binding  pocket  in  the  H4R.  This would  be  a  profitable  prospect  for 

additional research regarding curcumin’s action in inflammatory diseases at the H4R. Functional assays 

on these derivatives could further elucidate the regulatory role of the H4R in inflammation. 

 

Figure 16: Structures of compounds of the methanolic extract of Curcuma rhizomes (chapter 3) (Frank et al., 2017). 
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The use of natural product inspired compounds was also successful in the design and evaluation of a 

small series of pyrrolo[2,3‐d]pyrimidine derivatives as potential H3R  ligands (chapter 4). The natural 

compound  class  of  pyrrolo[2,3‐d]pyrimidines  is  usually  investigated  for  anti‐infectious 

and  ‐inflammatory properties  (Jiang  et  al.,  2019; Raju  et  al.,  2019;  Shah  et  al.,  2018). Compound 

repositioning, by the combination of this scaffold with known H3R moieties, afforded novel H3R ligands 

with potentially extended pharmacological properties. This was realised by introducing lipophilic and 

basic moieties  to  the 7‐position and 4‐position  respectively, enabling  the possibility  to use natural 

products as starting point for scaffold evaluation. The first series of novel pyrrolo[2,3‐d]pyrimidines 

provided selective in vitro H3R affinity, which was complemented by the results of in silico experiments 

and presents a novel class of H3R lead compounds (chapter 4, lead A in Figure 17) (Espinosa‐Bustos et 

al., 2018). Conducting a rationale‐based drug optimization approach allowed for the design of a second 

series  that convinced by  increased H3R affinity and  selectivity  (chapter 5)  (Frank et al., 2019). The 

effects  of  dehalogenation  at  2‐position  and  electron withdrawing moieties  at  a  benzyl moiety  in 

7‐position gave an  impetus  for prospective SAR  studies  (Frank et al., 2019). These  ligands provide 

valuable insights for derivatization of similar H3R scaffolds in the future, as the changes did result in 

low nanomolar affinities (lead B in Figure 17) and the derivatization pattern of the benzyl followed a 

trend  with  increased  binding  affinity  through  higher  electron‐withdrawing  capacities  of  the 

substitution. The presented series is rather small and lacks structural modifications that could improve 

binding affinities or could explore the derivatization possibilities of the scaffold.  Implementation of 

piperidinylpropyloxyl groups as basic part or a shift of  the  lipophilic part  to  the 6‐position present 

reasonable prospects for derivatization of this natural compound  inspired class. The  introduction of 

halogens, especially fluorine, into the agents provides interesting alterations to their pharmacokinetic 

and  physicochemical  properties  (Hardman,  1991;  Purser  et  al.,  2008).  Hence,  evaluation  of 

pharmacokinetic properties could be highly interesting and could be performed in a next step.  

 

Figure 17: Scaffold optimization of natural product inspired compounds (chapter 4 and 5) and representative binding curve 
for the most active compound (lead B, chapter 5) (Espinosa‐Bustos et al., 2018; Frank et al., 2019). 
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Potential lead compounds from in vitro affinity screenings need to be forwarded into in vivo evaluation 

and early preclinical in vitro evaluation regarding pharmacokinetic parameters, to improve the existing 

scaffolds. A series of (homo)piperidine ether derivative‐based H3R ligands, inspired by pitolisant, was 

found to present selective H3R activity, which gave motivation for their subsequent in vivo evaluation 

as anti‐epileptic agents (chapter 6) (Alachkar et al., 2018). Two compounds (4 and 13 in the publication, 

Figure 18) emerged as successful, preclinical agents, when they were tested in epilepsy mouse models. 

Compound 4 displayed highest potential among the tested substances in maximal electroshock‐ and 

chemically (pentylenetetrazol) induced seizure models (Alachkar et al., 2018). An in silico ADME‐Tox 

screening and in vitro evaluation of CYP interactions revealed satisfying pharmacokinetic properties, 

thereby substantiating a  further evaluation of  this novel agent  (Alachkar et al., 2018). As stated  in 

chapter 6, further in vivo studies with different species are necessary for the prospective evaluation of 

compound  4.  This work  is  an  example  for  the  benefits  of  early  in vitro  scaffold  evaluation.  The 

presented series was developed by optimizing previous research (Sadek et al., 2016a) on this scaffold 

class and allowed for the determined development and characterization of in vivo active ligands. 

 

Figure 18: Chemical  structures of  the  two most promising  compounds  in  in vivo animal models  for epilepsy  (chapter 6) 
(Alachkar et al., 2018). 

   



10 Conclusions and prospects

 

 
151 

   

 
Figure 19: Chemical structures of talipexole, the most active compound bearing a 1‐(2,3‐dichlorophenyl)‐piperazine and the 
compound bearing a (2‐methoxyphenyl)piperazine (chapter 7) (Stank et al., 2019). The amino moiety (blue) is interesting for 
investigating bioisosteric replacement, while the linker length (red) is supposed to yield receptor subtype selectivity. 

The previous scaffolds of  this work bear only one pharmacophore, directed at one binding site.  In 

contrast  to  that,  a  small  series  of  bitopic  D2/D3R  ligands was  synthesized  and  pharmacologically 

characterized, to address two binding sites with one novel scaffold (chapter 7) (Stank et al., 2019). The 

demand for subtype selective dopamine receptor ligands is on the rise and design of bitopic ligands 

with a defined linker length and two pharmacophores provides a valuable addition to recent attempts 

(Cao  et  al.,  2016;  Cao  et  al.,  2018; Omran  et  al.,  2018).  Combining  reported  dopamine  receptor 

preferring pharmacophores with a 5,6,7,8‐tetrahydro‐4H‐thiazolo[4,5‐d]azepin‐2‐amine,  inspired by 

talipexole, yielded the presented small series of novel, bitopic ligands (chapter 7) (Stank et al., 2019). 

Novel  hit  compounds  at  D2/D3Rs  were  identified,  with  the  most  active  compound 

(1‐(2,3‐dichlorophenyl)piperazine  derivative,  Figure  19),  lacking  receptor  selectivity,  but  displaying 

increased  affinity  compared  to  talipexole  (Stank  et  al.,  2019).  A  deamination  of  the  active 

5,6,7,8‐tetrahydro‐4H‐thiazolo[4,5‐d]azepin‐2‐amine  did  not  influence  selectivity  or  even  receptor 

affinity (Stank et al., 2019). An aminated (2‐methoxyphenyl)piperazine (Figure 19) was not synthesized, 

as the presented series was not an iterative attempt (Stank et al., 2019). Therefore a general statement 

regarding the deamination of bioisosteric replacements in these ligands is not possible, but presents a 

reasonable approach for further derivatization. The linker length did not influence D3R affinity of the 

presented  (2‐methoxyphenyl)piperazines, but prolongation of  the dimethyl  linker with  tetramethyl 

and trimethyl groups resulted  in slightly  increased D2R affinity  (Stank et al., 2019). Previous results 

suggested more flexible bitopic ligands should be preferred by the D3R’s SBP, given its different spatial 

orientation (Newman et al., 2012; Wang et al., 2018). A reasonable prospect for further elucidation on 

this topic might be the  linker derivatization of the more active 1‐(2,3‐dichlorophenyl)piperazines or 

in silico evaluations that resolve the binding orientation of the presented ligands. Batitti and colleagues 

recently reported on the influence of chirality on the affinity of D3R selective bitopic ligands (Battiti et 

al., 2019). Hence, the  introduction of achiral 5,6,7,8‐tetrahydro‐4H‐thiazolo[4,5‐d]azepines provides 

further benefits. It has to be noted that a functional in vitro evaluation of these compounds was not 

performed yet, which would be necessary to assess clinical implication of such ligands. 



10 Conclusions and prospects

 

 
152 

   

 
Figure 20: Chemical structure of TP‐22 (chapter 8) (Carbone et al., 2019), including presented receptor affinities for the D1R 
and D5R subtype. 

The  involvement of serotonin and dopamine receptor subtypes and especially their  interplay  is the 

topic of general  interest  in neurological disorders given a high degree of overlap of  the  receptor’s 

scaffolds.  Evaluating  N‐(4‐cyanobenzyl)‐6‐(4‐(5‐fluoro‐4'‐methoxy‐[1,1'‐biphenyl]‐2‐yl)piperazin‐1‐

yl)hexanamide,  a  5‐HT7R  agonist  (Figure  20,  TP‐22),  at  the  dopamine  receptor  subtypes  revealed 

in vitro Ki values  in the  low nanomolar range at the D1R and D5R, with  low affinities at D2 and D3Rs 

(chapter 8) (Carbone et al., 2019). Further  in vitro evaluation showed antagonist properties at D1Rs 

that  complement  its  5‐HT7  receptor  activity  (Carbone  et  al.,  2019).  In  the  presented  study  TP‐22 

increased the effects of methylphenidate in two animal models, which is surprising given its in vitro 

evaluation as D1R antagonist. Agonist behaviour on 5‐HT receptor subtypes and antagonist properties 

at dopamine receptor subtypes are rarely reported. Animal models that evaluate the in vivo behaviour 

of TP‐22 at dopamine receptor subtypes, especially D1 and D5Rs, could elucidate this observation. A 

comparison of the RT at the dopamine and serotonin receptor subtypes could also be helpful to bring 

the  different  functionalities  into  accordance.  Nevertheless,  the  presented  results  strengthen  the 

importance of early  in vitro evaluation of various  receptor subtype affinities and binding modes  to 

identify  pharmacologically  striking  features  that  could  ease  preclinical  transition  of 

multi‐target‐directed ligands.  

 

The DTRT evaluation promises improved translation of in vitro findings to in vivo behaviour (Daryaee, 

Tonge, 2019) and has been linked to clinical profiles in the case of D2R antagonists (Fyfe et al., 2019; 

Kapur, Seeman, 2000; 2001). Within the presented study (chapter 9) cariprazine (Vraylar®) showed a 

unique  in vitro  biphasic  dissociation  profile  with  a  short  RT  (Figure  21A),  among  the  four  test 

compounds (Frank et al., 2018). The in vitro results were supported by in silico binding and unbinding 

evaluations and complemented by  in vitro functional assays for β‐arrestin recruitment (Frank et al., 

2018). Aripiprazole, displayed different  in vitro as well as  in silico D3R binding and unbinding (Figure 

21A) but no differences  in  functionality. Cariprazine was  just  recently approved as one of  the  first 

ligands  for  the use  in  schizophrenia with mainly negative  symptoms  (Ragguett, McIntyre, 2019). A 

bimolecular and rapid dissociation could enable the D3R to react to peaks in dopamine levels but still 

allow for a balanced D3R signaling that is discussed to be disturbed in negative symptoms (Frank et al., 
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2018;  Simpson  et  al.,  2014).  The  differences  in  D3R  RT  and  unbinding  could  explain  the  clinical 

variations of  aripiprazole  and  cariprazine,  as  structural motifs  ((2,3‐dichloro)piperazines),  receptor 

affinities as well as functional properties of the two ligands are otherwise comparable. However, this 

is  speculative  and  follow‐up  studies  will  be  necessary  to  test  this  hypothesis.  Accordingly,  two 

compounds, structurally related to cariprazine, were synthesized and are currently under evaluation 

for  their  RT  (unpublished  data).  In  addition  to  the  identification  of  novel  target‐interactions  of 

cariprazine  the presented assay displays an  innovative  tool  for  the assessment of DTRTs. Prior RT 

evaluations of unlabelled ligands usually neglected drug‐target interactions that involve more than one 

reaction step (Figure 21B). Especially the often used Motulsky and Mahan equation was until recently 

limited  to monomolecular binding events. Given  the reported SBP  (Chien et al., 2010; Wang et al., 

2018) for the D2 and D3R this would be insufficient for describing all possible binding interactions. The 

published work (chapter 9)  is one of the first  indirect radioligand assays that addresses this  issue. It 

was published  at  the  same  time  as  another method  that used mathematical modifications of  the 

Motulsky and Mahan equation for this intention (Guo et al., 2018). While the presented assay does 

not allow for evaluation of association times, it has a higher throughput than the method of Guo and 

colleagues (up to four compounds per plate instead of one) although the high amount of radiolabelled 

ligand (20 times Ki) that is required to perform this assay, limits its cost effectiveness. This novel assay 

does not require RT characterization of the radiolabelled  ligand, although  it should bind sufficiently 

fast  to  the  receptor. When  comparing  the  total  counts  per minute  of  the  radiolabelled  ligand  in 

presence of the fastest unlabelled ligand (cariprazine) and the radiolabelled ligand without presence 

of  competitor,  more  radiolabelled  ligand  had  bound  at  respective  time  points  in  case  of  the 

radiolabelled ligand without competitor. This supports a sufficiently fast association. 

 
Figure 21: (A) Dissociation behaviour of cariprazine (left) and aripiprazole (right) at the D3R in vitro (chapter 9) (Frank et al., 
2018). (B) Monomolecular drug‐target interactions (left) against bimolecular target interactions (right). L: ligand; P: protein. 
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A  general  drawback  of  displacement  assays  is  the  simplified  assumption  that  radiolabelled  and 

unlabelled  ligand  bind  exclusively  to  the  same  binding  sites.  Radiolabelling  and  subsequent  RT 

evaluation of  cariprazine  could be helpful  in additional  studies,  to definitely  confirm  the  reported 

target‐interactions.  The  presented  publication  is  one  of  the  first  published  results  for  DTRT 

investigations  of  unlabelled  ligands  at  the  D3R,  where  others  investigated  only  radiolabelled 

compounds  (Fasciani  et  al.,  2018; Wood  et  al.,  2015).  Hence,  this work  not  only  sheds  light  on 

cariprazine’s mode of action but also allows for future medium‐throughput evaluation of unlabelled 

ligands at the D2 and D3R. The results further implicate a role of the D3R in the treatment of negative 

symptoms in schizophrenia. To which extent dissociation kinetics do influence clinical profiles has to 

be  evaluated  in  follow‐up  studies by  comparing  dissociation profiles of  clinical  agents  that  act  as 

strongly on the negative symptoms as cariprazine. The in vivo evaluation of compounds that show a 

similar dissociation profile will hopefully yield experimental support for this hypothesis. 

 

The presented results address recent issues of histamine, dopamine and serotonin receptor subtype 

targeting  by  exploring  novel  scaffolds,  investigating  pathway  interactions  and  implementing  new 

evaluation tools for a better in vivo translation of in vitro results. The evaluation of natural compounds 

and  natural  compound  inspired  scaffolds  as  histamine  receptor  ligands  combines  the  fields  of 

pharmaceutical biology and pharmaceutical chemistry and yielded novel compounds with improved 

binding affinities and previously unreported scaffolds. Furthermore, this work  implemented a novel 

DTRT assay that is the first to describe D3R RT of unlabelled ligands and detected unreported binding 

interactions  of  a  recently  approved  antipsychotic  agent.  By  that,  it  supported  mode  of  action 

evaluations  for cariprazine and contributed to a better understanding  in the treatment of negative 

symptoms.  

   



11 List of abbreviations

 

 
155 

   

11 List of abbreviations 

5‐HT7R: Serotonin 5‐HT7 receptor 

ABS:  Allosteric binding site 

AC:  Adenylyl cyclase 

ADE:  Adverse drug effects 

ADHD:  Attention deficit hyperactivity disorder 

Asp:   Aspartate 

Ca2+:  Calcium ions 

cAMP:  3´,5´‐Cyclic adenosine monophosphate 

CNS:  Central nervous system 

COMT:  Catechol‐O‐methyltransferase 

CYP:   Cytochrome P450 

D1R:  Dopamine D1 receptor 

D2R:  Dopamine D2 receptor 

D3R:  Dopamine D3 receptor 

D4R:  Dopamine D4 receptor 

D5R:  Dopamine D5 receptor 

DAG:  Diacylglycerol 

DAT:  Dopamine transporter 

DB:  Database 

DDC:  DOPA decarboxylase 

DOPAC: Dihydroxyphenylacetic acid 

DTRT:  Drug‐target residence time 

ECL:  Extracellular loop 

e.g.:  Exempli gratia 

EMA:   European Medicines Agency 

EPS:  Extrapyramidal side effects 

FDA:   U.S. Food and Drug Administration 

Gα:  G protein α‐subunit 

GABA:  γ‐Aminobutyric acid 
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GDP:  Guanosine diphosphate 

Gβγ:  G protein βγ‐subunit 

GIRK:  G protein‐gated inwardly rectifying potassium 

GPCR:   G protein‐coupled receptor 

GTP:  Guanosine triphosphate 

H1R:  Histamine H1 receptor 

H2R:  Histamine H2 receptor 

H3R:  Histamine H3 receptor 

H4R:  Histamine H4 receptor 

ICL:  Intracellular loop 

IP3:  Inositol (1,4,5)‐trisphosphate 

IUPHAR: International Union of Basic and Clinical Pharmacology 

K+:  Potassium ions 

kobs:  Observed kinetic rate constant 

koff:  Dissociation rate constant 

kon:  Association rate constant 

[L]:  Ligands concentration [mol/L] 

MAO:   Monoamine oxidase 

MAPK:  Mitogen‐activated proteinkinase 

OBS:  Orthosteric binding site 

PD:  Parkinson’s disease 

PKA:  Proteinkinase A 

PKC:  Proteinkinase C 

PLCβ:  Phospholipase C‐β 

RLS:  Restless‐legs syndrome 

RT:  Residence time 

SARs:  Structure‐activity relationships 

SBP:  Secondary binding pocket 

SN:  Substantia nigra 

t1/2asso: Association half‐life time 
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