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Zusammenfassung 

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Entwicklung und Synthese niedermolekularer 

chemischer Sonden für die Untersuchung des Histamin-H4-Rezeptors (H4R) sowie der 

Monoaminoxidasen (MAO) A und B. 

Die Entwicklung neuer H4R-Liganden konzentrierte sich auf die Bereitstellung fluoreszenter 

Sonden. In der Vergangenheit konnten Fluoreszenzliganden bereits erfolgreich zur 

Markierung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren genutzt werden. Die Markierung von 

humanen H4R mit fluoreszenten chemischen Sonden könnte unter anderem die Untersuchung 

des Expressionsmusters der H4R unterstützen. Die Struktur der generierten Sonden wurde 

unter anderem spektroskopisch charakterisiert und deren H4R-Affinität mittels Radioliganden-

Verdrängungsexperimenten bestimmt. Den Ausgangspunkt der Syntheseplanung stellten 

bekannte Pharmakophore dar, die über eine hohe H4R-Affinität verfügten und auf ihre 

Möglichkeiten zur Derivatisierung mit Fluorophoren untersucht wurden. Dabei wurden Fälle 

betrachtet, die sowohl eine integrative Kopplung des Fluorophors einschlossen, als auch die 

Verknüpfung mit oder ohne Linker.  

Die integrative Kopplung erbrachte mit Verbindung 19 einen H4R-Liganden, der über eine 

moderate Affinität verfügte (Ki = 400 nM), dessen Emissionsmaximum (λmaxEm = 400 nm) 

jedoch zu nahe am Autofluoreszenzbereich von Zell- und Gewebematerial lag und sich daher 

nicht zur Rezeptormarkierung eignet. Die Grundstruktur dieser Verbindung orientierte sich 

dabei an borhaltigen Fluorophoren und Aminopyrimidinen, die für ihre hohe H4R-Affinität 

bekannt sind.  

Die Chalconderivate 10 und 11, bei denen eine Kopplung ohne Linker realisiert wurde, zeigten 

gute Fluoreszenzeigenschaften, jedoch waren die H4R-Affinitäten zu gering, um diese als 

pharmakologische Werkzeuge einzusetzen. 

Bei den Verbindungen 21 – 29 wurde unter Verwendung von unterschiedlichen Linkern 

Fluorophore an H4R-affine Aminopyrimidine gekoppelt. Dabei wurde zunächst mit dem 

Modellfluorophor 2,4-Dinitrobenzol die optimale Linker-Anbindung evaluiert. Es ging 

Verbindung 26 als Leitstruktur mit einem Butyl-Linker hervor. Die Variation des Fluorophors 

erbrachte Verbindung 30 (Ki = 428 nM), bei der eine biologisch aktive Substanz mit dem 

BOPPY-Fluorophor verknüpft wurde. BOPPY zeichnet sich durch geeignete Absorptions- und 

Emissionseigenschaften sowie eine gute Quantenausbeute aus, was eine Rezeptormarkierung 

in Zell- und Gewebsproben erlaubt. 



Bei der Bereitstellung der chemischen Sonden zur Untersuchung der MAO-Isoformen wurden 

aromatische Amide erzeugt, die als Ausgangspunkte für ein Design von multitargeting ligands 

(MTLs) genutzt werden können. Die Verbindungen (31*, 33*, 34*, 55* und 65*) inhibierten 

präferierend MAO B im nanomolaren Konzentrationsbereich und Dockingexperimente zeigten 

eine gute Oberflächen-komplementarität zwischen den chemischen Sonden und der MAO B-

Bindetasche. Weiterführende Untersuchungen der aktivsten Verbindung 55* zeigten ein 

reversibles und kompetitives Bindungsverhalten gegenüber MAO B auf. 

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit sowohl Fluoreszenzliganden für den H4R als auch 

Inhibitoren für MAO A und MAO B erzeugt. Die hier präsentierten fluoreszenz-markierten 

Aminopyrimidinderivate (21 - 30) wurden als erfolgsversprechendste Substanzklasse 

identifiziert, von denen Verbindung 26 (Ki = 149 nM) die höchste Affinität aufwies. Somit 

wurden erstmalig fluoreszente Liganden mit H4R-Affinität im nanomolaren 

Konzentrationsbereich synthetisiert, die den Grundstein für weitere Strukturoptimierungen 

legen. 

  



Summary 

The present work deals with the development and synthesis of small chemical probes for in-

vestigation of the histamine-H4-receptor (H4R) and the monoamine oxidases (MAO) A and B. 

The development of new H4R ligands focused on the preparation of fluorescent ligands. In 

the past, fluorescent ligands have already been used to successfully label G protein-coupled 

receptors. The labeling of human H4R with fluorescent chemical probes could be an 

additional support to the study of the expression patterns of the H4R. The structure of the 

herein generated probes were characterized spectroscopically among other methods and 

their H4R affinity was determined by means of radioligand displacement experiments. 

The plan of synthesis started from known pharmacophores, showing a high affinity towards 

the H4R and were investigated for possible derivatization sites for fluorescent groups. 

Different strategies were applied either by integrating the fluorophore into the 

pharmacophore or by coupling it directly or via a linker to the pharmacophore. 

Integrative coupling resulted in compound 19, showing moderate H4R-affinity (Ki = 400 nM) 

but its emission maximum (λmaxEm = 400 nm) is too close to the autofluorescence of cell and 

tissue material. The structure of this compound originated from H4R affine aminopyrimidines 

and boron-containing fluorophores. 

The direct coupled Chalcone derivatives 10 and 11 exhibited good fluorescence properties but 

with only low to moderate H4R-affinity, thus limiting their utilization as pharmacological tools. 

Using a variety of linkers, different fluorophores were coupled to aminopyrimidines resulting 

in compounds 21 – 29. Initially, 2,4-dinitrobenzene was used as a reference-fluorophore to 

evaluate the optimal nature of the linker. Compound 26 containing a butyl linker showed the 

highest affinity and was established as a lead structure for subsequent fluorophore variations. 

Compound 30 (Ki = 428 nM) represents a biologically active compound containing the BOPPY 

fluorophore. BOPPY shows promising absorbtion and emission properties as well as a high 

quantum yield enabeling it for H4R labelling in cells and tissue. 

Providing chemical probes for the investigation of the MAO isoforms, aromatic amides were 

generated which can be used as starting material for the design of multitargeting ligands 

(MTLs). The compounds (31*, 33*, 34*, 55* and 65*) inhibited MAO B preferentially in the 

nanomolar concentration range and docking experiments showed good surface 

complementarity between the chemical probes and the MAO B binding pocket. Further 



investigations of the most active compound 55* showed a reversible and competitive 

binding behavior towards MAO B. 

In summary, both fluorescent ligands for the H4R and inhibitors for MAO A and MAO B were 

generated in this work. The fluorescence-labeled aminopyrimidine derivatives (21 - 30) 

presented here were identified as the most promising class of substances with compound 26 

(Ki = 149 nM) as the most active one. Fluorescent ligands with H4R affinity in the nanomolar 

concentration range were thus synthesized for the first time, laying the foundation for further 

structural optimization. 
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1: Theoretische Grundlagen 

1.1: Chemische Sonden 

Chemische Sonden sind niedermolekulare Verbindungen, mit denen sich die Lokalisation und 

Funktion von Zielproteinen in gesunden und erkrankten Zellen sowie Geweben erforschen 

lassen. Um mechanistische und phenotypische Fragestellungen zu beantworten, finden 

chemische Sonden in vereinfachten Modellen (z.B. Proteinassays oder zellbasierte 

Experimente) Anwendung, die den Grad der Komplexität von biologischen Systemen 

reduzieren. Betrachtet man in biologischen Assays die Aktivität von Enzymen oder Rezeptoren 

als beobachtbare Größe, stellen Effektoren und Liganden die chemischen Sonden für diese 

biologischen Strukturen dar.1 

Gensequenzierungen führten zur Entdeckung einer Vielzahl neuer biologischer Strukturen, 

dessen Funktionen mit der Bereitstellung von chemischen Sonden charakterisiert werden 

können. Chemische Sonden binden meist schnell und reversibel an die jeweiligen Strukturen, 

sind mit nahezu allen Zelltypen kompatibel und können auch temporäre Effekte der 

Zielstrukturen aufzeigen. Daher ist ihre Nutzung als komplementäre Ergänzung zu Knockout-

Experimenten zu betrachten, bei denen gezielt Gene durch genetische Manipulation 

dauerhaft und irreversibel deaktiviert werden, um biologische Mechanismen oder 

(patho)physiologische Vorgänge zu untersuchen. 

Das Anforderungsprofil an chemische Sonden unterscheidet sich drastisch von dem 

niedermolekularer Therapeutika. Für Letztere sind Kriterien wie pharmakokinetische 

Eigenschaften (z.B. orale Bioverfügbarkeit) oder geringe Toxizität relevant, die für chemische 

Sonden nahezu vernachlässigbar sind, wenn man von der Verwendung in Tiermodellen 

absieht. Dafür müssen chemische Sonden eine hohe Affinität und Selektivität gegenüber den 

Zielstrukturen aufweisen, um aussagekräftige Ergebnisse zu liefern.1 

Die molekularen Zielstrukturen, für die im Rahmen dieser Arbeit chemische Sonden entwickelt 

und synthetisiert wurden, sind zum einen der Histamin-H4-Rezeptor (H4R) und zum anderen 

die Monoaminoxidasen (MAO) A und B. Dabei wurden für den H4R fluoreszenzmarkierte 

Sonden entwickelt, die zur weiteren Aufklärung der Rezeptor-Lokalisation oder aber zur 

Entwicklung neuartiger Screeningmethoden eingesetzt werden können. Für MAO A und 
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MAO B hingegen war das Ziel möglichst kleine Moleküle zu synthetisieren, die sich als 

Grundbausteine für neuartige selektive oder polyfunktionale Inhibitoren eignen. 

Die Entwicklung und Nutzung dieser chemischen Sonden soll die Möglichkeiten zur 

Untersuchung der genannten Zielproteine erweitern und ergänzen. 

1.2: Monoaminoxidasen 

Die Monoaminoxidasen (MAO) A und B sind Enzyme, die sich auf der äußeren Membran von 

Mitochondrien befinden und den oxidativen Abbau von Aminen katalysieren. Die Oxidation 

erfolgt im aktiven Zentrum der Oxidasen, indem sich das Coenzym Flavin-Adenin-Dinukleotid 

(FAD) befindet (Abbildung 1). Nach Bindung eines Amins wird das FAD reduziert und es wird 

ein enzymgebundenes Imin gebildet. Mit Sauerstoff wird das FAD reoxidiert, das Imin verlässt 

das aktive Zentrum und als Nebenprodukt bildet sich Wasserstoffperoxid. Im Zytosol wird das 

Imin zu Ammoniak und einen Aldehyd hydrolisiert, der durch Aldehyd-Dehydrogenasen weiter 

oxidiert werden kann.2 

 

Abbildung 1: Oxidation von primären Aminen zu Iminen durch MAO-Katalyse mit anschließender Hydrolyse und Aldehyd 
Dehydrogenase-katalysierter Oxidation zur Carbonsäure. Innerhalb der Box ist das Isoalloxazin gezeigt, das kovalent über 
einen Cysteinrest an die MAO-Enzyme gebunden ist.2 

Sowohl MAO A als auch MAO B werden im Zentralen Nervensystem (ZNS) exprimiert und 

degradieren über den oben genannten Mechanismus monoaminerge Neurotransmitter. 

Dabei wird Dopamin von beiden Isoformen abgebaut, wohingegen Serotonin, Adrenalin und 

Noradrenalin vorwiegend von MAO A abgebaut werden.3,4 Es ist daher naheliegend eine 

Vielzahl von neurologischen Erkrankungen mit MAO-Inhibitoren zu therapieren, um dem 

Abbau der Neurotransmitter entgegenzuwirken sowie oxidativen Stress, hervorgerufen durch 
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Wasserstoffperoxid, zu mindern.4,5 So wird beispielsweise der Inhibitor Moclobemid als 

Antidepressivum eingesetzt (Abbildung 2). Die irreversiblen MAO B-Inhibitoren Rasagilin und 

Selegilin sind zur Therapie der Parkinson-Erkrankungen zugelassen.6,7 Durch irreversible 

Enzymbindung können insbesondere in Verbindungen mit anderen neurotransmitter-

modulierenden Substanzen schwerwiegende Nebenwirkungen auftreten, wie etwa das 

Serotonin-Syndrom. Hochaffine reversible MAO-Inhibitoren, wie das kürzlich zur 

Parkinsontherapie zugelassene Safinamid, stellen daher wichtige Therapieoptionen dar.8  

 

Abbildung 2: Zugelassene reversible und irreversible MAO A und B-Inhibitoren 

Da neuronale Erkrankungen häufig multifaktorielle Ursachen aufweisen, ist die Entwicklung 

von Wirkstoffen, die mehrere Signalwege adressieren, Gegenstand der aktuellen Forschung. 

Die in dieser Arbeit präsentierten Verbindungen (Kapitel 5:) sollen daher Ausgangspunkte für 

ebensolche darstellen und dienen gleichzeitig als chemische Sonden, um Referenzstrukturen 

für die MAO-Inhibition zu generieren. 

1.3: Histamin-H4-Rezeptoren 

Mit der Entdeckung des H4R um die Jahrtausendwende wurde die Familie der Histamin-

Rezeptoren vervollständigt. Im Gegensatz zu den lang bekannten und etablierten Histamin-

H1-, H2- und H3-Rezeptoren (H1R, H2R und H3R) gilt es für den H4R noch sehr grundsätzliche 

Fragen zu klären. Kontrovers wird vor allem die Frage der Lokalisation innerhalb des 

menschlichen Organismus diskutiert.9,10 Als gesicherte Tatsache gilt die modulierende 

Wirkung auf das Immunsystem, die von dem H4R ausgeht.11,12 Nachgewiesene Expressionen 

auf Zellen, die an der Immunantwort beteiligt sind sowie die Tatsache, dass sich bereits einige 

H4R-affine Substanzen in der klinischen Testung zur Behandlung von Dysregulationen der 

Immunantwort befinden, bestätigen die primäre Rolle des H4R bei der Aufrechterhaltung des 

Immunsystems.13,14 Hier zeigt sich eine gewisse Analogie zu dem H1R; die bekanntesten H1R-

Antihistaminika lindern allergischen Reaktionen, welche ebenfalls auf immunologische 

Dysfunktionen zurückzuführen sind.15 
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Neben dem H1R übernimmt der H3R, der die höchste Ähnlichkeit zum H4R aufweist, wichtige 

Aufgaben im zentralen Nervensystem (ZNS),16 sodass die Vermutung nahe liegt, dass der H4R 

ebenfalls an der Steuerung von zentralnervösen Prozessen beteiligt ist. Belege für die 

Beteiligung lassen sich aus Verhaltensexperimenten an H4R-Knockout-Mäusen ableiten. Die 

gen-manipulierten Mäuse zeigten ein gesteigertes Angstverhalten und eine höhere 

neuropathische Schmerzwahrnehmung.17 Der fundierte Nachweis von funktional 

exprimierten H4R in zentralnervösen Geweben bleibt bisher ein Streitpunkt in der 

Forschungslandschaft. Hinweise für eine ZNS-Expression liefern Nachweise von mRNA, die den 

H4R codieren und Markierungen des Rezeptors mit polyklonalen Antikörpern.18 

Hauptkritikpunkte an diesen Hinweisen sind das mögliche Vorhandensein von Blutresten und 

somit H4R-tragenden Zellen des Immunsystems in den untersuchten Gewebeproben und die 

Tatsache, dass die verwendeten Antikörper polyklonal erzeugt wurden, und somit falsch 

positive Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden können.9,10 

Eine Lösungsstrategie zur Aufklärung der H4R-Lokalisation im ZNS könnte die Verwendung von 

visualisierbaren und selektiven Liganden zur Markierung der Rezeptoren sein. Da die Bindung 

von Liganden das Vorhandensein von funktionellen Bindungstaschen voraussetzt, kann so der 

Nachweis von auf Zelloberflächen-exprimierten H4R erbracht werden. Prinzipiell mögliche 

Auslesesignale für die Markierung sind Radioaktivitätsmessungen oder aber 

photospektroskopische Untersuchungen. Da die Herstellung radioaktiv-markierter Liganden 

wie beispielsweise [3H]UR-PI294 kostenaufwendig ist, sicherheitsrelevante Aspekte beinhaltet 

und behördlich überwacht werden muss, ist die Verwendung von radioaktiv-markierten 

Substanzen in vielerlei Hinsicht problematsich.19 Die zugrundeliegende Arbeit fokussiert sich 

daher auf die Fluoreszenzmarkierung von H4R-Liganden. 

1.3.1: Rezeptorstruktur des H4R 

Die vier Rezeptorsubtypen, denen Histamin als endogener Ligand dient, gehören der Klasse A 

(Rhodopsin-ähnliche) der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) an.20 Das Erbgut des 

humanen H4R (hH4R), der um die Jahrtausendwende erstmals erfolgreich von mehreren 

unabhängigen Arbeitsgruppen kloniert und charakterisiert wurde,21–26 ist auf dem 

Chromosom 18q11.2 kodiert und besteht aus rund 21 000 Basenpaaren.27 Es enthält drei 

Exons und zwei große Introns, was das Erbmaterial von dem der H1R und H2R unterscheidet, 

die intronlos sind.27–29 Daher sind mehrere Splicing-Varianten des H4R nachgewiesen worden, 



 

5 

 

von denen zwei nicht signalfähig sind. Die Variante H4(67) ist dabei frühzeitig nach 

Aminosäure 67 terminiert und der Variante H4(302) fehlen die Aminosäuren 68-155.30 

Zusätzlich zu den von van Rijn et al. beschriebenen Varianten, konnten zwei Weitere 

identifiziert werden, welche in der Lage waren die für den H4R typische Signalkaskade 

auszulösen.31 

Ein funktional exprimierter H4R weist 390 Aminosäuren auf, aus denen die sieben klassischen 

transmembranären Helices (TM) gebildet werden.20 So entstehen jeweils drei extra- und 

intrazelluläre Schleifen sowie der extrazelluläre N-Terminus und der intrazelluläre C-Terminus. 

Zwischen zwei Cysteinresten - je einer auf der zweiten extrazellulären Schlaufe und der dritten 

Helix - bildet sich möglicherweise eine Disulfidbrücke, die die Rezeptorstruktur stabilisieren 

könnte. Die Disulfidbrücke könnte daher die Ligandenbindung beeinflussen, da eine 

Beteiligung der zweiten extrazellulären Schlaufe an der Bindung von Histamin vermutet wird. 

Die Aminosäuren Asp3.32 und Glu5.46 spielen eine Schlüsselrolle bei der Bindung von Histamin 

in das aktive Zentrum des Rezeptors (Abbildung 3 und Abbildung 4). Der negativ geladene Rest 

Asp3.32 ist bei allen histaminergen Rezeptoren vorhanden und stellt wahrscheinlich einen 

Ankerpunkt für die protonierte Form des primären Amins des Histamins dar.32 

Computergestützte Analysen und gerichtete Mutationsstudien zeigten, dass die ebenfalls 

negativ geladene Aminosäure Glu5.46 eine Schlüsselbindestelle für die Imidazolgruppe des 

Histamins darstellt. Somit ist eine Analogie zum H3R hergestellt, bei dem die gleichen 

Aminosäuren für die Histaminbindung verantwortlich sind.33 Zusammen mit den Aminosäuren 

Thr5.42 und Trp6.48 bildet Glu5.46 die Bindetasche für den Imidazolring, wobei eine 

Wasserstoffbrückenbindung zwischen Trp6.48 und Glu5.46 postuliert wurde, um das aktive 

Rotamer von Trp6.48 zu bilden. Zusätzlich stabilisiert wird die zu TM5 gerichtete 

Imidazolgruppe durch eine Wasserstoffbrücke zwischen Asp3.32 und Gln7.42 und ein weiteres 

Wasserstoffbrückennetzwerk bestehend aus Imidazol, Glu5.46, Ser6.52 und Trp6.48.34,35 Eine 

mögliche Stelle für eine Glycolisierung stellen zwei Asparaginreste (Asn5 und Asn9) am 

N-Terminus dar.36 
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Abbildung 3: Errechnetes Modell für die Bindung von Histamin (hellblau) in die Bindetasche des humanen H4R. Nur die 
gezeigten Aminosäuren sind Teil der Berechnung. Die Helices sind gezeigt aber nicht Teil der Berechnung. Die Cα-Spuren der 
TMs 3(rot), 5 (blau), 6 (orange) und 7 (aquamarin) sind eingefärbt. Abbildung übernommen von Jongejan et al.34 

Viele GPCRs werden mittels einer ionischen Verbindung („Ionic Lock“) zwischen einem stark 

konservierten Glutamatrest auf TM6 und Arginin in einem ebenfalls häufig anzutreffenden 

Strukturmotiv, bestehend aus den Aminosäuren Asparaginsäure, Arginin und Tyrosin auf TM3, 

in einem inaktiven Zustand stabilisiert. Da ein Alaninrest die ansonsten von Glutamat besetzte 

Stelle in der Aminosäuresequenz des humanen H4R einnimmt, wird das Ionic Lock nicht 

ausgebildet, was zu der erhöhten Basalaktivität führen kann.22,37,38 Jedoch zeigten Schneider 

et al., dass H4R von Mäusen ebenfalls einen Alaninrest an der entsprechenden Stelle 

aufweisen, die Basalaktivität jedoch deutlich geringer ist als bei humanen H4R.39,40 In Bezug 

auf die hohe basale Aktivität stellten Wifling et al. fest, dass die Aminosäure Phe45.55 in die 

orthosterische Bindestelle des hH4R hineinragt und zu einer Selbstaktivierung führt.41 

Da in der Abwesenheit von einem aktivierenden Liganden der H4R eine basale Aktivität 

aufweist, werden H4R-Liganden funktional in Agonisten, neutrale Antagonisten und inverse 

Agonisten unterteilt.38 
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Abbildung 4: Aminosäuresequenz des humanen H4R dargestellt in Schlangenform und markante Aminosäuren; Asp3.32 (rot) ist 
verantwortlich für eine ionische Wechselwirkung zum primären Amin des Histamins. Glu5.46, Thr5.42, Trp6.48 und Ser6.52 (gelb) 
stabilisieren die Imidazoleinheit des Histamins. Gln7.42 (pink) bildet eine Wasserstoffbrücke zu Asp3.32 aus. Asn5 und Asn9 (grau) 
stellen mögliche Positionen für eine Glycolisierung dar. Tyr5.62, Leu6.36 und Ala6.30 (blau) stabilisieren den Agonisten ST-989. 
Ala6.30 und Arg3.50 (braun) bilden in Gegenwart des inversen Agonisten ST-1012 über ein Wassermolekül ein „Pseudo Ionic 
Lock“. Phe169 (grün) ist verantwortlich für die Rigidisierung der zweiten extrazellulären Schleife. ECL: extrazelluläre Schleife; 
ICL: intrazelluläre Schleife; D: Asp; E: Glu; T: Thr; W: Trp; S: Ser; Q: Gln; N: Asn; Y: Tyr; L: Leu; A: Ala; R: Arg; F: Phe..34,42  

Mithilfe von in-silico-Charakterisierung klärten Werner et al. die Bindungsmodi der Liganden 

ST-989 und ST-1012, um die ungewöhnliche Aktivität des H4R genauer zu betrachten 

(Abbildung 5). Bei Dockingexperimenten mit dem Partialagonisten ST-989 zeigte sich, dass 

durch die Ligandenbindung die intrazellulären Enden von TM5 und TM6 angenähert werden 

und die Position durch Interaktion der Aminosäuren Tyr5.62, Leu6.36 und Ala6.30 stabilisiert ist. 
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Bindet hingegen der inverse Agonist ST-1012 an den H4R ergaben die Berechnungen einen 

gleichbleibenden Winkel zwischen TM5 und TM6. In diesem Winkel befinden sich die 

Aminosäuren Ala6.30 und Arg3.50 in einer ungefähren Entfernung von 6.5 Å und können so über 

ein verbrückendes Wassermolekül ein „Pseudo Ionic Lock“ ausbilden, das den Rezeptor in 

einem inaktivierten Zustand stabilisiert.42 

 

Abbildung 5: Wechselwirkungen zwischen Liganden und H4R in den berechneten Bindungsmodi aus A) dem partiellen 
Agonisten ST-989 und B) dem inversen Agonisten ST-1012. Abbildung übernommen von Werner et al.42 

Erschwert wird die Erforschung des H4R dadurch, dass die Sequenzunterschiede zwischen 

verschiedenen Spezies teilweise erheblich sind. So liegt die Sequenzähnlichkeit der cDNA 

zwischen hH4R und H4R von Makaken noch bei hohen 92%,43 die cDNA des H4R von Mäusen, 

Ratten, Meerschweinchen, Schweinen und Hunden verfügt jedoch nur über 

Sequenzähnlichkeiten zwischen 67% und 72% gegenüber dem hH4R.44–46 Dies führt dazu, dass 

Histamin eine signifikant geringere Affinität gegenüber dem murinen H4R (mH4R) zeigt im 

Vergleich zum hH4R (Ki(mH4R) = 83 nM vs. Ki(hH4R) = 13 nM). 

Verantwortlich dafür ist ein Unterschied auf der zweiten extrazellulären Schlaufe: 

Korrespondierend zu Phe169 des hH4R wird beim mH4R ein Valin exprimiert. Durch den 
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kleineren Rest und fehlende π-π-Wechselwirkungen wird die Flexibilität der Schlaufe erhöht, 

was zu einer verminderten Histamin-Affinität führt.47  

1.3.2: Intrazelluläre Signaltransduktionskaskade des H4R 

Auch wenn sich die cDNA-Sequenzen zwischen den Spezies teilweise erheblich unterscheiden, 

binden die H4R aller Spezies an Pertussis-Toxin (PTX)-sensitive Gαi/0-Proteine (Abbildung 6).36 

Eine Aktivierung des H4R (z. B. durch Histamin) bewirkt somit eine Inhibierung der Forskolin-

induzierten Ausschüttung von cyclischen Adenosinmonophosphat (cAMP) und beeinflusst die 

Transkription von Genen in Zelllinien, die den H4R rekombinant exprimieren.25,48 Zusätzlich 

wird über den PTX-Signalweg die Phosporylierung der Mitogen-aktivierten Proteinkinase 

(MAPK) stimuliert und die intrazelluläre Ca2+-Ausschüttung forciert.22,25,49  

 

Abbildung 6: Übersicht der Signaltransduktionswege nach H4R-Aktivierung.22,25,36,48–51 

Auch eine H4R-abhängige Aktivierung der Phospholipase C (PLC) führt zu einer gesteigerten 

Ca2+-Konzentration im Zytosol, was die Polymerisation von Actin auslöst. Dadurch wird eine 

Veränderung der Morphologie der Zelle hervorgerufen, was zur Migration von Mastzellen, 
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Eosinophilen und Monozyten führt.36,49,52–55 Weiterhin wurde gezeigt, dass die H4R-

Aktivierung über den Januskinase (JAK) und Signal Transducers and Activators of Transcription 

(STAT)-Transduktionsweg eine Aktivierung des nuklearen Faktors κ aktivierter B-Zellen (NFκB) 

erfolgt und der Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) ausgeschüttet wird. Via extracellular regulated 

kinases (ERK) werden unter anderem die Interleukine (IL) 6 und 13 und das Chemokin 

„Regulated And Normal T-Cell Expressed and Secreted (RANTES bzw. CCL5)“ausgeschüttet. 

ERK-abhängige Signalwege werden infolge der cAMP-Modulation aktiviert.50,51 

Diese Signalkaskaden können durch das Einwirken von Antagonisten unterbunden werden, 

jedoch zeigten Rosethorne et al., dass bestimmte Antagonisten auch agonistische Effekte 

durch die Rekrutierung von β-Arrestin hervorrufen können, was zu einer, im Vergleich zu 

Histamin, verzögerten ERK-Aktivierung führt. Diese Erkenntnisse zeigen auf, dass im 

Besonderen in-vivo erhobene Daten zu Fehlinterpretationen der Rolle des H4R führen können, 

wenn der Signaltransduktionsweg des zu untersuchenden Liganden nicht detailliert 

beschrieben ist.56 

1.3.3: Beteiligung des H4R am Immunsystem 

Der endogene H4R-Ligand Histamin ist ein zentraler Mediator in der Modulation des 

Immunsystems. Im Zusammenspiel mit anderen Entzündungsmediatoren sorgt Histamin 

dafür, dass sich z.B. im Verlauf einer allergischen Reaktion Blutgefäße weiten, Flüssigkeiten in 

die betroffenen Gewebe eintreten und sich Ödeme oder Quaddeln in Verbindung mit 

Rötungen bilden, die zu Juckreiz führen. Histamin entfaltet seine Wirkung hierbei durch 

Aktivierung insbesondere von H1R, H2R und H4R, die auf einer Vielzahl von Immunzelltypen 

exprimiert werden.57 Studien zu einzelnen Immunzelltypen zeigten, dass Histamin in erster 

Linie pro-inflammativ wirkt. Es können sich jedoch auch entzündungshemmende Prozesse 

ergeben, wie die Reduktion der Chemotaxis, was bei höheren Histaminkonzentrationen an 

eosinophilen Granulozyten beobachtet werden kann und wahrscheinlich vom H2R gesteuert 

wird.58 

Der H4R wird dabei auf verschiedenen hämatopoetischen Zellen wie Mastzellen, Basophilen, 

dendritischen Zellen und T-Lymphozyten exprimiert, sodass sein Vorkommen in Geweben, die 

an der Immunantwort beteiligt sind, erwartungsgemäß am höchsten ist. Zu diesen zählen 
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Knochenmark, Lunge und Milz. Bei Entzündungsprozessen wird die Expression des H4R in den 

genannten Geweben stimuliert.21,22,26,27,48,59,60  

Die hauptsächlich im Bindegewebe vorkommenen Mastzellen sowie Basophile, die sich in der 

Blutbahn befinden, sind die Hauptquellen für Histamin im menschlichen Körper.61 Die 

Anregung des H4R durch seinen endogenen Agonisten Histamin führt zur Chemotaxis der oben 

genannten Zellen. Histamin wird ausgeschüttet, wenn Mastzellen und Basophile in Kontakt 

mit Allergenen kommen und diese an antigen-spezifische IgE-Rezeptoren (FcεRI) gebunden 

werden. Mastzellen sind zusammen mit dendritischen Zellen (DZ) Zellen des unspezifischen 

Immunsystems, die zuerst mit Antigenen, Pathogenen oder Umweltgiften in Kontakt kommen 

und eine Entzündungsantwort modulieren.62–65 DZ sind im Körper ubiquitär vorhandene 

Fresszellen, die Krankheitserreger aufnehmen können und schließlich in den nächstgelegenen 

Lymphknoten gelangen, um die adaptive Immunantwort einzuleiten. Durch Aktivierung von 

H4R auf DZ wird die Auschüttung von diversen ILs moduliert. So wird durch Reduktion der 

Ausschüttung von IL12p70 und Erhöhung der Produktion von IL6 and IL10 ein Milieu 

geschaffen, das die Polarisation von Typ 2 T-Zellen fördert.57,66,67 Werden H4R auf Typ 2 

T-Zellen stimuliert, schütten diese proinflammatorische Transkriptionsfaktoren und IL31 aus, 

welches eine entscheidene Rolle bei der Ausbildung von Juckreiz spielt.68 

 

Abbildung 7: Wirkung von Histamin auf Mastzellen, basophilen und dendritischen Zellen sowie Typ 2 T-Zellen.68 

Um solche mechanistischen und molekularen Zusammenhänge zu erforschen wurden in der 

Vergangenheit eine Vielzahl von H4R-Liganden als chemische Sonden eingesetzt. Die 
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Entwicklung von H4R-Liganden, sowie deren Einsatz als chemische Sonden wird in den 

folgenden Kapiteln thematisiert. 

1.3.4: Entwicklung von H4R-Liganden 

Zur pharmakologischen und physiologischen Charakterisierung des H4R wurden die ersten 

synthetischen H4R-Liganden aus H3R-Liganden entwickelt. Der hohe Verwandtschaftsgrad der 

beiden Rezeptorsubtypen hatte hierbei zur Folge, dass Liganden Affinitäten für beide 

Subtypen aufwiesen. So wurden mit Clobenpropit und Imetit zunächst Strukturen mit H4R-

Affinität identifiziert, die über Imidazolgruppen verfügen und Derivate des Histamins sind 

(Abbildung 8).15 Zu dieser Subgruppe gehören auch Verbindungen wie (R)-α-Methylhistamin 

und Thioperamid mit denen Liu et al. kurz nach der Deorphanisierung des H4R den Rezeptor 

pharmakologisch untersuchten.23 Aufgrund der geringen Subtypselektivität oder auch der 

Hemmung von Cytochrom P450 Enzymen, die zu unerwünschten Nebenwirkungen im Körper 

führen kann, wurde die Suche nach neuartigen Liganden mit hoher H4R-Selektivität forciert.69 

Diese Interaktionen sind jedoch beim Design von chemischen Sonden von geringeren 

Interesse, sodass Histamin als basische Gruppe in Betracht gezogen werden kann. 

 

Abbildung 8: Ausgewählte imidazolhaltige H4R-Liganden.15,45,70 

2003 wurde mit dem hochaffinen und selektiven inversen H4R-Agonisten JNJ-7777120 ein 

exzellentes pharmakologisches Werkzeug für in-vitro Experimente geschaffen, um die 

physiologische Rolle des H4R zu untersuchen.71,72 Von der Struktur dieses Liganden lässt sich 

ein verallgemeinerter Bauplan für H4R-Liganden ableiten (Abbildung 9). So tragen viele H4R-

affine Strukturen als zentrale Einheit ein Wasserstoffbrücken-Donor/Akzeptor-System. Dieses 

wird auf einer Seite von einer lipophilen Struktur flankiert und auf einer anderen Seite von 

einer basischen Funktionalität, meistens in Form eines tertiären (cyclo)aliphatischen Amins.69 
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Abbildung 9: JNJ-7777120 und der daraus abgeleitete „Bauplan“ für H4R-Liganden.69 

JNJ-7777120 kann nicht nur invers agonistisch wirken, sondern über den β-Arrestin Signalweg 

auch H4R agonistische Effekte erzielen (vgl Kapitel 1.3.2:).56 Dies zeigt, dass zum Erlangen eines 

umfassenden Verständnisses der Pharmakologie des H4R, die Kombination einer Vielzahl von 

pharmakologischen Werkzeugen nötig ist. Agonist/Antagonist-Paarungen zur Reversibilitäts-

bestimmung, Liganden unterschiedlicher chemischer Klassen, aber auch Experimente mit 

Knockout-Tieren müssen berücksichtigt werden, um ein akkurates Bild zu zeichnen. Denn ein 

einziger Ligand gibt nur Rückschlüsse über die Wirkung ebendieses unter den bestimmten 

experimentellen Bedingungen.73  

Aus der Struktur von JNJ-7777120 leiteten sich Verbindungen ab, bei denen die Indolgruppe 

durch ein Benzimidazol ausgetauscht wurde. Benzimidazole sind weit verbreitet bei 

bioaktiven Verbindungen und wirken unter anderem antiparasitär, antiallergen, antiviral oder 

entzündungshemmend.74–76 Das Benzimidazol-Analogon VUF-6002 (Abbildung 10) von 

JNJ-7777120 weist Affinitätswerte in vergleichbaren Konzentrationsbereichen auf, jedoch ist 

die perorale Bioverfügbarkeit in Ratten mit 27% gering und die Halbwertszeit beträgt lediglich 

eine Stunde.57,72 Zur Verbesserung der pharmakokinetischen Parameter wurde Verbindung I 

entwickelt, bei der neben der Variation der Substituenten des Benzimidazols auch die 

Amidgruppe durch ein Amidin ausgetauscht und N-Methylpiperazin bioisoster durch 

2-Methyloctahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol ersetzt wurde. Die erhöhte Polarität des Amidins 

verringerte zwar die perorale Bioverfügbarkeit auf 20%, jedoch wurde die Halbwertszeit auf 

12 Stunden erhöht und die Affinität gegenüber dem H4R gesteigert.77,78 Im Gegensatz dazu 

führte die Einführung einer Harnstoffgruppe (vgl. VUF-6007) zu einer starken Reduktion der 

Bindungsaffinität gegenüber dem H4R.79 
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Abbildung 10: Auswahl benzimidazolhaltiger H4R-Liganden.77–79 

Durch das Einbringen einer Arylgruppe in 2-Position der Benzimidazole wurden H4R-Liganden 

geschaffen, die sich an dem High-Throughput-Screening-Treffer II orientierten (Abbildung 11). 

Durch Optimierungen der Substituenten des Benzimidazols und des Aryls ergab sich 

Verbindung III und die Affinität gegenüber dem H4R konnte deutlich verbessert werden. Der 

Wechsel zu N-Methylhomopiperazin anstelle von N-Methylpiperazin erbrachte mit IV die 

affinste Verbindung dieser Serie. Weitere Verbindungen innerhalb dieser Serie, die den 

N-Methylhomopiperazinrest (hier nicht dargestellt) trugen, zeigten ebenfalls eine höhere 

Affinität gegenüber dem H4R als Verbindungen, die ein anderes tertiäres Amin als basische 

Ankergruppe trugen.80 

Ein daraus entwickeltes Pharmakophormodell ergab eine optimale Position des endständigen 

Stickstoffs in einer Entfernung von 8.3 Å in einem Umkreis von 1.5 Å. Dies wurde mit der 

Verwendung von N-Methylhomopiperazin erreicht, was die hervorragenden Affinitäten 

erklärt.80 

 

Abbildung 11: Ausgewählte 2-Aryl-benzimidazolhaltiger H4R-Liganden.80,81 

Strukturverwandt zu den obigen Liganden ist Toreforant (Abbildung 11), ein selektiver H4R-

Antagonist, der in klinischen Studien der Phase 2 gut toleriert wurde und keine 
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unerwünschten Nebeneffekte hervorrief.82 Die zentrale Arylkomponente ist bei Toreforant ein 

Pyrimidin und der basische Anker ist über ein Stickstoffatom gebunden. Eine Affinität in der 

gleichen Größenordnung wie die anderen Benzimidazol-tragenden Liganden zeigt, dass 

geringe strukturelle Modifikation, wie Veränderungen am zentralen Arylring und der 

Linkerverknüpfung möglich sind, ohne die Affinität negativ zu beeinflussen.81 

Interessanterweise werden auch die veränderten elektronischen Eigenschaften vom H4R 

akzeptiert. So ist die zentrale arylische Einheit der Verbindungen II-IV von einer lipophilen 

Moleküloberfläche geprägt, wohingegen das Aminopyrimidin im Toreforant in der Lage ist 

Wasserstoffbrückenbindungen und polare Wechselwirkungen auszubilden. 

Azine, wie das Pyrimidin im Toreforant, sind elementarer Bestandteil einer großen Gruppe von 

H4R-Liganden. Diese Gruppe umfasst auch annelierte Azinderivate wie beispielsweise 

(Iso-)Chinazoline. Der generelle Bauplan dieser Verbindungen ähnelt dem von JNJ-7777120 

und kombiniert eine wasserstoffbrückenbildene zentrale Einheit mit einer basischen Funktion 

auf der einen Seite und einer lipophilen Struktur an der anderen Seite. Sowohl einige 

1,3,5-Triazinderivate (vgl. V) als auch Pyridinderivate (vgl. VI) weisen hohe Affinitäten 

gegenüber dem H4R auf (Abbildung 12). Der Fokus dieses Abschnittes liegt jedoch auf der 

Betrachtung der gut charakterisierten Pyrimidinderivaten.83,84 

 

Abbildung 12: Stellvertreter H4R-affiner 1,3,5-Triazinderivate (V) und Pyrimidinderivate (VI).83,84 

Die Verknüpfung der obig beschriebenen drei Grundelemente ist bei den Pyrimidinderivaten 

in unterschiedlichster Weise möglich. Wohingegen es sich bei dem basischen Anker nahezu 

ausschließlich um cycloalkylische tertiäre Amine handelt, die über einen Stickstoff an das 

zentrale Pyrimidin gebunden sind, ist die Anknüpfung der lipophilen Einheit freier gestaltet. 

Neben der Verwendung von Stickstoff85 kommen Alkylbindungen86,87 ebenso in Frage wie 

Biarylachsen88 und in seltenen Fällen auch andere Heteroatome.85 Häufig trägt der 

Pyrimidinkern mit einer freien Aminogruppe auch einen dritten Substituenten. Savall et al. 

zeigten, dass Pyrimidine, die in 6-Position eine Cyclopentylgruppe tragen, in Kombination mit 
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N-Methylpiperazin (VII), (R)-3-Amino-pyrrolidin (VIII) und bicyclischen 3-Amino-pyrrolidin (X) 

Affinitäten gegenüber dem H4R im einstelligen nanomolaren Konzentrationsbereich 

aufwiesen, wohingegen das S-Enantiomer des Pyrrolidin (IX) um eine Potenz inaktiver war 

(Abbildung 13). Die Affinität wurde ebenfalls drastisch verringert sobald 3-Amino-piperidin 

(XI) als Base genutzt wurde. Dies zeigt, dass die Positionierung des basischen Ankers einen 

großen Einfluss auf die Aktivität des Liganden haben kann. 

 

Abbildung 13: Serie ausgewählter Pyrimindinderivate von Savall et al.86 

Sander et al. synthetisierten 2-Aminopyrimidinderivate mit N-Methylpiperazin als Base, unter 

anderem mit Benzylamin in 2-Position (XII, Abbildung 14). Das Derivat XII bindet im hohen 

zweistelligen nanomolaren Konzentrationsbereich an den H4R.85 Verbindungen die ebenfalls 

eine Phenylgruppe als lipophile Einheit tragen wurden von Altenbach et al. und Cai et al. 

vorgestellt. Die Bindung an den Pyrimidinkern erfolgte entweder als Anilinderivat (XIII) oder 

in phenylischer (XIV) oder benzylischer (XV) Position.88,89 All diese Derivate zeigten Affinitäten 

zwischen 5 und 98 nM, wobei die Affinität mit steigender Flexibilität des lipophilen Restes 

abnahm. Aufgrund der vielfältigen Möglichkeiten Phenylreste zu substituieren und den 

hervorragenden Bindungseigenschaften gegenüber dem H4R wurde das phenylsubstituierte 

2-Aminopyrimidin als Leitstruktur für viele Verbindungen dieser Arbeit gewählt. 
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Abbildung 14: Ausgewählte 2-Aminopyrimidine zur Demonstration des Einflusses der lipophilen Gruppe auf die H4R-
Affinität.85,88–90 

Zusätzlich zeigten in einem Patent der Incyte Corporation analog aufgebaute Strukturen 

(Abbildung 15), dass eine Anbindung von voluminösen Gruppen an den Phenylrest prinzipiell 

möglich ist und die Bindung von [3H]-Histamin an den H4R im einstelligen nanomolaren 

Konzentrationsbereich inhibierten. Beispielsweise ist bei Verbindung XVI an die Phenylgruppe 

ein Piperidin anneliert, welches wiederum über einen Harnstoff mit 4-Chlorphenyl substituiert 

ist. Trotz der beachtlichen Größe zeigt diese Verbindung einen Inhibitionswert von 

IC50 = 13 nM gegenüber dem H4R auf. Das Patent beschreibt auch Chinazolinderivate (XVII, 

XVIII), die voluminöse lipophile Reste tragen. Die Anbindung erfolgt hierbei über ein Amid in 

7-Position des Chinazolingrundgerüstes. 

Demnach ist es möglich 2-aminopyrimidinhaltige H4R-Liganden zu erzeugen, die über 

großvolumige Reste am lipophilen Teil des Moleküls verfügen. Das Patent zeigt jedoch auch 

auf, dass nicht alle Reste in der Bindetasche des H4R akzeptiert werden, obwohl eine 

strukturelle Ähnlichkeit zu hochaffinen Liganden besteht (vgl. XIX und XX).91 Dies unterstreicht 

die wichtige Rolle der explorativ-empirischen Erforschung von H4R-Liganden und die 

Schwierigkeit Affinitätswerte im Voraus abzuschätzen. 
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Abbildung 15: Ausgewählte patentierte H4R-Liganden der Incyte Corporation.91 

Auch Smits et al. nutzten die Klasse der Chinazoline, um H4R-Liganden zu generieren. 

Ausgehend von Clozapinanaloga (vgl. XXI, Abbildung 16), die für ihre Promiskuität gegenüber 

GPCRs bekannt sind, und JNJ-7777120 wurden zunächst Chinoxalinderivate erzeugt, deren 

molekulare Oberfläche ähnliche Parameter einnahmen wie die Ausgangsverbindungen. Mit 

Verbindung XXII wurde ein Ligand mit nanomolarer Affinität erzeugt und als neue Leitstruktur 

definiert.92 Unterschiedliche Strukturvariationen führten zu Chinazolinderivaten, die neben 

der Bindestelle für das basische Amin am Methylpiperazin und dem lipophilen 

Chinazolingrundgerüst eine dritte Bindestelle im H4R offenbarten, die über eine leicht polare 

Oberfläche verfügt.93 Anhand dieser Erkenntnis wurden Chinazolinderivate erzeugt, die über 

Sulfonamide aliphatische und aromatische Reste trugen und eine nanomolare H4R-Affinität 

aufwiesen (vgl. XXIII). Durch die Einführung eines N-Ethylaminosulfonamid-Linkers wurde die 
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Aminogruppe des Sulfonamids in eine Position gebracht, die eine Vielzahl von 

unterschiedlichen Substituenten tragen kann, die weiterhin vom H4R toleriert werden.94 Die 

höchste Affinität gegenüber dem H4R in dieser Serie zeigte die Substitution des Sulfonamids 

mit einer Methylgruppe. Geringfügig weniger affin zeigte sich eine Substitution mit einer 

Phenylgruppe (vgl. XXIV). Die Bildung eines Sulfonamids, derivatisiert mit einem Phenyl- und 

einem Methylrest (hier nicht dargestellt), zeigte ebenfalls eine einstellige nanomolare Affinität 

gegenüber dem H4R. Eine Verlängerung des Taurinlinkers um eine Methyleneinheit hingegen 

führte zum Affinitätsverlust um eine Größenordnung.94 

 

Abbildung 16: Ausgewählte H4R-Liganden synthetisiert von Smits et al.92–95 

Bei den bisher beschriebenen H4R-Liganden handelt es sich um Verbindungen, die im Hinblick 

auf eine therapeutische Nutzung entwickelt wurden. Für den Einsatz bei bildgebenden 

Verfahren wurden bisher zwei Liganden als chemische Sonden für den H4R entwickelt. Bartole 

et al. entwickelten mit Verbindung XXV (Abbildung 17) einen radioaktiv markierten Liganden 

für den H4R. Grundlage für die Entwicklung war eine Studie des Einflusses der basischen 

Gruppe auf die Bindungsaffinität von 2,4-Diaminopyrimidinen. In dieser Serie wurden unter 

anderem Histamin und Histaminderivate verwendet. Interessanterweise war die H4R-Affinität 

der Histamin-(XXVI) und Homohistaminderivate (XXVII) deutlich schwächer als bei 

Verwendung des rigidisierten Spinaceamin (XXVIII). Zusätzlich zeigten die Verbindungen XXVI-

XXVIII eine Präferenz für den H3R (Affinitätsdaten nicht gezeigt). Der Methylierungsgrad der 

Pyrrolidinderivate (XXIX-XXXI) wirkte sich stärker auf das H4R/H3R-Selektivitätsprofil auf als 

auf die Affinität gegenüber dem H4R. Da die sterische Hinderung durch die Einführung der 

Methylgruppen nicht stark vergrößert wird, kann darauf geschlossen werden, dass für die 
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Bindung zum H3R das Vorhandensein von Wasserstoffbrückendonatoren relevanter ist als für 

die Bindung zum H4R. 

 

Abbildung 17: Ausgewählte H4R-Lianden synthetisiert von Bartole et al. (XXV-XXXI).96 

XXIX und XXX wurden von der Radioaktivmarkierung ausgeschlossen, da die Markierung mit 

[H3]-Methyliodid im letzten synthetischen Schritt erfolgen sollte, was nur bei Verbindung XXXI 

möglich war. Die Nutzung von XXV zur Bestimmung von Affinitätswerten bekannter H4R-

Liganden erbrachte eine gute Übereinstimmung mit Referenzwerten. Somit wurde ein neues 

(kommerziell nicht verfügbares) Werkzeug zur pharmakologischen Untersuchung des H4R 

geschaffen.96 

BODIPY-Fl-Histamin ist der bisher einzige beschriebene Fluoreszenzligand für den H4R 

(Abbildung 18). Hierbei handelt es sich um Histamin, dessen primäres Amin mit einem 

4,4-Difluor-4-bora-3a,3a-diaza-s-indacen (BODIPY)-Derivat gekoppelt wurde. 2015 zeigten 

Mirzahosseini et al., dass dieser Ligand in Durchflusszytometrie-Versuchen genutzt werden 

kann, um H4R zu markieren. Um das Vorhandensein der Interaktion von BODIPY-Fl-Histamin 

mit dem H4R zu verifizieren, wurde die Affinität von Histamin mithilfe von 

Verdrängungsstudien unter Verwendung von BODIPY-Fl-Histamin bestimmt. Es ergaben sich 

literaturvergleichbare Werte für die Affinität von Histamin gegenüber dem H4R.97 Jedoch sind 

für BODIPY-Fl-Histamin weder Affinitätsdaten zum H4R noch zu den weiteren Histamin-
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Rezeptoren verfügbar. Zur Kalkulation wurde in der Arbeit von Mirzahosseini et al. die gleiche 

Bindungsaffinität gegenüber dem H4R zugrunde gelegt, die auch Histamin aufweist, ohne 

diese experimentell zu bestimmen.97 Die Ergebnisse der Verdängungsexperimente und die 

Selektivität sind daher kritisch zu hinterfragen. 

 

Abbildung 18: BODIPY-Fl Histamin. 

Widersprüchlich zu den Ergebnissen von Mirzahosseini et al. konnten Mocking et al. keine 

spezifische Bindung zwischen BODIPY-Fl-Histamin und im N-Terminus mit NanoLuc Luciferase 

modifizierten H4R feststellen.98 Ob BODIPY-Fl-Histamin tatsächlich als Fluoreszenzligand für 

den H4R angesehen werden kann, ist daher fraglich. 

Wie in diesem Kapitel dargelegt, bietet die Literatur eine große Vielzahl an Strukturen, die 

über eine Affinität zum H4R verfügen. Ein genereller „Bauplan“ für H4R-Liganden stützt sich 

auf das Vorhandensein einer basischen Ankergruppe, einem zentralen Wasserstoffbrücken-

Akzeptorsystems und einer lipophilen Einheit. Dabei hat sowohl die sterische Ausrichtung der 

basischen Gruppe einen großen Einfluss auf die Affinität, als auch die exakte Struktur des 

lipophilen Rests. Dabei gelten unterschiedliche strukturelle Anforderungen für die 

Entwicklung von neuartigen Wirkstoffen bzw. chemische Sonden, wobei bei ersteren 

beispielweise pharmakokinetische Eigenschaften zu berücksichtigen sind. Insbesondere der 

lipophile Rest lässt einigen Spielraum für Derivatisierungen und durch die Entdeckung einer 

dritten lipophilen Bindetasche wurde dieser erweitert. Dies bereitet auch den Weg für die 

Fluoreszenzmarkierung von H4R-Liganden. Mit BODIPY®-Fl-Histamin ist zurzeit lediglich ein 

fluoreszenzmarkierter H4R-Ligand kommerziell verfügbar, dessen Bindung zum H4R jedoch 

nicht belegbar ist. Dies unterstreicht die Wichtigkeit der Bereitstellung eines selektiven 

Fluoreszenzliganden für den H4R, die in dieser Arbeit angestrebt wird. 
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1.3.5: H4R-Liganden in klinischen Studien 

Bisher wurden vier antagonistisch wirkende H4R-Liganden im Rahmen klinischer Studien 

untersucht (Stand September 2020). Zu dem oben erwähnten Toreforant werden noch drei 

Liganden aus der Klasse der Aminopyrimidine (JNJ-3978979, ZPL-389787 und SENS-111, 

Abbildung 19) erprobt. Toreforant, JNJ-3978979 und ZPL-389787 wurden dabei auf den 

therapeutischen Nutzen zur Bekämpfung von krankhaften Veränderungen des Immunsystems 

hin untersucht, während SENS-111 zur Therapie von Gleichgewichtsstörungen eingesetzt 

werden soll. Die Studien mit Toreforant wurden mangels signifikanter Wirkung terminiert. Die 

Studien mit JNJ-3978979 wurden terminiert, da bei Patienten Fälle von Agranulozytose 

auftraten, deren Ursprung strukturell begründet wurde und nicht durch die Hemmung des 

H4R hervorgerufen wurde.99 ZPL-389787 wurde erfolgreich zur Behandlung von atopischer 

Dermatitis eingesetzt100. SENS-111 bestand Verträglichkeitsstudien im Rahmen klinischer 

Phase 1 Studien, scheiterte jedoch daran den Endpunkt von Phase 2 Studien zu erreichen, 

weshalb von einer weiteren Erprobung abgesehen wurde.101 Strukturell ähneln sich 

JNJ-3978979 und ZPL-389787 stark. Beide verfügen über eine 2-Aminopyrrolidinbase, die bei 

letzterem N-methyliert ist. Anstelle einer Isopropylgruppe (JNJ-3978979) als lipophile Einheit 

ist ZPL-389787 mit einem Cyclopropylring substituiert. Beide Liganden binden an den H4R im 

niedrigen zweistelligen nanomolaren Konzentrationsbereich.89 

 

Abbildung 19: In klinischen Studien evaluierte von H4R-Antagonisten. 81,89,102 

Bei SENS-111 handelt es sich ebenfalls um ein Aminopyrimidin jedoch ist die Guanidinstruktur 

durch einen Wechsel der Positionen des primären Amins und des aliphatischen Rests 
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aufgehoben worden. Von einer Bindungsaffinität zum H4R im nanomolaren 

Konzentrationsbereich ist mit einer Inhibition von >50% bei 1 μM auszugehen.102 

1.3.6: H4R-Liganden als chemische Sonden in pharmakologischen Assays 

Der Großteil der Studien, bei denen H4R-Liganden als chemische Sonden zum Einsatz kamen, 

betreffen die Erforschung der Rolle des H4R im Immunsystem. H4R-Liganden wurden jedoch 

auch eingesetzt, um karzinogene Krankheitsbilder zu beleuchten oder die Beteiligung von H4R 

and zentralnervösen Prozessen zu hinterfragen. Beispielhafte Studien werden in diesem 

Kapitel zusammengefasst. 

Die Chemotaxis von Zellen des Immunsystems infolge von intrazellulärer Ca2+-Ausschüttung 

wurde unter Verwendung von chemischen Sonden in Form von H4R-Liganden häufig 

untersucht. Zur Feststellung der chemotaktilen Wirkung von Histamin wurden in-vitro 

Experimente durchgeführt. Dabei wurde die Anzahl von Mastzellen-Precursoren, die infolge 

der Behandlung mit einer Testsubstanz durch eine Membran gewandert sind, 

durchflusszytometrisch bestimmt. So konnte gezeigt werden, dass Histamin die Chemotaxis 

der Zell-Precusoren anregte. Dieser Prozess konnte durch Präinkubation der Zellen mit 

JNJ-7777120 inhibiert werden.103 

In humanen Mastzellen konnte die Produktion von IL13 und RANTES, beides kritische 

Mediatoren bei allergischen Entzündungen, in Abhängigkeit von H4R-Aktivierung durch 

Histamin bzw. 4-Methylhistamin nachgewiesen werden. Die IL13 und RANTES-Level wurden 

mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) quantifiziert und es konnte gezeigt 

werden, dass eine Präinkubation mit JNJ-7777120 den Histamineffekt auf die Mastzellen 

inhibiert.50 Mit diesen chemischen Sonden wurde zusätzlich eine Vielzahl weiterer Cytokine 

(Eotaxin-2, ICAM-1, IL1α, IL3, IL6, IL6sR, IL8, IL10 IL16, IP-10, M-CSF, MCP-1, MIP-1α, PDGF-BB, 

TGF-β1, TIMP-2 und TNF-β), die durch H4R-Aktivierung ausgeschüttet werden, mittels 

Antikörperarrays in Mastzellen identifiziert.104 

Ein weiterer Zelltyp, der häufig für Untersuchungen des Einflusses von H4R-Liganden genutzt 

wird sind dendritische Zellen (DZ). Mithilfe der chemischen Sonden JNJ-7777120, 

Clobenpropit und 4-Methylhistamin konnte der Einfluss des H4R auf die Modulation der 

Produktion von IL12 und CCL2 in-vitro mittels ELISA und intrazellulärer Antikörpermarkierung 

nachgewiesen werden.105 Ex-vivo konnte anhand von DZ aus menschlicher Epidermis gezeigt 
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werden, dass 4-Methylhistamin die Zellmigration induziert und JNJ-7777120 diesen Prozess 

inhibieren kann. Die Migration wurde mittels Echtzeit PCR und Durchflusszytometrie 

quantifiziert. Zum in-vivo Nachweis wurde Mäusen intradermal 4-Methylhistamin in ein Ohr 

appliziert und die DZ-Konzentration anhand der immunologischen Anfärbung von MHC-II-

Komplexen mit dem anderen Ohr verglichen.106 

Um die Wirkung von H4R-Antagonisten auf intestinale allergische Reaktionen zu untersuchen, 

wurde Mäusen JNJ-7777120 peroral verabreicht. Durchflusszytometrische Untersuchungen 

zeigten dabei eine signifikant niedrigere DZ Zunahme im Verdauungstrakt. In-vitro wurde 

unterstützend eine reduzierte Produktion der proinflammatorischen Interleukine IL4, IL13 und 

IL17A mittels ELISA festgestellt.107 

Der H4R ist zudem am Differenzierungsprozess von Monozyten zu Makrophagen beteiligt. So 

ist der Marker CD68, der eine Makrophagen-Differenzierung anzeigt, erhöht, wenn die in-vitro 

Differenzierung in Gegenwart des H4R-Agonisten ST-1006 durchgeführt wird. Die Erhöhung 

wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Gleichzeitig konnte die Polymerisation von Actin 

fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen und eine geänderte Zellmorphologie der 

Makrophagen unter dem Lichtmikroskop ausgemacht werden.14 

Die Vielzahl an unterschiedlichen Zelltypen des Immunsystems, die funktional exprimierte H4R 

aufweisen belegt die wichtige Rolle, die dieser in der Immunmodulation spielt. Die obig 

beschriebenen Experimente zeigen wie mannigfaltig die Untersuchungen von pro-

inflammatorischen Chemokinen und Zytokinen unter Zurhilfenahme von H4R-Liganden als 

chemische Sonden genutzt werden können, um die Funktionalität des H4R näher zu 

beleuchten. Es gibt zudem eine Vielzahl von Hinweisen, dass H4R neben den Zellen des 

Immunsystems auch in weiteren Gewebsarten exprimiert werden. Diese werden mitunter 

kontrovers diskutiert, da Befunde sich teils oppositionell entgegenstehen. So wird unter 

Anderem die Beteiligung des H4R in der Karzinogenese diskutiert.108–115 Das Vorkommen des 

H4R im ZNS9,10,17,116–121 und Microgliazellen,122 im peripheren Nervensystem123–126 und in 

sensorischen Systemen (vestibulär101,127,128 und retinal129) wurde ebenfalls untersucht 

(beispielsweise mittels mRNA-Nachweisen). Auch hier wurden H4R-Liganden als chemische 

Sonden verwendet, um die Beteiligung des H4R an physiologischen und pathophysiologischen 

Prozessen in diesen Geweben und Zelltypen nachzuweisen. 
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So zeigten Verhaltensexperimente an Ratten mit induzierten vestibulären Defiziten, dass eine 

intraperitoneale Gabe des H4R-Antagonisten JNJ-10191584 zu einer Normalisierung des 

Verhaltens führte. Dies führen die Autoren der Studie auf die Reduktion der Anzahl an mittels 

Patch-Clamp gemessenen Aktionspotentialen zurück, die durch den Antagonisten 

hervorgerufen wurde.127 

Im peripheren Nervensystem scheinen H4R eine Rolle in der Schmerzwahrnehmung zu spielen. 

Anhand eines Modells von verletzten Nerven wurde gezeigt, dass durch intrathekale Injektion 

des H4R-Agonisten VUF-8430 sowohl die erhöhte Ausschüttung der pro-inflammatorischen 

Zytokine IL1β und TNF-α als auch gesteigerte Marker für oxidativen Stress normalisiert werden 

konnten. In Verhaltensexperimenten konnte gezeigt werden, dass der H4R-Agonist eine 

erhöhte Schmerzempfindlichkeit aufheben konnte.123 Die Kontrollgruppe an Knockout-

Mäusen zeigte eine selektiv erhöhte Schmerzwahrnehmung gegenüber Nervenverletzungen. 

Damit einhergehend wurde eine Zunahme der ERK-Aktivität in Zellen des Rückenmarks 

beobachtet.124 

Im Gegensatz dazu zeigten Popiolek-Barczyk et al. in einem Schmerzmodell des Ischiasnervs, 

dass die intraperitoneale Gabe des H4R-Antagonisten TR-7 eine analgetische Wirkung im 

Mäusemodell zur Folge hatte. Da der Wirkstoff systemisch verabreicht wurden, halten die 

Autoren eine Beteiligung von anti-inflammatorischen Vorgängen durch die H4R-

Antagonistengabe für wahrscheinlich.125 

Äußerst kontrovers diskutiert wird die Expression von H4R im ZNS. Karlstedt et al. wiesen 

mittels RT-PCR H4R-Gene in Endothelzellen aus Mäusehirnen nach. Zellen dieser Linie wiesen 

eine Histamin-abhängige Aktivierung des ERK1/2 und MAPK-Signalweges auf, wobei die 

MAPK-Aktivierung durch Administration von JNJ-7777120 blockiert werden konnte.119 Shan et 

al. beschrieben, dass in ZNS-Entzündungsmodellen die Expression des H4R zeitabhängig in 

Microgliazellen ansteigt und deren Proliferationsrate durch eine H4R-Überexpression 

gehemmt wird. Dabei wurde eine Interaktion von H4R mit Tumornekrosefaktor-Rezeptor-

assoziierter Faktor 6 (TRAF6) festgestellt, die eine Reduktion von Zytokinen nach sich zog. Die 

These wurde gestützt durch die Inhibition der inflammatorischen Signalkaskade durch den 

H4R-Agonisten 4-Methylhistamin.122 Dettori et al. zeigten anhand chronischer 

intraperitonealer Gabe des H4R-Antagonisten JNJ-7777120 eine neuroprotektive Wirkung 

gegenüber einer induzierten Ischämie im Frontalkortex von Mäusen. Die Resultate schlossen 
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eine reduzierte Anzahl von aktivierten Microglia-Zellen und Astrocyten ein und zeigten, dass 

das neurologische Defizit durch Inhibition dieser pro-inflammatorischen Marker reduziert 

wurde.117 

Mittels intracerebroventriculärer Administration des H4R-Agonisten VUF 8430 beobachteten 

Galeotti et al., dass der H4R sowohl an Prozessen der Schmerzwahrnehmung als auch der 

Verarbeitung von Angst und Erinnerungen beteiligt ist. In Verhaltensexperimenten wiesen die 

Mäuse eine höhere Toleranz gegenüber Schmerzen auf, zeigten weniger Angst und eine 

Scopolamin-induzierte Gedächtnisreduktion konnte verhindert werden.120 Unterstützend 

wurde in Versuchen mit H4R-Knockout-Mäusen eine erhöhte neuropathische 

Schmerzwahrnehmung und eine gesteigerte Ängstlichkeit festgestellt, wohingegen 

Gedächtnisprozesse unverändert stattfanden.17 

Diesen Befunden, die auf eine Expression des H4R im ZNS hindeuten, widersprechen einige 

Veröffentlichungen, die keinerlei Beweise für die Gegenwart von H4R im ZNS gefunden 

haben.9,10,118,121 So versuchten Feliszek et al. funktionelle H4R im menschlichen Gehirn, sowie 

in Gehirnproben von Meerschweinchen und Mäusen zu identifizieren. Die Messung von 

35S-GTP-γS-Bindung und 3H-Noradrenalin-Ausschüttung nach Stimulus mit 4-Methylhistamin 

sollte als Nachweis für die H4R-Aktivität dienen. Die Bindung von 35S-GTP-γS wurde in den 

Proben der Cortex-Membranen von Mäusen nicht signifikant erhöht, ebenso wenig wie die 

Ausschüttung von 3H-Noradrenalin. Wie bei Gewebsproben aus Mäusen konnte weder in 

menschlichen noch bei Proben von Meerschweinchen-Cortices eine vermehrte Ausschüttung 

von 3H-Noradrenalin in Folge einer Inkubation mit 4-Methylhistamin festgestellt werden, was 

darauf schließen lässt, dass H4R nicht funktional in den Cortices-Proben der untersuchten 

Spezies exprimiert wird.121 

Zusammenfassend konnte mittels chemischer Sonden gezeigt werden, dass der H4R an vielen 

Stellen regulierend auf das Immunsystem wirkt. Es wurden H4R-Liganden genutzt, um in-vitro 

sowie in-vivo die Ausschüttung unterschiedlicher Zytokine und Chemokine zu untersuchen, 

Zellmigration festzustellen und die Zellmorphologie zu beeinflussen. Bei den in-vivo 

Experimenten wurden die chemischen Sonden sowohl per Injektion als auch oral verabreicht. 

Dies zeigt die breit aufgestellten Einsatzmöglichkeiten chemischer Sonden in der 

Grundlagenforschung. In Krebszelllinien konnte die Proliferationsrate als Signal genutzt 
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werden um die Aktivität von H4R-Liganden nachzuweisen und veränderte Verhaltensweisen 

in Tiermodellen zeigen, dass chemische Sonden im Bereich der Erforschung des H4R auch 

phänotypische Auswirkungen haben. Die Frage nach der Beteiligung an zentralnervösen 

Prozessen hingegen bleibt ein Feld, das kritisch betrachtet werden muss. Zwar weisen 

Experimente mit H4R-Knockout-Mäusen auf eine Beteiligung an Verhaltensänderungen hin, 

jedoch ist es auch möglich, dass diese durch eine veränderte Blutchemie infolge der 

Genmanipulation hervorgerufen werden könnte. Histologische und mRNA-Nachweise sind 

kritisch zu hinterfragen, da bisher keine monoklonalen Antikörper kommerziell zugänglich sind 

und mRNA-Level nicht zwangsläufig mit der funktionalen Rezeptor-Expression korrelieren. 

Bildgebende chemische Sonden in Form von fluoreszierenden H4R-Liganden können hier 

hilfreich sein, um die Fragestellung nach ZNS-exprimierten H4R zu beantworten. Dafür könnte 

man sich einen großen Vorteil bei der Verwendung von Fluoreszenzliganden als chemische 

Sonden zu Nutze machen. Während koventionelle H4R-Liganden beim Einsatz als Sonden nur 

eine indirekte Wirkung auf das ausgelesene Signal haben, ist das Ergebnis der 

Fluoreszenzmessung direkt abhängig von der Anwesenheit eines Fluoreszenzliganden. Der 

eindeutige Nachweis eines funktional exprimierten H4R in Zellen oder Geweben wäre damit 

erbracht. Grundlagen zur Fluoreszenz und bereits bestehende Fluoreszenzmarkierungsmittel 

werden in den folgenden Kapiteln erläutert. 
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1.4: Fluoreszenzmarkierung von GPCRs 

1.4.1: Prinzip der Fluoreszenz 

Da Menschen eine visuell geprägte Lebensform sind, ist die bildliche Darstellung die 

greifbarste Methodik, komplexe Inhalte verständlich zu machen. Um zellbiologische 

Strukturen im menschlichen Körper sichtbar zu machen wird häufig das Phänomen der 

Fluoreszenz genutzt. Der große Einfluss der Fluoreszenzanalyse auf die Erforschung von 

Prozessen im menschlichen Körper wurde durch den 2014 verliehenen Nobelpreis „Für die 

Entwicklung von Super-auflösender Fluoreszenz Mikroskopie“ geehrt und zeigt das enorme 

Potential dieser Techniken.130 Die Laureaten Eric Betzig, Stefan Hell und William Moerner 

entwickelten Techniken, die Auflösungen jenseits des 1873 von Ernst Abbe131 postulierten 

Limits ermöglichen. Während Moerner und Betzig die Möglichkeit ausnutzten einzelne 

Fluorophore „an-“ oder „auszuschalten“ und mittels Überlagerung von vielen Einzelbildern ein 

höchstauflösendes Bild erzeugten,132,133 durchbrach Hell die Auflösungsgrenze mithilfe von 

stimulierter Löschung von Fluorophoren und entwickelte die stimulated emission depletion 

(STED)-microscopy.134 

 

Abbildung 20: Jablonski-Diagramm, das die elektronischen Zustände und die Übergänge zwischen diesen beschreibt.135 
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Diese Techniken haben gemein, dass sie die Eigenschaft von bestimmten Molekülen, Energie 

in Form von elektromagnetischer Strahlung im sichtbaren Bereich zu emittieren, ausnutzen. 

Abgrenzend zur Phosphoreszenz setzt bei der Fluoreszenz die spontane Emission zeitlich kurz 

nach der elektronischen Anregung des Moleküls ein. Schematisch kann dieser Prozess in 

einem Jablonski-Diagramm dargestellt werden (Abbildung 20).135 Aus seinem elektronischen 

Grundzustand (S0) wird durch Lichtabsorption ein Fluorophor in angeregte Zustände (S1, Sn) 

versetzt. Typischerweise wird dabei auch der Übergang in ein höheres Schwingungsniveau 

angeregt. Innerhalb kürzester Zeit (10-12 s) wird die Schwingungsenergie über 

Schwingungsrelaxation abgegeben und mittels strahlungsloser innerer Konversion das 

niedrigste Schwingungsniveau des S1-Zustandes erreicht (Regel von Kasha). Dies hat zur Folge, 

dass die verbleibende Energie des Systems geringer ist als die, die zur Anregung benötigt 

wurde. Somit ist die elektromagnetische Strahlung, die beim Übergang vom S1 in den S0 

Zustand emittiert wird (die Fluoreszenz), bathochrom verschoben.136 Die energetische 

Differenz der Absorption und Emission ergibt dabei den nach Gabriel Stokes benannten 

Stokes-Shift. 

Häufig fällt das System dabei in einen schwingungsangeregten Zustand des S0-Niveaus zurück. 

Diese vertikalen Übergänge zwischen den elektronischen Zuständen lassen sich mithilfe des 

Franck-Condon-Prinzips und der Born-Oppenheimer-Näherung erklären: Dabei besagt die 

Born-Oppenheimer-Näherung, dass aufgrund der ungleich höheren Geschwindigkeit bei 

deutlich geringeren Gewichts eines Elektrons im Vergleich zum Atomkern die Kernkoordinate 

des Atomkerns während elektronischer Bewegung nahezu unverändert bleibt. Diese 

Annäherung liegt dem Franck-Condon-Prinzip zugrunde, das besagt, dass die 

Übergangsintensität zwischen zwei Schwingungszuständen proportional zum Quadrat des 

Überlappintegrals der Schwingungswellenfunktionen ist.137–139 Da im Vergleich zur Bewegung 

des Kerns der elektronische Übergang ohne Verzögerung auftritt, muss der zu erreichende 

Schwingungszustand kompatibel zur Position und zum Moment des Anfangszustands sein. 

Dies gilt sowohl für die Anregung (Absorption) als auch die Emission und führt so dazu, dass 

sich die normalisierten Absorptions- und Emissionsspektren von fluoreszierenden organischen 

Verbindungen gewöhnlich spiegelbildlich verhalten (Abbildung 21).140–142 
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Abbildung 21: A) Morse-Potentiale eines Moleküls im elektronischen Grundzustand S0 und dem ersten angeregten Zustand S1 
zur Veranschaulichung des Franck-Condon-Prinzips. B) Beispielhafte Darstellung der spiegelbildlichen Absorptions- und 
Emissionsspektren eines Moleküls. Modifiziert nach Lakowicz.140 

Neben den Wellenlängen der Absorptions- und Emissionsspektren ist die Fluoreszenz-

quantenausbeute ein weiterer wichtiger Parameter, der ein Fluorophor charakterisiert und 

das Verhältnis von emittierten zu absorbierten Photonen beschreibt. Ausgedrückt mithilfe der 

Konstanten für die Geschwindigkeit von strahlenden Übergängen (ks) und der 

Geschwindigkeit von strahlungslosen Übergängen (kns) lässt sich für die Quantenausbeute Φf 

folgende Gleichung formulieren: 

Φ𝑓 =  
𝑘𝑠

𝑘𝑠+ 𝑘𝑛𝑠
           (1) 

Dabei umfasst kns alle Prozesse, die mit der Fluoreszenz konkurrieren. Darunter fallen 

beispielsweise die innere Konversion in den Grundzustand oder auch das Intersystem Crossing 

(ISC), welches schlussendlich zur Phosphoreszenz führt. Dabei erfährt ein angeregtes Elektron 

eine Spinumkehr, und es wird ein Triplettzustand (Tn) erreicht. Aus dem Triplettzustand kann 

der S0-Zustand entweder strahlungslos durch ISC oder aber zeitverzögert unter Emission von 

elektromagnetischer Strahlung (Phosphoreszenz) wieder erreicht werden. Andere Quenching-

Prozesse, die inter- oder intramolekular stattfinden, schwächen die Fluoreszenz ebenfalls. Die 

Vielzahl der möglichen Prozesse, die zu einer Reduktion der Fluoreszenz führen, machen es 

dabei unmöglich die exakte Quantenausbeute eines Moleküls vorherzusagen. Um diese 

unerwünschten Übergänge zu minimieren, lassen sich folgende Grundsätze formulieren: 
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I.) Ein starres Grundgerüst verringert die strahlungslose Desaktivierung über 

Rotations- oder Schwingungsrelaxationen. 

II.) Konjugierte Systeme aus Elektronenakzeptoren und -donatoren begünstigen 

häufig Ladungstransfer-Übergänge und wirken sich so positiv auf die 

Fluoreszenzintensität aus. 

III.) Schweratomlose Strukturen zeigen häufiger erhöhte Fluoreszenzintensität, da 

Schweratome das ISC begünstigen. 140 

Die Vielzahl der Anwendungsgebiete, in denen Fluorophore zum Einsatz kommen spiegelt sich 

in deren strukturellen Diversität wider. So kommen sie in der Natur vor,143 werden bei 

spektroskopischen Versuchen benötigt,140–142 und finden Anwendung in der Biochemie und 

der Medizin.144–146 

In der Biochemie und der Medizin haben sich unter anderem organische Fluorophore 

folgender Stoffklassen als brauchbar erwiesen: 

I.) Cumarine (Abbildung 22) 

II.) Fluoresceine (Abbildung 23) 

III.) Polymethine (Abbildung 24) 

IV.) Borhaltige Heterozyklen (Abbildung 25) 

Zusätzlich existieren einige kleinere aromatische Fluorophore, die aufgrund ihrer einfachen 

Handhabung und Kosteneffizienz häufig Anwendung finden. Strukturell weisen diese 

Verbindungen alle die oben genannten Strukturmerkmale auf und spannen unter 

Verwendung von annelierten aromatischen Systemen oder konjugierten Doppelbindungen 

starre Grundgerüste auf, die häufig von Elektronenakzeptoren oder -donatoren flankiert 

sind.147 

Cumarine sind häufig als sekundäre Metaboliten in der Natur zu finden und mit 

Elektronendonatoren in der 7-Position ergeben sich stark fluoreszierende Moleküle.148,149 

Synthetisch werden Cumarine häufig aus Phenolen und entsprechenden β-substituierten 

Carbonsäuren oder -estern mithilfe der Pechmann-Kondensation gewonnen (Abbildung 

22).147,150 
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Abbildung 22: Synthese von Cumarinderivaten. 

Fluoresceinderivate finden sich in nahezu allen wissenschaftlichen Gebieten wieder: Von der 

Diagnostik über die Raumfahrt bis hin zur Immunfluoreszenzmarkierung sind sie 

anzutreffen.151–153 Lediglich die chinoide Form von Fluoresceinderivaten zeigt Fluoreszenz, 

weshalb diese stark pH-Wert abhängig ist.147 Ursprünglich wurde Fluorescein aus der 

Kondensation von Phthalsäureanhydrid und Resorcin im sauren Milieu gewonnen (Abbildung 

23).154 

 

Abbildung 23: Synthese von Fluoresceinderivaten. 

Bei den Polymethinen handelt es sich um eine breitgefächerte Gruppe, die alle ein lineares 

konjugiertes Doppelbindungssystem mit einer ungeraden Anzahl an sp²-hybridisierten 

Kettengliedern beinhalten und von Heteroatomen flankiert ist. Handelt es sich bei den 

Heteroatomstrukturen um eine Kombination aus Ammonium- und Aminogruppe spricht man 

von Cynaninen. Strukturelle Variationen dieser Stoffklasse lassen eine hohe Variabilität der 

photophysikalischen Parameter zu. Zum Beispiel lässt eine Verlängerung der Polymethinkette 

eine bathochrome Verschiebung des Fluoreszenzspektrums zu und eine Rigidisierung der 

Kette erhöht die Quantenausbeute. Klassisch werden Polymethine als Färbemittel für 

Zellmembranen oder auch der DNA eingesetzt; neuere Entwicklungen führten jedoch auch zur 

Verwendung als Markierungsmittel von Proteinen und Nucleinsäuren.155–158 Synthetisch 

werden Polymethine z.B. aus der Addition von substituierten 2-Methylindolen an 

Orthoformiate im Basischen gewonnen (Abbildung 24).159 
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Abbildung 24: Beispielhafte Synthese eines Polymethinfarbstoffs. 

Die bekannteste Unterart der borhaltigen Heterozyklen mit Fluoreszenzeigenschaften sind 

4,4-Difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen (BODIPY)-Derivate. Hierbei ist ein zentrales 

Boratom, meist als Difluorid, von einem organischen Dipyrromethenrest komplexiert. 

Substituierte BODIPY-Derivate zeichnen sich durch hervorragende Photostabilitäten sowie 

gute Quantenausbeuten aus und besitzen in der Regel einen geringen Stokes-Shift.160,161 Da 

die Synthesebausteine Aldehyd und Pyrrol eine Vielzahl an Substitutionen zulassen, lässt sich 

diese Stoffklasse äußerst breit modifizieren, was teils zu erheblichen Änderungen der 

photophysikalischen Eigenschaften führt.161,162 Die breite Variabilität von akzeptierten 

Substituenten am BODIPY-Zentrum erlaubt eine Vielzahl von Markierungsmöglichkeiten, 

sodass es häufig zur Markierung von Proteinen oder Liganden eingesetzt wird.163–166 

Gewonnen werden können diese Verbindungen durch doppelte Kondensation von zwei 

Äquivalenten Pyrrol an ein Säurechlorid und anschließende Reaktion mit Bortriflourid 

(Abbildung 25 A).164 Durch Variation der Bor-komplexierenden organischen Verbindungen 

konnten neuartige Fluorophore geschaffen werden, die Markierungen von substituierten 

Phenolen oder Ketonen ermöglichen. Im Vergleich zu den klassischen BODIPY-Derivaten 

zeigen diese Fluorophore eine hypsochrome Verschiebung der Absorptions- und 

Emissionspektren und deutlich größere Stokes-Shifts bei ähnlichen Quantenausbeuten.167,168 

Ebensolche finden sich auch bei Verbindungen, bei denen eine hydrazinverknüpfte Pyrrol-

Picolinoyl-Einheit zwei Bordifluoride komplexieren. Diese stark fluoreszierenden 

Verbindungen, als BOPPY-Derivate bekannt, sind äußert photostabil und unempfindlich 

gegenüber pH-Wert-Änderungen.169 Hergestellt werden diese Fluorophore in einer Eintopf-

Synthese, bei der zunächst Hydrazinylpyridine mit Pyrrolcarboxylaldehyden kondensiert 

werden und bei anschließender Umsetzung mit Bortrifluorid zum gewünschten Fluorophor 

reagieren (Abbildung 25 B).169 Die Synthese-Führung ist somit deutlich vorteilhafter als bei der 

Herstellung von BODIPY und erlaubt in der Regel höhere Ausbeuten bei der Herstellung des 

Fluorophors.164,169 



 

34 

 

 

Abbildung 25: Synthese von beispielhaften A) BODIPY und B) BOPPY-Derivaten. 

Neben diesen vier strukturell anspruchsvollen Verbindungsklassen gibt es eine Reihe kleinerer 

aromatischer Verbindungen, die häufig als Marker genutzt werden. Solche Verbindungen sind 

beispielsweise die Sanger- und die Dansylgruppe.170 Sanger‘s-Reagenz und Dansylchlorid 

(Abbildung 26) wurde historisch in der Aminosäurensequenzanalytik verwendet und reagiert 

mit N-terminalen Aminosäuren, die nach Hydrolyse und chromatographischer Trennung 

charakterisiert werden können.171 Die Dansylgruppe eignet sich aufgrund ihrer 

Anregungswellenlänge zur Charakterisierung von Proteinen, die Tryptophan enthalten. Über 

Förster Energieresonanztransfer (FRET) kann der Abstand dieser beiden Gruppen zueinander 

ermittelt werden.172 

 

Abbildung 26: Niedermolekulare Reagenzien zur Fluoreszenzmarkierung. 

1.4.2: Methoden der Fluoreszenzmarkierung von GPCRs 

Die Strategien zur Markierung von GPCRs mit fluoreszierenden Verbindungen lässt sich in zwei 

Gruppen aufteilen: Auf der einen Seite ist es möglich die Rezeptoren selbst mit einem 

Fluoreszenzlabel zu versehen und auf der anderen Seite können affine Liganden konzipiert 

werden, die den Fluoreszenzfarbstoff tragen. Mithilfe dieser Markierungsmethoden lassen 

sich eine Vielzahl von wissenschaftlichen Fragestellungen beantworten. So können 

Rezeptoren visualisiert und lokalisiert werden, sowie deren Interaktionen mit Liganden oder 

auch anderen Rezeptoren in Echtzeit untersucht werden. 
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Eine mögliche Strategie zur Fluoreszenzmarkierung des GPCRs selbst ist die proteinbasierte 

Fluoreszenzmarkierung. Hierbei werden Protein-Markierungen gentechnisch direkt in die 

Rezeptorstruktur eingefügt. Bekannte Markierungen dieser Art sind die SNAP- und die 

Polyhistidin-Markierung. An diese Markierungen wird in einem zweiten Schritt das eigentliche 

Fluorophor komplex gebunden.173–175 Ebenso ist es möglich einen Rezeptor ohne weiteres 

Substrat fluoreszent zu markieren, indem fluoreszierende Proteine, wie etwa das grün-

fluoreszierende Protein (GFP), in den C-Terminus des Rezeptors eingefügt werden.176 Ein 

häufig genannter Nachteil ist, dass sich eine strukturelle Modifikation des Rezeptors auf 

dessen physiologische Funktionalität auswirken kann. Nichtsdestotrotz findet dieser Ansatz 

häufig Anwendung bei der Entwicklung von in-vitro Assaysystemen zur Untersuchung von 

Liganden. Für Lokalisations-Untersuchungen von GPCRs in-vivo hingegen ist diese Strategie 

wertlos. 

Hierbei kommen chemische Sonden in Form von fluoreszenzmarkierten Rezeptor-Liganden 

ins Spiel, mit dessen Synthese sich diese Arbeit beschäftigt. Dabei bedarf es keines Eingriffs in 

die Rezeptorstruktur. Die Markierung mit niedermolekularen Fluoreszenzliganden setzt 

zudem die funktionale Expression der jeweiligen Rezeptoren voraus und eignet sich daher 

nicht nur zur Identifizierung, sondern auch zur Funktionalitätsüberprüfung von GPCRs. Der 

Vollständigkeit halber sei hier auch die immunochemische Markierung mit fluoreszenten 

Antikörpern erwähnt, die zumeist zur Quantifizierung von Proteinen eingesetzt wird.177–179 

Diese werden in in-vitro Testsystemen wie etwa ELISAs eingesetzt. Das häufige Problem der 

unspezifischen Bindung an Proteinfragmente, was zu falsch-positiven Ergebnissen fürht, kann 

durch die Benutzung von fluoreszenzmarkierten Liganden als chemische Sonden vermieden 

werden. 

1.4.3: Ligandenbasierte Fluoreszenzmarkierung 

Bei dem Design und der Verwendung von fluoreszenzmarkierten Rezeptorliganden wird 

ausgenutzt, dass GPCRs ihre Liganden hochselektiv und mit großer Affinität binden. Durch die 

breite Vielfalt an Verbindungen, die den unterschiedlichen Rezeptoren als Liganden dienen 

können, der vielen möglichen Fluorophore auf die zurückgegriffen werden kann und die 

unterschiedlichen Möglichkeiten der Verknüpfung der beiden Strukturelemente, ergibt sich 

eine große Vielfalt an angewendeten Fluoreszenzliganden.146,180 Drei Fälle der Verknüpfung 

können unterschieden werden (Abbildung 27): 
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a) Das Pharmakophor und das Fluorophor teilen sich eine strukturelle Komponente, 

sodass ein Überlapp ausgenutzt werden kann;  

b) das Pharmakophor bietet eine molekulare Bindungsstelle, die zur direkten Kopplung 

eines Fluorophors genutzt werden kann oder  

c) zwischen Pharmakophor und Fluorophor befindet sich ein abstandhaltender Linker. 

 

Abbildung 27: Verknüpfungsmöglichkeiten von Pharmakophor und Fluorophor: a) Überlappende Kombination von 
Pharmakophor und Fluorophor; b) Direkte Bindung des Fluorophors an das Pharmakophor; c) Verknüpfung unter Verwendung 
eines Linkers. 

Die Wahl der jeweiligen Methodik ist dabei häufig abhängig von der Struktur des 

zugrundeliegenden Pharmakophors. Im Folgenden werden die unterschiedlichen Ansätze zur 

Entwicklung von Fluoreszenzliganden anhand von Beispiel aufgezeigt und mögliche 

Anwendungen erläutert (Tabelle 1). 

Tabelle 1: Anwendungsgebiete von fluoreszenzmarkierten Rezeptorliganden 

Ligand Zielstruktur Anwendung 

XXXII Galanin-Rezeptor Untersuchung von Rezeptor-

Internalisierung 

XXXIII NPY-R Referenzligand zur 

Bestimmung von 

Affinitätsdaten 

XXXV MT1R und MT2R Rezeptormarkierung 

Bodilisant H3R Rezeptormarkierung von 

nativen Gewebsproben, 

Referenzligand zur 

Bestimmung von 

Affinitätsdaten 

XXXVIII EP3R Rezeptormarkierung 

XL 5-HT4R Rezeptormarkierung 

XLI M1R Untersuchung von 

Rezeptoroligomerisation 

 

Im Falle der Peptid-bindenden GPCRs (zum Beispiel Galanin-Rezeptoren, Chemokin-

Rezeptoren, Sekretinrezeptoren oder Glukagonrezeptoren) sind die aktiven Peptide im 

Vergleich zu den Fluorophoren relativ groß, sodass letztere einen geringeren Einfluss auf die 
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Aktivität haben und Fluorophor-Pharmakophor-Konjugate vergleichbare Affinitäten zeigen, 

wie die jeweiligen Ausgangsverbindungen. Beispielhaft für fluoreszenzmarkierte Peptide 

stehen die Verbindungen XXXII und XXXIII (Abbildung 28). So wurde im Falle von XXXII an das 

Neuropeptid Galanin Fluorescein gebunden, um mittels Durchflusszytometrie die 

Wechselwirkung des Galanins mit seinen Rezeptoren und deren Internalisierung zu 

analysieren.181 Durch Kopplung des Polymethinfarbstoffes Dy630 an das Neuropeptid Y (NPY) 

wurde ein Fluoreszenzligand (XXXIII) geschaffen, der zur Bestimmung von Affinitäts- und 

Selektivitätswerten von Liganden der NPY-Rezeptoren herangezogen wurde.182 

 

Abbildung 28: Fluoreszenzmarkierte Neuropeptide Galanin und NPY; Aminosäuren im Einbuchstabencode dargestellt. 

Handelt es sich um GPCRs, deren endogene Liganden kleine Moleküle wie beispielsweise 

biogene Amine (Histamin, Serotonin, Dopamin, (Nor-)Adrenalin) oder Steroide sind, ist das 

Design von hochaffinen Fluoreszenzliganden ungleich diffiziler, da die teils sehr voluminösen 

Fluorophore einen großen Teil der Molekülmasse ausmachen und somit einen großen Einfluss 

auf das Bindungsverhalten gegenüber dem Rezeptor haben können. In diesen Fällen liefert die 

rationale Analyse von bereits vorhandenen Liganden die Grundlage, um ein Pharmakophor zu 

identifizieren, das eine hohe Affinität und Selektivität gegenüber dem gewünschten Rezeptor 

zeigt und zusätzlich Regionen aufweist, die bereits Fluorophoren ähneln und bioisoster ersetzt 

werden können. Oder aber es finden sich Liganden, die mit Bindungsstellen ausgestattet sind 
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oder ausgestattet werden können, die sich für die Kopplung eines Fluorophors bzw. 

Fluorophor-Linker-Konjugats nutzen lassen. Dies sind häufig Amine, Hydroxyle, Alkine oder 

aber Carboxyle. Zu Derivatisierungszwecken werden daher häufig Kondensations- oder aber 

Click-Reaktionen angewandt. Basierend auf diesen Grundlagen wurden für viele GPCRs bereits 

Fluoreszenzliganden entwickelt.164,183–188 

Für die nicht aminergen Cannabinoid-Rezeptoren 1 und 2 (CB1R und CB2R) wurde ausgehend 

von Δ9-Tetrahydrocannabinol (Δ9-THC) das Cumarinderivat XXXIV entwickelt (Abbildung 

29).183,184 Eine Cumarinstruktur ersetzt dabei die trizyklische Einheit des Δ9-THC und erhält 

dabei größtenteils die sterischen und elektronischen Eigenschaften der Ausgangsverbindung. 

So konnte die Affinität zum CB2R gewährleiset werden (Δ9-THC: Ki(CB2R) = 3.1 – 75.3 nM; 

XXXIV: Ki(CB2R) = 25 nM), die Bindungsstärke gegenüber dem CB1R nahm jedoch leicht ab (Δ9-

THC: Ki(CB1R) = 80.3 nM; XXXIV: Ki(CB1R) = 150 nM).184,189 Limitiert wird die Anwendung von 

XXXIV als Fluoreszenzligand durch das Absorptions- und Emissionsprofil, deren Maxima bei 

320 nm respektive 423 nm liegen, und somit verhältnismäßig stark mit der Autofluoreszenz 

von Zellgewebe überlappen. Daher kam die Verbindung nicht als chemische Sonde zum 

Einsatz.184,190 

 

Abbildung 29: Ausgangsverbindung Δ9-THC und der Fluoreszenzligand XXXIV.184,189 

Eine ähnliche Strategie wurde von Thireau et al. verwendet, die ebenfalls durch Fusionierung 

von Pharmakophor und Fluorophor Fluoreszenzliganden für die Melatoninrezeptoren 1 und 2 

(MT1R und MT2R) geschaffen haben. Ausgangspunkt für das Design des Fluoreszenzligands 

war der endogene Ligand Melatonin (MT1R und MT2R: Ki = 0.5 nM191, Abbildung 30). Der 

Pyrrolring des Melatonins wurde dafür in das Grundgerüst des BODIPY-Fluorophors 

inkooperiert und ergab so die Verbindung XXXV, die sich durch Affinitätswerte im 
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nanomolaren Bereich (Ki(MT1R) = 32 nM; Ki(MT2R) = 10 nM) auszeichnet. Die Absorptions- und 

Emissionsmaxima liegen mit λmaxAbs = 426 nm und λmaxEm = 492 nm im typischen Bereich für 

BODIPY-Derivate. Mit XXXV konnten MT1R- und MT2R-exprimierende Zellen visualisiert 

werden.185 

 

Abbildung 30: Ausgangsverbindung Melantonin und der Fluoreszenzligand XXXV. 185,191 

Die Verbindung XXXVI (Abbildung 31) zeigt eine Anknüpfung eines Fluorophors an das 

Pharmakophor ohne Nutzung eines Linkers am Beispiel des H3R. Grundlage war der hochaffine 

H3R-Ligand UCL-2190, (Ki(H3R) = 46 nM192) dessen Carbonylfunktion um eine Chalconeinheit 

erweitert wurde. Der resultierende H3R-Ligand XXXVI wies eine gute Affinität 

(Ki(H3R) = 70 nM) und überzeugende Fluoreszenzeigenschaften (λmaxAbs = 405 nm und 

λmaxEm = 584 nm) auf. Mithilfe von Verbindung XXXVI konnten H3R auf der Zelloberfläche von 

hH3R-HEK-293 mittels konfokaler Laser Scanning-Mikroskopie sichtbar gemacht werden. Die 

Substitution des Chalconfluorophors mit einem BODIPY-Grundkörper konnte die H3R-Affinität 

um eine Potenz verbessern und lieferte den hervorragenden Fluoreszenzliganden Bodilisant 

(Ki(H3R) = 6.5 nM; λmaxAbs = 468 nm; λmaxEm = 494 und 563 nm; Φ = 0.92). Bodilisant konnte 

genutzt werden um H3R auf der Zelloberfläche von nativem humanem Gehirngewebe 

nachzuweisen.164 
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Abbildung 31: Ausgangsverbindung UCL-2190 und die Fluoreszenzliganden XXXVI und Bodilisant.164,192 

Ein weiterer Fluoreszenzligand, der eine direkte Bindung von Fluorophor und Pharmakophor 

aufweist, ist der Prostaglandin-EP3-Rezeptor (EP3R)-Antagonist XXXVIII (Abbildung 32). Durch 

die Einführung eines Cyanisoindols besitzt der Ligand passable Fluoreszenzeigenschaften 

(λmaxAbs = 350 nm und λmaxEm = 396 nm) und eine höhere Affinität zum EP3R als die 

zugrundeliegende Ausgangsverbindung XXXVII (XXXVII: Ki(EP3R) = 44.5 nM; XXXVIII 

Ki(EP3R) = 18.2 nM). Mittels konfokaler Lasermikroskopie konnten mit XXXVIII EP3R auf der 

Oberfläche von HT-29 Zellen visualisiert werden.186 

 

Abbildung 32: Ausgangsverbindung XXXVII und Fluoreszenzligand XXXVIII. 186 

Wie wichtig bei dem Design solcher Fluoreszenzliganden die Wahl des Verknüpfungspunktes 

von Fluorophor und Pharmakophor sein kann, zeigt sich anhand von Liganden des 
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5-Hydroxytryptamin-Rezeptor-4 (5-HT4R). Die Ausgangsverbindung ML10302 wurde hierbei 

sowohl über das aromatische Amin und einen Linker an eine Dansylgruppe geknüpft (XXXIX), 

als auch über die 4-Position des Piperidins (XL) (Abbildung 33). Beide Verbindungen zeigen 

Anregungs- und Emissionswerte, die von Dansylgruppen zu erwarten waren (λmaxAbs = 315 nm 

und λmaxEm = 540 nm). Wohingegen die Affinität im Vergleich zur Ausgangsverbindung 

(Ki(5-HT4R) = 1 nM) bei XL nahezu erhalten werden konnte (Ki(5-HT4R) = 24 nM), zeigte XXXIX 

keine Affinität mehr gegenüber dem Rezeptor. Die Liganden wurden zur Markierung von 

5-HT4R auf der Zelloberfläche von transfizierten Gliazellen genutzt werden.187 

 

Abbildung 33: Ausgangsverbindung ML10302 und die Fluoreszenzliganden XXXIV und XL.187 

Unter Zuhilfenahme eines langkettigen aliphatischen Linkers konnten Hern et al. Telenzepin 

(Abbildung 34) mit dem Polymethinfarbstoff Cy3B (λmaxAbs = 558 nm und λmaxEm = 571 nm) 

markieren und mit diesem die laterale Diffusion von Muskarin-M1-Rezeptoren (M1R) auf 

Zelloberflächen über Sekunden beobachten. Die Ergebnisse wiesen darauf hin, dass jeder 

Rezeptor jeweils einen Liganden zeitgleich bindet und sich auf der Zelloberfläche sowohl 

monomere als dimere Rezeptoreinheiten bildeten, Oligomere hingegen nicht. Diese 

hochauflösenden Bilder konnten nur erzeugt werden, weil die subnanomolare Affinität von 

Telenzepin (Ki(M1R) = 0.9 nM193) im Fluoreszenzkonjugat XLI erhalten blieb 

(Kd(M1R) = 0.04 nM).188 
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Abbildung 34: Ausgangsverbindung Telenzepin und Fluoreszenzligand XLI.188,193 
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2: Zielsetzung 

Im Rahmen dieser Arbeit sollen chemische Sonden entwickelt und synthetisiert werden, die 

zum einen den Histamin-H4-Rezeptor (H4R) und zum anderen die Monoaminoxidasen (MAO) 

A und B als molekulare Zielstrukturen haben. Der Hauptfokus liegt dabei auf der Entwicklung 

neuer H4R-Liganden, die über eine Fluoreszenzmarkierung verfügen, sowie die Untersuchung 

ihrer Eigenschaften und die Aufstellung von Struktur-Wirk-Beziehungen. Zum Aufbau der 

Fluoreszenzliganden sollen bereits bekannte H4R-Liganden als Ausgangspunkt dienen, und auf 

ihre Eignung zur Fluoreszenzmarkierung geprüft werden. Weiterhin sollen Fluorophore 

identifiziert werden, die die Bindungseigenschaften nur minimal beeinflussen und gleichzeitig 

photospektroskopische Untersuchungen in Zellen oder Geweben erlauben. Dabei kann das 

synthetische Einbringen einer fluoreszenten Gruppe entweder durch Integration in den 

pharmakologisch wirksamen Teil des Liganden erfolgen, über eine direkte Kopplung mit 

diesem oder durch Verknüpfung beider Strukturelemente mit einem Linker. Bei der Synthese 

steht die Derivatisierung von gut charakteriserten Aminopyrimidinen mit bekannten 

Fluorophoren im Mittelpunkt. Basierend auf den Ergebnissen der biologischen Evaluierung 

dieser Verbindungen sollen in einem iterativen Prozess die Liganden bezüglich Ihrer Affinität 

und Fluoreszenzeigenschaften optimiert werden. Fluoreszente H4R-Liganden können 

zukünftig als chemische Sonden eingesetzt werden und dabei helfen, funktional exprimierte 

H4R in unterschiedlichen Geweben nachzuweisen oder aber die (patho)physiologische Rolle 

des H4R weiter aufzuklären. 

Eine Auswahl an strukturellen Modifikationen von bereits beschriebenen hochaffinen H4R-

Liganden (z.B. JNJ-7777120) soll vorab Möglichkeiten und den synthetischen Spielraum zur 

Affinitätssteigerung bzw. -erhaltung neuartiger H4R-Liganden näher beleuchten. Das Design 

von Strukturanaloga (Pyrazololderivate) und die Manipulation des basischen Ankers (z.B. 

durch Verwendung des endogenen Liganden Histamin) steht hierbei im Fokus. 

In einem zweiten Abschnitt dieser Arbeit sollen chemische Sonden für humane MAO generiert 

werden. Die Entwicklung kleiner Anilid-Derivate, die sich als potente Precursor-Moleküle zur 

Synthese von selektiven MAO-Inhibitoren oder aber multipotenten Wirkstoffen eignen, wird 

hierbei angestrebt. Diese Verbindungen sollen trotz einfachster Struktur und leichter 

Synthetisierbarkeit eine hohe Affinität gegenüber mindestens einer Isoform der MAO-Enzyme 

aufweisen. Anhand dieser Verbindungen sollen Struktur-Wirkbeziehungen abgeleitet werden 
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und die biologisch erhobenen Daten durch computergestützte Techniken verifiziert werden. 

Die Ergebnisse dieses Teilprojekts werden in kumulativer Form im Kapitel 5: basierend auf der 

Publikation „Potent reversible small molecule inhibitors of MAO A and MAO B with anilide 

motifs“ präsentiert. 
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3: Ergebnisse 

Im Folgenden werden für die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten H4R-Liganden die 

Syntheserouten, sowie deren photophysikalischen und biologischen Eigenschaften 

vorgestellt. 

3.1: Syntheseplanung von Histamin-H4-Rezeptor-Liganden 

Die Grundlage der hier vorgestellten H4R-Fluoreszenzliganden bilden bereits veröffentlichte 

hochaffine H4R-Liganden. Der Einsatz als chemische Sonden wirkt sich dabei insofern auf die 

Überlegungen zum Strukturdesign aus, dass Faktoren, die die druglikeness steigern nicht 

berücksichtigt werden müssen. Da eine gute Bioverfügbarkeit nicht ausschlaggebend für die 

Zielverbindungen ist, entfallen zum Beispiel Betrachtungen zur Verteilung der Substanzen 

zwischen Octanol und Wasser (logP-Werte), Interaktionen mit Medikamenten bzw. 

Lebensmitteln oder aber Transportvorgänge mittels Carrierproteinen. Bestimmend ist hier nur 

eine hinreichende Löslichkeit in wässrigen Puffern, die als Lösemittel in den jeweiligen Assay-

Systemen zum Einsatz kommen. Ebenso kann die biologische Wirkung der Liganden 

unberücksichtigt bleiben, da lediglich eine hohe Affinität zum H4R generiert werden muss. Als 

Ausgangsliganden eignen sich daher alle Liganden, die sich hochaffin gegenüber dem H4R 

verhalten. 

Diese Eigenschaft wurde in vielen Testsystemen für JNJ-7777120 gezeigt. Durch Variation der 

basischen Funktionalität auf der einen Seite und dem lipophilen Rest auf der anderen Seite 

sollte zunächst evaluiert werden, ob sich das Grundgerüst von JNJ-7777120 als Startpunkt für 

den Entwurf von H4R-Fluoreszenzliganden eignet (Abbildung 35). Das zentrale Amid lässt sich 

durch Kopplung von bekannten Aminen mit der zugrundeliegenden Indolcarbonsäure leicht 

bilden, sodass sich dieser Syntheseschritt eignet, um die unterschiedlichen basischen 

Funktionalitäten einzubringen. 

Der lipohile Rest sollte dahingehend modifiziert werden, dass Substitutionen mit 

Fluorophoren ermöglicht werden. Diese Möglichkeit sollte durch Pyrazololderivate geschaffen 

werden, die über Knorr-Synthesen aufgebaut werden sollten.  
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Abbildung 35: Retrosynthetische Betrachtung von JNJ7777120 zur Einbringung struktureller Variationen. 

Neben JNJ-7777120 zeigen viele Aminopyrimidine (ST-994, VUF10460, Toreforant) und 

Chinazolinderivate hohe H4R-Affinitäten (Abbildung 36). Daher dienen diese 

Verbindungsklassen ebenfalls als Ausgangspunkte für das Design chemischer H4R-Sonden. 

Synthetisch lassen sich Aminopyrimidine aus Guanidin und 1,3-Dicarbonylen gewinnen. Die 

chlorierten Pyrimidine eignen sich hervorragend zur aromatischen nucleophilen Substitution, 

da die intrazyklischen Stickstoffe dazu führen, dass sich positive Partialladungen in 2-, 4- und 

6-Position gut stabilisieren. Diese beiden Reaktionen bilden daher die Basis vieler 

Pyrimidinderivate, die in dieser Arbeit hergestellt wurden.  

Anhand dieser Derivate sollte geklärt werden bei welchen Substitutionsmustervariationen die 

hohe H4R-Affinität beibehalten wird und welche Fluorophore in welcher Anbindung toleriert 

werden. 
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Abbildung 36: Pyrimidinderivate, die als Designvorlage zur Synthese chemischer H4R-Sonden dienten. 

Zur Anbindung des Fluorophors kamen dabei alle Teile der Vorlagemoleküle (lipophile 

Funktion, Pyrimidinkern und basische Funktion) infrage ebenso wie die Art der Anbindung 

(integrativ, direkt oder linkergebunden). 

Als Zielfluorophor wurde zum einen BOPPY gewählt, ein hydrazinverknüpfter Pyrrol-

Picolinoyl-bis-(bordifluorid) Komplex mit einer hohen Quantenausbeute, dessen 

Emissionsspektrum sich nicht mit der Autofluoreszenz von Zellmaterial überschneidet.169 Zum 

anderen sollte ein H4R-Ligand entwickelt werden, der mit der Dansylgruppe markiert ist. Die 

Dansylgruppe kann unter anderem bei der Förster-Resonanzenergietransfer (FRET)-

Spektroskopie eingesetzt werden, um als Akzeptor des strahlungslosen Energietransfers von 

beispielsweise Tryptophan zu dienen.172 Mit Trp6.48
 befindet sich ein Tryptophanrest in der 

Bindetasche des H4R, der diesen Übergang ermöglichen könnte, wenn die 

Dansylpositionierung bei der Liganden-Bindung dies zulässt.34 Als Modellfluorophor zur 

Evaluierung der optimalen Anbindung sollte aufgrund seiner kommerziellen Verfügbarkeit 

Sanger’s Fluorophor eingesetzt werden (Strukturen der Fluorophore siehe Kapitel 1.4:). 

3.2: Synthese von Strukturanaloga bekannter H4R-Liganden 

Ausgehend von dem Referenzliganden JNJ-7777120 (Ki(hH4R) = 14 nM85) sollte die Auswirkung 

der Einbringung alternativer basischer Funktionalitäten (Histamin und N-Amino-4-
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methylpiperazin) auf die H4R-Affinität überprüft werden. Die Einschritt-Synthesen erfolgten 

ausgehend von 5-Chlorindolcarbonsäure unter Nutzung von Carbonyldiimidazol (CDI) als 

Kopplungsreagenz und erbrachten die Verbindungen 1 und 2 mit Ausbeuten von 62% bzw. 

40% (Abbildung 37). 

 

Abbildung 37: Synthese der JNJ-7777120-Derivate 1 und 2. Reaktanden und Bedingungen: i) Amin, CDI, THF, reflux, 0.5-2 d. 

Neben dieser Betrachtung wurde ebenfalls die lipophile Einheit modifiziert. Die Indolgruppe 

wurde dabei durch ein sterisch ähnliches N-substituiertes Pyrazolol ersetzt, welches durch 

eine Ringschlussreaktion von 2-Oxo-bernsteinsäure mit aromatischen Hydrazinderivaten 

gewonnen wurde (P1-P3). Die Hydroxygruppe des Pyrazolols sollte dabei als neuer 

Anknüpfungspunkt für weitere Substituenten genutzt werden, um eine mögliche Grundlage 

zur Optimierung des Substitutionsmusters der lipophilen Einheit zu schaffen. Die 

Zielverbindungen (3-6) wurden durch Amidkopplung unter Verwendung von CDI gewonnen 

(Ausbeute 20-35%, Abbildung 38). 

 

Abbildung 38: Synthese von Verbindungen 3-6. Reaktanden und Bedingungen: i) 50% H2SO4, R.T., 2 h. ii) Amin, CDI, THF, reflux, 
20 h. 

Analog zu den Versuchen mit JNJ-7777120-Derivaten sollten an bekannten Aminopyrimidinen 

Basensubstitutionen stattfinden. Die Zielverbindungen orientierten sich dabei strukturell an 
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den Referenzliganden ST-994 (Ki(hH4R) = 146 nM) und VUF-10460 (Ki(hH4R) = 4.1 nM, 

Abbildung 39). Bei beiden Referenzliganden wurde N-Methylpiperazin als basische 

Ankergruppe verwendet, das jeweils durch Histamin ersetzt wurde. Die Verbindungen 7 und 

8 wurden mit einer Ausbeute von 30% bzw. 16% über drei Schritte aus der nucleophilen 

aromatischen Substitution der entsprechenden 6-Chloraminopyrimidinderivate (P4 und P6) 

gewonnen. Das Edukt P4 wurde ebenfalls durch eine nucleophile aromatische Substitution mit 

Histamin an 4,6-Dichloraminopyrimidin synthetisiert. P6 wurde durch eine Zyklisierung von 

Ethylbenzoylacetat mit Guanidiniumcarbonat und anschließender Chlorierung des Pyrimidons 

gewonnen. 

 

Abbildung 39: Synthese der Verbindungen 7 und 8. Reaktanden und Bedingungen: i) Histamin, DIPEA, Isopropanol, Mikrowelle, 
140 °C, 2 h; ii) Guanidiniumcarbonat, Ethanol/Toluol, reflux, 12 h; iii) POCl3, MeCN, reflux, 12 h; iv) Amin, DIPEA, Isopropanol, 
Mikrowelle, 165 °C, 2 h. Die Inbox zeigt die Referenzliganden ST-994 und VUF-10460.85,89 

Durch Modifikation des lipophilen Rests ausgehend von dem H4R-Liganden VUF-10460 wurde 

in diesem Rahmen zudem die Fusion mit einem etablierten H3R-Pharmakophor durchgeführt 

(Abbildung 40). Die H3R-Aktivität sollte dabei durch den Einsatz eines N-Propylpiperidinrests 
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erzeugt werden, der als Schlüsselelement des gut charakterisierten H3R-Pharmakophors 

Bestandteil vieler hochaffiner H3R-Verbindungen ist. Von Interesse war hierbei, ob sich auf 

diesem Wege ein H3R/H4R-Hybrid-Ligand erzeugen lässt, der weiterhin eine nanomolare 

Affinität zum H4R aufweist. 

Synthetisch wurde analog zum etablierten Verfahren zur Gewinnung von Verbindung 8 

vorgegangen und im Anschluss an eine Ethersynthese nach Williamson zur Bereitstellung von 

Intermediat P9 und Bildung des 1,3-Dicarbonyls P10, die Zyklisierung mit Guanidin und 

anschließende Chlorierung unter Verwendung von POCl3 genutzt, um das Zwischenprodukt 

P12 zu generieren. Die nucleophile Substitution von diesem mit N-Methylpiperazin erbrachte 

Verbindung 9 mit einer Ausbeute von 2% über sechs Schritte als gewünschtes Produkt. Die 

niedrige Gesamtausbeute kam durch die moderaten Ausbeuten der Schritte iii) bis vi) 

zustande, die sich zwischen 40% und 63% bewegten. 

 

Abbildung 40: Synthese von Verbindung 9; Reaktanden und Bedingungen. i) SOCl2, THF, reflux, 3 h; ii) 4-Hydroxyacetophenon, 
K2CO3, KI, Aceton, reflux, 24 h; iii) CO3Me2, NaH, Toluol, reflux, 12 h; iv) Guanidiniumcarbonat, EtOH/Toluol, reflux, 12 h; v) 
POCl3, MeCN, reflux, 12 h; vi) N-Methylpiperazin, DIPEA, Isopropanol, Mikrowelle, 165 °C, 2 h. 
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3.3: Synthese von fluoreszenten H4R-Liganden 

Neben der Modifikation von bereits beschriebenen Referenzliganden, stellt die Entwicklung 

von fluoreszenten H4R-Liganden das Kernstück diese Arbeit dar. Zur Synthese dieser sollten 

Ligandendesigns genutzt werden, die das Fluorophor sowohl in das Pharmakophor 

integrierten, als auch solche die entweder eine direkte Fluorophoranbindung oder eine 

Anbindung über einen Linker beinhalten. Basierend auf ihrer vielfachen Charakterisierung und 

den zufriedenstellenden Bindungseigenschaften in Hinblick auf den H4R, wurde dabei häufig 

eine Aminopyrimidinstruktur als Pharmakophor zu Grunde gelegt. Zusätzlich wurden 

Azlactamderivate synthetisiert, deren Sterik vergleichbar zum lipophilen Rest von Toreforant 

ist, als auch Chalconderivate, die sich von bekannten H3R-Fluoreszenzliganden mit marginaler 

H4R-Affinität ableiteten, um eine breitere Strukturvielfalt zu generieren. 

Letztere wurden durch Kopplung von 6-Hydroxytetralon und 3-(4-Methylpiperazin-1-yl)-

propan-1-ol im Sinne einer Mitsunobu-Reaktion und anschließender Aldolkondensation mit 

Dimethylaminobenzaldehyd (zu Verbindung 10) bzw. p-(Dimethylamino)-zimtaldehyd (zu 

Verbindung 11) gewonnen (Abbildung 41). Die Ausbeute beider Verbindungen über zwei 

Syntheseschritte lag bei 25%. 

 

Abbildung 41: Synthese der Verbindungen 10 und 11. Reaktanden und Bedingungen: i) 6-Hydroxytetralon, PPh3, DEAD, THF, 
reflux, 12 h; ii) Aldehyd, NaOH, EtOH, R.T., 12 h. Die Inbox zeigt die Referenzliganden LIX und LX. 

Eine Serie von Azlactamderivaten wurde ausgehend von der linearen Struktur des Toreforant 

als Leitstruktur entwickelt (12-17, Abbildung 42). Die basische Ankerfunktion wurde mit 

N-Methylpiperazin (für Verbindungen 12-15), Histamin (für Verbindung 16) und Piperidin (für 

Verbindung 17) realisiert. Das lipophile Azaindol von Toreforant wurde hierbei durch ein 

Fluorophor ersetzt, das sich aus der Struktur des GFP ableitet. Als verbrückendes Element 

sollten unterschiedliche Linker untersucht werden, die entweder den Abstand zwischen dem 
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basischen Anker des Toreforants und dem Pyrimidin oder aber dem Azaindol abbilden. Dies 

wurde durch die Wahl eines Propyllinkers (Verbindung 12) und um eine Phenylethereinheit 

verlängerte Variation (Verbindungen 13, 15 und 17) realisiert. Bei Verbindung 14 wurde als 

Anker 1-Amino-4-methylpiperazin eingesetzt, womit auf eine sterische Ähnlichkeit zu 

JNJ-7777120 abgezielt wurde. 

Synthetisch wurden die Azlactone P15 und P21 mittels Erlenmeyer-Synthese gewonnen und 

im Anschluss durch Mikrowellensynthese in die Azlactame 15-20 überführt. Die dabei 

benötigten primären Amine (Histamin, 1-Amino-4-methylpiperazin, P17, P20 und P23) trugen 

den basischen Anker. P17 wurde durch Alkylierung von Methylpiperazin mit 

N-(3-Brompropyl)-phthalimid und anschließender Abspaltung der Phthalschutzgruppe 

gewonnen. P20 und P23 wurden durch Reduktion der entsprechenden Nitroaromaten (P19 

und P22) synthetisiert, die durch eine Williamson-Ethersynthese hergestellt wurden. Die 

geplante Einbringung einer BF2-Einheit mittels Reaktion mit Bortribromid und anschließenden 

Brom-Fluor-Austausch analog zu Frizler et al.194 schlug fehl, sodass lediglich die Vorstufen des 

geplanten Fluorophors auf ihre Affinität gegenüber dem H4R hin untersucht wurden. 
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Abbildung 42: Synthese der Verbindungen 12-17. Reaktanden und Bedingungen: i) p-Nitrophenol, K2CO3, KI, Aceton, reflux, 
24 h; ii) H4N2

.H2O, Pd/C, reflux, 3 h; iii) N-(3-Brompropyl)phthalimid, K2CO3, KI, Aceton, reflux, 24 h; iv) H4N2
.H2O, EtOH, reflux, 

9 h; v) Acetylglycin, NaOAc, Ac2O, Mikrowelle, 190 °C, 4 min; vi) Amin, Pyridin, Mikrowelle, 190 °C, 10 min. Die Inbox zeigt 
Toreforant als Referenzliganden und das Fluorophor des GFP. 

Ein weiterer Ansatz mit dem Ziel der Entwicklung möglichst kleiner H4R-Fluoreszenzliganden 

stellt die integrative Kopplung des Fluorophors in das Pharmakophor dar. Strukturell dienten 

Liganden der Klasse der Pyrimidinderivate als Ausgangspunkte. So sollte ein endozyklischer 

Stickstoff der Guanidingruppe mit einem weiteren endo- oder exozyklischen Heteroatom über 
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eine Bordifluorid-Einheit verbrückt werden. Die dabei entstehenden Fluorophore orientierten 

sich an Vorläuferverbindungen aus Arbeiten von Kubota et al. und Ma et al., die strukturelle 

Modifikationen des 4-Bora-3a,4a-diaza-s-indacens (BODIPY)-Kerns durchführten.167,168,195 

Die Syntheseroute zu Verbindungen den 18-20 erfolgte sehr ähnlich zu den bereits 

durchgeführten Synthesen der Verbindungen 7-9: So wurden N-Methylpiperazin bzw. das 

CH-azide 2-Pyridylacetonitril mittels nucleophiler aromatischer Substitution an den 

Pyrimidinkern gebunden (P25, P28, P30) und das Pyrimidin P27 über Zyklisierung von Ethyl-

3-(2-methoxyphenyl)-3-oxopropanoat mit Guanidiniumcarbonat sowie anschließender 

Chlorierung des Pyrimidons P26 gewonnen. Die Einführung der Bordifluoridgruppe war 

hierbei der Schritt mit der geringsten Ausbeute (15% für Verbindung 18 und 19% für 

Verbindung 19) und blieb bei Verbindung 20 ergebnislos (Abbildung 43). 

 

Abbildung 43: Synthese von Verbindungen 18-20 (Integrierung von Fluorophor und Pharmakophor). Reaktanden und 
Bedingungen: i) DIPEA, Isopropanol, Mikrowelle, 140 °C, 2 h; ii) 2-Pyridylacetonitril, NaH, DMF, R.T., 12 h; iii) BF3OEt2, TEA, 
DCM, 40 °C, 8 h; iv) Guanidiniumcarbonat, EtOH/Toluol, reflux, 12 h; v) POCl3, MeCN, reflux, 12 h; vi) HBr; AcOH, 60 °C, 72 h. 
Die Inbox zeigt die zugrundeliegenden Fluorophore. 

Neben der Verschmelzung des Fluorophors mit dem Pharmakophor bietet die Strukturklasse 

der Aminopyrimidine auch die Möglichkeit der Anbindung des Fluorophors direkt oder über 

einen Linker. Generell lassen sich drei Möglichkeiten realisieren (Abbildung 44): 

1.) am lipophilen Substituenten,  

2.) am basischen Amin-Anker,  

3.) oder am primären Amin der Guanidinstruktur. 
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Abbildung 44: Optionen zum Einfügen von Fluoreszenzmarkern an 2-Aminopyrimidine. 

In einem iterativen Prozess wurde aus einem Ensemble von Liganden derjenige mit der 

höchsten H4R-Affinität bestimmt und dieser als Ausgangspunkt für weitere Optimierungen 

gewählt (Abbildung 45). Der erste Schritt war die Ermittlung der optimalen 

Markierungsposition (Verbindungen 21-25). Im Anschluss wurde in einem folgenden Schritt 

der Linker modifiziert (Verbindungen 26-28). Danach wurden Fluorophore mit geeigneteren 

Fluoreszenzeigenschaften verwendet, um Liganden zu erzeugen, die über eine höhere 

Leuchtkraft und Emissionen im sichtbaren Spektrum des Lichts verfügten (Verbindungen 29, 

30). Als letzter Schritt schloss sich eine Verlängerung des Linkers an. Damit sollte überprüft 

werden, ob deutlich längere Linker, die es erlauben, dass lediglich das Pharmakophor in die 

Rezeptor-Bindetasche vordringt, zu einer Affinitätszunahme führen können (Verbindungen 31 

und 32). 
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Abbildung 45: Entwicklungsstrategie der Verbindungen 21-32. Die innerhalb des Pfeils umrahmten Verbindungen stellen dabei 
den Ausgangspunkt für die weitere Modifikation dar. 

Dazu wurde zunächst 2,4-Dinitrobenzol als ein niedermolekulares und in der Sequenzanalyse 

von Aminosäuren nach Sanger genutztes Referenzfluorophor gewählt und Derivate des 

hochaffinen H4R-Liganden VUF-10460 hergestellt (Verbindungen 21-25). Die Verbindungen 21 

und 22 stellen dabei die Variationen am basischen Anker, 23 am primären Amin der 

Guanidinstruktur und 24 und 25 am lipophilen Ende des Grundkörpers dar. 
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Der Pyrimidingrundkörper P6 wurde zur Bildung von Verbindung 21 und 22 dabei mit einem 

Piperazinrest gekoppelt, der zuvor entweder direkt im Sinne einer nucleophilen aromatischen 

Substitution mit 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol derivatisiert wurde (21; 10% Ausbeute über zwei 

Schritte) oder aber über einen Propyllinker (22; 6% Ausbeute über vier Schritte; Abbildung 

46). 

 

Abbildung 46: Synthese der Verbindungen 21 und 22. Reaktanden und Bedingungen: i) 3-Amino-propan-1-ol, TEA, THF, R.T., 
4 h; ii) SOCl2, THF, 65 °C, 3 h; iii) Piperazin, DCM, R.T., 3 h; iv) Piperazin, Aceton, reflux, 12 h; v) P6, DIPEA, Isopropanol, 
Mikrowelle, 165 °C, 2 h. 

Bei der Synthese von Verbindung 23 (Ausbeute über vier Schritte: 2%) wurde zur Zyklisierung 

von Ethylbenzoylacetat zum Pyrimidon statt Guanidiniumcarbonat Harnstoff verwendet und 

im Anschluss beide Sauerstoffe mithilfe von Phosphoroxychlorid durch Chlor substituiert 

(P37), um die anschließenden sukzessiven aromatischen nucleophilen Substitutionen mit 

N-Methylpiperazin und P35, gewonnen aus der Reaktion von 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol mit 

1,3-Diaminopropan, zu ermöglichen (Abbildung 47). 
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Abbildung 47: Synthese der Verbindung 23. Reaktanden und Bedingungen:i) 1,3-Diaminopropan, DCM, R.T., 3 h; ii) Harnstoff, 
Mikrowelle, 165 °C, 20 min; iii) POCl3, MeCN, reflux, 12 h; iv) N-Methylpiperazin, DIPEA, EtOH, 20 °C, 3 h; v) P35, DIPEA, 
Isopropanol, Mikrowelle, 165 °C, 2 h. 

Um die Verbindungen 24 und 25 zu generieren, wurden die Precursor-Moleküle P42 und P47 

analog zu Verbindung 9 hergestellt (Abbildung 48). Demethylierung der paraständigen 

Methoxygruppe erbrachte die substituierbaren Pharmakophore P43 und P48, die gemäß einer 

Williamson-Ethersynthese zu den Produkten 24 und 25 derivatisiert wurden. Die Ausbeute 

über sechs Schritte beider Verbindungen betrug je 4%. 

Synthetisch wurden die Verbindungen 27 (Ausbeute über sechs Schritte: 5%) und 28 

(Ausbeute über sechs Schritte: 4%) analog aus dem Precursor P43 und linkergebundenem 

2,4-Dinitrobenzol (P56 und P58) gewonnen. Die Synthese von P56 und P58 (ohne Abbildung) 

erfolgte analog zur Bildung von P33. 
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Abbildung 48: Synthese der Verbindungen 24, 25, 27, 28. Reaktanden und Bedingungen: i) CO3Me2, NaH, Toluol, reflux, 12 h; 
ii) Guanidiniumcarbonat, EtOH/Toluol, reflux, 12 h; iii) POCl3, MeCN, reflux, 12 h; iv) N-Methylpiperazin, DIPEA, Isopropanol, 
Mikrowelle, 165 °C, 2 h; v) HBr, AcOH/H2O, 60 °C, 3 d, vi) P33, P56 bzw. P58 K2CO3, KI, Aceton reflux, 12 h. 

Beim Syntheseweg zu Verbindung 26 wurde zusätzlich evaluiert, ob die Linkerkopplung an das 

Pharmakophor der Fluorophorbindung voranschaltbar ist (Abbildung 49). Dies sollte die 

Möglichkeit eröffnen, aus einer gemeinsamen Vorstufe unterschiedliche Pharmakophor-

Fluorophor-Kombinationen bei einer vereinheitlichten Reaktionsführung zu erzeugen. 

So wurde zunächst 4-Hydroxyacetophenon mit 4-Brombutyronitril verethert (P49) und 

anschließend über drei Schritte in ein 6-Chlor-aminopyrimidinderivat überführt. Aus der 

Substitution des Chlors mit N-Methylpiperazin und anschließender Reduktion des Nitrils in 

Gegenwart von Raney-Nickel unter einer Wasserstoffatmosphäre wurde die Zwischenstufe 

P54 hergestellt. Auf diese Weise wurde ein primäres Amin erzeugt, das verfügbar zur 

Derivatisierung mit handelsüblichen amin-reaktiven Fluorophoren ist. Durch Verwendung von 

1-Chlor-2,4-dinitrobenzol wurde so Verbindung 26 generiert. Diese Syntheseroute führte zu 

einer Ausbeute von 19% über insgesamt sieben Schritte. 
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Abbildung 49: Synthese der Verbindungen 26 und 29-32. Reaktanden und Bedingungen: i) 1.) p-Toluolsulfonsäure, DCE, reflux, 
12 h; 2.) BF3

 . Et2O, DIPEA, reflux, 4 h; ii) Amin, TEA, DMF, 60 °C, 24 h; iii) LiOH, MeOH, R.T., 12 h; iv) 4-Brombutyronitril, K2CO3, 
KI, Aceton, reflux, 12 h; v) CO3Me2, NaH, Toluol, reflux, 12 h; vi) Guanidiniumcarbonat, EtOH/Toluol, reflux, 12 h; vii) POCl3, 
MeCN, reflux, 12 h; viii) N-Methylpiperazin, DIPEA, Isopropanol, Mikrowelle, 165 °C, 2 h; ix) H2, Raney-Ni, NH3, MeOH, 40 °C, 
3 d; x) 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol oder Dansylchlorid oder BOPPY, TEA, DMF, 60 °C – 100 °C, 3 h – 3 d; xi) P60 oder P63, EDC, 
DMAP, DMF, 60 °C, 12 h. 

Die Derivatisierung zu Verbindung 29 erfolgte analog unter Verwendung von Dansylchlorid als 

Elektrophil, ebenfalls über sieben Schritte mit einer Ausbeute von 16%. Der für Verbindung 30 

benötigte hydrazinverknüpfte Pyrrol-Picolinoyl-bis-(bordifluorid)-Komplex (BOPPY, P59) 
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wurde in einer Ein-Topf-Synthese nach Yu et al.169 ausgehend von 3,5-Dimethylpyrrol-2-

carboxaldehyd und 2-Chlor-6-hydrazinylpyridin hergestellt und durch anschließende 

nucleophile aromatische Substitution an den Precursor P54 gebunden (Abbildung 49). Nach 

einer siebenschrittigen Synthese ergab sich für Verbindung 30 eine Gesamtausbeute von 8%. 

Bei den Verbindungen 31 und 32 (Ausbeute über sieben Schritte jeweils: 3%) handelt es sich 

ebenfalls um Liganden, die BOPPY als Fluorophor tragen. Durch die Kombination des 

bestehenden Aminobutyllinkers mit langkettigen Carbonsäuren wurde versucht eine 

Positionierung des Fluorophors außerhalb des aktiven Zentrums des H4R zu ermöglichen. Auch 

hier diente P54 als Ausgangsverbindung. Zuvor wurde das BOPPY-Fluorophor entweder an 

Aminocapronsäure (P60) oder aber an Methylglycylglycinat (P62) gebunden. Eine direkte 

Kopplung von BOPPY an Glycylglycin war nicht erfolgreich, sodass die Schützung der 

Carbonsäure als Methylester und anschließende Entschützung notwendig war. 

Derivate der in Kapitel 1.3.4: gezeigten hochaffinen Chinazolinverbindungen (XVII und XVIII) 

tragen teilweise voluminöse Reste, weshalb diese für weitere fluoreszente H4R-Liganden als 

Referenzverbindungen herangezogen wurden. Die Verbindungen 33 und 34 (Ausbeute über 

zwei Schritte: 16% bzw. 12%) können dabei als struktureller Übergang angesehen werden, die 

den Pyrimidinkern mit der Substituentenanordnung der genannten Chinazolinderivate 

kombinieren. Zur Erzeugung dieser Verbindungen wurde 2,4-Dichlorpyrimidin sukzessive mit 

N-Methylpiperazin und P35 bzw. umgekehrt substituiert (Abbildung 50). 

 

Abbildung 50: Synthese der Verbindungen 33 und 34. Reaktanden und Bedingungen: i) N-Methylpiperazin, DIPEA, Isopropanol, 
Mikrowelle, 165 °C, 2 h; ii) P35, DIPEA, Isopropanol, 20 °C, 2 h. 

Die Chinazolingrundgerüste P66 (für Verbindungen 35-37) und P75 (für Verbindung 38) 

wurden literaturanalog aus 2-Amino-5-chlorbenzoesäure durch Zyklisierung mit Harnstoff und 

anschließender Chlorierung sowie aus 2-Aminoterephthalat und Cyanamid über Chlorierung 
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der Pyrimidonstruktur und Einbringen einer 1,2,5-Triazolgruppe mit anschließendem 

Austausch durch N-Methylpiperazin gewonnen (Abbildung 51). 

 

Abbildung 51: Synthese der Chinazolinprecursoren P66 und P75. Reaktanden und Bedingungen: i) 1.) Harnstoff, 160 °C, 6 h; 
2.) POCl3, DEA, reflux, 1 h; ii) 1.) Cyanamid, HCl, MeCN, 90 °C, 12 h; 2.) Ac2O, reflux, 16 h; 3.) 1,2,4-Triazol, DIPEA, POCl3, R.T., 
16 h; 4.) N-Methylpiperazin, Dioxan, reflux, 1 h. 

Zwei aufeinanderfolgende nucleophile aromatische Substitutionen von P66 mit 

N-Methylpiperazin und P35 führten zu den Produkten 35 und 36 in Ausbeuten von 26% bzw. 

38% über drei Schritte (Abbildung 52). Da die von Smits et al. synthetisierten Verbindungen 

über ein substituiertes Sulfonamid verfügten (vgl. Verbindung XXIV), wurde P35 um eine 

Taurineinheit verlängert und so eine größere strukturelle Ähnlichkeit erzeugt (P47). Zuvor 

musste dabei der Taurinsticktoff geschützt werden, um eine Selbstkondensation zu 

vermeiden. Reaktion des fluoreszenzmerkierten Taurins P72 und P66 erbrachte Verbindung 

37 nach Substitution mit N-Methylpiperazin (Ausbeute über drei Schritte: 8%). 
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Abbildung 52: Synthese der Verbindungen 35-37. Reaktanden und Bedingungen. i) Phthalsäureanhydrid, KOAc, AcOH, reflux, 
10 min; ii) PCl5, Toluol, reflux, 3 h; iii) P35, TEA, CHCl3, R.T., 20 h; iv) N2H4

 . H2O, EtOH, reflux, 9 h; v) Amin, DIPEA, Isopropanol, 
R.T., 2 h. vi) Amin, DIPEA, Isopropanol, Mikrowelle, 165 °C, 2 h. 

Verbindung 38 wurde durch Verseifung des Esters P75 und anschließende Amidierung mit 

dem BOPPY-Derivat P74 in Gegenwart von EDC gewonnen (Abbildung 53). 

 
Abbildung 53: Synthese der Verbindung 38. Reaktanden und Bedingungen: i) LiOH, MeOH, R.T., 12 h; ii) P74, EDC, kat. DMAP, 
DMF 60 °C, 12 h. 
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3.4: Photophysikalische Untersuchungen 

Die in dieser Arbeit entwickelten H4R-Fluoreszenzliganden sollen primär zur Markierung von 

funktionalen H4R in Geweben oder aber zur Durchführung pharmakologischer Bindungsassays 

verwendet werden. Angestrebt wurden daher Verbindungen mit hohen Quantenausbeuten 

und Emissionsspektren im sichtbaren Licht. Die Ermittlung dieser photophysikalischen 

Kenngrößen wird in dem folgenden Kapitel dargestellt. 

Für Verbindung 18 wurden Ergebnisse ermittelt, die mit den Beobachtungen von Kubota et al. 

vergleichbar sind. Der Verbindung 18 zugrundeliegende Pyridomethen-BF2-Komplexe weisen 

in Abhängigkeit von den jeweiligen Substituenten Emissionsmaxima in Lösung zwischen 

456 nm und 473 nm auf. Die Absorptionsmaxima liegen substituentenabhängig zwischen 

450 nm und 459 nm.195 Das Emissionsmaximum von Verbindung 18 liegt bei 487 nm und die 

maximale Absorption bei 402 nm (Abbildung 54). Die geringere Symmetrie im Vergleich zu 

den Verbindungen, dargestellt von Kubota et al., ist hierbei verantwortlich dafür, dass die 

elektronische Anregung einen höheren Energiebedarf hat und das Absorptionsmaximum 

daher hypsochrom verschoben ist. 

 

Abbildung 54: Normiertes Absorptionsspektrum (blau) und normiertes Emissionsspektrum (orange) der Verbindung 18. 
Spektren vermessen in Methanol mit c(Absorption) = 1 μM und c(Emission) = 0.3 μM (λex = 410 nm). 

Die Quantenausbeute, die für die Referenzverbindungen substituentenabhängig zwischen 3% 

und 25% liegt,195 ist jedoch vergleichbar mit einer gemessenen Quantenausbeute von 14% für 
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Verbindung 18. Da die Bestimmung der unterschiedlichen Kinetiken technisch nicht möglich 

ist, wurde anstatt der in Kapitel 1.4 vorgestellten Formel (1) die Quantenausbeute durch 

Vergleich mit einem Referenzfluorophor ermittelt. 

 

Abbildung 55: Linearisierte Auftragungen der Konzentrationsabhängigkeit der Absorbanz und Fluoreszenzintensität der 
Verbindung 18 und Coumarin-153. A) Absorbanz von Verbindung 18 in Abhängigkeit der Konzentration; B) Absorbanz von 
Coumarin-153 in Abhängigkeit der Konzentration; C) Fluoreszenzintensität von Verbindung 18 in Abhängigkeit der 
Konzentration; D) Fluoreszenzintensität von Coumarin-153 in Abhängigkeit der Konzentration. 

Bei den Chalconderivaten 10 und 11 wurden, wie bei den jeweiligen Ausgangsverbindungen 

XLII und XLIII, hohe Stokesverschiebungen gemessen, da das Fluorophor wenig rigidisiert ist. 

Die Aufnahme von Absorptions- und Emissionsspektren der Verbindungen 10 und 11 

(Abbildung 56) zeigte, dass die Absorptionsmaxima bei 408 nm für 10 und bei 425 nm für 11 

(vgl.: λmaxAbs(XLII) = 405 nm; λmaxAbs(XLIII) = 468 nm) liegen. Die Emissionswellenlängen 

liegen bei 638 nm für 11 und 680 nm für 10 (vgl.: λmaxEm(XLII) = 584 nm; λmaxEm(XLIII) = 670 

nm). Bei gleicher Konzentration zeigte Verbindung 11 eine intensivere Fluoreszenz als 

Verbindung 10 (Abbildung 56 B). 
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Abbildung 56: Absorptions- und Emissionsspektren der Verbindungen 10 (orange) und 11 (blau). A) Absorptionsspektren 
gemessen in Methanol c = 15 μM; B) Emissionsspektren gemessen in Methanol c = 2 μM (λex = 425 nm). 

Aus den Absorptionsspektren der Aminopyrimidinderivate 24, 29 und 30 ist ersichtlich, dass 

die maximalen Absorptionen von 24 und 29 sich mit 335 nm respektive 325 nm im nahen UV-

Bereich befinden und die Absorption von 30 mit einem Maximum von 455 nm im sichtbaren 

Spektrum des Lichts liegt. Alle Verbindungen weisen damit literaturvergleichbare Werte 
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auf.169,170 Bei einer Anregungswellenlänge von λEx = 330 nm und einer Konzentration von 

10 μM lässt sich das Emissionsmaximum von 24 nicht ermitteln, da das Fluoreszenzsignal nur 

unwesentlich höher ausfällt als das Hintergrundrauschen. Bei gleicher Konzentration und 

Anregungswellenlänge zeigt Verbindung 29 ein deutlich höheres Fluoreszenzsignal mit einem 

Maximum bei λmaxEm = 500 nm und verhält sich damit literaturkonform.196 Das 

Emissionsspektrum von Verbindung 30 wurde bei einer Anregungswellenlänge von 

λEx = 450 nm und einer Konzentration von 10 μM vermessen und zeigt ein Hauptmaximum bei 

λmaxEm = 480 nm und ein Nebenmaximum bei λ= 517 nm (Abbildung 57). Das 

Fluoreszenzverhalten entspricht damit den von Yu et al.169 beschriebenen Fluorophoren. Die 

Spektren zeigen die typische Spiegelbildsymmetrie, die sich aus dem Franck-Condon-Prinzip 

ergibt. Die Fluoreszenzeigenschaften der vermessenen Verbindungen sind in Tabelle 2 

zusammengefasst. Ersichtlich ist, dass mit zunehmender Fluorophorgröße die Absorptionen 

zu höheren Wellenlängen verschoben sind sowie ein erhöhter Stokes-Shift für die 

Verbindungen 10 und 11 die eine flexible Struktur aufweisen. 

Tabelle 2: Fluoreszenzeigenschaften der Verbindungen 18, 10, 11, 24, 29 und 30 

Verbindung λmaxAbs [nm] λmaxEm [nm] Stokes-Shift [nm] 

18 402 487 85 

10 408 680 272 

11 425 638 213 

24 335 n.a. n.a. 

29 325 500 175 

30 455 480 25 

n.a. = keine Fluoreszenz messbar 
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Abbildung 57: Photophysikalische Untersuchungen der Verbindungen 24, 29 und 30. A) Absorptionspektren von 24, 29 und 30 
in H4R-Pufferlösung; c = 0.1 mM. B) Emissionsspektren von 24 und 29 in H4R-Pufferlösung; c = 10 μM; λEx = 330 nm. C) 
Normierte Absorptions- und Emissionsspektren der BOPPY-markierten Verbindung 30 in H4R-Puffer; c(Abs) = 10 μM; 
c(Em) = 0.1 μM; λEx = 450 nm. 
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3.5: Biologische Evaluation 

Die synthetisierten Verbindungen wurden in Verdrängungsassays unter Verwendung des 

radioaktivmarkierten Referenzliganden [3H]-Histamin auf Ihre Affinität gegenüber dem H4R 

untersucht. Aufgereinigte Zellmembranen mit humanen H4R wurden aus Spodoptera 

frugiperda Zellen (Sf-9) gewonnen, die durch Einsatz von Baculoviren transient zur H4R-

Überexpression modifiziert wurden.197 Die Bestimmung der Affinität gegenüber dem H3R 

erfolgte analog unter Verwendung von [3H]-Nα-Methylhistamin als Radioligand und 

Zellmembranfragmenten, die aus modifizierten HEK 293 Zellen gewonnen wurden.198 Die 

biologische Evaluation der Liganden wurde in der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dr. h.c. Stark von 

Stephan Schwedt, Stefanie Hagenow und David Reiner durchgeführt. 

3.5.1: Strukturanaloga bekannter H4R-Liganden 

Mit der Einführung des Histaminrests an den Indolkörper von JNJ-7777120 anstelle des 

N-Methylpiperazins (Verbindung 1) konnte eine Affinität im niedrigen mikromolaren Bereich 

erhalten werden (Ki(hH4R) = 1106 nM). Im Vergleich zu JNJ-7777120 (Ki(hH4R) = 14 nM) ist 

diese jedoch rund 80-fach geringer. Das Hydrazinderivat des Referenzliganden JNJ-7777120 

Verbindung 2 weist keine Affinität gegenüber dem H4R auf (Tabelle 3). 

Die Verbindungen 3 – 6 orientieren sich strukturell an JNJ-7777120, doch trotz ihrer 

plastischen Ähnlichkeit zu JNJ-7777120 zeigte keine der synthetisierten Verbindungen eine 

Affinität gegenüber dem H4R (Tabelle 3).  

Da die Verwendung von 1-Amino-4-methylpiperazin zu einem vollständigen Verlust der 

H4R-Affinität bei Verbindung 2 führte, wurde dieser Rest nicht mehr verwendet. Für die 

Verbindungen 7 und 8 wurde daher Histamin als basischer Anker verwendet. Die 

Verbindungen zeigten hohe Affinitäten gegenüber dem H4R (7: Ki(hH4R) = 106 nM; 

8: Ki(hH4R) = 11.3 nM) (Tabelle 4). Verbindung 8 ist somit die affinste Verbindung dieser 

Arbeit. 

Die Kombination von VUF-10460 mit N-Propylpiperidin zur Bildung von Verbindung 9 

erbrachte einen hochaffinen H3R-Liganden. Ähnlich wie beim Referenzliganden XLIV ging 

dadurch die H4R-Affinität signifikant zurück (Tabelle 4). 
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Tabelle 3: hH4R-Affinitäten der Verbindungen JNJ-7777120 und 1-6. Daten sind angegeben als Mittelwert innerhalb des 95% 
Konfidenzintervalls (KI) von n unabhängigen Experimenten. 

Verbindung Struktur 

Ki(hH4R) [nM] 

[95% KI] 

(n) 

JNJ-

7777120 

 

1469 

1 

 

1106 

[822, 1488] 

(3) 

2 
 

 

> 10 000 

 

(3) 

3 

 

> 10 000 

 

(2) 

4 

 

> 10 000 

 

(2) 

5 

 

> 10 000 

 

(2) 

6 

 

> 10 000 

 

(3) 
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Tabelle 4: hH3R und hH4R-Affinitäten der Verbindungen 7-9 sowie der entsprechenden Referenzliganden. Daten sind 
angegeben als Mittelwert innerhalb des 95% Konfidenzintervalls (KI) von n unabhängigen Experimenten. 

Verbindung Struktur 

Ki(hH4R) [nM] 

[95% KI] 

(n) 

Ki(hH3R) 

[nM] 

[95% KI] 

(n) 

VUF-10460 

 

4.189 

n.b. 

7 

 

106 

[25, 445] 

(4) 

n.b. 

8 

 

11.3 

[2.2, 59.1] 

(5) 

n.b. 

XII 

 

98199 n.b. 

XLIV 

 

4480200 49.1200 

9 

 

5136 

[2945, 8958] 

(4) 

0.83 

[0.12, 

5.63] 

(4) 
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3.5.2: Fluoreszente H4R-Liganden 

Die Synthese der Chalconverbindungen 10 und 11 erbrachte Derivate der Referenzliganden 

XLII und XLIII. Dabei zeigte Verbindung 10 eine geringere H4R-Affinität (Ki(hH4R) = 2039 nM) 

als Verbindung 11 (Ki(hH4R) = 562 nM) (Tabelle 5). 

Tabelle 5: hH4R Affinitäten der Verbindungen 10 und 11. Daten sind angegeben als Mittelwert innerhalb des 95% 
Konfidenzintervalls (KI) von n unabhängigen Experimenten 

# Struktur 

Ki(hH4R) [nM] 

[95% KI] 

(n) 

XLII 

          

12370 

XLIII 

 

5634 

10 

          

2039 

[1036, 4014] 

(4) 

11 

 

562 

[276, 1145] 

(4) 

Bei dem Versuch fluoreszierende H4R-Liganden zu erzeugen, deren räumliche Gestalt 

Toreforant ähnelten, wurden die Azlactame 12-17 gewonnen. Diese zeigten bei einer 

Konzentration von 10 µM nur geringe Inhibitionen der Bindung von [H³]-Histamin an den H4R, 

die 50% nicht signifikant überschritten. Da die Inhibitionsraten so gering ausfielen wurden 

keine Ki-Werte für den H4R bestimmt. Selbst die hohe Affinität von Histamin gegenüber dem 

H4R wurde reduziert, sobald es mit dem Azlactam kombiniert wurde (Verbindung 16; 

Inhibition = 31±3%). 
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Verbindung 15 stellt die aktivste Verbindung dieser Serie dar (Inhibition = 57±8%) und trägt 

als Alleinstellungsmerkmal ein Chloratom in der Region, die als Fluorophor dienen sollte. Die 

nichthalogenierte Variante (Verbindung 13) stellt hingegen die inaktivste Verbindung der 

Serie dar (Inhibition = 20±12%). Mit Verbindung 17 wurde eine Struktur geschaffen, die 

hochselektiv gegenüber dem H3R (Ki = 4.7 nM) ist. Als einzige Verbindung der Serie mit einer 

Piperidinylgruppe zeigt diese ebenfalls keine H4R-Aktivität (Ki > 10 000 nM) (Tabelle 6). 

Aufgrund der geringen H4R-Affinität der Serie und der erfolglosen Bildung des Fluorophors 

wurde auf die weitere Synthese von Azlactam-Derivaten verzichtet. 
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Tabelle 6: hH3R und hH4R-Affinitäten der Verbindungen 12 bis 17. Daten sind angegeben entweder als Mittelwert innerhalb 
des 95% Konfidenzintervalls (KI) von n unabhängigen Experimenten oder als Mittelwert ± Standardabweichung der 
prozentualen Verdrängung/Inhibition des Radioliganden bei einer Konzentration von 10 µM. 

# Struktur 

Ki(hH4R)  

[nM] 

[95% KI] 

(n) oder  

%Inhibition @10 μM 

Ki(hH3R) 

[nM] 

[95% KI] 

(n) 

 

12 

       

25±4% n.b. 

13 

       

20±12% n.b. 

14 

       

27±11% n.b. 

15 

 

> 10 000 

 

(2) 

57±8% 

508 

[147, 

1753] 

(4) 

16 

       

31±3% n.b. 

17 

       

> 10 000 

 

(3) 

4.7 

[1.4, 

15.8] 

(4) 
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Die Schaffung möglichst niederatomiger H4R-Fluoreszenzliganden wurde durch 

Verschmelzung des Fluorophors mit dem H4R Pharmakophor realisiert (Verbindungen 18-20). 

Die Verbindungen 18 und 20 stellten sich als inaktiv gegenüber dem H4R heraus 

(Ki(hH4R) > 10 000 nM). Verbindung 19, bei der das primäre Amin am Pyrimidin erhalten blieb 

und die Bordifluorid-gruppe über einen Phenol-Sauerstoff gebunden ist, zeigte die höchste 

H4R-Affinität (Ki(hH4R) = 400 nM) dieser Serie (Tabelle 7). 

Tabelle 7: hH4R Affinitäten der Verbindungen 18 bis 20. Daten sind angegeben als Mittelwert n unabhängigen Experimenten 

# Struktur 
Ki(hH4R) [nM] 

(n) 

18 

 

> 10 000 

(2) 

19 

 

400 

(1) 

20 

 

> 10 000 

(2) 

 

Das Aminopyrimidin-Pharmakophor wurde auch als Ausgangspunkt für Fluoreszenzliganden 

genutzt, bei denen die Fluorophoranbindung direkt oder über einen Linker realisiert wurde. 

Dabei wurde mit den Verbindungen 21-25 die bestmögliche Anbindungsposition unter 

Verwendung einer 2,4-Dinitrobenzolgruppe als Modellfluorophor evaluiert. Die Verbindungen 

21 und 22 (Bindung des Fluorophors ohne und mit Linker an den Piperazinrest) und 23 

(Bindung des Fluorophors mit Linker an das primäre Amin des Pyrimidins) erwiesen sich dabei 

als inaktiv gegenüber dem H4R (Ki(hH4R) > 4 μM). Wurde der Phenylsubstituent des Pyrimidins 

als Anbindungspunkt für das Fluorophor mit Linker genutzt (Verbindungen 24 und 25) ergaben 

sich Liganden mit H4R-Affinitäten im niedrigen dreistelligen nanomolaren Bereich. 
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Ausgehend von Verbindung 24 wurde der Linker variiert und es ergaben sich die Verbindungen 

26 und 27. Mit der Einführung einer Diethylenetherbrücke wurde Verbindung 27 erzeugt, die 

signifikant geringer affin gegenüber dem H4R (Ki(hH4R) = 1500 nM) war als die 

Ausgangsverbindung. Hingegen zeigten die Verbindungen 26 und 27 ähnliche H4R-Affinitäten 

wie die der Verbindung 24. Als Linker dienten hier eine Butyl- bzw. eine Hexyleinheit. 

In Folge wurden Derivate von Verbindung 26 gebildet, um weitere Fluorophore einzubringen 

(Verbindungen 29 und 30). Die Verbindungen zeigten eine nicht signifikant geringere Affinität 

gegenüber dem H4R als Verbindung 27. 

Die BOPPY-tragenden Verbindungen 31 (Ki(hH4R) = 850 nM) und 32 (Ki(hH4R) = 1200 nM) mit 

längeren Linker zeigten keine gesteigerte H4R-Affinität im Vergleich zu Verbindung 30. 

Die Verbindungen 33 und 34, bei denen es sich um die Übergangsverbindungen zu den 

Chinazolinderivaten 35 bis 37 handelt, zeigten keine Affinität (Ki(hH4R) > 4 μM) in dem 

zugrundeliegenden Assay-System. Ebenso waren die Chinazolinderivate 35 und 36 nicht H4R-

affin (Ki(hH4R) > 4 μM). Lediglich Verbindung 37, in deren Linker zwischen Pharmakophor und 

Fluorophor eine Taurineinheit inkooperiert wurde, zeigte eine Restaffinität 

(Ki(hH4R) = 2077 nM). Mit Verbindung 38 wurde der Anknüpfungspunkt an das Chinazolin-

gerüst variiert, was zu einer gesteigerten Affinität (Ki(hH4R) = 510 nM) im Vergleich zu den 

Verbindungen 35 – 37 führte (Tabelle 8). 
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Tabelle 8: hH4R Affinitäten der Verbindungen 21-38. Daten sind angegeben als Mittelwert innerhalb des 95% 
Konfidenzintervalls (KI) von n unabhängigen Experimenten 

# Struktur Ki(hH4R) [nM] 

[95% KI] 

(n) 

21 

 

> 4 000 

 

 

22 

 

> 4 000 

 

 

23 

 

> 4 000 

 

 

24 

 

154 

[97.1, 243] 

(4) 

25 

 

174 

[115, 263] 

(3) 

26 

 

149 

[107, 209] 

(4) 
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# Struktur Ki(hH4R) [nM] 

[95% KI] 

(n) 

27 

 

1500 

[300, 8000] 

(6) 

28 

 

186 

[147, 235] 

(4) 

29 

 

224 

[81.0, 620] 

(4) 

30 

 

428 

[188, 974] 

(3) 

31 

 

850 

[410,1750] 

(3) 

32 

 

1200 

[600, 2200] 

(4) 

33 

 

> 4 000 
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# Struktur Ki(hH4R) [nM] 

[95% KI] 

(n) 

34 

 

> 4 000 

 

35 

 

> 4 000 

 

36 

 

> 4 000 

 

37 

 

2077 

[755, 5713] 

(2) 

38 

 

510 

[300, 890] 

(4) 
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4: Diskussion 

4.1: Strukturanaloga bekannter H4R-Liganden 

Um neuartige H4R-Liganden zu schaffen, die die Möglichkeiten und den synthetischen 

Spielraum zur Affinitätssteigerung aufzeigen sollten, wurden zunächst Strukturanaloga des 

bekannten H4R-Liganden JNJ-7777120 synthetisiert. 

Die Strukturvariationen von JNJ-7777120 ähnlichen Verbindungen, die in dieser Arbeit 

präsentiert werden (Verbindungen 1-6) waren nicht affiner gegenüber dem H4R als die 

Ausgangsverbindung. Die geringe H4R-Affinität von Verbindung 2 (Ki(hH4R) > 10 000 nM) ist 

dabei in Übereinstimmung mit von Terzioglu et al.79 veröffentlichten Ergebnissen. Als Grund 

für den Verlust der Bindungseigenschaft ist der geänderte Winkel zwischen dem basischen 

tertiären Amin und dem chlorierten Indol denkbar. 

In-silico Berechnungen haben gezeigt, dass das basische Amin des N-Methylpiperazins mit der 

konservierten Aminosäure Asp3.32 eine ionische Wechselwirkung eingeht.32,34,201 Der Indolrest 

von JNJ-7777120 wird dabei höchstwahrscheinlich in eine hydrophobe Kavität der 

extrazellulär zugewandten Seite des H4R kooperiert und über Wechselwirkungen des 

Indolstickstoffs mit der Aminosäure Glu5.46 stabilisiert.34,202–204 Durch den aufgeweiteten 

Winkel und die erhöhte Flexibilität und Abstand zwischen Indol und basischen Stickstoff des 

1-Amino-4-methylpiperazins in Verbindung 2 ist möglichweise diese Bindungsregion nicht 

mehr erreichbar, sodass die Affinität sinkt. 

Interessanterweise ist mit der Einführung des Histaminrests eine Restaffinität der 

Verbindung 1 erhalten geblieben (Ki(hH4R) = 1106 nM). Wie bereits im Kapitel 1.3.1: gezeigt, 

interagiert Histamin als endogener Ligand mit seinem primären Amin mit Asp3.32 und mit 

Glu5.46 über den Imidazolstickstoff.34 Würde der Histaminrest von Verbindung 1 eine 

invertierte Ausrichtung in Bezug auf den endogenen Liganden Histamin einnehmen und mit 

dem deutlich schwächer basischen Imidazolstickstoff (pKs ≈ 7, vgl. 

pKs(N-Methylpiperazin) ≈ 8.7) mit dem Ankerpunkt Asp3.32 wechselwirken, so wäre die 

Distanz zum Indolrest vergleichbar mit der Distanz zwischen dem basischen Amin und dem 

meist aromatischen Substituenten von Liganden der Aminopyrimidinklasse, wie 

beispielsweise ST-994 (Ki(hH4R) = 146 nM85) oder VUF-10460 (Ki(hH4R) = 4.1 nM90). Bei diesen 

Verbindungen weisen die aromatischen Substituenten in die oben angesprochene 

hydrophobe Kavität und erfahren keine spezifischen Wechselwirkungen mit Aminosäuren des 
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Rezeptors. Die Aminogruppen der Guanidinstruktur dieser Verbindungen interagieren 

entweder direkt mit Glu5.46 oder über Wasserbrücken.42,202,205 Diese Interaktion zwischen dem 

Rezeptor und Verbindung 1 ist nicht möglich, was die geringere Affinität in Bezug auf ST-994 

und VUF-10460 erklärt. 

Da jedoch eine Restaffinität erhalten blieb, konnte mit Verbindung 1 gezeigt werden, dass ein 

Histaminrest in der Struktur von chemischen Sonden für den H4R prinzipiell als basische 

Funktionalität in Frage kommt. Am Beispiel der Verbindungen 7 und 8 konnte dies belegt 

werden. Die Affinitäten dieser Verbindungen unterscheiden sich nicht signifikant von den 

Ausgangsverbindungen ST-994 und VUF-10460. 

VUF-10460 diente auch als Ausgangsverbindung für Verbindung 9. Durch die Einführung des 

N-Propylpiperidinylrests wurde die gewünschte H3R-Affinität erzielt (Ki(hH3R) = 0.83 nM). Dies 

zeigt, dass die N-Propylpiperidinyleinheit maßgeblich für die H3R-Affinität verantwortlich ist 

und in mannigfaltiger Kombination potente H3R Liganden erzeugt werden können, die sich 

durch zusätzliche Funktionalitäten auszeichnen. 

Jedoch ließ sich die hohe H4R-Affinität von VUF-10460 nicht beibehalten und reduzierte sich 

drastisch um drei Potenzen. Damit verhält sich Verbindung 9 analog zu Verbindung XLIV. XLIV 

weist ebenfalls eine hohe Affinität zum H3R (Ki(hH3R) = 49.1 nM) auf, verliert aber gleichzeitig 

in einem hohen Maße die H4R-Affinität (Ki(hH4R) = 4480 nM) im Vergleich zur 

Ausgangsverbindung (XII; Ki(hH4R) = 98 nM), die von Sander et al. synthetisiert wurde (Tabelle 

4).199,200 Dies weist die Unterschiede in der Akzeptanz von Resten an hochaffinen 

Verbindungen zwischen H3R und H4R auf; wohingegen der H3R eine Vielzahl an Substituenten 

an der N-Alkylpiperidin-Grundstruktur toleriert,206,207 ist die Akzeptanz für strukturelle 

Variationen beim H4R deutlich geringer. 

Die Verbindungen 3-6, die Strukturvariationen von JNJ-7777120 darstellen, bei denen die 

lipophile Einheit durch einen Pyrazololrest substituiert wurde, zeigten keine Affinität 

gegenüber dem H4R (Tabelle 3). Die lipohile Wechselwirkung, die für die hohe Affinität von 

JNJ-7777120 verantwortlich ist, könnte durch die Anwesenheit der polaren Hydroxygruppe 

am Pyrazol gestört sein. Nicht zuletzt liegt ein veränderter Winkel zwischen dem basischen 

Brückenkopf und dem aromatischen System vor, was bei der marginalen Veränderung von 

Verbindung 2 schon zu einer beträchtlichen Beeinflussung der Affinität im Vergleich zu JNJ-

7777120 führte. 
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Synthetisch wurden die Pyrazololderivate aus einem Ringschluss von 2-Oxo-bernsteinsäure 

mit aromatischen Hydrazinderivaten zu den Precursoren P1-P3 und anschließender 

Amidbildung mittels CDI gewonnen. Eine Methylierung der Hydroxylgruppe, die die 

Anbindung weiterer Substituenten ermöglichen sollte, war nicht erfolgreich, sodass deren 

Einfluss nicht überprüft werden konnte. Grund hierfür kann die vorhandene Nukleophilie des 

sekundären Stickstoffs im Pyrazol sein. Durch Bildung von quartären Ammoniumsalzen 

entstanden Nebenprodukte, die sich aufgrund ihrer Salzstruktur nur unzulänglich aufreinigen 

ließen. Die hier gezeigten Pyrazololderivate eignen sich daher nicht als Grundkörper für 

neuartige H4R-Liganden. 

Mit der Bereitstellung neuer JNJ-7777120-Derivate konnten neue Einblicke in die Wahl des 

Pharmakophors zur Fluoreszenzmarkierung gewährt werden. Es konnte gezeigt werden, dass 

selbst geringe Modifikationen an JNJ-7777120 zu erheblichen Affinitätsverlusten gegenüber 

dem H4R führen können. Daher wurde dieses Pharmakophor nicht genutzt um 

fluoreszenzmarkierte H4R-Liganden zu erzeugen. Mit den Verbindungen 7-9 konnte jedoch 

gezeigt werden, dass die Klasse der Aminopyrimidine strukturelle Vielfalt zulassen und sich 

somit als Ausgangspunkt für die Synthese fluoreszenzmarkierter H4R-Liganden eignen. 

4.2: Fluoreszente H4R-Liganden 

Zur Gewinnung von fluoreszenten H4R-Liganden wurden bekannte Fluorophore entweder 

durch Integration in den pharmakologisch wirksamen Teil, über eine direkte Kopplung mit 

diesem oder durch Verknüpfung beider Strukturelemente mit einem Linker gewonnen. 

Besonders die Klasse der Aminopyrimidine stellte sich als vielversprechender Ausgangspunkt 

für den iterativen Prozess zur Optimierung der Fluoreszenzeigenschaften und der Affinität 

gegenüber dem H4R heraus. 

Bei der Synthese der Chalconderivate 10 und 11 konnte durch die Umstellung auf die 

Mitsunobu-Reaktion zu Beginn der Synthesesequenz diese um eine Stufe reduziert werden im 

Vergleich zu den Referenzverbindungen XLII und XLIII, ohne dass die Gesamtausbeute 

reduziert wurde.208 Der hier beschriebene Syntheseweg stellt somit eine optimierte Variante 

dar. 

Durch die Einführung der N-Methylpiperazin-Gruppe anstelle eines Piperidins konnte die 

Affinität gegenüber dem H4R signifikant gesteigert werden. Die Affinität der Verbindung XLII 

konnte um den Faktor 6 (XLII: Ki(H4R) = 12370 nM vs. 10: Ki(H4R) = 2039 nM) erhöht werden 
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und im Falle der Verbindung XLIII belief sich die Steigerung auf das 10-Fache (XLIII: 

Ki(H4R) = 5634 nM vs. 11: Ki(H4R) = 562 nM). 

So konnte mit Verbindung 11 ein Fluoreszenzligand geschaffen werden, dessen 

Fluoreszenzspektrum es erlaubt Markierungsexperimente durchzuführen,208 jedoch ist die 

Bindungsaffinität zum H4R nicht ausreichend und bleibt hinter denen der Aminopyrimidine 7 

und 8 zurück, sodass alternative Fluoreszenzliganden entwickelt wurden. 

Bei den Verbindungen 12-17 handelt es sich um Strukturen, die den sterischen Aufbau von 

Toreforant widerspiegeln und Vorstufen zu GFP-analogen Fluorophoren darstellen. 

Bei einer Testkonzentration von 10 μM zeigte keine der Verbindungen 12-17 eine 

hinreichende Verdrängung des Radioliganden von H4R (%Inhibition <50% bzw. 

Ki(H4R) > 10 000 nM, Tabelle 6). Die Substanzen sind demnach nicht H4R affin. 

Wahrscheinlich ist das Azlactam deutlich zu polar (cLog P(15) = 2.99 vgl. 

cLog P(Toreforant) = 3.83), um in die hydrophobe Kavität des H4R zu binden. Verbindung 15, 

die über einen aromatisch gebundenen Chlorsubstituenten verfügt, stellt innerhalb der Serie 

die Verbindung mit der stärksten inhibitorischen Wirkung dar. Durch die erhöhte Lipophilie 

weist diese Verbindung wahrscheinlich die höchste Komplementarität mit der hydrophoben 

Bindetasche des H4R auf. Zusätzlich weichen die Verbindungen 12-17 insofern von der 

Leitstruktur Toreforant ab, als dass das zentrale Pyrimidin entweder entfiel oder durch ein 

Phenol ersetzt wurde. Dadurch fehlen wichtige polare Eigenschaften im Zielmolekül, die für 

eine mögliche Bindung zu Glu5.46 sorgen. Da die Affinitäten gegenüber dem H4R so gering 

ausfielen, wurde diese Strukturklasse für die Synthese von fluoreszenzmarkierten 

H4R-Liganden nicht weiter in Betracht gezogen. 

Aufgrund struktureller Ähnlichkeiten zu früheren H3R-Liganden209 wurden die Verbindungen 

15 und 17 jedoch zusätzlich auf ihre H3R-Affinität untersucht. Dabei zeigte Verbindung 15 eine 

moderate Affinität im submikromolaren Bereich. Verbindung 17 mit einem Ki(hH3R) von 

4.7 nM ist jedoch hochaffin und gleichzeitig H3R selektiv (Ki(hH4R)/Ki(hH3R)>2000). Dies 

unterstreicht die Wichtigkeit der N-Propylpiperidin-Funktionalität für die Bindung an den H3R 

und die breitgefächerten Möglichkeiten der Substitution an diesen Baustein. 206,207 Der 

generelle Bauplan des H3R ist bereits gut charakterisiert und auch das N-Propylpiperidin-

substituierte Aminopyrimidin-Element, dass hier ursprünglich das H4R-Pharmakophor 

darstellte, wurde gut von dem H3R akzeptiert (Verbindung 9). 
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Der Wechsel zu N-Methylpiperazin (Verbindung 15 vs. 17) hat in diesem Fall einen 

Affinitätsverlust am H3R um den Faktor 100 zur Folge. Durch diesen Austausch lässt sich eine 

mögliche Rolle zur Modulation des H3R/H4R-Selektivtätsprofil solcher Liganden vermuten. Die 

Verwendung des N-Methylpiperazins als basische Funktionalität könnte bei der zukünftigen 

Bereitstellung von H3R/H4R-Hybridliganden helfen, H4R-selektive oder -präferierende 

Liganden zu entwerfen. 

Bei den Verbindungen 18 bis 20 handelt es sich um Pyrimidinderivate, die genutzt wurden, um 

eine integrative Kopplung des Fluorophors zu realisieren. 

Dabei wurden Affinitätswerte größer 10 μM gegenüber dem H4R bestimmt. Der Verlust an 

Kompatibilität zum H4R könnte bei Verbindung 18 mit dem Fehlen der exozyklischen 

Aminogruppe des Pyrimidins begründet sein, die bei strukturverwandten Molekülen für die 

Interaktion mit der Aminosäure Glu5.46 verantwortlich ist. Diese muss jedoch nicht zwingend 

vorhanden sein (für eine Visualisierung der Bindetasche siehe Kapitel 1.3.1:)83,84,96 und ihre 

Anwesenheit scheint nicht ausschlaggebend für eine nanomolare H4R-Affinität zu sein, da 

Verbindung 20 zwar eine exozyklische Aminogruppe trägt aber nicht an den H4R bindet. Der 

Affinitätsverlust der Verbindung 20 lässt sich jedoch auch dadurch erklären, dass diese mit 

einer stark polaren Pyridylgruppe substituiert ist, welche die Position im Molekül einnimmt, 

die bei Referenzverbindungen für die hydrophoben Wechselwirkungen verantwortlich ist. 

Verbindung 19 hingegen weist die exozyklische Aminogruppe auf und durch Inkooperation 

der phenolischen Gruppe in das Fluorophor verliert diese an Polarität, sodass Verbindung 19 

mit einer moderaten Affinität an den H4R bindet (Ki(hH4R) = 400 nM). 

Verbindung 19 weist ein Absorptionsmaximum von 334 nm bei einem Emissionsmaximum von 

400 nm auf. Die hypsochrome Verschiebung im Vergleich zu den Fluorophoren von Ma et al.167 

lässt sich hierbei durch die Reduktion der Fluorophorgröße erklären. So findet sich in 

Verbindung 19 anstelle des Chinolins ein Pyrimidin. Weiterhin sind die Absorptions- und 

Emissionsmaxima von 19 nahe dem Bereich der zellulären Autofluoreszenz, was zur negativen 

Beeinflussung in der Auswertung von fluoreszenzbasierten Assays führen könnte. Dies weist 

die Limitierung der integrativen Kombination von Fluorophoren mit dem H4R-

Pharmakophoren der Klasse der Aminopyrimidinen auf: Die geringe Größe und Symmetrie der 

gewonnenen Fluorophore erzeugt leuchtschwache Verbindungen mit hochenergetischer 
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Strahlung, die nur bedingt in biologischen Systemen zur Evaluierung von H4R-abhängigen 

Prozessen brauchbar sind. 

Mit der Serie 21-38 wurden die erfolgsversprechendsten Fluoreszenzliganden dieser Arbeit 

synthetisiert. Diesen lag die Aminopyrimidin- oder Chinazolinstruktur zugrunde. Dabei stellten 

sich diejenigen Verbindungen als die affinsten H4R-Liganden heraus, die im lipophilen 

Molekülteil mit dem Fluorophor ausgestattet waren. 

Die pharmakologische Untersuchung der am basischen Anker substituierten Verbindungen 21 

und 22 erbrachte, dass sowohl die direkte Substitution des Methylpiperazins mit dem 

Testfluorophor 2,4-Dinitrobenzol, als auch die über einen Linker zum kompletten 

Bindungsverlust gegenüber dem H4R führte. Im Falle von Verbindung 21 ist der Verlust auf die 

fehlende Basizität der aromatisch substituierten Piperazinstickstoffe zurückzuführen. Die 

geringe Affinität von Verbindung 22 liegt womöglich in der sterischen Inkompatibilität mit der 

Rezeptorbindetasche in der Umgebung des Ankerpunktes Asp3.32 begründet. Die fehlende 

Affinität dieser Verbindungen gibt daher Aufschluss darüber, dass die N-Methylpiperazin-

Funktionalität erhalten bleiben muss und nicht zur Modifikation geeignet ist. 

Bei der Derivatisierung an dem primären Amin des Pyrimidinkerns ergaben sich die 

Aminopyrimidine 23, 33 und 34, sowie die Chinazolinderivate 35 und 36, die jedoch keine 

Affinität (Ki(hH4R) > 4 μM) gegenüber dem H4R aufwiesen. Sterische Hinderung kann zu den 

geringeren Affinitäten der Verbindungen 23 und 33-36 geführt haben, wobei im Falle der 

Verbindungen 23, 33 und 35 durch die Substitution der Aminogruppe der Guanidinstruktur 

auch elektronische Veränderungen ebendieser eine Rolle spielen werden. Verbindung 37 

hingegen weist eine Restaffinität auf (Ki(hH4R) = 2 μM). Die strukturelle Ähnlichkeit dieser 

Verbindung zu Verbindung XXIV (Ki(hH4R) = 4.9 nM)94 ist durch das Vorhandensein der 

Sulfonamidgruppe am größten. Bei Verbindung 37 handelt es sich jedoch um ein alkylisches 

Sulfonamid, sodass die elektronischen Eigenschaften nicht vergleichbar sind, was die 

Abnahme der Affinität begründen könnte. 

Die Substitution des lipophilen Molekülteil erwies sich als vielversprechender. So erhaltene 

Verbindungen wiesen submikromolare Ki-Werte auf, die bis in den niedrigen dreistelligen 

nanomolaren Konzentrationsbereich reichten. Die Verbindungen 24 und 25 unterscheiden 

sich lediglich in der Verknüpfungsposition des Linkers an die phenolische Gruppe. Die 

Orthoposition wurde nicht berücksichtigt, um die fluorophore Gruppe in möglichst großer 
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Distanz zum Pyrimidinkern zu positionieren. Die Affinität war jedoch nicht signifikant 

unterschiedlich. Verbindung 25 wurde als Ausgangspunkt für die Konzeption weiterer 

Fluoreszenzliganden genutzt, da sich diese als die tendenziell affinere herausstellte. 

Beim Vergleich der Verbindungen 24, 26 und 28, welche unterschiedlich lange Alkyllinker 

besitzen, zeigte sich, dass alle Derivate eine gute Affinität gegenüber dem H4R aufwiesen und 

sich nicht signifikant unterschieden. Tendenziell jedoch scheint der Butyl-Linker (26) die beste 

Affinität zu erbringen, wohingegen eine Verlängerung des Linkers eine tendenzielle Reduktion 

der H4R-Affinität bewirkte. Beim Wechsel auf den Ether-Linker Aminoethoxyethanol (27 vs. 

26) verschlechtere sich die Affinität signifikant in den einstelligen mikromolaren Bereich, 

weshalb diese Variation bei weiteren Strukturüberlegungen ausgeschlossen wurde. Aufgrund 

der guten Bindungswerte von Verbindung 26 wurde diese als Leitstruktur ausgewählt und 

durch den Austausch des Fluorophors eine Optimierung der Fluoreszenzeigenschaften 

vorangetrieben. 

Dabei wurde zum einen die Dansylgruppe (29) und zum anderen das BOPPY-Fluorophor (30) 

genutzt. Der Wechsel erbrachte deutlich bathochrom verschobene Emissionsmaxima und 

erhöhte Fluoreszenzintensitäten. Betrachtet man das Bindungsverhalten gegenüber dem H4R 

so fällt eine nicht signifikante Abnahme der Bindungsaffinität in Korrelation mit der Größe des 

Fluorophors auf. Mit einer Affinität von Ki(hH4R) = 224 nM für Verbindung 29 und 

Ki(hH4R) = 428 nM für 30 weisen die Liganden jedoch weiterhin eine submikromolare Affinität 

gegenüber dem H4R auf. Zurückzuführen ist dieser Affinitätsverlust wahrscheinlich auf 

sterische Hinderungen in der Bindetasche des Rezeptors. Die hohe Fluoreszenzintensität, das 

Emissionsmaximum im Bereich des sichtbaren Lichts und die gute Synthetisierbarkeit von 

BOPPY lassen auf eine gute Eignung als Baustein chemischer Sonden schließen. Daher wurden 

ausgehend von 30 bei den Verbindungen 31 und 32 deutlich längere Linker eingeführt. Somit 

sollte überprüft werden, ob eine Positionierung des BOPPY-Fluorophors weiter außerhalb der 

Liganden-Bindetasche zu einer Steigerung der H4R-Affinität führen könnte. Die Einbringung 

des Linkers führte allerdings dazu, dass sich die Affinität weiter reduzierte (31: 

Ki(hH4R) = 850 nM; 32: Ki(hH4R) = 1200 nM). Der lipophilere Linker (31) zeigte hierbei wieder 

eine höhere Affinität als die hydrophile Variante (32), jedoch blieb bei Letzteren eine 

moderate Affinität vorhanden. 
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Vergleichbar ist dieses Verhalten mit Arbeiten von Karton et al.210 und Tahtaoui et al.211, die 

anhand des M1R zeigten, dass sich die Affinität nicht zwangsläufig linear mit der Kettenlänge 

des Linkers verhält. So zeigten Pirenzepinderivate (Verbindungen nicht gezeigt), bei denen die 

Methylgruppe des Piperazins durch unterschiedliche Linker substituiert wurden, dass bei 

kurzen Linkern mit zwei bis sechs Gliedern eine Verlängerung der Kette die Affinität graduell 

verringerte, bei mittleren Kettenlängen (sechs bis neun Gliedern) die Affinität gegenüber dem 

M1R schwach ausfiel und bei Verwendung eines zehngliedrigen Linkers wieder ein affiner 

Ligand gewonnen wurde.210 Tahtaoui et al. bestätigten diese Ergebnisse mit 

fluoreszenzmarkierten Pirenzepinderivaten und ergänzten diese um die Erkenntnis, dass eine 

Verlängerung der Linkerkette bis zu 22 Gliedern keinen Einfluss auf die Affinität hat, ein 24-

gliedriger Linker die Affinität jedoch signifikant steigerte.211 

Möglicherweise verhält es sich bei den hier beschriebenen H4R-Liganden auf ähnliche Weise, 

sodass eine Kettenlänge von vier Methyleneinheiten ein lokales Affinitätsmaximum darstellt 

und anschließend mit längerer Kette graduell an Affinität verliert. Da der längste Linker in 

dieser Serie eine Kettenlänge von elf Atomen aufweist (Verbindung 31) können an dieser 

Stelle keine Aussagen gemacht werden, ob sich sehr lange Linkerketten wie etwa Polyglykol- 

oder Polyglycinketten positiv auf die Affinität auswirken können. Wird die Kette soweit 

verlängert, sodass das Fluorophor aus dem Rezeptor herausragt, wäre eine Verbesserung der 

Affinität denkbar, da sterische Hinderungen in der Bindetasche verringert werden. Jedoch 

würden dadurch auch die lipophilen Wechselwirkungen mit der Zellmembran erhöht, was 

eine gesteigerte unspezifische Bindung zu Membranfragmenten zur Folge haben könnte. Die 

äußerst kostpielige Bereitstellung von Polyglykolen mit je einer Aminogruppe und einer 

Hydroxylgruppe als Endfunktionalität bei definierter Kettenlänge limitierte weitere 

vielversprechende Synthesestrategien. 

Diese längeren Linker wurden daher nicht synthetisiert, aber mit Verbindung 38 wurde das 

stark fluoreszierende BOPPY an eine Chinazolingrundstruktur gekoppelt, die bei Versuchen 

der Incyte corp. in der Lage war, voluminöse Reste zu tragen und zugleich eine hohe Affinität 

gegenüber dem H4R bewahrte (siehe Kapitel 1.3.4: Verbindungen XVII und XVIII).212 

Verbindung 38 zeigte jedoch keine gesteigerte Affinität gegenüber dem H4R und wies mit 

Ki(hH4R) = 510 nM eine ähnliche Bindungsstärke wie Verbindung 30 auf. 
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Aus dieser Serie von Aminopyrimidin-Derivaten stellt Verbindung 30 den 

erfolgsversprechendsten H4R-Fluoreszenzliganden dar. Das verknüpfte BOPPY-Fluorophor 

eignet sich auf der einen Seite hervorragend zur Derivatisierung primärer Amine und weist auf 

der anderen Seite sehr gute Fluoreszenzeigenschaften auf. So liegen die Absorptions- und 

Emissionsmaxima im Bereich des sichtbaren Lichts (λmaxAbs = 455 nm, λmaxEm = 480 nm für 

Verbindung 30) und BOPPY weist laut Literatur ein gute Quantenausbeute von 44% auf.169 

Die Hintergrundfluoreszenz von Zell- und Gewebematerial ist in diesem Wellenlängenbereich 

gering, sodass Messungen der Fluoreszensintensität dieses Liganden in zellbasierten Assays 

unbeeinflusst bleiben würden. Zusätzlich liefert ein Stokesshift von circa 25 nm durch 

Ausschluss möglicher Überlagerungen mit der Anregungswellenlänge geeignete 

Messgegebenheiten. Dabei ist nicht nur die Nutzung zur Markierung von H4R in 

unterschiedlichen Geweben denkbar, sondern auch die Bestimmung von kinetischen 

Parametern anderer H4R-Liganden, wie kürzlich mit Bodilisant für den H3R gezeigt. Unter 

Verwendung des H3R-Fluoreszenzliganden Bodilisant konnten durch Fluoreszenzpolarisation-

messungen die Bindungskinetiken von nicht-markierten H3R-Liganden bestimmt werden.213 

Mit Verbindung 29 wurde gezeigt, dass das Dansyl-Fluorophor an die Aminopyrimidinstruktur 

von VUF-10460 gebunden werden kann. Im Vergleich zu VUF-10460 wurde die H4R-Affinität 

55-fach reduziert. Die Frage, ob die Affinität im niedriegen dreistelligen nanomolaren Bereich 

ausreichend ist, um den Förster Energietransfer von Trp6.48 beispielweise zur 

Affinitätsbestimmung anderer Liganden ausnutzen zu können, bedarf noch experimenteller 

Bestätigung. 

Synthetisch wurden in dieser Arbeit eine Vielzahl des 4,6-disubstituierten 2-Aminopyrimidine 

über Ringschlussreaktionen von Acetessigsäure-Derivaten mit Guanidiniumcarbonat 

gewonnen. Im Vergleich zur Suzuki-Miyaura-Kupplung, die ausgehend von 4,6-Dichlor-

aminopyrimidin und Phenylborsäure mittels Palladiumkatalyse dieselben Zwischenprodukte 

generieren würde, konnte so durch Wegfallen des kostspieligen Katalysators und durch 

Nutzen günstigerer Edukte die Kosten reduziert werden. Zusätzlich wurde die Aufreinigung 

der Zwischenprodukte effizienter gestaltet, da auf die säulenchromatographische Abtrennung 

der Phenylborsäuren verzichtet werden konnte, die bei Suzuki-Miyaura-Kupplungen 

unabwendbar ist, und die Zwischenprodukte durch Extraktion und Präzipitation isoliert 

wurden. 
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Zusammenfassend wurde mit Verbindung 27 eine neue Aminopyrimidin-basierte Leitstruktur 

entwickelt, die sich zur Fluoreszenzmarkierung von H4R-Liganden eignet. Die 

Fluoreszenzliganden 29 und 30 belegen, dass eine Derivatisierung dieser Struktur mit 

voluminöseren Fluoreszenzmarkern möglich ist, ohne dass es zu signifikanten Verlusten der 

Affinität gegenüber dem H4R kommt. 

Gleichzeitig wurde mit Verbindung 30 in dieser Arbeit erstmalig die stark fluoreszierende 

BOPPY-Gruppe an ein biologisch aktives Molekül gekoppelt und damit gezeigt, dass es sich zur 

Fluoreszenzmarkierung von chemischen Sonden eignet. Durch die hervorragenden 

Fluoreszenzeigenschaften von BOPPY und einer Affinität im dreistelligen nanomolaren 

Konzentrationsbereich wurde hier mit Verbindung 30 ein fluoreszenter Rezeptorligand 

geschaffen, der sich fakultativ für die Markierung des H4R in Zellen und Geweben eignet. 

Zur weiteren Charakterisierung sollten jedoch noch Bindungsaffinitäten gegenüber weiterer 

GPCRs, insbesondere der Histaminrezeptorfamilie, vorrangig dem H3R, erstellt werden, um 

eine selektive H4R-Bindung zu verifizieren. Die Fluoreszenzmarkierung von 

Chinazolinderivaten war ebenfalls erfolgreich, wobei in dieser Substanzklasse die H4R-Affinität 

noch maßgeblich verbessert werden muss. 

Die hier präsentierten fluoreszenz-markierten Aminopyrimidinderivate (21 - 30) wurden als 

erfolgsversprechendste Substanzklasse identifiziert. Somit wurden erstmalig fluoreszente 

Liganden mit H4R-Affinität im nanomolaren Konzentrationsbereich synthetisiert, die den 

Grundstein für weitere Strukturoptimierungen legen. Ein denkbares Optimierungspotential 

liegt bei der Kettenverlängerung des Linkers beispielsweise durch Verwendung geeigneter 

Polyglykol- oder Polyglycinlinkern. So könnte das Fluorophor außerhalb der H4R-Bindetasche 

positioniert werden, um dessen Einfluss auf die Interaktion zwischen Pharmakophor und 

Rezeptorbindestelle zu minimieren. Zusätzlich wurde bei Verbindung 38 erstmalig ein 

Fluorophor an ein Chinazolingrundkörper mit H4R-Affinität gekoppelt und resultierte in einer 

moderat H4R-aktiven Fluoreszenzverbindung. Durch geschickte Linkerwahl kann diese 

Struktur ebenfalls als Ausgangspunkt für weitere fluoreszente chemische Sonden für den H4R 

genutzt werden.   
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5: Synthese von niedermolekularen MAO-Inhibitoren 

In diesem Kapitel werden die Zielsetzung und Ergebnisse der Publikation „Potent reversible 

small molecule inhibitors of MAO A and MAO B with anilide motifs“ zusammengefasst. 

Verbindungen, die aus dieser Publikation stammen sind mit einem „*“ gekennzeichnet und 

analog nummeriert. Kapitel 5.3: beinhaltet die vollständige Publikation sowie eine Darlegung 

der beigetragenen Anteile des Autors zu dieser Publikation. 

5.1: Zielsetzung 

Zur Bekämpfung neurologischer Erkrankungen werden mit steigender Quantität sogenannte 

multitargeting ligands (MTL) erprobt. Dieser Ansatz der Gestaltung eines multifunktionalen 

Wirkprofils berücksichtigt die Tatsache, dass Fehlfunktionen im ZNS häufig multifaktorielle 

Ursachen zu Grunde liegen und die Adressierung verschiedener gestörter Signalwege eine 

optimalere Pharmakotherapie erlauben könnte.214 Dabei stellt der kombinatorische Ansatz 

von unterschiedlichen Pharmakophoren solcher Verbindungen hohe Ansprüche an die 

molekulare Struktur.  

Nicht nur die Affinität zu den jeweiligen biologischen Zielen muss erhalten bleiben, sondern 

auch die drug-likeness. So ist die Identifizierung von niedermolekularen chemischen Entitäten 

mit einer hohen Zielstrukturaffinität von besonderer Wichtigkeit. Diese können einfacher mit 

anderen Pharmakophoren zu MTLs zusammengefügt werden, da ihr Einfluss auf die gesamte 

molekulare Größe gering ist und so die Wahrscheinlichkeit erhöht wird, dass das 

multifunktionale Wirkprofil aufrechterhalten wird. 

Den neurotransmitter-katabolisierenden Monoaminoxidasen (MAO) fällt bei der Therapie von 

neuronalen Erkrankungen eine zentrale Rolle zu und einige Inhibitoren sind gut etabliert in 

der Pharmakotherapie.3,4,6–8 Auf dieser Basis gibt es gibt das Bestreben Liganden zu schaffen, 

die neben der MAO-Aktivität in der Lage sein sollen, weitere neurologische Zielstrukturen (z.B. 

H3R, Acetyl- und Butylcholinesterasen etc.) zu adressieren.197,198,206 

In mehreren vorangegangenen Publikationen erwiesen sich Moleküle,215–219 die aus zwei 

verbrückten aromatischen Einheiten bestehen als vielversprechende MAO-Inhibitoren, sodass 

im Rahmen der Publikation niedermolekulare aromatische Amide synthetisiert und 

charakterisiert werden sollten, die als Ausgangspunkte für ein Design von MTLs genutzt 

werden können. Amide wurden hierbei aufgrund ihrer hohen Stabilität unter physiologischen 
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Bedingungen gewählt. Die synthetisierten Verbindungen sollten auf Ihre MAO-Inhibition 

untersucht werden und die ermittelten Werte durch die Schaffung von Pharmakophor-

Modellen, durchgeführt von Dr. Khanfar, und Docking-Experimente im Arbeitskreis von Prof. 

Dr. Proschak an der Universität Frankfurt verifiziert werden.  

5.2: Zusammenfassung der Publikation 

In der Publikation wurde die Synthese und die biologische Aktivität von 66 Anilidderivaten 

vorgestellt. Synthetisch wurden diese Verbindungen in einer einfachen Reaktionsführung 

gewonnen, die lediglich Fällungs- oder Kristallisierungsprozesse zur Aufreinigung benötigten. 

Sieben der getesteten Verbindungen zeigten in Screenings vielversprechende MAO-

Inhibitionswerte bei einer Konzentration von 1 μM und wurden daraufhin auf ihre IC50-Werte 

untersucht. Sechs davon (31*, 33*, 34*, 55* und 65*) inhibierten präferiert MAO B im 

nanomolaren Konzentrationsbereich und eine MAO A (7*). Die Berechnung von Docking-

Positionen in den Bindetaschen von MAO A und B fügen sich in konsistenter Weise in die 

Erkenntnisse vorangegangener Arbeiten ein und zeigen eine gute 

Oberflächenkomplementarität zwischen Liganden und Bindetasche. Drei der MAO B 

präferierenden Verbindungen (31*, 33* und 34*) leiten sich strukturell von der Salicylsäure 

ab und sind auf der benzylischen Seite mit einem Chlorsubstituenten in der 5-Position 

ausgestattet, sowie mit einem hoch lipophilen Substituenten an der anilinischen Seite des 

Moleküls. Die hohe Lipophilie ist dabei vorteilhaft, um hydrophobe Wechselwirkungen mit der 

MAO B-Bindetasche zu generieren. Die zentrale Carbonylfunktion und die Hydroxylgruppe 

weisen in den Berechnungen polare aprotische Wechselwirkungen mit der Aminosäure 

Cys172 auf. Weiterführende Untersuchungen der aktivsten Verbindung 55* zeigten ein 

reversibles und kompetitives Bindungsverhalten gegenüber MAO B auf. Aufgrund der 

einfachen Struktur und der guten Synthetisierbarkeit der Verbindungen eignen sie sich 

hervorragend als Ausgangspunkt für das Design neuer MTLs, die MAO-inhibitorische Effekte 

aufweisen können.  
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5.3: Publikation 

Die vorliegende Publikation wurde zu Veröffentlichung eingereicht in: 

„Drug Design, Development and Therapy“ 

Impactfactor: 3.208 (2018) 

Jens Hagenow, Stefanie Hagenow, Kathrin Grau, Mohammad Khanfar, Lena Hefke, Ewgenij 

Proschak, Holger Stark. Potent Reversible Small Molecule Inhibitors of MAO A and MAO B 

With Anilide Motifs. Drug Des Devel Ther. 2020;14:371-393. 

Eigener Anteil der Arbeit: Erstautor; Planung und Durchführung der organischen Synthesen 

aller Verbindungen, sowie die analytische Charakterisierung dieser Verbindungen; Verfassung 

und Mitarbeit an der Revision des Manuskripts. 
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6: Experimenteller Teil 

6.1: Material und Methoden  

Reagenzien und Lösemittel wurden von Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland), VWR 

Chemicals (Darmstadt, Deutschland), Fisher Scientific (Hampton, USA), Alfa Aesar (Haverhill, 

USA) and Chemsolute (Renningen, Deutschland), Perkin Elmer Life, Analytical Sciences 

(Rodgau, Deutschland) oder Carbolution (St. Ingbert, Deutschland) bezogen und ohne weitere 

Aufreinigung verwendet. 1H-NMR, 13C-NMR und 19F-NMR Spektren wurden entweder mit 

einem Bruker Avance III – 300 Spektrometer oder einem Bruker Avance III – 600 Spektrometer 

(Rheinstetten, Germany) in deuterierten Lösemitteln (CDCl3, DMSO-d6, D2O, DMF-d6) 

aufgenommen. Die Auflistung der Daten erfolgte durch Angabe der chemischen Verschiebung 

(δ) in ppm gegenüber dem internen Standard, der Multiplizität (s, Singulett; d, Dublett etc.), 

der Kopplungskonstante (J) in Hertz, Anzahl sowie Position der Protonen (bpy, BOPPY; but, 

Butyl, chin, Chinazolin; hex, Hexyl; im, Imidazol; ind, Indol; isochin, Isochinolin; mal, Maleat; 

nap, Naphthalin; ox, Oxazol; pen, Pentyl; ph, Phenyl; pht, Phthalimid; pip, Piperidin; prop, 

Propyl; prz, Piperazin; pyd, Pyridin; pyl, Pyrazol; pyr, Pyrimidin; tet, Tetralon). UV/Vis- und 

Fluoreszenz-Spektren wurden mit einem infinite M1000 Pro microplate reader (Tecan Trading 

AG, Schweiz) vermessen. Es wurde zu jeder Fluorophorklasse mindestens eine represäntative 

Verbindung vermessen. Die Wellenlängen der ermittelten Absorptions- und Emissionsmaxima 

wurden mit λmaxAbs bzw. λmaxEm angegeben. Die Elementaranalysen (C, H, N, S) wurden mit 

dem Gerät CHN-Rapid (Perkin-Elmer, Rodgau, Deutschland) gemessen. Die Messwerte (bes.) 

sind in Prozent angegeben und liegen innerhalb von ±0.4% der theoretischen Werte (theo.). 

LC-MS Analysen wurden mit einem Bruker Elute SP (Rheinstetten, Deutschland) durchgeführt. 

Als chromatographische Säule wurde eine Intensity Solo C18 RP mit den Ausmaßen 

100x2.1 mm verwendet; Eluent: Acetonitril (1-40%) in Wasser 0.1% Ameisensäure; Flussrate: 

0.3 mL/min. Als Detektor diente das Massenspektrometer Bruker amaZon speed 

(Rheinstetten, Deutschland) mit Elektronen-Spray-Ionisation (ESI) mit positiver Polarität. Die 

Daten sind angegeben als Retentionszeit (tr), Masse-zu-Ladung (m/z) der geladenen Addukte 

(Bsp. [M+H]+) und der prozentualen Reinheit. Die Chromatogramme der jeweiligen 

Verbindungen sind gezeigt. ESI-MS Spektren wurden mithilfe eines Ion-Trap-API-

Massenspektrometer Finnigan LCQ Deca (Thermo Quest, Waltham, USA) aufgenommen. Die 

Daten wurden als Masse-zu-Ladung (m/z) der geladenen Addukte (Bsp. [M+H]+) und der 
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relativen Intensität (%) angegeben. APCI-MS wurden mithilfe eines Expression CMS 

Massenspektrometer (Advion, Ithaca, USA) vermessen. Die Daten wurden analog zur ESI-

Messung angegeben. Schmelzpunkte wurden an einem M-564 Schmelzpunktmessgerät 

(Büchi, Essen, Deutschland) gemessen und unkorrigiert angegeben. Präparative 

Säulenchromatographie wurde (wenn nicht anders angegeben) mit Kieselgel (60 M, 0.04-

0.063 mm, Macherey-Nagel, Düren, Deutschland) durchgeführt. Zur 

Dünnschichtchromatographie (DC) wurden DC-Folien der Firma Macherey-Nagel verwendet 

(Kieselgel 60 F254-Folien, Düren, Deutschland). Mikrowellensynthesen wurden in einem 

Biotage Initiator 2.0 Reaktor (Uppsala, Schweden) durchgeführt. Bei Synthesen, die unter 

Schutzgasastmosphäre durchgeführt wurden, wurde Stickstoff verwendet, welcher durch 

Leiten über Calciumchlorid getrocknet wurde.  

Zur Bestimmung der Quantenausbeute von Verbindung 18 wurden die Absorptionsspektren 

mit einem UV/VIS/NIR Lambda 19 Spektrometer (Perkin Elmer, Rodgau, Deutschland) und die 

Emissionsspektren mit einem LS55 Spektrometer (Perkin Elmer, Rodgau, Deutschland) 

aufgenommen. Die Quantenausbeute der untersuchten Substanz wurde in wässriger Lösung 

nach der Relativmethode mit Coumarin 153220 als Standard vermessen. Zur Berechnung wurde 

die Methode von Fery-Forgues und Lavabre verwendet.221 Demnach errechnet sich die 

Quantenausbeute ΦF wie folgt: 

𝛷𝐹(𝑋) = (𝐴𝑆/𝐴𝑋)(𝐹𝑋/𝐹𝑆) (
𝑛𝑋

𝑛𝑆
)

2

𝛷𝐹(𝑋)        (2) 

A ist hierbei die Absorbanz bei der Anregungswellenlänge des jeweiligen Fluorophors, F der 

Flächeninhalt der korrigierten Emissionskurve und n der Brechungsindex des gewählten 

Lösemittels. Die Subskripte s und x stehen hierbei für Standard beziehungsweise die zu 

untersuchende Substanz.  

6.2: Allgemeine Vorschriften 

6.2.1: Amidierungen 

6.2.1.1: Methode A79 

1,1‘-Carbonyldiimidazol (CDI) (1 eq) wurde in THF gelöst. Zu dieser Lösung wurde die 

entsprechende Carbonsäure (1 eq) gelöst in THF hinzugegeben und die Mischung 10 min bei 

Raumtemperatur gerührt. Im Anschluss wurde das entsprechende Amin (1.1 eq) gelöst in THF 
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hinzugegeben und nach weiteren 10 min Rühren bei Raumtemperatur zum Rückfluss erhitzt. 

Nach DC-Kontrolle wurde der Reaktionsansatz auf Raumtemperatur abgekühlt und das 

Lösungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Der Rückstand wurde in Ethylacetat 

aufgenommen und mit gesättigter wässriger Natriumhydrogencarbonat- und Kochsalzlösung 

gewaschen. Die organische Phase wurde über Magnesiumsulfat getrocknet und nach 

Filtration das Lösemittel unter reduziertem Druck entfernt. Umkristallisation aus Toluol ergab 

das gewünschte Produkt. 

6.2.1.2: Methode B222 

Die entsprechende Carbonsäure (1 eq) und das jeweilige primäre Amin (1 eq) wurden in DMF 

gelöst. Nach Zugabe von 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid Hydrochlorid (EDC) 

(1.1 eq) und 4-(Dimethylamino)pyridin (DMAP) (0.1 eq) wurde die Reaktionsmischung für 12 h 

bei 60 °C gerührt. Im Anschluss wurde das Lösungsmittel unter reduziertem Druckdestillativ 

entfernt und der Rückstand in Dichlormethan aufgenommen. Etwaig anfallender Niederschlag 

wurde abfiltriert und das Filtrat mit gesättigter wässriger Natriumhydrogencarbonatlösung 

gewaschen. Die organische Phase wurde über Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und unter 

reduziertem Druck eingeengt. Das gewünschte Produkt wurde durch 

säulenchromatographische Aufreinigung gewonnen. 

6.2.1.3: Methode C94 

Das entsprechende primäre Amin (1 eq) wurde in Chloroform vorgelegt. Nach Zugabe des 

Sulfonsäurechlorids (1.5 eq) und Triethylamin (2 eq) wurde die Mischung für 20 h bei 

Raumtemperatur gerührt. Der entstandene Niederschlag wurde abgefiltert und das Filtrat zur 

Trockne unter reduziertem Druck eingeengt und im Anschluss in möglichst wenig Chloroform 

gelöst. Durch Zugabe von HCl in Dioxan (2 M) wurde das Rohprodukt gefällt und mittels 

Säulenchromatographie aufgereinigt. 

6.2.2: Nucleophile aromatische Substitution 

6.2.2.1: Methode D (Substitution an Di- bzw. Trichlorpyrimidinen)85 

Das entsprechende Di- bzw Trichlorpyrimidinderivat (1 eq) wurde in einem versiegelbaren 

Mikrowellengefäß in Isopropanol suspendiert. Nach Zugabe des entsprechenden Amins 

(1.5 eq) und Diisopropylethylamin (2 eq) wurde der Reaktionsansatz für 2 h unter Rühren in 

der Mikrowelle auf 140 °C erhitzt. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur wurden die flüchtigen 
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Bestandteile unter reduziertem Druck entfernt und das Rohprodukt säulenchromatographisch 

aufgereinigt. 

6.2.2.2: Methode E (Substitution an Monochlorpyrimidinen)85 

Das entsprechende Monochlorpyrimidinderivat (1 eq) wurde in einem versiegelbaren 

Mikrowellengefäß in Isopropanol suspendiert. Nach Zugabe des entsprechenden Amins (3 eq) 

und Diisopropylethylamin (4 eq) wurde der Reaktionsansatz für 2 h unter Rühren in der 

Mikrowelle auf 165 °C erhitzt. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur wurden die flüchtigen 

Bestandteile unter reduziertem Druck entfernt und das Rohprodukt säulenchromatographisch 

aufgereinigt. Die Derivatisierung von 4,6-Dichlorchinazolinderivaten in 4-Position erfolgte 

analog. 

6.2.2.3: Methode F (Substitution mit CH-aciden Nucleophilen)223 

Das CH-acide Nucleophil (1.2 eq) wurde in DMF gelöst und zu einer Suspension von 

Natriumhydrid (60% in Mineralöl; 2 eq) in DMF tropfenweise bei Raumtemperatur zugefügt 

und für 1 h gerührt. Im Anschluss erfolgte die Zugabe des zu substituierenden Pyrimidinderivat 

(1 eq) gelöst in DMF unter gelegentlicher Kühlung. Die Reaktionsmischung wurde für 12 h bei 

Raumtemperatur gerührt. Nach Abschluss der Reaktionszeit wurde der Überschuss an 

Natriumhydrid mit Wasser abreagiert und die Lösung mit Salzsäure (10 M) neutralisiert. Der 

entstandene Niederschlag wurde abfiltriert und mit Wasser und Diethylether gewaschen. 

Trocknen des Niederschlages ergab das gewünschte Produkt. 

6.2.2.4: Methode G (Substitution an 2,4,6-Trichlorchinazolin)224 

2,4,6-Trichlorchinazolin (1 eq) wurde in Isopropanol vorgelegt. Nach Zugabe von 

Diisopropylethylamin (3 eq) und dem entsprechenden Amin (1 eq) wurde die Mischung bei 

Raumtemperatur für 2 h gerührt. Destillatives Entfernen des Lösemittels unter reduziertem 

Druck und anschließende Säulenchromatographie erbrachte das gewünschte Produkt. 

6.2.3: Synthese von Ethylacetoacetatderivaten 

6.2.3.1: Methode H225 

Zu einer Lösung des entsprechenden Acetophenons (1 eq) in Toluol wurde Dimethylcarbonat 

(2 eq) und Natriumhydrid (60% in Mineralöl; 2 eq) gegeben und die Mischung für 12 h unter 

Rückfluss erhitzt. Nach dem Abkühlen wurde die Lösung mit gesättigter 

Ammoniumchloridlösung gewaschen. Die Reinigungslösung wurde mit Ethylacetat extrahiert 
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und die vereinigten organischen Phasen über Magnesiumsulfat getrocknet. Filtration und 

Entfernen des Lösungsmittels unter reduziertem Druck erbrachten das gewünschte Produkt. 

6.2.4: Synthese von Pyrimidonderivaten 

6.2.4.1: Methode I226 

In einer Mischung aus Ethanol und Toluol (6:1) wurde feingemörsertes Guanidin Carbonat 

(1 eq) für 1 h am Wasserabscheider refluxiert. Nach Zugabe des entsprechenden 

Ethylacetoacetatderivat (1 eq) wurde der Reaktionsansatz über Nacht refluxiert. Nach Zugabe 

von 2 Teilen Wasser wurde der Reaktionsansatz nach weiteren 45 min auf Raumtemperatur 

abgekühlt und mit 1N HCl neutralisiert. Kristallisation über Nacht bei 5 °C, Filtration und 

waschen mit Wasser und Diethylether erbrachte das gewünschte Produkt. 

6.2.5: Alkylierungen 

6.2.5.1: Methode J (Alkylierung von Aminen)227 

Das entsprechende Amin (1.1 eq) wurde zusammen mit einem Halogenalkanderivat (1 eq), 

Kaliumcarbonat (2 eq) und Kaliumiodid (0.2 eq) in Aceton erhitzt und der 

Reaktionsendzeitpunkt mittels DC-Kontrolle bestimmt. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur 

wurden die anorganischen Bestandteile abgefiltert und das Filtrat unter reduziertem Druck 

eingeengt. Der Rohextrakt wurde mittels Destillation, Extraktion oder Säulenchromatographie 

aufgereinigt. 

6.2.5.2: Methode K (Williamson-Ethersynthese)228 

Zur Bildung von Ethern wurde der entsprechende Phenolderivat (1 eq) mit dem jeweiligen 

Halogenalkan (1.7 eq) in Aceton gelöst. Der Lösung wurde Kaliumcarbonat (4 eq) und 

Kaliumiodid (0.2 eq) hinzugefügt und die Mischung für 24 h unter Rückfluss gerührt. Nach 

Abkühlen auf Raumtemperatur wurden die anorganischen Bestandteile abgefiltert und das 

Filtrat unter reduziertem Druck eingeengt. Der Rohextrakt wurde mittels Destillation, 

Extraktion oder Säulenchromatographie aufgereinigt. 

6.2.5.3: Methode L (Mitsunobu Reaktion)229 

Zu einer Lösung von Triphenylphosphin (1.5 eq) und Azodicarbonsäurediethylester (1.5 eq) in 

trockenem THF wurde der gewünschte Phenolderivat (1 eq) gegeben und für 10 min bei 

Raumtemperatur gerührt. Im Anschluss erfolgte die Zugabe des gewünschten Alkylalkohols 
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(1.5 eq). Der Reaktionsansatz wurde für 12 h unter Rückfluss erhitzt. Die Lösung wurde filtriert 

und das Lösungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Der Rückstand wurde in 

Dichlormethan aufgenommen und mit gesättigter wässriger Natriumcarbonatlösung 

gewaschen. Die organische Phase wurde über Magnesiumsulfat getrocknet und das 

Lösemittel unter reduziertem Druck entfernt. Aufreinigung mittels Säulenchromatographie 

erbrachte das gewünschte Produkt. 

6.2.6: Chlorierungen 

6.2.6.1: Methode M (von Pyrimidonen)86 

Das entsprechende Pyrimidonderivat (1 eq) wurde in Acetonitril suspendiert. Dem 

Reaktionsgemisch wurde Phosphoroxychlorid (POCl3) (5 eq) hinzugefügt und der Ansatz für 

12 h unter Rückfluss erhitzt. Nach Ablauf der Reaktionszeit und DC-Kontrolle wurde das 

Lösungsmittel und der Überschuss an POCl3 unter reduziertem Druck destillativ entfernt. 

6.2.6.2: Methode N (von Alkoholen)227 

Der entsprechende Alkohol (1 eq) wurde in THF gelöst und unter Eiskühlung Thionylchlorid 

(1.5 eq) tropfenweise hinzugegeben. Die Reaktionslösung wurde für 3 h bei 65 °C gerührt. THF 

und der Überschuss an Thionylchlorid wurde destillativ entfernt und bei Bedarf das 

Rohprodukt aus Ethanol umkristallisiert.  

6.2.6.3: Methode O (von Sulfonsäuren)94 

Die entsprechende Sulfonsäure (1 eq) wurde in Toluol vorgelegt und zum Rückfluss erhitzt. Im 

Anschluss erfolgte die Zugabe von Phosphorpentachlorid (1.8 eq) in vier gleichmäßigen 

Portionen im Abstand von 15 min. Nach Beendigung der Zugabe wurde der Ansatz für weitere 

2 h unter Rückfluss gerührt und anschließend das Lösemittel destillativ unter reduziertem 

Druck entfernt. Der Rückstand wurde in Eiswasser aufgenommen. Abfiltern des 

Niederschlages und Trocknen unter reduziertem Druck erbrachte das gewünschte Produkt. 

6.2.7: Synthese von Pyrazololderivaten 

6.2.7.1: Methode P230 

Halbkonzentrierte Schwefelsäure wurde auf 5 °C gekühlt und der entsprechende 

Phenylhydazinderivat (1 eq) hinzugegeben. Zu dieser Lösung wurde eine Lösung von 

Oxalessigsäure (1 eq) in Wasser hinzugefügt und der Reaktionsansatz bei Raumtemperatur für 
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3 h gerührt. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert und mit Wasser gewaschen. 

Trocknen unter reduziertem Druck ergab das gewünschte Produkt. 

6.2.8: Demethylierung von Methylphenylethern 

6.2.8.1: Methode Q231 

Der entsprechende Methylphenylether (1 eq) wurde in Essigsäure gelöst und im Anschluss HBr 

in Wasser (48 %, 10 eq) hinzugefügt. Das Reaktionsgemisch wurde bei 60 °C für 72 h gerührt. 

Nach Abkühlen auf Raumtemperatur wurde die Lösung mit NaOH (2 M) neutralisiert und bei 

7 °C auskristallisiert. Filtration und Trocknen des Niederschlags unter reduziertem Druck 

erbrachte das gewünschte Produkt. 

6.2.9: Synthese von bor-haltigen Fluorophoren 

6.2.9.1: Methode R168,195 

Der Bor-chelatisierende Derivat (1 eq) wurde in Dichlormethan unter Stickstoffatmosphäre 

gelöst. Der Lösung wurde über Spritzen Triethylamin (3 eq) und Bortrifluorid Diethyletherat 

(3 eq) zugefügt und im Anschluss auf 40 °C erwärmt und für 8 h gerührt. Nach Beendigung der 

Reaktion (DC-Kontrolle) wurde der Reaktionsansatz mit Wasser und gesättigter 

Kochsalzlösung gewaschen. Die organische Phase wurde über Magnesiumsulfat getrocknet 

und Entfernen des Lösungsmittels unter reduziertem Druck erbrachte das Rohprodukt, 

welches mittels Säulenchromatographie aufgereinigt wurde. 

6.2.10: Aldolkondensation von Tetralonderivaten 

6.2.10.1: Methode S208 

Der Tetralonderivat (1 eq) und der entsprechende Aldehyd (1 eq) wurden in Ethanol gelöst. 

Nach Zugabe von wässriger NaOH (15 M; 4.5 eq) wurde die Mischung für 12 h bei 

Raumtemperatur gerührt. Im Anschluss wurde die Lösung unter reduziertem Druck zur 

Trockne eingeengt und in Dichlormethan aufgenommen. Die Lösung wurde filtriert und mit 

gesättigter wässriger Natriumcarbonatlösung gewaschen. Trocknen über Magnesiumsulfat 

und Entfernen des Lösungsmittels unter reduziertem Druck erbrachte das Rohprodukt, das 

mittels Säulenchromatographie aufgereinigt wurde. 
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6.2.11: Reduktionen 

6.2.11.1: Methode T (Reduktion von Nitroaromaten)232 

Der entsprechende Nitroaromat (1 eq) wurde in Ethanol gelöst und nach Zugabe von Hydrazin 

Monohydrat (10 eq) und Palladium auf Kohle (10%; 0.1 eq) für 3 h zum Rückfluss erhitzt. 

Anschließend wurde die Mischung über Kieselgur gefiltert und der Filter mehrmals mit Ethanol 

gespült. Verdampfen des Lösungsmittels unter reduziertem Druck erbrachte das gewünschte 

Produkt. 

6.2.11.2: Methode U (Reduktion von Nitrilen)233 

Zur Aktivierung von Raney-Nickel wurde zur Aluminium-Nickel-Legierung (10 eq) Natronlauge 

(2M, 200 eq) hinzugegeben und die Suspension für 2 h auf dem Wasserbad erhitzt. Nach dem 

Abkühlen wurde die wässrige Phase dekantierend entfernt und der Rückstand mit Wasser und 

im Anschluss mit Methanol gewaschen. Die Waschflüssikeiten wurden ebenfalls dekantierend 

entfernt. Der aktivierte Raney-Nickel (10 eq) wurde in ammoniakalischen Methanol vorgelegt 

und das entsprechende Nitril (1 eq) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde im Autoklav 

unter Wasserstoffatmosphäre (6 bar) bei 40 °C für 3 Tage gerührt. Im Anschluss wurde 

überschüssiger Raney-Nickel über Kieselgur abfiltriert und das Filtrat unter reduziertem Druck 

eingeengt. Aus dem öligen Rohprodukt wurde das gewünschte Produkt durch Zugabe von 

Diethylether gefällt und abfiltriert. 

6.2.12: Synthese von Oxazolonderivaten 

6.2.12.1: Methode V (Erlenmeyer-Synthese)234 

Eine Mischung von Acetylglycin (1 eq), dem entsprechenden Benzaldehyd (1 eq) und 

Natriumacetat (0.1 eq) wurde mit Essigsäureanhydrid (12 eq) in einem Mikrowellengefäß 

versiegelt und bei 190 °C für 4 min unter Mikrowellenstrahlung gerührt. Nach Abkühlen auf 

Raumtemperatur wurde der Reaktionsansatz für 2 Tage auskristallisiert und der Niederschlag 

im Anschluss abgefiltert und mit einer Wasser/Ethanol Mischung (1:1) gewaschen. Trocknen 

unter reduziertem Druck erbrachte das gewünschte Produkt. 

6.2.13: Synthese von Imidazolonderivaten 

6.2.13.1: Methode W235 

Der entsprechende Oxazolonderivat (1 eq) wurde zusammen mit einem primären Amin (1eq) 

in Pyridin (10 eq) gelöst und in einem versiegelten Gefäß für 10 min bei 190 °C unter 
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Mikrowellenstrahlung gerührt. Im Anschluss wurde Pyridin unter reduziertem Druck destillativ 

entfernt und eine säulenchromatographische Aufreinigung erbrachte das gewünschte 

Produkt. 

6.2.14: Synthese von BOPPY 

6.2.14.1: Methode X169 

Zu einer Mischung eines Pyrrol-2-carboxaldehyd Derivats (1 eq) und einem 2-Hydrazin-N-

heteroaromaten (1 eq) in Dichlorethan wurde p-Toluolsulfonsäure Monohydrat (0.25 eq) 

gegeben und das Reaktionsgemisch für 12 h unter Rückfluss erhitzt. Zu der heißen Lösung 

wurde Diisopropylethylamin (10 eq) hinzugegeben und für weitere 10 min gerührt. Darauf 

folgte die Zugabe von Bortrifluorid Diethyletherat (15 eq) und weiteres Rühren unter 

Rückfluss für 4 h. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur wurde der Reaktionsansatz mit einem 

halben Volumenanteil Dichlormethan verdünnt und einmal mit Wasser gewaschen. Nach der 

Phasentrennung wurde die wässrige Phase mit Dichlormethan extrahiert und die vereinigten 

organischen Phasen nochmals mit Wasser gewaschen, über Magnesiumsulfat getrocknet, 

gefiltert und zur Trockne unter reduziertem Druck eingedampft. Säulenchromatographische 

Aufreinigung erbrachte das gewünschte Produkt. 

6.2.15: Derivatisierung primärer Amine mit niedermolekularen Fluorophoren 

6.2.15.1: Methode Y (Derivatisierung mit 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol)236 

Das entsprechende primäre Amin (1 eq) wurde in THF gelöst und mit Triethylamin (4.5 eq) 

versetzt. Zu dieser Mischung wurde eine Lösung von 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol (2 eq) in THF 

tropfenweise hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur für bis zu 72 h 

gerührt (DC-Kontrolle). Nach Entfernung von flüchtigen Bestandteilen unter reduziertem 

Druck wurde das gewünschte Produkt mittels Säulenchromatographie gewonnen. 

6.2.15.2: Methode Z (Derivatisierung mit Dansylchlorid)170 

Das entsprechende primäre Amin (1 eq) wurde in DMF gelöst und Dansylchlorid (1.6 eq) und 

Triethylamin (6 eq) wurden hinzugegeben. Die Lösung wurde bei 100 °C für 3 h gerührt und 

im Anschluss unter reduziertem Druck eingeengt. Mittels Säulenchromatographie und 

anschließenden Waschen mit Diethylether wurde das gewünschte Produkt isoliert. 
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6.2.15.3: Methode ZA (Derivatisierung mit BOPPY)169 

BOPPY (0.2 – 1 eq) und das entsprechende primäre Amin (1 eq) wurden in Gegenwart von 

Triethylamin (2 eq) in DMF gelöst und bei 60 °C für 24 h gerührt. Das Lösungsmittel wurde 

unter reduziertem Druck entfernt und der Rückstand in Dichlormethan aufgenommen. Nach 

Waschen mit gesättigter wässriger Natriumhydrogencarbonat Lösung wurde die organische 

Phase über Magnesiumsulfat getrocknet und unter reduziertem Druck destillativ entfernt. 

Säulenchromatographische Aufreinigung erbrachte das gewünschte Produkt. 

6.2.16: Veresterung 

6.2.16.1: Methode ZB237 

Die entsprechende Carbonsäure (1 eq) wurde in Methanol (50 eq) vorgelegt und unter 

Eiskühlung tropfenweise mit Thionylchlorid (1.1 eq) versetzt. Nach 10 h Rühren bei 

Raumtemperatur wurde das Lösungsmittel und überschüssiges Thionylchlorid destillativ 

entfernt und das gewünschte Produkt erhalten. 

6.2.17: Esterspaltung 

6.2.17.1: Methode ZC224 

Der entsprechende Ester (1 eq) wurde in Methanol suspendiert und mit einer wässrigen 

Lithiumhydroxidlösung (1 M; 2 eq) versetzt. Die Mischung wurde für 12 h bei 

Raumtemperatur gerührt und im Anschluss zur Trockne unter reduziertem Druck 

eingedampft. Der Rückstand wurde in einer möglichst geringen Menge Wasser gelöst und mit 

halbkonzentrierter Salzsäure gefällt. Nach Filtrieren und Waschen des Niederschlags mit 

Wasser wurde dieser unter reduziertem Druck getrocknet und das gewünschte Produkt 

gewonnen. 

6.2.18: Einfügen von Schutzgruppen 

6.2.18.1: Methode ZD (Phthalschutzgruppe)94 

Zur Schützung des primären Amins von Taurin wurde Taurin (1 eq) fein gemörsert und 

zusammen mit Kaliumacetat (1.1 eq) in Essigsäure (6 eq) suspendiert und für 10 min unter 

Rückfluss erhitzt. Nach Zugabe von Phthalsäureanhydrid (1.1 eq) wurde weitere 2.5 h unter 

Rückfluss erhitzt. Der Reaktionsansatz wurde auf 0 °C gekühlt und der entstandene 
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Niederschlag abgefiltert und mit Essigsäure und Ethanol gewaschen. Rekristallisation aus 

Wasser ergab das gewünschte Produkt. 

6.2.19: Entfernen von Schutzgruppen 

6.2.19.1: Methode ZE (Phthalschutzgruppe)94 

Das phthalgeschütze Amin (1 eq) wurde in Ethanol gelöst und zum Rückfluss erhitzt. Es folgte 

die Zugabe von Hydrazin Monohydrat (5 eq) und weiteres Erhitzen unter Rückfluss für 9 h. Der 

Reaktionsansatz wurde auf ein Fünftel eingeengt und der entstandene Niederschlag 

abfiltriert. Das Filtrat wurde unter reduziertem Druck eingeengt und erbrachte das 

gewünschte Produkt. 

6.2.20: Synthese von Chinazolinderivaten 

6.2.20.1: Methode ZF (2,4,6-Trichlorchinazolin)224 

2-Amino-5-chlorbenzoesäure (1 eq) wurde zusammen mit Harnstoff (10 eq) bei 160 °C 

geschmolzen und für 6 h gerührt. Im Anschluss wurde Wasser (60 eq) hinzugefügt und für 

5 min bei 100 °C gerührt. Die entstandene Suspension wurde heiß gefiltert und der 

Niederschlag in NaOH (0.5 M, 10 eq) aufgenommen und kurz zum Rückfluss erhitzt. Nach 

Abkühlen auf Raumtemperatur wurde die Lösung mit konzentrierter Salzsäure angesäuert 

(pH = 2) und der entstehende Niederschlag abfiltriert. Waschen mit Wasser/Methanol (1:1) 

erbrachte das Zwischenprodukt.  

Dieses wurde in Phosphoroxytrichlorid (6 eq) suspendiert und mit Diethylanilin (3 eq) versetzt. 

Die Mischung wurde zum Rückfluss erhitzt, bis eine klare Lösung entstand. Diese wurde auf 

Raumtemperatur abgekühlt und in Eiswasser gegossen. Der dabei entstandene Niederschlag 

wurde in Diethylether aufgenommen und die organische Phase über Magnesiumsulfat 

getrocknet. Filtration und Entfernen des Lösungsmittels unter reduziertem Druck erbrachten 

das Produkt. 

6.2.20.2: Methode ZG (2-Amino-4-(4-methylpiperazin-1-yl)chinazolin-7-carbonsäuremethyl-

ester)224 

2-Aminoterephtalat (1 eq) und Cyanamid (1.9 eq) wurden in Acetonitril gelöst und nach 

Zugabe von konzentrierter Salzsäure (1.1 eq) bei 90 °C für 12 h gerührt. Nach Abkühlen auf 
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Raumtemperatur und Filtern wurde durch Trocknen unter reduziertem Druck das 

Zwischenprodukt gewonnen. 

Im Anschluss wurde das Rohprodukt in Essigsäureanhydrid (10 eq) suspendiert und 16 h unter 

Rückfluss erhitzt. Nach destillativer Entfernung von Essigsäureanhydrid wurde der Rückstand 

in Acetonitril aufgenommen, 1,2,4-Triazol (5 eq), Diisopropylethylamin (5 eq) und 

Phosphoroxytrichlorid (5 eq) hinzugefügt und für 16 h gerührt. Der entstandene Niederschlag 

wurde abfiltriert, mit Acetonitril, Ethanol und Diethylether gewaschen und unter reduziertem 

Druck getrocknet.  

Nach Suspendieren in Dioxan und Zugabe von N-Methylpiperazin (7.5 eq) wurde die 

Suspension für 1 h unter Rückfluss erhitzt und anschließend das Lösungsmittel unter 

reduziertem Druck entfernt. Der Rückstand wurde in Chloroform aufgenommen und mit 

wässriger Natronlauge (1 M) gewaschen. Die organische Phase wurde über Magnesiumsulfat 

getrocknet und das Lösungsmittel destillativ unter reduziertem Druck entfernt. Das 

gewünschte Produkt wurde durch Umkristallisation aus Isopropanol gewonnen. 

6.3: Synthesevorschriften 

6.3.1: N-(2-(1H-imidazol-4-yl)ethyl)-5-chloro-1H-indol-2-carboxamid (1) 

Gemäß Methode A wurde Verbindung 1 aus 5-Chlorindolcarbonsäure (195.6 mg; 1 mmol) und 

Histamin Dichlorid (202.5 mg, 1.1 mmol) unter Verwendung von CDI (162.2 mg; 1 mmol) und 

THF (5 mL) hergestellt. Abweichend zur Methode A wurde das Produkt als grauer Feststoff 

(179 mg; 62%) durch Fällung mit Wasser gewonnen.  

 

Summenformel   C14H13ClN4O 

Molekulargewicht   288.7 

Schmelzpunkt    237 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 11.83 – 11.72 (m, 2H, im-NH, ind-NH), 8.67 (t, J = 5.6 Hz, 

1H, CO-NH), 7.69 (d, J = 2.1 Hz, 1H, ind-4H), 7.58 (s, 1H, 

im-5H), 7.44 (d, J = 8.7 Hz, 1H, ind-7H), 7.18 (dd, J = 8.7, 
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2.1 Hz, 1H, ind-6H), 7.08 (d, J = 2.1 Hz, 1H, ind-3H), 6.86 

(s, 1H, im-3H), 3.59 – 3.43 (m, 2H, NH-CH2), 2.79 (t, J = 7.4 

Hz, 2H, im-CH2). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 160.57(CO), 134.72 (ind-2C, ind-7aC), 134.63 (im-2C, 

ind-3aC), 133.34 (im-4C), 128.10 (ind-5C), 124.12 (ind-

6C), 123.23 (ind-4C), 120.46 (im-5C), 113.81 (Ind-7C), 

101.79 (ind-3C), 39.04 (NH-CH2), 26.98 (im-CH2). 

Elementaranalyse    theo.  C 58.24%; H 4.54%; N 19.40%. 

                                bes.  C 57.86%; H 4.33%; N 19.00%. 

APCI MS    [M+H]+ = 289.3 (100%). 

6.3.2: 5-Chlor-N-(4-methylpiperazin-1-yl)-1H-indol-2-carboxamid (2)79  

Gemäß Methode A wurde Verbindung 2 aus 5-Chlorindolcarbonsäure (1.173 g; 6 mmol) und 

4-Amino-1-methylpiperazin (760.0 mg, 6.6 mmol) unter Verwendung von CDI (972.9 mg; 

6 mmol) und THF (30 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als weißer Feststoff (700 mg, 40%) 

gewonnen. 

 

Summenformel   C14H17ClN4O 

Molekulargewicht   292.7 

Schmelzpunkt    265 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 11.79 (s, 1H, ind-NH), 9.52 (s, 1H, CO-NH), 7.69 (d, J = 

2.0 Hz, 1H, ind-4H), 7.43 (d, J = 8.7 Hz, 1H, ind-7H), 7.17 

(dd, J = 8.7, 2.0 Hz, 1H, ind-6H), 7.09 (s, 1H, ind-3H), 2.91 

(t, J = 4.8 Hz, 4H, prz-2,6H2), 2.43 (s, 4H, prz-3,5H2), 2.19 

(s, 3H, N-CH3). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 158.56(CO), 134.73(ind-7aC), 132.21 (ind-2C), 128.00 

(ind-3aC), 124.16 (ind-5C), 123.30 (ind-6C), 120.45 (ind-



 

144 

 

4C), 113.80 (Ind-7C), 101.91 (ind-3C), 54.37 (prz-2,6C), 

53.78 (prz-3,5C), 45.45 (N-CH3). 

Elementaranalyse   theo.  C 57.44%; H 5.85%; N 19.14%. 

     bes.  C 57.04%; H 5.93%; N 19.45%. 

APCI MS    [M+H]+ = 293.0 (100%). 

6.3.3: 5-Hydroxy-1-phenyl-pyrazol-3-carbonsäure(P1)230 

Gemäß Methode P wurde Verbindung P1 aus Oxalessigsäure (792.4 mg; 6 mmol) und 

Phenylhydrazin (648.8 mg; 6 mmol) in halbkonzentrierter Schwefelsäure (8 mL) hergestellt. 

Das Produkt wurde als weißer Feststoff (1.1 g; 90%) isoliert. 

 

Summenformel   C10H8N2O3 

Molekulargewicht   204.2 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 7.78 – 7.71 (m, 2H, ph-2,6H), 7.55 – 7.46 (m, 2H ph-

3,5H), 7.40 – 7.33 (m, 1H, ph-4H), 5.94 (s, 1H, pyl-4H). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 163.27 (COOH), 153.26 (pyl-5C), 142.91 (pyl-3C), 138.16 

(ph-1C), 128.96 (ph-3,5C), 126.82 (ph-4C), 122.04 (ph-

2,6C), 89.22 (pyl-4C). 

APCI MS    [M-H]- = 203.6 (100%). 

6.3.4: N-(4-Methylpiperazin-1-yl)-5-hydroxy-1-phenyl-pyrazol-3-carboxamid (3) 

Gemäß Methode A wurde Verbindung 3 aus P1 (204 mg, 1 mmol) und N-Methylpiperazin 

(0.15 mL; 1.1 mmol) unter Verwendung von CDI (162 mg; 1 mmol) in THF (3 mL) hergestellt. 

Das gewünschte Produkt wurde als weißer Feststoff (100 mg; 35%) isoliert. 
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Summenformel   C15H18N4O2 

Molekulargewicht   286.3 

Schmelzpunkt    250 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 7.83 – 7.74 (m, 2H, ph-2,6H), 7.52 – 7.43 (m, 2H, ph-

3,5H), 7.34 – 7.25 (m, 1H, ph-4H), 5.69 (s, 1H, pyl-4H), 

3.63 (m, 4H, prz-2,6H2), 2.47 (m, 4H, prz-3,5H2), 2.29 (s, 

3H, N-CH3). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 162.02 (CON), 154.61 (pyl-5C), 146.05 (pyl-3C), 138.70 

(ph-1C), 128.85 (ph-3,5C), 125.90 (ph-4C), 121.26 (ph-

2,6C), 88.82 (pyl-4C), 54.76 (prz-2,6C), 54.08 (prz-3,5C), 

45.07 (N-CH3). 

Elementaranalyse   theo. C 62.92%; H 6.34%; N 19.57%. 

     bes. C 62.69%; H 6.15%; N 19.48%. 

APCI MS    [M+H]+ = 287.5 (100%). 

6.3.5: N-(2-(Dimethylamino)ethyl)-5-hydroxy-1-phenyl-pyrazol-3-carboxamid (4) 

Gemäß Methode A wurde Verbindung 4 aus P1 (612 mg; 3 mmol) und 

N,N-Dimethylethyldiamin (0,5 mL; 3,3 mmol) unter Verwendung von CDI (486.3 mg; 3 mmol) 

in THF (10 mL) hergestellt. Das Produkt wurde nach säulenchromatographischer Aufreinigung 

(DCM/MeOH 8:2) als weißer Feststoff (274 mg; 30%) gewonnen. 

 

Summenformel   C14H18N4O2 
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Molekulargewicht   274.3 

Schmelzpunkt    131 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 7.98 – 7.92 (m, 2H, ph-2,6H), 7.51 – 7.38 (m, 2H ph-

3,5H), 7.31 – 7.19 (m, 1H, ph-4H), 5.60 (s, 1H pyl-4H), 3.42 

(q, J = 6.2 Hz, 2H, NH-CH2), 2.74 (t, J = 6.3 Hz, 2H, N-CH2), 

2.45 (s, 6H, N-(CH3)2). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 162.44 (CON), 158.26 (pyl-5C), 145.47 (pyl-3C), 139.51 

(ph-1C), 128.58 (ph-3,5C), 125.17 (ph-4C), 120.80 (ph-

2,6C), 85.99 (pyl-4C), 57.36 (NH-CH2), 44.01 (N-CH2), 

35.23 (N-(CH3)2). 

Elementaranalyse   theo. C 61.30%; H 6.61%; N 20.42%. 

     bes. C 60.95%, H 6.64%; N 20.02%. 

APCI MS    [M+H]+ = 275.2 (100%). 

6.3.6: 5-Hydroxy-1-(p-tolyl)-pyrazol-3-carbonsäure (P2) 

Gemäß Methode P wurde Verbindung P2 aus Oxalessigsäure (1.58 g; 12 mmol) und 

Tolylhydrazin Hydrochlorid (1.90 g; 12 mmol) in halbkonzentrierter Schwefelsäure (16 mL) 

hergestellt. Das Produkt wurde als weißer Feststoff (2.3 g; 90%) isoliert. 

 

Summenformel   C11H10N2O3 

Molekulargewicht   218.2 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 7.60 (d, J = 8.3 Hz, 2H, ph-2,6H), 7.30(d, J = 8.3 Hz, 2H, 

ph-3,5H), 5.91 (s, 1H, pyl-4H), 2.35 (s, 3H, ph-CH3). 

APCI MS    [M-H]- = 217.0 (100%). 
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6.3.7: N-(4-Methylpiperazin-1-yl)-5-Hydroxy-1-(p-tolyl)-pyrazol-3-carboxamid (5) 

Gemäß Methode A wurde Verbindung 5 aus P2 (872.8 mg; 4 mmol) und N-Methylpiperazin 

(0.6 mL; 3.3 mmol) unter Verwendung von CDI (648.4 mg; 4 mmol) in THF (12 mL) hergestellt. 

Das Produkt wurde nach säulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 9:2) und 

waschen mit MeOH als weißer Feststoff (240 mg; 20%) gewonnen. 

 

Summenformel   C16H20N4O2 

Molekulargewicht   300.4 

Schmelzpunkt    252 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 7.70 – 7.55 (m, 2H, ph-2,6H), 7.35 – 7.22 (m, 2H, ph-

3,5H), 5.72 (s, 1H, pyl-4H), 3.61 (m, 4H, prz-2,6H2), 2.39 

(t, J = 4.9 Hz, 4H, prz-3,5H2), 2.34 (s, 3H, ph-CH3), 2.23 (s, 

3H, N-CH3). 

13C NMR (75 MHz, DMSO)  δ 161.91 (CON), 145.86 (pyl-5C), 136.09 (pyl-3C), 135.48 

(ph-1C), 129.29 (ph-3,5C), 121.46 (ph-4C), 88.94 (pyl-4C), 

63.71 (prz-2,6C), 54.98 (prz-3,5C), 45.39 (N-CH3). 21.30 

(ph-CH3). 

Elementaranalyse   theo. C 63.98%; H 6.71%; N 18.65%. 

     bes. C 64.17%; H 6.71%; N 18.60%. 

APCI MS    [M+H]+ = 301.4 (100%). 

6.3.8: 1-(4-Fluorophenyl)-5-hydroxy-pyrazol-3-carbonsäure (P3)230 

Gemäß Methode P wurde Verbindung P3 aus Oxalessigsäure (792.4 mg; 6 mmol) und 

4-Fluorphenylhydrazin Hydrochlorid (975.5 mg; 6 mmol) in halbkonzentrierter Schwefelsäure 

(8 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als weißer Feststoff (1.2 g; 90%) isoliert. 
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Summenformel   C10H7FN2O3 

Molekulargewicht   222.2 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 7.81 – 7.71 (m, 2H, ph-2,6H), 7.41 – 7.29 (m, 2H, ph-

3,5H), 5.92 (s, 1H, pyl-4H). 

APCI MS    [M-H]-
 = 221.0 (100%). 

6.3.9: N-(4-Methylpiperazin-1-yl)-1-(4-fluorphenyl)-5-Hydroxy-pyrazol-3-

carboxamid (6) 

Gemäß Methode A wurde Verbindung 6 aus P3 (1.11 g; 5 mmol) und N-Methylpiperazin 

(0.75 mL, 5.5 mmol) unter Verwendung von CDI (810.9 mg; 5 mmol) in THF (15 mL) 

hergestellt. Das Produkt wurde als weißer Feststoff (380 mg; 25%) gewonnen. 

 

Summenformel   C15H17FN4O2 

Molekulargewicht   304.3 

Schmelzpunkt    253 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 7.90 – 7.72 (m, 2H, ph-2,6H), 7.43 – 7.21 (m, 2H, ph-

3,5H), 5.72 (s, 1H, pyl-4H), 3.62 (m, 4H, prz-2,6H2), 2.42 

(t, J = 5.1 Hz, 4H, prz-3,5H2), 2.26 (s, 3H, N-CH3). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 168.86 (CON), 161.86 (pyl-5C), 153.76 (pyl-3C), 146.14 

(ph-2,6C), 123.47 (d, J = 8.4 Hz, ph-2,6C), 115.67 (d, J = 
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22.8 Hz, ph-4C), 88.86 (pyl-4C), 54.90 (prz-2,6C), 

54.16(prz-2,6C), 45.26 (N-CH3). 

Elementaranalyse   theo. C 59.20%; H 5.63%; N 18.41%. 

     bes. C 59.27%; H 5.67%; N 18.01%. 

APCI MS    [M+H]+ = 305.1 (100%). 

6.3.10: N4-(2-(1H-Imidazol-4-yl)ethyl)-6-chlorpyrimidin-2,4-diamin (P4) 

Gemäß Methode D wurde Verbindung P4 aus 2-Amino-4,6-dichlorpyrimidin (819.9 mg; 

5 mmol) und Histamin Dihydrochlorid (1.37 g; 7.5 mmol) unter Verwendung von 

Diisopropylethylamin (1.75 mL, 10 mmol) und Isopropanol (10 mL) hergestellt. Das Produkt 

wurde mittels Säulenchromatographie (DCM/MeOH 9:1) als weißer Feststoff (600 mg; 50%) 

gewonnen. 

 

Summenformel   C9H11ClN6 

Molekulargewicht:   238.68 

APCI     [M+H]+ = 239.1 (100%). 

 

6.3.11: N4-(2-(1H-Imidazol-4-yl)ethyl)-6-(3,4-dihydroisochinolin-2-

yl)pyrimidin-2,4-diamin Hydrogenmaleat (7) 

Gemäß Methode E wurde die Verbindung 7 aus P4 (600 mg, 2.5 mmol) und 

Tetrahydroisochinolin (1.0 mL, 7.5 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin 

(3.5 mL, 20 mmol) in Isopropanol (14 mL) hergestellt. Nach säulenchromatographischer 

Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) wurde das Produkt als gelber Feststoff (2.19 g, 58%) durch 

Fällung mit Maleinsäure aus Ethanol gewonnen. 
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Summenformel   C18H21N7 . 2.5 C4H4O4 

Molekulargewicht   625.7 (freie Base: 335.2) 

Schmelzpunkt    95 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.94 (d, J = 1.4 Hz, 1H, pyr-NH), 7.47 (d, J = 1.3 Hz, 1H, 

im-5H), 7.32 (s, 2H, pyr-NH2), 7.23 (q, J = 2.4 Hz, 4H, 

isochin-5,6,7,8H), 6.10 (s, 5H, mal-H, im-3H), 5.38 (s, 1H, 

pyr-5H), 4.74 (s, 2H, isochin-1H2), 3.81 (t, J = 5.6 Hz, 2H, 

NH-CH2), 3.56 (q, J = 6.5 Hz, 2H, isochin-3H2), 2.92 (dt, J = 

8.8, 6.3 Hz, 4H, im-CH2, isochin-4H2). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 167.19 (pyr-2C), 153.79 (pyr-4C), 134.82 (im-2C), 

134.76 (pyr-6C), 133.94 (im-4C), 132.96 (isochin-1a,5a-C), 

130.69 (isochin-8C), 128.23 (isochin-5C), 126.73 (isochin-

6C), 126.29 (isochin-7C), 126.21 (im-5C), 116.50 (pyr-5C), 

46.10 (NH-CH2), 39.85 (isochin-1C), 27.87 (isochin-

3,4CH2), 23.79 (im-CH2). 

Elementaranalyse   theo.  C 53.76%; H 4.99%; N 15.67%. 

     bes.  C 53.73%; H 5.23%; N 15.39%. 

APCI MS    [M+H]+ = 336.2 (100%). 

6.3.12: 2-Amino-6-phenylpyrimidin-4(3H)-on (P5)226 

Gemäß Methode I wurde Verbindung P5 aus Ethylbenzoylacetat (10 g; 52 mmol) und Guanidin 

Carbonat (4.7 g, 52 mmol) in einer Ethanol/Toluol-Mischung (120 mL: 20 mL) hergestellt. Das 

Produkt wurde als weißer Feststoff (8 g; 83%) gewonnen. 
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Summenformel   C10H9N3O 

Molekulargewicht   187.2 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 10.81 (s, 1H, NH), 8.00 – 7.88 (m, 2H, ph-2,6H), 7.52 – 

7.35 (m, 3H, ph-3,4,5H), 6.60 (s, 2H, NH2), 6.10 (s, 1H, OC-

CH). 

6.3.13: 4-Chlor-6-phenylpyrimidin-2-amin (P6)238 

Gemäß Methode M wurde Verbindung P6 aus P5 (561 mg; 3 mmol) unter Verwendung von 

Phosphoroxytrichlorid (1.37 mL, 15 mmol) in Acetonitril (10 mL) hergestellt. Nach Entfernen 

des Lösemittels wurde der Rückstand mit Acetonitril gewaschen und das Produkt als hellgelber 

Feststoff (400 mg; 65%) gewonnen. 

 

Summenformel   C10H8ClN3 

Molekulargewicht   205.7 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.36 (s, 2H, pyr-NH2), 7.93 (dd, J = 8.1, 1.7 Hz, 2H, ph-

2,6H), 7.66 – 7.50 (m, 3H, ph-3,4,5H), 6.36 (s, 1H, pyr-5H). 

APCI MS    [M+H]+ = 206.2 (100%). 

6.3.14: N4-(2-(1H-Imidazol-4-yl)ethyl)-6-phenylpyrimidin-2,4-diamin 

Dihydrochlorid (8) 

Gemäß Methode E wurde Verbindung 8 aus P6 (400 mg; 2 mmol) und Histamin Dihydrochlorid 

(1.10 g, 6 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin (1.5 mL, 8 mmol) in 
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Isopropanol (10 mL) hergestellt. Das Produkt wurde mittels Säulenchromatographie 

(DCM/MeOH 9:1) als gelber Feststoff (212 mg; 30%) gewonnen. 

 

Formel     C15H16N6 . 2 HCl 

Molekulargewicht   353.3 (freie Base: 280.3) 

Schmelzpunkt    187 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.98 – 8.71 (m, 1H, pyr-NH), 8.54 (s, 1H, pyr-5H), 7.90 

(d, J = 6.9 Hz, 1H, ph-4H), 7.68 (s, 1H, im-5H), 7.61 – 7.43 

(m, 4H, ph-2,3,4,5H), 7.30 (s, 1H, im-NH), 6.52 (s, 1H, im-

3H), 3.66 (d, J = 6.3 Hz, 2H, NH-CH2), 2.93 (t, J = 6.8 Hz, 

1H, im-CH2). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 163.29 (pyr-2C), 158.15 (pyr-4C), 133.86 (im-2C, pyr-

6C), 131.88 (im-4C), 131.19 (ph-2,6C), 129.02 (im-5C), 

126.44 (ph-3,4,5C), 116.37 (Pyr-5C), 48.52 (NH-CH2), 

24.65 (im-CH2). 

Elementaranalyse   theo. C 51.00%; H 5.14%; N 23.79%. 

     bes. C 51.39%; H 5.52%; N 23.57%. 

APCI MS    [M+H]+ = 281.1 (100%). 

6.3.15: 3-(Piperidin-1-yl)propan-1-ol Hydrochlorid (P7)209 

Gemäß Methode J wurde Verbindung P7 aus Piperidin (5.11 g; 60 mmol) und 3-Chlorpropan-

1-ol (4.73 g, 50 mmol) unter Verwendung von Kaliumcarbonat (9.88 g; 0,1 mol) und 

Kaliumiodid (1.66 g; 10 mmol) in Aceton (30 mL) hergestellt. Kristallisation als Hydrochlorid 

aus Isopropanol ergab das Produkt als weißen Feststoff (5.5 g; 79%). 
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Summenformel   C8H17NO . HCl 

Molekulargewicht   179.7 (freie Base: 143.2) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 10.54 (s, 1H, NH+), 4.42 (s, 1H, OH), 3.44 (t, J = 5.9, 2H, 

prop-1H2), 3.38-3.33 (m, 2H, pip-2,6Häq), 3.02-2.95 (m, 

2H, prop-3H2), 2.82-2.78 (m, 2H, pip-2,6Hax), 1.88-1.64 

(m, 7H, prop-2H2, pip-3,5H2, pip-4Häq), 1.43-1.30 (m, 1H, 

pip-4Hax). 

6.3.16: 1-(3-Chlorpropyl)piperidin Hydrochlorid (P8)209 

Gemäß Methode N wurde Verbindung P8 aus P7 (1.34 g; 8 mmol) unter Verwendung von 

Thionylchlorid (0.77 mL; 12 mmol) in THF (10 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als weißer 

Feststoff (1.48 g, quant.) gewonnen. 

 

Summenformel   C8H16ClN . HCl 

Molekulargewicht   198.1 (freie Base: 161.7) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 10.73 (s, 1H, NH+), 3.73 (t, J = 6.4, 2H, prop-3H2), 3.40-

3.35 (m, 2H, pip-2,6Häq), 3.10-3.03 (m, 2H, prop-1H2), 

2.89-2.77 (m, 2H, pip-2,6Hax), 2.25-2.15(m, 2H, prop-

2H2), 1.87-1.65 (m, 5H, pip-3,5H2, pip-4Häq), 1.41-1.31 (m, 

1H, pip-4Hax). 

6.3.17: 1-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)ethan-1-on (P9)239 

Gemäß Methode K wurde P9 aus 4-Hydroxyacetophenon (1.36 g; 10 mmol) und P8 (1.59 g; 

8 mmol) unter Verwendung von Kaliumcarbonat (2.76 g; 20 mmol) in Aceton (30 mL) 

hergestellt. Nach Entfernen des Lösemittels wurde das Produkt in Ethylacetat (30 mL) 

aufgenommen und mit 5wt% wässriger Natronlauge (3 x 30 mL) gewaschen. Evaporation des 

organischen Lösemittels erbrachte das Produkt als weißen Feststoff (1.3 g; 50%). 
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Summenformel   C16H23NO2 

Molekulargewicht   261.4 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 7.91 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ph-2,6H), 7.01 (d, J = 8.9 Hz, 2H, 

ph-3,5H), 4.08 (t, J = 6.5 Hz, 2H, prop-3H2), 2.51 (s, 3H, 

OC-CH3), 2.40 – 2.24 (m, 6H, pip-2,6H2, prop-1H2), 1.86 

(tt, J = 6.5, 5.5 Hz, 2H, prop-2H2), 1.47 (m, 4H, pip-3,5H2), 

1.41 – 1.30 (m, 2H, pip-4H2). 

6.3.18: Methyl 3-oxo-3-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)propanoat (P10) 

Gemäß Methode H wurde Verbindung P10 aus P9 (784 mg; 3 mmol) und Dimethylcarbonat 

(0.5 mL, 6 mmol) unter Verwendung von Natriumhydrid (246 mg, 6 mmol) in Toluol (3 mL) 

hergestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) erbrachte das Produkt 

als blass-gelbes Öl (430 mg; 40%). 

 

Summenformel   C18H25NO4 

Molekulargewicht   319.4 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 7.92 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ph-2,6H), 7.04 (d, J = 8.9 Hz, 2H, 

ph-3,5H), 4.17 – 4.05 (m, 4H, prop-3H2, OC-CH2), 3.65 (s, 

3H, O-CH3), 2.40 - 2.25 (m, 6H, pip-2,6H2, prop-1H2), 1.87 

(p, J = 6.7 Hz, 2H, prop-2H2), 1.49 (m, 4H, pip-3,5H2), 1.45 

- 1.25 (m, 2H, pip-4H2). 
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6.3.19: 2-Amino-6-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)pyrimidin-4-on (P11) 

Gemäß Methode I wurde Verbindung P11 aus P10 (1.2 g; 3.8 mmol) und Guanidin Carbonat 

(340 mg; 3.8 mmol) in einer Ethanol/Toluol-Mischung (12 mL: 2 mL) hergestellt. Das Produkt 

wurde als weißer Feststoff (600 mg; 49%) gewonnen. 

 

Summenformel   C18H24N4O2 

Molekulargewicht   328.4 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 10.72 (s, 1H, NH), 7.98 – 7.81 (m, 2H, ph-2,6H), 7.08 – 

6.88 (m, 2H, ph-3,5H), 6.56 (s, 2H, NH2), 6.02 (s, 1H, OC-

CH), 4.04 (t, J = 6.4 Hz, 2H, prop-3H2), 2.40 – 2.25 (m, 6H 

pip-2,6H2, prop-1H2), 1.98 – 1.74 (m, 2H, prop-2H2), 1.50 

(t, J = 5.5 Hz, 4H, pip-3,5H2), 1.38 (d, J = 5.5 Hz, 2H, pip-

4H2). 

6.3.20: 4-Chlor-6-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)pyrimidin-2-amin 

(P12) 

Gemäß Methode M wurde Verbindung P12 aus P11 (985.2 mg; 3 mmol) unter Verwendung 

von Phosphoroxytrichlorid (1.37 mL; 15 mmol) in Acetonitril (10 mL) hergestellt. Nach 

Entfernen des Lösemittels und Waschen mit Acetonitril wurde das Rohprodukt als orangener 

Feststoff (656 mg, 63%) gewonnen, mittels DC (DCM/MeOH 95:5 Rf = 0.24) die Reinheit 

bestimmt und weiterverwendet. 

 

Summenformel   C18H23ClN4O 
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Molekulargewicht   346.9 

6.3.21: 4-(4-Methylpiperazin-1-yl)-6-(4-(3-(piperidin-1-

yl)propoxy)phenyl)pyrimidin-2-amin (9) 

Gemäß Methode E wurde Verbindung 9 aus P12 (1 g, 3 mmol) und N-Methylpiperazin (1.1 mL; 

10 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin (2 mL, 12 mmol) in Isopropanol 

(14 mL) hergestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) erbrachte das 

Produkt als weißen Feststoff (605 mg; 50%). 

 

Summenformel   C23H34N6O 

Molekulargewicht   410.6 

Schmelzpunkt    129 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.00 (d, J = 8.8 Hz, 2H, ph-2,6H), 6.96 (d, J = 8.9 Hz, 2H, 

ph-3,5H), 6.51 (s, 1H, pyr-5H), 6.01 (s, 2H, NH2), 4.04 (t, J 

= 6.4 Hz, 2H, prop-3H2), 3.70 – 3.51 (m, 4H, prz-2,6H2), 

2.42 – 2.29 (m, 10H, pip-2,6H2, prop-1H2, prz-3,5H2), 2.21 

(s, 3H, N-CH3), 1.94 – 1.79 (m, 2H, prop-2H2), 1.49 (q, J = 

5.4 Hz, 4H, pip-3,5H2), 1.38 (q, J = 6.7, 6.3 Hz, 2H, pip-4H2). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 163.61 (pyr-4C), 163.00 (pyr-6C), 162.67 (pyr-2C), 

159.86 (ph-5C), 130.52 (ph-3,5C), 128.00 (ph-4C), 113.98 

(ph-2,6C), 87.83 (pyr-5C), 65.96 (prop-3C), 55.08 (pip-

2,6C), 54.38 (prop-1C), 54.06 (prz-2,6C), 45.76 (N-CH3), 

43.37 (prz-3,5C), 26.22 (prop-2C), 25.54 (pip-3,5C), 24.08 

(pip-4C). 

LC-MS     tr = 7.8 min; [M+H]2+ = 205.8, [M+H]+ = 411.1; 98.02%. 
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6.3.22: 3-(4-Methylpiperazin-1-yl)propan-1-ol (P13)240 

Gemäß Methode J wurde Verbindung P13 aus N-Methylpiperazin (0.7 mL; 6 mmol) und 

3-Chlorpropan-1-ol (473 mg, 5 mmol) unter Verwendung von Kaliumcarbonat (988 mg; 

10 mmol) und Kaliumiodid (166 mg; 1 mmol) in Aceton (10 mL) hergestellt. Das Produkt wurde 

destillativ als farbloses Öl (655 mg; 69%) gewonnen. 

 

Summenformel   C8H18N2O 

Molekulargewicht   158.3 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 3.42 (t, J = 6.3 Hz, 2H, prop-3H), 3.37 (s, 1H, OH), 2.43 – 

2.21 (m, 10H, prop-1H2, prz-2,3,5,6-H2), 2.13 (s, 3H, N-

CH3), 1.62 – 1.49 (m, 2H, prop-2H2). 

6.3.23: 6-(3-(4-Methylpiperazin-1-yl)propoxy)-tetralon (P14)241 

Gemäß Methode L wurde Verbindung P14 aus P13 (712.4 mg; 4.5 mmol) und 6-Hydroxy-1-

tetralon (486.6 mg; 3 mmol) unter Verwendung von Triphenylphosphin (1.18 g; 4.5 mmol) 
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und Azodicarbonsäurediethylester (0.7 mL; 4.5 mmol) in trockenem THF (15 mL) hergestellt. 

Das Produkt wurde mittels Säulenchromatographie (DCM/MeOH 95:5) als farbloses Öl 

(710 mg; 78%) isoliert. 

 

Summenformel   C18H26N2O2 

Molekulargewicht   302.4 

1H NMR (300 MHz, CDCl3)  δ 7.92 (d, J = 8.7 Hz, 1H, tet-8H), 6.74 (dd, J = 8.7, 2.5 Hz, 

1H, tet-7H), 6.62 (d, J = 2.4 Hz, 1H, tet-5H), 4.00 (t, J = 6.3 

Hz, 2H, prop-3H), 2.84 (t, J = 6.1 Hz, 2H, tet-2H), 2.57 – 

2.30 (m, 12H, prop-1H2, prz-2,3,5,6-H2, tet-4H), 2.23 (s, 

3H, N-CH3), 2.08 – 1.97 (m, 2H, tet-3H), 1.91 (dt, J = 13.3, 

6.5 Hz, 2H, prop-2H). 

 

6.3.24: 2-(4-(Dimethylamino)benzyliden)-6-(3-(4-methylpiperazin-1-

yl)propoxy)-tetralon (10) 

Gemäß Methode S wurde Verbindung 10 aus P14 (906 mg; 3mmol) und p-

Dimethylaminobenzaldehyd (447.6 mg; 3mmol) unter Verwendung von Natronlauge (15M; 

1.1 mL; 13.5 mmol) in Ethanol (10 mL) hergestellt. Das Produkt wurde mittels 

säulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 98:2) als orangener Feststoff (416 mg; 

32%) gewonnen. 

 

Summenformel   C27H35N3O2 . 0.4 H2O 
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Molekulargewicht   440.8 (kristallwasserfrei: 433.6) 

Schmelzpunkt    114 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, CDCl3)  δ 8.00 (d, J = 8.7 Hz, 1H, tet-8H), 7.74 (d, J = 1.7 Hz, 1H, 

tet-7H), 7.34 (d, J = 8.8 Hz, 2H, ph-2,6H), 6.78 (dd, J = 8.7, 

2.5 Hz, 1H, tet-5H), 6.70 – 6.59 (m, 3H, ph-3,5H, tet-CH), 

4.01 (t, J = 6.3 Hz, 2H, prop-3H), 3.13 – 3.03 (m, 2H, tet-

4H), 2.95 (s, 6H, N-(CH3)2), 2.82 (dd, J = 7.6, 5.4 Hz, 2H, 

tet-3H), 2.56 – 2.33 (m, 10H, prop-1H2, prz-2,3,5,6-H2), 

2.23 (s, 3H, N-CH3), 1.93 (dt, J = 8.1, 6.4 Hz, 2H, prop-2H). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3)  δ 186.81 (tet-1C), 162.67 (tet-6C), 150.45 (ph-4C), 145.37 

(tet-CH), 137.13 (tet-2C), 131.91 (tet-8aC), 131.31 (ph-

2,6C), 130.50 (tet-8C), 127.40 (tet-4aC), 123.81 (ph-1C), 

113.45 (tet-5C), 112.67 (tet-7C), 111.64 (ph-3,5C), 66.35 

(prop-3C), 55.04 (prop-1C), 54.96 (prz-3,5C), 53.11 (prz-

2,6C), 45.96 (N-CH3), 40.19 (N-(CH3)2), 29.21 (tet-3C), 

27.40 (prop-2C), 26.64 (tet-2C). 

UV/Vis λmaxAbs = 408 nm; λmaxEm = 680 nm. 

Elementaranalyse   theo. C 73.57%; H 8.19%; N 9.34%. 

     bes. C 73.74%; H 8.38%; N 9.34%. 

APCI MS    [M+H]+ = 434.7 (100%). 

6.3.25: 3-(4-(Dimethylamino)phenyl)allyliden)-6-(3-(4-methylpiperazin-1-

yl)propoxy)-tetralon (11) 

Gemäß Methode S wurde Verbindung 11 aus P14 (906 mg; 3mmol) und p-

Dimethylaminozimtaldehyd (525.7 mg; 3mmol) unter Verwendung von Natronlauge (15M; 

1.1 mL; 13.5 mmol) in Ethanol (10 mL) hergestellt. Das Produkt wurde mittels 

säulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 98:2) als roter Feststoff (414 mg; 30%) 

gewonnen. 
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Summenformel   C29H37N3O2 

Molekulargewicht   459.6 

Schmelzpunkt    128 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, CDCl3)  δ 8.07 (d, J = 8.7 Hz, 1H, tet-8H), 7.60 – 7.50 (m, 1H, tet-

7H), 7.41 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ph-2,6H), 6.98 – 6.91 (m, 2H, 

ph-3,5H), 6.84 (dd, J = 8.7, 2.5 Hz, 1H, tet-5H), 6.75 – 6.63 

(m, 3H, pen-1,2,3H), 4.08 (t, J = 6.3 Hz, 2H, prop-3H), 3.00 

(s, 6H, N-(CH3)2), 2.95 (s, 4H, prz-3,5-H2), 2.64 – 2.43 (m, 

8H, prop-1H2, prz-2,6-H2, tet-4H), 2.30 (s, 3H, N-CH3), 

2.17 – 2.08 (m, 2H, tet-3H), 2.06 – 1.90 (m, 2H, prop-2H). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3)  δ 186.22 (tet-1C), 162.62 (tet-6C), 150.82 (ph-4C), 145.76 

(pen-1C), 141.49 (pen-3C), 136.80 (tet-2C), 131.73 (ph-

2,6C), 130.40 (tet-8C), 128.60 (tet-4aC), 127.58 (pen-2C), 

124.93 (ph-1C), 119.22 (tet-5C), 113.45 (tet-7C), 112.85 

(ph-3,5C), 112.08 (tet-8aC), 66.36 (prop-3C), 55.03 (prop-

1C), 54.95 (prz-3,5C), 53.10 (prz-2,6C), 45.95 (N-CH3), 

40.26 (N-(CH3)2), 29.21 (tet-4C), 26.64 (prop-2C), 25.88 

(tet-3C). 

UV/Vis λmaxAbs = 425 nm; λmaxEm = 638 nm. 

Elementaranalyse   theo. C 75.78%; H 8.11%; N 9.14%. 

     bes. C 75.25%; H 8.69%; N 8.84%. 

APCI MS    [M+H]+ = 460.3 (100%). 
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6.3.26: 4-Benzyliden-2-methyloxazol-5-on (P15)235 

Gemäß Methode V wurde Verbindung P15 aus Acetylglycin (1.17 g; 10 mmol) und 

Benzaldehyd (1.06 g; 10 mmol) unter Verwendung von Natriumacetat (82 mg; 1 mmol) in 

Essigsäureanhydrid (15 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als blassgelbes Pulver (880 mg; 

47%) isoliert. 

 

Summenformel   C11H9NO2 

Molekulargewicht   187.2 

1H NMR (300 MHz, DMF-d7)  δ 8.66 – 8.53 (m, 2H, ph-3,5H), 7.98 – 7.87 (m, 3H, ph-

2,4,6H), 7.64 (s, 1H, ph-CH), 2.81 (s, 3H, ox-CH3). 

6.3.27: 2-(3-(4-Methylpiperazin-1-yl)propyl)phthalimid (P16)242 

Gemäß Methode J wurde Verbindung P16 aus N-(3-Brompropyl)phthalimid (2.01 g, 7.5 mmol) 

und N-Methylpiperazin (1.65 g; 16.5 mmol) unter Verwendung von Kaliumcarbonat (15 mmol) 

und Kaliumiodid (1.5 mmol) in Aceton (150 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als gelbliches 

Öl (1.4 g; 65%) isoliert. 

 

 

Summenformel   C16H21N3O2 

Molekulargewicht   287.4 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 7.92 – 7.75 (m, 4H, pht-2,3,4,5H), 3.61 (t, J = 6.7 Hz, 2H, 

prop-3H), 2.32 – 2.13 (m, 6H, prop-1H, prz-2,6H), 2.04 (s, 
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4H, prz-3,5H), 1.97 (s, 3H, N-CH3), 1.71 (p, J = 6.6 Hz, 2H, 

prop-2H). 

6.3.28: 3-(4-Methylpiperazin-1-yl)propan-1-amin (P17)242 

Gemäß Methode ZE wurde Verbindung P17 aus P26 (1.4 g; 4.9 mmol) unter Verwendung von 

Hydrazin Monohydrat (1.2 mL; 24.5 mmol) in Ethanol (50 mL) hergestellt. Das Produkt wurde 

als blassgelbes Öl (520 mg; 55%) isoliert. 

  

Summenformel   C8H19N3 

Molekulargewicht   157.3 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 3.01 (s, 2H, NH2), 2.59 – 2.49 (m, 2H, prop-3H), 2.41 – 

2.21 (m, 10H, prop-1H, prz-2,3,5,6H), 2.13 (s, 3H, N-CH3), 

1.58 – 1.41 (m, 2H, prop-2H). 

6.3.29: 5-Benzyliden-2-methyl-3-(3-(4-methylpiperazin-1-yl)propyl)-imidazol-

4-on (12) 

Gemäß Methode W wurde Verbindung 12 aus P15 (1.12 g; 6 mmol) und P17 (944 mg; 6 mmol) 

in Pyridin (4.8 mL, 60 mmol) hergestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung 

(DCM/MeOH 5:1) erbrachte das Produkt als blassroten Feststoff (1.5 g; 46%). 

 

Summenformel   C19H26N4O 

Molekulargewicht   326.4 
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Schmelzpunkt    100 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.26 – 8.15 (m, 2H, ph-3,5H), 7.51 – 7.35 (m, 3H, ph-

1,4,6H), 6.95 (s, 1H, ph-CH), 3.60 (t, J = 6.9 Hz, 2H, prop-

3H), 2.40 (s, 3H, N-CH3), 2.37 – 2.17 (m, 10H, prop-1H, 

prz-2,3,5,6H), 2.11 (s, 3H, ox-CH3), 1.81 – 1.62 (m, 2H, 

prop-2H). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 169.99 (ox-4C), 164.29 (ox-2C), 138.83 (ph-1C), 134.10 

(ox-5C), 131.78 (ph-2,6C), 129.81 (ph-3,5C), 128.59(ph-

4C), 124.44 (ph-CH), 54.76 (prz-3,5C), 54.55 (prz-2,6C), 

52.45 (N-CH3), 45.58 (prop-1C), 38.48 (prop-3C), 25.02 

(prop-2C), 15.35 (ox-CH3). 

Elementaranalyse   theo. C 69.91%; H 8.03%; N 17.16%. 

     bes. C 69.51%; H 8.21%. N 17.07%. 

APCI MS    [M+H]+ = 327.3 (100%). 

6.3.30: 1-(3-Chlorpropyl)-4-methylpiperazin (P18)243 

Gemäß Methode N wurde Verbindung P18 aus P13 (1.27 g; 8 mmol) unter Verwendung von 

Thionylchlorid (0.77 mL; 12 mmol) in THF (10 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als weißer 

Feststoff (2.00 g, quant.) gewonnen. 

 

Summenformel   C8H17ClN2
 . 2 HCl 

Molekulargewicht   249.6 (freie Base: 176.7) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 11.99 (s, 2H, NH+), 3.85 – 3.32 (m, 10H, prop-1H2, prz-

2,3,5,6H2), 3.17 (s, 2H, prop-2H2), 2.82 (s, 3H, N-CH3), 2.10 

– 1.72 (m, 2H, prop-3H2). 
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6.3.31: 1-Methyl-4-(3-(4-nitrophenoxy)propyl)piperazin (P19)244 

Gemäß Methode K wurde Verbindung P19 aus Nitrophenol (1.39 g; 10 mmol) und P18 (2.00 g; 

8 mmol) unter Verwendung von Kaliumcarbonat (5.23 g; 40 mmol) und Kaliumiodid (266 mg; 

1.6 mmol) in Aceton (10 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als gelbliches Öl (1.48 g; 53%) 

isoliert. 

 

Summenformel   C14H21N3O3 

Molekulargewicht   279.34 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.21 – 8.11 (m, 2H, ph-2,6H), 7.12 – 7.03 (m, 2H, ph-

3,5H), 3.68 (t, J = 6.3 Hz, 2H, prop-3H2), 2.41 – 2.19 (m, 

10H, prop-1H2, prz-2,3,5,6H2), 2.14 (s, 3H, N-CH3), 1.61 – 

1.49 (m, 2H, prop-2H2). 

6.3.32: 4-(3-(4-Methylpiperazin-1-yl)propoxy)anilin (P20)244 

Gemäß Methode T wurde P20 aus P19 (1.48 g; 5.3 mmol) unter Verwendung von Hydrazin 

Monohydrat (2.65 g; 53 mmol) und Palladium auf Kohle (10%; 500 mg) in Ethanol (20 mL) 

hergestellt. Das Produkt wurde als gelbliches Öl (1.3 g; 98%) isoliert. 

 

Summenformel   C14H23N3O 

Molekulargewicht   249.4 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 6.68 – 6.62 (m, 2H, ph-2,6H), 6.55 – 6.47 (m, 2H, ph-

3,5H), 4.54 (s, 2H, NH2), 3.42 (t, J = 6.3 Hz, 2H, prop-3H2), 

2.43 – 2.21 (m, 10H, prop-1H2, prz-2,3,5,6H2), 2.13 (s, 3H 

N-CH3), 1.62 – 1.49 (m, 2H, prop-2H2). 
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6.3.33: 5-Benzyliden-2-methyl-3-(4-(3-(4-methylpiperazin-1-

yl)propoxy)phenyl)- imidazol-4-on (13) 

Gemäß Methode W wurde Verbindung 13 aus P15 (1.12 g; 6 mmol) und P20 (1.50 g; 6 mmol) 

in Pyridin (4.8 mL, 60 mmol) hergestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung 

(DCM/MeOH 4:1) erbrachte das Produkt als gelber Feststoff (929 mg; 37%). 

 

Summenformel   C25H30N4O2 

Molekulargewicht   418.5 

Schmelzpunkt    143 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.34 – 8.19 (m, 2H, ph1-3,5H), 7.54 – 7.39 (m, 3H, ph1-

2,4,6H), 7.37 – 7.26 (m, 2H, ph2-2,6H), 7.12 – 7.00 (m, 3H, 

ph2-3,5H, ph-CH), 4.05 (t, J = 6.3 Hz, 2H, prop-3H), 2.49 – 

2.23 (m, 10H, prop-1H2, prz-2,3,5,6H2), 2.19 (s, 3H, ox-

CH3), 2.15 (s, 3H, N-CH3), 1.89 (t, J = 6.8 Hz, 2H, prop-2H). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 169.33 (ox-C4), 163.33 (ox-C5), 158.59 (ph2-4C), 138.38 

(ph1-1C), 134.03 (ox-2C), 131.88 (ph1-3,5C), 130.04 (ph1-

2,6C), 128.92 (ph2-2,6C), 128.69 (ph1-4C), 125.78 (ph2-

1C), 125.29 (ph1-CH), 115.02 (ph2-3,5C), 66.12 (prop-3C), 

54.73 (prop-1C), 54.30 (prz-3,5C), 52.69 (prz-2,6C), 45.71 

(N-CH3), 26.14 (prop-2C), 16.09 (ox-CH3). 

Elementaranalyse   theo. C 71.74%; H 7.23%; N 13.39%. 

     bes. C 71.55%; H 7.10%; N 13.19%. 

APCI MS    [M+H]+ = 419.5 (100%). 
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6.3.34: 5-Benzyliden-2-methyl-3-(4-methylpiperazin-1-yl)-imidazol-4-on (14) 

Gemäß Methode W wurde Verbindung 14 aus P15 (1.12 g; 6 mmol) und 4-Amino-1-

methylpiperazin (691 mg; 6 mmol) in Pyridin (4.8 mL, 60 mmol) hergestellt. 

Säulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 4:1) erbrachte das Produkt als gelben 

Feststoff (546 mg; 32%). 

 

Summenformel   C16H20N4O 

Molekulargewicht   284.4 

Schmelzpunkt    173 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.30 – 8.13 (m, 2H, ph-3,5H), 7.55 – 7.36 (m, 3H, ph-

1,4,6H), 6.92 (s, 1H, ph-CH), 3.68 (s, 2H, prz-2,6Häq), 2.94 

(m, 2H, prz-2,6Hax), 2.74 (m, 2H, prz-3,5Häq), 2.29 (d, J = 

0.6 Hz, 2H, prz-3,5Hax), 2.20 (s, 3H, ox-cH3), 2.10 (s, 3H, N-

CH3). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 168.65 (ox-4C), 164.64 (ox-2C), 136.86 (ph-1C), 133.88 

(ox-5C), 131.90 (ph-3,5C), 130.02 (ph-2,6C), 128.64 (ph-

4C), 125.03 (ph-CH), 54.71 (prz-2,6C), 50.61 (prz-3,5C), 

45.45 (ox-CH3), 14.64 (N-CH3). 

Elementaranalyse   theo. C 67.58%; H 7.09%; N 19.70%. 

     bes. C 67.55%; H 6.87%; N 19.47%. 

APCI MS    [M+H]+ = 284.3 (100%). 

6.3.35: 4-(3-Chlorbenzyliden)-2-methyloxazol-5-on (P21)245 

Gemäß Methode V wurde Verbindung P21 aus Acetylglycin (2.34 g; 20 mmol) und 

3-Chlorbenzaldehyd (2.3 mL; 20 mmol) unter Verwendung von Natriumacetat (164 mg; 
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2 mmol) in Essigsäureanhydrid (20 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als blassgelber 

Feststoff (2.48 g; 56%) isoliert. 

 

Summenformel   C11H8ClNO2 

Molekulargewicht   221.6 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.34 – 8.25 (m, 1H, ph-6H), 8.19 – 8.06 (m, 1H, ph-2H), 

7.60 – 7.50 (m, 2H, ph-4,5H), 7.23 (s, 1H, ph-CH), 2.42 (s, 

3H, ox-CH3). 

6.3.36: 5-(3-Chlorbenzyliden)-2-methyl-3-(4-(3-(4-methylpiperazin-1-

yl)propoxy)phenyl)-imidazol-4-on (15) 

Gemäß Methode W wurde Verbindung 15 aus P21 (1.12 g; 6 mmol) und P20 (1.50 g; 6 mmol) 

in Pyridin (4.8 mL, 60 mmol) hergestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung 

(DCM/MeOH 4:1) erbrachte das Produkt als roter Feststoff (1.14 g; 42%). 

 

Summenformel   C25H29ClN4O2 

Molekulargewicht   452.0 

Schmelzpunkt    141 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.42 (m, 1H, ph1-6H), 8.25 – 8.05 (m, 1H, ph1-2H), 7.50 

(d, J = 5.7 Hz, 2H, ph1-4,5H), 7.32 (d, J = 8.4 Hz, 2H, ph2-

2,6H), 7.06 (d, J = 8.2 Hz, 3H,ph1-CH, ph2-3,5H), 4.05 (t, J 

= 6.3 Hz, 2H, prop-3H2), 2.47 – 2.25 (m, 10H, prop-1H, prz-
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2,3,5,6H2), 2.20 (s, 3H, ox-CH3), 2.16 (s, 3H, N-CH3), 1.88 

(p, J = 6.5 Hz, 2H, prop-2H2). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 169.17 (ox-4C), 164.46 (ox-2C), 158.65 (ph2-4C), 139.40 

(ph1-1C), 136.14 (ph1-3C), 133.33 (ox-5C), 130.81 (ph1-

5C), 130.48 (ph2-2,6C), 130.45 (ph1-4C), 129.56 (ph1-6C), 

128.92 (ph1-2C), 125.61 (ph2-1C), 123.28 (ph2-3,5C), 

115.03 (ph1-CH), 66.12 (prop-3C), 54.69 (prop-1C), 54.28 

(prz-3,5C), 52.64 (prz-2,6C), 45.65 (ox-CH3), 26.13 (N-

CH3), 16.16 (prop-2C). 

Elementaranalyse   theo. C 66.29%; H 6.45%; N 12.37%. 

     bes. C 66.04%; H 6.40%; N 12.09%. 

APCI MS    [M+H]+ = 452.9 (100%).  

6.3.37: 3-(2-(1H-Imidazol-4-yl)ethyl)-5-benzyliden-2-methyl--imidazol-4-on 

Hydrochlorid (16) 

Gemäß Methode W wurde Verbindung 16 aus P15 (1.12 g; 6 mmol) und Histamin 

Dihydrochlorid (1.11 g; 6 mmol) in Pyridin (4.8 mL, 60 mmol) hergestellt. 

Säulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 4:1) erbrachte das Produkt als weißen 

Feststoff (706.4 mg; 52%). 

 

Summenformel   C16H16N4O . HCl 

Molekulargewicht   316.8 (freie Base: 280.3) 

Schmelzpunkt    48 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 9.52 (s, 1H, im-5H), 7.61 – 7.49 (m, 2H, ph-3,5H), 7.45 – 

7.27 (m, 3H, ph-2,4,6H), 7.13 (s, 1H, ph-CH), 7.01 (s, 1H, 
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im-3H), 3.40 (q, J = 6.6 Hz, 2H, N-CH2), 2.77 (t, J = 7.0 Hz, 

2H, im-CH2), 2.02 (s, 3H, ox-CH3). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 169.54 (ox-4C), 164.92 (ox-2C), 134.11 (im-3C), 134.00 

(ph-1C), 132.95 (im-1C), 130.18 (ox-5C), 129.30 (ph-

2,3,5,6C), 128.47 (ph-4C), 127.33 (im-5C), 116.32 (ph-CH), 

38.74 (N-CH2), 25.41 (im-CH2), 22.84 (ox-CH3). 

Elementaranalyse   theo. C 60.66%; H 5.41%; N 17.69%. 

     bes. C 61.04%; H 5.50%; N 17.89%. 

APCI MS    [M+H]+ = 281.4 (100%). 

6.3.38: 1-(3-(4-Nitrophenoxy)propyl)piperidin (P22)246 

Gemäß Methode K wurde Verbindung P22 aus Nitrophenol (1.39 g; 10 mmol) und P8 (1.59 g; 

8 mmol) unter Verwendung von Kaliumcarbonat (5.23 g; 40 mmol) und Kaliumiodid (266 mg; 

1.6 mmol) in Aceton (10 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als braunes Öl (1.4 g; 53%) 

isoliert. 

 

Summenformel   C14H20N2O3 

Molekulargewicht   264.3 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.20 – 8.12 (m, 2H, ph-2,6H), 7.14 – 7.06 (m, 2H, ph-

3,5H), 4.11 (t, J = 6.4 Hz, 2H, prop-3H2), 2.41 – 2.23 (m, 

6H, pip-2,6H2, prop-1H2), 1.96 – 1.79 (m, 2H, prop-2H2), 

1.53 – 1.41 (m, 4H, pip-3,5H2), 1.40 – 1.28 (m, 2H, pip-

4H2). 

6.3.39: 4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)anilin (P23)246 

Gemäß Methode T wurde P23 aus P22 (1.4 g; 5.3 mmol) unter Verwendung von Hydrazin 

Monohydrat (2.65 g; 53 mmol) und Palladium auf Kohle (10%; 500 mg) in Ethanol (20 mL) 

hergestellt. Das Produkt wurde als braunes Öl (1.2 g; 97%) isoliert. 



 

170 

 

 

Summenformel   C14H22N2O 

Molekulargewicht   234.3 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 6.67 – 6.60 (m, 2H, ph-2,6H), 6.54 – 6.47 (m, 2H, ph-

3,5H), 4.55 (s, 2H, NH2), 3.83 (t, J = 6.4 Hz, 2H, prop-3H2), 

2.39 – 2.25 (m, 6H, pip-2,6H2, prop-1H), 1.78 (tt, J = 7.9, 

6.4 Hz, 2H, prop-2H2), 1.54 – 1.43 (m, 4H, pip-3,5H2), 1.42 

– 1.33 (m, 2H, pip-4H2). 

6.3.40: 5-Benzyliden-2-methyl-3-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)-

imidazol-4-on (17) 

Gemäß Methode W wurde Verbindung 17 aus P15 (1.12 g; 6 mmol) und P23 (1.41 g; 6 mmol) 

in Pyridin (4.8 mL, 60 mmol) hergestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung 

(DCM/MeOH 5:1) erbrachte das Produkt als gelber Feststoff (920 mg; 38%). 

 

Summenformel   C25H29N3O2 

Molekulargewicht   403.5 

Schmelzpunkt    136 °C (unkorrigiert) 
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1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.27 (dt, J = 6.3, 1.7 Hz, 2H, ph1-3,5H), 7.55 – 7.38 (m, 

3H, ph1-1,4,6H), 7.37 – 7.26 (m, 2H, ph2-2,6H), 7.12 – 

6.99 (m, 3H, ph2-3,5H, ph-CH), 4.05 (t, J = 6.3 Hz, 2H, 

prop-3H2), 2.36 (dt, J = 15.5, 6.2 Hz, 6H, pip-2,6H2, prop-

1H), 2.19 (s, 3H, ox-CH3), 1.95 – 1.81 (m, 2H, prop-2H2), 

1.49 (q, J = 5.4 Hz, 4H, pip-3,5H2), 1.39 (d, J = 5.4 Hz, 2H, 

pip-4H2). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 169.33 (ox-4C), 163.32 (ox-5C), 158.61 (ph2-4C), 138.38 

(ph1-1C), 134.03 (ox-2C), 131.87 (ph1-3,5C), 130.03 (ph1-

2,6C), 128.91 (ph2-2,6C), 128.68 (ph1-4C), 125.76 (ph2-

1C), 125.29 (ph1-CH), 115.01 (ph2-3,5C), 66.23 (prop-3C), 

55.06 (prop-1C), 54.09 (pip-2,6C), 26.23 (pip-3,5C), 25.59 

(ox-CH3), 24.13 (prop-2C), 16.09 (pip-4C). 

Elementaranalyse   theo. C 74.41%; H 7.24%; N 10.41%. 

     bes. C 74.58%; H 7.03%; N 10.39%. 

APCI MS    [M+H]+ = 404.7 (100%). 

6.3.41: 4-Chlor-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin (P24)247 

Gemäß Methode D wurde P24 aus 4,6-Dichlorpyrimidin (888 mg; 6 mmol) und 

N-Methylpiperazin (1 mL, 9 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin (2 mL, 

12 mmol) in Isopropanol (10 mL) hergestellt. Das Produkt wurde nach 

säulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 95:5) als weißer Feststoff (954 mg; 

75%) gewonnen. 

 

Summenformel   C9H13ClN4 

Molekulargewicht   212.7 
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1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.32 (d, J = 0.9 Hz, 1H, pyr-2H), 6.95 (d, J = 0.9 Hz, 1H, 

pyr-5H), 3.63 (t, J = 5.0 Hz, 4H, prz-2,6H2), 2.37 – 2.32 (m, 

4H, prz-3,5H2), 2.20 (s, 3H, N-CH3). 

6.3.42: (2-(6-(4-Methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-4-yl)-2-(pyridin-2(1H)-

yliden)acetonitril (P25) 

Gemäß Methode F wurde Verbindung P25 aus 2-Pyridylacetonitril (305 mg; 2.6 mmol) und 

P24 (500 mg; 2.35 mmol) unter Verwendung von Natriumhydrid (192.7 mg, 4.7 mmol) in DMF 

(3 mL) hergestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) ergab das 

Produkt (346 mg; 50%) als weißen Feststoff. 

 

Summenformel   C16H18N6 

Molekulargewicht   294.4 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 15.69 (s, 1H, NH), 8.35 (s, 1H, pyr-2H), 8.16 (d, J = 5.9 

Hz, 1H, pyd-6H), 7.66 (ddd, J = 8.7, 7.0, 1.7 Hz, 1H, pyd-

3H), 7.17 (dt, J = 8.7, 1.0 Hz, 1H, pyd-4H), 6.76 (ddd, J = 

7.0, 5.9, 1.0 Hz, 1H, pyd-5H), 6.07 (s, 1H, pyr-5H), 3.56 (t, 

J = 5.1 Hz, 4H, prz-2,6H2), 2.42 – 2.34 (m, 4H, prz-3,5H2), 

2.21 (s, 3H, N-CH3). 

6.3.43: 11,11-Difluor-3-(4-methylpiperazin-1-yl)-pyrido[1,2-c]pyrimido[6,1-f] 

[1,3,2]diazaborinin-5-carbonitril (18) 

Gemäß Methode R wurde P25 (588.7 mg; 2 mmol) in DCM (5 mL) gelöst und Triethylamin 

(0.4 mL, 6 mmol) und Bortrifluorid Diethyletherat (851.4 mg; 6 mmol) hinzugefügt. Das 

Produkt 18 wurde nach säulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) als gelber 

Feststoff (103 mg; 15%) gewonnen. 
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Summenformel   C16H17BF2N6 

Molekulargewicht   342.2 

Schmelzpunkt    208 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 8.46 (s, 1H, pyr-2H), 8.14 (s, 1H, pyd-6H), 7.86 (dt, J = 

8.8, 7.0, 1H, pyd-3H), 7.30 (d, J = 8.8 Hz, 1H, pyd-4H), 7.04 

– 6.94 (m, 1H, pyd-5H), 6.09 (s, 1H, pyr-5H), 3.64 (s, 4H, 

prz-2,6H2), 2.34 (t, J = 5.1 Hz, 4H, prz-3,5H2), 2.16 (s, 3H, 

N-CH3). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 158.49 (pyd-2C), 150.75 (pyr-4C), 150.24 (pyr-2C), 

150.16 (pyd-4,6C), 141.16 (pyd-3C), 138.20 (pyr-5C), 

118.90 (CN), 118.31 (pyr-6C), 115.41 (pyd-5C), 86.67 (NC-

C), 53.94 (prz-2,6C), 45.48 (prz-3,5C), 43.96 (N-CH3). 

19F NMR (282 MHz, DMSO-d6)  δ -139.49 (d, J = 30.7 Hz), -139.71 (d, J = 30.7 Hz). 

UV/Vis     λmaxAbs = 402 nm; λmaxEm = 487 nm. 

Elementaranalyse   theo. C 56.17%; 5.01%; 24.56%. 

     bes. C 55.92%; 5.05%; 24.28%. 

ESI MS     [M+H]+ = 343.2 (100%). 

6.3.44: 2-Amino-6-(2-methoxyphenyl)pyrimidin-4(3H)-on (P26)226 

Gemäß Methode I wurde Verbindung P26 aus Ethyl 3-(2-Methoxyphenyl)-3-oxopropanoat 

(844.4 mg; 3.8 mmol) und Guanidin Carbonat (340 mg; 3.8 mmol) in einer Ethanol/Toluol-

Mischung (12 mL: 2 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als weißer Feststoff (437 mg; 53%) 

gewonnen. 
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Summenformel   C11H11N3O2 

Molekulargewicht   217.2 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 10.80 (s, 1H, NH), 7.80 (dd, J = 7.5, 1.8 Hz, 1H, ph-3H), 

7.51 (ddd, J = 8.4, 7.5, 1.8 Hz, 1H, ph-4H), 7.20 (dd, J = 8.5, 

1.0 Hz, 1H, ph-6H), 7.05 (td, J = 7.5, 1.0 Hz, 1H, ph-

5H),6.59 (s, 2H, NH2), 6.12 (s, 1H, OC-CH), 3.87 (s, 3H, O-

CH3). 

6.3.45: 4-Chlor-6-(2-methoxyphenyl)pyrimidin-2-amin (P27)248 

Gemäß Methode M wurde P27 aus P26 (657 mg; 3 mmol) unter Verwendung von 

Phosphoroxytrichlorid (1.37 mL; 15 mmol) in Acetonitril (10 mL) hergestellt. Nach Entfernen 

des Lösemittels und Waschen mit Acetonitril wurde das Produkt als orangener Feststoff 

(707 mg; quant.) gewonnen. 

 

Summenformel   C11H10ClN3O 

Molekulargewicht   235.7 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 7.81 (dd, J = 7.5, 1.8 Hz, 1H, ph-3H), 7.50 (ddd, J = 8.4, 

7.5, 1.8 Hz, 1H ph-4H), 7.18 (dd, J = 8.5, 1.0 Hz, 1H, ph-

6H), 7.15 (s, 1H, pyr-5H), 7.07 (td, J = 7.5, 1.0 Hz, 1H, ph-

5H), 3.87 (s, 3H, O-CH3). 



 

175 

 

6.3.46: 4-(2-Methoxyphenyl)-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-amin 

(P28)88 

Gemäß Methode E wurde P28 aus P27 (506 mg; 2.2 mmol) und N-Methylpiperazin (606 mg; 

6.6 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin (1.3 mL; 8.8 mmol) in Isopropanol 

(10 mL) hergestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung ergab das Produkt als gelben 

Feststoff (359 mg; 55%). 

 

Summenformel   C16H21N5O 

Molekulargewicht   299.4 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 7.70 (dd, J = 7.6, 1.9 Hz, 1H, ph-3H), 7.41 (ddd, J = 8.3, 

7.6, 1.9 Hz, 1H, ph-4H), 7.13 (dd, J = 8.3, 1.0 Hz, 1H, ph-

6H), 7.04 (td, J = 7.6, 1.1 Hz, 1H, ph-5H), 6.49 (s, 1H, pyr-

5H), 6.06 (s, 2H, NH2), 3.85 (s, 3H, O-CH3), 3.58 (t, J = 5.0 

Hz, 4H, prz-2,6H2), 2.39 (t, J = 5.0 Hz, 4H, prz-3,5H2), 2.25 

(s, 3H, N-CH3). 

6.3.47: 2-(2-Amino-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-4-yl)phenol (P29)249 

Gemäß Methode Q wurde P29 durch Demethylierung von P28 (359.3mg; 1.2 mmol) unter 

Verwendung von HBr in Wasser (48%; 3 mL) in Essigsäure 2 mL hergestellt. Das Produkt wurde 

als blassgelber Feststoff (285 mg; 83%) gewonnen. 

 

Summenformel   C15H19N5O 

Molekulargewicht   285.4 
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1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 14.72 (s, 1H, OH), 7.98 (dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 1H, ph-3H), 

7.26 (ddd, J = 8.4, 7.2, 1.6 Hz, 1H, ph-4H), 6.85-6.77 (m, 

2H, ph-5,6H), 6.65 (s, 1H, pyr-5H), 6.58 (s, 2H, NH2), 3.66 

(t, J = 5.0 Hz, 4H, prz-2,6H2), 2.36 (t, J = 5.0 Hz, 4H, prz-

3,5H2), 2.21 (s, 3H, N-CH3). 

6.3.48: 6,6-Difluor-2-(4-methylpiperazin-1-yl)-benzo[e]pyrimido[1,6-

c][1,3,2]oxazaborinin-4-amin (19) 

Gemäß Methode R wurde P29 (570.7 mg; 2 mmol) in DCM (5 mL) gelöst und Triethylamin 

(0.4 mL, 6 mmol) und Bortrifluorid Diethyletherat (851.4 mg; 6 mmol) hinzugefügt. Das 

Produkt 19 wurde nach säulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 95:5) als 

gelber Feststoff (127 mg; 19%) gewonnen. 

 

Summenformel   C15H18BF2N5O . 0.35 CH3OH 

Molekulargewicht   344.4 (lösemittelfrei: 333.2) 

Schmelzpunkt    183 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.14 (dd, J = 8.1, 1.6 Hz, 1H, ph-3H), 7.55 – 7.34 (m, 1H, 

ph-4H), 7.02 – 6.95 (m, 2H, ph-6H, pyr-5H), 6.93 (d, J = 8.1 

Hz, 1H, ph-5H), 3.87 (m, 4H, prz-2,6H2), 2.58 (m, 4H, prz-

3,5H2), 2.34 (s, 3H, N-CH3). 

Elementaranalyse   theo. C 53.54%; H 5.68%; N 20.34%. 

     bes. C 53.84%; H 5.65%; N 20.11%. 

6.3.49: 4-Chlor-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-amin (P30)88 

Gemäß Methode D wurde Verbindung P30 aus 4,6-Dichlorpyrimidin-2-amin (1 g; 6 mmol) und 

N-Methylpiperazin (1 mL, 9 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin (2 mL, 
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12 mmol) in Isopropanol (10 mL) hergestellt. Das Produkt wurde nach 

säulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 95:5) als weißer Feststoff (850 mg; 

68%) gewonnen. 

 

Summenformel   C9H14ClN5
 

Molekulargewicht   227.7 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 6.47 (s, 2H, NH2), 6.08 (s, 1H, pyr-5H), 3.52 (t, J = 4.88, 

4H, prz-2,6H2), 2.30 (t, J = 5.00, 4H, prz-3,5H2), 2.18 (s, 3H, 

N-CH3). 

6.3.50: 2-(2-Amino-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-4-yl)-2-(pyridin-

2(1H)-yliden)acetonitril (20) 

Gemäß Methode F wurde Verbindung 20 aus 2-Pyridylacetonitril (305 mg; 2.6 mmol) und P30 

(533 mg; 2.35 mmol) unter Verwendung von Natriumhydrid (192.7 mg, 4.7 mmol) in DMF 

(3 mL) hergestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) ergab das 

Produkt (305 mg; 42%) als weißen Feststoff. 

 

Summenformel   C16H19N7 

Molekulargewicht   309.4 

Schmelzpunkt    215 °C (unkorrigiert) 
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1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 15.39 (s, 1H, NH), 8.14 (dtd, J = 5.5, 1.8, 1.0 Hz, 1H, pyd-

6H), 7.58 (ddd, J = 8.8, 7.2, 1.8 Hz, 1H, pyd-3H), 7.23 – 

7.00 (m, 3H, pyd-4H, pyr-NH2), 6.72 (ddd, J = 7.2, 5.5, 1.0 

Hz, 1H, pyd-5H), 5.50 (s, 1H, pyr-5H), 3.51 (t, J = 5.0 Hz, 

4H, prz-2,6H2), 2.35 (t, J = 5.0 Hz, 4H, prz-3,5H2), 2.20 (s, 

3H, N-CH3). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 160.89 (pyd-2C), 156.94 (pyr-4C), 156.83 (pyr-2C), 

154.91 (pyd-4C), 143.09 (pyd-3C), 137.30 (pyd-4C), 

122.36 (pyr-6C), 117.33 (CN), 113.41 (pyd-5C), 79.01 (NC-

C), 63.78 (pyr-5C), 54.21 (prz-2,6C), 45.67 (prz-3,5C), 

43.48 (N-CH3). 

Elementaranalyse   theo. C 62.12%; H 6.19%; N 31.69%. 

     bes C 62.21%; H 6.28%; N 31.39%. 

ESI MS     [M+H]+ = 310.5 (75%); [2M+H]+ = 617.6 (100%). 

6.3.51: 1-(2,4-Dinitrophenyl)piperazin (P31)250 

In Anlehnung an Methode Y wurde Verbindung P31 aus Piperazin (2.58 g; 30 mmol) und 1-

Chlor-2,4-dinitrobenzol (404 mg; 2 mmol) in Dichlormethan (20 mL) hergestellt. Das Produkt 

wurde nach Säulenchromatographie (DCM/MeOH 92:8) als gelber Feststoff (577 mg; quant) 

gewonnen werden. 

 

Summenformel   C10H12N4O4 

Molekulargewicht   252.2 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.58 (d, J = 2.8 Hz, 1H, ph-3H), 8.24 (dd, J = 9.5, 2.8 Hz, 

1H, ph-5H), 7.39 (d, J = 9.5 Hz, 1H, ph-6H), 3.24 – 3.17 (m, 

4H, prz-2,6H2), 2.85 – 2.76 (m, 4H, prz-3,5H2). 
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6.3.52: 4-(4-(2,4-Dinitrophenyl)piperazin-1-yl)-6-phenylpyrimidin-2-amin 

(21) 

Gemäß Methode E wurde Verbindung 21 aus P6 (617 mg; 3 mmol) und P31 (2.59 g; 9 mmol) 

unter Verwendung von Diisopropylethylamin (2 mL; 12 mmol) in Isopropanol (12 mL) 

hergestellt. Das Produkt wurde säulenchromatographisch (DCM/MeOH 95:5) aufgereinigt und 

als gelber Feststoff (122 mg; 10%) isoliert. 

 

Summenformel   C20H19N7O4 

Molekulargewicht   421.4 

Schmelzpunkt    127 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.65 (d, J = 2.7 Hz, 1H, ph2-3H), 8.30 (dd, J = 9.4, 2.8 Hz, 

1H, ph2-5H), 8.05 (dt, J = 5.9, 2.7 Hz, 2H, ph1-3,5H), 7.55-

7.35 (m, 4H, ph1-2,4,6H, ph2-6H), 6.58 (s, 1H, pyr-5H), 

6.22 (s, 2H, NH2), 3.91-3.80 (m, 4H, prz-2,6H2), 3.53 – 3.42 

(m, 4H, prz-3,5H2). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 163.23 (pyr-4C), 162.87 (pyr-6C), 148.67 (pyr-2C), 

138.06 (ph2-1,2C), 136.79 (ph2-4C), 136.28 (ph1-1C), 

129.63 (ph1-3,5C), 128.27 (ph1-4C), 128.02 (ph2-6C), 

126.61 (ph1-2,6C), 123.54 (ph2-5C), 119.46 (ph2-3C), 

88.89 (pyr-5C), 49.11 (prz-2,6C), 42.52 (prz-3,5C). 

LC-MS     tr = 19.3 min; [M+H]+ = 422.1; 94.6%. 
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6.3.53: 3-((2,4-Dinitrophenyl)amino)propan-1-ol (P32)236 

Analog zu Methode Y wurde Verbindung P32 aus Aminopropanol (2.25 g; 30 mmol) und 1-

Chlor-2,4-dinitrobenzol (2.02 g; 10 mmol) mithilfe von Triethylamin (6.2 mL; 45 mmol) in 

Dichlormethan (110 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als gelbes Öl (2.3 g; 95%) gewonnen. 

  

Summenformel   C9H11N3O4 

Molekulargewicht   241.2 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 9.02 (t, J = 5.7 Hz, 1H, NH), 8.80 (d, J = 2.8 Hz, 1H, ph-

3H), 8.22 (dd, J = 9.7, 2.8, 1H, ph-5H), 7.18 (d, J = 9.7 Hz, 

1H, ph-6H), 3.63 – 3.48 (m, 4H, prop-1,3H2), 1.86 – 1.72 

(m, 2H, prop-2H2). 

6.3.54: N-(3-Chlorpropyl)-2,4-dinitroanilin (P33)251 

Gemäß Methode N wurde Verbindung P33 aus P32 (2.29 g; 9.5 mmol) unter Verwendung von 

Thionylchlorid (1.1 mL; 14.3 mmol) in THF (100 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als gelbes 

Öl (2.47 g; quant) isoliert. 
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Summenformel   C9H10ClN3O4 

Molekulargewicht   259.7 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.89 (t, J = 6.1 Hz, 1H, NH), 8.83 (d, J = 2.7 Hz, 1H, ph-

3H), 8.29 – 8.21 (m, 1H, ph-5H), 7.24 (d, J = 9.7 Hz, 1H, ph-

6H), 3.75 (t, J = 6.5 Hz, 2H, prop-3H2), 3.67 – 3.60 (m, 2H, 

prop-1H2), 2.16 – 2.04 (m, 2H, prop-2H2). 

6.3.55: 2,4-Dinitro-N-(3-(piperazin-1-yl)propyl)anilin (P34) 

Gemäß Methode J wurde Verbindung P34 aus P33 (779 mg; 3 mmol) und Piperazin (2.58 g; 

30 mmol) in Aceton (50 mL) hergestellt. Nach Entfernen des Lösemittels, Aufnehmen des 

Rückstands in Ethylacetat und Waschen mit gesättigter wässriger Kaliumcarbonatlösung 

wurde das Produkt wurde als gelber Feststoff (588 mg; 63%) isoliert. 

 

Summenformel   C13H19N5O4 

Molekulargewicht   309.3 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 9.10 (s, 1H, NH), 8.85 (d, J = 2.8 Hz, 1H, ph-3H), 8.24 (dd, 

J = 9.7, 2.8 Hz, 1H, ph-5H), 7.25 (d, J = 9.7 Hz, 1H, ph-6H), 

3.52 (t, J = 6.7 Hz, 2H, prop-3H2), 2.70 (t, J = 4.8 Hz, 4H, 

prz-2,6H2), 2.32 (dt, J = 18.4, 5.5 Hz, 6H, prop-1H2, prz-

3,5H2), 1.79 (p, J = 6.6 Hz, 2H, prop-2H). 

6.3.56: 4-(4-(3-((2,4-Dinitrophenyl)amino)propyl)piperazin-1-yl)-6-

phenylpyrimidin-2-amin (22) 

Gemäß Methode E wurde Verbindung 22 aus P6 (617 mg; 3 mmol) und P34 (2.78 g; 9 mmol) 

unter Verwendung von Diisopropylethylamin (2 mL; 12 mmol) in Isopropanol (12 mL) 
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hergestellt. Das Produkt wurde säulenchromatographisch (DCM/MeOH 9:1) aufgereinigt und 

als gelber Feststoff (154 mg; 11%) isoliert. 

 

Summenformel   C23H26N8O4 

Molekulargewicht   478.5 

Schmelzpunkt    224 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 9.19 (d, J = 7.1 Hz, 1H, NH), 8.95 – 8.82 (m, 1H, ph2-3H), 

8.28 (s, 1H, ph2-5H), 8.14 – 7.95 (m, 2H, ph1-3,5H), 7.44 

(s, 2H, NH2), 7.28 (s, 1H, ph2-6H), 6.60 (s, 1H, pyr-5H), 

6.16 – 6.02 (m, 3H, ph1-2,4,6H), 3.77 – 3.51 (m, 6H, prop-

3H2, prz-2,6H2), 3.40-3.25 (m, 6H, prop-1H2, prz-3,5H2), 

1.99 – 1.74 (m, 2H, prop-2H2). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 163.59 (pyr-4C), 163.12 (pyr-6C), 148.15 (pyr-2C), 

138.36 (ph2-1C), 134.54 (ph1-1C, ph2-4C), 129.89 (ph2-

2C), 129.53 (ph2-5C), 129.46 (ph1-3,5C), 128.20 (ph1-4C), 

126.57 (ph1-2,6C), 123.61 (ph2-3C), 115.22 (ph2-6C), 

88.84 (pyr-5C), 55.71 (prz-2,6C), 52.71(prz-3,5C), 43.27 

(prop-1C), 42.24 (prop-3C), 24.60 (prop-2C). 

LC-MS     tr = 18.9 min; [M+2H]2+ = 240.0, [M+H]+ = 479.2; 97.6%. 



 

183 

 

 

6.3.57: N1-(2,4-Dinitrophenyl)propan-1,3-diamin (P35)252 

Analog zu Methode Y wurde Verbindung P35 aus 1,3-Diaminopropan (7.4 g; 0.1 mmol) und 

1-Chlor-2,4-dinitrobenzol (2.02 g; 10 mmol) in Dichlormethan (50 mL) hergestellt. Das Produkt 

wurde als gelber Feststoff (1.1 g; 46%) nach Säulenchromatographie (DCM/MeOH 9:1) 

gewonnen. 

 

Summenformel   C9H12N4O4 

Molekulargewicht   240.2 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6)  δ 8.80 (d, J = 2.8 Hz, 1H, ph-3H), 8.21 (dd, J = 9.6, 2.8 Hz, 

1H, ph-5H), 7.20 (d, J = 9.6 Hz, 1H, ph-6H), 3.52 (t, J = 6.8 

Hz, 2H, prop-1H), 2.68 (t, J = 6.3 Hz, 2H, prop-3H), 1.70 

(tt, J = 6.8, 6.3 Hz, 2H, prop-2H). 

APCI MS    [M+H]+ = 241.1 (100%). 
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6.3.58: 6-Phenylpyrimidin-2,4(1H,3H)-dion (P36)253 

Verbindung P36 wurde aus einer Mischung von Ethylbenzoylacetat (16.7 g; 86 mmol) und 

Harnstoff (6.7 g, 112 mmol) lösungsmittelfrei unter Mikrowellenstrahlung bei 165 °C für 

20 min hergestellt. Fällung des Produkts mit Dichlormethan und Abfiltrieren und Trocknen des 

Niederschlages erbrachte das gewünschte Produkt als weißen Feststoff (5g, 31%). 

 

Summenformel   C10H8N2O2 

Molekulargewicht   188.2 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6)  δ 11.12 (s, 1H, NH), 8.49 (s, 1H, NH), 7.76 – 7.69 (m, 2H, 

ph-3,5H), 7.60 – 7.42 (m, 3H, ph-3,4,6H), 5.81 (d, J = 1.6 

Hz, 1H, OC-CH). 

6.3.59: 2,4-Dichlor-6-phenylpyrimidin (P37)254 

Gemäß Methode M wurde Verbindung P37 aus P36 (1 g; 5.3 mmol) unter Verwendung von 

Phosphoroxytrichlorid (2.5 mL; 26.5 mmol) in Acetonitril (15 mL) hergestellt. Das Produkt 

wurde als roter Feststoff (1.2 g; quant) gewonnen. 

 

Summenformel   C10H6Cl2N2 

Molekulargewicht   225.1 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.32 – 8.21 (m, 2H, ph-3,5H), 7.69 – 7.57 (m, 3H, ph-

2,4,6H), 7.56 (s, 1H, pyr-5H). 
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6.3.60: 2-Chlor-4-(4-methylpiperazin-1-yl)-6-phenylpyrimidin (P38)255 

In analoger Weise zu Methode D wurde Verbindung P38 aus P37 (1.8 g; 8 mmol) und 

N-Methylpiperazin (900 mg; 9 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin (2.7 mL; 

16 mmol) in Ethanol (15 mL) innerhalb von 3 h Rühren bei Raumtemperatur hergestellt. Das 

Produkt wurde mittels Säulenchromatographie (graduell: DCM 100%; DCM/MeOH 9:1) als 

weißer Feststoff (854.8 mg; 37%) gewonnen. 

 

Summenformel   C15H17ClN4 

Molekulargewicht   288.8 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.27 – 8.15 (m, 2H, ph-3,5H), 7.66 – 7.51 (m, 3H, ph-

2,4,6H), 7.38 (s, 1H, pyr-5C), 3.87 (t, J = 5.0 Hz, 4H, prz-

2,6H2), 2.48 (t, J = 5.0 Hz, 4H, prz-3,5H2), 2.30 (s, 3H, N-

CH3). 

APCI MS    [M+H]+ = 290.0 (100%). 

6.3.61: N1-(2,4-Dinitrophenyl)-N3-(4-(4-methylpiperazin-1-yl)-6-

phenylpyrimidin-2-yl)propan-1,3-diamin (23) 

Nach Methode E wurde Verbindung 23 aus P38 (180 mg; 0.6 mmol) und P35 (288 mg; 

1.2 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin (0.4 mL; 2 mmol) in Isopropanol 

(2 mL) hergestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung (graduell: DCM 100%; 

DCM/MeOH 95:5) erbrachte das Produkt als orangenen Feststoff (38 mg; 13%). 
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Summenformel   C24H28N8O4 

Molekulargewicht   492.5 

Schmelzpunkt    144 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.92 (t, J = 5.9 Hz, 1H, ph2-NH), 8.80 (d, J = 2.8 Hz, 1H, 

ph2-3H), 8.21 – 8.06 (m, 1H, ph2-4H), 8.02 (dt, J = 7.4, 3.7 

Hz, 2H, ph1-3,5H), 7.54 – 7.34 (m, 3H, ph1-2,4,6H), 7.19 

(d, J = 9.7 Hz, 1H, ph2-6H), 6.71 (s, 1H, pyr-NH), 6.53 (s, 

1H, pyr-5H), 3,81 (s, 2H, prop-1H2), 3.68 – 3.48 (m, 6H, 

prop-3H2, prz-2,6H2), 2.35 (t, J = 4.9 Hz, 4H, prz-3,5H2), 

2.21 (s, 3H, N-CH3), 1.92 (t, J = 6.5 Hz, 2H, prop-2H2). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 163.38 (pyr-4C), 162.03 (pyr-6C), 148.13 (pyr-2C), 

138.40 (ph2-1C), 134.56 (ph2-4C), 129.64 (ph1-1C, ph2-

2C), 129.43 (ph2-5C), 128.13 (ph1-3,4,5C), 126.49 (ph1-

2,6C), 123.51 (ph2-3C), 115.15 (ph2-6C), 88.63 (pyr-5C), 

54.24 (prz-2,6C), 45.58 (prop-1C), 43.33 (prop-3C), 40.81 

(prz-3,5C), 38.15 (N-CH3), 28.19 (prop-2C). 

LC-MS     tr = 13.7 min; [M+2H]2+ = 247.0, [M+H]+ = 493.2; 95.7%. 
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6.3.62: Methyl 3-(4-methoxyphenyl)-3-oxopropanoat (P39)256 

Gemäß Methode H wurde Verbindung P39 aus 4-Methoxyacetophenon (3.06 g; 20 mmol) und 

Dimethylcarbonat (3.2 mL; 40 mmol) unter Verwendung von Natriumhydrid (60%; 1.64 g; 

40 mmol) in Toluol (30 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als farbloses Öl (3.75 g; 90%) 

gewonnen. 

 

Summenformel   C11H12O4 

Molekulargewicht   208.2 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 7.94 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ph-2,6H), 7.06 (d, J = 8.9 Hz, 2H, 

ph-3,4H), 4.14 (s, 2H, OC-CH2), 3.85 (s, 3H, O-CH3), 3.65 

(s, 3H, OCO-CH3). 

APCI MS    [M+H]+ = 209.2 (100%). 
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6.3.63: 2-Amino-6-(4-methoxyphenyl)pyrimidin-4(3H)-on (P40)257 

Gemäß Methode I wurde Verbindung P40 aus P39 (844.4 mg; 3.8 mmol) und 

Guanidincarbonat (340 mg; 3.8 mmol) in einer Ethanol/Toluol-Mischung (12 mL: 2 mL) 

hergestellt. Das Produkt wurde als weißer Feststoff (437 mg; 53%) gewonnen. 

 

Summenformel   C11H11N3O2 

Molekulargewicht   217.2 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 10.70 (s, 1H, NH), 7.91 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ph-2,6H), 6.98 

(d, J = 8.9 Hz, 2H, ph-3,5H), 6.54 (s, 2H, NH2), 6.03 (s, 1H, 

OC-CH), 3.80 (s, 3H, O-CH3). 

6.3.64: 4-Chlor-6-(4-methoxyphenyl)pyrimidin-2-amin (P41)257 

Gemäß Methode M wurde P41 aus P40 (657 mg; 3 mmol) unter Verwendung von 

Phosphoroxytrichlorid (1.37 mL; 15 mmol) in Acetonitril (10 mL) hergestellt. Nach Entfernen 

des Lösemittels und Waschen mit Acetonitril wurde das Produkt als orangener Feststoff 

(707 mg; quant.) gewonnen. 

 

Summenformel   C11H10ClN3O 

Molekulargewicht   235.7 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.08 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ph-2,6H), 7.19 (s, 1H, pyr-5H), 

7.09 (s, 2H, NH2), 7.04 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ph-3,5H), 3.83 (s, 

3H, O-CH3). 

APCI MS    [M+H]+ = 236.7 (100%). 
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6.3.65: 4-(4-Methoxyphenyl)-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-amin 

(P42)88 

Gemäß Methode E wurde P42 aus P41 (506 mg; 2.2 mmol) und N-Methylpiperazin (606 mg; 

6.6 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin (1.3 mL; 8.8 mmol) in Isopropanol 

(10 mL) hergestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) ergab das 

Produkt als weißen Feststoff (375 mg; 57%). 

 

Summenformel   C16H21N5O 

Molekulargewicht   299.4 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.01 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ph-2,6H), 6.98 (d, J = 8.9 Hz, 2H, 

ph-3,5H), 6.51 (s, 1H, pyr-5H), 6.01 (s, 2H, NH2), 3.81 (s, 

3H, O-CH3), 3.60 (t, J = 4.9 Hz, 4H, prz-2,6H2), 2.35 (t, J = 

4.9 Hz, 4H, prz-3,5H2), 2.21 (s, 3H, N-CH3). 

APCI MS    [M+H]+ = 300.5 (100%). 

6.3.66: 4-(2-Amino-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-4-yl)phenol (P43) 

Gemäß Methode Q wurde P43 durch Demethylierung von P42 (3.6 g; 12 mmol) unter 

Verwendung von HBr in Wasser (48%; 30 mL) in Essigsäure 20 mL hergestellt. Das Produkt 

wurde als blassgelber Feststoff (2.98 g; 87%) gewonnen. 

 

Summenformel   C15H19N5O 

Molekulargewicht   285.4 
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1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 7.94 – 7.84 (m, 2H, ph-2,6H), 6.83 – 6.77 (m, 2H, ph-

3,5H), 6.45 (s, 1H, pyr-5H), 5.96 (s, 2H, NH2), 3.69 (s, 1H 

ph-OH), 3.58 (t, J = 5.0 Hz, 4H, prz-2,6H2), 2.34 (t, J = 5.0 

Hz, 4H, prz-3,5H2), 2.20 (s, 3H, N-CH3). 

APCI MS    [M+H]+ = 286.4 (100%). 

6.3.67: 4-(4-(3-((2,4-Dinitrophenyl)amino)propoxy)phenyl)-6-(4-

methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-amin (24) 

Gemäß Methode K wurde Verbindung 24 aus P33 (779 mg; 3 mmol) und P43 (500 mg; 

1.75 mmol) unter Verwendung von Kaliumcarbonat (483.7 mg; 3.5 mmol) und Kaliumiodid 

(58 mg; 0.35 mmol) in Aceton (30 mL) hergestellt. Säulenchromatographische (DCM/MeOH 

9:1) Aufreinigung erbrachte das Produkt als gelben Feststoff (290 mg; 19%). 

 

Summenformel   C24H28N8O5 

Molekulargewicht   508.5 

Schmelzpunkt    137 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 9.02 (t, J = 5.8 Hz, 1H, ph1-NH), 8.88 (d, J = 2.7 Hz, 1H, 

ph1-3H), 8.32 – 8.23 (m, 1H, ph1-5H), 8.08 – 7.97 (m, 2H, 

ph2-2,6H), 7.28 (d, J = 9.7 Hz, 1H, ph1-6H), 7.07 – 6.95 (m, 

2H, ph2-3,5H), 6.52 (s, 1H, pyr-5H), 6.01 (s, 2H, NH2), 4.17 

(t, J = 5.8 Hz, 2H, prop-1H2), 3.70 (q, J = 6.4 Hz, 2H, prop-

3H2), 3.60 (t, J = 5.0 Hz, 4H, prz-2,6H2), 2.36 (t, J = 5.0 Hz, 

4H, prz-3,5H2), 2.22 (s, 3H, N-CH3), 2.14 (q, J = 6.2 Hz, 2H, 

prop-2H2). 
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13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 163.58 (pyr-4C), 162.96 (pyr-6C), 162.54 (pyr-2C), 

159.60 (ph2-4C), 148.09 (ph1-1C), 134.68 (ph1-4C), 

130.71 (ph1-2C), 129.94 (ph1-5C), 129.74 (ph2-2,6C), 

128.00 (ph2-1C), 123.63 (ph1-3C), 115.13 (ph1-6C), 

113.99 (ph2-3,5C), 87.90 (pyr-5C), 65.80 (prop-1C), 54.30 

(prop-3C), 45.63 (prz-2,6C), 43.28 (prz-3,5C), 40.69 (N-

CH3), 27.70 (prop-2C). 

UV/Vis λmaxAbs = 335 nm; λmaxEm = nicht bestimmbar. 

LC-MS     tr = 20.2 min; [M+2H]2+ = 255.0, [M+H]+ = 509.3; 100%. 

 

6.3.68: Methyl 3-(3-methoxyphenyl)-3-oxopropanoat (P44)258 

Gemäß Methode H wurde Verbindung P44 aus 3-Methoxyacetophenon (3.06 g; 20 mmol) und 

Dimethylcarbonat (3.2 mL; 40 mmol) unter Verwendung von Natriumhydrid (60%; 1.64 g; 

40 mmol) in Toluol (30 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als farbloses Öl (3.74 g; 90%) 

gewonnen. 
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Summenformel   C11H12O4 

Molekulargewicht   208.2 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 7.56 (ddd, J = 8.0, 1.6, 1.0 Hz, 1H, ph-6H), 7.50 – 7.43 

(m, 2H, ph-2,5H), 7.25 (ddd, J = 8.0, 2.7, 1.0 Hz, 1H, ph-

4H), 4.22 (s, 2H, OC-CH2), 3.83 (s, 3H, O-CH3), 3.66 (s, 3H, 

OCO-CH3). 

6.3.69: 2-Amino-6-(3-methoxyphenyl)pyrimidin-4(3H)-on (P45)226 

Gemäß Methode I wurde Verbindung P45 aus P44 (844.4 mg; 3.8 mmol) und Guanidin 

Carbonat (340 mg; 3.8 mmol) in einer Ethanol/Toluol-Mischung (12 mL: 2 mL) hergestellt. Das 

Produkt wurde als weißer Feststoff (437 mg; 53%) gewonnen. 

 

Summenformel   C11H11N3O2 

Molekulargewicht   217.2 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 10.71 (s, 1H, NH), 7.67 – 7.55 (m, 2H, ph-2,6H), 7.33 (t, 

J = 7.9 Hz, 1H, ph-5H), 7.02 (ddd, J = 7.9, 2.6, 1.0 Hz, 1H, 

ph-4H), 6.54 (s, 2H, NH2), 6.03 (s, 1H, OC-CH), 3.89 (s, 3H, 

O-CH3). 

6.3.70: 4-Chlor-6-(3-methoxyphenyl)pyrimidin-2-amin (P46)248 

Gemäß Methode M wurde P46 aus P45 (657 mg; 3 mmol) unter Verwendung von 

Phosphoroxytrichlorid (1.37 mL; 15 mmol) in Acetonitril (10 mL) hergestellt. Nach Entfernen 

des Lösemittels und Waschen mit Acetonitril wurde das Produkt als orangener Feststoff 

(706 mg; quant.) gewonnen. Nach DC- und MS-Kontrolle wurde mit dem Rohprodukt 

weitergearbeitet. 
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Summenformel   C11H10ClN3O 

Molekulargewicht   235.7 

APCI MS    [M+H]+ = 236.5 (100%). 

6.3.71: 4-(4-Methoxyphenyl)-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-amin 

(P47)88 

Gemäß Methode E wurde P47 aus P46 (506 mg; 2.2 mmol) und N-Methylpiperazin (606 mg; 

6.6 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin (1.3 mL; 8.8 mmol) in Isopropanol 

(10 mL) hergestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) ergab das 

Produkt als weißen Feststoff (369 mg; 56%). 

 

Summenformel   C16H21N5O 

Molekulargewicht   299.4 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 7.66 – 7.56 (m, 2H, ph-2,6H), 7.35 (t, J = 7.9 Hz, 1H, ph-

5H), 7.01 (ddd, J = 7.9, 2.6, 1.0 Hz, 1H, ph-4H), 6.62 (s, 1H, 

pyr-5H), 6.21 (s, 2H, NH2), 3.82 (s, 3H, O-CH3), 3.72 (t, J = 

5.0 Hz, 4H, prz-2,6H), 2.60 (t, J = 5.0 Hz, 4H, prz-3,5H), 

2.37 (s, 3H, N-CH3). 

APCI MS    [M+H]+ = 300.5 (100%). 
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6.3.72: 3-(2-Amino-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-4-yl)phenol (P48)259 

Gemäß Methode Q wurde P48 durch Demethylierung von P47 (3.6 g; 12 mmol) unter 

Verwendung von wässriger HBr (48%; 30 mL) in Essigsäure 20 mL hergestellt. Das Produkt 

wurde als blassgelber Feststoff (3.00 g; 88%) gewonnen. Nach DC- und MS-Kontrolle wurde 

das Rohprodukt direkt weiterverarbeitet. 

 

Summenformel   C15H19N5O 

Molekulargewicht   285.4 

APCI MS    [M+H]+ = 286.3 (100%). 

6.3.73: 4-(3-(3-((2,4-Dinitrophenyl)amino)propoxy)phenyl)-6-(4-

methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-amin (25) 

Gemäß Methode K wurde Verbindung 25 aus P33 (779 mg; 3 mmol) und P48 (500 mg; 

1.75 mmol) unter Verwendung von Kaliumcarbonat (483.7 mg; 3.5 mmol) und Kaliumiodid 

(58 mg; 0.35 mmol) in Aceton (30 mL) hergestellt. Säulenchromatographische (DCM/MeOH 

9:1) Aufreinigung erbrachte das Produkt als gelben Feststoff (280 mg; 18%). 

 

Summenformel   C24H28N8O5 

Molekulargewicht   508.5 

Schmelzpunkt    117 °C (unkorrigiert) 
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1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 9.04 (t, J = 5.8 Hz, 1H, NH), 8.87 (d, J = 2.7 Hz, 1H, ph1-

3H), 8.25 (dd, J = 9.7, 2.7 Hz, 1H, ph1-5H), 7.66 – 7.58 (m, 

2H, ph2-2,6H), 7.35 (t, J = 7.9 Hz, 1H, ph2-5H), 7.28 (d, J = 

9.7 Hz, 1H, ph1-6H), 7.03 (ddd, J = 8.1, 2.5, 1.0 Hz, 1H, 

ph2-4H), 6.55 (s, 1H, pyr-5H), 6.08 (s, 2H, NH2), 4.18 (t, J 

= 5.7 Hz, 2H, prop-1H), 3.71 (q, J = 6.5 Hz, 2H, prop-3H), 

3.63 (s, 4H, prz-2,6H), 2.39 (s, 4H, prz-3,5H), 2.24 (s, 3H, 

N-CH3), 2.15 (t, J = 6.1 Hz, 2H, prop-2H2). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 171.96 (pyr-4C), 163.58 (pyr-6C), 163.03 (pyr-2C), 

162.81 (ph2-3C), 158.44 (ph1-1C), 148.11 (ph2-1C), 

139.87 (ph1-4C), 134.67 (ph1-2C), 130.52 (ph1-5C), 

129.95 (ph2-5C), 129.75 (ph1-3C), 129.25(ph2-6C), 

115.13 (ph1-6C), 112.56 (ph2-4C), 106.01 (ph2-2C), 99.54 

(pyr-5C), 65.76 (prop-1C), 54.31 (prop-3C), 45.68 (prz-

2,6C), 43.31 (prz-3,5C), 40.75 (N-CH3), 26.91 (prop-2C). 

LC-MS     tr = 14.0 min; [M+2H]2+ = 255.0, [M+H]+ = 509.2; 100%. 
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6.3.74: 4-(4-Acetylphenoxy)butannitril (P49)260 

Gemäß Methode K wurde Verbindung P49 aus 4-Brombutyronitril (7.4 g; 50 mmol) und 

4-Hydroxyacetophenon (6.8 g; 50 mmol) unter Verwendung von Kaliumcarbonat (13.8 g; 

0.1 mol) in Aceton (100 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff (9.14 g; 90%) 

isoliert. 

 

Summenformel   C12H13NO2 

Molekulargewicht   203.2 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 7.93 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ph-2,6H2), 7.10 – 7.00 (m, 2H, ph-

3,5H2), 4.13 (t, J = 6.0 Hz, 2H, prop-1H2), 2.67 (t, J = 7.1 

Hz, 2H, prop-3H2), 2.52 (s, 3H, OC-CH3), 2.14 – 1.99 (m, 

2H, prop-2H2). 

6.3.75: Methyl 3-(4-(3-cyanopropoxy)phenyl)-3-oxopropanoat (P50) 

Gemäß Methode H wurde Verbindung P50 aus P49 (10.0 g; 50 mmol) und Dimethylcarbonat 

(8.5 mL; 0.1 mmol) unter Verwendung von Natriumhydrid (60%; 4.0 g; 0.1 mol) in Toluol 

(100 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als braunes Öl (13.1 g; quant) gewonnen. 

 

Summenformel   C14H15NO4 

Molekulargewicht   261.3 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 7.94 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ph-2,6H), 7.08 (d, J = 8.9 Hz, 1H, 

ph-3,5H), 4.19 – 4.12 (m, 4H, OC-CH2, prop-1H2), 3.65 (s, 

3H, O-CH3), 2.67 (t, J = 7.1 Hz, 2H, prop-3H2), 2.13 – 1.97 

(m, 2H, prop-2H2). 
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6.3.76: 4-(4-(2-Amino-6-oxo-1,6-dihydropyrimidin-4-yl)phenoxy)butannitril 

(P51) 

Gemäß Methode I wurde Verbindung P51 aus P50 (13.1 g; 50 mmol) und Guanidin Carbonat 

(4.5 g; 50 mmol) in einer Ethanol/Toluol-Mischung (30 mL: 5 mL) hergestellt. Das Produkt 

wurde als weißer Feststoff (8.11 g; 60%) gewonnen. 

 

Summenformel   C14H14N4O2 

Molekulargewicht   270.3 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 10.71 (s, 1H, NH), 7.94 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ph-2,6H), 7.05 

(d, J = 8.9 Hz, 2H, ph-3,5H), 6.56 (s, 2H, NH2), 6.03 (s, 1H-

OC-CH), 4.14 (t, J = 6.0 Hz, 2H, prop-1H2), 2.67 (t, J = 7.1 

Hz, 2H, prop-3H2), 2.22 – 1.94 (m, 2H, prop-2H2). 

6.3.77: 4-(4-(2-Amino-6-chlorpyrimidin-4-yl)phenoxy)butannitril (P52) 

Gemäß Methode M wurde P52 aus P51 (7.0 g; 25 mmol) unter Verwendung von 

Phosphoroxytrichlorid (10 mL; 113 mmol) in Acetonitril (60 mL) hergestellt. Nach Entfernen 

des Lösemittels und Waschen mit Acetonitril wurde das Produkt als orangenes Öl (7.2 g; 

quant.) gewonnen. Nach DC-Kontrolle (Rf = 0.43 (DCM/MeOH 99:1) und MS-Kontrolle wurde 

mit dem Rohprodukt weitergearbeitet. 

 

Summenformel   C14H13ClN4O 

Molekulargewicht   288.7 

APCI MS    [M+H]+ = 289.1 (100%). 
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6.3.78: 4-(4-(2-Amino-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-4-

yl)phenoxy)butannitril (P53) 

Gemäß Methode E wurde P53 aus P52 (7.2 g; 25 mmol) und N-Methylpiperazin (7.51 g; 

75 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin (10 mL; 57 mmol) in Isopropanol 

(10 mL) hergestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) ergab das 

Produkt als gelbes Öl (4.41 g; 50%). 

 

Summenformel   C14H13ClN4O 

Molekulargewicht   352.4 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.03 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ph-2,6H), 7.00 (d, J = 8.9 Hz, 2H, 

ph-3,5H), 6.56 (s, 1H, pyr-5C), 6.12 (s, 2H, NH2), 4.10 (t, J 

= 6.1 Hz, 2H, prop-1H2), 3.67 (t, J = 4.9 Hz, 4H, prz-2,6H2), 

2.68 (t, J = 7.1 Hz, 2H. prop-3H2), 2.52 – 2.48 (m, 4H, prz-

3,5H), 2.31 (s, 3H, N-CH3), 2.12 – 2.00 (m, 2H, prop-2H). 

6.3.79: 4-(4-(4-Aminobutoxy)phenyl)-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-

amin (P54) 

Gemäß Methode U wurde P54 durch Reduktion von P53 (4.3 g; 12 mmol) unter Verwendung 

von aktiviertem Raney-Nickel (860 mg; 10 eq) in ammoniakalischen Methanol (30 mL) unter 

Wasserstoffatmosphäre (6 bar) im Autoklaven hergestellt. Das Produkt wurde als blassgelber 

Feststoff (3.59 g; 84%) isoliert. 
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Summenformel   C19H28N6O 

Molekulargewicht   356.5 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.01 (d, J = 8.3 Hz, 2H, ph-2,6H), 6.97 (d, J = 8.3 Hz, 2H, 

ph-3,5H), 6.51 (s, 1H, pyr-5H), 6.01 (s, 2H, NH2), 4.04 (s, 

2H, but-4H2), 3.60 (s, 4H, prz-2,6H2), 2.81 (s, 2H, but-1H2), 

2.35 (s, 4H, prz-3,5H2), 2.21 (s, 3H, N-CH3), 1.74 (d, J = 23.5 

Hz, 4H, but-2,3H2). 

6.3.80: 4-(4-(4-((2,4-Dinitrophenyl)amino)butoxy)phenyl)-6-(4-

methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-amin (26) 

Gemäß Methode Y wurde Verbindung 26 aus P54 (250 mg; 0.7 mmol) und 1-Chlor-2,4-

dinitrobenzol (300 mg, 1.5 mmol) unter Verwendung von Triethylamin (2.7 mL, 2 mmol) in 

THF (105 mL) hergestellt. Säulenchromatographie (DCM/MeOH 9:1) erbrachte das Produkt als 

gelben Feststoff (311 mg; 85%). 

 

Summenformel   C25H30N8O5 

Molekulargewicht   522.6 

Schmelzpunkt    216 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.93 (t, J = 6.0 Hz, 1H, NH), 8.86 (d, J = 2.7 Hz, 1H, ph1-

3H), 8.26 (dd, J = 9.7, 2.7 Hz, 1H, ph1-5H), 8.05 – 7.94 (m, 

2H, ph2-2,6H), 7.27 (d, J = 9.7 Hz, 1H, ph1-6H), 7.02 – 6.92 

(m, 2H, ph2-3,5H), 6.52 (s, 1H, pyr-5H), 6.05 (s, 2H, NH2), 

4.16 – 4.00 (m, 2H, but-1H), 3.70 – 3.52 (m, 6H, but-4H2, 

prz-2,6H2), 2.44 (s, 4H, prz-3,5H2), 2.27 (s, 3H, N-CH3), 

1.83 (dd, J = 6.6, 3.2 Hz, 4H, but-2,3H2). 
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13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 163.53 (pyr-4C), 162.86 (pyr-6C), 159.80 (pyr-2C), 

148.11 (ph2-4C), 134.60 (ph1-1C), 130.42 (ph1-4C), 

129.90 (ph1-2C), 129.66 (ph1-5C), 128.02 (ph2-2,6C), 

123.70 (ph2-1C), 115.25 (ph1-3C), 114.00 (ph1-6C), 95.81 

(ph2-3,5C), 87.91 (pyr-5C), 54.15 (but-1C), 45.40 (prz-

2,6C), 45.36 (but-4C), 43.14 (prz-3,5C), 42.38 (N-CH3), 

25.88 (but-2C), 24.70 (but-3C). 

LC-MS     tr = 11.1 min; [M+2H]2+ = 262.0, [M+H]+ = 523.2; 97.03%. 

 

6.3.81: 2-(2-((2,4-Dinitrophenyl)amino)ethoxy)ethan-1-ol (P55) 

Analog zu Methode Y wurde Verbindung P55 aus Aminoethoxyethanol (3.15 g; 30 mmol) und 

1-Chlor-2,4-dinitrobenzol (2.02 g; 10 mmol) mithilfe von Triethylamin (6.2 mL; 45 mmol) in 

Dichlormethan (110 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als gelbes Öl (2.7 g; quant) gewonnen. 
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Summenformel   C10H13N3O6 

Molekulargewicht   271.2 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.97 – 8.72 (m, 2H, NH, ph-3H), 8.24 (dd, J = 9.7, 2.8 Hz, 

1H, ph5-H), 7.27 (d, J = 9.7 Hz, 1H, ph-6H), 4.62 (s, 1H, 

OH), 3.68 (m, 4H, HN-CH2, HO-CH2), 3.57 – 3.45 (m, 4H, 

H2C-O-CH2). 

APCI MS    [M+H]+ = 272.1 (100%). 

6.3.82: N-(2-(2-Chlorethoxy)ethyl)-2,4-dinitroanilin (P56) 

Gemäß Methode N wurde Verbindung P56 aus P55 (1.9 g; 8 mmol) unter Verwendung von 

Thionylchlorid (0,9 mL, 12 mmol) in THF (50 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als weißer 

Feststoff (2.1 g, 92%) isoliert. Nach DC- und MS-Kontrolle wurde mit dem Rohprodukt 

weitergearbeitet. 

 

Summenformel   C10H12ClN3O5 

Molekulargewicht   289.7 

APCI MS    [M+H]+ = 290.1 (100%). 

6.3.83: 4-(4-(2-(2-((2,4-Dinitrophenyl)amino)ethoxy)ethoxy)phenyl)-6-(4-

methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-amin (27) 

Gemäß Methode K wurde Verbindung 27 aus P56 (869 mg; 3 mmol) und P43 (500 mg; 

1.75 mmol) unter Verwendung von Kaliumcarbonat (483.7 mg; 3.5 mmol) und Kaliumiodid 

(58 mg; 0.35 mmol) in Aceton (30 mL) hergestellt. Säulenchromatographische (DCM/MeOH 

9:1) Aufreinigung erbrachte das Produkt als gelben Feststoff (371 mg; 23%). 
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Summenformel   C25H30N8O6 

Molekulargewicht   538.6 

Schmelzpunkt    208 °C (unkorrigiert) 

1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ 8.88 (t, J = 5.7 Hz, 1H, NH), 8.83 (d, J = 2.8 Hz, 1H, ph1-

3H), 8.23 (dd, J = 9.6, 2.8 Hz, 1H, ph1-5H), 8.01 – 7.95 (m, 

2H, ph2-2,6H), 7.28 (d, J = 9.6 Hz, 1H, ph1-6H), 7.00 – 6.90 

(m, 2H, ph2-3,5H), 6.53 (s, 1H, pyr-5H), 6.08 (s, 2H, NH2), 

4.15 (dd, J = 5.7, 3.4 Hz, 2H, ph-O-CH2), 3.83 (t, J = 4.5 Hz, 

2H, HN-CH2), 3.79 (t, J = 5.2 Hz, 4H. prz-2,6H2), 3.73 – 3.63 

(m, 4H H2C-O-CH2), 2.51 (t, J = 5.2 Hz, 4H, prz-3,5H2), 2.33 

(s, 3H, N-CH3). 

13C NMR (151 MHz, DMSO-d6)  δ 163.95 (pyr-4C), 163.22 (pyr-6C), 162.82 (pyr-2C), 

160.21 (ph2-4C), 148.85 (ph1-1C), 135.34 (ph1-4C), 

130.85 (ph1-2C), 130.31 (ph1-5C), 130.11 (ph2-2,6C), 

128.50 (ph2-1C), 124.00 (ph1-3C), 116.12 (ph1-6C), 

114.49 (ph2-3,5C), 88.52 (pyr-5C), 69.34 (ph-O-CH2), 

68.85 (ph-O-CH2-CH2), 67.62, HN-CH2-CH2), 45.61 (prz-

2,6C), 43.44 (prz-3,5C), 43.12 (HN-CH2), 40.51 (N-CH3). 

LC-MS     tr = 13.5 min; [M+2H]2+ = 270.0, [M+H]+ = 539.2; 96.8%. 
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6.3.84: 6-((2,4-Dinitrophenyl)amino)hexan-1-ol (P57)261 

Analog zu Methode Y wurde Verbindung P57 aus Aminohexanol (3.52 g; 30 mmol) und 

1-Chlor-2,4-dinitrobenzol (2.02 g; 10 mmol) mithilfe von Triethylamin (6.2 mL; 45 mmol) in 

Dichlormethan (110 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als gelbes Öl (2.58 g; 91%) gewonnen. 

  

Summenformel   C12H17N3O4 

Molekulargewicht   283.3 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 9.02 (t, J = 5.6 Hz, 1H, NH), 8.80 (d, J = 2.8 Hz, 1H, ph-

3H), 8.22 (dd, J = 9.6, 2.8, 1H, ph-5H), 7.18 (d, J = 9.7 Hz, 

1H, ph-6H), 3.63 – 3.48 (m, 4H, Hex-1,6H2), 1.86 – 1.72 

(m, 4H, Hex-2,5H), 1.52-1.45 (m, 4H, Hex-3,4H). 

APCI MS    [M+H]+ = 284.2 (100%). 



 

204 

 

6.3.85: N-(6-Chlorhexyl)-2,4-dinitroanilin (P58) 

Gemäß Methode N wurde Verbindung P58 aus P57 (2.69 g; 9.5 mmol) unter Verwendung von 

Thionylchlorid (1.1 mL; 14.3 mmol) in THF (100 mL) hergestellt. Das Produkt wurde nach 

Säulenchromatographie (DCM/Hexan 1:1) als gelbes Öl (2.87 g; quant) isoliert. 

 

Summenformel   C12H16ClN3O4 

Molekulargewicht   301.7 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.87 (t, J = 6.1 Hz, 1H. NH), 8.82 (d, J = 2.7 Hz, 1H, ph-

3H), 8.30 – 8.20 (m, 1H, ph-5H), 7.24 (d, J = 9.7 Hz, 1H, ph-

6H), 3.75 (t, J = 6.5 Hz, 2H, Hex-1H2), 3.68 – 3.61 (m, 2H, 

Hex-6H2), 1.85-1.73 (m, 4H, Hex-2,5H2), 1.52-1.45 (m, 4H, 

Hex-3,4H2). 

6.3.86: 4-(4-((6-((2,4-Dinitrophenyl)amino)hexyl)oxy)phenyl)-6-(4-

methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-amin (28) 

Gemäß Methode K wurde Verbindung 28 aus P58 (779 mg; 3 mmol) und P43 (500 mg; 

1.75 mmol) unter Verwendung von Kaliumcarbonat (483.7 mg; 3.5 mmol) und Kaliumiodid 

(58 mg; 0.35 mmol) in Aceton (30 mL) hergestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung 

(DCM/MeOH 9:1) erbrachte das Produkt als gelben Feststoff (156 mg; 16%). 

 

Summenformel   C27H34N8O 

Molekulargewicht   550.6 

Schmelzpunkt    176 °C (unkorrigiert) 
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1H NMR (300 MHz, CDCl3)  δ 9.06 (d, J = 2.7 Hz, 1H, ph1-3H), 8.48 (s, 1H, NH), 8.19 

(dd, J = 9.6, 2.7 Hz, 1H, ph1-5H), 7.87 – 7.72 (m, 2H, ph2-

2,6H), 7.00 – 6.75 (m, 3H, ph1-6H, ph2-3,5H), 6.22 (s, 1H, 

pyr-5H), 4.79 (s, 2H, NH2), 3.95 (t, J = 6.2 Hz, 2H, Hex-1H2), 

3.61 (t, J = 5.1 Hz, 4H, prz-2,6H2), 3.35 (td, J = 7.0, 5.2 Hz, 

2H, Hex-6H2), 2.41 (t, J = 5.1 Hz, 4H, prz-3,5H), 2.27 (s, 3H, 

N-CH3), 1.76 (q, J = 7.0 Hz, 4H, Hex-2,5H2), 1.49 (dt, J = 

6.9, 3.7 Hz, 4H, Hex-3,4H2). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3)  δ 163.79 (pyr-4C), 162.61 (pyr-6C), 160.43 (pyr-2C), 

148.34 (ph2-4C), 135.98 (ph1-1C), 130.79 (ph1-4C), 

130.36 (ph1-2C), 130.28 (ph1-5C), 128.25 (ph2-2,6C), 

124.39 (ph2-1C), 114.37 (ph1-3C), 113.84 (ph1-6C), 89.65 

(ph2-3,5C), 77.23 (pyr-5C), 67.63 (Hex-1C), 54.77 (prz-

2,6C), 46.19 (Hex-6C), 43.95 (prz-3,5C), 43.47 (N-CH3), 

29.01 (Hex-2C), 28.64 (Hex-5C), 26.67 (Hex-3C), 25.72 

(Hex-4C). 

LC-MS     tr = 11.6 min; [M+2H]2+ = 276.1, [M+H]+ = 551.3; 100%. 
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6.3.87: N-(4-(4-(2-Amino-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-4-

yl)phenoxy)butyl)-5-(dimethylamino)naphthalen-1-sulfonamid (29) 

Gemäß Methode Z wurde Verbindung 29 aus P54 (120 mg; 0.3 mmol) und Dansylchlorid 

(130 mg; 0.5 mmol) unter Verwendung von Triethylamin (60 mg; 0.6 mmol) in DMF (2 mL) 

hergestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) erbrachte das Produkt 

als orangenen Feststoff (124 mg; 70%). 

 

Summenformel   C31H39N7O3S 

Molekulargewicht   589.8 

Schmelzpunkt    110 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (600 MHz, CDCl3)  δ 8.47 (d, J = 8.5 Hz, 1H, nap-4H), 8.24 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 

nap-8H), 8.18 (dd, J = 7.4, 1.3 Hz, 1H, nap-2H), 7.81 – 7.69 

(m, 2H, ph-2,6H), 7.46 (ddd, J = 19.2, 8.6, 7.4 Hz, 2H, nap-

3,7), 7.11 (d, J = 7.4 Hz, 1H, nap-6H), 6.77 – 6.67 (m, 2H, 

ph-3,5H), 6.21 (s, 1H, pyr-5H), 5.01 – 4.85 (m, 4H, but-

1H2, NH2), 3.75 (t, J = 6.0 Hz, 2H, but-4H2), 3.61 (t, J = 5.1 

Hz, 4H, prz-2,6H2), 2.88 (q, J = 6.7 Hz, 2H), 2.81 (s, 6H, N-

(CH3)2), 2.41 (t, J = 5.1 Hz, 4H, prz-3,5H2), 2.27 (s, 3H, N-

CH3), 1.64 – 1.55 (m, 2H, but-2H2), 1.54 – 1.45 (m, 2H, but-

3H2). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3)  δ 163.66 (pyr-4C), 160.27 (pyr-6C), 152.05 (pyr-2C), 

134.76 (ph-4C), 130.44 (nap-5C), 129.91 (nap-1C), 129.65 

(nap-8aC), 129.63 (nap-4,7C), 128.42 (ph-2,6C), 128.30 

(nap-3C), 123.21 (ph-1C), 118.68 (nap-2,8C), 115.19 (nap-

6C), 114.39 (ph-3,5C), 89.75 (pyr-5C), 67.21 (but-1C), 
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54.75 (prz-2,6C), 46.16 (but-4C), 45.43 (prz-3,5C), 43.98 

(N-CH3), 42.97 (N-(CH3)2), 26.46 (but-2C), 26.12 (but-3C). 

UV/Vis λmaxAbs = 325 nm; λmaxEm = 500 nm. 

LC-MS     tr = 11.3 min; [M+2H]2+ = 295.6, [M+H]+ = 590.3; 91.0%. 

 

6.3.88: 10-Chlor-5,5,12,12-tetrafluor-1,3-dimethyl-5H,12H-

pyrido[1',2':4,5][1,2,4,3]triazaborolo[2,1-a]pyrrolo[1,2-

d][1,2,4,3]triazaborinin (BOPPY; P59)169 

Gemäß Methode X wurde BOPPY (P59) aus 3,5-Dimethylpyrrol-2-carboxaldehyd (246.3 mg; 

2 mmol) und 2-Chlor-6-hydrazinylpyridin (287 mg; 2 mmol) unter Verwendung von 

p-Toluolsulfonsäure Monohydrat (90 mg; 0.5 mmol), Diisopropylethylamin (3 mL) und 

Bortrifluorid Diethyletherat (4 mL) in Dichlorethan (60 mL) hergestellt. 

Säulenchromatographische Aufreinigung (DCM/Hexan 1:1) ergab das gewünschte Produkt als 

gelben Feststoff (250 mg; 36%). 
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Summenformel   C12H11B2ClF4N4 

Molekulargewicht   344.3 

1H NMR (300 MHz, CDCl3)  δ 7.65 (dd, J = 9.0, 7.4 Hz, 1H, bpy-8H), 7.58 (s, 1H, bpy-

2H), 7.34 (d, J = 9.0Hz, 1H, bpy-9H), 6.77 (d, J = 7.4 Hz, 1H, 

bpy-7H), 6.10 (s, 1H, bpy-4H), 2.42 (s, 3H, bpy-5CH3), 2.24 

(s, 3H, bpy-3CH3). 

APCI MS    [M-F]+ = 325.1 (100%); [M+H]+ = 345.3 (76%). 

6.3.89: 4-(4-(4-(BOPPY)amino)butoxy)phenyl)-6-(4-methylpiperazin-1-

yl)pyrimidin-2-amin (30) 

Gemäß Methode ZA wurde Verbindung 30 aus P54 (356 mg; 1 mmol) und P59 (230 mg; 

0.7 mmol) unter Verwendung von Triethylamin (1 mL) in DMF (50 mL) hergestellt. 

Säulenchromatographische Aufreinigung (graduell: DCM 100%; DCM/MeOH 95:5) ergab das 

Produkt als orangenen Feststoff (172 mg; 37%). 

 

Summenformel   C31H38B2F4N10O 

Molekulargewicht   664.3 

Schmelzpunkt    153 °C (unkorrigiert) 
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1H NMR (300 MHz, CDCl3)  δ 7.80 (d, J = 8.5 Hz, 2H, NH, ph-2,6H), 7.56 – 7.43 (m, 2H, 

ph-3,5H), 6.86 (d, J = 8.5 Hz, 2H, bpy-2H), 6.57 (d, J = 8.4 

Hz, 1H, bpy-8H), 6.21 (s, 1H, bpy-7H), 6.03 (s, 1H, pyr-5H), 

5.85 (d, J = 8.2 Hz, 1H, bpy-9H), 5.25 (s, 1H, bpy-4H), 5.03 

(s, 2H, NH2), 3.97 (d, J = 4.8 Hz, 2H, but-1H2), 3.60 (t, J = 

4.8 Hz, 4H, prz-2,6H2), 3.25 (s, 3H, bpy-3CH3), 2.39 (d, J = 

4.2 Hz, 6H, but-4H2, prz-3,5H2), 2.25 (s, 3H, N-CH3), 2.19 

(s, 3H, bpy-5CH3), 1.91 – 1.72 (m, 4H, but-2,3H2). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3)  δ 163.73 (pyr-4C), 163.31 (pyr-6C), 162.35 (pyr-2C), 

160.32 (ph-4C), 151.43 (bpy-2C), 146.31 (bpy-6bC), 

144.59 (bpy-10C), 134.91 (bpy-5C), 130.65 (ph-2,6C), 

127.19 (ph-1C), 117.17 (bpy-8C), 114.46 (ph-3,5C), 95.97 

(bpy-4C), 94.47 (bpy-3C), 89.65 (bpy-2aC), 77.47 (pyr-5C), 

77.04 (bpy-7C), 76.62 (bpy-9C), 67.32 (but-1C), 54.71 

(prz-2,6C), 46.06 (bpy-3CH3), 44.00 (bpy-5CH3), 42.46 

(prz-3,5C), 26.28 (but-4C), 25.65 (N-CH3), 13.85 (but-2C), 

10.76 (but-3C). 

19F NMR (565 MHz, CDCl3)  δ -141.25 (d, J = 25.8 Hz), -141.36 (d, J = 24.9 Hz), -147.33 

(d, J = 26.8 Hz), -147.43 (d, J = 26.2 Hz). 

UV/Vis λmaxAbs = 455 nm; λmaxEm = 480 nm. 

LC-MS     tr = 15.0 min; [M+2H]2+ = 323.1, [M+H]+ = 665.3; 96.5%. 
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6.3.90: 6-(BOPPY)-Aminocapronsäure (P60) 

Gemäß Methode ZA wurde Verbindung P60 aus Aminocapronsäure (1.0 g; 8 mmol) und P59 

(550 mg; 1.6 mmol) in Gegenwart von Triethylamin (0.6 mL) in DMF (5 mL) hergestellt. 

Säulenchromatographie (graduell: DCM 100%; DCM/MeOH 95:5) erbrachte das Produkt als 

gelben Feststoff (100 mg; 14%). 

 

Summenformel   C18H24B2F4N5O2 

Molekulargewicht   439.0 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 11.99 (s, 1H, COOH), 8.37 (s, 1H, NH), 7.78 (t, J = 8.4 Hz, 

1H, bpy-8H), 6.89 (s, 1H, bpy-2H), 6.39 (d, J = 8.1 Hz, 1H, 

bpy-9H), 6.28 (d, J = 8.4 Hz, 1H, bpy-7H), 6.21 (s, 1H, bpy-

4H), 3.32 (q, J = 7.0 Hz, 3H, bpy-3CH3), 2.31 (s, 3H, bpy-

5CH3), 2.22 (t, J = 7.3 Hz, 2H, hex-1H2), 1.65 – 1.48 (m, 4H, 

hex-2,5H2), 1.41 – 1.27 (m, 2H, hex-3H2). 

APCI MS    [M-H]- = 438.2 (100%). 
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6.3.91: N-(4-(4-(2-amino-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-4-

yl)phenoxy)butyl)-6-(BOPPY)-amino)hexanamid (31) 

Gemäß Methode B wurde Verbindung 31 aus P54 (82 mg; 0.2 mmol) und P60 (100 mg; 

0.2 mmol) in Gegenwart von EDC (50 mg; 0.3 mmol) und DMAP (5 mg) in DMF (5 mL) 

hergestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung (graduell: DCM 100%; DCM/MeOH 95:5) 

erbrachte das gewünschte Produkt als gelben Feststoff (25 mg; 14%). 

 

Summenformel   C37H50B2F4N11O2 

Molekulargewicht   777.5 

Schmelzpunkt    123 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, CDCl3)  δ 7.78 (d, J = 8.8 Hz, 2H, ph-2,6H), 7.53 – 7.44 (m, 2H, ph-

3,5H), 6.83 (d, J = 8.8 Hz, 2H, bpy-2H), 6.55 (d, J = 8.3 Hz, 

1H, bpy-8H), 6.21 (s, 1H, bpy-7H), 6.04 (s, 1H, pyr-5H), 

5.87 – 5.71 (m, 2H, bpy-9H, OC-NH), 5.14 (t, J = 5.6 Hz, 

1H, bpy-4H), 5.03 (s, 2H, NH2), 3.92 (t, J = 6.0 Hz, 2H, but-

1H2), 3.60 (t, J = 5.0 Hz, 4H, prz-2,6H2), 3.23 (q, J = 6.6 Hz, 

2H, but-4H2), 3.13 (q, J = 6.5 Hz, 2H, Hex-5H2), 2.42-2.36 

(m, 7H, bpy-3CH3, prz-3,5H2), 2.25 (s, 3H, bpy-5H3), 2.18 

(s, 3H, N-CH3), 2.08 (t, J = 7.4 Hz, 2H, hex-1H2), 1.78-1.67 

(m, 2H, but-2H2), 1.60 (td, J = 8.2, 4.1 Hz, 6H, but-3H3, 

hex-2,4H2), 1.38-1.25 (m, 2H, hex-3H). 
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13C NMR (75 MHz, CDCl3)  δ 172.55 (O=C-N), 163.70 (pyr-4C), 163.12 (pyr-6C), 

162.22 (pyr-2C), 160.48 (ph-4C), 151.46 (bpy-2C), 150.32 

(bpy-6bC), 146.31 (bpy-10C), 144.58 (bpy-5C), 134.89 

(bpy-8C), 130.36 (ph-2,6C), 128.30 (ph-1C), 127.12 (bpy-

4C), 122.75 (bpy-3C), 117.18 (bpy-2aC), 114.47 (ph-3,5C), 

95.83 (bpy-7C), 94.54 (bpy-9C), 89.63 (pyr-5C), 67.56 

(but-1C), 54.70 (prz-2,6C), 46.04 (but-4C), 44.01 (hex-5C), 

42.61 (prz-3,5H), 39.10 (bpy-3CH3), 36.33 (bpy-5CH3), 

28.41 (hex-1C), 26.61 (N-CH3), 26.37 (but-2C), 26.31 (but-

3C), 25.10 (hex-4C), 13.83 (hex-2C), 10.74 (hex-3C). 

19F NMR (565 MHz, CDCl3)   δ -141.10 – -141.36 (m), -147.43 (dd, J = 58.4, 26.4 Hz). 

LC-MS     tr = 14.7 min; [M+2H]2+ = 379.6, [M+H]+ = 778.4; 97.9%. 

 

6.3.92: Methylglycylglycinat Hydrochlorid (P61) 237 

Gemäß Methode ZB wurde Verbindung P61 durch die Veresterung von Glycylglycin (1 g; 

7.5 mmol) unter Verwendung von Thionylchlorid (0.6 mL; 8.2 mmol) in Methanol (25 mL) 

hergestellt. Das Produkt wurde als weißer Feststoff (1.4 g; quant) isoliert und mit dem 

Rohprodukt weitergearbeitet. 
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Summenformel   C5H10N2O3 . HCl 

Molekulargewicht   182.6 (freie Base: 146.1) 

APCI MS    [M+H]+ = 147.1 (100%). 

6.3.93: Methyl-(BOPPY)-glycylglycinat (P62) 

Gemäß Methode ZA wurde Verbindung P62 aus P59 (250 mg; 0.7 mmol) und P61 (140 mg; 

0.8 mmol) unter Verwendung von Triethylamin (0.3 mL) in DMF (5 mL) hergestellt. Das 

Produkt wurde säulenchromatographisch (graduell: DCM 100%; DCM/MeOH 98:2) als gelber 

Feststoff (170 mg; 52%) isoliert. 

 

Summenformel   C17H21B2F4N6O3 

Molekulargewicht   454.0 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.59 (t, J = 5.9 Hz, 1H, NH), 8.43 (s, 1H, bpy-2H), 7.82 (t, 

J = 8.4 Hz, 1H, bpy-8H), 6.96 (t, J = 5.6 Hz, 1H, bpy-7H), 

6.48 (d, J = 8.2 Hz, 1H, bpy-9H), 6.22 (s, 1H, bpy-4H), 6.04 

(d, J = 8.3 Hz, 1H, OC-NH), 4.06 (d, J = 5.5 Hz, 2H, O2C-

CH2), 3.93 (d, J = 5.8 Hz, 2H, HN-CH2), 3.65 (s, 3H, 

OCOCH3), 2.37 (s, 3H, bpy-3CH3), 2.34 – 2.27 (m, 3H, bpy-

5CH3). 

APCI MS    [M+H]+ = 455.2 (100%). 
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6.3.94:  (BOPPY)-glycylglycin (P63) 

Gemäß Methode ZC wurde Verbindung P63 aus P62 (160 mg; 0.35 mmol) unter Verwendung 

von Lithiumhydroxid (15 mg; 0.7 mmol) in einer Methanol/Wasser-Mischung (4 mL: 1 mL) 

hergestellt. Das Produkt wurde als gelber Feststoff (150 mg; quant) isoliert. 

 

Summenformel   C16H19B2F4N6O3 

Molekulargewicht   440.0 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.50 – 8.45 (m, 1H, NH), 8.43 (s, 1H, bpy-2H), 7.80 (t, J 

= 8.3 Hz, 1H, bpy-8H), 6.94 (t, J = 5.5 Hz, 1H, bpy-7H), 6.47 

(d, J = 8.1 Hz, 1H, bpy-9H), 6.23 (s, 1H, bpy-4H), 6.05 (d, J 

= 8.4 Hz, 1H, OC-NH), 4.04 (d, J = 5.4 Hz, 2H, O2C-CH2), 

3.83 (d, J = 5.8 Hz, 2H, HN-CH2), 2.37 (s, 3H, bpy-3CH3), 

2.31 (s, 3H, bpy-5CH3). 

APCI MS    [M-H]- = 439.2 (100%). 

6.3.95: N-(4-(4-(2-amino-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-4-

yl)phenoxy)butyl)-2-(BOPPY)-amino)acetamido)acetamid (32) 

Gemäß Methode B wurde Verbindung 32 aus P54 (124 mg; 0.35 mmol) und P63 (150 mg; 

0.35 mmol) in Gegenwart von EDC (74 mg; 0.4 mmol) und DMAP (5 mg) in DMF (5 mL) 

hergestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung (graduell: DCM 100%; DCM/MeOH 8:2) 

erbrachte das gewünschte Produkt als gelben Feststoff (30 mg; 11%). 
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Summenformel   C35H45B2F4N12O3 

Molekulargewicht   777.4 

Schmelzpunkt    204 °C (Zersetzung, unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.46 – 8.36 (m, 1H, bpy-NH), 8.14 (s, 1H, bpy-2H), 8.05 

– 7.91 (m, 3H, ph-2,6H), 7.81 (t, J = 8.3 Hz, 1H, bpy-8H), 

7.03 – 6.93 (m, 2H, ph-3,5H), 6.90 (t, J = 5.5 Hz, 1H, bpy-

7H), 6.53 (s, 1H, bpy-4H), 6.47 (d, J = 8.2 Hz, 1H, bpy-9H), 

6.22 (s, 2H, NH2), 6.10 (d, J = 8.5 Hz, 1H OC-NH), 6.05 (s, 

1H, pyr-5H), 4.09 – 3.97 (m, 4H, bpy-HN-CH2, HN-OC-

CH2), 3.79 – 3.70 (m, 2H, but-1H2), 3.63 (t, J = 4.9 Hz, 4H, 

prz-2,6H2), 3.20 – 3.11 (m, 2H, but-4H2), 2.47 – 2.41 (m, 

4H, prz-3,5H2), 2.37 (s, 3H, bpy-3CH3), 2.31 (s, 3H, bpy-

5CH3), 2.27 (s, 3H, N-CH3), 1.81 – 1.66 (m, 2H, but-2H2), 

1.59 (q, J = 7.0 Hz, 2H, but-3H2). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 168.21 (O=C-N), 167.72 (O=C-N), 163.57 (pyr-4C), 

162.83 (pyr-6C), 162.53 (pyr-2C), 159.93 (ph-4C), 151.24 

(bpy-2C), 149.15 (bpy-6bC), 145.32 (bpy-10C), 144.38 

(bpy-5C), 134.92 (bpy-8C), 130.39 (ph-2,6C), 128.92 (bpy-

4C), 128.04 (ph-1C), 124.29 (bpy-3C), 116.88 (bpy-2aC), 

114.06 (ph-3,5C), 96.42 (bpy-7C), 94.33 (bpy-9C), 88.02 

(pyr-5C), 54.16 (bpy-HN-CH2), 52.62 (HN-OC-CH2), 50.86 

(but-1C), 45.39 (prz-2,6C), 44.72 (but-4C), 43.21 (prz-

3,5C), 38.20 (bpy-3CH3), 26.11 (bpy-5CH3), 25.76 (N-CH3), 

13.49 (but-2C), 10.51 (but-3C). 

LC-MS     tr = 14.2 min; [M+2H]2+ = 380.1, [M+H]+ = 779.4; 95.8%. 
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6.3.96: 2-Chlor-4-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin (P64)240 

Gemäß Methode D wurde Verbindung P64 aus 2,4-Dichlorpyrimidin (700 mg; 4.7 mmol) und 

N-Methylpiperazin (0.7 mL; 7.1 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin (1.6 mL; 

9.4 mmol) in Isopropanol (10 mL) hergestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung 

(DCM/MeOH 95:5) ergab das gewünschte Produkt als weißen Feststoff (500 mg; 50%). 

 

Summenformel   C9H13ClN4 

Molekulargewicht   212.7 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6)  δ 8.10 (d, J = 6.2 Hz, 1H, pyr-6H), 6.87 (d, J = 6.2 Hz, 1H, 

pyr-5H), 3.69 (s, 4H, prz-2,6H2), 2.59 (t, J = 5.2 Hz, 4H, prz-

3,5H2), 2.35 (s, 3H, N-CH3). 

APCI MS    [M+H]+ = 214.0 (100%). 
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6.3.97: N1-(2,4-Dinitrophenyl)-N3-(4-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-

yl)propan-1,3-diamin (33) 

Gemäß Methode E wurde 33 aus P64 (500 mg; 2.4 mmol) und P35 (1.6 g; 7.1 mmol) unter 

Verwendung von Diisopropylethylamin (1.2 mL; 7.1 mmol) in Isopropanol (10 mL) hergestellt. 

Säulenchromatographische Aufreinigung (graduell: DCM 100%; DCM/MeOH 9:1) ergab das 

Produkt als gelben Feststoff (310 mg; 31%). 

 

Summenformel   C18H24N8O4 

Molekulargewicht   416.6 

Schmelzpunkt    119 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6)  δ 9.08 (s, 1H, pyr-NH), 8.85 (d, J = 2.8 Hz, 1H, ph-3H), 8.20 

(dd, J = 9.6, 2.8 Hz, 1H, ph-5H), 7.79 (d, J = 5.9 Hz, 1H, pyr-

6H), 7.21 (d, J = 9.6 Hz, 1H, ph-6H), 6.66 (s, 1H, ph-NH), 

6.00 (s, 1H, pyr-5H), 3.54 (d, J = 6.4 Hz, 2H, prop-3H2), 

3.47 (s, 4H, prz-2,6H2), 3.31 (q, J = 6.4 Hz, 2H, prop-1H2), 

2.29 (t, J = 4.9 Hz, 4H, prz-3,5H2), 2.19 (s, 3H, N-CH3), 1.91 

– 1.72 (m, 2H, prop-2H2). 

13C NMR (151 MHz, DMSO-d6)  δ 162.51 (pyr-4C), 162.41 (pyr-2C), 156.98 (pyr-6C), 

148.58 (ph-1C), 134.96 (ph-2,4C), 130.26 (ph-5C), 130.12 

(ph-3C), 124.14 (ph-6C), 115.69 (pyr-5C), 54.70 (prop-3C), 

46.18 (prz-2,6C), 43.53 (prop-1C), 40.97 (prz-3,5C), 38.20 

(N-CH3), 28.73 (prop-2C). 
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LC-MS     tr = 1.7 min; [M+H]+ = 417.2; 100%. 

 

6.3.98: N1-(2-Chlorpyrimidin-4-yl)-N3-(2,4-dinitrophenyl)propan-1,3-diamin 

(P65) 

In Anlehnung an Methode D wurde P65 aus 2,4-Dichlorpyrimidin (700 mg; 4.7 mmol) und P35 

(1.1 g; 4.7 mmol) bei Raumtemperatur unter Verwendung von Diisopropylethylamin (1.6 mL; 

9.4 mmol) in Isopropanol (10 mL) hergestellt. Säulenchromatographie (DCM/MeOH 98:2) 

erbrachte das Produkt als gelben Feststoff (400 mg; 24%). 

 

Summenformel   C13H13ClN6O4 

Molekulargewicht   352.7 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6)  δ 8.91 (t, J = 6.1 Hz, 1H, ph-NH), 8.87 (d, J = 2.7 Hz, 1H, 

ph-3H), 8.32 – 8.20 (m, 1H, ph-5H), 7.97 (d, J = 8.8 Hz, 1H, 

ph-6H), 7.89 (d, J = 5.9 Hz, 1H, pyr-6H), 7.25 (d, J = 9.7 Hz, 

1H), 6.43 (d, J = 5.9 Hz, 1H, pyr-5H), 3.57 (q, J = 6.6 Hz, 2H, 
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prop-1H2), 3.46 – 3.33 (m, 2H, prop-3H2), 1.96 – 1.82 (m, 

2H, prop-2H2). 

APCI MS    [M+H]+ = 353.8 (100%). 

6.3.99: N1-(2,4-Dinitrophenyl)-N3-(2-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-4-

yl)propan-1,3-diamin (34) 

Nach Methode E wurde Verbindung 34 aus P65 (400 mg; 1.2 mmol) und N-Methylpiperazin 

(400 mg; 4 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin (1 mL, 5 mmol) in Isopropanol 

(3 mL) hergestellt. Säulenchromatographie (DCM/MeOH 95:5) erbrachte das Produkt als 

orangenen Feststoff (250 mg; 50%). 

 

Summenformel   C18H24N8O4 

Molekulargewicht   416.4 

Schmelzpunkt    71 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.89 (t, J = 6.0 Hz, 1H, ph-NH), 8.84 (d, J = 2.7 Hz, 1H, 

ph-3C)), 8.21 (dd, J = 9.7, 2.8 Hz, 1H, ph-5H), 7.68 (d, J = 

5.7 Hz, 1H, pyr-6H), 7.20 (d, J = 9.7 Hz, 1H, ph-6H), 7.04 

(s, 1H, pyr-NH), 5.72 (d, J = 5.7 Hz, 1H, pyr-5H), 3.63 – 3.50 

(m, 6H, prop-1H2, prz-3,5H2), 2.23 (t, J = 5.0 Hz, 4H, prz-

2,6H2), 2.16 (s, 3H, N-CH3), 1.88 (p, J = 6.8 Hz, 2H, prop-

2H2). 
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13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 162.40 (pyr-4C), 161.19 (pyr-6C), 157.42 (ph-1C), 

154.81 (pyr-2C), 148.08 (ph-4C), 134.68 (ph-2C), 129.77 

(ph-5C), 123.54 (ph-2C), 115.12 (ph-6C), 95.18 (pyr-5C), 

54.80 (prop-3H), 54.48 (prz-2,6C), 45.80 (prop-1C), 43.11 

(prz-3,5C), 37.33 (N-CH3), 27.89 (prop-2C). 

LC-MS     tr = 1.7 min; [M+H]+ = 417.2; 100%. 

 

6.3.100: 2,4,6-Trichlorchinazolin (P66)94  

Gemäß Methode ZF wurde 2,4,6-Trichlorchinazolin (P66) aus 2-Amino-5-chlorbenzoesäure 

(860 mg; 5 mmol) und Harnstoff (3 g; 50 mmol) und der anschließenden Chlorierung mit 

Phosphoroxytrichlorid (2.3 mL, 24 mmol) und Diethylanilin (2.2 g; 15 mmol) hergestellt. Das 

Produkt wurde als roter Feststoff (934 mg; 80%) isoliert. 
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Summenformel   C8H3Cl3N2 

Molekulargewicht   233.5 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6)  δ 8.34 (d, J = 2.3 Hz, 1H, chin-5H), 8.20 (dd, J = 9.0, 2.3 Hz, 

1H, chin-7H), 8.09 (d, J = 9.0 Hz, 1H, chin-8H). 

6.3.101: 2,6-Dichlor-4-(4-methylpiperazin-1-yl)chinazolin (P67) 

Analog zu Methode D wurde Verbindung P67 aus P66 (590 mg; 2.5 mmol) und 

N-Methylpiperazin (253 mg; 2.5 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin (1 mL; 

5 mmol) in Isopropanol (3 mL) durch Rühren für 2 h bei Raumtemperatur hergestellt. 

Säulenchromatographie (graduell: DCM 100%; DCM/MeOH 9:1) erbrachte das Produkt als 

weißen Feststoff (450 mg; 60%). 

 

Summenformel   C13H14Cl2N4 

Molekulargewicht   297.2 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6)  δ 7.93 (d, J = 2.4 Hz, 1H, chin-5H), 7.82 (dd, J = 8.9, 2.4 Hz, 

1H, chin-7H), 7.70 (d, J = 8.9 Hz, 1H, chin-8H), 3.84 (t, J = 

4.9 Hz, 4H, prz-2,6H2), 2.51 (t, J = 4.9 Hz, 4H, prz-3,5H2), 

2.25 (s, 3H, N-CH3). 

APCI MS    [M+H]+ = 298.3 (100%). 

6.3.102: N1-(6-Chlor-4-(4-methylpiperazin-1-yl)chinazolin-2-yl)-N3-(2,4-

dinitrophenyl)propan-1,3-diamin (35) 

Nach Methode E wurde Verbindung 35 aus P67 (450 mg; 1.5 mmol) und P35 (678 mg; 

2.8 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin (0.8 mL; 4 mmol) in Isopropanol 

(3 mL) hergestellt. Das Produkt wurde säulenchromatographisch (DCM/MeOH 98:2) als 

orangener Feststoff (408 mg; 54%) gewonnen. 
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Summenformel   C22H25ClN8O4 

Molekulargewicht   500.9 

Schmelzpunkt    200 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (600 MHz, DMF-d7)  δ 8.93 (m, 2H, ph-NH, ph-3H), 8.24 (dd, J = 9.6, 2.7 Hz, 

1H, ph-5H), 7.73 (d, J = 2.4 Hz, 1H, chin-5H), 7.54 (dd, J = 

8.9, 2.4 Hz, 1H, chin-7H), 7.43 (d, J = 8.9 Hz, 1H, chin-8H), 

7.32 (d, J = 9.6 Hz, 1H, ph-6H), 6.85 (t, J = 6.0 Hz, 1H, chin-

NH), 3.77 (q, J = 6.4 Hz, 2H, prop-1H2), 3.66 (m, 6H, prop-

3H2, prz-2,6H2), 2.61 (t, J = 4.9 Hz, 4H, prz-3,5H2), 2.34 (s, 

3H, N-CH3) ,  2.15 (p, J  = 6.5 Hz,  2H , prop-2H2) . 

13C NMR (151 MHz, DMF-d7)  δ 165.02 (chin-2C), 159.53 (chin-4C), 153.15 (ph-1C), 

148.67 (chin-8aC), 135.42 (ph-4C), 132.62 (ph-2C), 130.39 

(ph-5C), 129.79(chin-7C), 127.71 (chin-6C), 124.32 (chin-

8C), 124.30 (chin-5C), 123.50 (ph-3C), 115.30 (chin-4aC), 

99.98 (ph-6C), 54.71 (prop-1C), 49.57 (prz-2,6C), 45.37 

(prop-3C), 41.38 (prz-3,5C), 38.69 (N-CH3), 28.87 (prop-

2C). 

Elementaranalyse   theo. C 52.75%; H 5.03%; N 22.37%. 

     bes. C 52.90%; H 5.08%; N 22.27%. 

APCI MS    [M+H]+ = 501.8 (100%). 
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6.3.103: N1-(2,6-Dichlorchinazolin-4-yl)-N3-(2,4-dinitrophenyl)propan-1,3-

diamin (P68) 

Analog zu Methode D wurde Verbindung P68 aus P66 (500 mg; 2.2 mmol) und P35 (516 mg; 

2.2 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin (1 mL, 5 mmol) in Isopropanol (3 mL) 

bei Raumtemperatur hergestellt. Filtration und Waschen des Niederschlags mit Isopropanol 

erbrachte das Produkt als gelben Feststoff (700 mg; 75%). 

 

Summenformel   C17H14Cl2N6O4 

Molekulargewicht   437.2 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6)  δ 8.91 (t, J = 6.0 Hz, 1H, chin-NH), 8.84 – 8.78 (m, 2H, ph-

NH, ph-3H), 8.34 (d, J = 2.3 Hz, 1H, chin-5H), 8.19 (dd, J = 

9.7, 2.8 Hz, 1H, ph-5H), 7.80 (dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H, chin-

7H), 7.61 (d, J = 8.9 Hz, 1H, chin-8H), 7.25 (d, J = 9.7 Hz, 

1H, ph-6H), 3.69 – 3.57 (m, 4H, prop-1,3H2), 2.03 (t, J = 

6.7 Hz, 2H, prop-2H2). 

APCI MS    [M+H]+ = 438.2 (100%). 

6.3.104: N1-(6-Chlor-2-(4-methylpiperazin-1-yl)chinazolin-4-yl)-N3-(2,4-

dinitrophenyl)propan-1,3-diamin (36) 

Nach Methode E wurde Verbindung 36 aus P68 (700 mg; 1.6 mmol) und N-Methylpiperazin 

(600 mg; 6 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin (1 mL; 5 mmol) in Isopropanol 

(4 mL) hergestellt. Filtern, Waschen mit Isopropanol und Trocknen unter reduziertem Druck 

erbrachte das Produkt als orangenen Feststoff (500 mg; 63%). 
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Summenformel   C22H25ClN8O4 

Molekulargewicht   500.9 

Schmelzpunkt    253 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (600 MHz, DMF-d7)  δ 9.05 (t, J = 6.0 Hz, 1H, ph-NH), 8.94 (d, J = 2.7 Hz, 1H, 

ph-3H), 8.28 (dd, J = 9.5, 2.7 Hz, 1H, ph-5H), 8.20 (t, J = 

5.5 Hz, 1H, chin-NH), 8.13 (d, J = 2.4 Hz, 1H, chin-5H), 7.55 

(dd, J = 8.9, 2.4 Hz, 1H, chin-7H), 7.38 (d, J = 9.5 Hz, 1H, 

ph-6H), 7.35 (d, J = 8.9 Hz, 1H, chin-8H), 3.85 – 3.76 (m, 

8H, prop-1,3H2, prz-1,6H2), 2.35 (t, J = 5.1 Hz, 4H, prz-

3,5H2), 2.22 (m, 5H, N-CH3, prop-2H2). 

13C NMR (151 MHz, DMF-d7)  δ 159.64 (chin-2C), 159.13 (chin-4C), 151.10 (ph-1C), 

148.66 (chin-8aC), 135.21 (ph-4C), 132.60 (ph-2C), 130.11 

(chin-7C), 129.93 (ph-5C), 127.27 (chin-8C), 124.57 (chin-

6C), 123.65 (ph-3C), 122.05 (chin-5C), 115.40 (ph-6C), 

111.68 (chin-4aC), 55.03 (prop-1C), 45.73 (prz-2,6H), 

43.63 (prop-3C), 41.27 (prz-3,5C), 38.56 (N-CH3), 27.83 

(prop-2C). 

Elementaranalyse   theo. C 52.75%; H 5.03%; N 22.37%. 

     bes. C 52.58%; H 5.02%; N 22.11%. 

APCI MS    [M+H]+ = 502.0 (100%). 
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6.3.105: 2-(Pthtalimid-2-yl)ethan-1-sulfonsäure (P69)262 

Gemäß Methode ZD wurde Verbindung P69 durch Schützen von Taurin (8.45 g; 67 mmol) mit 

Phthalsäureanhydrid (10.7 g; 74 mmol) in Gegenwart von Kaliumacetat (7.1 g; 72 mmol) in 

Essigsäure (25 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als weißer Feststoff (14 g, 82%) isoliert. 

 

Summenformel   C10H9NO5S 

Molekulargewicht   255.24 

1H NMR (300 MHz, D2O)  δ 7.73 (p, J = 2.2 Hz, 4H, pht-3,4,5,6H), 3.96 (t, J = 6.8 Hz, 

2H, N-CH2), 3.17 (t, J = 6.8 Hz, 2H, HO3S-CH2). 

6.3.106: 2-(Pthtalimid-2-yl)ethan-1-sulfonylchlorid (P70)262 

Gemäß Methode O wurde Verbindung P70 aus P69 (1 g; 3.4 mmol) unter Verwendung von 

Phosphorpentachlorid (1.3 g; 6.2 mmol) in Toluol (5 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als 

weißer Feststoff (900 mg; 97%) gewonnen. 

 

Summenformel   C10H8ClNO4S 

Molekulargewicht   273.7 

1H NMR (300 MHz, CDCl3)  δ 7.87 – 7.77 (m, 2H, pht-4,5H), 7.74 – 7.62 (m, 2H, pht-

3,6H), 4.29 (t, J = 6.5 Hz, 2H, N-CH2), 4.02 (t, J = 6.5 Hz, 2H, 

ClO2S-CH2). 

6.3.107: N-(3-((2,4-Dinitrophenyl)amino)propyl)-2-(pthtalimid-2-yl)ethan-1-

sulfonamid (P71) 

Gemäß Methode C wurden P35 (1 g; 4.2 mmol) und P70 (500 mg; 1.8 mmol) in Chloroform 

(20 mL) für 20 h bei Raumtemperatur In Gegenwart von Triethylamin (1 mL) gerührt. 
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Säulenchromatographische Aufreinigung (graduell: DCM 100%; DCM/MeOH 95:5) erbrachte 

Verbindung P71 als gelben Feststoff (500 mg; 58%). 

 

Summenformel   C19H19N5O8S 

Molekulargewicht   477.5 

1H NMR (300 MHz, CDCl3-d)  δ 8.10 – 8.04 (m, 1H, ph-NH), 8.03 (d, J = 2.8 Hz, 1H, ph-

3H), 7.42 (dd, J = 9.6, 2.8, 2H, ph-5H), 7.10 – 6.96 (m, 4H, 

pht-3,4,5,6H), 6.60 (t, J = 5.9 Hz, 1H, ph-6H), 6.43 (d, J = 

9.6 Hz, 1H, O2S-NH), 3.19 – 3.03 (m, 2H, N-CH2), 2.80 – 

2.68 (m, 2H, O2S-CH2), 2.62 – 2.52 (m, 2H, prop-1H2), 2.26 

(q, J = 6.5 Hz, 2H, prop-3H2), 1.00 (p, J = 6.8 Hz, 2H, prop-

2H2). 

APCI MS    [M+H]+ = 478.1 (100%). 

6.3.108: 2-Amino-N-(3-((2,4-dinitrophenyl)amino)propyl)ethan-1-sulfonamid 

(P72) 

Gemäß Methode ZE wurde Verbindung P72 durch Entschützung von P71 (500 mg, 1.1 mmol) 

unter Verwendung von Hydrazin Monohydrat (0.15 mL; 5.5 mmol) hergestellt. Das Produkt 

wurde als gelber Feststoff (250 mg; 64%) isoliert. 

 

Summenformel   C11H17N5O6 

Molekulargewicht   347.4 
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1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.99 – 8.72 (m, 2H, ph-NH, ph-3H), 8.24 (dd, J = 9.6, 2.8 

Hz, 1H, ph-5H), 7.27 (d, J = 9.7 Hz, 1H, ph-6H), 4.61 (d, J = 

5.0 Hz, 2H, NH2), 3.80 – 3.57 (m, 4H, H2N-CH2, O2S-CH2), 

3.60 – 3.44 (m, 6H, prop-1,2,3H2). 

APCI MS    [M+H]+ = 347.1 (100%). 

6.3.109: 2-((2,6-Dichlorchinazolin-4-yl)amino)-N-(3-((2,4-

dinitrophenyl)amino)propyl)ethan-1-sulfonamid (P73) 

Analog zu Methode D wurde Verbindung P73 aus P66 (500 mg; 2.2 mmol) und P72 (250 mg; 

0.7 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin (1 mL, 5 mmol) in einer Mischung aus 

DMF und Isopropanol (20 mL/ 30 mL) bei Raumtemperatur hergestellt. Filtration und 

Waschen des Niederschlags mit Isopropanol erbrachte das Produkt als gelben Feststoff 

(330 mg; 87%). 

 

Summenformel   C19H19Cl2N7O6S 

Molekulargewicht   544.4 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 9.01 (t, J = 5.4 Hz, 1H, ph-NH), 8.93 (d, J = 6.0 Hz, 1H, 

O2S-NH), 8.88 (d, J = 2.7 Hz, 1H, chin-5H), 8.39 (d, J = 2.3 

Hz, 1H, ph-3H), 8.31 – 8.22 (m, 1H, chin-7H), 7.90 – 7.86 

(m, 1H, ph-5H), 7.69 (d, J = 8.9 Hz, 1H, ph-6H), 7.46 (t, J = 

5.9 Hz, 1H, chin-NH), 7.27 (d, J = 9.8 Hz, 1H, chin-8H), 3.89 

(dt, J = 7.8, 5.7 Hz, 2H, prop-1H2), 3.61 (q, J = 6.7 Hz, 2H, 

HN-CH2), 3.52 – 3.45 (m, 2H, O2S-CH2), 3.17 (q, J = 6.5 Hz, 

2H, prop-3H2), 1.89 (p, J = 6.9 Hz, 2H, prop-2H2). 

APCI MS    [M+H]+ = 544.1 (100%). 
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6.3.110: 2-((6-Chlor-2-(4-methylpiperazin-1-yl)chinazolin-4-yl)amino)-N-(3-

((2,4-dinitrophenyl)amino)propyl)ethan-1-sulfonamid (37) 

Nach Methode E wurde Verbindung 37 aus P73 (330 mg; 0.6 mmol) und N-Methylpiperazin 

(400 mg; 4 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin (1 mL; 5 mmol) in Isopropanol 

(4 mL) hergestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung (graduell: DCM/MeOH 9:1; 

DCM/MeOH (NH3) 95:5) ergab das Produkt als orangenen Feststoff (43 mg; 12%). 

 

Summenformel   C24H30ClN9O6S 

Molekulargewicht   608.1 

Schmelzpunkt    218 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.91 – 8.78 (m, 2H, O2S-NH, ph-NH), 8.24 – 8.13 (m, 2H, 

chin-5,7H), 8.01 (d, J = 2.4 Hz, 1H, ph-3H), 7.48 (dd, J = 

9.0, 2.4 Hz, 1H, ph-5H), 7.34 (s, 1H, chin-NH), 7.22 (m Hz, 

2H, chin-8H, ph-6H), 3.87 – 3.70 (m, 6H, prop-1H2, prz-

2,6H2), 3.53 (q, J = 6.6 Hz, 2H, HN-CH2), 3.42 – 3.35 (m, 

2H, O2S-CH2), 3.05 (q, J = 6.1 Hz, 2H, prop-3H2), 2.31 (t, J 

= 4.9 Hz, 4H, prz-3,5H2), 2.18 (s, 3H, N-CH3), 1.80 (t, J = 6.8 

Hz, 2H, prop-2H2). 

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)  δ 158.82 (chin-2C), 158.43 (chin-7C), 150.47 (ph-1C), 

148.02 (chin-8aC), 134.77 (ph-2,4C), 132.56 (chin-5C), 

129.80 (ph-5C), 127.01 (chin-8C), 124.10 (chin-6C), 

123.52 (ph-3C), 121.80 (chin-5C), 115.01 (ph-6C), 111.06 

(chin-4aC), 54.57 (prop-1C, prz-2,6C), 49.53 (HN-CH2), 
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45.78 (O2S-CH2), 43.33 (prop-3C), 39.77 (prz-3,5C), 35.59 

(N-CH3), 28.63 (prop-2C). 

LC-MS     tr = 14.2 min; [M+2H]2+ = 304.5, [M+H]+ = 608.2; 100%. 

 

6.3.111: N-(BOPPY)-1,3-diaminopropan (P74) 

Analog zu Methode ZA wurde Verbindung P74 durch Zugabe von P69 (250 mg; 0.7 mmol) 

gelöst in Dichlormethan (5 mL) zu 1,3-Diaminopropan (0.6 mL; 7 mmol) hergestellt. 

Säulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) ergab das gewünschte Produkt als 

gelben Feststoff (190 mg; 70%). 

 

Summenformel   C15H21B2F4N6 

Molekulargewicht   382.0 
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1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 8.43 (s, 1H, bpy-2H), 7.84 (t, J = 8.3 Hz, 1H, bpy-8H), 6.45 

(d, J = 8.3 Hz, 1H, bpy-7H), 6.33 (d, J = 8.5 Hz, 1H, bpy-9H), 

6.27 (s, 1H, bpy-4H), 3.45 (t, J = 6.6 Hz, 2H, prop-1H2), 2.74 

(t, J = 6.3 Hz, 2H, prop-3H2), 2.42 (s, 3H, bpy-3CH3), 2.36 

(s, 3H, bpy-5CH3), 1.71 (tt, J = 6.6, 6.3 Hz, 2H, prop-2H2). 

APCI MS    [M+H]+ = 383.2 (100%). 

6.3.112: 2-Amino-4-(4-methylpiperazin-1-yl)chinazolin-7-

carbonsäuremethylester (P75)224 

Gemäß Methode ZG wurde Verbindung P75 ausgehend von 2-Aminoterephtalat (1.82 g; 

8.7 mmol) und Cyanamid (658 mg; 15.6 mmol) in Acetonitril (20 mL) und konzentrierter 

Salzsäure (0.8 mL) synthetisiert. Nach Isolierung des Zwischenproduktes wurde dieses in 

Essigsäureanhydrid (5 mL) refluxiert und im Anschluss mit 1,2,5-Triazol (3 g; 43 mmol) in 

Gegenwart von Phosphoroxytrichlorid (4 mL;43 mmol) und Diisopropylethylamin (7.7 mL; 

43 mmol) in Acetonitril (10 mL) in eine reaktive Spezies überführt, sodass nach Reaktion mit 

N-Methylpiperazin (7.3 mL; 65 mmol) in Dioxan (10 mL) das gewünschte Produkt als weißer 

Feststoff (838 mg; 32%) isoliert wurde. 

 

Summenformel   C15H19N5O2 

Molekulargewicht   301.4 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 7.88 – 7.75 (m, 2H, chin-5,8H), 7.52 (dd, J = 8.5, 1.8 Hz, 

1H, chin-6H), 6.55 (s, 2H, NH2), 3.88 (s, 3H, OCO-CH3), 

3.58 (t, J = 4.8 Hz, 4H, prz-2,6H2), 2.61 – 2.44 (m, 4H, prz-

3,5H2), 2.25 (s, 3H, N-CH3). 
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6.3.113: 2-Amino-4-(4-methylpiperazin-1-yl)chinazolin-7-carbonsäure (P76)224 

Gemäß Methode ZC wurde P76 aus P75 (220 mg; 0.7 mmol) unter Verwendung von 

Lithiumhydroxid (35 mg; 1.4 mmol) in einer Methanol/Wasser-Mischung (20 mL: 1 mL) 

hergestellt. Das Produkt wurde als weißer Feststoff (210 mg; quant) isoliert. 

  

Summenformel   C14H17N5O2 

Molekulargewicht   287.3 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  δ 7.80 (s, 1H, chin-8H), 7.59 (d, J = 1.9 Hz, 2H, chin-5,6H), 

6.23 (s, 2H, NH2), 3.53 (t, J = 4.5 Hz, 4H, prz-2,6H2), 2.56 – 

2.46 (m, 4H, prz-3,5H2), 2.25 (s, 3H, N-CH3). 

6.3.114: 2-Amino-4-(4-methylpiperazin-1-yl)-N-

(BOPPY)amino)propyl)chinazolin-7-carboxamid (38) 

Gemäß Methode B wurde Verbindung 38 aus P76 (150 mg; 0.5 mmol) und P74 (190 mg; 0. 

5 mmol) in Gegenwart von EDC (105 mg; 0.6 mmol) und DMAP (5 mg) in DMF (5 mL) 

hergestellt. Säulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) erbrachte das 

gewünschte Produkt als gelben Feststoff (5 mg; 2%). 

 

Summenformel   C29H36B2F4N11O 



 

232 

 

Molekulargewicht   651.3 

Schmelzpunkt    174 °C (unkorrigiert) 

1H NMR (300 MHz, CDCl3)  δ 7.88 (d, J = 1.5 Hz, 1H, chin-8H), 7.72 – 7.57 (m, 2H, bpy, 

2,8H), 7.54 – 7.42 (m, 2H, chin-5,6H), 6.50 (m, 1H, bpy-

7,9H), 6.04 (s, 1H, bpy-4H), 5.88 (d, J = 8.0 Hz, 2H, NH2), 

3.79 (t, J = 4.9 Hz, 4H, prz-2,6H2), 3.53 (q, J = 6.1 Hz, 2H, 

prop-1H2), 3.34 (q, J = 6.4 Hz, 2H, prop-3H2), 2.50 (t, J = 

4.9 Hz, 4H, prz-3,5H2), 2.39 (s, 3H, bpy-3CH3), 2.28 (s, 3H, 

bpy-5CH3), 2.21 (s, 3H, N-CH3), 1.97 – 1.79 (m, 2H, prop-

2H2). 

13C NMR (75 MHz, CDCl3)  δ 165.52 (O=C-N), 163.56 (chin-4C), 155.88 (chin-2C), 

150.37 (bpy-2C), 149.38 (bpy-10C), 146.49 (chin-8aC), 

145.17 (bpy-6bC), 143.60 (chin-7C), 138.10 (bpy-8C), 

133.87 (chin-8C), 126.33 (bpy-5C), 125.24 (bpy-3C), 

121.78 (chin-5C), 120.66 (bpy-7C), 118.95 (chin-6C), 

116.11 (bpy-2aC), 111.75 (chin-4aC), 94.81 (bpy-4C), 

93.67 (bpy-9C), 53.79 (prz-2,6C), 48.40 (bpy-3CH3), 44.84 

(bpy-5CH3), 39.36 (prop-1C), 36.42 (prz-3,5C), 27.66 (N-

CH3), 12.89 (prop-3C), 9.84 (prop-2C). 

LC-MS     tr = 14.4 min; [M+2H]2+ = 316.6, [M+H]+ = 652.3; 96.7%. 
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6.4: Bestimmung der Quantenausbeute 

Zur Bestimmung der Quantenausbeute wurde die Absorption von 18 bei 402 nm in 

unterschiedlichen Konzentrationen und für den Standard Coumarin-153 bei 423 nm 

(Abbildung 55 A und B) gemessen. Durch Interpolieren wurde die Absorbanz beider 

Verbindungen bei einer Konzentration von c = 1.69 μM bestimmt. Dabei wurde eine 

Absorbanz von A18 = 0.045 für Verbindung 18 und AS = 0.038 für den Standard erhalten. Zur 

Bestimmung der Fluoreszenzintensität wurden von Verbindung 18 und dem Standard 

Fluoreszenzspektren im Messbereich von 430 – 840 nm bei einer Anregung von λEx = 420 nm 

bei verschiedenen Konzentrationen gemessen (Abbildung 55 C und D). Die interpolierten 

Werte für die Fluoreszenzintensität bei c = 1.69 μM betrugen F18 = 65937.469 RFU und 

FS = 192952.922 RFU. Die Brechungsindizes für Wasser und Methanol lauten nW = 1.330 bzw. 

nM = 1.329. Coumarin-153 weist eine tabellierte Quantenausbeute von ΦF(S) = 45% auf.220 

Gemäß Formel (2) (Kapitel 6.1:) wurde eine Quantenausbeute der Verbindung 18 von ΦF(18) = 

14% bestimmt. 
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6.5: Pharmakologische Experimente 

6.5.1: Radioliganden-Verdrängungsstudien an humanen H3R 

Verdrängungsstudien mit Radioliganden an humanen H3R wurden wie zuvor beschrieben 

durchgeführt mit den folgenden Modifikationen.198 HEK-293 Zellen, die den humanen H3R 

stabil exprimieren wurden mit Phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS) geerntet und 

gewaschen. Die Zellen wurden zentrifugiert (3000 xg, 10 min, 4 °C) und in eisgekühlten 

Bindungspuffer (12.5 mM MgCl2, 100 mM NaCl und 75 mM Tris/HCl, pH = 7.4) mit einem 

ULTRA-TURRAX T 25 digital (IKA, Germany) homogenisiert. Das Zellmembran-Homogenat 

wurde zweimal zentrifugiert (20 000 xg, 20 min, 4 °C). Nach Sonifizierung erfolgte die Lagerung 

der Zellmembranpräparationen bei -80°C in geeigneten Aliquots.  

Vor Versuchsbeginn wurden diese konzentrierten Zellmembranpräparation aufgetaut, 

verdünnt und durch Sonifizieren homogenisiert. In einer Konzentration von 20 μg pro Well bei 

einem Endvolumen von 0.2 mL Bindungspuffer, wurden diese mit [3H]-N-α-Methylhistamin 

(2 nM, 78.3 Ci/mmol) (Perkin Elmer, MA, USA) inkubiert und unterschiedliche Mengen der zu 

untersuchenden Verbindungen hinzugefügt. Die Studien wurden mit mindestens sieben 

unterschiedlichen Konzentrationen der zu testenden Verbindung durchgeführt. Die Proben 

wurden unter dauerhaftem Schütteln bei Raumtemperatur für 90 min inkubiert. Pitolisant 

(10 μM) wurden genutzt, um die unspezifische Bindung zu quantifizieren. Die Radioaktivität 

wurde mittels flüssiger Szintillationszählung ermittelt. Zur Datenanalyse wurde GraphPad 

PRISM 6 benutzt und der nichtlineare Regressionsfit „one-site competition“ implementiert. 

Die Ki-Werte wurden mittels der Cheng-Prusoff-Gleichung errechnet. Die statistische 

Auswertung wurde auf Basis der -log Ki-Werte durchgeführt. Mittelwerte und 

Konfidenzintervalle (95%) wurden in mikro- oder nanomolare Konzentrationen umgerechnet. 

Soweit nicht anders vermerkt, erfolgte die Bestimmung der Ki-Werte in mindestens drei 

unabhängigen Experimenten, jedes mit zwei bis drei Replikaten pro Konzentration. 

6.5.2: Radioliganden-Verdrängungsstudien an humanen H4R 

Zellmembranen mit humanen H4R (hH4R) wurden aus Sf-9-Zellen gewonnen, die zuvor mit 

hH4R-tragenden Baculoviren infiziert wurden. Die Verdrängungsstudien erfolgten wie bereits 

zuvor publiziert mit wenigen Modifikationen.197 Die Aufreinigung und Messung erfolgte in 

einem geeigneten Bindungspuffer (12.5 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 75 mM Tris/HCl, pH = 7.4). 
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Vor dem Starten der Experimente wurden die Zellmembranen aufgetaut, zur 

Homogenisierung bei 4 °C mit einem Handplotter bearbeitet und unter Eiskühlung 

aufbewahrt. Die Membranpräparationen (40 μg/Well, 0.2 mL Endvolumen) wurden mit 

[3H]-Histamin (10 nM; 10.6 Ci/mmol) (Perkin Elmer, MA, USA) und dem Testliganden in 

unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert. Die unspezifische Bindung wurde in der 

Gegenwart des Referenzliganden JNJ-7777120 (100 μM) bestimmt.263 Die Bestimmung der Ki-

Werte und die statistische Auswertung erfolgte analog zu der für H3R. 
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