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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Entwicklung und Synthese niedermolekularer
chemischer Sonden fiir die Untersuchung des Histamin-Hs-Rezeptors (HsR) sowie der
Monoaminoxidasen (MAQO) A und B.

Die Entwicklung neuer HsR-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 HaR mit fluoreszenten chemischen Sonden kdnnte unter anderem die Untersuchung
des Expressionsmusters der H4R unterstiitzen. Die Struktur der generierten Sonden wurde
unter anderem spektroskopisch charakterisiert und deren HsR-Affinitat mittels Radioliganden-
Verdrangungsexperimenten bestimmt. Den Ausgangspunkt der Syntheseplanung stellten
bekannte Pharmakophore dar, die Uber eine hohe HsR-Affinitat verfliigten und auf ihre
Moglichkeiten zur Derivatisierung mit Fluorophoren untersucht wurden. Dabei wurden Falle
betrachtet, die sowohl eine integrative Kopplung des Fluorophors einschlossen, als auch die
Verknupfung mit oder ohne Linker.

Die integrative Kopplung erbrachte mit Verbindung 19 einen H4R-Liganden, der Uber eine
moderate Affinitat verfligte (Ki=400nM), dessen Emissionsmaximum (AmaxEm =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 fiir ihre hohe HsR-Affinitat
bekannt sind.

Die Chalconderivate 10 und 11, bei denen eine Kopplung ohne Linker realisiert wurde, zeigten
gute Fluoreszenzeigenschaften, jedoch waren die HiR-Affinitdten zu gering, um diese als
pharmakologische Werkzeuge einzusetzen.

Bei den Verbindungen 21 — 29 wurde unter Verwendung von unterschiedlichen Linkern
Fluorophore an HsR-affine Aminopyrimidine gekoppelt. Dabei wurde zunachst 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 verkniipft 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 fiir ein Design von multitargeting ligands
(MTLs) genutzt werden konnen. Die Verbindungen (31*, 33*, 34*, 55* und 65*) inhibierten
praferierend MAO B im nanomolaren Konzentrationsbereich und Dockingexperimente zeigten
eine gute Oberflachen-komplementaritat zwischen den chemischen Sonden und der MAO B-
Bindetasche. Weiterfiihrende Untersuchungen der aktivsten Verbindung 55* zeigten ein

reversibles und kompetitives Bindungsverhalten gegentiber MAO B auf.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit sowohl Fluoreszenzliganden fiir den H4R als auch
Inhibitoren fir MAO A und MAO B erzeugt. Die hier prasentierten fluoreszenz-markierten
Aminopyrimidinderivate (21-30) wurden als erfolgsversprechendste Substanzklasse
identifiziert, von denen Verbindung 26 (Ki= 149 nM) die hochste Affinitat aufwies. Somit
wurden erstmalig fluoreszente Liganden mit HsR-Affinitdt im  nanomolaren
Konzentrationsbereich synthetisiert, die den Grundstein fiir weitere Strukturoptimierungen

legen.



Summary

The present work deals with the development and synthesis of small chemical probes for in-
vestigation of the histamine-Hs-receptor (H4R) and the monoamine oxidases (MAQO) 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 HaR-affinity (Ki = 400 nM)
but its emission maximum (AmaxEm = 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 HaR-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
guantum 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 Komplexitdit von biologischen Systemen
reduzieren. Betrachtet man in biologischen Assays die Aktivitdt von Enzymen oder Rezeptoren
als beobachtbare GroRe, stellen Effektoren und Liganden die chemischen Sonden fiir diese
biologischen Strukturen dar.?
Gensequenzierungen fihrten zur Entdeckung einer Vielzahl neuer biologischer Strukturen,
dessen Funktionen mit der Bereitstellung von chemischen Sonden charakterisiert werden
konnen. Chemische Sonden binden meist schnell und reversibel an die jeweiligen Strukturen,
sind mit nahezu allen Zelltypen kompatibel und kdonnen auch temporadre Effekte der
Zielstrukturen aufzeigen. Daher ist ihre Nutzung als komplementare Ergdanzung zu Knockout-
Experimenten zu betrachten, bei denen gezielt Gene durch genetische Manipulation
dauerhaft und irreversibel deaktiviert werden, um biologische Mechanismen oder
(patho)physiologische Vorgange zu untersuchen.
Das Anforderungsprofil an chemische Sonden unterscheidet sich drastisch von dem
niedermolekularer Therapeutika. Flr Letztere sind Kriterien wie pharmakokinetische
Eigenschaften (z.B. orale Bioverfiigbarkeit) oder geringe Toxizitat relevant, die fiir chemische
Sonden nahezu vernachldssigbar sind, wenn man von der Verwendung in Tiermodellen
absieht. Daflir miissen chemische Sonden eine hohe Affinitat und Selektivitat gegenlber den
Zielstrukturen aufweisen, um aussagekraftige Ergebnisse zu liefern.!
Die molekularen Zielstrukturen, fir die im Rahmen dieser Arbeit chemische Sonden entwickelt
und synthetisiert wurden, sind zum einen der Histamin-Ha-Rezeptor (H4R) und zum anderen
die Monoaminoxidasen (MAQO) A und B. Dabei wurden fiir den H4R fluoreszenzmarkierte
Sonden entwickelt, die zur weiteren Aufklarung der Rezeptor-Lokalisation oder aber zur

Entwicklung neuartiger Screeningmethoden eingesetzt werden kdnnen. Fir MAO A und



MAO B hingegen war das Ziel moglichst kleine Molekile zu synthetisieren, die sich als
Grundbausteine fiir neuartige selektive oder polyfunktionale Inhibitoren eignen.
Die Entwicklung und Nutzung dieser chemischen Sonden soll die Madglichkeiten zur

Untersuchung der genannten Zielproteine erweitern und erganzen.

1.2: Monoaminoxidasen
Die Monoaminoxidasen (MAO) A und B sind Enzyme, die sich auf der dulReren 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 verlasst
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

o
R™NH, FAD H0, | S Llh Ho
MAO < il
A _NH
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R™SNH FADH + H* 0, o
>
+H,0
- NH,
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~
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L Aldehyd
Dehydrogenase

Abbildung 1: Oxidation von primdren Aminen zu Iminen durch MAO-Katalyse mit anschliefender Hydrolyse und Aldehyd
Dehydrogenase-katalysierter Oxidation zur Carbonsdure. Innerhalb der Box ist das Isoalloxazin gezeigt, das kovalent iiber
einen Cysteinrest an die MAO-Enzyme gebunden ist.?

Sowohl MAO A als auch MAO B werden im Zentralen Nervensystem (ZNS) exprimiert und
degradieren Uber den oben genannten Mechanismus monoaminerge Neurotransmitter.
Dabei wird Dopamin von beiden Isoformen abgebaut, wohingegen Serotonin, Adrenalin und
Noradrenalin vorwiegend von MAO A abgebaut werden.>* 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



Wasserstoffperoxid, zu mindern.*> 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.®’ Durch irreversible
Enzymbindung koénnen insbesondere in Verbindungen mit anderen neurotransmitter-
modulierenden Substanzen schwerwiegende Nebenwirkungen auftreten, wie etwa das
Serotonin-Syndrom. Hochaffine reversible MAO-Inhibitoren, wie das kirzlich zur

Parkinsontherapie zugelassene Safinamid, stellen daher wichtige Therapieoptionen dar.®

CHs;
NH
i (\\)O H‘N/\\\CH o H/H( 2
/©)L e N N i o ©
H
cl m"‘ﬁ \g
Moclobemid Rasagilin Selegilin Safinamid
reversibler MAO A-Inhibitor irreversible MAO B-Inhibitoren reversibler MAO B-Inhibitor

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

Da neuronale Erkrankungen haufig multifaktorielle Ursachen aufweisen, ist die Entwicklung
von Wirkstoffen, die mehrere Signalwege adressieren, Gegenstand der aktuellen Forschung.
Die in dieser Arbeit prasentierten Verbindungen (Kapitel 5:) sollen daher Ausgangspunkte fiir
ebensolche darstellen und dienen gleichzeitig als chemische Sonden, um Referenzstrukturen

fir die MAO-Inhibition zu generieren.

1.3: Histamin-Hs-Rezeptoren
Mit der Entdeckung des H4sR um die Jahrtausendwende wurde die Familie der Histamin-
Rezeptoren vervollstandigt. Im Gegensatz zu den lang bekannten und etablierten Histamin-
Hi-, H2- und Hs-Rezeptoren (H1R, H2R und HsR) gilt es fiir den H4R noch sehr grundsatzliche
Fragen zu klaren. Kontrovers wird vor allem die Frage der Lokalisation innerhalb des
menschlichen Organismus diskutiert.®>!? Als gesicherte Tatsache gilt die modulierende
Wirkung auf das Immunsystem, die von dem H4R ausgeht.''?2 Nachgewiesene Expressionen
auf Zellen, die an der Immunantwort beteiligt sind sowie die Tatsache, dass sich bereits einige
HaR-affine Substanzen in der klinischen Testung zur Behandlung von Dysregulationen der
Immunantwort befinden, bestatigen die primare Rolle des HaR bei der Aufrechterhaltung des
Immunsystems.'3'# Hier zeigt sich eine gewisse Analogie zu dem H;R; die bekanntesten HiR-
Antihistaminika lindern allergischen Reaktionen, welche ebenfalls auf immunologische

Dysfunktionen zurtickzufiihren sind.*



Neben dem H:R iibernimmt der HsR, der die hochste Ahnlichkeit zum H4R aufweist, wichtige
Aufgaben im zentralen Nervensystem (ZNS),® sodass die Vermutung nahe liegt, dass der HaR
ebenfalls an der Steuerung von zentralnervosen Prozessen beteiligt ist. Belege fur die
Beteiligung lassen sich aus Verhaltensexperimenten an HsR-Knockout-Mausen ableiten. Die
gen-manipulierten Mause zeigten ein gesteigertes Angstverhalten und eine hdohere
neuropathische Schmerzwahrnehmung.!” Der fundierte Nachweis von funktional
exprimierten H4R in zentralnervésen Geweben bleibt bisher ein Streitpunkt in der
Forschungslandschaft. Hinweise fiir eine ZNS-Expression liefern Nachweise von mRNA, die den
HsR codieren und Markierungen des Rezeptors mit polyklonalen Antikérpern.t®
Hauptkritikpunkte an diesen Hinweisen sind das mogliche Vorhandensein von Blutresten und
somit HsR-tragenden Zellen des Immunsystems in den untersuchten Gewebeproben und die
Tatsache, dass die verwendeten Antikorper polyklonal erzeugt wurden, und somit falsch
positive Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden kénnen %10

Eine Losungsstrategie zur Aufklarung der HsR-Lokalisation im ZNS kdnnte 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 Zelloberflachen-exprimierten H4R erbracht werden. Prinzipiell mogliche
Auslesesignale fur die Markierung sind Radioaktivititsmessungen oder aber
photospektroskopische Untersuchungen. Da die Herstellung radioaktiv-markierter Liganden
wie beispielsweise [2H]JUR-PI294 kostenaufwendig ist, sicherheitsrelevante Aspekte beinhaltet
und behordlich Gberwacht werden muss, ist die Verwendung von radioaktiv-markierten
Substanzen in vielerlei Hinsicht problematsich.® Die zugrundeliegende Arbeit fokussiert sich

daher auf die Fluoreszenzmarkierung von HasR-Liganden.

1.3.1: Rezeptorstruktur des H4R

Die vier Rezeptorsubtypen, denen Histamin als endogener Ligand dient, gehoren der Klasse A
(Rhodopsin-ahnliche) der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) an.?° Das Erbgut des
humanen HsR (hHsR), der um die Jahrtausendwende erstmals erfolgreich von mehreren
unabhingigen Arbeitsgruppen kloniert und charakterisiert wurde,?1%¢ ist auf dem
Chromosom 18q11.2 kodiert und besteht aus rund 21 000 Basenpaaren.?’ Es enthilt drei
Exons und zwei groRe Introns, was das Erbmaterial von dem der H1iR und H2R unterscheidet,

die intronlos sind.?’~2° Daher sind mehrere Splicing-Varianten des H4R nachgewiesen worden,
4



von denen zwei nicht signalfahig sind. Die Variante H4(67) ist dabei friihzeitig nach
Aminosdure 67 terminiert und der Variante H4(302) fehlen die Aminosiduren 68-155.3°
Zusatzlich zu den von van Rijn et al. beschriebenen Varianten, konnten zwei Weitere
identifiziert werden, welche in der Lage waren die fiir den H4R typische Signalkaskade

auszuldsen.3?

Ein funktional exprimierter H4R weist 390 Aminosauren auf, aus denen die sieben klassischen
transmembranéren Helices (TM) gebildet werden.?® So entstehen jeweils drei extra- und
intrazelluldre Schleifen sowie der extrazelluldre N-Terminus und der intrazellulare C-Terminus.
Zwischen zwei Cysteinresten - je einer auf der zweiten extrazelluldaren Schlaufe und der dritten
Helix - bildet sich moglicherweise eine Disulfidbriicke, die die Rezeptorstruktur stabilisieren
konnte. Die Disulfidbriicke konnte daher die Ligandenbindung beeinflussen, da eine
Beteiligung der zweiten extrazellularen Schlaufe an der Bindung von Histamin vermutet wird.
Die Aminosduren Asp332 und Glu>#® spielen eine Schliisselrolle bei der Bindung von Histamin
in das aktive Zentrum des Rezeptors (Abbildung 3 und Abbildung 4). Der negativ geladene Rest
Asp33? ist bei allen histaminergen Rezeptoren vorhanden und stellt wahrscheinlich einen
Ankerpunkt fir die protonierte Form des primdren Amins des Histamins dar.??

Computergestlitzte Analysen und gerichtete Mutationsstudien zeigten, dass die ebenfalls
negativ geladene Aminosaure Glu>4® eine Schlusselbindestelle fir die Imidazolgruppe des
Histamins darstellt. Somit ist eine Analogie zum Hs3R hergestellt, bei dem die gleichen
Aminosauren fur die Histaminbindung verantwortlich sind.?3 Zusammen mit den Aminosauren
Thr>42 und Trp®*® bildet Glu>*® die Bindetasche fiir den Imidazolring, wobei eine
Wasserstoffbriickenbindung zwischen Trp®4 und Glu>4® postuliert wurde, um das aktive
Rotamer von Trp®*® zu bilden. Zusatzlich stabilisiert wird die zu TMS5 gerichtete
Imidazolgruppe durch eine Wasserstoffbriicke zwischen Asp332 und GIn’#? und ein weiteres
Wasserstoffbriickennetzwerk bestehend aus Imidazol, Glu®>4®, Ser®>2 und Trp®48.343> Eine
mogliche Stelle fiir eine Glycolisierung stellen zwei Asparaginreste (Asn®> und Asn®) am

N-Terminus dar.36



Abbildung 3: Errechnetes Modell fiir die Bindung von Histamin (hellblau) in die Bindetasche des humanen H4R. Nur die
gezeigten Aminosduren sind Teil der Berechnung. Die Helices sind gezeigt aber nicht Teil der Berechnung. Die Ca-Spuren der
TMs 3(rot), 5 (blau), 6 (orange) und 7 (aquamarin) sind eingeférbt. Abbildung ibernommen von Jongejan et al.3*

Viele GPCRs werden mittels einer ionischen Verbindung (,,lonic Lock") zwischen einem stark
konservierten Glutamatrest auf TM6 und Arginin in einem ebenfalls haufig anzutreffenden
Strukturmotiv, bestehend aus den Aminosauren Asparaginsaure, Arginin und Tyrosin auf TM3,
in einem inaktiven Zustand stabilisiert. Da ein Alaninrest die ansonsten von Glutamat besetzte
Stelle in der Aminosauresequenz des humanen H4R einnimmt, wird das lonic Lock nicht
ausgebildet, was zu der erhéhten Basalaktivitat filhren kann.?%37:38 Jedoch zeigten Schneider
et al.,, dass HsR von Mausen ebenfalls einen Alaninrest an der entsprechenden Stelle
aufweisen, die Basalaktivitat jedoch deutlich geringer ist als bei humanen H4R.3%%° In Bezug
auf die hohe basale Aktivitit stellten Wifling et al. fest, dass die Aminosdure Phe*-5 in die
orthosterische Bindestelle des hH4R hineinragt und zu einer Selbstaktivierung fiihrt.#

Da in der Abwesenheit von einem aktivierenden Liganden der H4R eine basale Aktivitat
aufweist, werden HsR-Liganden funktional in Agonisten, neutrale Antagonisten und inverse

Agonisten unterteilt.38
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Abbildung 4: Aminosduresequenz des humanen H4R dargestellt in Schlangenform und markante Aminosduren; Asp3-32 (rot) ist
verantwortlich fiir eine ionische Wechselwirkung zum priméren Amin des Histamins. Glu>4¢, Thr>42, Trp648 und Ser®52 (gelb)
stabilisieren die Imidazoleinheit des Histamins. GIn7-42 (pink) bildet eine Wasserstoffbriicke zu Asp3-32 aus. Asn® und Asn® (grau)
stellen mégliche Positionen fiir eine Glycolisierung dar. Tyr>62, Leu®3¢ und Ala®39 (blau) stabilisieren den Agonisten ST-989.
Ala®30 und Arg3*° (braun) bilden in Gegenwart des inversen Agonisten ST-1012 iiber ein Wassermolekiil ein ,Pseudo lonic
Lock”. Phel®? (griin) ist verantwortlich fiir die Rigidisierung der zweiten extrazelluldren Schleife. ECL: extrazelluldre Schleife;
ICL: intrazelluldre Schleife; D: Asp; E: Glu; T: Thr; W: Trp; S: Ser; Q: GIn; N: Asn; Y: Tyr; L: Leu; A: Ala; R: Arg; F: Phe. 342

Mithilfe von in-silico-Charakterisierung klarten Werner et al. die Bindungsmodi der Liganden
ST-989 und ST-1012, um die ungewohnliche Aktivitdt des H4R genauer zu betrachten
(Abbildung 5). Bei Dockingexperimenten mit dem Partialagonisten ST-989 zeigte sich, dass
durch die Ligandenbindung die intrazelluldren Enden von TM5 und TM6 angenahert werden

und die Position durch Interaktion der Aminosauren Tyr>%2, Leu®36 und Ala®3° 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
Aminosauren Ala®3° und Arg®*in einer ungefihren Entfernung von 6.5 A und kénnen so tiber
ein verbrickendes Wassermolekil ein , Pseudo lonic Lock” ausbilden, das den Rezeptor in

einem inaktivierten Zustand stabilisiert.*2
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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 iibernommen von Werner et al.*?

Erschwert wird die Erforschung des H4R dadurch, dass die Sequenzunterschiede zwischen
verschiedenen Spezies teilweise erheblich sind. So liegt die Sequenzahnlichkeit der cDNA
zwischen hHsR und H4R von Makaken noch bei hohen 92%,*3 die cDNA des H4R von Mausen,
Ratten, Meerschweinchen, Schweinen und Hunden verfligt jedoch nur (Uber
Sequenzihnlichkeiten zwischen 67% und 72% gegeniiber dem hH4R.#*=%¢ Dies fiihrt dazu, dass
Histamin eine signifikant geringere Affinitat gegeniber dem murinen HsR (mH4R) zeigt im
Vergleich zum hH4R (Ki(mH4R) = 83 nM vs. Ki(hH4R) = 13 nM).

Verantwortlich dafiir ist ein Unterschied auf der zweiten extrazelluldren Schlaufe:

Korrespondierend zu Phe!®® des hH4R wird beim mH4R ein Valin exprimiert. Durch den



kleineren Rest und fehlende n-t-Wechselwirkungen wird die Flexibilitat der Schlaufe erhoht,

was zu einer verminderten Histamin-Affinitat fihrt.*’

1.3.2: Intrazellulare Signaltransduktionskaskade des HasR

Auch wenn sich die cDNA-Sequenzen zwischen den Spezies teilweise erheblich unterscheiden,
binden die H4R aller Spezies an Pertussis-Toxin (PTX)-sensitive Gai/o-Proteine (Abbildung 6).3®
Eine Aktivierung des HaR (z. B. durch Histamin) bewirkt somit eine Inhibierung der Forskolin-
induzierten Ausschiittung von cyclischen Adenosinmonophosphat (cCAMP) und beeinflusst die
Transkription von Genen in Zelllinien, die den Hs4R rekombinant exprimieren.?>% Zusatzlich
wird Uber den PTX-Signalweg die Phosporylierung der Mitogen-aktivierten Proteinkinase

(MAPK) stimuliert und die intrazelluldre Ca?*-Ausschiittung forciert.222>4°

|
. " i‘ ........
. Gmlﬂ,@)
oL

cAM PT

Modulation \ }
IL-6/IL-13
Qymerisation l T TRANTES/CCLS
Gen ‘

o el
@ Transkription TNF-GT ..".
oON o)

e

Zellmigration

Abbildung 6: Ubersicht der Signaltransduktionswege nach HsR-Aktivierung.?2253648-51
Auch eine HsR-abhangige Aktivierung der Phospholipase C (PLC) fihrt zu einer gesteigerten
Ca?*-Konzentration im Zytosol, was die Polymerisation von Actin auslést. Dadurch wird eine

Veranderung der Morphologie der Zelle hervorgerufen, was zur Migration von Mastzellen,
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Eosinophilen und Monozyten fiihrt.3649°255 Weiterhin wurde gezeigt, dass die HsR-
Aktivierung tber den Januskinase (JAK) und Signal Transducers and Activators of Transcription
(STAT)-Transduktionsweg eine Aktivierung des nuklearen Faktors k aktivierter B-Zellen (NFkB)
erfolgt und der Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) ausgeschittet wird. Via extracellular requlated
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)“ausgeschiittet.

ERK-abhingige Signalwege werden infolge der cAMP-Modulation aktiviert.>%>?

Diese Signalkaskaden kénnen durch das Einwirken von Antagonisten unterbunden werden,
jedoch zeigten Rosethorne et al., dass bestimmte Antagonisten auch agonistische Effekte
durch die Rekrutierung von B-Arrestin hervorrufen kénnen, was zu einer, im Vergleich zu
Histamin, verzogerten ERK-Aktivierung fihrt. Diese Erkenntnisse zeigen auf, dass im
Besonderen in-vivo erhobene Daten zu Fehlinterpretationen der Rolle des H4R fiihren kdnnen,
wenn der Signaltransduktionsweg des zu untersuchenden Liganden nicht detailliert

beschrieben ist.>®

1.3.3: Beteiligung des H4sR am Immunsystem

Der endogene HasR-Ligand Histamin ist ein zentraler Mediator in der Modulation des
Immunsystems. Im Zusammenspiel mit anderen Entziindungsmediatoren sorgt Histamin
dafir, dass sich z.B. im Verlauf einer allergischen Reaktion BlutgefaRe weiten, Fliissigkeiten in
die betroffenen Gewebe eintreten und sich Odeme oder Quaddeln in Verbindung mit
Rotungen bilden, die zu Juckreiz fiihren. Histamin entfaltet seine Wirkung hierbei durch
Aktivierung insbesondere von HiR, H2R und H4R, die auf einer Vielzahl von Immunzelltypen
exprimiert werden.>’ Studien zu einzelnen Immunzelltypen zeigten, dass Histamin in erster
Linie pro-inflammativ wirkt. Es konnen sich jedoch auch entziindungshemmende Prozesse
ergeben, wie die Reduktion der Chemotaxis, was bei hoheren Histaminkonzentrationen an
eosinophilen Granulozyten beobachtet werden kann und wahrscheinlich vom H3R gesteuert
wird.>8

Der H4R wird dabei auf verschiedenen hamatopoetischen Zellen wie Mastzellen, Basophilen,
dendritischen Zellen und T-Lymphozyten exprimiert, sodass sein Vorkommen in Geweben, die

an der Immunantwort beteiligt sind, erwartungsgemall am hochsten ist. Zu diesen zahlen
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Knochenmark, Lunge und Milz. Bei Entziindungsprozessen wird die Expression des Hs4R in den
genannten Geweben stimuliert.?1:22:26,27,48,59,60

Die hauptsachlich im Bindegewebe vorkommenen Mastzellen sowie Basophile, die sich in der
Blutbahn befinden, sind die Hauptquellen fir Histamin im menschlichen Korper.®! Die
Anregung des HaR durch seinen endogenen Agonisten Histamin fiihrt zur Chemotaxis der oben
genannten Zellen. Histamin wird ausgeschiittet, wenn Mastzellen und Basophile in Kontakt
mit Allergenen kommen und diese an antigen-spezifische IgE-Rezeptoren (FceRI) 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 Entziindungsantwort modulieren.?%> DZ sind im Kérper ubiquitdr vorhandene
Fresszellen, die Krankheitserreger aufnehmen kénnen und schlieflich in den nachstgelegenen
Lymphknoten gelangen, um die adaptive Immunantwort einzuleiten. Durch Aktivierung von
HasR auf DZ wird die Auschittung von diversen ILs moduliert. So wird durch Reduktion der
Ausschiittung von 1L12p70 und Erhéhung der Produktion von IL6 and IL10 ein Milieu
geschaffen, das die Polarisation von Typ 2 T-Zellen férdert.>”%%¢7 Werden H4R auf Typ 2
T-Zellen stimuliert, schiitten diese proinflammatorische Transkriptionsfaktoren und IL31 aus,

welches eine entscheidene Rolle bei der Ausbildung von Juckreiz spielt.%®

Entzindung
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| DR IL12p70}
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IL6/I1L10t

Mastzelle Dendritische Zelle
BasophileZelle

Typ 2 T-Zelle

Abbildung 7: Wirkung von Histamin auf Mastzellen, basophilen und dendritischen Zellen sowie Typ 2 T-Zellen.%8

Um solche mechanistischen und molekularen Zusammenhéange zu erforschen wurden in der

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

folgenden Kapiteln thematisiert.

1.3.4: Entwicklung von HsR-Liganden

Zur pharmakologischen und physiologischen Charakterisierung des HsR wurden die ersten
synthetischen H4R-Liganden aus H3R-Liganden entwickelt. Der hohe Verwandtschaftsgrad der
beiden Rezeptorsubtypen hatte hierbei zur Folge, dass Liganden Affinitaten fiir beide
Subtypen aufwiesen. So wurden mit Clobenpropit und Imetit zunachst Strukturen mit HsR-
Affinitat identifiziert, die lGber Imidazolgruppen verfligen und Derivate des Histamins sind
(Abbildung 8).*> Zu dieser Subgruppe gehéren auch Verbindungen wie (R)-a-Methylhistamin
und Thioperamid mit denen Liu et al. kurz nach der Deorphanisierung des Hs4R den Rezeptor
pharmakologisch untersuchten.?® Aufgrund der geringen Subtypselektivitidt oder auch der
Hemmung von Cytochrom P450 Enzymen, die zu unerwiinschten Nebenwirkungen im Koérper
fuhren kann, wurde die Suche nach neuartigen Liganden mit hoher HsR-Selektivitat forciert.5°
Diese Interaktionen sind jedoch beim Design von chemischen Sonden von geringeren

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

H;N J\[N\>

Histamin H
Ki(hH4R) = 12.9 nM

i
NH N™ N
N’Ks N HN_ 8 N HaC N : N
cl ” NH N NH, N N
H H H
Clobenpropit Imetit (R)-a-Methylhistamin Thioperamid
Ki(hHzR) =23 nM Ki(hH4R) = 6 nM Ki(hH4R) = 316 nM Ki(hH4R) = 66 nM

Abbildung 8: Ausgewdhlte imidazolhaltige H4R-Liganden.1>4570

2003 wurde mit dem hochaffinen und selektiven inversen HsR-Agonisten JNJ-7777120 ein
exzellentes pharmakologisches Werkzeug fir in-vitro Experimente geschaffen, um die
physiologische Rolle des H4R zu untersuchen.”>’2 Von der Struktur dieses Liganden lasst sich
ein verallgemeinerter Bauplan fiir HaR-Liganden ableiten (Abbildung 9). So tragen viele HaR-
affine Strukturen als zentrale Einheit ein Wasserstoffbriicken-Donor/Akzeptor-System. Dieses
wird auf einer Seite von einer lipophilen Struktur flankiert und auf einer anderen Seite von

einer basischen Funktionalitit, meistens in Form eines tertidren (cyclo)aliphatischen Amins.®°
12
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Abbildung 9: INJ-7777120 und der daraus abgeleitete ,,Bauplan” fiir H,R-Liganden.®®

JNJ-7777120 kann nicht nur invers agonistisch wirken, sondern tber den B-Arrestin Signalweg
auch H4R agonistische Effekte erzielen (vgl Kapitel 1.3.2:).°¢ Dies zeigt, dass zum Erlangen eines
umfassenden Verstandnisses der Pharmakologie des H4R, die Kombination einer Vielzahl von
pharmakologischen Werkzeugen nétig ist. Agonist/Antagonist-Paarungen zur Reversibilitats-
bestimmung, Liganden unterschiedlicher chemischer Klassen, aber auch Experimente mit
Knockout-Tieren miissen berticksichtigt werden, um ein akkurates Bild zu zeichnen. Denn ein
einziger Ligand gibt nur Riickschliisse Uber die Wirkung ebendieses unter den bestimmten

experimentellen Bedingungen.”?

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 antiparasitar, antiallergen, antiviral oder
entzindungshemmend.”*7® Das Benzimidazol-Analogon VUF-6002 (Abbildung 10) von
INJ-7777120 weist Affinitdatswerte in vergleichbaren Konzentrationsbereichen auf, jedoch ist
die perorale Bioverfiigbarkeit in Ratten mit 27% gering und die Halbwertszeit betragt lediglich
eine Stunde.>””2 Zur Verbesserung der pharmakokinetischen Parameter wurde Verbindung |
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 erhéhte Polaritat des Amidins
verringerte zwar die perorale Bioverfligbarkeit auf 20%, jedoch wurde die Halbwertszeit auf
12 Stunden erhéht und die Affinitdt gegeniiber dem H4R gesteigert.””’® Im Gegensatz dazu
flhrte die Einfihrung einer Harnstoffgruppe (vgl. VUF-6007) zu einer starken Reduktion der

Bindungsaffinitat gegeniiber dem H4R.”®
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Abbildung 10: Auswahl benzimidazolhaltiger H4R-Liganden.”7-7°

Durch das Einbringen einer Arylgruppe in 2-Position der Benzimidazole wurden HsR-Liganden
geschaffen, die sich an dem High-Throughput-Screening-Treffer Il orientierten (Abbildung 11).
Durch Optimierungen der Substituenten des Benzimidazols und des Aryls ergab sich
Verbindung lll und die Affinitat gegentber dem HsR 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 héhere
Affinitat gegeniber dem HsR als Verbindungen, die ein anderes tertiares Amin als basische
Ankergruppe trugen.®

Ein daraus entwickeltes Pharmakophormodell ergab eine optimale Position des endstandigen
Stickstoffs in einer Entfernung von 8.3 A in einem Umkreis von 1.5 A. Dies wurde mit der

Verwendung von N-Methylhomopiperazin erreicht, was die hervorragenden Affinitaten

erklart.80
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Abbildung 11: Ausgewdhlte 2-Aryl-benzimidazolhaltiger H4R-Liganden. 8081

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

Antagonist, der in klinischen Studien der Phase 2 gut toleriert wurde und keine
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unerwiinschten Nebeneffekte hervorrief.82 Die zentrale Arylkomponente ist bei Toreforant ein
Pyrimidin und der basische Anker ist Gber ein Stickstoffatom gebunden. Eine Affinitat in der
gleichen GréBenordnung wie die anderen Benzimidazol-tragenden Liganden zeigt, dass
geringe strukturelle Modifikation, wie Veranderungen am zentralen Arylring und der
Linkerverknipfung mdoglich sind, ohne die Affinitit negativ zu beeinflussen.’!
Interessanterweise werden auch die veranderten elektronischen Eigenschaften vom HiR
akzeptiert. So ist die zentrale arylische Einheit der Verbindungen lI-IV von einer lipophilen
Molekiloberflache gepragt, wohingegen das Aminopyrimidin im Toreforant in der Lage ist

Wasserstoffbrickenbindungen und polare Wechselwirkungen auszubilden.

Azine, wie das Pyrimidin im Toreforant, sind elementarer Bestandteil einer grolRen Gruppe von
H4R-Liganden. Diese Gruppe umfasst auch annelierte Azinderivate wie beispielsweise
(Iso-)Chinazoline. Der generelle Bauplan dieser Verbindungen ahnelt dem von JNJ-7777120
und kombiniert eine wasserstoffbriickenbildene 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 Affinitaten
gegenliber dem HsR auf (Abbildung 12). Der Fokus dieses Abschnittes liegt jedoch auf der

Betrachtung der gut charakterisierten Pyrimidinderivaten.38
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Abbildung 12: Stellvertreter HsR-affiner 1,3,5-Triazinderivate (V) und Pyrimidinderivate (VI).8384

Die Verknipfung der obig beschriebenen drei Grundelemente ist bei den Pyrimidinderivaten
in unterschiedlichster Weise moglich. Wohingegen es sich bei dem basischen Anker nahezu
ausschlieBlich um cycloalkylische tertidre Amine handelt, die (iber einen Stickstoff an das
zentrale Pyrimidin gebunden sind, ist die Anknlpfung der lipophilen Einheit freier gestaltet.
Neben der Verwendung von Stickstoff®> kommen Alkylbindungen®8’ ebenso in Frage wie
Biarylachsen® und in seltenen Fillen auch andere Heteroatome.®> Hiufig tragt 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
15



N-Methylpiperazin (VIl), (R)-3-Amino-pyrrolidin (VIII) und bicyclischen 3-Amino-pyrrolidin (X)
Affinitaten gegenlber dem HiR im einstelligen nanomolaren Konzentrationsbereich
aufwiesen, wohingegen das S-Enantiomer des Pyrrolidin (IX) um eine Potenz inaktiver war
(Abbildung 13). Die Affinitat wurde ebenfalls drastisch verringert sobald 3-Amino-piperidin
(XI) als Base genutzt wurde. Dies zeigt, dass die Positionierung des basischen Ankers einen

groRRen Einfluss auf die Aktivitat des Liganden haben kann.

NH,

A

,J-{‘\N/‘\l J—V"i_LN ,CHS r""_‘\N ,.CH3 H{N ,—'"-:LN _C\NHE
" T O A
“CH;4 .,
Nummer Vil Vil 1X X Xl
Ki{hHsR) 1.4 1.1 25 29 257

[nM]

Abbildung 13: Serie ausgewdhlter Pyrimindinderivate von Savall et al.

Sander et al. synthetisierten 2-Aminopyrimidinderivate mit N-Methylpiperazin als Base, unter
anderem mit Benzylamin in 2-Position (XII, Abbildung 14). Das Derivat Xll bindet im hohen
zweistelligen nanomolaren Konzentrationsbereich an den H4R.2> 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 (XIll) oder
in phenylischer (XIV) oder benzylischer (XV) Position.®# All diese Derivate zeigten Affinititen
zwischen 5 und 98 nM, wobei die Affinitat mit steigender Flexibilitdt des lipophilen Restes
abnahm. Aufgrund der vielfdltigen Moglichkeiten Phenylreste zu substituieren und den
hervorragenden Bindungseigenschaften gegeniiber dem H4R wurde das phenylsubstituierte

2-Aminopyrimidin als Leitstruktur fir viele Verbindungen dieser Arbeit gewahlt.
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Nummer X1 X XIv Xv
Ki(hHsR)
[AM] 98 7 21 5

Abbildung 14: Ausgewdhlte 2-Aminopyrimidine zur Demonstration des Einflusses der lipophilen Gruppe auf die H4R-
Affinitdt.8588-90

Zusatzlich zeigten in einem Patent der Incyte Corporation analog aufgebaute Strukturen
(Abbildung 15), dass eine Anbindung von voluminésen Gruppen an den Phenylrest prinzipiell
méglich 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 tber einen Harnstoff mit 4-Chlorphenyl substituiert
ist. Trotz der beachtlichen GroRe zeigt diese Verbindung einen Inhibitionswert von
ICs0 = 13 nM gegeniiber dem HaR auf. Das Patent beschreibt auch Chinazolinderivate (XVII,
XVIIl), die voluminose lipophile Reste tragen. Die Anbindung erfolgt hierbei iber ein Amid in

7-Position des Chinazolingrundgeristes.

Demnach ist es moglich 2-aminopyrimidinhaltige HsR-Liganden zu erzeugen, die Uber
grofRvolumige Reste am lipophilen Teil des Molekiils verfligen. Das Patent zeigt jedoch auch
auf, dass nicht alle Reste in der Bindetasche des HsR akzeptiert werden, obwohl eine
strukturelle Ahnlichkeit zu hochaffinen Liganden besteht (vgl. XIX und XX).*! Dies unterstreicht
die wichtige Rolle der explorativ-empirischen Erforschung von HsR-Liganden und die

Schwierigkeit Affinitatswerte im Voraus abzuschatzen.
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Abbildung 15: Ausgewdhlte patentierte HiR-Liganden der Incyte Corporation.®t

Auch Smits et al. nutzten die Klasse der Chinazoline, um HsR-Liganden zu generieren.
Ausgehend von Clozapinanaloga (vgl. XXI, Abbildung 16), die fiir ihre Promiskuitat gegeniiber
GPCRs bekannt sind, und JNJ-7777120 wurden zundchst Chinoxalinderivate erzeugt, deren
molekulare Oberflache dhnliche Parameter einnahmen wie die Ausgangsverbindungen. Mit
Verbindung XXIl wurde ein Ligand mit nanomolarer Affinitat erzeugt und als neue Leitstruktur
definiert.?? Unterschiedliche Strukturvariationen fihrten zu Chinazolinderivaten, die neben
der Bindestelle fir das basische Amin am Methylpiperazin und dem lipophilen
Chinazolingrundgerist eine dritte Bindestelle im H4R offenbarten, die liber eine leicht polare
Oberflache verfiigt.®® Anhand dieser Erkenntnis wurden Chinazolinderivate erzeugt, die tiber
Sulfonamide aliphatische und aromatische Reste trugen und eine nanomolare H4R-Affinitat

aufwiesen (vgl. XXIIl). Durch die Einfiihrung 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 Ha4R toleriert werden.?* Die
hochste Affinitat gegenlber dem HaR in dieser Serie zeigte die Substitution des Sulfonamids
mit einer Methylgruppe. Geringfligig 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 Affinitat
gegeniiber dem H4R. Eine Verlangerung des Taurinlinkers um eine Methyleneinheit hingegen

fuhrte zum Affinitatsverlust um eine GréBenordnung.%

Cl

0@ H 0 Cl
Y SN
CI\@‘N/ N/\ ©:NIN/ﬁ N/)\N/\ N/)\N/\
K/N‘CH3 K/N‘CH3

NN “CH, K/N‘c:r-|3

XXI XX XX XXV
Ki(hH4R) = 43 nM Ki(hH4R) = 6 nM Ki(hH4R) = 8 nM Ki(hH4R) =5 nM

Abbildung 16: Ausgewdhlte HsR-Liganden synthetisiert von Smits et al.92-%

Bei den bisher beschriebenen HsR-Liganden handelt es sich um Verbindungen, die im Hinblick
auf eine therapeutische Nutzung entwickelt wurden. Fiir den Einsatz bei bildgebenden
Verfahren wurden bisher zwei Liganden als chemische Sonden fiir den H4R entwickelt. Bartole
et al. entwickelten mit Verbindung XXV (Abbildung 17) einen radioaktiv markierten Liganden
fir den H4R. Grundlage fiir die Entwicklung war eine Studie des Einflusses der basischen
Gruppe auf die Bindungsaffinitat von 2,4-Diaminopyrimidinen. In dieser Serie wurden unter
anderem Histamin und Histaminderivate verwendet. Interessanterweise war die HaR-Affinitat
der Histamin-(XXVI) und Homohistaminderivate (XXVII) deutlich schwacher als bei
Verwendung des rigidisierten Spinaceamin (XXVIII). Zusatzlich zeigten die Verbindungen XXVI-
XXVIII eine Praferenz fur den HsR (Affinitdtsdaten nicht gezeigt). Der Methylierungsgrad der
Pyrrolidinderivate (XXIX-XXXI) wirkte sich starker auf das HaR/H3R-Selektivitatsprofil auf als
auf die Affinitat gegenliber dem H4R. Da die sterische Hinderung durch die Einfihrung der

Methylgruppen nicht stark vergroert wird, kann darauf geschlossen werden, dass fiir die
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Bindung zum HsR das Vorhandensein von Wasserstoffbriickendonatoren relevanter ist als fiir

die Bindung zum HaR.
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N N N .
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# XXVI XXVII XXVl XXIX XXX XXXI
Ki(hH4R) 204 447 6 ) 4 12
[nM]

Abbildung 17: Ausgewdhlte H4R-Lianden synthetisiert von Bartole et al. (XXV-XXXI).%¢

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
moglich war. Die Nutzung von XXV zur Bestimmung von Affinitdtswerten bekannter HaR-
Liganden erbrachte eine gute Ubereinstimmung mit Referenzwerten. Somit wurde ein neues
(kommerziell nicht verfligbares) Werkzeug zur pharmakologischen Untersuchung des Ha4R

geschaffen.%®

BODIPY-FI-Histamin ist der bisher einzige beschriebene Fluoreszenzligand fir den H4R
(Abbildung 18). Hierbei handelt es sich um Histamin, dessen primares 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 Hs4R zu markieren. Um das Vorhandensein der Interaktion von BODIPY-FI-Histamin
mit dem H4R zu verifizieren, wurde die Affinitdt von Histamin mithilfe von
Verdrangungsstudien unter Verwendung von BODIPY-FIl-Histamin bestimmt. Es ergaben sich
literaturvergleichbare Werte fiir die Affinitat von Histamin gegeniiber dem H4R.%” Jedoch sind

far BODIPY-FI-Histamin weder Affinitdtsdaten zum H4R noch zu den weiteren Histamin-
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Rezeptoren verfligbar. Zur Kalkulation wurde in der Arbeit von Mirzahosseini et al. die gleiche
Bindungsaffinitat gegenliber dem H4R zugrunde gelegt, die auch Histamin aufweist, ohne
diese experimentell zu bestimmen.®’ Die Ergebnisse der Verdidngungsexperimente und die

Selektivitat sind daher kritisch zu hinterfragen.

Abbildung 18: BODIPY-F| Histamin.

Widerspriichlich zu den Ergebnissen von Mirzahosseini et al. konnten Mocking et al. keine
spezifische Bindung zwischen BODIPY-FI-Histamin und im N-Terminus mit NanoLuc Luciferase
modifizierten H4R feststellen.®® Ob BODIPY-FI-Histamin tatsachlich als Fluoreszenzligand fur

den HsR angesehen werden kann, ist daher fraglich.

Wie in diesem Kapitel dargelegt, bietet die Literatur eine groRe Vielzahl an Strukturen, die
Uber eine Affinitdat zum HaR verfligen. Ein genereller ,,Bauplan” fir HaR-Liganden stiitzt sich
auf das Vorhandensein einer basischen Ankergruppe, einem zentralen Wasserstoffbriicken-
Akzeptorsystems und einer lipophilen Einheit. Dabei hat sowohl die sterische Ausrichtung der
basischen Gruppe einen groRen Einfluss auf die Affinitat, als auch die exakte Struktur des
lipophilen Rests. Dabei gelten unterschiedliche strukturelle Anforderungen fir die
Entwicklung von neuartigen Wirkstoffen bzw. chemische Sonden, wobei bei ersteren
beispielweise pharmakokinetische Eigenschaften zu beriicksichtigen sind. Insbesondere der
lipophile Rest lasst einigen Spielraum fir Derivatisierungen und durch die Entdeckung einer
dritten lipophilen Bindetasche wurde dieser erweitert. Dies bereitet auch den Weg fiir die
Fluoreszenzmarkierung von HsR-Liganden. Mit BODIPY®-FI-Histamin ist zurzeit lediglich ein
fluoreszenzmarkierter H4R-Ligand kommerziell verfiigbar, dessen Bindung zum Ha4R jedoch
nicht belegbar ist. Dies unterstreicht die Wichtigkeit der Bereitstellung eines selektiven

Fluoreszenzliganden fiir 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 HsR-Liganden im Rahmen klinischer Studien
untersucht (Stand September 2020). Zu dem oben erwdhnten 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 Bekampfung von krankhaften Veranderungen des Immunsystems
hin untersucht, wahrend SENS-111 zur Therapie von Gleichgewichtsstorungen eingesetzt
werden soll. Die Studien mit Toreforant wurden mangels signifikanter Wirkung terminiert. Die
Studien mit JNJ-3978979 wurden terminiert, da bei Patienten Falle von Agranulozytose
auftraten, deren Ursprung strukturell begriindet wurde und nicht durch die Hemmung des
H4R hervorgerufen wurde.”® ZPL-389787 wurde erfolgreich zur Behandlung von atopischer
Dermatitis eingesetzt'®. SENS-111 bestand Vertriglichkeitsstudien im Rahmen klinischer
Phase 1 Studien, scheiterte jedoch daran den Endpunkt von Phase 2 Studien zu erreichen,
weshalb von einer weiteren Erprobung abgesehen wurde.’®! Strukturell Zhneln sich
JNJ-3978979 und ZPL-389787 stark. Beide verfligen liber 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.8°

CHs  Hye

N =N
S—\ /—NH
HsC N N
N-CHj

Toreforant
Ki(hH4R) = 11 nM

N™~N )§ CHs N™°
| N™ N |
H3CN\N | _ ,CH3 H3C)\')\N/ N\l
CH, NH
CH,
JNJ-3978879 ZPL-389787 SENS-111
Ki(hHs;R) = 18 nM Ki(hH4R) = 28 nM >50% Inhibition bei 1 uM

Abbildung 19: In klinischen Studien evaluierte von HsR-Antagonisten. 8189102

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

durch einen Wechsel der Positionen des primdren Amins und des aliphatischen Rests
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aufgehoben worden. Von einer Bindungsaffinitdit zum HsR im nanomolaren

Konzentrationsbereich ist mit einer Inhibition von >50% bei 1 uM auszugehen.1%?

1.3.6: H4R-Liganden als chemische Sonden in pharmakologischen Assays

Der GroRteil der Studien, bei denen H4R-Liganden als chemische Sonden zum Einsatz kamen,
betreffen die Erforschung der Rolle des H4R im Immunsystem. HsR-Liganden wurden jedoch
auch eingesetzt, um karzinogene Krankheitsbilder zu beleuchten oder die Beteiligung von H4R
and zentralnervosen Prozessen zu hinterfragen. Beispielhafte Studien werden in diesem

Kapitel zusammengefasst.

Die Chemotaxis von Zellen des Immunsystems infolge von intrazelluldrer Ca?*-Ausschiittung
wurde unter Verwendung von chemischen Sonden in Form von HsR-Liganden haufig
untersucht. Zur Feststellung der chemotaktilen Wirkung von Histamin wurden in-vitro
Experimente durchgefiihrt. 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 Prdinkubation der Zellen mit
INJ-7777120 inhibiert werden.103

In humanen Mastzellen konnte die Produktion von IL13 und RANTES, beides kritische
Mediatoren bei allergischen Entziindungen, in Abhangigkeit von HaR-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 Prdinkubation mit JNJ-7777120 den Histamineffekt auf die Mastzellen
inhibiert.>® Mit diesen chemischen Sonden wurde zusatzlich eine Vielzahl weiterer Cytokine
(Eotaxin-2, ICAM-1, IL1a, IL3, IL6, IL6sR, IL8, IL10 IL16, IP-10, M-CSF, MCP-1, MIP-1a, PDGF-BB,
TGF-B1, TIMP-2 und TNF-B), die durch HsR-Aktivierung ausgeschittet werden, mittels

Antikérperarrays in Mastzellen identifiziert.1%

Ein weiterer Zelltyp, der haufig fir Untersuchungen des Einflusses von H4R-Liganden genutzt
wird sind dendritische Zellen (DZ). Mithilfe der chemischen Sonden IJNJ-7777120,
Clobenpropit und 4-Methylhistamin konnte der Einfluss des H4R auf die Modulation der
Produktion von IL12 und CCL2 in-vitro mittels ELISA und intrazelluldrer Antikorpermarkierung
nachgewiesen werden.1® 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 Mausen intradermal 4-Methylhistamin in ein Ohr
appliziert und die DZ-Konzentration anhand der immunologischen Anfarbung von MHC-II-
Komplexen mit dem anderen Ohr verglichen.1%

Um die Wirkung von HsR-Antagonisten auf intestinale allergische Reaktionen zu untersuchen,
wurde Mausen JNJ-7777120 peroral verabreicht. Durchflusszytometrische Untersuchungen
zeigten dabei eine signifikant niedrigere DZ Zunahme im Verdauungstrakt. In-vitro wurde
unterstiitzend eine reduzierte Produktion der proinflammatorischen Interleukine IL4, IL13 und

IL17A mittels ELISA festgestellt.20”

Der H4R ist zudem am Differenzierungsprozess von Monozyten zu Makrophagen beteiligt. So
ist der Marker CD68, der eine Makrophagen-Differenzierung anzeigt, erhéht, wenn die in-vitro
Differenzierung in Gegenwart des HsR-Agonisten ST-1006 durchgefiihrt wird. Die Erh6hung
wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Gleichzeitig konnte die Polymerisation von Actin
fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen und eine gednderte Zellmorphologie der

Makrophagen unter dem Lichtmikroskop ausgemacht werden.

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 HaR-Liganden als
chemische Sonden genutzt werden konnen, um die Funktionalitdit des H4R naher zu
beleuchten. Es gibt zudem eine Vielzahl von Hinweisen, dass HsR 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.!%8-11> Das Vorkommen des
H4R im ZNS>1017.116-121 ynd Microgliazellen,?? im peripheren Nervensystem?!?3-126 ynd in
sensorischen Systemen (vestibuldri®:127.122 ynd retinal'?®) wurde ebenfalls untersucht
(beispielsweise mittels mRNA-Nachweisen). Auch hier wurden HsR-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 vestibularen Defiziten, dass eine
intraperitoneale Gabe des HiR-Antagonisten JNJ-10191584 zu einer Normalisierung des
Verhaltens fihrte. Dies fuhren die Autoren der Studie auf die Reduktion der Anzahl an mittels
Patch-Clamp gemessenen Aktionspotentialen zurlck, die durch den Antagonisten
hervorgerufen wurde.'?’

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 HsR-Agonisten VUF-8430 sowohl die erhdhte Ausschittung der pro-inflammatorischen
Zytokine IL1B und TNF-a als auch gesteigerte Marker fir oxidativen Stress normalisiert werden
konnten. In Verhaltensexperimenten konnte gezeigt werden, dass der HsR-Agonist eine
erhdhte Schmerzempfindlichkeit aufheben konnte.!?> Die Kontrollgruppe an Knockout-
Mausen zeigte eine selektiv erhdhte Schmerzwahrnehmung gegeniiber Nervenverletzungen.
Damit einhergehend wurde eine Zunahme der ERK-Aktivitat in Zellen des Rickenmarks
beobachtet.'?

Im Gegensatz dazu zeigten Popiolek-Barczyk et al. in einem Schmerzmodell des Ischiasnervs,
dass die intraperitoneale Gabe des HsR-Antagonisten TR-7 eine analgetische Wirkung im
Mausemodell zur Folge hatte. Da der Wirkstoff systemisch verabreicht wurden, halten die
Autoren eine Beteiligung von anti-inflammatorischen Vorgangen durch die HasR-

Antagonistengabe fur wahrscheinlich.1?>

AuBerst kontrovers diskutiert wird die Expression von H4R im ZNS. Karlstedt et al. wiesen
mittels RT-PCR H4R-Gene in Endothelzellen aus Mausehirnen nach. Zellen dieser Linie wiesen
eine Histamin-abhangige Aktivierung des ERK1/2 und MAPK-Signalweges auf, wobei die
MAPK-Aktivierung durch Administration von JNJ-7777120 blockiert werden konnte.'° Shan et
al. beschrieben, dass in ZNS-Entziindungsmodellen die Expression des HsR zeitabhdngig in
Microgliazellen ansteigt und deren Proliferationsrate durch eine HsR-Uberexpression
gehemmt wird. Dabei wurde eine Interaktion von HsR mit Tumornekrosefaktor-Rezeptor-
assoziierter Faktor 6 (TRAF6) festgestellt, die eine Reduktion von Zytokinen nach sich zog. Die
These wurde gestitzt durch die Inhibition der inflammatorischen Signalkaskade durch den
Hs4R-Agonisten 4-Methylhistamin.'?2  Dettori et al. zeigten anhand chronischer
intraperitonealer Gabe des HiR-Antagonisten JNJ-7777120 eine neuroprotektive Wirkung

gegentber einer induzierten Ischdamie im Frontalkortex von Mausen. 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.t’

Mittels intracerebroventricularer Administration des HsR-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
Mause eine hohere Toleranz gegeniliber Schmerzen auf, zeigten weniger Angst und eine
Scopolamin-induzierte Gedachtnisreduktion konnte verhindert werden.'?® Unterstitzend
wurde in  Versuchen mit HsR-Knockout-Mausen eine erhohte neuropathische
Schmerzwahrnehmung und eine gesteigerte Angstlichkeit festgestellt, wohingegen

Gedéichtnisprozesse unverindert stattfanden.’

Diesen Befunden, die auf eine Expression des H4R im ZNS hindeuten, widersprechen einige
Veroffentlichungen, die keinerlei Beweise flr die Gegenwart von Hs4R im ZNS gefunden
haben.?10118,121 54 yersuchten Feliszek et al. funktionelle H4R im menschlichen Gehirn, sowie
in Gehirnproben von Meerschweinchen und Mausen zu identifizieren. Die Messung von
355-GTP-yS-Bindung und 3H-Noradrenalin-Ausschittung nach Stimulus mit 4-Methylhistamin
sollte als Nachweis fur die HsR-Aktivitidt dienen. Die Bindung von 3°S-GTP-yS wurde in den
Proben der Cortex-Membranen von Mausen nicht signifikant erh6ht, ebenso wenig wie die
Ausschiittung von 3H-Noradrenalin. Wie bei Gewebsproben aus Mausen konnte weder in
menschlichen noch bei Proben von Meerschweinchen-Cortices eine vermehrte Ausschiittung
von 3H-Noradrenalin in Folge einer Inkubation mit 4-Methylhistamin festgestellt werden, was
darauf schlieRen lasst, dass H4R nicht funktional in den Cortices-Proben der untersuchten

Spezies exprimiert wird.'2!

Zusammenfassend konnte mittels chemischer Sonden gezeigt werden, dass der H4R an vielen
Stellen regulierend auf das Immunsystem wirkt. Es wurden HaR-Liganden genutzt, um in-vitro
sowie in-vivo die Ausschiittung 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 Einsatzmoglichkeiten chemischer Sonden in der

Grundlagenforschung. In Krebszelllinien konnte die Proliferationsrate als Signal genutzt
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werden um die Aktivitat von HasR-Liganden nachzuweisen und veranderte Verhaltensweisen
in Tiermodellen zeigen, dass chemische Sonden im Bereich der Erforschung des H4R auch
phanotypische Auswirkungen haben. Die Frage nach der Beteiligung an zentralnervésen
Prozessen hingegen bleibt ein Feld, das kritisch betrachtet werden muss. Zwar weisen
Experimente mit HiaR-Knockout-Mausen auf eine Beteiligung an Verhaltensanderungen hin,
jedoch ist es auch moglich, dass diese durch eine veranderte Blutchemie infolge der
Genmanipulation hervorgerufen werden kénnte. Histologische und mRNA-Nachweise sind
kritisch zu hinterfragen, da bisher keine monoklonalen Antikérper kommerziell zuganglich sind
und mRNA-Level nicht zwangslaufig mit der funktionalen Rezeptor-Expression korrelieren.
Bildgebende chemische Sonden in Form von fluoreszierenden Hs4R-Liganden kdnnen hier
hilfreich sein, um die Fragestellung nach ZNS-exprimierten Hs4R zu beantworten. Dafiir kdnnte
man sich einen grofRen Vorteil bei der Verwendung von Fluoreszenzliganden als chemische
Sonden zu Nutze machen. Wahrend koventionelle H4R-Liganden beim Einsatz als Sonden nur
eine indirekte Wirkung auf das ausgelesene Signal haben, ist das Ergebnis der
Fluoreszenzmessung direkt abhangig von der Anwesenheit eines Fluoreszenzliganden. Der
eindeutige Nachweis eines funktional exprimierten H4R in Zellen oder Geweben ware damit
erbracht. Grundlagen zur Fluoreszenz und bereits bestehende Fluoreszenzmarkierungsmittel

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

1.4.1: Prinzip der Fluoreszenz

Da Menschen eine visuell gepragte Lebensform sind, ist die bildliche Darstellung die
greifbarste Methodik, komplexe Inhalte verstdndlich zu machen. Um zellbiologische
Strukturen im menschlichen Kérper sichtbar zu machen wird haufig das Phanomen der
Fluoreszenz genutzt. Der groBe Einfluss der Fluoreszenzanalyse auf die Erforschung von
Prozessen im menschlichen Kérper wurde durch den 2014 verliehenen Nobelpreis ,Fir die
Entwicklung von Super-auflésender Fluoreszenz Mikroskopie” geehrt und zeigt das enorme
Potential dieser Techniken.’*° Die Laureaten Eric Betzig, Stefan Hell und William Moerner
entwickelten Techniken, die Auflésungen jenseits des 1873 von Ernst Abbe!3! postulierten
Limits ermoglichen. Wahrend Moerner und Betzig die Moglichkeit ausnutzten einzelne
Fluorophore ,,an-“ oder ,auszuschalten“ und mittels Uberlagerung von vielen Einzelbildern ein
héchstauflésendes Bild erzeugten,'3%133 durchbrach Hell die Aufldsungsgrenze mithilfe von
stimulierter Loschung von Fluorophoren und entwickelte die stimulated emission depletion

(STED)-microscopy.*3*
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Abbildung 20: Jablonski-Diagramm, das die elektronischen Zustinde und die Ubergénge zwischen diesen beschreibt.135
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Diese Techniken haben gemein, dass sie die Eigenschaft von bestimmten Molekiilen, 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 Molekiils ein. Schematisch kann dieser Prozess in
einem Jablonski-Diagramm dargestellt werden (Abbildung 20).13°> Aus seinem elektronischen
Grundzustand (Se) wird durch Lichtabsorption ein Fluorophor in angeregte Zustande (S1, Sn)
versetzt. Typischerweise wird dabei auch der Ubergang in ein hdéheres Schwingungsniveau
angeregt. Innerhalb kirzester Zeit (10%?s) wird die Schwingungsenergie Uber
Schwingungsrelaxation abgegeben und mittels strahlungsloser innerer Konversion das
niedrigste Schwingungsniveau des Si-Zustandes erreicht (Regel von Kasha). Dies hat zur Folge,
dass die verbleibende Energie des Systems geringer ist als die, die zur Anregung benétigt
wurde. Somit ist die elektromagnetische Strahlung, die beim Ubergang vom S; in den So
Zustand emittiert wird (die Fluoreszenz), bathochrom verschoben.'3® Die energetische
Differenz der Absorption und Emission ergibt dabei den nach Gabriel Stokes benannten
Stokes-Shift.

Haufig fallt das System dabei in einen schwingungsangeregten Zustand des Se-Niveaus zurlick.
Diese vertikalen Uberginge zwischen den elektronischen Zustinden lassen sich mithilfe des
Franck-Condon-Prinzips und der Born-Oppenheimer-Naherung erklaren: Dabei besagt die
Born-Oppenheimer-Naherung, dass aufgrund der ungleich héheren Geschwindigkeit bei
deutlich geringeren Gewichts eines Elektrons im Vergleich zum Atomkern die Kernkoordinate
des Atomkerns wahrend elektronischer Bewegung nahezu unverdndert bleibt. Diese
Anndherung liegt dem Franck-Condon-Prinzip zugrunde, das besagt, dass die
Ubergangsintensitit zwischen zwei Schwingungszustinden proportional zum Quadrat des
Uberlappintegrals der Schwingungswellenfunktionen ist.137-13 Da im Vergleich zur Bewegung
des Kerns der elektronische Ubergang ohne Verzégerung auftritt, muss der zu erreichende
Schwingungszustand kompatibel zur Position und zum Moment des Anfangszustands sein.
Dies gilt sowohl fiir die Anregung (Absorption) als auch die Emission und fiihrt so dazu, dass
sich die normalisierten Absorptions- und Emissionsspektren von fluoreszierenden organischen

Verbindungen gewdhnlich spiegelbildlich verhalten (Abbildung 21).140-142

29



A) B)

Fluoreszenzeinheiten

o
B u
T 1=
s £ g
S k=1
\‘ _é! ?[';
\ e =
3 /
e
v=3
v=2
S
v=1
v=0 Absorption Fluoreszenz
- -
Kernkoordinaten Wellenlinge

Abbildung 21: A) Morse-Potentiale eines Molekiils im elektronischen Grundzustand So und dem ersten angeregten Zustand S;
zur Veranschaulichung des Franck-Condon-Prinzips. B) Beispielhafte Darstellung der spiegelbildlichen Absorptions- und
Emissionsspektren eines Molekiils. Modifiziert nach Lakowicz.14°

Neben den Wellenlangen der Absorptions- und Emissionsspektren ist die Fluoreszenz-
guantenausbeute ein weiterer wichtiger Parameter, der ein Fluorophor charakterisiert und
das Verhaltnis von emittierten zu absorbierten Photonen beschreibt. Ausgedriickt mithilfe der
Konstanten fiir die Geschwindigkeit von strahlenden Ubergingen (k) und der
Geschwindigkeit von strahlungslosen Ubergdngen (kns) l3sst sich fiir die Quantenausbeute ®s

folgende Gleichung formulieren:

ks
ks+ Kns

Or = (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 fiihrt. Dabei erfahrt ein angeregtes Elektron
eine Spinumkehr, und es wird ein Triplettzustand (Tn) erreicht. Aus dem Triplettzustand kann
der So-Zustand entweder strahlungslos durch ISC oder aber zeitverzégert unter Emission von
elektromagnetischer Strahlung (Phosphoreszenz) wieder erreicht werden. Andere Quenching-
Prozesse, die inter- oder intramolekular stattfinden, schwachen die Fluoreszenz ebenfalls. Die
Vielzahl der moglichen Prozesse, die zu einer Reduktion der Fluoreszenz flihren, machen es
dabei unmoglich die exakte Quantenausbeute eines Molekils vorherzusagen. Um diese

unerwiinschten Uberginge zu minimieren, lassen sich folgende Grundsitze formulieren:
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1) Ein starres Grundgerist verringert die strahlungslose Desaktivierung Uber
Rotations- oder Schwingungsrelaxationen.

I.) Konjugierte Systeme aus Elektronenakzeptoren und -donatoren beglinstigen
haufig Ladungstransfer-Ubergdnge und wirken sich so positiv auf die
Fluoreszenzintensitat aus.

Il.) Schweratomlose Strukturen zeigen haufiger erhdhte Fluoreszenzintensitat, da

Schweratome das ISC beglinstigen. 4

Die Vielzahl der Asnwendungsgebiete, in denen Fluorophore zum Einsatz kommen spiegelt sich
in deren strukturellen Diversitdt wider. So kommen sie in der Natur vor,'*® werden bei
spektroskopischen Versuchen benétigt,*4%4? 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:

1) Cumarine (Abbildung 22)

I.) Fluoresceine (Abbildung 23)

.) Polymethine (Abbildung 24)

IV.) Borhaltige Heterozyklen (Abbildung 25)

Zusatzlich existieren einige kleinere aromatische Fluorophore, die aufgrund ihrer einfachen
Handhabung und Kosteneffizienz haufig Anwendung finden. Strukturell weisen diese
Verbindungen alle die oben genannten Strukturmerkmale auf und spannen unter
Verwendung von annelierten aromatischen Systemen oder konjugierten Doppelbindungen
starre Grundgeriste auf, die haufig von Elektronenakzeptoren oder -donatoren flankiert

sind.14’

Cumarine sind haufig als sekunddre Metaboliten in der Natur zu finden und mit
Elektronendonatoren in der 7-Position ergeben sich stark fluoreszierende Molekule.14814°
Synthetisch werden Cumarine haufig aus Phenolen und entsprechenden B-substituierten

Carbonsauren 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 Uber die Raumfahrt bis hin zur Immunfluoreszenzmarkierung sind sie
anzutreffen.'>11>3 Lediglich die chinoide Form von Fluoresceinderivaten zeigt Fluoreszenz,
weshalb diese stark pH-Wert abhangig ist.}*” Urspringlich wurde Fluorescein aus der

Kondensation von Phthalsdureanhydrid und Resorcin im sauren Milieu gewonnen (Abbildung

o HO 0 0
HO OH Q ﬂl; //il’
2 + o) H*
\I::j/ | o g COOH
/\,
R s

R

23).154

Abbildung 23: Synthese von Fluoresceinderivaten.

Bei den Polymethinen handelt es sich um eine breitgefacherte Gruppe, die alle ein lineares
konjugiertes Doppelbindungssystem mit einer ungeraden Anzahl an sp?-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 Variabilitat der
photophysikalischen Parameter zu. Zum Beispiel ldsst eine Verlangerung der Polymethinkette
eine bathochrome Verschiebung des Fluoreszenzspektrums zu und eine Rigidisierung der
Kette erhoht die Quantenausbeute. Klassisch werden Polymethine als Farbemittel fir
Zellmembranen oder auch der DNA eingesetzt; neuere Entwicklungen fihrten jedoch auch zur
Verwendung als Markierungsmittel von Proteinen und Nucleinsduren.?>18 Synthetisch
werden Polymethine z.B. aus der Addition von substituierten 2-Methylindolen an

Orthoformiate im Basischen gewonnen (Abbildung 24).1>°

32



058 SO5

3C CH, ot HC FM
+ +

- oy
N"’ CH3 EtO OEt H3C N"'

j

HsC CH;

Pyridin
—_—

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 Photostabilitditen sowie
gute Quantenausbeuten aus und besitzen in der Regel einen geringen Stokes-Shift.16%161 Dg
die Synthesebausteine Aldehyd und Pyrrol eine Vielzahl an Substitutionen zulassen, lasst sich
diese Stoffklasse duRerst breit modifizieren, was teils zu erheblichen Anderungen der
photophysikalischen Eigenschaften fuihrt.16%162 Dije breite Variabilitit von akzeptierten
Substituenten am BODIPY-Zentrum erlaubt eine Vielzahl von Markierungsmaoglichkeiten,
sodass es haufig zur Markierung von Proteinen oder Liganden eingesetzt wird.!63-166
Gewonnen werden kénnen diese Verbindungen durch doppelte Kondensation von zwei
Aquivalenten Pyrrol an ein Sdurechlorid und anschlieBende Reaktion mit Bortriflourid
(Abbildung 25 A).%%* Durch Variation der Bor-komplexierenden organischen Verbindungen
konnten neuartige Fluorophore geschaffen werden, die Markierungen von substituierten
Phenolen oder Ketonen ermdoglichen. Im Vergleich zu den klassischen BODIPY-Derivaten
zeigen diese Fluorophore eine hypsochrome Verschiebung der Absorptions- und
Emissionspektren und deutlich groRere Stokes-Shifts bei dhnlichen Quantenausbeuten.67.168
Ebensolche finden sich auch bei Verbindungen, bei denen eine hydrazinverkniipfte Pyrrol-
Picolinoyl-Einheit zwei Bordifluoride komplexieren. Diese stark fluoreszierenden
Verbindungen, als BOPPY-Derivate bekannt, sind duBert photostabil und unempfindlich
gegeniiber pH-Wert-Anderungen.®® Hergestellt werden diese Fluorophore in einer Eintopf-
Synthese, bei der zunachst Hydrazinylpyridine mit Pyrrolcarboxylaldehyden kondensiert
werden und bei anschlieRender Umsetzung mit Bortrifluorid zum gewiinschten Fluorophor
reagieren (Abbildung 25 B).1%° Die Synthese-Fiihrung ist somit deutlich vorteilhafter als bei der
Herstellung von BODIPY und erlaubt in der Regel hohere Ausbeuten bei der Herstellung des
Fluorophors.164163
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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 haufig als Marker genutzt werden. Solche Verbindungen sind
beispielsweise die Sanger- und die Dansylgruppe.l’® Sanger‘s-Reagenz und Dansylchlorid
(Abbildung 26) wurde historisch in der Aminosaurensequenzanalytik verwendet und reagiert
mit N-terminalen Aminosauren, die nach Hydrolyse und chromatographischer Trennung
charakterisiert werden kénnen.'’! Die Dansylgruppe eignet sich aufgrund ihrer
Anregungswellenldnge zur Charakterisierung von Proteinen, die Tryptophan enthalten. Uber
Forster Energieresonanztransfer (FRET) kann der Abstand dieser beiden Gruppen zueinander

ermittelt werden.172

SO,ClI
NO,
F
N.
NO; HsC”™ “CH,4
Sanger's Reagenz Dansylchlorid

Abbildung 26: Niedermolekulare Reagenzien zur Fluoreszenzmarkierung.

1.4.2: Methoden der Fluoreszenzmarkierung von GPCRs

Die Strategien zur Markierung von GPCRs mit fluoreszierenden Verbindungen ldsst sich in zwei
Gruppen aufteilen: Auf der einen Seite ist es moglich die Rezeptoren selbst mit einem
Fluoreszenzlabel zu versehen und auf der anderen Seite konnen affine Liganden konzipiert
werden, die den Fluoreszenzfarbstoff tragen. Mithilfe dieser Markierungsmethoden lassen
sich eine Vielzahl von wissenschaftlichen Fragestellungen beantworten. So kdnnen
Rezeptoren visualisiert und lokalisiert werden, sowie deren Interaktionen mit Liganden oder

auch anderen Rezeptoren in Echtzeit untersucht werden.
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Eine mogliche Strategie zur Fluoreszenzmarkierung des GPCRs selbst ist die proteinbasierte
Fluoreszenzmarkierung. Hierbei werden Protein-Markierungen gentechnisch direkt in die
Rezeptorstruktur eingefligt. Bekannte Markierungen dieser Art sind die SNAP- und die
Polyhistidin-Markierung. An diese Markierungen wird in einem zweiten Schritt das eigentliche
Fluorophor komplex gebunden.'’3-7> Ebenso ist es moéglich einen Rezeptor ohne weiteres
Substrat fluoreszent zu markieren, indem fluoreszierende Proteine, wie etwa das griin-
fluoreszierende Protein (GFP), in den C-Terminus des Rezeptors eingefiigt werden.'’® Ein
haufig genannter Nachteil ist, dass sich eine strukturelle Modifikation des Rezeptors auf
dessen physiologische Funktionalitat auswirken kann. Nichtsdestotrotz findet dieser Ansatz
haufig Anwendung bei der Entwicklung von in-vitro Assaysystemen zur Untersuchung von
Liganden. Fir 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 beschaftigt. 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 Funktionalitatsiiberprifung von GPCRs. Der
Vollstandigkeit halber sei hier auch die immunochemische Markierung mit fluoreszenten
Antikérpern erwahnt, die zumeist zur Quantifizierung von Proteinen eingesetzt wird.?’7179
Diese werden in in-vitro Testsystemen wie etwa ELISAs eingesetzt. Das haufige Problem der
unspezifischen Bindung an Proteinfragmente, was zu falsch-positiven Ergebnissen flirht, 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 groRer Affinitat binden. Durch die
breite Vielfalt an Verbindungen, die den unterschiedlichen Rezeptoren als Liganden dienen
konnen, der vielen moglichen Fluorophore auf die zurlickgegriffen werden kann und die
unterschiedlichen Moglichkeiten der Verkniipfung der beiden Strukturelemente, ergibt sich
eine groRe Vielfalt an angewendeten Fluoreszenzliganden.'#6180 Drej Fille der Verknlpfung

kénnen unterschieden werden (Abbildung 27):
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a) Das Pharmakophor und das Fluorophor teilen sich eine strukturelle Komponente,
sodass ein Uberlapp 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.

a) b) c)
Pharma- Pharma- Pharma- Linker _0-
kophor kophor kophor

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

Die Wahl der jeweiligen Methodik ist dabei haufig abhangig von der Struktur des
zugrundeliegenden Pharmakophors. Im Folgenden werden die unterschiedlichen Ansatze zur
Entwicklung von Fluoreszenzliganden anhand von Beispiel aufgezeigt und mogliche

Anwendungen erlautert (Tabelle 1).

Tabelle 1: Anwendungsgebiete von fluoreszenzmarkierten Rezeptorliganden

Ligand Zielstruktur Anwendung

XXX Galanin-Rezeptor Untersuchung von Rezeptor-
Internalisierung

XXX NPY-R Referenzligand zur

Bestimmung von
Affinitatsdaten

XXXV MT1R und MT2R Rezeptormarkierung

Bodilisant HsR Rezeptormarkierung von
nativen Gewebsproben,
Referenzligand zur
Bestimmung von
Affinitatsdaten

XXXVII EP3R Rezeptormarkierung
XL 5-HT4R Rezeptormarkierung
XL 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 grol3, sodass letztere einen geringeren Einfluss auf die
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Aktivitat haben und Fluorophor-Pharmakophor-Konjugate vergleichbare Affinitdten zeigen,
wie die jeweiligen Ausgangsverbindungen. Beispielhaft fiir fluoreszenzmarkierte Peptide
stehen die Verbindungen XXXII und XXXIII (Abbildung 28). So wurde im Falle von XXXIl an das
Neuropeptid Galanin Fluorescein gebunden, um mittels Durchflusszytometrie die
Wechselwirkung des Galanins mit seinen Rezeptoren und deren Internalisierung zu
analysieren.'8! Durch Kopplung des Polymethinfarbstoffes Dy630 an das Neuropeptid Y (NPY)
wurde ein Fluoreszenzligand (XXXIII) geschaffen, der zur Bestimmung von Affinitdts- und

Selektivitatswerten von Liganden der NPY-Rezeptoren herangezogen wurde.8?

o l 0o . OH
ICOOH

S NH

H-G-W-T-L-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-H-A—|-D-N-H-R-S-F-S-D-K-H-G-L-T-OH
XXXII

H-Y-P-S-K-P-D-N-P-G-E-D-A-P-A-E-D-L-A-R-Y-Y-S-A-L-R-H-Y—I-N-L-I-T-R-Q-R-Y-NH,
XXXIII

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

Handelt es sich um GPCRs, deren endogene Liganden kleine Molekile wie beispielsweise
biogene Amine (Histamin, Serotonin, Dopamin, (Nor-)Adrenalin) oder Steroide sind, ist das
Design von hochaffinen Fluoreszenzliganden ungleich diffiziler, da die teils sehr voluminésen
Fluorophore einen grofRen Teil der Molekilmasse ausmachen und somit einen groRen Einfluss
auf das Bindungsverhalten gegenliber dem Rezeptor haben kénnen. In diesen Fallen liefert die
rationale Analyse von bereits vorhandenen Liganden die Grundlage, um ein Pharmakophor zu
identifizieren, das eine hohe Affinitat und Selektivitat gegenliber dem gewlinschten Rezeptor
zeigt und zusatzlich Regionen aufweist, die bereits Fluorophoren dhneln und bioisoster ersetzt

werden kdnnen. Oder aber es finden sich Liganden, die mit Bindungsstellen ausgestattet sind
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oder ausgestattet werden konnen, die sich fiir die Kopplung eines Fluorophors bzw.
Fluorophor-Linker-Konjugats nutzen lassen. Dies sind haufig Amine, Hydroxyle, Alkine oder
aber Carboxyle. Zu Derivatisierungszwecken werden daher haufig Kondensations- oder aber
Click-Reaktionen angewandt. Basierend auf diesen Grundlagen wurden fiir viele GPCRs bereits

Fluoreszenzliganden entwickelt.164183-188

Fir die nicht aminergen Cannabinoid-Rezeptoren 1 und 2 (CB1R und CB2R) wurde ausgehend
von A°-Tetrahydrocannabinol (A%-THC) das Cumarinderivat XXXIV entwickelt (Abbildung
29).183184 Fine Cumarinstruktur ersetzt dabei die trizyklische Einheit des A°-THC und erhilt
dabei grofRtenteils die sterischen und elektronischen Eigenschaften der Ausgangsverbindung.
So konnte die Affinitdt zum CB2R gewahrleiset werden (A°-THC: Ki(CBzR) = 3.1 — 75.3 nM;
XXXIV: Ki(CB2R) = 25 nM), die Bindungsstirke gegeniiber dem CB1R nahm jedoch leicht ab (A®-
THC: Ki(CB1R) = 80.3 nM; XXXIV: Ki(CB1R) = 150 nM).28418 |imitiert wird die Anwendung von
XXXIV als Fluoreszenzligand durch das Absorptions- und Emissionsprofil, deren Maxima bei
320 nm respektive 423 nm liegen, und somit verhadltnismaRig stark mit der Autofluoreszenz
von Zellgewebe liberlappen. Daher kam die Verbindung nicht als chemische Sonde zum

Einsatz.184190

CH, CH,

OH OH

; — = CHs
Hac/(l;Ho CHs 07 o OJ\MCH3
A® _TH03 XXXIV
K((CB4R) = 5.1 - 80.3 nM K{(CB4R) = 150 nM
Ki(CB,R) = 3.1 - 75.3 nM K{(CB,R) = 25 nM

Aabs = 320 NM Aoy, =423 nm

Abbildung 29: Ausgangsverbindung A°-THC und der Fluoreszenzligand XXXIV.18418%

Eine dhnliche Strategie wurde von Thireau et al. verwendet, die ebenfalls durch Fusionierung
von Pharmakophor und Fluorophor Fluoreszenzliganden fiir die Melatoninrezeptoren 1 und 2
(MT1R und MTzR) geschaffen haben. Ausgangspunkt fiir das Design des Fluoreszenzligands
war der endogene Ligand Melatonin (MTiR und MT2R: Ki = 0.5 nM*%%, Abbildung 30). Der
Pyrrolring des Melatonins wurde dafir in das Grundgeriist des BODIPY-Fluorophors

inkooperiert und ergab so die Verbindung XXXV, die sich durch Affinitatswerte im
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nanomolaren Bereich (Ki(MT1R) =32 nM; Ki(MT2R) = 10 nM) auszeichnet. Die Absorptions- und
Emissionsmaxima liegen mit AmaxAbs = 426 nm und AmaxEm = 492 nm im typischen Bereich fir

BODIPY-Derivate. Mit XXXV konnten MTiR- und MT;R-exprimierende Zellen visualisiert

werden.'®
@] O
0 NJ(CH 0 J<CH
HsC N\ H 3 HsC 3
N —p CHj;
H
H5;C
Melatonin XXXV
K(MT4R) = 0.5 nM Ki(MT4R) = 32 nM
K(MT,R) = 0.5 nM K/(MT,R) = 32 nM

Aabs = 426 NM Agy = 496 NM

Abbildung 30: Ausgangsverbindung Melantonin und der Fluoreszenzligand XXXV, 185191

Die Verbindung XXXVI (Abbildung 31) zeigt eine Anknilipfung eines Fluorophors an das
Pharmakophor ohne Nutzung eines Linkers am Beispiel des H3R. Grundlage war der hochaffine
HsR-Ligand UCL-2190, (Ki(HsR) = 46 nM*%?) dessen Carbonylfunktion um eine Chalconeinheit
erweitert wurde. Der resultierende HsR-Ligand XXXVI wies eine gute Affinitat
(Ki(HsR) =70 nM) und lberzeugende Fluoreszenzeigenschaften (AmaxAbs = 405 nm und
AmaxEm = 584 nm) auf. Mithilfe von Verbindung XXXVI konnten HsR auf der Zelloberflache von
hH3R-HEK-293 mittels konfokaler Laser Scanning-Mikroskopie sichtbar gemacht werden. Die
Substitution des Chalconfluorophors mit einem BODIPY-Grundkorper konnte die H3R-Affinitat
um eine Potenz verbessern und lieferte den hervorragenden Fluoreszenzliganden Bodilisant
(Ki(H3R) = 6.5 nM; AmaxAbs = 468 nm; AmaxEm = 494 und 563 nm; ® = 0.92). Bodilisant konnte
genutzt werden um HsR auf der Zelloberfliche von nativem humanem Gehirngewebe

nachzuweisen.14
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Abbildung 31: Ausgangsverbindung UCL-2190 und die Fluoreszenzliganden XXXVI und Bodilisant.164192

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

aufweist, ist der Prostaglandin-EPs-Rezeptor (EPsR)-Antagonist XXXVIII (Abbildung 32). Durch

die EinfUhrung eines Cyanisoindols besitzt der Ligand passable Fluoreszenzeigenschaften

(AmaxAbs =350 nm und AmaxEm =396 nm) und eine hohere Affinitat zum EP3R als die

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

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

Oberfliche von HT-29 Zellen visualisiert werden.18¢
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Abbildung 32: Ausgangsverbindung XXXVII und Fluoreszenzligand XXXVIII. 186

Wie wichtig bei dem Design solcher Fluoreszenzliganden die Wahl des Verkniipfungspunktes

von Fluorophor und Pharmakophor sein kann, zeigt sich anhand von Liganden des



5-Hydroxytryptamin-Rezeptor-4 (5-HT4R). Die Ausgangsverbindung ML10302 wurde hierbei
sowohl Uiber das aromatische Amin und einen Linker an eine Dansylgruppe geknipft (XXXIX),
als auch Uber die 4-Position des Piperidins (XL) (Abbildung 33). Beide Verbindungen zeigen
Anregungs- und Emissionswerte, die von Dansylgruppen zu erwarten waren (AmaxAbs =315 nm
und AmaxEm =540 nm). Wohingegen die Affinitdt im Vergleich zur Ausgangsverbindung
(Ki(5-HT4R) = 1 nM) bei XL nahezu erhalten werden konnte (Ki(5-HT4R) = 24 nM), zeigte XXXIX
keine Affinitat mehr gegeniiber dem Rezeptor. Die Liganden wurden zur Markierung von

5-HT4R auf der Zelloberflache von transfizierten Gliazellen genutzt werden.®’
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Ki(5-HT4R) = 24 nM
habs = 315 NM Ay = 540 Nm

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 (AmaxAbs = 558 nm und AmaxEm = 571 nm)
markieren und mit diesem die laterale Diffusion von Muskarin-Mi-Rezeptoren (MiR) auf
Zelloberflachen (ber Sekunden beobachten. Die Ergebnisse wiesen darauf hin, dass jeder
Rezeptor jeweils einen Liganden zeitgleich bindet und sich auf der Zelloberflache sowohl
monomere als dimere Rezeptoreinheiten bildeten, Oligomere hingegen nicht. Diese
hochauflésenden Bilder konnten nur erzeugt werden, weil die subnanomolare Affinitat von
Telenzepin ~ (Ki(M1R) =0.9 nM*3)  im  Fluoreszenzkonjugat XLl  erhalten  blieb

(K4(M1R) = 0.04 nM).188
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2: Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollen chemische Sonden entwickelt und synthetisiert werden, die
zum einen den Histamin-Hs-Rezeptor (H4R) und zum anderen die Monoaminoxidasen (MAO)
A und B als molekulare Zielstrukturen haben. Der Hauptfokus liegt dabei auf der Entwicklung
neuer HsR-Liganden, die (iber eine Fluoreszenzmarkierung verfiigen, sowie die Untersuchung
ihrer Eigenschaften und die Aufstellung von Struktur-Wirk-Beziehungen. Zum Aufbau der
Fluoreszenzliganden sollen bereits bekannte HaR-Liganden als Ausgangspunkt dienen, und auf
ihre Eignung zur Fluoreszenzmarkierung geprift 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, lber eine direkte Kopplung mit
diesem oder durch Verknipfung 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 bezlglich lhrer Affinitat
und Fluoreszenzeigenschaften optimiert werden. Fluoreszente HsR-Liganden konnen
zukunftig als chemische Sonden eingesetzt werden und dabei helfen, funktional exprimierte
HaR in unterschiedlichen Geweben nachzuweisen oder aber die (patho)physiologische Rolle
des HsR weiter aufzuklaren.

Eine Auswahl an strukturellen Modifikationen von bereits beschriebenen hochaffinen Ha4R-
Liganden (z.B. JNJ-7777120) soll vorab Mdglichkeiten und den synthetischen Spielraum zur
Affinitatssteigerung bzw. -erhaltung neuartiger HiR-Liganden naher 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 fliir humane MAO generiert
werden. Die Entwicklung kleiner Anilid-Derivate, die sich als potente Precursor-Molekile 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 Affinitat gegeniliber 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 computergestiitzte 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“ prasentiert.
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3: Ergebnisse

Im Folgenden werden fir die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten HsR-Liganden die
Syntheserouten, sowie deren photophysikalischen und biologischen Eigenschaften

vorgestellt.

3.1: Syntheseplanung von Histamin-Hs-Rezeptor-Liganden

Die Grundlage der hier vorgestellten HaR-Fluoreszenzliganden bilden bereits veroffentlichte
hochaffine HaR-Liganden. Der Einsatz als chemische Sonden wirkt sich dabei insofern auf die
Uberlegungen zum Strukturdesign aus, dass Faktoren, die die druglikeness steigern nicht
berlicksichtigt werden miissen. Da eine gute Bioverfligbarkeit nicht ausschlaggebend fiir die
Zielverbindungen ist, entfallen zum Beispiel Betrachtungen zur Verteilung der Substanzen
zwischen Octanol und Wasser (logP-Werte), Interaktionen mit Medikamenten bzw.
Lebensmitteln oder aber Transportvorgange mittels Carrierproteinen. Bestimmend ist hier nur
eine hinreichende Loslichkeit in wassrigen Puffern, die als Losemittel in den jeweiligen Assay-
Systemen zum Einsatz kommen. Ebenso kann die biologische Wirkung der Liganden
unbericksichtigt bleiben, da lediglich eine hohe Affinitat zum H4R generiert werden muss. Als
Ausgangsliganden eignen sich daher alle Liganden, die sich hochaffin gegeniiber dem Ha4R
verhalten.

Diese Eigenschaft wurde in vielen Testsystemen fir JNJ-7777120 gezeigt. Durch Variation der
basischen Funktionalitat auf der einen Seite und dem lipophilen Rest auf der anderen Seite
sollte zunachst evaluiert werden, ob sich das Grundgeriist von JNJ-7777120 als Startpunkt fir
den Entwurf von HaR-Fluoreszenzliganden eignet (Abbildung 35). Das zentrale Amid ldsst sich
durch Kopplung von bekannten Aminen mit der zugrundeliegenden Indolcarbonsaure leicht
bilden, sodass sich dieser Syntheseschritt eignet, um die unterschiedlichen basischen
Funktionalitaten einzubringen.

Der lipohile Rest sollte dahingehend modifiziert werden, dass Substitutionen mit
Fluorophoren erméglicht werden. Diese Moglichkeit sollte durch Pyrazololderivate geschaffen

werden, die iber 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 HaR-Affinitditen (Abbildung 36). Daher dienen diese
Verbindungsklassen ebenfalls als Ausgangspunkte fir das Design chemischer HsR-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 fihren, 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 geklart werden bei welchen Substitutionsmustervariationen die
hohe HsR-Affinitat beibehalten wird und welche Fluorophore in welcher Anbindung toleriert

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

Zur Anbindung des Fluorophors kamen dabei alle Teile der Vorlagemolekiile (lipophile
Funktion, Pyrimidinkern und basische Funktion) infrage ebenso wie die Art der Anbindung
(integrativ, direkt oder linkergebunden).

Als Zielfluorophor wurde zum einen BOPPY gewahlt, ein hydrazinverknipfter Pyrrol-
Picolinoyl-bis-(bordifluorid) Komplex mit einer hohen Quantenausbeute, dessen
Emissionsspektrum sich nicht mit der Autofluoreszenz von Zellmaterial Gberschneidet.'®® Zum
anderen sollte ein HsR-Ligand entwickelt werden, der mit der Dansylgruppe markiert ist. Die
Dansylgruppe kann unter anderem bei der Forster-Resonanzenergietransfer (FRET)-
Spektroskopie eingesetzt werden, um als Akzeptor des strahlungslosen Energietransfers von
beispielsweise Tryptophan zu dienen.'’? Mit Trp®“® befindet sich ein Tryptophanrest in der
Bindetasche des H4R, der diesen Ubergang ermdglichen kénnte, wenn die
Dansylpositionierung bei der Liganden-Bindung dies zuldsst.3* Als Modellfluorophor zur
Evaluierung der optimalen Anbindung sollte aufgrund seiner kommerziellen Verfligbarkeit

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 nM®) sollte die Auswirkung

der Einbringung alternativer basischer Funktionalitdten (Histamin und N-Amino-4-
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methylpiperazin) auf die H4R-Affinitat Gberprift werden. Die Einschritt-Synthesen erfolgten
ausgehend von 5-Chlorindolcarbonsaure unter Nutzung von Carbonyldiimidazol (CDI) als
Kopplungsreagenz und erbrachten die Verbindungen 1 und 2 mit Ausbeuten von 62% bzw.

40% (Abbildung 37).
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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 ahnliches N-substituiertes Pyrazolol ersetzt, welches durch
eine Ringschlussreaktion von 2-Oxo-bernsteinsaure mit aromatischen Hydrazinderivaten
gewonnen wurde (P1-P3). Die Hydroxygruppe des Pyrazolols sollte dabei als neuer
Anknupfungspunkt fir weitere Substituenten genutzt werden, um eine mogliche 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).
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Abbildung 38: Synthese von Verbindungen 3-6. Reaktanden und Bedingungen: i) 50% H;SO4, 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(hHsR) = 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% Uber 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 anschlieRender Chlorierung des Pyrimidons

gewonnen.
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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) POCls, MeCN, reflux, 12 h; iv) Amin, DIPEA, Isopropanol,
Mikrowelle, 165 °C, 2 h. Die Inbox zeigt die Referenzliganden ST-994 und VUF-10460.858°

Durch Modifikation des lipophilen Rests ausgehend von dem H4R-Liganden VUF-10460 wurde
in diesem Rahmen zudem die Fusion mit einem etablierten HsR-Pharmakophor durchgefiihrt

(Abbildung 40). Die H3R-Aktivitat sollte dabei durch den Einsatz eines N-Propylpiperidinrests
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erzeugt werden, der als Schliisselelement des gut charakterisierten HszR-Pharmakophors
Bestandteil vieler hochaffiner HzR-Verbindungen ist. Von Interesse war hierbei, ob sich auf
diesem Wege ein HsR/HsR-Hybrid-Ligand erzeugen ladsst, der weiterhin eine nanomolare
Affinitat zum HsR 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
anschlieende Chlorierung unter Verwendung von POCIs genutzt, um das Zwischenprodukt
P12 zu generieren. Die nucleophile Substitution von diesem mit N-Methylpiperazin erbrachte
Verbindung 9 mit einer Ausbeute von 2% Uber sechs Schritte als gewlinschtes Produkt. Die
niedrige Gesamtausbeute kam durch die moderaten Ausbeuten der Schritte iii) bis vi)

zustande, die sich zwischen 40% und 63% bewegten.
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Abbildung 40: Synthese von Verbindung 9; Reaktanden und Bedingungen. i) SOCl,, THF, reflux, 3 h; ii) 4-Hydroxyacetophenon,
K>COs, KI, Aceton, reflux, 24 h; iii) COsMe,, 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 HsR-Liganden

Neben der Modifikation von bereits beschriebenen Referenzliganden, stellt die Entwicklung
von fluoreszenten HsR-Liganden das Kernstiick 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 Uber einen Linker beinhalten. Basierend auf ihrer vielfachen Charakterisierung und
den zufriedenstellenden Bindungseigenschaften in Hinblick auf den H4R, wurde dabei haufig
eine Aminopyrimidinstruktur als Pharmakophor zu Grunde gelegt. Zusatzlich wurden
Azlactamderivate synthetisiert, deren Sterik vergleichbar zum lipophilen Rest von Toreforant
ist, als auch Chalconderivate, die sich von bekannten HsR-Fluoreszenzliganden mit marginaler
HaiR-Affinitat 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 anschlieender Aldolkondensation mit
Dimethylaminobenzaldehyd (zu Verbindung 10) bzw. p-(Dimethylamino)-zimtaldehyd (zu
Verbindung 11) gewonnen (Abbildung 41). Die Ausbeute beider Verbindungen Uber zwei

Syntheseschritte lag bei 25%.
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Abbildung 41: Synthese der Verbindungen 10 und 11. Reaktanden und Bedingungen: i) 6-Hydroxytetralon, PPhs, 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 (fir Verbindungen 12-15), Histamin (fir Verbindung 16) und Piperidin (fur
Verbindung 17) realisiert. Das lipophile Azaindol von Toreforant wurde hierbei durch ein
Fluorophor ersetzt, das sich aus der Struktur des GFP ableitet. Als verbriickendes 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
verlangerte Variation (Verbindungen 13, 15 und 17) realisiert. Bei Verbindung 14 wurde als
Anker 1-Amino-4-methylpiperazin eingesetzt, womit auf eine sterische Ahnlichkeit zu
INJ-7777120 abgezielt wurde.

Synthetisch wurden die Azlactone P15 und P21 mittels Erlenmeyer-Synthese gewonnen und
im Anschluss durch Mikrowellensynthese in die Azlactame 15-20 Uberfihrt. Die dabei
bendtigten primaren 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 anschlieBender 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 BF,-Einheit mittels Reaktion mit Bortribromid und anschlieRenden
Brom-Fluor-Austausch analog zu Frizler et al.%* schlug fehl, sodass lediglich die Vorstufen des

geplanten Fluorophors auf ihre Affinitat gegenliber dem H4R hin untersucht wurden.
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Abbildung 42: Synthese der Verbindungen 12-17. Reaktanden und Bedingungen: i) p-Nitrophenol, K;COs, Kl, Aceton, reflux,
24 h; ii) HiN>H>0, Pd/C, reflux, 3 h; iii) N-(3-Brompropyl)phthalimid, K;COs, Ki, Aceton, reflux, 24 h; iv) HiN>H>0, EtOH, reflux,
9 h; v) Acetylglycin, NaOAc, Ac,;0, Mikrowelle, 190 °C, 4 min; vi) Amin, Pyridin, Mikrowelle, 190 °C, 10 min. Die Inbox zeigt

P19, P22

Toreforant als Referenzliganden und das Fluorophor des GFP.

P20, P23

Ein weiterer Ansatz mit dem Ziel der Entwicklung moglichst 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 lber
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eine Bordifluorid-Einheit verbriickt werden. Die dabei entstehenden Fluorophore orientierten
sich an Vorlauferverbindungen aus Arbeiten von Kubota et al. und Ma et al., die strukturelle
Modifikationen des 4-Bora-3a,4a-diaza-s-indacens (BODIPY)-Kerns durchfiihrten.167,168,195

Die Syntheseroute zu Verbindungen den 18-20 erfolgte sehr dhnlich zu den bereits
durchgefiihrten 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 Uber Zyklisierung von Ethyl-
3-(2-methoxyphenyl)-3-oxopropanoat mit Guanidiniumcarbonat sowie anschlieBender
Chlorierung des Pyrimidons P26 gewonnen. Die Einfiihrung der Bordifluoridgruppe war
hierbei der Schritt mit der geringsten Ausbeute (15% fir Verbindung 18 und 19% fur
Verbindung 19) und blieb bei Verbindung 20 ergebnislos (Abbildung 43).

X X F,
X +
Py HN Ng\:\l ZNH Ng\‘N & N'B‘N%IN
NN + . ii N N Y
)I\% K/N*CH3 i) CIMN/\ i) SN N/\ iii) N/\
cl cl LN, CN L_N. CN LN,
CHs CHs CH3
P30: X = NH, 20: X = NH, 18
P25. X =H
NH, NH;
HsC
~ H3C
o o o . HiC.oqy N)\lN Ceg N/*lN
o s 2
s = M e 0
N
CH3
P27 P28
lvi)
FF
st Az OB‘KJ/‘N OH N/{\l
Y i) N
CN N -t N
Fluorophaor nach Fluorophor nach Q K/)\]
Kubota et al. Ma et al “CHs “CH
X = H, NH, 19 P29 ?

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) BF;OEt; TEA,
DCM, 40 °C, 8 h; iv) Guanidiniumcarbonat, EtOH/Toluol, reflux, 12 h; v) POCls, 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 Moglichkeit der Anbindung des Fluorophors direkt oder tiber
einen Linker. Generell lassen sich drei Moglichkeiten realisieren (Abbildung 44):

1.) am lipophilen Substituenten,

2.) am basischen Amin-Anker,
3.) oder am primadren Amin der Guanidinstruktur.
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Mogliche Fluorophorpositionen

Basischer Anker

Abbildung 44: Optionen zum Einfiigen von Fluoreszenzmarkern an 2-Aminopyrimidine.

In einem iterativen Prozess wurde aus einem Ensemble von Liganden derjenige mit der
hochsten HsR-Affinitat bestimmt und dieser als Ausgangspunkt fiir weitere Optimierungen
gewahlt (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 Uber eine hoéhere
Leuchtkraft und Emissionen im sichtbaren Spektrum des Lichts verfiigten (Verbindungen 29,
30). Als letzter Schritt schloss sich eine Verlangerung des Linkers an. Damit sollte Giberprift
werden, ob deutlich langere Linker, die es erlauben, dass lediglich das Pharmakophor in die
Rezeptor-Bindetasche vordringt, zu einer Affinitatszunahme fiihren kénnen (Verbindungen 31

und 32).

55



Variation der Position

I].le NH
oy P
P N N oz
TR TTTINTTY n Nos N/\
L J L /\/N@\ K/N“CHa
22 NO, 23
" e
. NOs ey
N N O AL
YA SH NI RAR S Ra e
"CH| 02N CH,
25

Variation des Linkers

NH;

py

N
|

Abbildung 45: Entwicklungsstrategie der Verbindungen 21-32. Die innerhalb des Pfeils umrahmten Verbindungen stellen dabei
den Ausgangspunkt fiir die weitere Modifikation dar.

Dazu wurde zunachst 2,4-Dinitrobenzol als ein niedermolekulares und in der Sequenzanalyse
von Aminosduren nach Sanger genutztes Referenzfluorophor gewahlt und Derivate des
hochaffinen HaR-Liganden VUF-10460 hergestellt (Verbindungen 21-25). Die Verbindungen 21
und 22 stellen dabei die Variationen am basischen Anker, 23 am primdren Amin der

Guanidinstruktur und 24 und 25 am lipophilen Ende des Grundkérpers dar.
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Der Pyrimidingrundkorper 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 Gber zwei

Schritte) oder aber Uber einen Propyllinker (22; 6% Ausbeute Uber vier Schritte; Abbildung

46).
NH,
N;\N
NO, HN™  NO, ©/J\/LN/\| NO,
Cl- i i K/N\t v) K/N\Eﬁ
NO, NO, NO,
P31 21
i), ii) NH,
N;\N
ho NO: Hl\(/\| g NO @A)\N/\ y NO
Cl N , N. N N_ N
RACTEE R ST RS
NO, NO, NO,
P33 P34 22

Abbildung 46: Synthese der Verbindungen 21 und 22. Reaktanden und Bedingungen: i) 3-Amino-propan-1-ol, TEA, THF, R.T,,
4 h; ii) SOCl;, 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 Uber 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 anschlieRenden sukzessiven aromatischen nucleophilen Substitutionen mit
N-Methylpiperazin und P35, gewonnen aus der Reaktion von 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol mit

1,3-Diaminopropan, zu ermoglichen (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) POCls, 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-Molekile P42 und P47
analog zu Verbindung 9 hergestellt (Abbildung 48). Demethylierung der parastdandigen
Methoxygruppe erbrachte die substituierbaren Pharmakophore P43 und P48, die gemaR einer
Williamson-Ethersynthese zu den Produkten 24 und 25 derivatisiert wurden. Die Ausbeute
Uber sechs Schritte beider Verbindungen betrug je 4%.

Synthetisch wurden die Verbindungen 27 (Ausbeute Ulber sechs Schritte: 5%) und 28
(Ausbeute Uber 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) COsMe;, 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/H,0, 60 °C, 3 d, vi) P33, P56 bzw. P58 K,CO3, Kl, Aceton reflux, 12 h.

Beim Syntheseweg zu Verbindung 26 wurde zusatzlich evaluiert, ob die Linkerkopplung an das
Pharmakophor der Fluorophorbindung voranschaltbar ist (Abbildung 49). Dies sollte die
Moglichkeit er6ffnen, aus einer gemeinsamen Vorstufe unterschiedliche Pharmakophor-
Fluorophor-Kombinationen bei einer vereinheitlichten Reaktionsfiihrung zu erzeugen.

So wurde zunachst 4-Hydroxyacetophenon mit 4-Brombutyronitril verethert (P49) und
anschlieRend Uber drei Schritte in ein 6-Chlor-aminopyrimidinderivat Gberflihrt. Aus der
Substitution des Chlors mit N-Methylpiperazin und anschlieBender Reduktion des Nitrils in
Gegenwart von Raney-Nickel unter einer Wasserstoffatmosphare wurde die Zwischenstufe
P54 hergestellt. Auf diese Weise wurde ein primares Amin erzeugt, das verfligbar zur
Derivatisierung mit handelstiblichen amin-reaktiven Fluorophoren ist. Durch Verwendung von
1-Chlor-2,4-dinitrobenzol wurde so Verbindung 26 generiert. Diese Syntheseroute fiihrte zu

einer Ausbeute von 19% liber insgesamt sieben Schritte.
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Abbildung 49: Synthese der Verbindungen 26 und 29-32. Reaktanden und Bedingungen: i) 1.) p-Toluolsulfonséure, DCE, reflux,
12 h; 2.) BF3- Et,0, DIPEA, reflux, 4 h; ii) Amin, TEA, DMF, 60 °C, 24 h; iii) LiOH, MeOH, R.T., 12 h; iv) 4-Brombutyronitril, K,CO3,
Kl, Aceton, reflux, 12 h; v) COsMe,, NaH, Toluol, reflux, 12 h; vi) Guanidiniumcarbonat, EtOH/Toluol, reflux, 12 h; vii) POCls,
MecCN, reflux, 12 h; viii) N-Methylpiperazin, DIPEA, Isopropanol, Mikrowelle, 165 °C, 2 h; ix) H,, Raney-Ni, NHs;, 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 tiber sieben Schritte mit einer Ausbeute von 16%. Der fiir Verbindung 30

bendtigte hydrazinverknipfte Pyrrol-Picolinoyl-bis-(bordifluorid)-Komplex (BOPPY, P59)
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wurde in einer Ein-Topf-Synthese nach Yu et al.'®® ausgehend von 3,5-Dimethylpyrrol-2-
carboxaldehyd und 2-Chlor-6-hydrazinylpyridin hergestellt und durch anschlieRende
nucleophile aromatische Substitution an den Precursor P54 gebunden (Abbildung 49). Nach
einer siebenschrittigen Synthese ergab sich fiir Verbindung 30 eine Gesamtausbeute von 8%.
Bei den Verbindungen 31 und 32 (Ausbeute (ber sieben Schritte jeweils: 3%) handelt es sich
ebenfalls um Liganden, die BOPPY als Fluorophor tragen. Durch die Kombination des
bestehenden Aminobutyllinkers mit langkettigen Carbonsduren wurde versucht eine
Positionierung des Fluorophors auRerhalb des aktiven Zentrums des H4R zu ermdglichen. Auch
hier diente P54 als Ausgangsverbindung. Zuvor wurde das BOPPY-Fluorophor entweder an
Aminocapronsdure (P60) oder aber an Methylglycylglycinat (P62) gebunden. Eine direkte
Kopplung von BOPPY an Glycylglycin war nicht erfolgreich, sodass die Schiitzung der

Carbonsaure als Methylester und anschlieBende Entschiitzung notwendig war.

Derivate der in Kapitel 1.3.4: gezeigten hochaffinen Chinazolinverbindungen (XVII und XVIII)
tragen teilweise volumintse Reste, weshalb diese fiir weitere fluoreszente HaR-Liganden als
Referenzverbindungen herangezogen wurden. Die Verbindungen 33 und 34 (Ausbeute Uber
zwei Schritte: 16% bzw. 12%) kdnnen dabei als struktureller Ubergang 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).

O,N
NO, O,N
Cl
i i), ii) N)“}N i), i) ; NH
K/N H K/N
“CHj “CH,

33 34

T

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 Chinazolingrundgeriiste P66 (fiir Verbindungen 35-37) und P75 (fiir Verbindung 38)
wurden literaturanalog aus 2-Amino-5-chlorbenzoesaure durch Zyklisierung mit Harnstoff und

anschliefender Chlorierung sowie aus 2-Aminoterephthalat und Cyanamid Utber Chlorierung
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der Pyrimidonstruktur und Einbringen einer 1,2,5-Triazolgruppe mit anschlieRendem

Austausch durch N-Methylpiperazin gewonnen (Abbildung 51).

NH, O Py NH; O A

NI =N o-CHs N| N

OH P it) N
D, cl 0
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H4C CH

Cl O 3 3

cl ©

P66 P75

Abbildung 51: Synthese der Chinazolinprecursoren P66 und P75. Reaktanden und Bedingungen: i) 1.) Harnstoff, 160 °C, 6 h;
2.) POClIs, DEA, reflux, 1 h; ii) 1.) Cyanamid, HCI, MeCN, 90 °C, 12 h; 2.) Ac;0, reflux, 16 h; 3.) 1,2,4-Triazol, DIPEA, POCl;, R.T.,
16 h; 4.) N-Methylpiperazin, Dioxan, reflux, 1 h.

Zwei aufeinanderfolgende nucleophile aromatische Substitutionen von P66 mit
N-Methylpiperazin und P35 fihrten zu den Produkten 35 und 36 in Ausbeuten von 26% bzw.
38% uber drei Schritte (Abbildung 52). Da die von Smits et al. synthetisierten Verbindungen
Uber ein substituiertes Sulfonamid verfigten (vgl. Verbindung XXIV), wurde P35 um eine
Taurineinheit verldngert und so eine groRere strukturelle Ahnlichkeit erzeugt (P47). Zuvor
musste dabei der Taurinsticktoff geschiitzt werden, um eine Selbstkondensation zu

vermeiden. Reaktion des fluoreszenzmerkierten Taurins P72 und P66 erbrachte Verbindung

37 nach Substitution mit N-Methylpiperazin (Ausbeute (iber drei Schritte: 8%).
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Abbildung 52: Synthese der Verbindungen 35-37. Reaktanden und Bedingungen. i) Phthalsdureanhydrid, KOAc, AcOH, reflux,
10 min; ii) PCls, Toluol, reflux, 3 h; iii) P35, TEA, CHCls, R.T., 20 h; iv) N;H4- H20, 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 anschliefende Amidierung mit

dem BOPPY-Derivat P74 in Gegenwart von EDC gewonnen (Abbildung 53).

CH;
o U ), 1l F HN/\/\/NH
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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 HsR-Fluoreszenzliganden sollen primar zur Markierung von
funktionalen HaR in Geweben oder aber zur Durchfiihrung pharmakologischer Bindungsassays
verwendet werden. Angestrebt wurden daher Verbindungen mit hohen Quantenausbeuten
und Emissionsspektren im sichtbaren Licht. Die Ermittlung dieser photophysikalischen
KenngrofRen wird in dem folgenden Kapitel dargestellt.

Fir Verbindung 18 wurden Ergebnisse ermittelt, die mit den Beobachtungen von Kubota et al.
vergleichbar sind. Der Verbindung 18 zugrundeliegende Pyridomethen-BF,-Komplexe weisen
in Abhangigkeit von den jeweiligen Substituenten Emissionsmaxima in Losung zwischen
456 nm und 473 nm auf. Die Absorptionsmaxima liegen substituentenabhdngig zwischen
450 nm und 459 nm.*®> 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 dafiir, dass die
elektronische Anregung einen hoheren Energiebedarf hat und das Absorptionsmaximum

daher hypsochrom verschoben ist.
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Abbildung 54: Normiertes Absorptionsspektrum (blau) und normiertes Emissionsspektrum (orange) der Verbindung 18.
Spektren vermessen in Methanol mit c(Absorption) = 1 uM und c(Emission) = 0.3 UM (Aex = 410 nm).

Die Quantenausbeute, die fiir die Referenzverbindungen substituentenabhangig zwischen 3%

und 25% liegt,°® ist jedoch vergleichbar mit einer gemessenen Quantenausbeute von 14% fiir
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Verbindung 18. Da die Bestimmung der unterschiedlichen Kinetiken technisch nicht moglich
ist, wurde anstatt der in Kapitel 1.4 vorgestellten Formel (1) die Quantenausbeute durch

Vergleich mit einem Referenzfluorophor ermittelt.
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Abbildung 55: Linearisierte Auftragungen der Konzentrationsabhdngigkeit der Absorbanz und Fluoreszenzintensitdt der
Verbindung 18 und Coumarin-153. A) Absorbanz von Verbindung 18 in Abhdngigkeit der Konzentration; B) Absorbanz von
Coumarin-153 in Abhdngigkeit der Konzentration; C) Fluoreszenzintensitdt von Verbindung 18 in Abhdngigkeit der
Konzentration; D) Fluoreszenzintensitdt von Coumarin-153 in Abhdngigkeit der Konzentration.

Bei den Chalconderivaten 10 und 11 wurden, wie bei den jeweiligen Ausgangsverbindungen
XLIl 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 fiir 10 und bei 425 nm fur 11
(vel.: AmaxAbs(XLIl) = 405 nm; AmaxAbs(XLIII) = 468 nm) liegen. Die Emissionswellenldangen
liegen bei 638 nm fiir 11 und 680 nm fiir 10 (vgl.: AmaxEm(XLI) = 584 nm; AmaxEm(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 ¢ = 15 uM; B) Emissionsspektren gemessen in Methanol ¢ = 2 UM (Aex = 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.162170 Bej einer Anregungswellenldnge von Aex = 330 nm und einer Konzentration von
10 uM lasst sich das Emissionsmaximum von 24 nicht ermitteln, da das Fluoreszenzsignal nur
unwesentlich hoher ausfallt als das Hintergrundrauschen. Bei gleicher Konzentration und
Anregungswellenlange zeigt Verbindung 29 ein deutlich hoheres Fluoreszenzsignal mit einem
Maximum bei AmaxEm =500 nm wund verhdlt sich damit literaturkonform.®® Das
Emissionsspektrum von Verbindung 30 wurde bei einer Anregungswellenlange von
Aex = 450 nm und einer Konzentration von 10 uM vermessen und zeigt ein Hauptmaximum bei
AmaxEm =480 nm und ein Nebenmaximum bei A=517nm (Abbildung 57). Das
Fluoreszenzverhalten entspricht damit den von Yu et al.'®® 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 FluorophorgroRRe die Absorptionen
zu hoheren Wellenlangen verschoben sind sowie ein erhohter Stokes-Shift fir die

Verbindungen 10 und 11 die eine flexible Struktur aufweisen.

Tabelle 2: Fluoreszenzeigenschaften der Verbindungen 18, 10, 11, 24, 29 und 30

Verbindung AmaxAbs [nm] AmaxEm [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-Pufferlésung; ¢ =0.1 mM. B) Emissionsspektren von 24 und 29 in H4R-Pufferlésung; ¢ = 10 uM; Agc =330 nm. C)

Normierte Absorptions- und Emissionsspektren der BOPPY-markierten Verbindung 30 in HsR-Puffer; c(Abs) =10 uM;
c(Em) = 0.1 uM; Agc =450 nm.
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3.5: Biologische Evaluation
Die synthetisierten Verbindungen wurden in Verdrangungsassays unter Verwendung des
radioaktivmarkierten Referenzliganden [3H]-Histamin auf Ihre Affinitdt gegentuber dem H4R
untersucht. Aufgereinigte Zellmembranen mit humanen HsR wurden aus Spodoptera
frugiperda Zellen (Sf-9) gewonnen, die durch Einsatz von Baculoviren transient zur HaR-
Uberexpression modifiziert wurden.’” Die Bestimmung der Affinitit gegeniiber dem HsR
erfolgte analog unter Verwendung von [3H]-N®-Methylhistamin als Radioligand und
Zellmembranfragmenten, die aus modifizierten HEK 293 Zellen gewonnen wurden.®® Die
biologische Evaluation der Liganden wurde in der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dr. h.c. Stark von

Stephan Schwedst, Stefanie Hagenow und David Reiner durchgefiihrt.

3.5.1: Strukturanaloga bekannter H4R-Liganden

Mit der Einfihrung des Histaminrests an den Indolkérper von JNJ-7777120 anstelle des
N-Methylpiperazins (Verbindung 1) konnte eine Affinitat im niedrigen mikromolaren Bereich
erhalten werden (Ki(hHsR) = 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 Affinitat gegenliber dem H4R auf (Tabelle 3).

Die Verbindungen 3 -6 orientieren sich strukturell an JNJ-7777120, doch trotz ihrer
plastischen Ahnlichkeit zu JNJ-7777120 zeigte keine der synthetisierten Verbindungen eine
Affinitat gegenlber dem H4R (Tabelle 3).

Da die Verwendung von 1-Amino-4-methylpiperazin zu einem vollstandigen Verlust der
H4R-Affinitat bei Verbindung 2 fiihrte, wurde dieser Rest nicht mehr verwendet. Fir die
Verbindungen 7 und 8 wurde daher Histamin als basischer Anker verwendet. Die
Verbindungen zeigten hohe Affinititen gegeniber dem H4R (7: Ki(hHsR) =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 HsR-Liganden. Ahnlich wie beim Referenzliganden XLIV ging

dadurch die HaR-Affinitat signifikant zurick (Tabelle 4).
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Tabelle 3: hHsR-Affinitéten der Verbindungen JNJ-7777120 und 1-6. Daten sind angegeben als Mittelwert innerhalb des 95%
Konfidenzintervalls (KI) von n unabhéngigen Experimenten.

Ki(hHaR) [nM]

Verbindung Struktur [95% KI]
(n)
INJ- \©\/>_/<
1499
7777120
N\
CHj
1106
NH
1 /J [822, 1488]
(3)
\©\/>_‘/< >10 000
2 N CH3
(3)
3 >10000
m
AN
@ (2)
CH3
4 >10000
m
N~/ _>
©/ HyG—N (2)
CH3
5 >10000
-
N~ N
Q .
H3
6 HO o > 10 000
/
\N _>
/O & (3)
CH




Tabelle 4: hH3R und hHR-Affinitdten der Verbindungen 7-9 sowie der entsprechenden Referenzliganden. Daten sind
angegeben als Mittelwert innerhalb des 95% Konfidenzintervalls (KI) von n unabhdngigen Experimenten.

Ki(hH3R)
Ki(hHaR) [nM]
[nM]
Verbindung Struktur [95% KI] [ |
95% KI
(n)
(n)
NH, n.b.

VUF-10460 l 4.18°
NN N/\
LN,
CHj

7 NH, 106 n.b.

NN NH [25, 445]
| | ’
A

8 NH, 11.3 n.b.

N NH [2.2,59.1]
| | ) ’
©)\/kﬁ“/[“ (5)
N

H, 98199 n.b.

Xi

XLIV NH, 4480700 49,1200

9 NH, 5136 0.83
N IN [2945,8958]  [0.12,

NN (4) 5.63]
S M @)
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3.5.2: Fluoreszente HsR-Liganden

Die Synthese der Chalconverbindungen 10 und 11 erbrachte Derivate der Referenzliganden
XLII und XLIII. Dabei zeigte Verbindung 10 eine geringere HiR-Affinitat (Ki(hH4R) = 2039 nM)
als Verbindung 11 (Ki(hH4R) = 562 nM) (Tabelle 5).

Tabelle 5: hHsR Affinitdten der Verbindungen 10 und 11. Daten sind angegeben als Mittelwert innerhalb des 95%
Konfidenzintervalls (KI) von n unabhdngigen Experimenten

Ki(hHaR) [nM]
# Struktur [95% KI]
(n)

(0]
X
XLII HAC 12370
3 \'}l o/\/\N
CHs

O
SN
XLl HAC 5634
3 \’}j o >N
CH3

0]
2039
X
10 ‘ ‘O 1036, 4014
H3C\l}l O/\/\N/\ [ ]
K/ N \CH

CHs (4)

3

o 562
<ot
11 HaC., O o [276, 1145]
k/N\CH:,,

CHy (4)

Bei dem Versuch fluoreszierende H4R-Liganden zu erzeugen, deren raumliche Gestalt
Toreforant dhnelten, wurden die Azlactame 12-17 gewonnen. Diese zeigten bei einer
Konzentration von 10 uM nur geringe Inhibitionen der Bindung von [H3]-Histamin an den Ha4R,
die 50% nicht signifikant tberschritten. Da die Inhibitionsraten so gering ausfielen wurden
keine Ki-Werte flir den Hs4R bestimmt. Selbst die hohe Affinitat von Histamin gegeniiber dem
HsR 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 tragt
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 gegenliber dem HsR (Ki = 4.7 nM) ist. Als einzige Verbindung der Serie mit einer
Piperidinylgruppe zeigt diese ebenfalls keine HsR-Aktivitat (Ki>10 000 nM) (Tabelle 6).
Aufgrund der geringen HsR-Affinitat der Serie und der erfolglosen Bildung des Fluorophors

wurde auf die weitere Synthese von Azlactam-Derivaten verzichtet.
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Tabelle 6: hHsR und hH4R-Affinitdten der Verbindungen 12 bis 17. Daten sind angegeben entweder als Mittelwert innerhalb
des 95% Konfidenzintervalls (KI) von n unabhdngigen Experimenten oder als Mittelwert + Standardabweichung der
prozentualen Verdréngung/Inhibition des Radioliganden bei einer Konzentration von 10 uM.

Ki(hH4R) Ki(hHsR)
[nM] [nM]
# Struktur [95% KI] [95% Ki]
(n) oder (n)
%Inhibition @10 uM
0
©/\/Z<N
=
12 CH, N_> 25+4% n.b.
Uy
CHj
0
N
13 N ° 20+12% n.b.
\< \_\; /\
CHs N  N—CHj
0
AN /\
14 WN_N N—CHs, 27+11% n.b.
it
CHj
> 10 000 508
Cl O
N [147,
15 N§<N Q
—/ 578% (4)
0
NH
16 N Q<N N 31+3% n.b.
CHy
o 4.7

N > 10000
1.4
% \—¥ 15.8]
CHg, N >

(3)
(4)
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Die Schaffung moglichst niederatomiger HaR-Fluoreszenzliganden wurde durch
Verschmelzung des Fluorophors mit dem H4R Pharmakophor realisiert (Verbindungen 18-20).
Die Verbindungen 18 und 20 stellten sich als inaktiv gegeniiber dem Hs4R heraus
(Ki(hH4R) > 10 000 nM). Verbindung 19, bei der das primadre Amin am Pyrimidin erhalten blieb
und die Bordifluorid-gruppe Uber einen Phenol-Sauerstoff gebunden ist, zeigte die hdchste

HaR-Affinitat (Ki(hH4R) = 400 nM) dieser Serie (Tabelle 7).

Tabelle 7: hH4R Affinitdten der Verbindungen 18 bis 20. Daten sind angegeben als Mittelwert n unabhdngigen Experimenten

Ki(hH4R) [nM]

# Struktur
(n)
F\B/F
SN \Né\lN > 10 000
18 D U N
@ (2)
N N
c “CHy
F\B/F )N\Hz
0" N7 IN 400
19 S
N (1)
LN
CH,4
NH,

@i;\/)}\ > 10000
20 AN
N (2)

CN K/N\CH3

Das Aminopyrimidin-Pharmakophor wurde auch als Ausgangspunkt fiir Fluoreszenzliganden
genutzt, bei denen die Fluorophoranbindung direkt oder liber einen Linker realisiert wurde.

Dabei wurde mit den Verbindungen 21-25 die bestmogliche 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 primare Amin des Pyrimidins) erwiesen sich dabei
als inaktiv gegentiber dem HaR (Ki(hH4R) > 4 uM). Wurde der Phenylsubstituent des Pyrimidins
als Anbindungspunkt fiir das Fluorophor mit Linker genutzt (Verbindungen 24 und 25) ergaben

sich Liganden mit H4R-Affinitaten im niedrigen dreistelligen nanomolaren Bereich.

75



Ausgehend von Verbindung 24 wurde der Linker variiert und es ergaben sich die Verbindungen
26 und 27. Mit der Einfihrung einer Diethylenetherbriicke wurde Verbindung 27 erzeugt, die
signifikant geringer affin gegenliber dem HsR (Ki(hH4R) =1500 nM) war als die
Ausgangsverbindung. Hingegen zeigten die Verbindungen 26 und 27 ahnliche HsR-Affinitaten
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 Affinitat
gegeniber dem H4R als Verbindung 27.

Die BOPPY-tragenden Verbindungen 31 (Ki(hHaR) = 850 nM) und 32 (Ki(hH4R) = 1200 nM) mit
langeren Linker zeigten keine gesteigerte H4R-Affinitat im Vergleich zu Verbindung 30.

Die Verbindungen 33 und 34, bei denen es sich um die Ubergangsverbindungen zu den
Chinazolinderivaten 35 bis 37 handelt, zeigten keine Affinitat (Ki(hH4R)>4 uM) in dem
zugrundeliegenden Assay-System. Ebenso waren die Chinazolinderivate 35 und 36 nicht H4R-
affin (Ki(hHsR) > 4 uM). Lediglich Verbindung 37, in deren Linker zwischen Pharmakophor und
Fluorophor eine Taurineinheit inkooperiert wurde, zeigte eine Restaffinitat
(Ki(hHsR) = 2077 nM). Mit Verbindung 38 wurde der Anknipfungspunkt an das Chinazolin-
gerist variiert, was zu einer gesteigerten Affinitat (Ki(hHsR) =510 nM) im Vergleich zu den

Verbindungen 35 — 37 fiihrte (Tabelle 8).
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Tabelle 8: hH4R Affinititen der Verbindungen 21-38. Daten sind angegeben als Mittelwert innerhalb des 95%

Konfidenzintervalls (KI) von n unabhéngigen Experimenten

# Struktur Ki(hHaR) [nM]
[95% K]
(n)
21 NH, >4 000
v
O TN e
K/N\@
NO,
22 NH, >4 000
¥
ZONTY o NO,
bN\/\/N\Q
NO,
23 OzN\©:N02 >4 000
NH
H\NH
&
0
K/N\CH3
24 NH, 154
N*\N
| [97.1, 243]
02N =
g (4)
N0 N-CH,
NO, H
25 NH; 174
N)%N
H 5 g [115, 263]
~ N N
J g OMQ ®)
02N N02 CH3
26 NH; 149
An
[107, 209]

(4)
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# Struktur Ki(hH4R) [nM]
[95% KI]
(n)
27 )N\Hz 1500
N "N
oM 1O, @M -, oo so00
N
6
\©:N/\/O\/\o K/N\CH ( )
28 NH 186
oy [147, 235]
/ ’
/@: ~ N0 “CH (4)
O,N NO,
29 NH2 224
i v [ ]
N P 81.0, 620
H3C “ H /@)Q\@
B0 Nech, (4)
30 NH2 428
CH, N)§N
bﬂm Fr WN/\ [188, 974]
N SR H
Hs;C E B\;NUN\/\/\O I\/N\CH;; (3)
X
31 SS/\ )N\Hz 850
\\ N RF NZ>N
N N-B H o U
HsC BN A N [410,1750]
F F/B UN HN\/\/\O Q\CH
(3)
32 CHy b 1200
\\ A R F 0 N \N
N, N-B N X [600, 2200]
HsC /FB—Nj/\NJ/HN/WN HNMOWU\CHS
N (4)
33 >4 000
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# Struktur Ki(hH4R) [nM]
[95% KI]
(n)
34 OZN\Q\ fN >4 000
NN N N/\
NO, H K/N\CH3
35 O2N\©:N02 >4 000
NH
NH
N)\lN
N
K/N\CH3
cl
36 cl >4 000
O,N
Q )
N/\/\N \N N/\
H H
NO
’ K/N\CHS
37 Cl 2077
OzN\Q\ 5 N [755, 5713]
M, |
NSNS
N N N~ N7 N 2
H H H /ﬁ )
NO K/N\CHE,
38 e 510
. |
0 Y@* e [300, 890]

(4)
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4: Diskussion

4.1: Strukturanaloga bekannter Hs4R-Liganden

Um neuartige HsR-Liganden zu schaffen, die die Moglichkeiten und den synthetischen
Spielraum zur Affinitatssteigerung aufzeigen sollten, wurden zunachst Strukturanaloga des
bekannten HsR-Liganden JNJ-7777120 synthetisiert.

Die Strukturvariationen von JNJ-7777120 ahnlichen Verbindungen, die in dieser Arbeit
prasentiert werden (Verbindungen 1-6) waren nicht affiner gegenliber dem HaR als die
Ausgangsverbindung. Die geringe H4R-Affinitat von Verbindung 2 (Ki(hH4R) > 10 000 nM) ist
dabei in Ubereinstimmung mit von Terzioglu et al.”® verdffentlichten Ergebnissen. Als Grund
fiir den Verlust der Bindungseigenschaft ist der gedanderte Winkel zwischen dem basischen
tertiaren Amin und dem chlorierten Indol denkbar.

In-silico Berechnungen haben gezeigt, dass das basische Amin des N-Methylpiperazins mit der
konservierten Aminosaure Asp33? eine ionische Wechselwirkung eingeht.3234201 Der Indolrest
von JNJ-7777120 wird dabei hochstwahrscheinlich in eine hydrophobe Kavitdt der
extrazellular zugewandten Seite des H4R kooperiert und Uber Wechselwirkungen des
Indolstickstoffs mit der Aminosdure Glu>4® stabilisiert.34#292-204 Durch den aufgeweiteten
Winkel und die erhdhte Flexibilitat und Abstand zwischen Indol und basischen Stickstoff des
1-Amino-4-methylpiperazins in Verbindung 2 ist moglichweise diese Bindungsregion nicht
mehr erreichbar, sodass die Affinitat sinkt.

Interessanterweise ist mit der Einflilhrung des Histaminrests eine Restaffinitat der
Verbindung 1 erhalten geblieben (Ki(hH4R) = 1106 nM). Wie bereits im Kapitel 1.3.1: gezeigt,
interagiert Histamin als endogener Ligand mit seinem primaren Amin mit Asp332 und mit
Glu>*® Uber den Imidazolstickstoff.>* Wiirde der Histaminrest von Verbindung 1 eine
invertierte Ausrichtung in Bezug auf den endogenen Liganden Histamin einnehmen und mit
dem deutlich schwacher basischen Imidazolstickstoff (pKs =7, vgl.
pKs(N-Methylpiperazin) = 8.7) mit dem Ankerpunkt Asp332 wechselwirken, so wire 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 nM?>) oder VUF-10460 (Ki(hH4R) = 4.1 nM*°). Bei diesen
Verbindungen weisen die aromatischen Substituenten in die oben angesprochene

hydrophobe Kavitat und erfahren keine spezifischen Wechselwirkungen mit Aminosauren des
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Rezeptors. Die Aminogruppen der Guanidinstruktur dieser Verbindungen interagieren
entweder direkt mit Glu>#® oder Giber Wasserbriicken.#22022%5 Djese Interaktion zwischen dem
Rezeptor und Verbindung 1 ist nicht moglich, was die geringere Affinitat in Bezug auf ST-994
und VUF-10460 erklart.

Da jedoch eine Restaffinitat erhalten blieb, konnte mit Verbindung 1 gezeigt werden, dass ein
Histaminrest in der Struktur von chemischen Sonden fiir den Ha4R prinzipiell als basische
Funktionalitdt in Frage kommt. Am Beispiel der Verbindungen 7 und 8 konnte dies belegt
werden. Die Affinitaten dieser Verbindungen unterscheiden sich nicht signifikant von den
Ausgangsverbindungen ST-994 und VUF-10460.

VUF-10460 diente auch als Ausgangsverbindung fiir Verbindung 9. Durch die Einfiihrung des
N-Propylpiperidinylrests wurde die gewilinschte H3R-Affinitat erzielt (Ki(hH3R) = 0.83 nM). Dies
zeigt, dass die N-Propylpiperidinyleinheit maRgeblich fiir die H3R-Affinitat verantwortlich ist
und in mannigfaltiger Kombination potente HsR Liganden erzeugt werden kdnnen, die sich
durch zusatzliche Funktionalitaten auszeichnen.

Jedoch liel sich die hohe H4R-Affinitdt von VUF-10460 nicht beibehalten und reduzierte sich
drastisch um drei Potenzen. Damit verhalt sich Verbindung 9 analog zu Verbindung XLIV. XLIV
weist ebenfalls eine hohe Affinitat zum HsR (Ki(hH3R) = 49.1 nM) auf, verliert aber gleichzeitig
in einem hohen MalRe die HsR-Affinitdt (Ki(hHsR)=4480nM) im Vergleich zur
Ausgangsverbindung (XII; Ki(hH4R) = 98 nM), die von Sander et al. synthetisiert wurde (Tabelle
4).1%9200 Dpjes weist die Unterschiede in der Akzeptanz von Resten an hochaffinen
Verbindungen zwischen H3R und HaR auf; wohingegen der Hs3R eine Vielzahl an Substituenten
an der N-Alkylpiperidin-Grundstruktur toleriert,2°6297 ist die Akzeptanz fir strukturelle

Variationen beim HaR deutlich geringer.

Die Verbindungen 3-6, die Strukturvariationen von JNJ-7777120 darstellen, bei denen die
lipophile Einheit durch einen Pyrazololrest substituiert wurde, zeigten keine Affinitat
gegeniber dem H4R (Tabelle 3). Die lipohile Wechselwirkung, die fir die hohe Affinitat von
INJ-7777120 verantwortlich ist, konnte durch die Anwesenheit der polaren Hydroxygruppe
am Pyrazol gestort sein. Nicht zuletzt liegt ein veranderter Winkel zwischen dem basischen
Briickenkopf und dem aromatischen System vor, was bei der marginalen Verdanderung von
Verbindung 2 schon zu einer betrachtlichen Beeinflussung der Affinitat im Vergleich zu JNJ-
7777120 flhrte.
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Synthetisch wurden die Pyrazololderivate aus einem Ringschluss von 2-Oxo-bernsteinsaure
mit aromatischen Hydrazinderivaten zu den Precursoren P1-P3 und anschliefender
Amidbildung mittels CDI gewonnen. Eine Methylierung der Hydroxylgruppe, die die
Anbindung weiterer Substituenten ermoglichen sollte, war nicht erfolgreich, sodass deren
Einfluss nicht Gberpriift werden konnte. Grund hierfiir kann die vorhandene Nukleophilie des
sekundaren Stickstoffs im Pyrazol sein. Durch Bildung von quartiren Ammoniumsalzen
entstanden Nebenprodukte, die sich aufgrund ihrer Salzstruktur nur unzulanglich aufreinigen
lieRen. Die hier gezeigten Pyrazololderivate eignen sich daher nicht als Grundkorper fir
neuartige HsR-Liganden.

Mit der Bereitstellung neuer JNJ-7777120-Derivate konnten neue Einblicke in die Wahl des
Pharmakophors zur Fluoreszenzmarkierung gewdahrt werden. Es konnte gezeigt werden, dass
selbst geringe Modifikationen an JNJ-7777120 zu erheblichen Affinitatsverlusten gegeniber
dem H4R flihren koénnen. Daher wurde dieses Pharmakophor nicht genutzt um
fluoreszenzmarkierte HsR-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 fur die Synthese fluoreszenzmarkierter HsR-Liganden eignen.

4.2: Fluoreszente HsR-Liganden

Zur Gewinnung von fluoreszenten HsR-Liganden wurden bekannte Fluorophore entweder
durch Integration in den pharmakologisch wirksamen Teil, lber eine direkte Kopplung mit
diesem oder durch Verknipfung beider Strukturelemente mit einem Linker gewonnen.
Besonders die Klasse der Aminopyrimidine stellte sich als vielversprechender Ausgangspunkt
fiir den iterativen Prozess zur Optimierung der Fluoreszenzeigenschaften und der Affinitat

gegeniiber 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 XLIIl, ohne dass die Gesamtausbeute
reduziert wurde.??® Der hier beschriebene Syntheseweg stellt somit eine optimierte Variante
dar.

Durch die Einfihrung der N-Methylpiperazin-Gruppe anstelle eines Piperidins konnte die
Affinitat gegeniber dem HaR signifikant gesteigert werden. Die Affinitdt der Verbindung XLII

konnte um den Faktor 6 (XLII: Ki(H4R) = 12370 nM vs. 10: Ki(H4R) = 2039 nM) erhéht werden
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und im Falle der Verbindung XLIlI belief sich die Steigerung auf das 10-Fache (XLIII:
Ki(HsR) = 5634 nM vs. 11: Ki(H4R) = 562 nM).
So konnte mit Verbindung 11 ein Fluoreszenzligand geschaffen werden, dessen

Fluoreszenzspektrum es erlaubt Markierungsexperimente durchzufiihren,?%

jedoch ist die
Bindungsaffinitat zum H4R nicht ausreichend und bleibt hinter denen der Aminopyrimidine 7

und 8 zuriick, 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 pM zeigte keine der Verbindungen 12-17 eine
hinreichende Verdrangung des Radioliganden von HsR (%lInhibition <50% bzw.
Ki(H4R) > 10 000 nM, Tabelle 6). Die Substanzen sind demnach nicht H4R affin.
Wahrscheinlich  ist das Azlactam deutlich zu polar (cLogP(15)=2.99 wvgl.
cLog P(Toreforant) = 3.83), um in die hydrophobe Kavitat des Ha4R zu binden. Verbindung 15,
die Uber einen aromatisch gebundenen Chlorsubstituenten verfiigt, stellt innerhalb der Serie
die Verbindung mit der starksten inhibitorischen Wirkung dar. Durch die erhéhte Lipophilie
weist diese Verbindung wahrscheinlich die hochste Komplementaritat mit der hydrophoben
Bindetasche des HasR auf. Zusatzlich 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 Zielmolekil, die fir
eine mogliche Bindung zu Glu>#® sorgen. Da die Affinitdten gegeniiber dem H4R so gering
ausfielen, wurde diese Strukturklasse fir die Synthese von fluoreszenzmarkierten
Ha4R-Liganden nicht weiter in Betracht gezogen.

Aufgrund struktureller Ahnlichkeiten zu fritheren HsR-Liganden?®® wurden die Verbindungen
15 und 17 jedoch zusatzlich auf ihre H3R-Affinitdat untersucht. Dabei zeigte Verbindung 15 eine
moderate Affinitdt im submikromolaren Bereich. Verbindung 17 mit einem Ki(hH3R) von
4.7 nM st jedoch hochaffin und gleichzeitig HsR selektiv (Ki(hH4R)/Ki(hH3R)>2000). Dies
unterstreicht die Wichtigkeit der N-Propylpiperidin-Funktionalitat fiir die Bindung an den HsR
und die breitgeficherten Méglichkeiten der Substitution an diesen Baustein. 206207 Der
generelle Bauplan des HsR ist bereits gut charakterisiert und auch das N-Propylpiperidin-
substituierte Aminopyrimidin-Element, dass hier urspriinglich das HaiR-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
Affinitatsverlust am HsR um den Faktor 100 zur Folge. Durch diesen Austausch ldsst sich eine
mogliche Rolle zur Modulation des H3R/HaR-Selektivtatsprofil solcher Liganden vermuten. Die
Verwendung des N-Methylpiperazins als basische Funktionalitdt konnte bei der zukiinftigen
Bereitstellung von HsR/HiR-Hybridliganden helfen, HsR-selektive oder -praferierende

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 Affinitatswerte groBer 10 uM gegenliber dem H4R bestimmt. Der Verlust an
Kompatibilitat zum HsR kdnnte bei Verbindung 18 mit dem Fehlen der exozyklischen
Aminogruppe des Pyrimidins begriindet sein, die bei strukturverwandten Molekilen fir die
Interaktion mit der Aminosdure Glu>#® verantwortlich ist. Diese muss jedoch nicht zwingend
vorhanden sein (fur eine Visualisierung der Bindetasche siehe Kapitel 1.3.1:)838%% und ihre
Anwesenheit scheint nicht ausschlaggebend fiir eine nanomolare HsR-Affinitdt zu sein, da
Verbindung 20 zwar eine exozyklische Aminogruppe tragt aber nicht an den H4R bindet. Der
Affinitatsverlust der Verbindung 20 lasst sich jedoch auch dadurch erkldren, dass diese mit
einer stark polaren Pyridylgruppe substituiert ist, welche die Position im Molekil einnimmt,
die bei Referenzverbindungen fiir 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 Polaritat, sodass Verbindung 19
mit einer moderaten Affinitat 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.*®’
lasst sich hierbei durch die Reduktion der Fluorophorgrofie erklaren. So findet sich in
Verbindung 19 anstelle des Chinolins ein Pyrimidin. Weiterhin sind die Absorptions- und
Emissionsmaxima von 19 nahe dem Bereich der zelluldren Autofluoreszenz, was zur negativen
Beeinflussung in der Auswertung von fluoreszenzbasierten Assays fihren konnte. Dies weist
die Limitierung der integrativen Kombination von Fluorophoren mit dem HsR-
Pharmakophoren der Klasse der Aminopyrimidinen auf: Die geringe GrolRe und Symmetrie der

gewonnenen Fluorophore erzeugt leuchtschwache Verbindungen mit hochenergetischer
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Strahlung, die nur bedingt in biologischen Systemen zur Evaluierung von HsR-abhangigen

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 HsR-Liganden heraus, die im lipophilen
Molekdilteil 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 (iber einen Linker zum kompletten
Bindungsverlust gegeniiber dem H4R fiihrte. Im Falle von Verbindung 21 ist der Verlust auf die
fehlende Basizitat der aromatisch substituierten Piperazinstickstoffe zurlickzufiihren. Die
geringe Affinitat von Verbindung 22 liegt womadglich in der sterischen Inkompatibilitat mit der
Rezeptorbindetasche in der Umgebung des Ankerpunktes Asp33? begriindet. Die fehlende
Affinitat dieser Verbindungen gibt daher Aufschluss dariliber, dass die N-Methylpiperazin-
Funktionalitat erhalten bleiben muss und nicht zur Modifikation geeignet ist.

Bei der Derivatisierung an dem primdaren Amin des Pyrimidinkerns ergaben sich die
Aminopyrimidine 23, 33 und 34, sowie die Chinazolinderivate 35 und 36, die jedoch keine
Affinitat (Ki(hH4R) > 4 uM) gegeniiber dem HaR aufwiesen. Sterische Hinderung kann zu den
geringeren Affinitaten der Verbindungen 23 und 33-36 gefiihrt haben, wobei im Falle der
Verbindungen 23, 33 und 35 durch die Substitution der Aminogruppe der Guanidinstruktur
auch elektronische Veranderungen ebendieser eine Rolle spielen werden. Verbindung 37
hingegen weist eine Restaffinitat auf (Ki(hHsR) = 2 uM). Die strukturelle Ahnlichkeit dieser
Verbindung zu Verbindung XXIV (Ki(hH4R) = 4.9 nM)** ist durch das Vorhandensein der
Sulfonamidgruppe am grofSten. Bei Verbindung 37 handelt es sich jedoch um ein alkylisches
Sulfonamid, sodass die elektronischen Eigenschaften nicht vergleichbar sind, was die
Abnahme der Affinitdt begriinden konnte.

Die Substitution des lipophilen Molekdilteil 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 Verknipfungsposition des Linkers an die phenolische Gruppe. Die

Orthoposition wurde nicht berlicksichtigt, um die fluorophore Gruppe in moglichst groRer
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Distanz zum Pyrimidinkern zu positionieren. Die Affinitdt war jedoch nicht signifikant
unterschiedlich. Verbindung 25 wurde als Ausgangspunkt fiir 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 Affinitat gegenliber dem H4R aufwiesen und
sich nicht signifikant unterschieden. Tendenziell jedoch scheint der Butyl-Linker (26) die beste
Affinitat zu erbringen, wohingegen eine Verlangerung des Linkers eine tendenzielle Reduktion
der H4R-Affinitat bewirkte. Beim Wechsel auf den Ether-Linker Aminoethoxyethanol (27 vs.
26) verschlechtere sich die Affinitat signifikant in den einstelligen mikromolaren Bereich,
weshalb diese Variation bei weiteren Strukturiiberlegungen ausgeschlossen wurde. Aufgrund
der guten Bindungswerte von Verbindung 26 wurde diese als Leitstruktur ausgewahlt 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
erhohte Fluoreszenzintensitaten. Betrachtet man das Bindungsverhalten gegentiber dem H4R
so fallt eine nicht signifikante Abnahme der Bindungsaffinitat in Korrelation mit der GroRe des
Fluorophors auf. Mit einer Affinitdit von Kij(hH4R) =224 nM fir Verbindung 29 und
Ki(hH4R) = 428 nM fiir 30 weisen die Liganden jedoch weiterhin eine submikromolare Affinitat
gegeniber dem H4R auf. Zurlickzufiihren ist dieser Affinitatsverlust wahrscheinlich auf
sterische Hinderungen in der Bindetasche des Rezeptors. Die hohe Fluoreszenzintensitat, das
Emissionsmaximum im Bereich des sichtbaren Lichts und die gute Synthetisierbarkeit von
BOPPY lassen auf eine gute Eignung als Baustein chemischer Sonden schlieBen. Daher wurden
ausgehend von 30 bei den Verbindungen 31 und 32 deutlich langere Linker eingefihrt. Somit
sollte Gberprift werden, ob eine Positionierung des BOPPY-Fluorophors weiter auBerhalb der
Liganden-Bindetasche zu einer Steigerung der HsR-Affinitat fiihren konnte. Die Einbringung
des Linkers fihrte allerdings dazu, dass sich die Affinitdt weiter reduzierte (31:
Ki(hH4R) = 850 nM; 32: Ki(hH4R) = 1200 nM). Der lipophilere Linker (31) zeigte hierbei wieder
eine hohere Affinitat als die hydrophile Variante (32), jedoch blieb bei Letzteren eine

moderate Affinitat vorhanden.
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Vergleichbar ist dieses Verhalten mit Arbeiten von Karton et al.?!° und Tahtaoui et al.?'!, die
anhand des M1R zeigten, dass sich die Affinitat nicht zwangslaufig linear mit der Kettenlange
des Linkers verhilt. 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 Verlangerung der Kette die Affinitat graduell
verringerte, bei mittleren Kettenldangen (sechs bis neun Gliedern) die Affinitat gegenliber dem
Mi1R schwach ausfiel und bei Verwendung eines zehngliedrigen Linkers wieder ein affiner

Ligand gewonnen wurde.?!0

Tahtaoui et al. bestatigten diese Ergebnisse mit
fluoreszenzmarkierten Pirenzepinderivaten und ergdnzten diese um die Erkenntnis, dass eine
Verlangerung der Linkerkette bis zu 22 Gliedern keinen Einfluss auf die Affinitat hat, ein 24-
gliedriger Linker die Affinitat jedoch signifikant steigerte.?!?

Moglicherweise verhalt es sich bei den hier beschriebenen HaR-Liganden auf dhnliche Weise,
sodass eine Kettenlange von vier Methyleneinheiten ein lokales Affinitatsmaximum darstellt
und anschliefend mit langerer Kette graduell an Affinitat verliert. Da der langste Linker in
dieser Serie eine Kettenlange von elf Atomen aufweist (Verbindung 31) kbnnen an dieser
Stelle keine Aussagen gemacht werden, ob sich sehr lange Linkerketten wie etwa Polyglykol-
oder Polyglycinketten positiv auf die Affinitat auswirken kdonnen. Wird die Kette soweit
verlangert, sodass das Fluorophor aus dem Rezeptor herausragt, ware eine Verbesserung der
Affinitat denkbar, da sterische Hinderungen in der Bindetasche verringert werden. Jedoch
wirden dadurch auch die lipophilen Wechselwirkungen mit der Zellmembran erhoht, was
eine gesteigerte unspezifische Bindung zu Membranfragmenten zur Folge haben kdnnte. Die
dullerst kostpielige Bereitstellung von Polyglykolen mit je einer Aminogruppe und einer
Hydroxylgruppe als Endfunktionalitdit bei definierter Kettenldnge limitierte weitere
vielversprechende Synthesestrategien.

Diese langeren 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, volumindse Reste zu tragen und zugleich eine hohe Affinitat
gegenliber dem HiR bewahrte (siehe Kapitel 1.3.4: Verbindungen XVII und XVIII).?!?
Verbindung 38 zeigte jedoch keine gesteigerte Affinitat gegenliiber dem H4R und wies mit

Ki(hH4R) = 510 nM eine dhnliche Bindungsstarke wie Verbindung 30 auf.
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Aus dieser Serie von Aminopyrimidin-Derivaten stellt Verbindung 30 den
erfolgsversprechendsten HsR-Fluoreszenzliganden dar. Das verknilipfte BOPPY-Fluorophor
eignet sich auf der einen Seite hervorragend zur Derivatisierung primarer Amine und weist auf
der anderen Seite sehr gute Fluoreszenzeigenschaften auf. So liegen die Absorptions- und
Emissionsmaxima im Bereich des sichtbaren Lichts (AmaxAbs =455 nm, AmaxEm = 480 nm fir
Verbindung 30) und BOPPY weist laut Literatur ein gute Quantenausbeute von 44% auf.1®°
Die Hintergrundfluoreszenz von Zell- und Gewebematerial ist in diesem Wellenlangenbereich
gering, sodass Messungen der Fluoreszensintensitat dieses Liganden in zellbasierten Assays
unbeeinflusst bleiben wiirden. Zusatzlich liefert ein Stokesshift von circa 25 nm durch
Ausschluss méglicher Uberlagerungen mit der Anregungswellenlinge geeignete
Messgegebenheiten. Dabei ist nicht nur die Nutzung zur Markierung von H4R in
unterschiedlichen Geweben denkbar, sondern auch die Bestimmung von kinetischen
Parametern anderer HsR-Liganden, wie kirzlich mit Bodilisant fiir den HsR gezeigt. Unter
Verwendung des H3R-Fluoreszenzliganden Bodilisant konnten durch Fluoreszenzpolarisation-
messungen die Bindungskinetiken von nicht-markierten HsR-Liganden bestimmt werden.?%3
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 HsR-Affinitat
55-fach reduziert. Die Frage, ob die Affinitdt im niedriegen dreistelligen nanomolaren Bereich
ausreichend ist, um den Forster Energietransfer von Trp®*® beispielweise zur
Affinitatsbestimmung anderer Liganden ausnutzen zu kdnnen, bedarf noch experimenteller

Bestadtigung.

Synthetisch wurden in dieser Arbeit eine Vielzahl des 4,6-disubstituierten 2-Aminopyrimidine
Uber Ringschlussreaktionen von Acetessigsaure-Derivaten mit Guanidiniumcarbonat
gewonnen. Im Vergleich zur Suzuki-Miyaura-Kupplung, die ausgehend von 4,6-Dichlor-
aminopyrimidin und Phenylborsdure mittels Palladiumkatalyse dieselben Zwischenprodukte
generieren wirde, konnte so durch Wegfallen des kostspieligen Katalysators und durch
Nutzen glinstigerer Edukte die Kosten reduziert werden. Zusatzlich wurde die Aufreinigung
der Zwischenprodukte effizienter gestaltet, da auf die sdulenchromatographische Abtrennung
der Phenylborsduren verzichtet werden konnte, die bei Suzuki-Miyaura-Kupplungen
unabwendbar ist, und die Zwischenprodukte durch Extraktion und Prazipitation isoliert

wurden.
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Zusammenfassend wurde mit Verbindung 27 eine neue Aminopyrimidin-basierte Leitstruktur
entwickelt, die sich zur Fluoreszenzmarkierung von HsR-Liganden eignet. Die
Fluoreszenzliganden 29 und 30 belegen, dass eine Derivatisierung dieser Struktur mit
volumindseren Fluoreszenzmarkern moglich ist, ohne dass es zu signifikanten Verlusten der
Affinitat gegenlber dem H4R kommt.

Gleichzeitig wurde mit Verbindung 30 in dieser Arbeit erstmalig die stark fluoreszierende
BOPPY-Gruppe an ein biologisch aktives Molekiil gekoppelt und damit gezeigt, dass es sich zur
Fluoreszenzmarkierung von chemischen Sonden eignet. Durch die hervorragenden
Fluoreszenzeigenschaften von BOPPY und einer Affinitat im dreistelligen nanomolaren
Konzentrationsbereich wurde hier mit Verbindung 30 ein fluoreszenter Rezeptorligand
geschaffen, der sich fakultativ fiir die Markierung des Ha4R in Zellen und Geweben eignet.

Zur weiteren Charakterisierung sollten jedoch noch Bindungsaffinitdten gegeniiber weiterer
GPCRs, insbesondere der Histaminrezeptorfamilie, vorrangig dem HsR, erstellt werden, um
eine selektive HsR-Bindung zu verifizieren. Die Fluoreszenzmarkierung von
Chinazolinderivaten war ebenfalls erfolgreich, wobei in dieser Substanzklasse die HsR-Affinitat

noch maligeblich verbessert werden muss.

Die hier prasentierten fluoreszenz-markierten Aminopyrimidinderivate (21 - 30) wurden als
erfolgsversprechendste Substanzklasse identifiziert. Somit wurden erstmalig fluoreszente
Liganden mit HsR-Affinitdt im nanomolaren Konzentrationsbereich synthetisiert, die den
Grundstein fiir weitere Strukturoptimierungen legen. Ein denkbares Optimierungspotential
liegt bei der Kettenverlangerung des Linkers beispielsweise durch Verwendung geeigneter
Polyglykol- oder Polyglycinlinkern. So kénnte das Fluorophor auBerhalb der H4R-Bindetasche
positioniert werden, um dessen Einfluss auf die Interaktion zwischen Pharmakophor und
Rezeptorbindestelle zu minimieren. Zusatzlich wurde bei Verbindung 38 erstmalig ein
Fluorophor an ein Chinazolingrundkérper mit H4R-Affinitat gekoppelt und resultierte in einer
moderat HsR-aktiven Fluoreszenzverbindung. Durch geschickte Linkerwahl kann diese
Struktur ebenfalls als Ausgangspunkt flir weitere fluoreszente chemische Sonden fiir 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 vollstandige Publikation sowie eine Darlegung

der beigetragenen Anteile des Autors zu dieser Publikation.

5.1: Zielsetzung

Zur Bekampfung neurologischer Erkrankungen werden mit steigender Quantitat sogenannte
multitargeting ligands (MTL) erprobt. Dieser Ansatz der Gestaltung eines multifunktionalen
Wirkprofils beriicksichtigt die Tatsache, dass Fehlfunktionen im ZNS haufig multifaktorielle
Ursachen zu Grunde liegen und die Adressierung verschiedener gestorter Signalwege eine
optimalere Pharmakotherapie erlauben kdnnte.?** Dabei stellt der kombinatorische Ansatz
von unterschiedlichen Pharmakophoren solcher Verbindungen hohe Anspriiche an die
molekulare Struktur.

Nicht nur die Affinitat zu den jeweiligen biologischen Zielen muss erhalten bleiben, sondern
auch die drug-likeness. So ist die Identifizierung von niedermolekularen chemischen Entitaten
mit einer hohen Zielstrukturaffinitdt von besonderer Wichtigkeit. Diese kdnnen einfacher mit
anderen Pharmakophoren zu MTLs zusammengefiigt werden, da ihr Einfluss auf die gesamte
molekulare GrofRe gering ist und so die Wahrscheinlichkeit erhoht wird, dass das
multifunktionale Wirkprofil aufrechterhalten wird.

Den neurotransmitter-katabolisierenden Monoaminoxidasen (MAQO) fallt bei der Therapie von
neuronalen Erkrankungen eine zentrale Rolle zu und einige Inhibitoren sind gut etabliert in
der Pharmakotherapie.>*®-8 Auf dieser Basis gibt es gibt das Bestreben Liganden zu schaffen,
die neben der MAO-Aktivitat in der Lage sein sollen, weitere neurologische Zielstrukturen (z.B.
HsR, Acetyl- und Butylcholinesterasen etc.) zu adressieren, 97,198,206

In mehreren vorangegangenen Publikationen erwiesen sich Molekile,?*>72%° die aus zwei
verbriickten aromatischen Einheiten bestehen als vielversprechende MAO-Inhibitoren, sodass
im Rahmen der Publikation niedermolekulare aromatische Amide synthetisiert und
charakterisiert werden sollten, die als Ausgangspunkte fiir ein Design von MTLs genutzt

werden konnen. Amide wurden hierbei aufgrund ihrer hohen Stabilitat unter physiologischen
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Bedingungen gewidhlt. Die synthetisierten Verbindungen sollten auf Ihre MAO-Inhibition
untersucht werden und die ermittelten Werte durch die Schaffung von Pharmakophor-
Modellen, durchgefiihrt von Dr. Khanfar, und Docking-Experimente im Arbeitskreis von Prof.

Dr. Proschak an der Universitat Frankfurt verifiziert werden.

5.2: Zusammenfassung der Publikation
In der Publikation wurde die Synthese und die biologische Aktivitat von 66 Anilidderivaten
vorgestellt. Synthetisch wurden diese Verbindungen in einer einfachen Reaktionsfiihrung
gewonnen, die lediglich Fallungs- oder Kristallisierungsprozesse zur Aufreinigung bendtigten.
Sieben der getesteten Verbindungen zeigten in Screenings vielversprechende MAO-
Inhibitionswerte bei einer Konzentration von 1 uM und wurden daraufhin auf ihre ICso-Werte
untersucht. Sechs davon (31%*, 33*, 34*, 55* und 65*) inhibierten praferiert MAO B im
nanomolaren Konzentrationsbereich und eine MAO A (7*). Die Berechnung von Docking-
Positionen in den Bindetaschen von MAO A und B fligen sich in konsistenter Weise in die
Erkenntnisse vorangegangener Arbeiten ein und zeigen eine gute
Oberflachenkomplementaritat zwischen Liganden und Bindetasche. Drei der MAOB
praferierenden Verbindungen (31%*, 33* und 34*) leiten sich strukturell von der Salicylsdure
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
Molekiils. 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 Aminosdure
Cys172 auf. Weiterfihrende Untersuchungen der aktivsten Verbindung 55* zeigten ein
reversibles und kompetitives Bindungsverhalten gegeniiber MAO B auf. Aufgrund der
einfachen Struktur und der guten Synthetisierbarkeit der Verbindungen eignen sie sich
hervorragend als Ausgangspunkt fiir das Design neuer MTLs, die MAO-inhibitorische Effekte

aufweisen kdonnen.
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5.3: Publikation

Die vorliegende Publikation wurde zu Veroffentlichung 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 Durchfiihrung der organischen Synthesen
aller Verbindungen, sowie die analytische Charakterisierung dieser Verbindungen; Verfassung

und Mitarbeit an der Revision des Manuskripts.
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Background: Ligands consisting of two aryl moieties connected via a short spacer were
shown to be potent inhibitors of monoamine oxidases (MAQO) A and B, which are known
as suitable targets in treatment of neurological diseases. Based on this general blueprint,
we synthesized a series of 66 small aromatic amide derivatives as novel MAO A/B
inhibitors.

Methods: The compounds were synthesized, purified and structurally confirmed by spectroscopic
methods. Fluorimetric enzymological assays were performed to determine MAO A/B inhibition
properties. Mode and reversibility of inhibition was determined for the most potent MAO
B inhibitor. Docking poses and phammacophore models were generated to confirm the in vitro
results.

Results: N-(2.4-Dinitrophenyl)benzo[d][ 1,3]dioxole-5-carboxamide (55, ST-2043) was
found to be a reversible competitive moderately selective MAO B inhibitor (IC, = 56 nM,
K; = 6.3 nM), while N«2 4-dinitrophenyl)benzamide (7, ST-2023) showed higher preference
for MAO A (ICsy = 126 nM). Computational analysis confirmed in vitro binding properties,
where the anilides examined possessed high surface complementarity to MAO A/B active
sites.

Conclusion: The small molecule anilides with different substitution patterns were identified
as potent MAO A/B inhibitors, which were active in nanomolar concentrations ranges. These
small and easily accessible molecules are promising motifs, especially for newly designed
multitargeted ligands taking advantage of these fragments.

Keywords: salicylic acid derivatives, molecular modeling, Parkinson’s disease, enzyme
inhibitor, pharmacophore, structure-activity relationships

Plain Language Summary

Monoamine oxidases (MAQ) A and B are neurotransmitter-catabolizing enzymes, which
play a role in the pathophysiology of neurological diseases such as Parkinson’s disease,
depression or schizophrenia. Small molecules consisting of two aryl moieties connected via
a short spacer were shown to be potent MAO A/B inhibitors. In this study, aromatic amide
derivatives with different structural variations and substitution pattern were demonstrated
to have MAOQ A/B inhibition properties in a nanomolar concentration range. Compound 55
was found to be a reversible competitive MAO B preferring inhibitor (IC5, = 56 nM, K; =
6.3 nM), while compound 7 showed a higher preference for MAO A (ICsy = 126 nM).
Computational analysis confirmed in vitro binding properties as the respective anilides
possessed high surface complementarity to MAO A/B active sites. These results suggest
that the herein described anilides are small and easily accessible molecules, which may
serve as promising precursors for the design of selective or multitargeting MAO A/B
inhibitors.
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Introduction

The neurotransmitter-catabolizing monoamine oxidases
(MAQO) are localized in the outer mitochondrial membrane
and are classified into the A and B isoforms. MAO A is
mainly involved in the degradation of serotonin, melatonin,
norepinephrine, and epinephrine, and is expressed nearly
ubiquitously in the human body. MAO B breaks down phe-
nethylamine and benzylamine and it is highly expressed in
the central nervous system (CNS). Dopamine, tyramine and
tryptamine can be metabolized by both isoforms but with

individual ~metabolic  activity for each substrate.
Consequently, inhibitors of both enzymes are established in
the pharmacotherapy for neurological diseases.'™

Moclobemide was the first marketed MAO inhibitor and
entered the Swedish market in 1989.* Slowing down the
degradation of neurotransmitters like dopamine and norepi-
nephrine via MAO A inhibition, this drug exhibits mood-
lifting properties facilitating its use as an antidepressant.’
Since then the irreversible nonselective MAO inhibitor tra-
nyleypromine as well as the irreversible MAO B inhibitors
rasagiline and selegiline were approved for the treatment of
depression and Parkinson’s disease (PD), respectively.
Recently, safinamide as first reversible MAO B inhibitor in
PD therapy was approved.” As the imminent therapeutic
benefits of MAO inhibitors are nowadays clear, multiple
efforts have been made to develop new reversible and irre-
versible inhibitors. Due to long-term enzyme inactivation by
irreversible MAQO inhibitors, these can be associated with
serious side effects or drug-drug interactions, eg leading to
a serotonin syndrornc.x Reversible MAO inhibitors have
a more favorable side effect profile; however, they can be
displaced from the active site in case of high levels of the
endogenous ligands. To maintain pharmacological efficacy,
they are aimed to show a high affinity towards the MAOs
and/or tight binding behavior.” The design of such reversible
and selective inhibitors of MAO A and B became a strongly
researched area to identify suitable drug candidates for the
treatment of neurological diseases, particularly of PD.
Having in mind that such diseases usually derive from
multifactorial disorders, the development of sophisticated
multitargeted ligands (MTLs) became of major exploration
to treat these CNS disorders,'™"" The combination of different
biological active moieties in one molecule is challenging since
the affinity for each target needs to be preserved together with
maintaining drug-likeness properties. Identification of small
chemical entities with a promising target affinity are of great
value in MTL drug design, as they might be easily combined

or fused with other pharmacophores with minor influences on
molecular size.

Accordingly, we synthesized a series of 66 anilides
with diverse substitution patterns. The presented anilides
are small-sized and have low molecular weights. The
ligands show structural similarities to previously described
potent MAO inhibitors assuring potential MAQ inhibition
activities. Multiple publications identified two aromatic
moieties linked by a short bridging element as mutual
MAO scaffold.*'>"® Due to their high stability under
physiological conditions, amides were used as linkers in
our series. Aromatic moieties bearing different substitu-
ents were chosen to elucidate electronic and steric effects
on the binding affinities towards both MAO isoforms. The
presented ligands were characterized in vitro. For a better
understanding of the binding modes, computational dock-
ing experiments were performed and a ligand-based phar-
macophore-model was established.

Materials and Methods

Reagents and Instrumentation

Reagents and solvents for synthesis were purchased from
Sigma-Aldrich, VWR Chemicals, Fisher Scientific,
Panreac AppliChem, Alfa Aesar and Chemsolute and
were used without further purifications (unless stated
otherwise). 'H NMR and °C NMR were recorded on
a Bruker AMX spectrometer (Bruker, Germany) at 300
and 75 MHz respectively, where either CDCI; or DMSO-
ds was used as a solvent. Tetramethylsilane was used as
standard and chemical shifts are reported in parts
per million (ppm). Elementary analyses (C, H, N) were
measured on a CHN-Rapid (Heraeus, Germany) and were
within 0.4% of the theoretical values for final compounds.
LC-MS analysis was performed on a Bruker Elute SP;
Column: Intensity Solo Cyg RP; column dimensions: 100
x 2.1 mm; ecluent: acetonitrile (1-40%) in water, 0.1%
formic acid; flow: 0.3 mL/min) combined with mass spec-
trometric detection (Bruker amazon speed with ESI; detec-
tion: ion-trap; ion-polarity: positive; scan: 100-600 m/z).
Data are given as retention time (tg), mass number ([M
+H]"), and nomalized peak area (%) as approximated
purity. Melting points (m.p., uncorrected) were determined
on a M-564 Biichi melting point apparatus (Biichi,
Germany). Thin-layer chromatography (TLC) was carried
out using pre-coated silica gel 60 with fluorescence indi-
cator at UV 254 nm (Macherey-Nagel, Germany). The
structure and purity of each compound were confirmed
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using '"H NMR, '>C NMR, LC-MS and/or elemental
analysis.

Human recombinant monoamine oxidase A (MAO A,
E.C. 1.4.3.4), human recombinant monoamine oxidase
B (MAO B, E.C. 1.4.3.4), kynuramine dihydrobromide
(KYN) and dimethylsulfoxide (DMSO) were purchased
from Sigma Aldrich. For biological evaluation tests, com-
pounds were dissolved in 100% DMSO (max. 1073 M).
Fluorescence intensity measurements were performed with
an infinite M1000 Pro multimode (Tecan,
Switzerland). Assay pipetting was partly automated using
a Freedom EVO pipetting robot (Tecan, Switzerland).

reader

Experimental Procedures

N-Phenylbenzamid (1)**

Using Method A the title compound was isolated as
a white amorphous powder. Yield: 53%

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 10.25 (s, 1H), 8.-
00-7.93 (m, 2H), 7.82-7.75 (m, 2H), 7.65-7.49 (m, 3H),
7.41-7.29 (m, 2H), 7.15-7.06 (m, 1H). *C NMR (75
MHz, DMSO) & 165.50, 139.13, 134.95, 131.49, 128.55,
128.33, 127.60, 123.60, 120.31.

Elemental Analysis: cale C 79.17%, H 5.62%,
N 7.10%; found C 78.91%, H 5.53%, N 6.89%.

m.p.: 163°C (lit. 163-164°C).**

N-(Pyridin-2-yl)benzamide (2)%*
Using Method C the title compound was isolated as
a white amorphous powder. Yield: 83%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 11.95 (s, 1H), 8.51
(dt, J=5.6, 1.3 Hz, 1H), 8.28-8.24 (m, 2H), 8.20-8.12 (m,
2H), 7.73-7.64 (m, 1H), 7.62-7.54 (m, 2H), 747 (td, ] =
5.7, 2.7 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 166.89, 149.65,
143.30, 142.29, 132.94, 132.55, 128.60, 128.32, 120.34,
116.28.

LC-MS tg = 16.8 min; [M+H]" = 198.9; 100%.

m.p.: 78°C (lit: 75-80°C).

N-(4-Cyanophenyl)benzamide (3)*’
Using Method A the title compound was isolated as
a white solid. Yield: 57%
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 10.65 (s, LH), 8.-
06-7.92 (m, 4H), 7.87-7.78 (m, 2H), 7.68-7.49 (m, 3H).
3C NMR (75 MHz, DMSO0) & 166.15, 143.46, 134.34,
133.07, 131.99, 128.44, 127.80, 120.12, 119.04, 105.30.
Elemental Analysis: cale C 75.60%, H 4.54%,
N 12.60%; found C 75.44%, H 4.24%, N 12.33%.

m.p.: 165°C (lit: 165-166°C).*"

N-(4-(Trifluoromethoxy)phenyl)benzamide (4)>°
Using Method A the title compound was isolated as
a white solid. Yield: 62%

"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 10.44 (s, 1H), 8.-
14-7.79 (m, 4H), 7.57 (ddd, T = 144, 7.8, 6.0 Hz, 3H),
7.37 (d, ] = 8.6 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, DMS0) § 165.66, 143.82, 143.79,
138.36, 134.61, 131.68, 128.37, 127.65, 121.60, 121.41.

Elemental Analysis: cale C 59.79%, H 3.58%,
N 4.98%; found C 59.76%, H 3.42%, N 4.90%.

m.p.: 179°C (lit: 176-178°C).*

N-(4-Amino-2-methylphenyl)benzamide (5)4'
Using Method D the title compound was isolated as
a white solid. Yield 89%

'H NMR (300 MHz, DMS0-d6) & 9.57 (s, 1H), 8.06—
7.86 (m, 2H), 7.62-7.43 (m, 3H), 6.91 (d, ] = 8.2 Hz, 1H),
6.47 (d, ] = 2.5 Hz, 1H), 6.42 (dd, J = 8.3, 2.6 Hz, 1H),
2.08 (s, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO) & 165.29, 146.96, 134,81,
134.59, 131.13, 128.26, 127.78, 127.40, 124.87, 115.19,
111.43, 17.99.

Elemental Analysis: cale C 74.31%, H 6.05%,
N 12.38%; found C 74.22%, H 6.05%, N 12.08%.

m.p.: 201°C (lit: 199-201°C).*

N-(2-Methyl-4-nitrophenyl)benzamide (6)4'
Using Method A the title compound was isolated as a faint
yellow solid. 63%

"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 10.11 (s, 1H), 8.19
(dd, T= 2.6, 0.9 Hz, 1H), 8.12 (dd, J = 8.8, 2.8 Hz, IH),
8.05-7.98 (m, 2H), 7.84 (d, = 8.8 Hz, 1H), 7.68-7.52 (m,
3H), 241 (s, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO) & 165.59, 144.14, 143.00,
133.99, 133.88, 131.99, 128.47, 127.86, 125.57, 125.35,
121.49, 17.90.

Elemental Analysis: cale C 65.62%, H 4.72%,
N 10.93%; found C 65.38%, H 4.42%, N 10.74%.

m.p.: 186°C (lit:181-186°C).*?

N-(2,4-Dinitrophenyl)benzamide (7)®
Using Method A the title compound was isolated as
a yellow solid. Yield 23%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 11.23 (s, 1H), 8.76
(d, J=2.6 Hz, 1H), 8.59 (dd, ] = 9.1, 2.7 Hz, 1H), 8.15 (d,
J=9.1 Hz, 1H), 8.05-7.91 (m, 2H), 7.78-7.53 (m, 3H).
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3C NMR (75 MHz, DMSO) & 164.49, 156.60, 141.19,
139.12, 137.12, 134.71, 131.32, 129.31, 123.56, 121.58,
119.84, 117.83, 116.95,

Elemental Analysis: cale C 54.36%, H 3.16%,
N 14.63%: found C 54.21%, H 3.48%, N 14.80%.

m.p.: 199°C (lit: 199-201°C).*

N-(4-Amino-2-methoxyphenyl)benzamide (8)**
Using Method D the title compound was isolated as an off-
white solid. Yield 90%

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 9.17 (s, 1H), 8.01—
7.88 (m, 2H), 7.63-7.40 (m, 3H), 7.18 (d, J = 8.3 Hz, 1H),
6.31 (d, ] = 2.3 Hz, 1H), 6.15 (dd, J = 8.4, 2.3 Hz, 1H),
5.08 (s, 2H), 3.71 (s, 3H).

BC NMR (75 MHz, DMSO) & 153.40, 147.70, 134.82,
131.12,128.28, 127.29, 126.68, 115.16, 105.13, 97.61, 55.12.

Elemental Analysis: cale C 69.41%, H 5.81%,
N 11.56%; found C 69.49%, H 5.82%, N 11.38%.

m.p.: 115°C (lit: 112-113°C).

N-(2-Methoxy-4-nitrophenyl)benzamide (9)**
Using Method A the title compound was isolated as
a yellow solid. Yield 60%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 9.63 (s, 1H), 8.31
(d, J=18.9 Hz, IH), 8.03-7.88 (m, 3H), 7.85 (d, ] = 2.5 Hz,
1H), 7.69-7.49 (m, 3H), 4.00 (s, 3H).

C NMR (75 MHz, DMSO) § 165.32, 149.81, 14347,
133.76,132.16,128.57, 127.62, 121.16, 116.53, 105.97, 56.55.

Elemental Analysis: cale C 61.76%, H 4.44%,
N 10.29%:; found C 61.71%, H 4.53%, N 10.33%.

m.p.: 149°C (lit: 148-151°C).

N-(2-Chloro-4-nitrophenyl)benzamide (10)*
Using Method A the title compound was isolated as a pale-
yellow solid. Yield 59%

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 5 10.29 (s, LH), 8.41 (d,
J=2.6Hz, 1H),8.27(dd,J=9.0, 2.6 Hz, 1H), 8.09(d,1=9.0
Hz, 1H), 8.05-7.95 (m, 2H), 7.73-7.50 (m, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO) & 165.49, 144,45, 14131,
13337, 132.36, 128.59, 128.01, 127.89, 126.58, 124.85,
122.89.

Elemental Analysis: cale C 56.44%, H 3.28%,
N 10.13%; found C 56.14%, H 3.38%, N 10.18%.

m.p.: 161°C (lit: 160°C).

N-(4-Bromophenyl)picolinamide (I1)*
Using Method B the ftitle compound was isolated as
a white solid. Yield 75%

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 10.80 (s, 1H), 8.75
(ddd, J = 4.8, 1.7, 0.9 Hz, 1H), 8.17 (dt, J = 7.8, 1.2 Hz,
IH), 8.07 (td, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H), 7.96-7.88 (m, 2H),
7.69 (ddd, J = 7.5, 4.8, 1.4 Hz, 1H), 7.59-7.52 (m, 2H).

30 NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 162.65, 149.66, 148.41,
138.12, 137.77, 131.41, 127.00, 122.46, 122.24, 115.64.

Elemental Analysis: cale C 52.01%, H 3.27%,
N 10.11%; found C 51.74%, H 3.06%, N 10.10%.

m.p.: 148°C (lit: 147-148°C).*

2-Hydroxy-N-phenylbenzamide (12)*
Using Method A the title compound was isolated as
a white solid. Yield 61%

"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 11.83 (s, 1H), 10.40
(s, 1H), 7.99 (dd, T= 7.9, 1.7 He, IH), 7.75-7.69 (m, 2H),
7.51-7.33 (m, 3H), 7.18-7.09 (m, 1H), 7.03-6.93 (m, 2H).

BC NMR (75 MHz, DMSO) & 166.57, 15848, 138.10,
133.62, 128,99, 128.69, 124.15, 120.96, 11898, 117.42,
117.19.

Elemental Analysis: C 7323%, H 5.20%,
N 6.57%; found C 73.13%, H 5.21%, N 6.46%.

mp.: 132°C (lit: 127-129°C).%°

cale

N-(4-Cyanophenyl)-2-hydroxybenzamide (13)°'
Using Method A the title compound was isolated as
a white solid. Yield 47%

"H NMR (300 MHz, DMS0-d6) & 11.41 (s, 1H), 10.66
(s, 1H), 7.94 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.88 (dd, J =7.9, 1.7 Hz,
1H), 7.83 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.45 (ddd, J = 8.2, 7.2, 1.7
Hz, 1H), 7.05-6.92 (m, 2H).

*C NMR (75 MHz, DMSO) & 166.45, 157.49, 142.68,
133.67, 133.15, 129.48, 120.40, 119.18, 118.96, 118.47,
117.05, 105.57.

Elemental Analysis: cale C 70.58%, H 4.23%,
N 11.76%; found C 70.40%, H 4.11%, N 11.67%.

mp.: 176°C (lit: 175-176.5°C).”

N-(2,4-Dinitrophenyl)-2-hydroxybenzamide (14)%
Using Method A the title compound was isolated as
a yellow solid. Yield 22%

"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 12.41 (s, 1H), 11.96
(s, TH), 9.01 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 8.88 (d, J = 2.7 Hz, 1H),
8.59 (dd, J = 9.4, 2.8 Hz, 1H), 8.01 (dd, J = 8.0, 1.8 Hz,
1H), 7.50 (ddd, I = 8.6, 7.2, 1.8 Hz, 1H), 7.11-6.97
(m, 2H).

*C NMR (75 MHz, DMSO0) § 165.50, 142.73, 137.31,
132.90, 132.80, 128.81, 128.61, 127.91, 12549, 121.16.
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Elemental Analysis: cale C 51.49%, H 2.99%,
N 13.86%; found C 51.40%, H 2.77%, N 13.97%.
m.p.: 212°C (lit: 213-214°C).**

2-Hydroxy-N-(2-methoxy-4-nitrophenyl)benzamide (15)%%
Using Method A the title compound was isolated as
a yellow solid. Yield 45%

"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 11.86 (s, 1H), 11.28
(s, 1H), 8.73 (d, ] = 9.0 Hz, 1H), 8.03 (dd, J = 7.9, 1.8 Hz,
1H), 7.95 (dd, J = 9.0, 2.5 Hz, 1H), 7.85 (d, ] = 2.5 Hz,
1H), 7.45 (ddd, J = 8.2, 7.2, 1.8 Hz, 1H), 7.09-6.96 (mn,
2H), 4.04 (s, 3H).

'3CNMR (75 MHz, DMSO) & 163.54, 156.01, 147.85,
142.27, 134.60, 133.98, 131.09, 119.89, 118.33, 118.17,
117.34, 116.95, 105.64, 56.78.

Elemental Analysis: cale C 58.33%, H 4.20%,
N 9.72%; found C 58.15%, H 4.05%, N 9.54%.

m.p.: 207°C (lit: 205-206°C).

N-(2-Chloro-4-nitrophenyl)-2-hydroxybenzamide (16)°¢
Using Method A the title compound was isolated as a pale-
yellow solid. Yield 55%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 12.18 (s, 1H), 11.42
(s, LH), 8.89 (d, ] = 9.3 Hz, 1H), 844 (d, ] = 2.6 Hz, 1H),
8.31 (dd, 1 = 9.3, 2.7 Hz, 1H), 8.09 (dd, ] = 7.9, 1.8 Hz,
1H), 7.53 (ddd, J = 8.2, 7.2, 1.8 Hz, 1H), 7.16-7.02
(m, 2H).

BCNMR (75 MHz, DMSO0) & 163.74, 156.15, 142.21,
141.45, 134.41, 131.14, 124.67, 123.78, 122.09, 120.45,
120.03, 117.82, 116.98.

Elemental Analysis: cale C 53.35%, H 3.10%,
N 9.57%; found C 53.05%, H 3.32%, N 9.27%.

m.p.: 219°C (lit: 218-220°C).

4-Methyl-N-(4-nitro-2-(trifluoromethyl)phenyl)benzamide
(17)

Using Method A the title compound was isolated as
a paleyellow solid. Yield 12%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 10.31 (s, 1H), 8.56
(dd,J=8.7,2.7Hz, 1H), 8.52 (d, ] = 2.6 Hz, 1H), 7.96 (d, I =
8.8 Hz, 1H), 7.92-7.86 (m, 2H), 7.38 (d, ] = 7.9 Hz, 2H), 2.40
(s, 3H).

C NMR (75 MHz, DMSO) & 166.12, 145.09, 14245,
141.88, 141.86, 141.84, 13148, 130.41, 129.09, 127.87,
127.80,126.04, 125.63, 124.29, 122.32, 122.25, 120.66, 20.99.

Elemental Analysis: cale C 55.56%, H 3.42%,
N 8.64%; found C 55.46%, H 3.25%, N 8.39%.

m.p.: 144°C.

4-Chloro-N-phenylbenzamide (18)°7
Using Method A the title compound was isolated as
a white solid. Yield 63%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 10.32 (s, 1H), 8.-
04-7.95 (m, 2H), 7.83-7.74 (m, 2H), 7.65-7.55 (m, 2H),
7.36 (dd, T = 8.5, 7.3 Hz, 2H), 7.16-7.07 (m, LH).

3C NMR (75 MHz, DMSO) § 164.38, 138.92, 136.34,
133.61, 129.57, 128.58, 128.40, 123.77, 120.38.

Elemental Analysis: cale C 67.40%, H 4.35%,
N 6.05%; found C 67.37%, H 4.21%, N 5.93%.

m.p.: 198°C (lit: 200-201°C).

4-Chloro-N-(pyridin-2-yl)benzamide (19)°®
Using Method C the title compound was isolated as
a white solid. Yield 78%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6)  12.13 (s, 1H), 8.51
(ddd, J = 5.7, 1.7, 0.9 Hz, 1H), 8.36-8.14 (m, 4H), 7.73-
7.60 (m, 2H), 747 (ddd, J = 7.1, 5.6, 1.5 Hz, 1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 165.86, 149.58, 143.24,
142.44, 137.80, 131.38, 13033, 128.66, 120.45, 116.30.

LC-MS tg = 22.3 min; [M+H]" = 232.9; 100%.

m.p.: 138°C (lit: 137-139°C).%*

4-Chloro-N-(4-cyanophenyl)benzamide (20)
Using Method A the title compound was isolated as
a white solid. Yield 49%

"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 10.67 (s, 1H), 8.00
(d, = 1.6 Hz, 2H), 7.97 (d, J = 1.8 Hz, 2H), 7.81 (d, J =
8.8 Hz, 2H), 7.61 (d, J = 8.6 Hz, 2H).

3C NMR (75 MHz, DMSO) & 164.97, 143.25, 136.87,
133.04, 132.97, 129.75, 128.49, 120.18, 118.98, 105.48.

Elemental Analysis: cale C 65.51%, H 3.53%,
N 10.91%; found C 65.62%, H 3.51%, N 10.95%.

m.p.: 208°C.

4-Chloro-N-(2-methyl-4-nitrophenyl)benzamide (21)%
Using Method A the title compound was isolated as
a yellow solid. Yield 52%

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 10.18 (s, 1H), 8.19
(d, J=2.7 Hz, 1H), 8.11 (dd, ] = 8.8, 2.7 Hz, 1H), 8.02 (d,
J =8.6Hz, 2H), 7.81 (d, ] = 8.8 Hz, 1H), 7.63 (d, J = 8.6
Hz, 2H), 2.40 (s, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO) & 164.57, 144.26, 142.76,
136.83, 134.00, 132.70, 129.81, 128.53, 125.72, 125.36,
121.48, 17.89.
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Elemental Analysis: cale C 57.84%, H 3.81%,
N 9.64%; found C 58.03%, H 3.99%, N 9.64%.
m.p.: 193°C.

4-Chloro-N-(2-methoxy-4-nitrophenyl)benzamide (22)
Using Method A the title compound was isolated as
a yellow solid. Yield 54%

'H NMR (300 MHz, DMSO0-d6) § 9.83 (s, 1H), 8.24
(d, J=18.9 Hz, 1H), 8.03-7.91 (m, 3H), 7.88 (d, J = 2.5 Hz,
1H), 7.67-7.58 (m, 2H), 4.00 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO) & 164.51, 150.30, 143.83,
136.97, 133.55, 132.59, 129.72, 128.60, 122.03, 116.45,
106.18, 56.56.

Elemental Analysis: cale C 54.83%, H 3.62%,
N 9.13%,; found C 54.67%, H 3.57%, N 8.86%.

m.p.: 200°C (decomposition).

4-Chloro-N-(2-chloro-4-nitrophenyl)benzamide (23)
Using Method A the title compound was isolated as
a yellow solid. Yield 17%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 10.42 (s, 1H), 8.43
(d, ] = 2.6 Hz, 1H), 8.27 (dd, J = 8.9, 2.6 Hz, 1H),
8.09-7.98 (m, 3H), 7.66 (d, J = 8.6 Hz, 2H).

3C NMR (75 MHz, DMSO) & 164.56, 144.69, 141,12,
137.19, 132.13, 129.87, 128.69, 128.32, 127.00, 124.90,
122.89.

Elemental Analysis: cale C 50.19%, H 2.59%,
N 9.00%; found C 50.44%, H 2.30%, N 8.96%.

m.p.: 219°C.

4-Bromo-N-(2-chloro-4-nitrophenyl)benzamide (24)
Using Method A the title compound was isolated as an off-
white solid. Yield 20%

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 1041 (s, 1H),
8.41 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 8.27 (dd, J = 9.0, 2.6 Hz,
IH), 8.04 (d, T = 9.0 Hz, IH), 7.99-7.92 (m, 2H),
7.83-7.76 (m, ZH).

3C NMR (75 MHz, DMSO) & 164.70, 144.65, 141.10,
13249, 131.62, 130.00, 128.25, 126.92, 126.19, 124.88,
122.88.

Elemental Analysis: cale C 43.91%, H 2.27%,
N 7.88%,; found C 43.65%, H 1.90%, N 7.53%.

m.p.: 205°C.

5-Amino-2-hydroxy-N-phenylbenzamide (25)°'
Using Method D the title compound was isolated as an off-
white solid. Yield 90%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 10.47 (s, 1H),
7.69 (dd, 1 = 8.3, 1.3 Hz, 2H), 7.36 (t, ] = 7.9 Hz,
2H), 7.21-7.15 (m, 1H), 7.12 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 6.73
(d, J = 2.0 He, 2H), 4.72 (s, 2H).

13C NMR (75 MHz, DMSO0) & 165.96, 148.64, 140.98,
138.50, 128.72, 123.71, 12037, 120.29, 118.02, 117.50,
113.68.

Elemental Analysis: cale C 68.41%, H 5.30%,
N 12.27%; found C 68.01%, H 4.96%, N 12.38%.

m.p.: 176°C (lit: l'Jv'zLI'Jv'()"C).“’2

2-Hydroxy-5-nitro-N-phenylbenzamide (26)5'
Using Method A the title compound was isolated as
a white solid. Yield 61%

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 12.78 (s, 1H),
10.57 (s, 1H), 879 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 8.29 (dd, J =
9.1, 2.9 Hz, 1H), 7.72 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.39 (t, ] =
7.7 Hz, 2H), 7.16 (dd, J = 8.4, 5.5 Hz, 2H).

PC NMR (75 MHz, DMSO) & 164.08, 163.27,

139.34, 137.89, 128.75, 128.33, 12571, 12439,
120.77, 119.33, 117.97,
Elemental Analysis: cale C 60.47%, H 3.90%,

N 10.85%; found C 60.20%, H 3.85%, N 10.65%.
m.p.: 223°C (lit: 219-221°C).

5-Chloro-2-hydroxy-N-phenylbenzamide (27)%¢
Using Method A the title compound was isolated as
a white solid. Yield 62%

"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 11.87 (s, 1H), 10.41
(s, 1H), 7.98 (d, J = 2.7 Hz, IH), 7.77-7.64 (m, 2H), 7.47
(dd, T = 8.8, 2.7 Hz, 1H), 7.43-7.32 (m, 2H), 7.21-7.10
(m, IH), 7.02 (d, J = 8.8 Hz, 1 H).

3¢ NMR (75 MHz, DMSO) & 164.96, 156.87,

137.95, 132.99, 128.72, 128.32, 124.29, 122.68,
120.81, 119.45, 119.04.
Elemental Analysis: cale C 63.04%, H 4.07%,

N 5.66%; found C 62.83%, H 4.17%, N 5.55%.
m.p.: 209°C (lit: 211-212°C).%

5-Chloro-N-(2-chlorophenyl)-2-hydroxybenzamide (28)*
Using Method A the title compound was isolated as a pale-
yellow solid. Yield 46%

"HNMR (300 MHz, DMSO-d6) & 12.26 (s, 1H), 10.88
(s, IH), 8.40 (dd, J= 8.3, 1.6 Hz, 1H), 7.99 (d, ] = 2.8 Hz,
IH), 7.54 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H), 7.48 (dd, J = 8.7, 2.8
Hz, 1H), 7.43-7.34 (m, 1H), 7.17 (ddd, T = 8.0, 7.4, 1.6
Hz, 1H), 7.07 (d, ] = 8.8 Hz, 1H).
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3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 162.59, 155.35,
134.98, 133.33, 129.72, 129.29, 127.78, 125.32, 123.46,
122,76, 119.58, 118.99.

Elemental Analysis: cale C 55.35%, H 3.22%,
N 4.96%: found C 55.35%, H 3.31%, N 4.75%.

m.p.: 189°C (lit:184-186°C).2

5-Chloro-N-(3-chlorophenyl)-2-hydroxybenzamide (29)%
Using Method A the title compound was isolated as a pale-
yellow solid. Yield 41%

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 11.65 (s, 1H), 10.49
(s, 1H), 7.92 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 7.90 (d, ] = 2.7 Hz, 1H),
7.61 (ddd, J = 8.3,2.1, 1.0 Hz, 1H), 747 (dd, ] = 8.8, 2.7
Hz, 1H), 7.40 (t, ] = 8.1 Hz, 1H), 7.20 (ddd, J = 8.0, 2.1,
1.0 Hz, 1H), 7.02 (d, I = 8.8 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 164.96, 156.41,
139.55, 133.01, 130.39, 128.44, 123.87, 122.72, 120.05,
119.94, 118.99.

Elemental Analysis: cale C 55.35%, H 3.22%,
N 4.96%; found C 55.12%, H 3.25%, N 4.86%.

m.p.: 219°C (lit: 217-218°C).

Ethyl 4-(5-chloro-2-hydroxybenzamido)benzoate (30)%
Using Method A the title compound was isolated as a pale-
yellow solid. Yield 37%

"H NMR (300 MHz, DMS0-d6) & 11.63 (s, 1H), 10.65
(s, IH), 8.03-7.93 (m, 2H), 7.92-7.83 (m, 3H), 7.47 (dd,
I=8.8,2.7Hz, 1H), 7.03 (d, ] = 8.8 Hz, 1H), 430 (q, ] =
7.1 Hz, 2H), 1.32 (t, ] = 7.1 Hz, 3H).

CNMR (75 MHz, DMSO) & 165.22, 164.87, 156.25,
14253, 132.99, 130.11, 128.61, 125.00, 122.74, 120.28,
119.80, 118.96, 60.49, 14.17.

Elemental Analysis: calc C 60.10%, H 4.41%,
N 4.38%; found C 60.46%, H 4.38%, N 4.32%.

m.p.: 214°C (lit: 212-214°C).

5-Chloro-2-hydroxy-N-(4-(trifluoromethyl)phenyl)benza-
mide (31)%
Using Method A the title compound was isolated as a pale-
yellow solid. Yield 62%

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 11.65 (s, 1H), 10.65
(s, 1H), 7.94 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.90 (d, J = 2.7 Hz, 1H),
7.72 (dd, J = 8.7, 0.9 Hz, 2H), 7.46 (dd, J = 8.8, 2.7 Hz,
1H), 7.03 (d, J = 8.8 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO0) & 165.02, 156.30, 141.75,
141.73, 133.02, 128.57, 125.97, 125.92, 122.78, 120.39,
120.07, 118.95.

Elemental Analysis: cale C 53.27%, H 2.87%,
N 4.44%; found C 53.09%, H 2.63%, N 4.38%.
m.p.: 221°C (lit: 222-223°C).%}

5-Chloro-2-hydroxy-N-(4-nitrophenyl)benzamide (32)%°
Using Method A the title compound was isolated as
a yellow solid. Yield 9%

"HNMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 11.46 (s, 1H), 10.84 (s,
1H), 828 (d, = 9.2 Hz, 2H), 7.99 (d, J= 9.2 Hz, 2H), 7.84 (d,
1=2.8Hz, 1H),7.48 (dd, J= 8.8, 2.8 Hz, 1H), 7.04 (d, ] = 8.8
Hz, 1H).

3¢ NMR (75 MHz, DMSO) & 164.98, 155.83, 144.50,
142.70, 133.00, 12873, 124.85, 122.77, 120.88, 120.01,
118.90.

Elemental Analysis: cale C 53.35%, H 3.10%,
N 9.57%; found C 53.37%, H 3.02%, N 9.36%.

m.p.: 259°C (li: 260-262°C).*

5-Chloro-2-hydroxy-N-(4-(trifluoromethoxy)phenyl)ben-
zamide (33)%*

Using Method A the title compound was isolated as
a white solid. Yield 60%

"HNMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 11.76 (s, 1H), 10.54 (s,
IH), 7.94 (d, J = 2.7 Hez, 1H), 7.83 (d, I = 9.0 Hz, 2H), 7.46
(dd, T=8.8, 2.7 Hz, 1H), 7.41-7.30 (m, 2H), 7.02 (d, J = 8.8
Hz, 1H).

*CNMR (75 MHz, DMSO) § 165.04, 156.73, 144.25 (m),
137.21, 133.02, 12836, 122.71, 122.12, 12146, 119.51,
118.99.

Elemental Analysis: cale C 50.70%, H 2.74%,
N 4.22%; found C 50.30%, H 2.65%, N 4.06%.

m.p.: 200°C (lit: 200-202°C).

N-(4-Bromophenyl)-5-chloro-2-hydroxybenzamide (34)%7
Using Method A the title compound was isolated as
a yellow solid. Yield 55%

"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 11.75 (s, LH), 7.93 (d,
1=2.7Hz, 1H), 7.76-7.65 (m, 2H), 7.59-7.50 (m, 2H), 7.45
(dd, J = 8.8, 2.7 Hz, 1H), 7.01 (d, ] = 8.8 Hz, 1H).

3¢ NMR (75 MHz, DMSO) & 164.92, 156.63, 137.43,
133.00, 131.52, 128.38, 122.71, 122.57, 119.64, 119.00,
115.97.

Elemental Analysis: cale C 47.81%, H 2.78%,
N 4.29%; found C 47.49%, H 2.47%, N 3.94%.

m.p.: 237°C (lit: 240-241.5°C).°%

5-Chloro-2-hydroxy-N-(2-methyl-4-nitrophenyl)benza-
mide (35)°7
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Using Method A the title compound was isolated as
a yellow solid. Yield 16%

"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 12.33 (s, 1H), 10.73
(s, LH), 8.52 (d, J = 9.0 Hz, [H), 8.25-8.11 (m, 2H), 7.98
(d, J=2.8 Hz, 1H), 7.53 (dd, ] = 8.7, 2.8 Hz, [H), 7.10 (d,
J=8.7 Hz, 1H), 2.45 (s, 3H).

3C NMR not performed due to poor solubility.

Elemental Analysis: cale C 54.83%, H 3.62%,
N 9.13%; found C 54.78%, H 3.32%, N 8.96%.

m.p.: 229°C (lit: 225-227).

N-(2,4-Bis(trifluoromethyl)phenyl)-5-chloro-2-hydroxy-
benzamide (36)"°

Using Method A the title compound was isolated as an off-
white solid. Yield 51%

"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 11.42 (s, 1H), 10.76
(s, 1H), 8.36 (d, J = 1.8 Hz, 2H), 7.91-7.63 (m, 2H), 7.39
(dd, J = 8.8, 2.7 Hz, 1H), 6.96 (d, ] = 8.8 Hz, 1H).

C NMR (75 MHz, DMSO) & 165.46, 156.39, 140.14,
13321, 130.64 (q, J = 32.9 Hz), 128.47, 124.94, 122.73,
121.33,120.22, 119.74, 118.97,116.70 (q. T = 7.8, 4.0 Hz).

Elemental Analysis: cale C 46.96%, H 2.10%,
N 3.65%; found C 46.73%, H 1.70%, N 3.61%.

m.p.: 171°C.

5-Chloro-2-hydroxy-N-(4-nitro-2-(trifluoromethyl)phenyl)
benzamide (37)
Using Method A the title compound was isolated as a pale-
yellow solid. Yield 63%

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 12.51 (s, 1H), 11.24
(s, IH), 8.77 (d, = 9.2 Hz, 1H), 8.53 (dd, ] =9.2, 2.7 Hz,
IH), 8.43 (d, ] = 2.7 Hz, 1H), 791 (d, ] = 2.8 Hz, 1H),
7.51 (dd, J = 8.8, 2.8 Hz, 1H), 7.06 (d, ] = 8.8 Hz, 1H).

C NMR (75 MHz, DMSO0) § 162.50, 155.11, 142.28,
141.10, 134.09, 130.06, 128.68, 123.81, 123.74, 122.11,
122.02, 118.98, 118.95, 118.26.

Elemental Analysis: cale C 46.62%, H 2.24%,
N 7.77%; found C 46.32%, H 1.94%, N 7.64%.

m.p.: 191°C.

5-Chloro-2-hydroxy-N-(2-methoxy-4-nitrophenyl)benza-
mide (38)"
Using Method A the title compound was isolated as an off-
white solid. Yield 13%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 12.25 (s, 1H), 11.24
(s, 1H), 8.69 (d,] = 9.0 Hz, 1H), 8.04-7.82 (m, 3H), 7.50 (dd,
J=8.7,29 Hz, 1H), 7.08 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 4.04 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO) § 162.21, 154.92, 147.93,
142.54, 134.19, 133.54, 130.00, 123.62, 119.85, 119.04,
118.34, 117.31, 105.72, 56.84.

Elemental Analysis: cale C 52.10%, H 3.28%,
N 8.68%; found C 52.10%, H 3.28%, N 8.65%.

m.p.: 230°C (lit: 233-235°0).72

Dimethyl
(39)
Using Method A the title compound was isolated as a pale-
yellow solid. Yield 57%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 12.05 (s, 1H), 11.89
(s, 1H), 9.23 (d, ] = 1.6 Hz, 1H), 8.09 (d, J = 8.3 Hz, 1H),
7.92(d,J =28 Hz, IH), 7.77 (dd, ] = 8.2, 1.7 Hz, 1H), 7.49
(dd, J= 8.8, 2.8 Hz, 1H), 7.06 (d, ] = 8.8 Hz, 1H), 3.91 (s,
3H), 3.90 (s, 3H).

*C NMR (75 MHz, DMSO) 3 166.13, 165.35, 163.21,
155.43, 139.41, 133.74, 133.34, 131.12, 129.96, 123.60,
123.07, 122.67, 121.54, 120.19, 118.83, 52.78, 52.58.

Elemental Analysis: cale C 56.13%, H 3.88%, N 3.85%;
found C 56.53%, H 3.64%, N 4.00%.

m.p.: 193°C.

2-(5-chloro-2-hydroxybenzamido)terephthalate

5-Chloro-2-hydroxy-N-(5-fluoro-2-nitrophenyl)benzamide
(40)
Using Method A the title compound was isolated as
a yellow solid. Yield 11%

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 12.24 (s, 1H). 12.20
(s, 1H), 8.58 (dd, J = 11.9, 2.9 Hz, 1H), 8.30 (dd, J = 9.2,
5.8 Hz, 1H), 7.90 (d, ] = 3.0 Hz, 1H), 7.49 (dd, ] = 8.6, 2.9
Hz, 1H), 7.20 (ddd, J = 9.8, 7.3, 3.0 Hz, 1H), 7.05 (d, T =
8.7 Hz, 1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 164.87 (d, ] = 252.5
Hz), 163.08, 155.34, 136.01 (d, J = 13.7 Hz), 134.52 (d,
I = 2.7 Hz), 133.83, 130.12, 128.75 (d, J = 11.4 Hz),
123.36, 119.48, 118.92, 111.09 (d, J = 24.2 Hz), 109.40
(d, J = 29.8 Hz).

Elemental Analysis: cale C 50.26%, H 2.60%,
N 9.02%; found C 50.19%, H 2.73%, N 9.02%.

m.p.: 178°C.

5-Chloro-2-hydroxy-N-(4-methyl-3-nitrophenyl)benza-
mide (41)
Using Method A the title compound was isolated as
a brown solid. Yield 37%

"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 11.61 (s, 1H), 10.65 (s,
1H), 8.50 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.89 (dd, ] = 8.1, 2.5 Hz, 2H),
7.58-744 (m, 2H), 7.03 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 3.33 (s, 3H).
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PCNMR (75 MHz, DMS0) § 165.18, 156.50, 148.51,
137.04, 133.10, 133.04, 128.39, 128.15, 125.13, 122.69,
119.80, 119.02, 115.79, 19.19.

Elemental Analysis: cale C 54.83%, H 3.62%,
N 9.13%; found C 55.21%, H 3.50%, N 8.73%.

m.p.: 278°C.

5-Chloro-2-hydroxy-N-(3,4-dimethoxyphenyl)benzamide
@)
Using Method A the title compound was isolated as
a yellow solid. Yield 29%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 12.04 (s, 1H), 10.30
(s, IH), 8.01 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 7.46 (dd, ] = 8.8, 2.7 Hz,
1H), 7.39 (d, ] = 2.4 Hz, 1H), 7.25 (dd, J = 8.7, 2.4 Hz,
1H), 7.01 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 8.7 Hz, 1H),
3.77 (s, 3H), 3.75 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, DMSO0) § 165.02, 157.36, 148.46,
145.70, 133.03, 131.21, 127.99, 122.58, 119.10, 118.81,
113.05, 111.77, 106.00, 55.63, 55.42.

Elemental Analysis: cale C 58.55%, H 4.59%,
N 4.55%; found C 58.53%, H 4.68%, N 4.46%.

m.p.: 185°C.

5-Chloro-2-hydroxy-N-(3,5-dichlorophenyl)benzamide
(@39

Using Method A the title compound was isolated as a pale-
yellow solid. Yield 56%

"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 11.75-11.27 (s, 1H),
10.56 (s, 1H), 7.90-7.76 (m, 2H), 7.47 (dd, ] = 8.8, 2.7 Hz,
1H), 7.34 (t, ] = 1.9 Hz, 1H), 7.03 (d, J] = 8.8 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO) § 16499, 156.11, 140.56,
133.99, 133.05, 128.53, 123.23, 122.74, 120.21, 118.93,
118.54.

Elemental Analysis: cale C 49.32%, H 2.55%,
N 4.42%; found C 49.70%, H 2.20%, N 4.36%.

m.p.: 247 °C (lit: 247-249 °C).

2-Chloro-4-nitro-N-(2-chlorophenyl)benzamide (44)
Using Method A the title compound was isolated as an off-
white solid. Yield 50%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 10.52 (s, 1H), 8.42
(d, J=2.2 Hz, 1H), 8.32 (dd, ] = 8.4, 2.2 Hz, 1H), 7.92 (d,
J =184 Hz IH), 7.74 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H), 7.58 (dd,
J=18.0, 1.5 Hz, 1H), 743 (td, J = 7.6, 1.6 Hz, 1H), 7.32
(td, 1 = 7.7, 1.7 Hz, LH).

BC NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 163.90, 148.38,
141.98, 133.87, 131.20, 130.11, 129.72, 128.35, 127.69,
127.56, 124.57, 122.40.

Elemental Analysis: cale C 50.19%, H 2.59%,
N 9.00%; found C 50.11%, H 2.70%, N 8.81%.
m.p.: 171°C.

2-Chloro-4-nitre-N-(3-chlorophenyl)benzamide (45)
Using Method A the title compound was isolated as an off-
white solid. Yield 51%

IH NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 10.95 (s, 1H), 8.44
(d, J=2.2 Hz, 1H), 8.32 (dd, J= 8.4, 2.2 Hz, 1H), 7.99-7.87
(m, 2H), 7.58 (ddd, J =8.3,2.1, 1.0 Hz, 1H), 742 (t, T = 8.1
Hz, 1H), 7.22 (ddd, J = 8.0, 2.1, 1.0 Hz, 1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 163.57, 148.44,
141.85, 139.78, 133.18, 131.09, 130.62, 130.06, 124.63,
123.98, 122.49, 119.14, 118.09.

Elemental Analysis: cale C 50.19%, H 2.59%,
N 9.00%; found C 50.26%, H 2.64%, N 8.92%.

m.p.: 163°C.

2-Chloro-4-nitro-N-(4-nitrophenyl)benzamide (46)"*
Using Method A the title compound was isolated as a pale-
yellow solid. Yield 39%

"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 11.36 (s, 1H), 8.45
(d, J=2.2 Hz, 1H), 8.36-8.25 (m, 3H), 7.97 (dd, J = 8.7,
5.3 Hez, 3H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 164.04, 148,58, 144,35,
142.96, 14145, 131.09, 130.15, 125.03, 124.67, 122.54,119.54.

Elemental Analysis: cale C 48.54%, H 2.51%,
N 13.06%; found C 48.16%, H 2.63%, N 12.81%.

m.p.: 197°C (lit: 196-198°C).

2-Chloro-4-nitro-N-(5-chloro-2-hydroxyphenyl)benzamide
(47)
Using Method B the title compound was isolated as
a yellow solid. Yield 20%
"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 10.26 (s, LH), 10.11
(s, 1H), 8.38 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.27 (dd, J = 8.4, 2.2 Hz,
LH), 8.01 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.85 (d, ] = 8.4 Hz, IH),
7.08 (dd, J = 8.6, 2.6 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 8.6 Hz, 1H).
BC NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 163.88, 14822,
147.47, 142.16, 131.16, 130.13, 126.51, 124.96, 124.35,
122.24, 121.98, 116.59.
Elemental Analysis: cale C 47.79%, H
N 8.56%; found C 47.68%, H 2.48%, N 8.51%.
m.p.: 223°C.

2.47%,

3,4-Diethoxy-N-(4-(trifluoromethoxy)phenyl)benzamide (48)
Using Method A the title compound was isolated as
a white solid. Yield 66%
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'"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 10.22 (s, 1H), 7.-
95-7.81 (m, 2H), 7.60 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 1H), 7.53 (d,
J = 2.1 Hz, 1H), 7.41-7.30 (m, 2H), 7.08 (d, J = 8.5 Hz,
1H), 4.11 (qd, J = 7.0, 1.7 Hz, 4H), 1.36 (td, J = 6.9, 1.1
Hz, 6H).

3C NMR (75 MHz, DMSO) & 165.01, 151.23, 147.59,
143.67, 143.64, 138.50, 12646, 121.63, 121.35, 121.16,
112.52, 111.99, 63.96, 63.82, 14.67, 14.55.

Elemental Analysis: cale C 58.54%, H 4.91%,
N 3.79%; found C 58.64%, H 5.16%, N 3.66%.

m.p.: 173°C.

3,4-Diethoxy-N-(4-bromophenyl)benzamide (49)
Using Method A the title compound was isolated as
a white solid. Yield 57%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 10.16 (s, 1H), 7.
79-7.71 (m, 2H), 7.59 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 1H), 7.56-7.49
(m, 3H), 7.07 (d, J=8.5 Hz, 1H),4.11(qd, ] = 7.0, 1.3 Hz,
4H), 1.36 (td, J = 7.0, 1.1 Hz, 6H).

C NMR (75 MHz, DMSO) & 164.96, 151.19, 147.57,
138.67, 131.31, 126.53, 122.22, 121.14, 115.03, 112.48,
111.99, 63.96, 63.82, 14.69, 14.57.

Elemental Analysis: cale C 56.06%, H 4.98%,
N 3.85%; found C 56.19%, H 5.26%, N 3.77%.

m.p.: 198°C.

3,4-Diethoxy-N-(4-nitro-2-(trifluoromethyl)phenyl)benza-
mide (50)

Using Method A the title compound was isolated as
a white solid. Yield 64%

"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 10.20 (s, 1H), 8.56
(dd, T=8.7,2.7 Hz, 1H), 8.52 (d, J= 2.7 Hz, IH), 7.93 (d,
J=8.8 Hz, 1H), 7.60 (dd, T = 8.4, 2.1 Hz, 1H), 7.53 (d,J =
2.1 Hz, 1H), 7.12 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 4.24-4.01 (m, 4H),
1.37 (t, T = 6.9 Hz, 6H).

3C NMR (75 MHz, DMSO) 5 165.66, 151.64, 147.68,
145.02, 142.03, 131.43, 127.87, 125.97, 125.56, 125.10,

122.36, 121.35, 112.38, 112.13, 63.92, 63.88, 14.63,
14.53.
Elemental Analysis: cale C 54.27%, H 4.30%,

N 7.03%; found C 54.18%, H 4.22%, N 6.96%.
m.p.: 158°C.

3,4-Diethoxy-N-(2-chloro-4-nitrophenyl)benzamide (51)
Using Method A the title compound was isolated as an off-
white solid. Yield 65%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 10.08 (s, LH), 8.41
(d, J=2.6 Hz, 1H), 8.26 (dd, J = 9.0, 2.6 Hz, 1H), 8.04 (d,

1=9.0 Hz, 1H), 7.64 (dd, ] = 8.4, 2.1 Hz, 1H), 7.56 (d, I =
2.1 He, 1H), 7.11 (d, J=8.5 Hz, 1H), 4.12 (qd, T =6.9, 5.4
Hz, 4H), 1.37 (t, ] = 6.9 Hz, 6H).

13C NMR (75 MHz, DMSO0) & 164.82, 151.71, 147.70,
144.28, 141.56, 127.89, 126.54, 125.22, 124.84, 122.86,
121.51, 112.43, 112.10, 63.94, 63.89, 14.65, 14.54.

Elemental Analysis: cale C 55.98%, H 4.70%,
N 7.68%; found C 56.00%, H 4.69%, N 7.54%.

m.p.: 168°C.

N-Phenylbenzo[d][ I 3]dioxole-5-carboxamide (52)"°
Using Method A the title compound was isolated as
a white solid. Yield 64%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 10.06 (s, 1H), 7.83—
7.72 (m, 2H), 7.59 (dd, J = 8.2, .8 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 1.8
Hz, 1H), 7.34 (dd, ] = 8.5, 7.3 Hz, 2H), 7.15-7.02 (m, 2H),
6.14 (s, 2H).

*C NMR (75 MHz, DMSO) 6 164.44, 149.98, 147.32,
139.18, 128.70, 128.50, 123.46, 122.79, 120.31, 107.87,
107.68, 101.76.

Elemental Analysis: cale C 69.70%, H 4.60%,
N 5.81%,; found C 69.54%, H 4.65%, N 5.77%.

m.p.: 142°C (lit: 138-139°C)."®

N-(4-Cyanophenyl)benzo[d][ |,3]dioxole-5-carboxamide
(53)

Using Method A the title compound was isolated as
a white solid. Yield 48%

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 10.44 (s, 1H), 7.97 (d,
J=88Hz, 2H), 780 (d, ] = 8.7 Hz, 2H), 7.59 (dd, J = 8.1, 1.8
Hz, 1H), 7.52 (d,]= 1.8 Hz, 1H), 7.08 (d, ] = 8.1 Hz, 1H), 6.15
(s, 2H).

13C NMR (75 MHz, DMSO) 8 165.02, 150.42, 147.41,
143.54, 133.02, 128.01, 123.21, 120.06, 119.06, 107.96,
107.80, 105.10, 101.91.

Elemental Analysis: cale C 67.67%, H 3.79%,
N 10.52%; found C 67.62%, H 3.87%, N 10.67%.

m.p.: 193°C.

N-(2-Methyl-4-nitrophenyl)benzo[d][|,3]dioxole-5-car-
boxamide (54)

Using Method A the title compound was isolated as an off-
white solid. Yield 18%

"H NMR (300 MHz, DMSO0-d6) & 9.92 (s, 1H), 8.19 (d,
J=2.7Hz, 1H), 8.10 (dd, J = 8.8, 2.8 Hz, 1H), 7.78 (d, J =
8.8 Hz, 1H), 7.61 (dd, J=8.1, 1.8 Hz, I1H), 7.53 (d, ] = 1.8
Hz, 1H), 7.09 (d, ] = 8.2 Hz, 1H), 6.15 (s, 2H), 2.39 (s, 3H).

submit your manuseript

Dove

380

Drug Design, Development and Therapy 2020:14

102



Drug Design, Development and Therapy downloaded from hitps //www.dovepress.com/ by 141.90.2.58 on 01-Apr-2020
For personal use only.

Dove

Hagenow et al

PCNMR (75 MHz, DMSO) § 164.56, 150.40, 147.43,
144.05, 143.11, 133.85, 127.74, 125.59, 125.33, 123.20,
121.47, 108.02, 107.83, 101.88, 17.89.

Elemental Analysis: cale C 60.00%, H 4.03%,
N 9.33%; found C 59.85%, H 3.76%, N 9.22%.

m.p.: 230°C.

N-(2,4-Dinitrophenyl)benzo[d][1,3]dioxole-5-carboxamide
(55)
Using Method A the title compound was isolated as
a yellow solid. Yield 10%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 11.04 (s, 1H), 8.74
(d, J=2.6 Hz, 1H), 8.57 (dd, ] = 9.0, 2.7 Hz, 1H), 8.12 (d,
I=9.1 Hz, 1H), 7.59 (dd, J=8.2, 1.8 Hz, 1H), 7.47 (d, I =
1.8 Hz, 1H), 7.12 (d, ] = 8.2 Hz, 1H), 6.17 (s, 2H).

*CNMR (75 MHz, DMSO) & 164.49, 151.20, 147.73,
14252, 140.60, 137.48, 128.56, 126.54, 125.30, 123.62,
121.14, 108.26, 107.68, 102.18.

Elemental Analysis: cale C 50.77%, H 2.74%,
N 12.69%; found C 50.84%, H 2.46%, N 12.68%.

m.p.: 200°C.

N-(2-Methoxy-4-nitrophenyl)benzo[d][ | ,3]dioxole-5-car-
boxamide (56)

Using Method A the title compound was isolated as
a yellow solid. Yield 33%

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 9.53 (s, LH), 8.24 (d,
I=8.9Hz 1H), 7.94 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H), 7.87 (d, ] =
2.5 Hz, 1H), 759 (dd, J=8.2, 1.8 Hz, 1H), 7.52 (d, ] = 1.8
Hz, 1H), 7.08 (d, ] = 8.1 Hz, 1H), 6.15 (s, 2H), 4.01 (s, 3H).

BC NMR (75 MHz, DMSO) & 164.40, 150.58, 150.01,
147.55, 143.50, 133.87, 127.62, 123.09, 121.56, 116.53,
108.09, 107.67, 106.07, 101.96, 56.57.

Elemental Analysis: cale C 56.97%, H 3.82%,
N 8.86%; found C 56.67%, H 3.71%, N 8.64%.

m.p.: 237°C.

N-(2-Chloro-4-nitrophenyl)benzo[d][ |,3]dioxole-5-car-
boxamide (57)
Using Method A the title compound was isolated as a pale-
yellow solid. Yield 53%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 10.11 (s, 1H), 8.41
(d, J=2.6 Hz, 1H), 8.26 (dd, ] = 9.0, 2.6 Hz, [H), 8.04 (d,
J=9.0Hz, 1H), 7.63 (dd, J=8.2, .8 Hz, 1H), 753 (d, T =
1.8 Hz, 1H), 7.10 (d, ] = 8.2 Hz, 1H), 6.16 (s, 2H).

C NMR (75 MHz, DMSO) § 164.49, 150.72, 147.55,
144.38, 14141, 12799, 127.12, 126.65, 124.85, 123.39,
122.86, 108.12, 107.78, 101.99.

Elemental Analysis: cale C 52.44%, H 2.83%,
N 8.74%; found C 52.20%, H 2.85%, N 8.65%.
m.p.: 227°C.

N-(2-Chloro-4-nitrophenyl)-2-naphthamide (58)
Using Method A the title compound was isolated as a pale-
yellow solid. Yield 52%

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.86 (d, J = 9.2
Hz, 1H), 8.79 (s, 1H), 8.43-8.37 (m, 1H), 8.31 (d, I = 2.5
Hz, 1H), 8.19 (ddd, J = 9.3, 2.6, 0.5 Hz, 1H), 7.99-7.82
(m, 4H), 7.63-7.49 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, CDCI3) § 165.44, 143.07, 140.51,
135.31, 132.57, 130.76, 129.30, 129.24, 128.64, 128.32,
127.92, 127.37, 124.76, 123.83, 123.06, 122.59, 120.24.

Elemental Analysis: cale C 62.49%, H 3.39%,
N 8.57%; found C 62.72%, H 3.09%, N 8.71%.

m.p.: 225°C.

| -Hydroxy-N-(2-chloro-4-nitrophenyl)-2-naphthamide
(59)55

Using Method A the title compound was isolated as
a yellow solid. Yield 10%

"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 12.21 (s, 1H), 11.64
(s, 1H), 8.91 (d, T = 9.2 Hz, 1H), 8.75 (s, 1H), 8.46 (d, J =
2.6 Hz, 1H), 8.34 (dd, J=9.2,2.7 Hz, 1H), 8.03 (d,J=8.2
Hz, 1H), 7.81 (dd, I = 8.5, 1.2 Hz, 1H), 7.56 (ddd, ] = 8.2,
6.9, 1.3 Hz, 1H), 7.46-7.35 (m, 2H).

*C NMR (75 MHz, DMSO) § 163.56, 152.25, 142.46,
141.41, 136.28, 133.41, 129.23, 128.86, 127.21, 125.73,
124.81, 124.14, 123.93, 122.35, 120.73, 120.10, 110.95.
C 59.58%, H 3.24%,
N 8.17%; found C 58.97%, H 3.20%, N 7.67%.

m.p.: 230°C (lit: 233°C)."7

Elemental Analysis: cale

3-Hydroxy-N-(4-(triflueromethyl)phenyl)-2-naphthamide
(60)73

Using Method A the title compound was isolated as an off-
white solid. Yield 26%

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 11.20 (s, 1H), 10.89
(s, 1H), 8.48 (s, 1H), 8.01 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.94 (d, J =
8.2 Hz, 1H), 7.76 (dd, J = 8.7, 4.6 Hz, 3H), 7.51 (ddd, J =
8.3, 6.9, 1.3 Hz, 1H), 7.42-7.31 (m, 2H).

c NMR (75 MHz, DMSOQ) 6 165.84, 153.25, 142.22,
135.71, 130.63, 128.66, 128.11, 126.83, 126.12, 126.06,
126.01, 125.75, 123.72, 122.51, 120.11, 110.47.

Elemental Analysis: cale C 65.26%, H 3.65%,
N 4.23%; found C 64.43%, H 3.69%, N 3.93%.

m.p.: 280°C (lit: 276-278°C).
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3-Hydroxy-N-(4-bromophenyl)-2-naphthamide (61)"®
Using Method A the title compound was isolated as an off-
white solid. Yield 29%

"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 11.22 (s, 1H), 10.68
(s, 1H), 8.47 (s, 1H), 7.93 (d, ] = 8.2 Hz, 1H), 7.83-7.71
(m, 4H), 7.63-7.45 (m, 4H), 7.42-7.30 (m, 2H).

C NMR (75 MHz, DMSO) § 165.64, 153.46, 137.91,
135.70, 131.57, 130.44, 128.65, 128.09, 126.82, 125.75,
123.72, 122.26, 122.12, 115.62, 110.48.

Elemental Analysis: cale C 59.67%, H 3.53%,
N 4.09%; found C 59.37%, H 3.56%, N 3.98%.

m.p.: 250°C (lit: 248-250°C).

3-Hydroxy-N-(2-chloro-4-nitrophenyl)-2-naphthamide
2)"

Using Method A the title compound was isolated as
a yellow solid. Yield 13%

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 13.06 (s, 1H), 11.-
92-11.53 (m, 1H), 8.50-8.42 (m, 2H), 8.38 (d, ] = 8.2 Hz,
1H), 8.31 (dd, J = 9.1, 2.6 Hz, 1H), 8.07 (d, J = 8.8 Hz,
IH), 7.92 (d. J = 8.1 Hz, 1H), 7.72-7.54 (m, 2H), 7.48 (d,
J= 8.8 Hz, IH).

BC NMR (75 MHz, DMSO) & 167.42, 143.79, 141.30,
136.40, 129.02, 127.62, 126.20, 125.80, 124.85, 124.75,
124.52, 123.42, 123.35, 109.88.

Elemental Analysis: cale C 59.58%, H 3.24%,
N 8.17%; found C 59.36%, H 3.25%, N 8.05%.

m.p.: 238°C.

N-(2-Chloro-4-nitrophenyl)-3-methyl- | H-indene-2-car-
boxamide (63)

Using Method A the title compound was isolated as a pale-
yellow solid. Yield 47%

"H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.90 (d, J = 9.2
Hz, 1H), 8.46-8.29 (m, 2H), 8.21 (dd, ] = 9.3, 2.6 Hz, 1H),
7.57 (ddt, J = 5.3, 3.8, 1.9 Hz, 2H), 7.50-7.39 (m, 2H),
3.80 (q, J = 2.4 Hz, 2H), 2.69 (t, ] = 2.4 Hz, 3H).

BC NMR (75 MHz, CDCI3) & 163.71, 152.04, 145.10,
142.64, 141.96, 140.74, 130.78, 128.36, 127.23, 124.68,
124.04, 123.76, 122.02, 121.40, 119.77, 38.03, 12.76.

Elemental Analysis: cale C 62.11%, H 3.99%,
N 8.54%; found C 62.23%, H 3.59%, N 8.29%.

m.p.: 216°C.

N-(2,4-Dinitrophenyl)benzofuran-2-carboxamide (64)
Using Method A the title compound was isolated as
a yellow solid. Yield 13%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 11.58 (s, 1H), 8.82
(d, J=2.6 Hz, 1H), 8.63 (dd, ] = 9.1, 2.7 Hz, 1H), 8.37 (d,
I=9.1 Hz, 1H), 7.94-7.84 (m, 2H), 7.78 (dd, ] = 8.4, 1.0
Hz, 1H), 7.58 (ddd, T =8.4, 7.2, 1.3 Hz, IH), 742 (td, J =
7.6, 1.0 Hz, 1H).

13C NMR not performed due to poor solubility.

Elemental Analysis: cale C 55.05%, H 2.77%,
N 12.84%,; found C 54.77%, H 2.67%, N 12.85%.

m.p.: 237°C.

N-(2-Chloro-4-nitrophenyl)benzofuran-2-carboxamide (65)
Using Method A the title compound was isolated as
a yellow solid. Yield 54%

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 9.13 (s, 1H),
8.79 (d, J = 9.2 Hez, 1H), 8.29 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 8.15
(ddd, T=9.2,2.6, 0.6 Hz, 1H), 7.71-7.65 (m, L H), 7.62 (d,
I= 1.0 Hz, IH), 7.54 (dq, T = 8.5, 1.0 Hz, 1 H), 7.44 (ddd,
I =284, 72, 1.3 Hz, 1H), 729 (ddd, J = 8.0, 7.2, 1.1
Hz, 1H).

*C NMR (75 MHz. CDCI3) 8 156.56, 155.05, 147.26,
143.26, 139.86, 128.12, 127.41, 124.84, 124.33, 123.71,
123.13, 122.73, 120.23, 113.21, 112.13.

Elemental Analysis: cale C 56.89%, H 2.86%,
N 8.85%; found C 56.99%, H 2.78%, N 8.64%.

m.p.: 203°C.

N-(2-Chloro-4-nitrophenyl)benzo[b]thiophene-2-carboxa-
mide (66)%°

Using Method A the title compound was isolated as an off-
white solid. Yield 21%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 10.59 (s, 1H), 8.
49-8.39 (n, 2H), 8.28 (dd, J = 8.9, 2.6 Hz, 1H), 8.13-7.99
(m, 3H), 7.58-7.45 (m, 2H).

3C NMR (75 MHz, DMSO) & 160.53, 144.74,
140.72, 140.63, 13890, 138.05, 128.21, 127.35,
127.03, 126.94, 125.69, 125.20, 124.97, 122.93, 122.90.

cale C 54.14%, H 2.73%,
found C 54.34%, H 2.46%,

Elemental Analysis:
N 8.42%, S 9.63%;
N 8.37%, S 9.49%.

m.p.: 228°C.

Chemistry

General Synthesis Procedures

Method A

The aniline derivative (6 mmol, 1 eq) and the aromatic
acid derivative (6 mmol, 1 eq) were suspended in toluene
(10 mL). After heating to reflux and dissolving of the
precipitate, phosphor trichloride (2.4 mmol, 0.4 eq) was
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added in a dropwise manner. The reaction was monitored
using TLC (ethyl acetate:n-hexane 1:4). After reaction
completion, the hot mixture was filtered and the organic
solution was stored at 5 °C. The formed precipitate was
filtered off, washed with ice-cold toluene and recrystal-
lized from toluene."”

Method B

1,1-Carbonyldiimidazole (CDI) (9 mmol, 1.5 eq) was
dissolved in THF (10 mL). To this solution the respec-
tive aromatic acid (9 mmol, 1.5 eq) was added dissolved
in THF (10 mL). After 10 min stirring at room tem-
perature, a solution of the aniline derivative (6 mmol, 1
eq) in THF (10 mL) was added. The reaction mixture
was stirred for 10 min at room temperature and then
refluxed overnight. After cooling to room temperature,
the solvent was evaporated under reduced pressure and
the residue dissolved in ethylacetate. The organic phase
was then washed with saturated aqueous sodium hydro-
gen carbonate solution and brine. After drying over
magnesium sulfate, the solvent was evaporated under
reduced pressure and the residue was recrystallized
from toluene.'®

Method C

The respective pyridine derivative (6 mmol, 1 eq) and the
benzoyl chloride derivative (6 mmol, 1 eq) were sealed in
a glass vial. The reaction mixture was stirred for 4 min at
160°C under microwave irradiation. The resulting mixture
was recrystallized from ethanol.'

Method D

The respective nitro derivative (6, 9, 26) (6 mmol, 1 eq)
was dissolved in dried ethanol (20 mL). After adding Pd/C
(0.6 mmol, 0.1 eq) and hydrazine monohydrate (60 mmol,
10 eq), the mixture was refluxed for 2 h and afterwards
stirred for another 45 min at room temperature. Filtration
via a short Celite column and evaporation of the solvent
afforded the desired compounds (5, 8, 25)_2“

Enzymology

Monoamine oxidase A/B inhibition assays were performed
as described previously using the discontinuous fluori-
metric method with kynuramine as MAO substrate.>’ For
the screening (test concentration: 10°° M) and ICsy deter-
minations (ten suitable concentrations ranging from 10 "'
to 10°° M), the test compounds were pre-mixed with the
substrate (2 X Ky, final concentration; Ky, of 20 pm and

30 pm for MAO A and B, respectively). MAO A (1.25
ng mL ", 900 units mL ') or MAO B (1.67 ng mL "', 375
units mL "), respectively, was added to start the reactions.
The reaction mixtures were incubated for 20 min incuba-
tion time at 37°C. All enzyme assays were conducted in
pre-warmed potassium phosphate buffer (50 mM, pH =
7.4) and a final assay volume of 100 pL. Reactions were
stopped by adding 35 pL sodium hydroxide solution (2 N)
to the assay mixture. The enzyme activity was determined
by measuring the 4-hydroxyquinoline formed during incu-
bation time (expressed as RFU; &gy, = 405220 nm and Ag,
= 320420 nm). Compounds showing a MAO B inhibition
>90% at 107 M were evaluated for their IC5-values. The
ICsq curves were fitted (via nonlinear regression) either to
the respective bottom plateau (graphically defined by
RFUs for the at least two highest concentrations used,
see Figure S12 in supplemental material) or set to zero

in case when the bottom plateau was not reached with
highest concentration tested (leading to “1Cs, estimates™).
The highest concentrations to be tested had to be identified
considering each compound’s solubility and potential
interfering fluorescence properties under assay conditions.

Reversibility of inhibition was confirmed via prein-
cubation of inhibitor (10 % ICsqy in preincubation set-
ting) with MAO B (10 ng uL.™" in preincubation setting)
for 0, 30, 60 and 90 min (37 °C), followed by 50%
dilution in buffer and assayed with an excess of sub-
strate (10 X K, final concentration) as described
above.?! Data were calculated as percentage of vehicle
control (DMSO; set to 100% enzyme activity remained)
for each time point.

Mode of MAO B inhibition was determined by substrate-
dependent (seven concentrations, 5 to 400 pm kynuramine)
Michaelis-Menten kinetic analysis without inhibitor and in
the presence of five different inhibitor concentrations (0.25%,
0.5%, 0.75%, 1% and 2 % ICsq) and assayed as described
above. Data were fitted using nonlinear “Competitive
inhibition” fit and transformed into double reciprocal
(Lineweaver—Burk) plots. The slopes of respective
Lineweaver—Burk linearization were plotted against inhibitor
concentration for additional K; determination.”*

All data were analyzed with GraphPad Prism 6.

Molecular Modelling

The crystal structure 225X was used as the represen-
tative complex structure of MAO A and the crystal
structure 6FVZ® for MAO B. Both erystal structures
were chosen due to the lipophilicity of the crystalized

23
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ligands (HRM for MAO A and E8Z for MAO B) and
the presence of a peptide bond of the MAO B ligand.
The enzyme structures were prepared using the Quick
Prep tool in MOE 2018.0101 (Chemical Computing
Group Inc., Canada) including protonation and energy
minimization. Poses were generated using the Dock
tool in MOE 2018.0101. A general docking was con-
ducted. In case of MAO A, solvent was ignored. The
placement method triangle matcher with the scoring
function London dG was chosen. The refinement
method rigid receptor with the scoring function Alpha
HB was chosen.

Pharmacophore Modeling

The pharmacophore hypotheses of the MAO A and
B inhibitors were constructed using the HipHop mod-
ule of Discovery studio software 2.5.5. A subset of 25
representative compounds was selected and classified
as active, moderately active, and inactive (Table S1 in
the supplemental material). In total 16 HipHop runs
were separately conducted for MAO A and MAO
B ligands that ultimately generate 160 models (10
from each run) for each target by varying the types
and ranges of pharmacophoric features and the number
of features (Table S2 in the supplemental material).
The generated models were allowed to compete in
Receiver Operating Characteristic (ROC) curve analy-
sis to assess their abilities to selectively capture diverse
MAO A or MAO B inhibitors from a large list of
decoys. The decoy list was prepared as described by
Verdonk et al.** The testing sets include structurally
diverse active inhibitors of 14 MAO A and 18 MAO
B retrieved from literature.'*?*%¢ 36 decoys were
selected for each active compound in the testing set
retrieved from ZINC-database. The ROC testing set
was screened by each pharmacophore for ROC analysis

employing the “Best rigid search” option, while the
conformational spaces of the compounds were gener-
ated employing the “CAESAR conformation generation
option”. Compounds missing one or more features
The validity of
a particular pharmacophore is assessed by the area
under the curve (AUC) of the corresponding ROC
curve, as well as accuracy, specificity, true positive
rate, and false negative rate of the pharmacophore.
Table S3 and Figure S10 in the supplemental material
show the ROC performance of the best pharmacophore
models generated for MAO A and MAO B. The active/

were discarded from hit lists.

inactive classification accuracy of these models is good
with ROC-AUC values of 0.779 and 0.750 for MAO
A and MAO B models, respectively. Further theoretical
and experimental methodology of ROC analyses are

described in supplemental material.

Results and Discussion

Chemistry

In 2018 the European Medicines Agency (EMA) recom-
mended 22 biological active small molecules for market
authorization.®” All newly approved small molecules
exhibit rather complex structures with the need for mul-
tistep synthesis, often including stereoselective synthesis
steps. Using a one-step synthesis followed by easy pur-
ification procedures, we generated a series of promising
MAO A/B inhibitors. These small entities might be of
interest for the development of selective or multitarget-
ing MAO A/B inhibitors. The substituted aromatic
amides were synthesized in low to good yields via
activation of the carboxylic acid using either PCl; or
CDI. CDI was used as a coupling agent for compound
47 to prevent condensation to a substituted benzoxazole,
which was the major product using PCl; method. For
compounds 2 and 19, solvent free acylation using ben-
zoyl chloride derivatives was performed under micro-
wave irradiation (Figure 1). The aromatic amines (5, 8,
25) were obtained in excellent yields from reduction of
the respective nitro derivatives (6, 9, 26). Due to their
simple structures, many of our compounds have been
described previously, but to our knowledge none of
them were determined as potent inhibitors for MAO
A or B so far.

Biological Activity

MAO A and B Inhibition

An enzyme inhibition screening at a concentration of 1
pm revealed that the synthesized anilides showed the pre-
sumed MAO inhibition potency. The majority of derivatives
(32 compounds) were found to be MAO B-preferring inhibi-
tors, while 24 compounds were not selective for either of the
and only ten compounds exhibited MAO
A preference (Table 1 and see Figure 2 for all compound

isoforms

structures). The most potent MAO inhibitors were chosen for
further ICsq evaluation. Six compounds (31, 33, 34, 39, 55, and
65) showed >90% inhibition of MAO B. The most potent
MAO A-preferring inhibitor (with MAO B inhibition <50%),
compound 7 was also considered for additional investigations.
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Figure | Synthetic route to the amide analogs 1-4, 6, 7, 9-24, 26-66. Reagents and conditions: (A) PCl;, wluene, reflux. (B) CDI, THF, reflux. (C) mw, 160 °C. For R',

R? and R® see Table I.

Compounds 31, 33, 34, 55, and 65 showed the expected pre-

ference for MAO B with IC, values in nanomolar concentra-
tion ranges (ICsq values between 55 nM and 139 nM;; Table 2).

A preference for MAO A could be confirmed for compound 7
(ST-2023) (MAO A, IC5 = 126 nM) with an IC5, > 1000 nM
for MAO B; selectivity index, SI = 0.1). The potent MAO

Table | MAO A and B Inhibition Percentages Measured at One-Point Screening of Anilides (Screening Concentration | pm)

n % Inhibition at | pm n % Inhibition at | pm
MAO A MAO B MAO A MAO B
1 1218 543 I5 9+3 7+5
2 I1+5 244 16 2012 14£10
3 2943 27+3 17 1045 69428
4 24120 2943 18 18+5 24+9
5 1+£2 —243 19 13+2 117
6 167 745 20 722 6114
7 82+2 46x4 21 131 10£7
8 104 143 22 2| 143
9 147 1445 23 2313 2544
10 2848 2543 24 27+4 4845
1 48+3 851 25 252 114
12 2848 543 26 11£2 243
13 50+4 32£10 27 206 44123
14 49+5 18411 28 8+4 5+2
29 15£1 87+5 41 8+4 85+3
30 73 387 42 5+3 3045
31 82%| 1042 43 4+8 045
32 45+5 6615 44 3443 62
33 T4+2 9612 45 1312 3614
34 7145 96%| 46 13+3 68+2
35 8+l 5+10 47 3543 3614
(Continued)
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Table | (Continued).
n % Inhibition at | pm n % Inhibition at I pm

MAO A MAO B MAO A MAO B

36 64 8412 48 5%5 12
37 13+4 3010 49 313 1316
38 9£2 -242 50 615 6242
39 20+8 911 51 34 3442
40 844 6+2 52 19£4 8044
53 38+6 87+1 60 —12+18 6742
54 79 24426 61 —3#5 722
55 4414 912 62 2420 4815

56 142 4745 63 -3£19 44423
57 99 6247 64 84+2 8044

58 11£7 581 65 5210 92t4

59 —4+10 28+2 66 118 40431

Motes: *Data represent mean values = standard deviation of at least two independent experiments each performed in duplicates (global fir). Percentage values were
calculated relative to control (set to 100% remained activity). Bold values represent inhibition rates >90 % MAO B and highest MAO A inhibitions.

B inhibition capacity of 39, presumed depending on screening
results, could not be verified in IC, determinations (MAO B,
IC5y =1000 nM), where assay limitations did not allow the
determination of the bottom plateau due to low solubility and
fluorescence crosstalk. Assuming that the real but
nondetectable bottom plateau might be » 0, the previous
determined percent inhibition value in one-point screening
would have been overestimated (as calculated with bottom
= 0). The most potent compound 55 (ST-2043) showed high
inhibition of MAO B (ICs5, = 56 nM), which is in a similar
range as described for the marketed drug safinamide (IC5,=53
nM; Table 1). Compared to safinamide (MAO A/B SI =940),
55 demonstrated only an about five-fold lower inhibition of
isoform A, thus being a rather balanced MAO inhibitor. The
highest MAO B preference within this series was shown for
compound 31 with an SI >10 (MAO B, ICs, = 92 nM).

The docking experiments revealed a good match of all
compounds in the lipophilic binding pockets of the MAO
A and B with exception of compound 39, where no suitable
docking pose into the MAO A binding pocket could be identi-
fied (see Figures S1-S9 in the supplemental material).
According to the result of the docking experiments, surface
complementarities influence the binding properties of the ani-
lides nearly exclusively, whereas direct interactions are not

involved in the binding of the presented ligands. Compounds
31, 33, and 34 showed close structural similarities and compar-
able inhibition properties. All of these ligands are substituted
with a hydroxyl group at the 2-position of the benzylic site and
a chloro substituent at the 5-position. The aniline moiety in all
cases is para-substituted with a highly lipophilic residue, ie a
bromo-substituent (34), a trifluoromethoxy group (33), and
a trifluoromethyl group (31) in the para-position. The interac-
tion of these hydrophobic residues with the lipophilic cavity of
the MAO B binding pocket, including the nonpolar amino
acids Pro102 and Leul 64, might be responsible for their potent
MAQO B inhibition properties. The carbonyl function of the
linking amide and the hydroxyl groups in 2-position are direc-
ted towards Cys172 and interact via polar aprotic forces (see
Figures 55-S7 in the supplemental material). A similar polar

system is present in pyrrolo-pyridinyl derivatives synthesized
by Tzvetkov et alindicating that a central hydrogen bond
donor/acceptor complex is favorable for MAO B binding.®
The docking pose of the MAO A preferring inhibitor 7 (ST-
2023) is inverted by 180° in the binding pocket of the MAO
B model, where the polar nitro-group is interacted with Cys172
(Figure 3). This would enlarge the distance to the FAD and
could be responsible for the low MAO B activity compared
with MAO A. This reversed pose was also observed in
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Table 2 MAC A and B Inhibition Activities of the Most Potent
Compounds Expressed as |Cgo Values Within the 95%CI

Mo. 1€, [nM] [95%CI] (N)*
hMAO B hMAO A MAO SI ©
7 (ST-2023) 1052 [759; 1459] (3) | 126 [101; 158] (4) | 0.1
H] 923 [70.3; 121] (3) >1000" =108
33 128 [54.0; 305] (3) >1000" >78
34 139 [64.7; 300] (3) >1000" >72
39 >1000° >5000°
55 (ST-2043) | 555 [319% 967](5) | 289 [193; 433] (5) | 52
65 123 [87.6; 172] (5) 293 [203; 424] (3) | 24
Safinamide” 53 [20, 141] (4) >50000 (4) =940

Notes: *Data represent mean values within the 35%Cl of multiple independent experi-
ments (n) each performed in duplicates. “Compounds did not reach bottom plateau at
highest tested concentrations; Data are estimates exurapolated with bottom was set to
zero. Selectivity index (S1) = 1Cso MAO ANCs, MAO B. “Values taken from Affini etal.?!

compounds 39 and 65. In case of inhibitor 39, the salicylic
moiety is shifted towards the lipophilic cavity at the entrance of
the binding pocket, which might be responsible for its rather
poor inhibition properties (see Figures S8 in the supplemental
material). In contrast, inhibitor 65 maintained the lipophilic
interaction with its benzofuran residue resulting in an orienta-

tion of the polarnitro group towards the FAD (see Figures S9 in
the supplemental material). Carboxamides synthesized by
Tzvetkov et al showed the same orientation resulting from

Pro102 GIn206 ¢
i
']

Ao .
- PheZOS ’1

- Tyr. mszﬁ

\ \ —~—
Sy \
—'f_ Cys323

.
. FAD

Figure 3 Visualization of 55 (ST-2043, A,

a polar interaction with a bridging water molecule and
a tyrosine close to the FAD.2? The most potent inhibitor 55
(ST-2043) in this series is oriented with its piperonylic acid
moiety towards the FAD (Figure 3). Using the same moiety,
Vishnu et al designed MTLs where the piperonylic acid aligned
within the hydrophobic region opposite to the FAD, and the
high inhibition capacities resulted from irreversible binding via
a propargyl amine residue. >

Due to their small size and molecular weight, the presented
structures are useful starting skeletons to design MTLs with
MAO B activity. The docking experiments suggest using the
aniline residue of 55 (ST-2043) as an attachment point to
implement pharmacophores of additional targets. Zhang et al
showed that larger substituents at this position are tolerated,
where a bulky fluorobenzyl group is located further outside of
the enzymes binding pocket than the here presented aniline
groups.®! The hypothesis that substitution at this position
might be suitable for designing MTLs is coherent with the
linear structures synthesized by Pisani et al that combine MAO
B inhibition with nitric oxide releasing precursors and acet-
ylcholine esterase (AChE) inhibition moieties.*

In the MAO A binding pocket, the polar salicylic group
of compounds 31, 33, 34, and 39 did not match the surround-
ing hydrophobic cavity, which might explain the loss of
inhibition properties for MAO A (see Figures S1-83 in the
supplemental material). The three compounds, missing the
salicylic moiety (7, 55, 65), are aligned well into the MAO

B4 ) b
A« < —\
“‘)Leuiﬁ-d ) - PhelSS’- CyslH" -

e rllP %
T »EAD
“ Pro102 Glnios [
\ ye

B )

2 ( N
. Tyrl@@-’
fthzﬂ. C,/—Gh WEER
= '-L,, N
== Cy5323

1\__1 l

% FAD

A;) and 7 (ST-2023, B, B;) in the binding pockets of MAO A and B. Compound 55 (ST-2043) binding to the crystal structure

of A) h(MAO B (PDB: 6FVZ) and A3) hMAO A (PDB: 2Z5X). Compound 7 (§T-2023) binding to the crystal srructure of Bj) hMAQO B (PDB: 6FVZ) and B;) hMAC A (PDB:

275X). Surface coloring: white: neutral, green: lipophilic; magenta: hydrophilic.
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Figure 4 ROC-selected pharmacophores of MAO A and MAQ B. (A) Overlay of compound 55 (§T-2043) and MAO B pharmacophore model. (B) Overlay of compound 7
(ST-2013) and MAO A pharmacophore model. Color code: green vectored sphere: hydrogen bond acceptor; orange vectored sphere: aromatic feature; blue sphere:

hydrophobic feature.

A active site with respect to surface complementarity, show-
ing that small alteration in the molecular structure can have
a major impact on the modulation of the MAO isoform
selectivity. The modeling results are further supported by
ROC-selected pharmacophore models based on inhibitors
presented here (see Figure 4 and supplemental material).
The essential predicted characteristics for MAO A and
MAO B binding are a central hydrogen bond acceptor
flanked by aromatic or hydrophobic features. This is in
good accordance with the docking poses, with the limitation
that the molecular docking showed no direct hydrogen bond
interactions between the ligands and the amino acids of the
binding pocket.

The most potent MAO B inhibitor 55 (ST-2043) was
further investigated to determine mode and type of inhibition.
Reversibility studies with excess of substrate verified the
expected reversible mode of inhibition. Compared to the
suicide inhibitor L-deprenyl, inhibition by compound 55
(ST-2043) (10-fold ICsy concentrations) preincubated with
MAO B for 30, 60 or even 90 min was completely reversed
after 50-fold dilution in assays mixture (Figure 5). It could be
assumed, that compound 55 was readily displaced from the
MAO B active side, while a more tight-binding interaction, e.
g. as shown for safinamide, is considered to be more favor-
able in terms of pharmacological f;u:t:ivity.g

Inhibition studies using different concentrations of 55
(ST-2043) with seven appropriate substrate concentrations
suggest a competitive inhibition type as demonstrated by
Lineweaver—Burk plots (Figure 6). Compound 55 (ST-
2043) showed promising K; values of 6.3 nM with 95%

CI = [5.0; 7.5] (Michaelis Menten fit “competitive inhibi-
tion™) and 9.5 nM (slopes from Lineweaver-Burk plots vs
inhibitor concentration) for MAO B, respectively.

Cholinesterase Inhibition

Cholinesterase enzymes are of potential interestin MTL drug
design for the treatment of neurodegenerative diseases.™
Therefore, compound 55 (ST-2043) was screened for inhibi-
tion of acetyl- and butyrylcholine esterases (AChE/BuChE).
At a concentration of 1 pm, 55 (ST-2043) showed only
moderate inhibition capacity with 244+1.8% and 57+4.5%
for AChE and BuChE, respectively (see Table S4 and
Figure S11 in supplemental material). Thus, no further char-

acterization in this direction has been performed.

140 5
I 0 min(n=2)

[ 30min (n=1)
EE 60min (n=2)
80 7 El 90 min (n=1)

120 4

H
S
1

enzyme activity [%]
related to control( 100%)
3

8
.?@ N

Figure 5 Reversibility of inhibition after preincubation of 55 (ST-2043) and L-deprenyl
with MAO B. Inhibitors (10 % ICs) were preincubated with enzyme for 0, 30, 60 or 90 min
prior to 50-fold dilution in assays mixture containing kynuramine as substrate (10 % Ky).
Data represent mean values = SD of n independent experiments, each performed in
duplicates.

Drug Design, Development and Therapy 2020:14

SUBMIC yoUr Manuscpt 389
Dove

111



Drug Design, Development and Therapy downloaded from hitps //www.dovepress.com/ by 141.90.2.58 on 01-Apr-2020
For personal use only.

Hagenow et al

Dove

0.015

o.010

0.004 A

slope

0nM

’'-0.9969

12.5nM

0.003 -

25nM

37.5nM

50 nM

A L R O

100 nM

1/S [UM_4]

0.3

Figure 6 Lineweaver—Burk plots of compound 55 (ST2043) (12.5 to 100 nM) with seven suitable concentrations of kynuramine. Data represent mean values £ SD of one

representative experiment performed in duplicates.

Conclusion

This study presented small anilides as MAO A and
B inhibitors. Out of 66 screened compounds seven showed
promising inhibition properties at a concentration of
1 pm (>90% or >80% inhibition for MAO B and A,
respectively). Evaluation of their ICs, values revealed six
MAO B preferring (31, 33, 34, 55 (ST-2043), 65) inhibi-
tors and one MAO A preferring (7 (ST-2023)) inhibitor
with activities in low nanomolar concentration ranges. The
MAOQ B preferring inhibitors showed ICsq values ranging
from 56 nM to 128 nM with selectivity indices between
2.4 and >10. Computational analysis confirmed in vitro
binding properties by demonstrating good surface comple-
mentarity of the inhibitors with the binding-pockets of the
two MAO isoforms. The highest affinity for MAO A was
found for ST-2023 (7, ICs, = 126 nM) with 8.3-fold lower
affinity towards MAO B. ST-2043 (55) was identified as
most potent MAO B inhibitor (IC5, = 56 nM, K; = 6.3 nM)
within this series, which demonstrated a similar inhibition
capacity as the reference reversible MAO B inhibitor safi-
namide, but with rather low MAO selectivity (SI = 5.2).
Further characterization suggested a competitive mode of
MAO B inhibition for 55, however, with a readily rever-
sible binding rather than tight binding behavior as antici-
pated for pharmacological efficacy. Nevertheless, these
small-sized ligands might be a promising starting point

for the design of new selective or multitargeting MAO
inhibitors.
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Molecular Docking

Docking poses of compounds 31, 33, 34, 39, and 65 within MAO A and B binding pockets.

Figure S2 Visualization of 33 in the binding pocket of MAO A.
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Figure 54 Visualization of 65 in the binding pocket of MAO A.
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Figure S5 Visualization of 31 in the binding pocket of MAO B.

Figure S6 Visualization of 33 in the binding pocket of MAO B.
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Figure S7 Visualization of 34 in the binding pocket of MAO B.
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Figure S8 Visualization of 39 in the binding pocket of MAO B.
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Figure S9 Visualization of 65 in the binding pocket of MAO B.

Pharmacophore Modeling and ROC Analyses

HipHop module of Discovery studio software 2.5.5 was used to construct pharmacophoric
hypotheses of MAO-A and MAO-B inhibitors. HipHop works by identifying the three-dimensional
arrangements of chemical features that are mutual to active molecules. Principal and
MaxOmitFeat parameters define how many compounds must map completely or partially to the
pharmacophoric hypothesis. A subset of 25 representative compounds was selected for HipHop
run. Table S1 describes the how training compounds were classified into active, moderately
active, and inactive compounds.

Active ligands were assigned Principal and MaxOmitFeat values of 2 and 0O, respectively, to
ensure that all of their chemical features will be considered in building the pharmacophore space.
Moderately active compounds were assigned a Principal value of 1 to ensure that they will be

mapped at least once by each generated hypothesis, and a MaxOmitFeat value of 1 to allow
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missing one feature in any generated model. Inactive compounds were assigned a Principal
value of zero and MaxOmitFeat of two.

ROC analysis evaluates the ability of a particular pharmacophore model to classify the
compounds in a testing list as actives or inactives. The performance of the considered model is
judged based on the area under the curve (AUC) of the corresponding ROC as well as the overall
specificity, overall accuracy, overall true positive rate, and overall false positive rate.

It was necessary to perform valid evaluation of structural database (testing set) that consists of an
adequate list of decoy compounds in combination with diverse list of known active compounds.
The testing set included structurally diverse active inhibitors of 14 MAO A and 18 MAO B."-2 The
decoy list was selected as depicted by Verdonk and co-workers.* Briefly, the decoy compounds
were prepared relying on three basic one-dimensional (1D) characteristics that permit the
estimation of distance (D) between two molecules (e.g., i and j), namely: (1) the number of
hydrogen-bond donors (NumHBD); (2) number of hydrogen-bond acceptors (NumHBA) and (3)
the number of nonpolar atoms (NP, known as the summation of Cl, F, Br, |, Sand C atomsin a
particular molecule).

For each active compound in the testing set, the distance to the nearest other active compound is

detected using their Euclidean Distance (equation A):

D(i,j) = /(NumHBD, — NumHBD,)? + (NumHBA, — NumHBA,)? + (NP, — NP,)? (A)

The minimum distances are averaged by calculating the mean over all active compounds (Dmin).
After that, for each active molecule in the testing set an average of 36 decoys were chosen in
random way from the ZINC database. The decoys were selected in such a pattern that they did
not exceed Dmin distance from their corresponding active members.

Additionally, to further diversify the actives compounds, i.e., to prevent close likeness among
aclive compounds in the testing set, any active compound having zero distance D(i,j) from other
active compound(s) in the testing set was eliminated. Active testing molecules were defined as

those possessing MAO-A and MAO-B inhibitors affinities < 300 nM. The MAO-A testing set

122



included 14 active compounds and 504 ZINC inactive compounds, while MAO-B testing set
included 16 active compounds and 576 ZINC inactive compounds.

The decoy sets were screened by each pharmacophore for ROC curve analysis utilizing the "Best
flexible search" option carried out in HYPOGEN, while the conformational spaces of the
compounds were formed using the "Fast conformation generation option" applied in HY POGEN.
Compounds that are lacking one or more features were excluded from hit lists. Moreover, decoy
set compounds were fitted against the selected pharmacophore and their fit values (best fit

values) was determined by equation (B):

Fit = X mapped hypothesis features x W [1 — X (disp /tol)2] (B)

ROC curves for corresponding pharmacophores were constructed using the hit lists. ROC curve
analysis prescribes the sensitivity (Se or true positive rate, Equation C) for any probable change
in the number of selected compounds (n) as a function of (1-Sp). Sp is known as specificity or

true negative rate (Equation D).

_ NumberofSelectedActives _ TP

Se = = C

TotalNumbero fActives TP+FN ( )
Number of Discarded Inactives TN

Sp = = D

P Total Number of Inactives TN+FP ( )

Where, TP is the number of active compounds that are captured by the virtual screening method
(true positives), FN is the number of active compounds ejected by the default screening, TN is the
number of excluded decoys (considered inactives), while FP is the number of captured decoys
(considered inactives).

A ROC curve is plotted by adjusting the score of the active molecule as the first threshold. After
that, the number of decoy compounds within this cut-off is enumerated, and the corresponding Se

and Sp pair is detected. This calculation is repeated for the active compound with the second
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highest score and so on, until the scores of all actives are represented as a selection of
thresholds.

The ROC curve expresses an ideal distribution, where overlapping between the scores of active
molecules and decoys does not occur, starts from the origin to the upper-left corner until all the
aclives are recovered and Se comes the value of 1. Then, the ideal ROC curve keeps as a
horizontal straight line to the upper-right corner where all active compounds and all decoy
compounds are retrieved, which is indicated by Se =1 and Sp = 0.

The success of a particular virtual screening workflow can be governed from the following criteria:
1) Area under the ROC curve (AUC): -In a successful ROC curve, an AUC value of 1 is perfect.
However, AUC value of 0.5 indicates random distributions. Virtual screening that carries out
better than a random recognition of active compounds and decoys retrieve an AUC value
between 0.5 and 1.

2) Overall accuracy (ACC): Indicates the percentage of molecules that were classified correctly
by the screening protocol (Equation E). Testing compounds are appointed a binary score value of

zero (compound captured) or one (compound hot captured).

TP+TN _

A A
ACC = ZxSe + (1 - ;) xSp (E)

N is the total number of compounds in the testing databaseand A is the number of true active
compounds in the testing database.

3) Overall specificity (SPC): Indicates the percentage of excluded inactive compounds by the
particular virtual screening workflow. Inactive test compounds are appointed a binary score value
of zero (compound captured) or one (compound not captured).

4) Overall true positive rate (TPR or overall sensitivity): Describes the fraction percentage of
captured active compounds from the total number of active compounds. Active test compounds
are assigned a binary score value of zero (compound captured) or one (compound not captured).
5) Overall false negative rate (FNR or overall percentage of excluded actives): Describes the

fraction percentage of active compounds that were excluded by the virtual screening method.
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Discarded active test compounds are assigned a binary score value of zero (compound captured)

or one (compound not captured).

Table S1 The training subsets employed in exploring the pharmacophoric space of MAO-A and

MAO-B inhibitors

Training set Active? Moderately active® Inactive®
MAO-A 7,31,64 9, 11,14, 19, 24, 17, 36, 42, 43, 50,
25, 33, 39, 44, 47, 59, 60, 63, 66
53, 55, 65
MAO-B 11, 31, 33, 36, 39, 7,14,17, 24, 42, 9,19, 25,43, 44
53, 55 47, 50, 59, 60, 63,
64, 65, 66

Notes: 2Active MOA-A inhibitors are defined for compounds with ICso value < 300 nM; ®"moderately
active inhibitors are defined for compounds that have % of inhibition (at 1 pM) less than 90 % and
more than 10 % for MAO-A, and less than 80 % and more than 10 % for MAO-B; cinactive

compounds are those that have % of inhibition less than 10 % (at 1 pM).
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Table S2 HipHop run parameters employed for exploring MAO-A and MAO-B pharmacophoric

spaces
HipHop Selected input features (types and ranges)® Number of
Run No. pharmacophoric
features®
1 HBA (1 — 3), HBD (0 — 1), Hbic (0 — 1), RingArom (0 — 3) 4-5
2 HBA (1 - 3), HBD {0 — 1), Hbic (0 — 1), RingArom (0 — 3), Exv (0 — 10) 4-5
3 HBA (2 — 3), HBD (0 — 1), Hbic (0 — 1), RingArom {0 — 3) 4-5
4 HBA (2 —3), HBD (0 — 1), Hbic (0 — 1), RingArom (0 — 3), Exv (0 — 10) 4-5
5 HBA (1 — 3), HBD {0 — 2), Hbic (0 — 1), RingArom {0 — 3) 4-5
6 HBA (1 - 3), HBD {0 — 2), Hbic (0 — 1), RingArom (0 — 3), Exv (0 — 10) 4-5
7 HBA (2 —3), HBD (0 — 2), Hbic (0 — 1), RingArom (0 - 3) 4-5
8 HBA (2 — 3), HBD (0 — 2), Hbic (0 — 1), RingArom (0 — 3), Exv (0 — 10) 4-5
9 HBA (1 — 3), HBD {0 — 1), Hbic (0 — 1), RingArom {0 — 3) 5-5
10 HBA (1 - 3), HBD {0 — 1), Hbic (0 — 1), RingArom (0 — 3), Exv (0 — 10) 5-5
11 HBA (2 —3), HBD (0 — 1), Hbic (0 - 1), RingArom (0 - 3) 5-5
12 HBA (2 - 3), HBD (0 — 1), Hbic (0 — 1), RingArom (0 — 3), Exv (0 — 10) 5-5
13 HBA (1 — 3), HBD {0 — 2), Hbic (0 — 1), RingArom (0 — 3) 5-5
14 HBA (1 — 3), HBD {0 — 2), Hbic (0 — 1), RingArom (0 — 3), Exv (0 — 10) 5-5
15 HBA (2 — 3), HBD {0 — 2), Hbic (0 — 1), RingArom {0 — 3) 5-5
16 HBA (2 — 3), HBD (0 — 2), Hbic (0 — 1), RingArom (0 — 3), Exv (0 - 10) 5-5

Notes: “HBA: Hydrogen Bond Acceptor, HBD: Hydrogen Bond Donor, RingArom: Ring Aromatic, Hbic:
Hydrophobic, Exv: excluded volumes, the allowed ranges of input features are in brackets. ®Other
parameters were set to their default values.

"
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Table S3 ROC performance of the highest ranked models for MAO-A and MAQO-B inhibitors

Pharmacophore model ROC -AUC? ACCP SPC® TPRY
MAO-A 0.779 0.570 0.548 0.573
MAO-B 0.750 0.277 0.357 0.489

Notes: 2AUC: area under the curve, YJACC: overall accuracy, °SPC: overall specificity, “TPR: overall true

positive rate.
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Figure $10 ROC curves of the pharmacophore models of MAO-A and MAO-B, respectively.

Cholinesterase Assays

Cholinesterase inhibition screening was performed according to a modified Ellman’s assay.5¢ Test
compounds (10 and 105 M) were preincubated with electric eel acetylcholine esterase (eeAChE
Type VI-S; 0.0025 U mL"") or equine serum bhutyrylcholine esterase (eqBuChE; 0.002 U mL") at
37°C for 30 min in a total assay volume of 200 uL (0.1 M potassium phosphate buffer pH 8). The
assay was started by adding a solution of dithiobis-nitrobenzoic acid (DTNB; 0.5 mM) and the
substrate acetylthiocholine iodide (ATCI,

1mM) and product formation was monitored

12
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spectrophotometrically (412 nm) at 37°C over a period of 30 min (40 sec intervals). Percentage

values were calculated relative to control and physostigmine was used as positive control.

Table S4 AChE and BuChE inhibition rates of ST-2043 (test concentration 10 uM and 1 uM)
%Inhibition?

Structure

AChE BuChE

§T-2043 é””lijmz 50.7+12.2 (@10 pM) 34.8+13.0 (@10 uM)
<ZJ©)L” 57.214.5 (@1 uM) 23.7+1.8 (@1 pM)

Notes: ? Data represent mean values * standard deviation of four independent experiments each
performed in duplicates (global fit). Percentage values were calculated relative to control (set to 100%
remained activity).

AChE BuChE
120+ 1204
—_ 3 no inhibitor
& 5 1001 £ g 100] [ 55 (ST-2043)
2 £ =
E ‘g’ 80 é ‘g‘ 804 Em Physostigmine
20 0 e
22 e0f T8 604
g N R c 7
E g 40+ LISJ % 404
92 20 2% 20
e

Figure S11 Inhibition of AChE and BuChE after incubation with 55 (ST-2043) and Physostigmine
as control. Data represent mean values * standard deviation of four independent experiments,
each performed in duplicates. Percentage values were calculated relative to control (set to
100% remained activity).
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MAO B ICs¢ determination

IC5, determination

for MAO B
1207 _.. ST-2023;

= 100 Bottom setto 0

2 J

o

- 5T-2043;
E "E' 804 . Bottom not constrained
£ B 60 __ ST-2043;
=l Bottom setto 0
2 E 401 )

S ___ S8T-2023;

g 204 Bottom not constrained

0 T

2 11 10 9 8 7 6 5 -4
(11 (M)

Figure 512 Normalized full inhibition curve for compound ST-2023 (7) and ST-2043 (55) with
chosen (Bottom = 0 and Bottom not constrained for 7 and 55, respectively) and alternative non-
linear regression fit mode. Dashed lines represent non-linear fit with bottom plateau set to zero,
while solid lines represent a fit with no constrained bottom plateau. Data represent mean values
+ standard deviation of four independent experiments, each performed in duplicates.
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6: Experimenteller Teil

6.1: Material und Methoden

Reagenzien und Losemittel 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. *H-NMR, 3C-NMR und °F-NMR Spektren wurden entweder mit
einem Bruker Avance Il =300 Spektrometer oder einem Bruker Avance Il — 600 Spektrometer
(Rheinstetten, Germany) in deuterierten Losemitteln (CDCls, DMSO-ds, D.O, DMF-ds)
aufgenommen. Die Auflistung der Daten erfolgte durch Angabe der chemischen Verschiebung
(6) in ppm gegeniiber dem internen Standard, der Multiplizitat (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 represantative
Verbindung vermessen. Die Wellenldngen der ermittelten Absorptions- und Emissionsmaxima
wurden mit AmaxAbs bzw. AmaxEm angegeben. Die Elementaranalysen (C, H, N, S) wurden mit
dem Gerat 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) durchgefiihrt.
Als chromatographische Saule wurde eine Intensity Solo C18 RP mit den Ausmalien
100x2.1 mm verwendet; Eluent: Acetonitril (1-40%) in Wasser 0.1% Ameisensaure; Flussrate:
0.3 mL/min. Als Detektor diente das Massenspektrometer Bruker amaZon speed
(Rheinstetten, Deutschland) mit Elektronen-Spray-lonisation (ESI) mit positiver Polaritat. 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 lon-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 Intensitat (%) 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 Schmelzpunktmessgerat
(Bichi, Essen, Deutschland) gemessen und unkorrigiert angegeben. Praparative
Saulenchromatographie wurde (wenn nicht anders angegeben) mit Kieselgel (60 M, 0.04-
0.063 mm, Macherey-Nagel, Diren, Deutschland) durchgeflhrt. Zur
Dinnschichtchromatographie (DC) wurden DC-Folien der Firma Macherey-Nagel verwendet
(Kieselgel 60 Fsa-Folien, Diiren, Deutschland). Mikrowellensynthesen wurden in einem
Biotage Initiator 2.0 Reaktor (Uppsala, Schweden) durchgefiihrt. Bei Synthesen, die unter
Schutzgasastmosphare durchgefiihrt wurden, wurde Stickstoff verwendet, welcher durch

Leiten lber 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 wassriger Losung
nach der Relativmethode mit Coumarin 153229 als Standard vermessen. Zur Berechnung wurde
die Methode von Fery-Forgues und Lavabre verwendet.??! Demnach errechnet sich die

Quantenausbeute Or wie folgt:

2
Prxy = (As/Ax) (Fx/Fs) (Z_)S() Prx) (2)

A ist hierbei die Absorbanz bei der Anregungswellenldnge des jeweiligen Fluorophors, F der
Flacheninhalt der korrigierten Emissionskurve und n der Brechungsindex des gewdhlten
Losemittels. Die Subskripte s und x stehen hierbei flir Standard beziehungsweise die zu

untersuchende Substanz.

6.2: Allgemeine Vorschriften

6.2.1: Amidierungen

6.2.1.1: Methode A”®
1,1‘-Carbonyldiimidazol (CDI) (1 eq) wurde in THF geldst. Zu dieser Losung wurde die
entsprechende Carbonsaure (1 eq) gel6st in THF hinzugegeben und die Mischung 10 min bei

Raumtemperatur geriihrt. Im Anschluss wurde das entsprechende Amin (1.1 eq) geldst in THF
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hinzugegeben und nach weiteren 10 min Rihren bei Raumtemperatur zum Riickfluss erhitzt.
Nach DC-Kontrolle wurde der Reaktionsansatz auf Raumtemperatur abgekihlt und das
Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde in Ethylacetat
aufgenommen und mit gesattigter wassriger Natriumhydrogencarbonat- und Kochsalzlosung
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Magnesiumsulfat getrocknet und nach
Filtration das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Umkristallisation aus Toluol ergab

das gewilinschte Produkt.

6.2.1.2: Methode B*??

Die entsprechende Carbonsaure (1 eq) und das jeweilige primare Amin (1 eq) wurden in DMF
gelost. 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 fiir 12 h
bei 60 °C gerihrt. Im Anschluss wurde das Losungsmittel unter reduziertem Druckdestillativ
entfernt und der Riickstand in Dichlormethan aufgenommen. Etwaig anfallender Niederschlag
wurde abfiltriert und das Filtrat mit gesattigter wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung
gewaschen. Die organische Phase wurde iber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und unter
reduziertem Druck  eingeengt. Das  gewlinschte Produkt  wurde durch

saulenchromatographische Aufreinigung gewonnen.

6.2.1.3: Methode C**

Das entsprechende primare Amin (1 eq) wurde in Chloroform vorgelegt. Nach Zugabe des
Sulfonsaurechlorids (1.5 eq) und Triethylamin (2 eq) wurde die Mischung fiir 20 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Der entstandene Niederschlag wurde abgefiltert und das Filtrat zur
Trockne unter reduziertem Druck eingeengt und im Anschluss in moglichst wenig Chloroform
gelost. Durch Zugabe von HCl in Dioxan (2 M) wurde das Rohprodukt gefallt und mittels

Saulenchromatographie aufgereinigt.

6.2.2: Nucleophile aromatische Substitution

6.2.2.1: Methode D (Substitution an Di- bzw. Trichlorpyrimidinen)®>

Das entsprechende Di- bzw Trichlorpyrimidinderivat (1 eq) wurde in einem versiegelbaren
MikrowellengefaB in Isopropanol suspendiert. Nach Zugabe des entsprechenden Amins
(1.5 eq) und Diisopropylethylamin (2 eq) wurde der Reaktionsansatz fiir 2 h unter Riithren in
der Mikrowelle auf 140 °C erhitzt. Nach Abkilihlen auf Raumtemperatur wurden die fllichtigen
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Bestandteile unter reduziertem Druck entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch

aufgereinigt.

6.2.2.2: Methode E (Substitution an Monochlorpyrimidinen)®

Das entsprechende Monochlorpyrimidinderivat (1 eq) wurde in einem versiegelbaren
MikrowellengefaR in Isopropanol suspendiert. Nach Zugabe des entsprechenden Amins (3 eq)
und Diisopropylethylamin (4 eq) wurde der Reaktionsansatz fiir 2 h unter Rihren in der
Mikrowelle auf 165 °C erhitzt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurden die fliichtigen
Bestandteile unter reduziertem Druck entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch
aufgereinigt. Die Derivatisierung von 4,6-Dichlorchinazolinderivaten in 4-Position erfolgte

analog.

6.2.2.3: Methode F (Substitution mit CH-aciden Nucleophilen)??3

Das CH-acide Nucleophil (1.2 eq) wurde in DMF gelost und zu einer Suspension von
Natriumhydrid (60% in Mineraldl; 2 eq) in DMF tropfenweise bei Raumtemperatur zugefiigt
und fur 1 h geriihrt. Im Anschluss erfolgte die Zugabe des zu substituierenden Pyrimidinderivat
(1 eq) gelost in DMF unter gelegentlicher Kiihlung. Die Reaktionsmischung wurde fiir 12 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach Abschluss der Reaktionszeit wurde der Uberschuss an
Natriumhydrid mit Wasser abreagiert und die Lésung mit Salzsdure (10 M) neutralisiert. Der
entstandene Niederschlag wurde abfiltriert und mit Wasser und Diethylether gewaschen.

Trocknen des Niederschlages ergab das gewlinschte Produkt.

6.2.2.4: Methode G (Substitution an 2,4,6-Trichlorchinazolin)?**

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 fir 2 h gerihrt. Destillatives Entfernen des Losemittels unter reduziertem

Druck und anschliefende Saulenchromatographie erbrachte das gewiinschte Produkt.

6.2.3: Synthese von Ethylacetoacetatderivaten

6.2.3.1: Methode H?**

Zu einer Losung des entsprechenden Acetophenons (1 eq) in Toluol wurde Dimethylcarbonat
(2 eq) und Natriumhydrid (60% in Mineraldl; 2 eq) gegeben und die Mischung fiir 12 h unter
Rickfluss erhitzt. Nach dem Abkihlen wurde die Losung mit gesattigter

Ammoniumchloridlésung gewaschen. Die Reinigungslésung wurde mit Ethylacetat extrahiert
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und die vereinigten organischen Phasen Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Filtration und

Entfernen des Losungsmittels unter reduziertem Druck erbrachten das gewiinschte Produkt.

6.2.4: Synthese von Pyrimidonderivaten

6.2.4.1: Methode [>?®

In einer Mischung aus Ethanol und Toluol (6:1) wurde feingemoérsertes Guanidin Carbonat
(leq) fir 1h am Wasserabscheider refluxiert. Nach Zugabe des entsprechenden
Ethylacetoacetatderivat (1 eq) wurde der Reaktionsansatz Gber Nacht refluxiert. Nach Zugabe
von 2 Teilen Wasser wurde der Reaktionsansatz nach weiteren 45 min auf Raumtemperatur
abgekihlt und mit 1IN HCl neutralisiert. Kristallisation Gber Nacht bei 5 °C, Filtration und

waschen mit Wasser und Diethylether erbrachte das gewtlinschte Produkt.

6.2.5: Alkylierungen

6.2.5.1: Methode J (Alkylierung von Aminen)?%’

Das entsprechende Amin (1.1 eq) wurde zusammen mit einem Halogenalkanderivat (1 eq),
Kaliumcarbonat (2eq) und Kaliumiodid (0.2eq) in Aceton erhitzt und der
Reaktionsendzeitpunkt mittels DC-Kontrolle bestimmt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur
wurden die anorganischen Bestandteile abgefiltert und das Filtrat unter reduziertem Druck
eingeengt. Der Rohextrakt wurde mittels Destillation, Extraktion oder Sdulenchromatographie

aufgereinigt.

6.2.5.2: Methode K (Williamson-Ethersynthese)**®

Zur Bildung von Ethern wurde der entsprechende Phenolderivat (1 eq) mit dem jeweiligen
Halogenalkan (1.7 eq) in Aceton gelost. Der Losung wurde Kaliumcarbonat (4 eq) und
Kaliumiodid (0.2 eq) hinzugefiigt und die Mischung fiir 24 h unter Riickfluss geriihrt. Nach
Abkihlen auf Raumtemperatur wurden die anorganischen Bestandteile abgefiltert und das
Filtrat unter reduziertem Druck eingeengt. Der Rohextrakt wurde mittels Destillation,

Extraktion oder Sdulenchromatographie aufgereinigt.

6.2.5.3: Methode L (Mitsunobu Reaktion)??°
Zu einer Losung von Triphenylphosphin (1.5 eq) und Azodicarbonsdurediethylester (1.5 eq) in
trockenem THF wurde der gewiinschte Phenolderivat (1 eq) gegeben und fir 10 min bei

Raumtemperatur gerihrt. Im Anschluss erfolgte die Zugabe des gewlinschten Alkylalkohols
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(1.5 eq). Der Reaktionsansatz wurde fiir 12 h unter Rickfluss erhitzt. Die Losung wurde filtriert
und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde in
Dichlormethan aufgenommen und mit gesattigter wassriger Natriumcarbonatlosung
gewaschen. Die organische Phase wurde (ber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie

erbrachte das gewtiinschte Produkt.

6.2.6: Chlorierungen

6.2.6.1: Methode M (von Pyrimidonen)®®

Das entsprechende Pyrimidonderivat (1 eq) wurde in Acetonitril suspendiert. Dem
Reaktionsgemisch wurde Phosphoroxychlorid (POCIs) (5 eq) hinzugefligt und der Ansatz fir
12 h unter Ruckfluss erhitzt. Nach Ablauf der Reaktionszeit und DC-Kontrolle wurde das

Lésungsmittel und der Uberschuss an POCI3 unter reduziertem Druck destillativ entfernt.

6.2.6.2: Methode N (von Alkoholen)??’

Der entsprechende Alkohol (1 eq) wurde in THF geldst und unter Eiskiihlung Thionylchlorid
(1.5 eq) tropfenweise hinzugegeben. Die Reaktionslésung wurde fiir 3 h bei 65 °C geriihrt. THF
und der Uberschuss an Thionylchlorid wurde destillativ entfernt und bei Bedarf das

Rohprodukt aus Ethanol umkristallisiert.

6.2.6.3: Methode O (von Sulfonsduren)®*

Die entsprechende Sulfonsaure (1 eq) wurde in Toluol vorgelegt und zum Rickfluss erhitzt. Im
Anschluss erfolgte die Zugabe von Phosphorpentachlorid (1.8 eq) in vier gleichmaRigen
Portionen im Abstand von 15 min. Nach Beendigung der Zugabe wurde der Ansatz fiir weitere
2 h unter Rickfluss gerlhrt und anschlieBend das Losemittel destillativ unter reduziertem
Druck entfernt. Der Rickstand wurde in Eiswasser aufgenommen. Abfiltern des

Niederschlages und Trocknen unter reduziertem Druck erbrachte das gewiinschte Produkt.

6.2.7: Synthese von Pyrazololderivaten

6.2.7.1: Methode pP**°
Halbkonzentrierte Schwefelsdure wurde auf 5°C gekihlt und der entsprechende
Phenylhydazinderivat (1 eq) hinzugegeben. Zu dieser Losung wurde eine Losung von

Oxalessigsadure (1 eq) in Wasser hinzugefligt und der Reaktionsansatz bei Raumtemperatur fir
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3 h geriihrt. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert und mit Wasser gewaschen.

Trocknen unter reduziertem Druck ergab das gewtiinschte Produkt.

6.2.8: Demethylierung von Methylphenylethern

6.2.8.1: Methode Q**!

Der entsprechende Methylphenylether (1 eq) wurde in Essigsaure geldst und im Anschluss HBr
in Wasser (48 %, 10 eq) hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch wurde bei 60 °C flir 72 h gerihrt.
Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde die Losung mit NaOH (2 M) neutralisiert und bei
7 °C auskristallisiert. Filtration und Trocknen des Niederschlags unter reduziertem Druck

erbrachte das gewiinschte Produkt.

6.2.9: Synthese von bor-haltigen Fluorophoren

6.2.9.1: Methode R*681%

Der Bor-chelatisierende Derivat (1 eq) wurde in Dichlormethan unter Stickstoffatmosphare
gelost. Der Losung wurde Uber Spritzen Triethylamin (3 eq) und Bortrifluorid Diethyletherat
(3 eq) zugefigt und im Anschluss auf 40 °C erwarmt und fiir 8 h gerlihrt. Nach Beendigung der
Reaktion (DC-Kontrolle) wurde der Reaktionsansatz mit Wasser und gesattigter
Kochsalzl6sung gewaschen. Die organische Phase wurde tber Magnesiumsulfat getrocknet
und Entfernen des Losungsmittels unter reduziertem Druck erbrachte das Rohprodukt,

welches mittels Sdulenchromatographie aufgereinigt wurde.

6.2.10: Aldolkondensation von Tetralonderivaten

6.2.10.1: Methode 5?8

Der Tetralonderivat (1 eq) und der entsprechende Aldehyd (1 eq) wurden in Ethanol gelost.
Nach Zugabe von wassriger NaOH (15 M; 4.5 eq) wurde die Mischung fiir 12 h bei
Raumtemperatur gerihrt. Im Anschluss wurde die Losung unter reduziertem Druck zur
Trockne eingeengt und in Dichlormethan aufgenommen. Die Lésung wurde filtriert und mit
gesattigter wassriger Natriumcarbonatlosung gewaschen. Trocknen iber Magnesiumsulfat
und Entfernen des Losungsmittels unter reduziertem Druck erbrachte das Rohprodukt, das

mittels Sdulenchromatographie aufgereinigt wurde.
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6.2.11: Reduktionen

6.2.11.1:Methode T (Reduktion von Nitroaromaten)*3?

Der entsprechende Nitroaromat (1 eq) wurde in Ethanol geldst und nach Zugabe von Hydrazin
Monohydrat (10 eq) und Palladium auf Kohle (10%; 0.1 eq) fir 3 h zum Ruckfluss erhitzt.
AnschlieBend wurde die Mischung tber Kieselgur gefiltert und der Filter mehrmals mit Ethanol
gespllt. Verdampfen des Losungsmittels unter reduziertem Druck erbrachte das gewlinschte

Produkt.

6.2.11.2:Methode U (Reduktion von Nitrilen)?33

Zur Aktivierung von Raney-Nickel wurde zur Aluminium-Nickel-Legierung (10 eq) Natronlauge
(2M, 200 eq) hinzugegeben und die Suspension fiir 2 h auf dem Wasserbad erhitzt. Nach dem
Abklhlen wurde die wassrige Phase dekantierend entfernt und der Riickstand mit Wasser und
im Anschluss mit Methanol gewaschen. Die Waschflissikeiten 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 Wasserstoffatmosphare (6 bar) bei 40 °C fur 3 Tage gerihrt. Im Anschluss wurde
Uberschissiger Raney-Nickel tiber Kieselgur abfiltriert und das Filtrat unter reduziertem Druck
eingeengt. Aus dem o6ligen Rohprodukt wurde das gewilinschte Produkt durch Zugabe von

Diethylether gefallt und abfiltriert.
6.2.12: Synthese von Oxazolonderivaten

6.2.12.1:Methode V (Erlenmeyer-Synthese)***

Eine Mischung von Acetylglycin (1 eq), dem entsprechenden Benzaldehyd (1eq) und
Natriumacetat (0.1 eq) wurde mit Essigsdureanhydrid (12 eq) in einem Mikrowellengefald
versiegelt und bei 190 °C fur 4 min unter Mikrowellenstrahlung geriihrt. Nach Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurde der Reaktionsansatz flir 2 Tage auskristallisiert und der Niederschlag
im Anschluss abgefiltert und mit einer Wasser/Ethanol Mischung (1:1) gewaschen. Trocknen

unter reduziertem Druck erbrachte das gewiinschte Produkt.

6.2.13: Synthese von Imidazolonderivaten

6.2.13.1: Methode W?3>
Der entsprechende Oxazolonderivat (1 eq) wurde zusammen mit einem primaren Amin (1eq)

in Pyridin (10 eq) gel6st und in einem versiegelten GefaR fiir 10 min bei 190 °C unter
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Mikrowellenstrahlung gertihrt. Im Anschluss wurde Pyridin unter reduziertem Druck destillativ
entfernt und eine saulenchromatographische Aufreinigung erbrachte das gewiinschte

Produkt.

6.2.14: Synthese von BOPPY

6.2.14.1:Methode X'®°

Zu einer Mischung eines Pyrrol-2-carboxaldehyd Derivats (1 eq) und einem 2-Hydrazin-N-
heteroaromaten (1 eq) in Dichlorethan wurde p-Toluolsulfonsdure Monohydrat (0.25 eq)
gegeben und das Reaktionsgemisch fur 12 h unter Riickfluss erhitzt. Zu der heiBen Losung
wurde Diisopropylethylamin (10 eq) hinzugegeben und fiir weitere 10 min gerthrt. Darauf
folgte die Zugabe von Bortrifluorid Diethyletherat (15 eq) und weiteres Rihren unter
Riickfluss fur 4 h. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde der Reaktionsansatz mit einem
halben Volumenanteil Dichlormethan verdiinnt und einmal mit Wasser gewaschen. Nach der
Phasentrennung wurde die wassrige Phase mit Dichlormethan extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen nochmals mit Wasser gewaschen, tGber Magnesiumsulfat getrocknet,
gefiltert und zur Trockne unter reduziertem Druck eingedampft. Sdulenchromatographische

Aufreinigung erbrachte das gewlinschte Produkt.

6.2.15: Derivatisierung primarer Amine mit niedermolekularen Fluorophoren

6.2.15.1:Methode Y (Derivatisierung mit 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol)**®

Das entsprechende primare Amin (1 eq) wurde in THF gelost und mit Triethylamin (4.5 eq)
versetzt. Zu dieser Mischung wurde eine Losung von 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol (2 eq) in THF
tropfenweise hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur fir biszu 72 h
geriihrt (DC-Kontrolle). Nach Entfernung von fliichtigen Bestandteilen unter reduziertem

Druck wurde das gewtlinschte Produkt mittels Sdulenchromatographie gewonnen.

6.2.15.2:Methode Z (Derivatisierung mit Dansylchlorid)'’°

Das entsprechende primare Amin (1 eq) wurde in DMF geldst und Dansylchlorid (1.6 eq) und
Triethylamin (6 eq) wurden hinzugegeben. Die Lésung wurde bei 100 °C fir 3 h gerthrt und
im Anschluss unter reduziertem Druck eingeengt. Mittels Sdulenchromatographie und

anschlielfenden Waschen mit Diethylether wurde das gewtlinschte Produkt isoliert.
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6.2.15.3:Methode ZA (Derivatisierung mit BOPPY)°

BOPPY (0.2 —1 eq) und das entsprechende primare Amin (1 eq) wurden in Gegenwart von
Triethylamin (2 eq) in DMF geldst und bei 60 °C fiir 24 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde
unter reduziertem Druck entfernt und der Riickstand in Dichlormethan aufgenommen. Nach
Waschen mit gesattigter wassriger Natriumhydrogencarbonat Losung wurde die organische
Phase Uber Magnesiumsulfat getrocknet und unter reduziertem Druck destillativ entfernt.

Sadulenchromatographische Aufreinigung erbrachte das gewiinschte Produkt.

6.2.16: Veresterung

6.2.16.1:Methode ZB%’

Die entsprechende Carbonsaure (1 eq) wurde in Methanol (50 eq) vorgelegt und unter
Eiskihlung tropfenweise mit Thionylchlorid (1.1 eq) versetzt. Nach 10h Rihren bei
Raumtemperatur wurde das Losungsmittel und Uberschissiges Thionylchlorid destillativ

entfernt und das gewiinschte Produkt erhalten.

6.2.17: Esterspaltung

6.2.17.1:Methode ZC?**

Der entsprechende Ester (1 eq) wurde in Methanol suspendiert und mit einer wassrigen
Lithiumhydroxidlosung (1 M; 2eq) versetzt. Die Mischung wurde fir 12 h bei
Raumtemperatur geriihrt und im Anschluss zur Trockne unter reduziertem Druck
eingedampft. Der Rickstand wurde in einer méglichst geringen Menge Wasser geldst und mit
halbkonzentrierter Salzsdaure gefallt. Nach Filtrieren und Waschen des Niederschlags mit
Wasser wurde dieser unter reduziertem Druck getrocknet und das gewiinschte Produkt

gewonnen.

6.2.18: Einflgen von Schutzgruppen

6.2.18.1:Methode ZD (Phthalschutzgruppe)®*

Zur Schiitzung des primaren Amins von Taurin wurde Taurin (1 eq) fein gemorsert und
zusammen mit Kaliumacetat (1.1 eq) in Essigsdure (6 eq) suspendiert und fir 10 min unter
Rickfluss erhitzt. Nach Zugabe von Phthalsdureanhydrid (1.1 eq) wurde weitere 2.5 h unter

Rickfluss erhitzt. Der Reaktionsansatz wurde auf 0 °C gekiihlt und der entstandene
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Niederschlag abgefiltert und mit Essigsdure und Ethanol gewaschen. Rekristallisation aus

Wasser ergab das gewlinschte Produkt.

6.2.19: Entfernen von Schutzgruppen

6.2.19.1:Methode ZE (Phthalschutzgruppe)®*

Das phthalgeschiitze Amin (1 eq) wurde in Ethanol geldst und zum Riickfluss erhitzt. Es folgte
die Zugabe von Hydrazin Monohydrat (5 eq) und weiteres Erhitzen unter Riickfluss fiir 9 h. Der
Reaktionsansatz wurde auf ein Finftel eingeengt und der entstandene Niederschlag
abfiltriert. Das Filtrat wurde unter reduziertem Druck eingeengt und erbrachte das

gewlinschte Produkt.

6.2.20: Synthese von Chinazolinderivaten

6.2.20.1: Methode ZF (2,4,6-Trichlorchinazolin)***

2-Amino-5-chlorbenzoesdure (1 eq) wurde zusammen mit Harnstoff (10 eq) bei 160 °C
geschmolzen und fir 6 h geriihrt. Im Anschluss wurde Wasser (60 eq) hinzugefiigt und fir
5 min bei 100 °C geriihrt. Die entstandene Suspension wurde heil gefiltert und der
Niederschlag in NaOH (0.5 M, 10 eq) aufgenommen und kurz zum Riickfluss erhitzt. Nach
Abklhlen auf Raumtemperatur wurde die Losung mit konzentrierter Salzsdure angesduert
(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 Riuckfluss erhitzt, bis eine klare Lésung entstand. Diese wurde auf
Raumtemperatur abgekiihlt und in Eiswasser gegossen. Der dabei entstandene Niederschlag
wurde in Diethylether aufgenommen und die organische Phase Uber Magnesiumsulfat
getrocknet. Filtration und Entfernen des Losungsmittels unter reduziertem Druck erbrachten

das Produkt.

6.2.20.2:Methode ZG (2-Amino-4-(4-methylpiperazin-1-yl)chinazolin-7-carbonsduremethyl-
ester)*?*
2-Aminoterephtalat (1 eq) und Cyanamid (1.9 eq) wurden in Acetonitril gelést und nach

Zugabe von konzentrierter Salzsdure (1.1 eq) bei 90 °C fir 12 h gerihrt. Nach Abkihlen auf
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Raumtemperatur und Filtern wurde durch Trocknen unter reduziertem Druck das

Zwischenprodukt gewonnen.

Im Anschluss wurde das Rohprodukt in Essigsdureanhydrid (10 eq) suspendiert und 16 h unter
Rickfluss erhitzt. Nach destillativer Entfernung von Essigsaureanhydrid wurde der Riickstand
in Acetonitril aufgenommen, 1,2,4-Triazol (5eq), Diisopropylethylamin (5eq) und
Phosphoroxytrichlorid (5 eq) hinzugefligt und fiir 16 h gerihrt. 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 fiir 1 h unter Rickfluss erhitzt und anschlieRend das Losungsmittel unter
reduziertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde in Chloroform aufgenommen und mit
wassriger Natronlauge (1 M) gewaschen. Die organische Phase wurde lGber Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel destillativ unter reduziertem Druck entfernt. Das

gewlinschte 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)

Gemal Methode A wurde Verbindung 1 aus 5-Chlorindolcarbonsdure (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 Fallung mit Wasser gewonnen.
( g ) g g

¥ W

Summenformel C14H13CIN4O

Molekulargewicht 288.7

Schmelzpunkt 237 °C (unkorrigiert)

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 611.83-11.72 (m, 2H, im-NH, ind-NH), 8.67 (t, ) = 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-CHz), 2.79 (t, ) = 7.4
Hz, 2H, im-CH.).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 5 160.57(C0), 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-CH,), 26.98 (im-CH,).

Elementaranalyse theo. C58.24%; H4.54%; N 19.40%.
bes. (C57.86%; H4.33%; 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)”°

Gemalk Methode A wurde Verbindung 2 aus 5-Chlorindolcarbonsaure (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 weiBer Feststoff (700 mg, 40%)

gewonnen.
Cl e)
DA~
N HN-N  N-CH,
H __/
Summenformel C14H17CIN4O
Molekulargewicht 292.7
Schmelzpunkt 265 °C (unkorrigiert)
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 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, ) = 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, ) = 4.8 Hz, 4H, prz-2,6H,), 2.43 (s, 4H, prz-3,5H>), 2.19
(s, 3H, N-CH3).
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 6 158.56(C0), 134.73(ind-7aC), 132.21 (ind-2C), 128.00

(ind-3aC), 124.16 (ind-5C), 123.30 (ind-6C), 120.45 (ind-
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Elementaranalyse

APCI MS

4C), 113.80 (Ind-7C), 101.91 (ind-3C), 54.37 (prz-2,6C),
53.78 (prz-3,5C), 45.45 (N-CHs).

theo. C57.44%; H5.85%; N 19.14%.
bes. C57.04%; H 5.93%; N 19.45%.
[M+H]* = 293.0 (100%).

6.3.3: 5-Hydroxy-1-phenyl-pyrazol-3-carbonsdure(P1)*°

GemalR Methode P wurde Verbindung P1 aus Oxalessigsdaure (792.4 mg; 6 mmol) und

Phenylhydrazin (648.8 mg; 6 mmol) in halbkonzentrierter Schwefelsdure (8 mL) hergestellt.

Das Produkt wurde als weiRer Feststoff (1.1 g; 90%) isoliert.

HO

mO
/)
©/N\N OH

Summenformel
Molekulargewicht

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)

APCI MS

C10HsN>03
204.2

§ 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).

§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-40).

[M-H]" = 203.6 (100%).

6.3.4: N-(4-Methylpiperazin-1-yl)-5-hydroxy-1-phenyl-pyrazol-3-carboxamid (3)

Gemall 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 gewlinschte Produkt wurde als weiBer Feststoff (100 mg; 35%) isoliert.
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o<
/
oD
Ly
CHj;
Summenformel
Molekulargewicht

Schmelzpunkt

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6)
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)

Elementaranalyse

APCI MS

C15H18N40O2
286.3
250 °C (unkorrigiert)

5 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-2,6H,), 2.47 (m, 4H, prz-3,5Hz), 2.29 (s,
3H, N-CH3).

8 162.02 (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-CHa).

theo. C€62.92%; H 6.34%; N 19.57%.
bes. C62.69%; H6.15%; N 19.48%.

[M+H]* = 287.5 (100%).

6.3.5: N-(2-(Dimethylamino)ethyl)-5-hydroxy-1-phenyl-pyrazol-3-carboxamid (4)

GemaRkR Methode A wurde

Verbindung 4 aus P1 (612mg;, 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 saulenchromatographischer Aufreinigung

(DCM/MeOH 8:2) als weiRer Feststoff (274 mg; 30%) gewonnen.

O

/

©/N\N HN—>
H3C—N\

CHj

Summenformel

C14H18N40,
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Molekulargewicht
Schmelzpunkt

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6)

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)

Elementaranalyse

APCI MS

274.3
131 °C (unkorrigiert)

6 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
(9, ) = 6.2 Hz, 2H, NH-CH.), 2.74 (t, J = 6.3 Hz, 2H, N-CH>),
2.45 (s, 6H, N-(CHs)2).

5 162.44 (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-CHz), 44.01 (N-CH,),
35.23 (N-(CHs),).

theo. C61.30%; H 6.61%; N 20.42%.
bes. C60.95%, H6.64%; N 20.02%.

[M+H]* = 275.2 (100%).

6.3.6: 5-Hydroxy-1-(p-tolyl)-pyrazol-3-carbonsaure (P2)

GemalR Methode P wurde Verbindung P2 aus Oxalessigsdure (1.58 g; 12 mmol) und

Tolylhydrazin Hydrochlorid (1.90 g; 12 mmol) in halbkonzentrierter Schwefelsaure (16 mL)

hergestellt. Das Produkt wurde als weiller Feststoff (2.3 g; 90%) isoliert.

HO

i e
V
/@/N\N OH

H,C
Summenformel

Molekulargewicht

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6)

APCI MS

C11H10N203
218.2

6 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-CH5).

[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)

Gemal 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 saulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 9:2) und

waschen mit MeOH als weiBer Feststoff (240 mg; 20%) gewonnen.

e
o O

HO

H C \
: CHs

Summenformel C16H20N40;

Molekulargewicht 300.4

Schmelzpunkt 252 °C (unkorrigiert)

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 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-2,6H>), 2.39
(t,J = 4.9 Hz, 4H, prz-3,5H:), 2.34 (s, 3H, ph-CH3), 2.23 (s,
3H, N-CH3;).

13C NMR (75 MHz, DMSO) 6 161.91 (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-CHs). 21.30
(ph-CHs3).

Elementaranalyse theo. C63.98%; H6.71%; N 18.65%.
bes. C64.17%; H6.71%; N 18.60%.

APCI MS [M+H]* =301.4 (100%).

)230

6.3.8: 1-(4-Fluorophenyl)-5-hydroxy-pyrazol-3-carbonsaure (P3
Gemall Methode P wurde Verbindung P3 aus Oxalessigsdure (792.4 mg; 6 mmol) und
4-Fluorphenylhydrazin Hydrochlorid (975.5 mg; 6 mmol) in halbkonzentrierter Schwefelsdure

(8 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als weilRer Feststoff (1.2 g; 90%) isoliert.
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hd
/
i\/\/N\N OH

F
Summenformel
Molekulargewicht

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)

APCI MS

C10H7FN203
222.2

§ 7.81 — 7.71 (m, 2H, ph-2,6H), 7.41 — 7.29 (m, 2H, ph-
3,5H), 5.92 (s, 1H, pyl-4H).

[M-H] = 221.0 (100%).

6.3.9: N-(4-Methylpiperazin-1-yl)-1-(4-fluorphenyl)-5-Hydroxy-pyrazol-3-

carboxamid (6)

GemalR 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; 5mmol) in THF (15 ml)

hergestellt. Das Produkt wurde als weiller Feststoff (380 mg; 25%) gewonnen.

Summenformel
Molekulargewicht
Schmelzpunkt

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)

C15H17FN4O2
304.3
253 °C (unkorrigiert)

67.90-7.72 (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-2,6Hz), 2.42
(t, ) =5.1Hz, 4H, prz-3,5H>), 2.26 (s, 3H, N-CH3).

5 168.86 (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-CH).

Elementaranalyse theo. C59.20%; H5.63%; N 18.41%.
bes. (€59.27%; H5.67%; N 18.01%.

APCI MS [M+H]* = 305.1 (100%).

6.3.10: N*-(2-(1H-Imidazol-4-yl)ethyl)-6-chlorpyrimidin-2,4-diamin (P4)

GemalR Methode D wurde Verbindung P4 aus 2-Amino-4,6-dichlorpyrimidin (819.9 mg;
5mmol) und Histamin Dihydrochlorid (1.37g; 7.5 mmol) unter Verwendung von
Diisopropylethylamin (1.75 mL, 10 mmol) und Isopropanol (10 mL) hergestellt. Das Produkt
wurde mittels Saulenchromatographie (DCM/MeOH 9:1) als weiRer Feststoff (600 mg; 50%)

gewonnen.
NH,
N)\N ’ N>H

PN

C|)\)\N N
H

Summenformel CoH11CINe
Molekulargewicht: 238.68
APCI [M+H]* =239.1 (100%).

6.3.11: N*~(2-(1H-Imidazol-4-yl)ethyl)-6-(3,4-dihydroisochinolin-2-
yl)pyrimidin-2,4-diamin Hydrogenmaleat (7)

GemdalR Methode E wurde die Verbindung 7 aus P4 (600 mg, 2.5mmol) und

Tetrahydroisochinolin (1.0 mL, 7.5 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin

(3.5 mL, 20 mmol) in Isopropanol (14 mL) hergestellt. Nach sdulenchromatographischer

Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) wurde das Produkt als gelber Feststoff (2.19 g, 58%) durch

Fallung mit Maleinsdure aus Ethanol gewonnen.
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NH, o)

SPUr TS
QQU\AN NN OH
H
0]

Summenformel CigH21N7 - 2.5 C4H404

Molekulargewicht 625.7 (freie Base: 335.2)

Schmelzpunkt 95 °C (unkorrigiert)

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 58.94 (d, ) = 1.4 Hz, 1H, pyr-NH), 7.47 (d, J = 1.3 Hz, 1H,

im-5H), 7.32 (s, 2H, pyr-NHz), 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-1Hz), 3.81 (t, J = 5.6 Hz, 2H,
NH-CH>), 3.56 (g, J = 6.5 Hz, 2H, isochin-3H>), 2.92 (dt, J =
8.8, 6.3 Hz, 4H, im-CH;, isochin-4H,).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 167.19 (pyr-2C), 153.79 (pyr-4C), 134.82 (im-20),
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-
3,4CH>), 23.79 (im-CH,).

Elementaranalyse theo. C53.76%; H 4.99%; N 15.67%.
bes. (€53.73%; H5.23%; N 15.39%.
APCI MS [M+H]* =336.2 (100%).

6.3.12: 2-Amino-6-phenylpyrimidin-4(3H)-on (P5)**°
GemaR Methode | 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 weilRer Feststoff (8 g; 83%) gewonnen.
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N)\NH
O)\/\\\o
Summenformel C10H9N3O
Molekulargewicht 187.2
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 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, NHz), 6.10 (s, 1H, OC-
CH).

6.3.13: 4-Chlor-6-phenylpyrimidin-2-amin (P6)*3®

GemalR 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 Losemittels wurde der Rickstand mit Acetonitril gewaschen und das Produkt als hellgelber

Feststoff (400 mg; 65%) gewonnen.

NH,
N)\IN
Summenformel C10HsCIN3
Molekulargewicht 205.7
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 8.36 (s, 2H, pyr-NHz), 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: N*-(2-(1H-Imidazol-4-yl)ethyl)-6-phenylpyrimidin-2,4-diamin
Dihydrochlorid (8)

Gemals Methode E wurde Verbindung 8 aus P6 (400 mg; 2 mmol) und Histamin Dihydrochlorid

(1.10g, 6 mmol) unter Verwendung von Diisopropylethylamin (1.5 mL, 8 mmol) in
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Isopropanol (10 mL) hergestellt.

Das Produkt wurde mittels Saulenchromatographie

(DCM/MeOH 9:1) als gelber Feststoff (212 mg; 30%) gewonnen.

NH»
N —
I /\/[ /
X N N
H

Formel
Molekulargewicht
Schmelzpunkt

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6)

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)

Elementaranalyse

APCI MS

CisH16Ng6 - 2 HCI
353.3 (freie Base: 280.3)
187 °C (unkorrigiert)

5 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-CHy), 2.93 (t, J = 6.8 Hz,
1H, im-CH.).

5 163.29 (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-CH,),
24.65 (im-CH,).

theo. C51.00%; H 5.14%; N 23.79%.
bes. C51.39%; H 5.52%; N 23.57%.
[M+H]* = 281.1 (100%).

6.3.15: 3-(Piperidin-1-yl)propan-1-ol Hydrochlorid (P7)?%

GemaR 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 weiBen Feststoff (5.5 g; 79%).

AN
O OH HCI
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Summenformel CgH17NO - HCI
Molekulargewicht 179.7 (freie Base: 143.2)

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 10.54 (s, 1H, NH*), 4.42 (s, 1H, OH), 3.44 (t, ) = 5.9, 2H,
prop-1H2), 3.38-3.33 (m, 2H, pip-2,6Hsq), 3.02-2.95 (m,
2H, prop-3Hz), 2.82-2.78 (m, 2H, pip-2,6Hqx), 1.88-1.64
(m, 7H, prop-2Ha, pip-3,5Hz, pip-4Hag), 1.43-1.30 (m, 1H,
pip-4Hax).

6.3.16: 1-(3-Chlorpropyl)piperidin Hydrochlorid (P8)°%°
Gemalk 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 weiRer

Feststoff (1.48 g, quant.) gewonnen.

N
O cl HCI

Summenformel CgH16CIN - HCI
Molekulargewicht 198.1 (freie Base: 161.7)
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 10.73 (s, 1H, NH*), 3.73 (t, ) = 6.4, 2H, prop-3H>), 3.40-

3.35 (m, 2H, pip-2,6Hsg), 3.10-3.03 (m, 2H, prop-1H>),
2.89-2.77 (m, 2H, pip-2,6Hax), 2.25-2.15(m, 2H, prop-
2H), 1.87-1.65 (m, 5H, pip-3,5H., pip-4Hag), 1.41-1.31 (m,
1H, pip-4Hax).

6.3.17: 1-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)ethan-1-on (P9)>*

GemaR 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 Losemittels wurde das Produkt in Ethylacetat (30 mL)
aufgenommen und mit 5wt% wassriger Natronlauge (3 x 30 mL) gewaschen. Evaporation des

organischen Losemittels erbrachte das Produkt als weillen Feststoff (1.3 g; 50%).

153



0]

Q)LCHg,
O\l/\/\o

Summenformel
Molekulargewicht

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)

C16H23N O
261.4

§7.91 (d, ) = 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-3H,), 2.51 (s, 3H,
OC-CHs), 2.40 — 2.24 (m, 6H, pip-2,6H,, prop-1H), 1.86
(tt, J = 6.5, 5.5 Hz, 2H, prop-2Hz), 1.47 (m, 4H, pip-3,5H2),
1.41 - 1.30 (m, 2H, pip-4H.).

6.3.18: Methyl 3-oxo-3-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)propanoat (P10)

GemaR 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. Sdulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) erbrachte das Produkt

als blass-gelbes Ol (430 mg; 40%).

o0 O

O/\/\o

Summenformel
Molekulargewicht

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6)

C18H25NO4
319.4

67.92 (d, ) =8.9 Hz, 2H, ph-2,6H), 7.04 (d, ] = 8.9 Hz, 2H,
ph-3,5H), 4.17 — 4.05 (m, 4H, prop-3H,, OC-CHy), 3.65 (s,
3H, O-CHs), 2.40 - 2.25 (m, 6H, pip-2,6H2, prop-1H,), 1.87
(p,J =6.7 Hz, 2H, prop-2Hy), 1.49 (m, 4H, pip-3,5H>), 1.45
-1.25 (m, 2H, pip-4H.).
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6.3.19: 2-Amino-6-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)pyrimidin-4-on (P11)
Gemalk Methode | 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 weiller Feststoff (600 mg; 49%) gewonnen.

e
N "NH
NN
WQ

O/\/\O
Summenformel Ci18H24N40:
Molekulargewicht 328.4
IH NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 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, NHz), 6.02 (s, 1H, OC-
CH), 4.04 (t, ) = 6.4 Hz, 2H, prop-3Hz), 2.40 — 2.25 (m, 6H
pip-2,6H>, prop-1H;), 1.98 — 1.74 (m, 2H, prop-2H,), 1.50
(t, J = 5.5 Hz, 4H, pip-3,5H;), 1.38 (d, J = 5.5 Hz, 2H, pip-
4H,).

6.3.20: 4-Chlor-6-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)pyrimidin-2-amin
(P12)

Gemalk 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 Losemittels und Waschen mit Acetonitril wurde das Rohprodukt als orangener

Feststoff (656 mg, 63%) gewonnen, mittels DC (DCM/MeOH 95:5 R¢ = 0.24) die Reinheit

bestimmt und weiterverwendet.

e
N™ >N
| =
7 o
O/\/\O
Summenformel Ci1sH23CIN4O
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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)

Gemals 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. Sdulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) erbrachte das
Produkt als weillen Feststoff (605 mg; 50%).

NH,

N)\N

\
WN
O/\/\O &N\CH

Summenformel C23H34N6O

3

Molekulargewicht 410.6
Schmelzpunkt 129 °C (unkorrigiert)

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 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, NH.), 4.04 (t, J
= 6.4 Hz, 2H, prop-3Hz), 3.70 — 3.51 (m, 4H, prz-2,6H,),
2.42 —2.29 (m, 10H, pip-2,6H;, prop-1H;, prz-3,5H>), 2.21
(s, 3H, N-CHs), 1.94 — 1.79 (m, 2H, prop-2Hz), 1.49 (q, ) =
5.4 Hz, 4H, pip-3,5H>),1.38 (q,) =6.7, 6.3 Hz, 2H, pip-4H>).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 8 163.61 (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 t = 7.8 min; [M+H]2* = 205.8, [M+H]* = 411.1; 98.02%.
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Compound Spectrum List Report

Analysi gl

alysis Info Acquisition Date  6/11/2018 11:21:01 AM
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6.3.22: 3-(4-Methylpiperazin-1-yl)propan-1-ol (P13)**°

GemalR 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 Ol (655 mg; 69%) gewonnen.

HO/\/\N/\

k/N\CHg,

Summenformel CsH1sN20
Molekulargewicht 158.3
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 63.42 (t,) = 6.3 Hz, 2H, prop-3H), 3.37 (s, 1H, OH), 2.43 —

2.21 (m, 10H, prop-1Hz, prz-2,3,5,6-Hz), 2.13 (s, 3H, N-
CHs), 1.62 — 1.49 (m, 2H, prop-2H.).

6.3.23: 6-(3-(4-Methylpiperazin-1-yl)propoxy)-tetralon (P14)%*!
Gemall 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 Azodicarbonsdurediethylester (0.7 mL; 4.5 mmol) in trockenem THF (15 mL) hergestellt.
Das Produkt wurde mittels Sdulenchromatographie (DCM/MeOH 95:5) als farbloses Ol
(710 mg; 78%) isoliert.

Summenformel C18H26N202
Molekulargewicht 302.4
'H NMR (300 MHz, CDCl3) 67.92(d,)=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, ) = 6.3
Hz, 2H, prop-3H), 2.84 (t, J = 6.1 Hz, 2H, tet-2H), 2.57 -
2.30 (m, 12H, prop-1H;, prz-2,3,5,6-H,, 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)

GemalR Methode S wurde Verbindung 10 aus P14 (906 mg; 3mmol) und p-

Dimethylaminobenzaldehyd (447.6 mg; 3mmol) unter Verwendung von Natronlauge (15M;

1.1mL; 13.5mmol) in Ethanol (10 mL) hergestellt. Das Produkt wurde mittels

saulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 98:2) als orangener Feststoff (416 mg;

32%) gewonnen.

O
X
H3C\N O/\/\N/\
|

CH3 K/N\CHS

0.4 H,0

Summenformel Co7H35N303 - 0.4 H,0
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Molekulargewicht 440.8 (kristallwasserfrei: 433.6)
Schmelzpunkt 114 °C (unkorrigiert)

1H NMR (300 MHz, CDCls) 8 8.00 (d, J = 8.7 Hz, 1H, tet-8H), 7.74 (d, J = 1.7 Hz, 1H,
tet-7H), 7.34 (d, ) = 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-(CHs)), 2.82 (dd, ) = 7.6, 5.4 Hz, 2H,
tet-3H), 2.56 — 2.33 (m, 10H, prop-1H,, prz-2,3,5,6-H>),
2.23 (s, 3H, N-CHs), 1.93 (dt, J = 8.1, 6.4 Hz, 2H, prop-2H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 5 186.81 (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-1(),
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-CHs), 40.19 (N-(CH3)2), 29.21 (tet-30),
27.40 (prop-2C), 26.64 (tet-2C).

UV/Vis AmaxAbs = 408 nm; AmaxEm = 680 nm.

Elementaranalyse theo. C73.57%; H 8.19%; N 9.34%.
bes. C73.74%; 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)

GemalR Methode S wurde Verbindung 11 aus P14 (906 mg; 3mmol) und p-

Dimethylaminozimtaldehyd (525.7 mg; 3mmol) unter Verwendung von Natronlauge (15M;

1.1mL; 13.5mmol) in Ethanol (10 mL) hergestellt. Das Produkt wurde mittels

sdulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOQOH 98:2) als roter Feststoff (414 mg; 30%)

gewonnen.

159



O
NN
ch\N O/\/\N/\
|
CHj, N.

Summenformel
Molekulargewicht
Schmelzpunkt

1H NMR (300 MHz, CDCl)

13C NMR (75 MHz, CDCls)

UV/Vis

Elementaranalyse

APCI MS

SN,

Ca29H37N30:2
459.6
128 °C (unkorrigiert)

6 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, ] = 6.3 Hz, 2H, prop-3H), 3.00
(s, 6H, N-(CHs)2), 2.95 (s, 4H, prz-3,5-Hz), 2.64 — 2.43 (m,
8H, prop-1H2, prz-2,6-H;, tet-4H), 2.30 (s, 3H, N-CH;),
2.17-2.08 (m, 2H, tet-3H), 2.06 — 1.90 (m, 2H, prop-2H).

5 186.22 (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-20),
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-CHs),
40.26 (N-(CH3)2), 29.21 (tet-4C), 26.64 (prop-2C), 25.88
(tet-3C).

AmaxAbs = 425 nm; AmaxEm = 638 nm.

theo. C75.78%; H 8.11%; N 9.14%.
bes. C75.25%; H 8.69%; N 8.84%.

[M+H]* = 460.3 (100%).
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6.3.26: 4-Benzyliden-2-methyloxazol-5-on (P15)?%

GemalR 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
Essigsaureanhydrid (15 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als blassgelbes Pulver (880 mg;
47%) isoliert.

AN
N§<o
CHs,
Summenformel C11H9NO>

Molekulargewicht 187.2

1H NMR (300 MHz, DMF-d7) 5 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-CHs).

6.3.27: 2-(3-(4-Methylpiperazin-1-yl)propyl)phthalimid (P16)***
Gemalk 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
Ol (1.4 g; 65%) isoliert.

N\
CH3
Summenformel C16H21N30,
Molekulargewicht 287.4
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) §7.92 —7.75 (m, 4H, pht-2,3,4,5H), 3.61 (t, ) = 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)%*?

Gemals 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 Ol (520 mg; 55%) isoliert.

Summenformel CsH19N3
Molekulargewicht 157.3

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 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)
Gemalk 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. Sdulenchromatographische Aufreinigung

(DCM/MeOH 5:1) erbrachte das Produkt als blassroten Feststoff (1.5 g; 46%).

3 &_'\?

Summenformel C19H26N40

Molekulargewicht 326.4
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Schmelzpunkt 100 °C (unkorrigiert)

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 5 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-CHs), 2.37 — 2.17 (m, 10H, prop-1H,
prz-2,3,5,6H), 2.11 (s, 3H, ox-CHs), 1.81 — 1.62 (m, 2H,

prop-2H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 8§ 169.99 (0x-4C), 164.29 (ox-2C), 138.83 (ph-1C), 134.10
(0x-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-CHs), 45.58 (prop-1C), 38.48 (prop-3C), 25.02
(prop-2C), 15.35 (ox-CH3s).

Elementaranalyse theo. C€69.91%; H 8.03%; N 17.16%.
bes. C€69.51%; H8.21%. N 17.07%.

APCI MS [M+H]* = 327.3 (100%).

6.3.30: 1-(3-Chlorpropyl)-4-methylpiperazin (P18)%*3
Gemalk 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 weiRer

Feststoff (2.00 g, quant.) gewonnen.

Cl
\_\; /\ 2 HCI
N  N—CHj
__/
Summenformel CsH17CIN2- 2 HCI
Molekulargewicht 249.6 (freie Base: 176.7)
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 11.99 (s, 2H, NH*), 3.85 — 3.32 (m, 10H, prop-1H;, prz-

2,3,5,6H>),3.17 (s, 2H, prop-2H;), 2.82 (s, 3H, N-CH3), 2.10
—1.72 (m, 2H, prop-3H,).
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6.3.31: 1-Methyl-4-(3-(4-nitrophenoxy)propyl)piperazin (P19)***

Gemal 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 Ol (1.48 g; 53%)

isoliert.

o (-
U
N  N-CHs
__/

Summenformel C14H21N303
Molekulargewicht 279.34
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 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-3Hz), 2.41 — 2.19 (m,
10H, prop-1Hz, prz-2,3,5,6Hz), 2.14 (s, 3H, N-CH3), 1.61 -
1.49 (m, 2H, prop-2H5).

6.3.32: 4-(3-(4-Methylpiperazin-1-yl)propoxy)anilin (P20)**
Gemal 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 Ol (1.3 g; 98%) isoliert.

e
N
N  N-CHs
__/

Summenformel C14H23N30
Molekulargewicht 249.4
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 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-1Hz, prz-2,3,5,6H>), 2.13 (s, 3H
N-CH3s), 1.62 — 1.49 (m, 2H, prop-2Hz).
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6.3.33: 5-Benzyliden-2-methyl-3-(4-(3-(4-methylpiperazin-1-
yl)propoxy)phenyl)- imidazol-4-on (13)
Gemalk 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. Saulenchromatographische Aufreinigung

(DCM/MeOH 4:1) erbrachte das Produkt als gelber Feststoff (929 mg; 37%).

0O

NI
CH3 N N_CH3
/

Summenformel CasH30N40

Molekulargewicht 418.5

Schmelzpunkt 143 °C (unkorrigiert)

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 8.34-8.19 (m, 2H, ph1-3,5H), 7.54 - 7.39 (m, 3H, ph1l-

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-1H;, prz-2,3,5,6H>), 2.19 (s, 3H, ox-
CHs), 2.15 (s, 3H, N-CH3), 1.89 (t, ) = 6.8 Hz, 2H, prop-2H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 6 169.33 (ox-C4), 163.33 (0x-C5), 158.59 (ph2-4C), 138.38
(ph1-1C), 134.03 (0x-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-CHs), 26.14 (prop-2C), 16.09 (ox-CHs).

Elementaranalyse theo. C71.74%; H7.23%; N 13.39%.
bes. C71.55%; H7.10%; 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)
GemalR Methode W wurde Verbindung 14 aus P15 (1.12g; 6 mmol) und 4-Amino-1-
methylpiperazin (691 mg; 6 mmol) in Pyridin (4.8 mL 60 mmol) hergestellt.
Saulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOQOH 4:1) erbrachte das Produkt als gelben
Feststoff (546 mg; 32%).

(@]
OO
N-N  N-CH,
"
CHj;

Summenformel CisH20N40

Molekulargewicht 284.4

Schmelzpunkt 173 °C (unkorrigiert)

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 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-2,6Hsg), 2.94
(m, 2H, prz-2,6Hax), 2.74 (m, 2H, prz-3,5H4q), 2.29 (d, J =
0.6 Hz, 2H, prz-3,5Hax), 2.20 (s, 3H, ox-cH3), 2.10 (s, 3H, N-
CHs).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 8 168.65 (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 (0x-CH3), 14.64 (N-CHs).

Elementaranalyse theo. C67.58%; H7.09%; N 19.70%.
bes. C67.55%; H6.87%; N 19.47%.

APCI MS [M+H]* = 284.3 (100%).

6.3.35: 4-(3-Chlorbenzyliden)-2-methyloxazol-5-on (P21)**

GemaB Methode V wurde Verbindung P21 aus Acetylglycin (2.34g; 20 mmol) und

3-Chlorbenzaldehyd (2.3 mL; 20 mmol) unter Verwendung von Natriumacetat (164 mg;
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2 mmol) in Essigsdureanhydrid (20 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als blassgelber

Feststoff (2.48 g; 56%) isoliert.

cl 0
O
NQ(O

CH,

Summenformel C11HsCINO>

Molekulargewicht 221.6

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 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-CHs).

6.3.36: 5-(3-Chlorbenzyliden)-2-methyl-3-(4-(3-(4-methylpiperazin-1-
yl)propoxy)phenyl)-imidazol-4-on (15)
GemaR 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. Sdulenchromatographische Aufreinigung

(DCM/MeOH 4:1) erbrachte das Produkt als roter Feststoff (1.14 g; 42%).

O

Cl
WN@O
N=<

X I NIVan
CH3 N N_CH3

Summenformel Ca5H29CIN4O2

Molekulargewicht 452.0

Schmelzpunkt 141 °C (unkorrigiert)

!H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 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, ) = 8.2 Hz, 3H,ph1-CH, ph2-3,5H), 4.05 (t, J
= 6.3 Hz, 2H, prop-3Hz), 2.47 —2.25 (m, 10H, prop-1H, prz-
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2,3,5,6H:), 2.20 (s, 3H, ox-CH3s), 2.16 (s, 3H, N-CH3), 1.88
(p, J=6.5Hz, 2H, prop-2H.).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 8 169.17 (ox-4C), 164.46 (ox-2C), 158.65 (ph2-4C), 139.40
(ph1-1C), 136.14 (ph1-3C), 133.33 (0x-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 (ph2-3,50),
115.03 (ph1-CH), 66.12 (prop-3C), 54.69 (prop-1C), 54.28
(prz-3,5C), 52.64 (prz-2,6C), 45.65 (0x-CHs3), 26.13 (N-
CHs), 16.16 (prop-20).

Elementaranalyse theo. C66.29%; H 6.45%; N 12.37%.
bes. C€66.04%; H6.40%; 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)

GemadlR Methode W wurde Verbindung 16 aus P15 (1.12g; 6 mmol) und Histamin

Dihydrochlorid (1.11g; 6mmol) in Pyridin (4.8 mL 60 mmol) hergestellt.

Saulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 4:1) erbrachte das Produkt als weilRen
Feststoff (706.4 mg; 52%).

0
NH
WNI@ HCl
"X

CHs
Summenformel C16H16N40O - HCI
Molekulargewicht 316.8 (freie Base: 280.3)
Schmelzpunkt 48 °C (unkorrigiert)
14 NMR (300 MHz, DMSO-d6) §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-CH,), 2.77 (t, ) = 7.0 Hz,
2H, im-CHy), 2.02 (s, 3H, ox-CH3).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 8 169.54 (0x-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-CH3), 25.41 (im-CH,), 22.84 (0x-CHs).

Elementaranalyse theo. C60.66%; H5.41%; N 17.69%.
bes. (C€61.04%; H5.50%; N 17.89%.

APCI MS [M+H]* = 281.4 (100%).

6.3.38: 1-(3-(4-Nitrophenoxy)propyl)piperidin (P22)>4¢

Gemalk 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 Ol (1.4 g; 53%)

isoliert.

OZN@OWND

Summenformel C14H20N203
Molekulargewicht 264.3

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 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-2,6Hz, prop-1Hz), 1.96 — 1.79 (m, 2H, prop-2H.),
1.53 - 1.41 (m, 4H, pip-3,5H;), 1.40 — 1.28 (m, 2H, pip-
4H,).

6.3.39: 4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)anilin (P23)**
Gemall 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 Ol (1.2 g; 97%) isoliert.
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Summenformel C14H22N-0
Molekulargewicht 234.3
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 6.67 — 6.60 (m, 2H, ph-2,6H), 6.54 — 6.47 (m, 2H, ph-

3,5H), 4.55 (s, 2H, NH>), 3.83 (t, ) = 6.4 Hz, 2H, prop-3H.),
2.39 — 2.25 (m, 6H, pip-2,6H2, prop-1H), 1.78 (tt, J = 7.9,
6.4 Hz, 2H, prop-2H;), 1.54 — 1.43 (m, 4H, pip-3,5Hz), 1.42
—1.33 (m, 2H, pip-4H.).

6.3.40: 5-Benzyliden-2-methyl-3-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)-
imidazol-4-on (17)
Gemalk 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. Sdulenchromatographische Aufreinigung

(DCM/MeOH 5:1) erbrachte das Produkt als gelber Feststoff (920 mg; 38%).

Summenformel C2sH29N30:
Molekulargewicht 403.5
Schmelzpunkt 136 °C (unkorrigiert)
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1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 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-3Hz), 2.36 (dt, J = 15.5, 6.2 Hz, 6H, pip-2,6H., prop-
1H), 2.19 (s, 3H, ox-CHs), 1.95 — 1.81 (m, 2H, prop-2H.),
1.49 (q, J = 5.4 Hz, 4H, pip-3,5H), 1.39 (d, J = 5.4 Hz, 2H,
pip-4Hz).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 6 169.33 (ox-4(), 163.32 (0x-5C), 158.61 (ph2-4C), 138.38
(ph1-1C), 134.03 (0x-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-CHs), 24.13 (prop-2C), 16.09 (pip-4C).

Elementaranalyse theo. C74.41%; H 7.24%; N 10.41%.
bes. C74.58%; H7.03%; N 10.39%.

APCI MS [M+H]* = 404.7 (100%).

6.3.41: 4-Chlor-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin (P24)**’

GemalR 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

saulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 95:5) als weiRer Feststoff (954 mg;

75%) gewonnen.

Summenformel CoH13CIN4

Molekulargewicht 212.7
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1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) §8.32 (d, ) = 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-2,6H;), 2.37 — 2.32 (m,
4H, prz-3,5H3), 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)

Gemal 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. Sdulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) ergab das
Produkt (346 mg; 50%) als weillen Feststoff.

Z>NH N7 N

I
N N
CN K/N\CH3

Summenformel CisH1sNe
Molekulargewicht 294.4
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 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-2,6Hz), 2.42 — 2.34 (m, 4H, prz-3,5H>),
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)

Gemall Methode R wurde P25 (588.7 mg; 2 mmol) in DCM (5 mL) gel6st und Triethylamin

(0.4 mL, 6 mmol) und Bortrifluorid Diethyletherat (851.4 mg; 6 mmol) hinzugefiigt. Das

Produkt 18 wurde nach saulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) als gelber

Feststoff (103 mg; 15%) gewonnen.
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F

Np?

2N Né\lN
U YN N/\
CN N
K/ CH3
Summenformel

Molekulargewicht
Schmelzpunkt

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6)

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)

15F NMR (282 MHz, DMSO-d6)
UV/Vis

Elementaranalyse

ESI MS

Ci6H17BF2Ne
342.2
208 °C (unkorrigiert)

6 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, ) = 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-2,6H>), 2.34 (t, ) = 5.1 Hz, 4H, prz-3,5H,), 2.16 (s, 3H,
N-CH3s).

& 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-CHs).

5-139.49 (d, J = 30.7 Hz), -139.71 (d, J = 30.7 Hz).
)\maxAbs = 402 nm, )\maxEm = 487 nm.

theo. C56.17%; 5.01%; 24.56%.
bes. C55.92%; 5.05%; 24.28%.

[M+H]* = 343.2 (100%).

6.3.44: 2-Amino-6-(2-methoxyphenyl)pyrimidin-4(3H)-on (P26)?%°

Gemall Methode | 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 weilRer Feststoff (437 mg; 53%)

gewonnen.
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Summenformel
Molekulargewicht

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)

6.3.45:

C11H11N30,
217.2

6 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, = 8.5,
1.0 Hz, 1H, ph-6H), 7.05 (td, J = 7.5, 1.0 Hz, 1H, ph-
5H),6.59 (s, 2H, NHz), 6.12 (s, 1H, OC-CH), 3.87 (s, 3H, O-
CHs).

4-Chlor-6-(2-methoxyphenyl)pyrimidin-2-amin (P27)%*®

GemadlR 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 Losemittels und Waschen mit Acetonitril wurde das Produkt als orangener Feststoff

(707 mg; quant.) gewonnen.

)N\|-|2
H4C.
>0 NN

wu

Summenformel
Molekulargewicht

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6)

C11H10CIN3O
235.7

57.81 (dd, ) = 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).
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6.3.46: 4-(2-Methoxyphenyl)-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-amin

(P28)%®

Gemal 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. Saulenchromatographische Aufreinigung ergab das Produkt als gelben

Feststoff (359 mg; 55%).

H,C.
>0 NN

Summenformel
Molekulargewicht

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6)

C16H21Ns0
299.4

67.70 (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, ) = 7.6, 1.1 Hz, 1H, ph-5H), 6.49 (s, 1H, pyr-
5H), 6.06 (s, 2H, NH.), 3.85 (s, 3H, O-CHs), 3.58 (t, ) = 5.0
Hz, 4H, prz-2,6Hz>), 2.39 (t, ) = 5.0 Hz, 4H, prz-3,5H.), 2.25
(s, 3H, N-CH3).

6.3.47: 2-(2-Amino-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-4-yl)phenol (P29)**°

GemaR Methode Q wurde P29 durch Demethylierung von P28 (359.3mg; 1.2 mmol) unter

Verwendung von HBr in Wasser (48%; 3 mL) in Essigsdure 2 mL hergestellt. Das Produkt wurde

als blassgelber Feststoff (285 mg; 83%) gewonnen.

NH,

OH N)\N

Summenformel

Molekulargewicht

Ci1sH19Ns0

285.4

175



1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 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, NH.), 3.66
(t, J = 5.0 Hz, 4H, prz-2,6H>), 2.36 (t, J = 5.0 Hz, 4H, prz-
3,5Hs), 2.21 (s, 3H, N-CH).

6.3.48: 6,6-Difluor-2-(4-methylpiperazin-1-yl)-benzo[e]pyrimido[1,6-
c][1,3,2]oxazaborinin-4-amin (19)

Gemal Methode R wurde P29 (570.7 mg; 2 mmol) in DCM (5 mL) geldst und Triethylamin

(0.4 mL, 6 mmol) und Bortrifluorid Diethyletherat (851.4 mg; 6 mmol) hinzugefligt. Das

Produkt 19 wurde nach saulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 95:5) als

gelber Feststoff (127 mg; 19%) gewonnen.

R F NH2
/ \N+/
N_
@2\)\ K/ “CHs
0.35 MeOH
Summenformel CisH18BF2Ns0 - 0.35 CH30H
Molekulargewicht 344.4 (I6semittelfrei: 333.2)
Schmelzpunkt 183 °C (unkorrigiert)
14 NMR (300 MHz, DMSO-d6) 58.14 (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, ] =8.1
Hz, 1H, ph-5H), 3.87 (m, 4H, prz-2,6H>), 2.58 (m, 4H, prz-
3,5H3), 2.34 (s, 3H, N-CH5s).
Elementaranalyse theo. C53.54%; H5.68%; N 20.34%.

bes. C53.84%; H5.65%; N 20.11%.

6.3.49: 4-Chlor-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-amin (P30)%®
Gemals 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
saulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 95:5) als weiRer Feststoff (850 mg;

68%) gewonnen.

NH,

A

Summenformel CoH14CINs
Molekulargewicht 227.7
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 6.47 (s, 2H, NHy), 6.08 (s, 1H, pyr-5H), 3.52 (t, ] = 4.88,

4H, prz-2,6H), 2.30 (t, ) =5.00, 4H, prz-3,5H,), 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)

GemaR 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. Sdulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) ergab das

Produkt (305 mg; 42%) als weillen Feststoff.

NH,

/NHN)\lN
N N N/\

CN K/N\CHs

Summenformel C16H19N7
Molekulargewicht 309.4
Schmelzpunkt 215 °C (unkorrigiert)
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1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)

Elementaranalyse

ESI MS

§15.39 (s, 1H, NH), 8.14 (dtd, ) =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-NH.), 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-2,6Hz), 2.35 (t, J = 5.0 Hz, 4H, prz-3,5H.), 2.20 (s,
3H, N-CH3).

6 160.89 (pyd-2C), 156.94 (pyr-4C), 156.83 (pyr-20),
15491 (pyd-4C), 143.09 (pyd-3C), 137.30 (pyd-4C),
122.36 (pyr-6C), 117.33 (CN), 113.41 (pyd-5C), 79.01 (NC-
(), 63.78 (pyr-5C), 54.21 (prz-2,6C), 45.67 (prz-3,5C),
43.48 (N-CHs).

theo. C62.12%; H 6.19%; N 31.69%.
bes C62.21%; H6.28%; N 31.39%.

[M+H]* = 310.5 (75%); [2M+H]* = 617.6 (100%).

6.3.51: 1-(2,4-Dinitrophenyl)piperazin (P31)>°

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 Saulenchromatographie (DCM/MeOH 92:8) als gelber Feststoff (577 mg; quant)

gewonnen werden.
HNT NO2
LN
NO,
Summenformel

Molekulargewicht

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6)

C10H12N404
252.2

58.58 (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-2,6H>), 2.85 — 2.76 (m, 4H, prz-3,5H,).

178



6.3.52: 4-(4-(2,4-Dinitrophenyl)piperazin-1-yl)-6-phenylpyrimidin-2-amin
(21)

Gemalk 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 sdulenchromatographisch (DCM/MeOH 95:5) aufgereinigt und

als gelber Feststoff (122 mg; 10%) isoliert.

Hy

N)%N

NO

2

Summenformel C20H19N704

Molekulargewicht 421.4

Schmelzpunkt 127 °C (unkorrigiert)

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 8.65 (d, ) =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, NH;), 3.91-3.80 (m, 4H, prz-2,6H>), 3.53 —3.42
(m, 4H, prz-3,5H,).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 8§ 163.23 (pyr-4C), 162.87 (pyr-6C), 148.67 (pyr-20C),
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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_ Compound Spectrum List Report

Analysis Info Acquisition Date  8/13/2018 2:28:08 PM
Analysis Name  D:\Data\Reinheif\13082018\JHH4.13_9_01_571.d

Method Reinheit_prot_bis70_complete_571.m Operator demo

Sample Name  JH H4.13 Instrument amaZon speed ETD

Comment

Acquisition Parameter

lon Source Type ESI lon Polarity Positive Alternating lon Polarity on
Mass Range Mode UltraScan Scan Begin 100 m/z Scan End 600 m/iz
Accumulation Time 2000 ps RF Level 59 % Trap Drive 47.3
SPS Target Mass 350 m/z Averages 5 Spectra n/a nla
Jntensg. -
10
= 2
20 1
15 i
1.0
0.5 1
s 3
0.0 : ; . el : e
5 10 15 20 25 30 Time [min]
# RT[min] __Area _SIN___ Area Frac. Max. m/z
1 18.9 911198336 145.6 513 377.14
2 19.3 16825741312 1978.8 94 64 42212
3 226 41931604 18.7 0.24 591.18

6.3.53: 3-((2,4-Dinitrophenyl)amino)propan-1-ol (P32)3¢

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 Ol (2.3 g; 95%) gewonnen.

y o NO
HO _~_N
NO,
Summenformel CoH11N304
Molekulargewicht 241.2
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 69.02 (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-1,3H>), 1.86 — 1.72
(m, 2H, prop-2H,).

6.3.54: N-(3-Chlorpropyl)-2,4-dinitroanilin (P33)>>!
Gemals 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

0l (2.47 g; quant) isoliert.
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Ch_~_N
NO,
Summenformel CoH10CIN304
Molekulargewicht 259.7
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 8.89 (t, ) = 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, ) = 9.7 Hz, 1H, ph-
6H), 3.75 (t, J = 6.5 Hz, 2H, prop-3Hz), 3.67 — 3.60 (m, 2H,
prop-1H;), 2.16 — 2.04 (m, 2H, prop-2H,).

6.3.55: 2,4-Dinitro-N-(3-(piperazin-1-yl)propyl)anilin (P34)

Gemal 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 Losemittels, Aufnehmen des
Rickstands in Ethylacetat und Waschen mit gesattigter wassriger Kaliumcarbonatlosung

wurde das Produkt wurde als gelber Feststoff (588 mg; 63%) isoliert.

HN™™Y g NO:
QN\/\/N\©\
NO,
Summenformel C13H19Ns504
Molekulargewicht 309.3
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 69.10 (s, 1H, NH), 8.85 (d, J = 2.8 Hz, 1H, ph-3H), 8.24 (dd,

1=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-3Hz), 2.70 (t, J = 4.8 Hz, 4H,
prz-2,6H;), 2.32 (dt, J = 18.4, 5.5 Hz, 6H, prop-1H,, prz-
3,5H.), 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)
GemaR 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 sdulenchromatographisch (DCM/MeOH 9:1) aufgereinigt und

als gelber Feststoff (154 mg; 11%) isoliert.

NH,

N™ ~N

ERAEEN e

Summenformel
Molekulargewicht
Schmelzpunkt

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6)

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)

LC-MS

NO,
C23H26Ns04

478.5

224 °C (unkorrigiert)

69.19 (d,J=7.1Hz, 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, NHz), 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-
3H,, prz-2,6Hz), 3.40-3.25 (m, 6H, prop-1Hz, prz-3,5H>),
1.99 —1.74 (m, 2H, prop-2Hy).

6 163.59 (pyr-4C), 163.12 (pyr-6C), 148.15 (pyr-20),
138.36 (ph2-1C), 134.54 (ph1-1C, ph2-4C), 129.89 (ph2-
2(), 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).

tr= 18.9 min; [M+2H]?* = 240.0, [M+H]* = 479.2; 97.6%.
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~ Compound Spectrum List Report

Analysis Info Acquisition Date  9/4/2018 4:25:14 PM
Analysis Name  D:\Data\Reinheit\0409201 8\JHH4.14_6_01_674.d
Method protbis40prozWASH6times_674.m Operator demo
Sample Name  JHH4.14 Instrument amaZon speed ETD
Comment
Acquisition Parameter
lon Source Type ESI lon Polarity Positive Alternating lon Polarity on
Mass Range Mode UltraScan Scan Begin 100 m/iz Scan End 600 m/z
Accumulation Time 2000 ps RF Level 59 % Trap Drive 47.3
SPS Target Mass 350 miz Averages 5 Spectra nla nla
Inlenss.]
x10%4 2
2.07 ,
:
1.5
1.07
054 |
i i, 45
00— T — — D2 e
S 10 15 20 25 Time [min]
# RT[min] Area  SIN  Area Frac.%  Max. m/z
1 18.2 2218456 2.0 0.13 430.19
2 18.9 1634850304 652.7 97.55 479.18
3 20.7 12371675 71 0.74 513.12
4 251 16413248 105 0.98 324.58
5 254 10089399 8.3 0.60 533.16

6.3.57: N:-(2,4-Dinitrophenyl)propan-1,3-diamin (P35)%>

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 (1.1g; 46%) nach Saulenchromatographie (DCM/MeOH 9:1)

gewonnen.
O,N

NH

NO, KL

NH»>
Summenformel

Molekulargewicht

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6)

APCI MS

CoH12N404
240.2

6 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, ) = 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).

[M+H]* = 241.1 (100%).
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6.3.58: 6-Phenylpyrimidin-2,4(1H,3H)-dion (P36)%>3

Verbindung P36 wurde aus einer Mischung von Ethylbenzoylacetat (16.7 g; 86 mmol) und
Harnstoff (6.7 g, 112 mmol) l6sungsmittelfrei unter Mikrowellenstrahlung bei 165 °C fir
20 min hergestellt. Fallung des Produkts mit Dichlormethan und Abfiltrieren und Trocknen des

Niederschlages erbrachte das gewiinschte Produkt als weiRen Feststoff (5g, 31%).

hiy
HN NH
WO
Summenformel C10HsN;0,
Molekulargewicht 188.2
1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) 8§ 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)**
Gemalk 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.

1
)
Summenformel C10HeCl2N2
Molekulargewicht 225.1
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 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)%>°

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 Rihren bei Raumtemperatur hergestellt. Das
Produkt wurde mittels Sdulenchromatographie (graduell: DCM 100%; DCM/MeOH 9:1) als

weiller Feststoff (854.8 mg; 37%) gewonnen.

Cl
)
= N/\
LUN.
CH3
Summenformel C15H17CINg
Molekulargewicht 288.8
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 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, ] = 5.0 Hz, 4H, prz-
2,6H;), 2.48 (t, J = 5.0 Hz, 4H, prz-3,5H>), 2.30 (s, 3H, N-
CHs).
APCI MS [M+H]* =290.0 (100%).

6.3.61: N*-(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. Saulenchromatographische Aufreinigung (graduell: DCM 100%;
DCM/MeOH 95:5) erbrachte das Produkt als orangenen Feststoff (38 mg; 13%).
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Summenformel
Molekulargewicht
Schmelzpunkt

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6)

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)

LC-MS

C24H28Ng0O4
492.5
144 °C (unkorrigiert)

6 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, ) = 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-1H:), 3.68 — 3.48 (m, 6H,
prop-3H,, prz-2,6Hz), 2.35 (t, J = 4.9 Hz, 4H, prz-3,5H,),
2.21 (s, 3H, N-CH3), 1.92 (t, ) = 6.5 Hz, 2H, prop-2H.).

6 163.38 (pyr-4C), 162.03 (pyr-6C), 148.13 (pyr-20),
138.40 (ph2-1C), 134.56 (ph2-4C), 129.64 (ph1-1C, ph2-
20), 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-50C),
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).

t = 13.7 min; [M+2H]* = 247.0, [M+H]* = 493.2; 95.7%.
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Analysis Info Acquisition Date  3/22/2019 10:26:09 AM
Analysis Name  D:\Data\Reinheit\2019\22032019\JHH4.27.3_4_01_1858.d

Method ab2bis100_50LO0OP_PASA_wash5EQ3min_1858.m Operator demo

Sample Name JH H4.27.3 Instrument amaZon speed ETD
Comment

Acquisition Parameter

lon Source Type ESI lon Polarity Negative Alternating lon Polarity on
Mass Range Mode UltraScan Scan Begin 80 miz Scan End 1200 m/z
Accumulation Time 2000 ps RF Level 59 % Trap Drive 449
SPS Target Mass 350 m/z Averages 5 Spectra nla n/a
Intens. — o
x108 1
67 g
!
4 I
1 ﬁ 2
0 S AN A |
T T T T T T — T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 Time [min]
# _ RT [min] Area SIN  Area Frac. %  Max. miz
1 13.7 4602284544 1247.0 95.74 247.03
2 15.1 204585552 93.3 4.26 366.18

6.3.62: Methyl 3-(4-methoxyphenyl)-3-oxopropanoat (P39)>>°

Gemal 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 Ol (3.75 g; 90%)

gewonnen.
O O

H3C\O

Summenformel C11H1204

Molekulargewicht 208.2

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 67.94 (d, ) =8.9 Hz, 2H, ph-2,6H), 7.06 (d, ] = 8.9 Hz, 2H,
ph-3,4H), 4.14 (s, 2H, OC-CH;), 3.85 (s, 3H, O-CH3), 3.65
(s, 3H, OCO-CHs).

APCI MS [M+H]* =209.2 (100%).
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6.3.63: 2-Amino-6-(4-methoxyphenyl)pyrimidin-4(3H)-on (P40)>>’
GemalR Methode | wurde Verbindung P40 aus P39 (844.4mg; 3.8 mmol) und
Guanidincarbonat (340 mg; 3.8 mmol) in einer Ethanol/Toluol-Mischung (12 mL: 2 mL)

hergestellt. Das Produkt wurde als weiller Feststoff (437 mg; 53%) gewonnen.

e
N~ "NH
o
H3C\O
Summenformel C11H11N30;
Molekulargewicht 217.2
IH NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 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, NH;), 6.03 (s, 1H,
OC-CH), 3.80 (s, 3H, O-CH3).

6.3.64: 4-Chlor-6-(4-methoxyphenyl)pyrimidin-2-amin (P41)%’

GemalR 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 Losemittels und Waschen mit Acetonitril wurde das Produkt als orangener Feststoff

(707 mg; quant.) gewonnen.

e
P
H3C\O
Summenformel C11H10CIN3O
Molekulargewicht 235.7
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 8.08 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ph-2,6H), 7.19 (s, 1H, pyr-5H),
7.09 (s, 2H, NH3), 7.04 (d, ) = 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)%8

Gemal 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. Sdulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) ergab das
Produkt als weillen Feststoff (375 mg; 57%).

iy
P
wN
HiC N
0 N CHj
Summenformel Ci16H21Ns0
Molekulargewicht 299.4
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 8.01 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ph-2,6H), 6.98 (d, ] = 8.9 Hz, 2H,
ph-3,5H), 6.51 (s, 1H, pyr-5H), 6.01 (s, 2H, NH:), 3.81 (s,
3H, O-CHs), 3.60 (t, J = 4.9 Hz, 4H, prz-2,6Hz), 2.35 (t, ) =
4.9 Hz, 4H, prz-3,5H>), 2.21 (s, 3H, N-CHs).
APCI MS [M+H]* = 300.5 (100%).

6.3.66: 4-(2-Amino-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-4-yl)phenol (P43)
GemaR Methode Q wurde P43 durch Demethylierung von P42 (3.6 g; 12 mmol) unter
Verwendung von HBr in Wasser (48%; 30 mL) in Essigsaure 20 mL hergestellt. Das Produkt

wurde als blassgelber Feststoff (2.98 g; 87%) gewonnen.

e
Y
HO @N\CH3
Summenformel C15H19Ns0
Molekulargewicht 285.4
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1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 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, NH>), 3.69 (s, 1H
ph-OH), 3.58 (t, ) = 5.0 Hz, 4H, prz-2,6H>), 2.34 (t, ) = 5.0
Hz, 4H, prz-3,5H>), 2.20 (s, 3H, N-CH53).

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)

Gemall 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. Sdulenchromatographische (DCM/MeOH

9:1) Aufreinigung erbrachte das Produkt als gelben Feststoff (290 mg; 19%).

e
@
Os5N /@MN/\
: N0 bN\CH3
NO, H
Summenformel C24H28Ng0Os
Molekulargewicht 508.5
Schmelzpunkt 137 °C (unkorrigiert)
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 69.02 (t, ) = 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, ) = 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, NH.), 4.17
(t, J = 5.8 Hz, 2H, prop-1Hz), 3.70 (q, J = 6.4 Hz, 2H, prop-
3Hz), 3.60 (t, J = 5.0 Hz, 4H, prz-2,6Hz), 2.36 (t, J = 5.0 Hz,
4H, prz-3,5H2), 2.22 (s, 3H, N-CH3), 2.14 (g, ) = 6.2 Hz, 2H,

prop-2H,).
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13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)

UV/Vis

LC-MS

6 163.58 (pyr-4C), 162.96 (pyr-6C), 162.54 (pyr-2C),

159.60 (ph2-4C), 148.09 (ph1-1C), 134.68 (ph1-4C),

130.71 (ph1-20), 129.94 (ph1-5C), 129.74 (ph2-2,60),

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-

CHs), 27.70 (prop-20C).

AmaxAbs = 335 nm; AmaxEm = nicht bestimmbar.

tr=20.2 min; [M+2H]?* = 255.0, [M+H]* = 509.3; 100%.

Analysis Info

Analysis Name  D:\Data\Reinheit\17072018\WH4.12_6_01_532.d

Method Reinheit40Proz26min_532.m
Sample Name  JH4.12

Comment

Acquisition Parameter

Compound Spectrum List Report

Acquisition Date  7/17/2018 3:13:00 PM

demo
amaZon speed ETD

Operator
Instrument

lon Source Type ESI lon Polarity Positive Alternating lon Polarity on
Mass Range Mode UltraScan Scan Begin 100 m/z Scan End 600 m/z
Accumulation Time 2000 ps RF Level 58 % Trap Drive 473
SPS Target Mass 350 miz Averages 5 Spectra n/a n/a
Intens.] N e
x108
1
2]
1] |
\
0 T T = T =T =T T \ T T T T T T T T
b5 10 15 20 25 Time [min]
#  RT [min] Area  SIN  AreaFrac.%  Max. miz
1 20.2 3683452672 1561.6 100.00 255.04
. 258
6.3.68: Methyl 3-(3-methoxyphenyl)-3-oxopropanoat (P44)

Gemalk 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 Ol (3.74 g; 90%)

gewonnen.

o O

pe CH
H,C wo/ 3
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Summenformel C11H1204
Molekulargewicht 208.2

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 5 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-CH), 3.83 (s, 3H, O-CHs), 3.66 (s, 3H,
0CO-CHs).

6.3.69: 2-Amino-6-(3-methoxyphenyl)pyrimidin-4(3H)-on (P45)%®
GemalR Methode | 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 weiller Feststoff (437 mg; 53%) gewonnen.

X
N” "NH
H3C/O\©Mo
Summenformel C11H11N30;
Molekulargewicht 217.2
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) §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, NH,), 6.03 (s, 1H, OC-CH), 3.89 (s, 3H,
O-CH3).

6.3.70: 4-Chlor-6-(3-methoxyphenyl)pyrimidin-2-amin (P46)>*

GemalR 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 Losemittels 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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v
HSC/OOMCI
Summenformel C11H10CIN3O
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)%

Gemalk 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. Sdulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) ergab das
Produkt als weiBen Feststoff (369 mg; 56%).

B
)
@N\CH3
Summenformel C16H21NsO
Molekulargewicht 299.4
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 7.66 —7.56 (m, 2H, ph-2,6H), 7.35 (t, ) = 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, NH;), 3.82 (s, 3H, O-CH3), 3.72 (t, ) =
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)>>°

GemalR Methode Q wurde P48 durch Demethylierung von P47 (3.6 g, 12 mmol) unter
Verwendung von wassriger HBr (48%; 30 mL) in Essigsdure 20 mL hergestellt. Das Produkt
wurde als blassgelber Feststoff (3.00 g; 88%) gewonnen. Nach DC- und MS-Kontrolle wurde

das Rohprodukt direkt weiterverarbeitet.

e

P

HO
WN
@N\CH3

Summenformel C15H19Ns0
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)

GemalR 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. Sdulenchromatographische (DCM/MeOH

9:1) Aufreinigung erbrachte das Produkt als gelben Feststoff (280 mg; 18%).

N~ >N
N o -
IS 9
N<
O,N NO, b CH
Summenformel C24H28Ng0Os
Molekulargewicht 508.5
Schmelzpunkt 117 °C (unkorrigiert)
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1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) §9.04 (t, ) = 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, ) = 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, NH>), 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, ) = 6.1 Hz, 2H, prop-2H>).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 8 171.96 (pyr-4C), 163.58 (pyr-6C), 163.03 (pyr-20),
162.81 (ph2-3C), 158.44 (ph1-1C), 148.11 (ph2-10),
139.87 (ph1-4C), 134.67 (ph1-2C), 130.52 (ph1-50),
129.95 (ph2-5C), 129.75 (ph1-3C), 129.25(ph2-60),
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-CHs), 26.91 (prop-2C).

LC-MS t= 14.0 min; [M+2H]?** = 255.0, [M+H]* = 509.2; 100%.

Compound Spectrum List Report

Analysis Info Acquisition Date  1/17/2019 1:04:51 PM

Analysis Name  D:\Data'\Reinheit\2019\16012019\JHH4.18s3_7_01_1647.d

Method ab2bis100_50MikroLPaLoop_wash5EQ3min_1647.m Operator demo

Sample Name JHH4.18s3 Instrument amaZon speed ETD
Comment

Acquisition Parameter

lon Source Type ESI lon Polarity Positive Alternating lon Polarity on
Mass Range Mode UltraScan Scan Begin 80 miz Scan End 1200 m/z
Accumulation Time 2000 us RF Level 59 % Trap Drive 47.4
SPS Target Mass 350 miz Averages 5 Spectra nia nia
Imensé - — o - T o \
x1083
53 1 |
. ﬁ |
3 i
2]
11
D e e e e e e — !——;T'_"f — ;T T
0 2 4 6 8 10 12 14 18 Time [min)
#  RT [min) Area SIN __ AreaFrac.%  Max. miz
1 14.0 3964936960 1263.0 100.00 255.01
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6.3.74: 4-(4-Acetylphenoxy)butannitril (P49)%6°
GemalR 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.
O
o

NG "0

Summenformel C12H13NO;

Molekulargewicht 203.2

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) §7.93 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ph-2,6H2), 7.10 — 7.00 (m, 2H, ph-
3,5H,), 4.13 (t, ) = 6.0 Hz, 2H, prop-1Hs), 2.67 (t, ) = 7.1
Hz, 2H, prop-3Hz), 2.52 (s, 3H, OC-CHs), 2.14 — 1.99 (m,
2H, prop-2H5).

6.3.75: Methyl 3-(4-(3-cyanopropoxy)phenyl)-3-oxopropanoat (P50)

Gemalk 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 Ol (13.1 g; quant) gewonnen.

O O
NG "0
Summenformel C14H15NO4
Molekulargewicht 261.3
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) §7.94 (d, ) = 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-CH., prop-1Hz), 3.65 (s,
3H, 0-CH3), 2.67 (t, ) = 7.1 Hz, 2H, prop-3Hy), 2.13 - 1.97
(m, 2H, prop-2H.).
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6.3.76: 4-(4-(2-Amino-6-oxo-1,6-dihydropyrimidin-4-yl)phenoxy)butannitril

(P51)

Gemalk Methode | 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 weilRer Feststoff (8.11 g; 60%) gewonnen.

NH,

N)\NH

jone
NC/\/\O

Summenformel
Molekulargewicht

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6)

C14H14N40,
270.3

6 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, NHz), 6.03 (s, 1H-
OC-CH), 4.14 (t, ] = 6.0 Hz, 2H, prop-1H>), 2.67 (t,J = 7.1
Hz, 2H, prop-3Hz), 2.22 —1.94 (m, 2H, prop-2H>).

6.3.77: 4-(4-(2-Amino-6-chlorpyrimidin-4-yl)phenoxy)butannitril (P52)

GemalR 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 Lésemittels und Waschen mit Acetonitril wurde das Produkt als orangenes Ol (7.2 g;

quant.) gewonnen. Nach DC-Kontrolle (Rf = 0.43 (DCM/MeOH 99:1) und MS-Kontrolle wurde

mit dem Rohprodukt weitergearbeitet.

NH,

N~ >N

\
NC/\/\O

Summenformel
Molekulargewicht

APCI MS

C14H13CIN4O
288.7

[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)

GemalR 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. Sdulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) ergab das
Produkt als gelbes Ol (4.41 g; 50%).

NH»>
B
N
NCT "0 — CHs
Summenformel C14H13CIN4O
Molekulargewicht 352.4
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 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, NH.), 4.10 (t, J
= 6.1 Hz, 2H, prop-1Hz), 3.67 (t, ) = 4.9 Hz, 4H, prz-2,6H,),
2.68 (t,J = 7.1 Hz, 2H. prop-3Hz), 2.52 — 2.48 (m, 4H, prz-
3,5H), 2.31 (s, 3H, N-CH53), 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)

Gemalk 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

Wasserstoffatmosphare (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

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 8.01 (d, J = 8.3 Hz, 2H, ph-2,6H), 6.97 (d, ] = 8.3 Hz, 2H,
ph-3,5H), 6.51 (s, 1H, pyr-5H), 6.01 (s, 2H, NH>), 4.04 (s,
2H, but-4H>), 3.60 (s, 4H, prz-2,6Hz), 2.81 (s, 2H, but-1H>),
2.35 (s, 4H, prz-3,5H2), 2.21 (s, 3H, N-CHs), 1.74 (d, ) = 23.5
Hz, 4H, but-2,3H5;).

6.3.80: 4-(4-(4-((2,4-Dinitrophenyl)amino)butoxy)phenyl)-6-(4-
methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-amin (26)

GemalR 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. Sdulenchromatographie (DCM/MeOH 9:1) erbrachte das Produkt als

gelben Feststoff (311 mg; 85%).

NH

P

N

Summenformel C25H30NsOs

Molekulargewicht 522.6

Schmelzpunkt 216 °C (unkorrigiert)

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 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, ) = 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, NH.),
4.16 — 4.00 (m, 2H, but-1H), 3.70 — 3.52 (m, 6H, but-4H,
prz-2,6H,), 2.44 (s, 4H, prz-3,5Hz), 2.27 (s, 3H, N-CHs),
1.83 (dd, J = 6.6, 3.2 Hz, 4H, but-2,3H,).
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13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)

LC-MS

Analysis Info
Analysis Name

~ Compound Spectrum List Report

6 163.53 (pyr-4C), 162.86 (pyr-6C), 159.80 (pyr-20),
148.11 (ph2-4C), 134.60 (ph1-1C), 130.42 (ph1-4C),
129.90 (ph1-2C), 129.66 (ph1-5C), 128.02 (ph2-2,60),
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-CHs),
25.88 (but-2C), 24.70 (but-3C).

tr=11.1 min; [M+2H]?* = 262.0, [M+H]* = 523.2; 97.03%.

Acquisition Date  11/8/2018 9:33:19 AM

D:\Data\Reinheit\08112018cldProbes\JHH4.17_6_01_1071.d

Method 5bis80dannbis100Flush100_50grad_Eq3_1071.m Operator demo
Sample Name  JHH4.17 Instrument amaZon speed ETD

Comment

Acquisition Parameter

i i Alternating lon Polarity on
lon Source Type ESI lon F‘olarrt'y Negative
Mass Range Mode UltraScan Scan Begin 100 m/z Scan End 13090 miz
Accumulation Time 2000 ps RF Level 59 % Trap Drive 4)] :
SPS Target Mass 350 mlz Averages 5 Spectra ) _n!a 3 B n a_ -
Intens. T
x108 1
B ‘
1 !
2 I\ |
BN 23 4 |
—_— 7T T T T — T 2
=2 - & & 3 & = 14 16 18 Time [min]
#  RT [min] Area  SIN  AreaFrac. %  Max. m/z
1 111 8609698816  9008.5 97.03 261.98
2 121 21827544 112.6 0.25 352.60
3 123 111520160 206.1 1.26 410.12
4 146 130120840 2191 1.47 376.21

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 Ol (2.7 g; quant) gewonnen.

OzN\@NOZ

H
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Summenformel C10H13N306
Molekulargewicht 271.2

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 58.97 —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-CHz, HO-CH3), 3.57 — 3.45 (m, 4H,
HC-0-CH?).

APCI MS [M+H]* =272.1 (100%).

6.3.82: N-(2-(2-Chlorethoxy)ethyl)-2,4-dinitroanilin (P56)

Gemal 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 weiRer

Feststoff (2.1 g, 92%) isoliert. Nach DC- und MS-Kontrolle wurde mit dem Rohprodukt

weitergearbeitet.

02N \@NOZ
N/\/O\/\C|

H
Summenformel C10H12CIN30s
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)

GemiR 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. Sdulenchromatographische (DCM/MeOH
9:1) Aufreinigung erbrachte das Produkt als gelben Feststoff (371 mg; 23%).
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|
OZNQNOZ Q)\ANﬁ
N/\/O\/\O K/N\CH3

H
Summenformel
Molekulargewicht
Schmelzpunkt

!H-NMR (600 MHz, DMSO-d6)

13C NMR (151 MHz, DMSO-d6)

LC-MS

C25H30N8O6
538.6
208 °C (unkorrigiert)

6 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, ) =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, NH>),
4.15 (dd, ) = 5.7, 3.4 Hz, 2H, ph-O-CH), 3.83 (t, ) = 4.5 Hz,
2H, HN-CH.), 3.79 (t, ) = 5.2 Hz, 4H. prz-2,6Hz), 3.73 — 3.63
(m, 4H H>C-0-CH>), 2.51 (t, ) = 5.2 Hz, 4H, prz-3,5H>), 2.33
(s, 3H, N-CHs3).

6 163.95 (pyr-4C), 163.22 (pyr-6C), 162.82 (pyr-20),
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 (ph1-60),
114.49 (ph2-3,5C), 88.52 (pyr-5C), 69.34 (ph-O-CH,),
68.85 (ph-O-CH,-CH3), 67.62, HN-CH>-CH;), 45.61 (prz-
2,6C), 43.44 (prz-3,5C), 43.12 (HN-CH), 40.51 (N-CH3).

tr= 13.5 min; [M+2H]?>* = 270.0, [M+H]* = 539.2; 96.8%.
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Analysis Info

Compound Spectrum List Report

Acquisition Date 5/21/2019 2:42:21 PM

Analysis Name  D:\Data\Reinheit\2019\21052019\JHH4.30-s9_5_01_2168.d

Method ab2bis100LONG_50LOOP_PASA_wash5SEQ3min_2168.m Operator demo
Sample Name JHH4.30-s9 Instrument amaZon speed ETD
Comment
Acquisition Parameter
lon Source Type ESI lon Polarity Negative Alternating lon Polarity on
Mass Range Mode UltraScan Scan Begin 80 m/z Scan End 1200 miz
Accumulation Time 2000 ps RF Level 59 % Trap Drive 449
SPS Target Mass 350 m/z Averages 5 Spectra nla nfa
Intens. .
x108
5 2
i
4 i
3
2 l
17
3
Di T T — ——— T T — - \ .‘ U T =
0 2 4 6 8 10 12 14 16 Time [min]
#  RT [min] Area  SIN  Area Frac. % _ Max. m/z
1 13.1 31313452 67.1 0.73 530.20
2 13.5 4135744256 4847.5 96.78 270.00
£} 141 106491840 2241 2.49 306.06

6.3.84: 6-((2,4-Dinitrophenyl)amino)hexan-1-ol (P57)%*

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 Ol (2.58 g; 91%) gewonnen.

N

NN
X o
O,N NO,

Summenformel
Molekulargewicht

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6)

APCI MS

C12H17N304
283.3

6 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, ) = 9.7 Hz,
1H, ph-6H), 3.63 — 3.48 (m, 4H, Hex-1,6H>), 1.86 — 1.72
(m, 4H, Hex-2,5H), 1.52-1.45 (m, 4H, Hex-3,4H).

[M+H]* = 284.2 (100%).
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6.3.85: N-(6-Chlorhexyl)-2,4-dinitroanilin (P58)
Gemal 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

Saulenchromatographie (DCM/Hexan 1:1) als gelbes Ol (2.87 g; quant) isoliert.

H

N~
r °
O,N NO,
Summenformel C12H16CIN304
Molekulargewicht 301.7
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 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, ) = 9.7 Hz, 1H, ph-
6H), 3.75 (t, J = 6.5 Hz, 2H, Hex-1H>), 3.68 — 3.61 (m, 2H,
Hex-6H>), 1.85-1.73 (m, 4H, Hex-2,5H;), 1.52-1.45 (m, 4H,
Hex-3,4H>).

6.3.86: 4-(4-((6-((2,4-Dinitrophenyl)amino)hexyl)oxy)phenyl)-6-(4-
methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-amin (28)

GemalR 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. Sdulenchromatographische Aufreinigung

(DCM/MeOH 9:1) erbrachte das Produkt als gelben Feststoff (156 mg; 16%).

NH,
A
|

N N

=
POUN AR
O,N NO,

Summenformel C27H34NsO
Molekulargewicht 550.6
Schmelzpunkt 176 °C (unkorrigiert)
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1H NMR (300 MHz, CDCl3)

13C NMR (75 MHz, CDCls)

LC-MS

Analysis Info

Analysis Name

Method

Sample

Comment

lon Source Type
Mass Range Mode

Accumulation Time
SPS Target Mass

Intens

x1093
1007
075

0.50
0.25
0.00

#

§9.06 (d, ) = 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, NH>), 3.95 (t, ) = 6.2 Hz, 2H, Hex-1H>),
3.61 (t,J = 5.1 Hz, 4H, prz-2,6H2), 3.35 (td, ) = 7.0, 5.2 Hz,
2H, Hex-6H>), 2.41 (t, ) =5.1 Hz, 4H, prz-3,5H), 2.27 (s, 3H,
N-CHs), 1.76 (g, J = 7.0 Hz, 4H, Hex-2,5H>), 1.49 (dt, J =
6.9, 3.7 Hz, 4H, Hex-3,4H,).

6 163.79 (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-CHs),
29.01 (Hex-2C), 28.64 (Hex-5C), 26.67 (Hex-3C), 25.72
(Hex-4C).

tr=11.6 min; [M+2H]%* = 276.1, [M+H]* = 551.3; 100%.

Compound Spectrum List Report

Acquisition Date  12/5/2018 11:17:25 AM

D:\Data\Reinheit\05122018\Table1\JHH4.20_7 01_1326.d

NEUab80mz_5bis80dannbis100Fiush100_50grad_Eq3_1326. Operator demo
m
Name  JHH4.20 Instrument amaZon speed ETD
Acquisition Parameter
ESI lon Polarity Positive Alternating lon Polarity on
UltiraScan Scan Begin 80 mfz Sean End 1200 miz
2000 ps RF Lewvel 59 % Trap Drive 47.4
350 m/z Averages 5 Spactra nia nia
1 |
' |
[t
| |
2 4 6 8 10 12 B 1 18 Time[min]
RT [min] Area SIN  Area Frac. %  Max. miz
1186 16384086016 3165.9 100.00 276.068

1
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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)

GemalR 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. Sdulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) erbrachte das Produkt

als orangenen Feststoff (124 mg; 70%).

NH,
HaC, N)sN
) .
SRat IS A
5 \/\/\O \CH3

Summenformel C31H39N703S

Molekulargewicht 589.8

Schmelzpunkt 110 °C (unkorrigiert)

'H NMR (600 MHz, CDCls) 6 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-
1H,, NHz), 3.75 (t, J = 6.0 Hz, 2H, but-4H,), 3.61 (t, ) = 5.1
Hz, 4H, prz-2,6H>), 2.88 (q, ] = 6.7 Hz, 2H), 2.81 (s, 6H, N-
(CHs)a), 2.41 (t, J = 5.1 Hz, 4H, prz-3,5H), 2.27 (s, 3H, N-
CHs), 1.64—1.55 (m, 2H, but-2Hz), 1.54 — 1.45 (m, 2H, but-
3H,).

13C NMR (151 MHz, CDCls) § 163.66 (pyr-4C), 160.27 (pyr-6C), 152.05 (pyr-20),

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-10),
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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-(CHs)2), 26.46 (but-2C), 26.12 (but-3C).

UV/Vis AmaxAbs = 325 nm; AmaxEm = 500 nm.

LC-MS tr=11.3 min; [M+2H]?* = 295.6, [M+H]* = 590.3; 91.0%.

~_ Compound Spectrum List Report B

Analysis Info Acquisition Date  11/20/2018 11:45:11 AM

Analysis Name  D:\Data\Reinheit\20112018\Probes_start\JHH4.19W_7_01_1145.d

Method 5bis80dannbis100F|ush100_50grad_Eq3_1145.m Operator demo
Sample Name JHH4.19W Instrument amaZon speed ETD
Comment

Acquisition Parameter
lon Source Type ESI lon Polarity Negative Alternating lon Polarity on

Mass Range Mode UltraScan Scan Begin 100 m/z Scan End 1200 m/z
Accumulation Time 2000 ps RF Level 59 % Trap Drive 44.9
SPS Target Mass 350 miz Averages 5 Spectra n/a n/a
Intens.
x10 2
.
. it
2
1
04 T T T T PR T e T T T T T ==
2 4 6 8 10 12 14 16 18 Time [min]
# RT[min] ~ Area S/N _ AreaFrac.% Max. miz
1 10.6 291064352 158.6 4.43 279.04
2 11.3 5981911040  5603.4 90.96 295.56
3 12.0 74063992 1184 113 302.58
4 12.5 229034800 357.4 348 308.58

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)'%°

Gemal 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-Toluolsulfonsdure Monohydrat (90 mg; 0.5 mmol), Diisopropylethylamin (3 mL) und

Bortrifluorid Diethyletherat (4 mL) in Dichlorethan (60 mL) hergestellt.

Saulenchromatographische Aufreinigung (DCM/Hexan 1:1) ergab das gewtinschte Produkt als
gelben Feststoff (250 mg; 36%).
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Summenformel C12H11B2CIF4N4
Molekulargewicht 344.3
H NMR (300 MHz, CDCls) 6 7.65 (dd, J =9.0, 7.4 Hz, 1H, bpy-8H), 7.58 (s, 1H, bpy-

2H), 7.34(d, ) = 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-5CH;), 2.24
(s, 3H, bpy-3CHs).

APCI MS [M-FJ* = 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)

GemalR 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.

Saulenchromatographische Aufreinigung (graduell: DCM 100%; DCM/MeOH 95:5) ergab das

Produkt als orangenen Feststoff (172 mg; 37%).

NH

CH, )§

N

Summenformel C31H38B2F4N100
Molekulargewicht 664.3
Schmelzpunkt 153 °C (unkorrigiert)
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1H NMR (300 MHz, CDCl3)

13C NMR (75 MHz, CDCl3)

19F NMR (565 MHz, CDCls)

UV/Vis

LC-MS

&7.80(d, ) = 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, } = 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-1H,), 3.60 (t, J =
4.8 Hz, 4H, prz-2,6Hz), 3.25 (s, 3H, bpy-3CHs), 2.39 (d, J =
4.2 Hz, 6H, but-4Hs, prz-3,5Hz), 2.25 (s, 3H, N-CHs), 2.19
(s, 3H, bpy-5CH3), 1.91 — 1.72 (m, 4H, but-2,3H>).

6 163.73 (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-3CHs), 44.00 (bpy-5CHs), 42.46
(prz-3,5C), 26.28 (but-4C), 25.65 (N-CHs), 13.85 (but-20),
10.76 (but-3C).

§-141.25 (d, J = 25.8 Hz), -141.36 (d, ) = 24.9 Hz), -147.33
(d, ) = 26.8 Hz), -147.43 (d, ) = 26.2 Hz).

AmaxAbs = 455 nm; AmaxEm = 480 nm.

t-= 15.0 min; [M+2H]?* = 323.1, [M+H]* = 665.3; 96.5%.

209



Analysis Info

~ Compound Spectrum List Report

Acquisition Date  3/22/2019 9:50:16 AM

Analysis Name  D:\Data\Reinheit\2019\22032019\JH H4.28_3_01_1856.d

Method ab2bis100_50LOOP_PASA_wash5EQ3min_1856.m Operator demo
Sample Name JHH4.28 Instrument amaZon speed ETD
Comment

Acquisition Parameter

lon Source Type lon Polarity Negative Alternating lon Polarity on
Mass Range Mode UltraScan Scan Begin 80 m/z Scan End 1200 m/z
Accumulation Time 2000 ps RF Level 59 % Trap Drive 44.9
SPS Target Mass 350 m/z Averages 5 Spectra nl/a n/a
Intens.§
x108 3
125 1
1.00 4
0.75
0.50 I
0.25 'f = -
0.00% T T T T = T T T R e e T S e
0 4 6 8 10 12 14 16 Time [min]
#  RT[min] ~_Area_ SIN  AreaFrac. %  Max. m/z
1 15.0 11064421376 5626.3 96.53 32314
2 16.2 397191008 224.4 3.47 340.16

6.3.90: 6-(BOPPY)-Aminocapronsaure (P60)

GemaR Methode ZA wurde Verbindung P60 aus Aminocapronsdure (1.0 g; 8 mmol) und P59

(550 mg; 1.6 mmol) in Gegenwart von Triethylamin (0.6 mL) in DMF (5 mL) hergestellt.

Saulenchromatographie (graduell: DCM 100%; DCM/MeOH 95:5) erbrachte das Produkt als

gelben Feststoff (100 mg; 14%).

CH,4
N F F
N
\ N NTB Q
H3C //B_—N+\ N NM
F | OH
N

Summenformel Ci18H24B2F4Ns0-
Molekulargewicht 439.0
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 611.99 (s, 1H, COOH), 8.37 (s, 1H, NH), 7.78 (t, ] = 8.4 Hz,

APCI MS

1H, bpy-8H), 6.89 (s, 1H, bpy-2H), 6.39 (d, ] = 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-
5CHs), 2.22 (t,J = 7.3 Hz, 2H, hex-1H.), 1.65 — 1.48 (m, 4H,
hex-2,5H>), 1.41 — 1.27 (m, 2H, hex-3H.).

[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)

GemalR 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. Sdulenchromatographische Aufreinigung (graduell: DCM 100%; DCM/MeOH 95:5)

erbrachte das gewiinschte Produkt als gelben Feststoff (25 mg; 14%).

CHs NH,
Y R F N)\N

N TRy o ~

M€ F//B-_N+\ N NM\/\)J\ @
F U AN~ AN

Summenformel C37Hs0B2F4N1102
Molekulargewicht 777.5
Schmelzpunkt 123 °C (unkorrigiert)
'H NMR (300 MHz, CDCls) 67.78 (d, ) = 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, ) = 5.6 Hz,
1H, bpy-4H), 5.03 (s, 2H, NH2), 3.92 (t, J = 6.0 Hz, 2H, but-
1H.), 3.60 (t, J = 5.0 Hz, 4H, prz-2,6H2), 3.23 (q, J = 6.6 Hz,
2H, but-4H,), 3.13 (q, J = 6.5 Hz, 2H, Hex-5H>), 2.42-2.36
(m, 7H, bpy-3CH3s, prz-3,5H>), 2.25 (s, 3H, bpy-5H3), 2.18
(s, 3H, N-CH3), 2.08 (t, J = 7.4 Hz, 2H, hex-1H;), 1.78-1.67
(m, 2H, but-2Hz), 1.60 (td, J = 8.2, 4.1 Hz, 6H, but-3Hs,
hex-2,4H;), 1.38-1.25 (m, 2H, hex-3H).

21



13C NMR (75 MHz, CDCl3)

19F NMR (565 MHz, CDCls)

LC-MS

Analysis Info

~ Compound Spectrum List Report

6 172.55 (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-3CHs), 36.33 (bpy-5CHs),
28.41 (hex-1C), 26.61 (N-CHs), 26.37 (but-2C), 26.31 (but-
30), 25.10 (hex-4C), 13.83 (hex-2C), 10.74 (hex-30).

§-141.10 —-141.36 (m), -147.43 (dd, J = 58.4, 26.4 Hz).

t = 14.7 min; [M+2H]** = 379.6, [M+H]* = 778.4; 97.9%.

Acquisition Date  6/12/2019 12:28:04 PM

Analysis Name  D:\Data\Reinheit\2019\1206201 9\Steven_MAddition\JH31_6_01_2265.d

Method ab2bis100LONG_S0LOOP_PASA_wash5EQ3min_2265.m Operator demo
Sample Name  JH31 Instrument amaZon speed ETD
Comment H UGS |
Acquisition Parameter
lon Source Type ESI lon Polarity Negative Alternating lon Polarity on
Mass Range Mode UltraScan Scan Begin 80 m/z Scan End 1200 mfz
Accumulation Time 2000 us RF Level 59 % Trap Drive 449
SPS Target Mass 350 miz Averages 5 Spectra n/a n/a
ntens.y— = = —= —
x109
1 1
1.59 i
1.0 f‘l
il
o.si r l
0.0 i T T T T S N — T ‘bﬂ_\r 2; T :
0 2 4 6 8 10 12 14 16 Time [min]
# RT[min] Area S/IN__ AreaFrac.%  Max. miz
1 147 15443587072 16850.0 97.93 379.64
2 15.8 327179424 464 8 2.07 595.31

6.3.92: Methylglycylglycinat Hydrochlorid (P61) 23’

Gemall 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 weiBer Feststoff (1.4 g; quant) isoliert und mit dem

Rohprodukt weitergearbeitet.
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L0
NQK
HZN/ﬁO( o-CHa HCI

Summenformel CsH10N203 - HCl
Molekulargewicht 182.6 (freie Base: 146.1)
APCI MS [M+H]* = 147.1 (100%).
6.3.93: Methyl-(BOPPY)-glycylglycinat (P62)

Gemal 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 saulenchromatographisch (graduell: DCM 100%; DCM/MeOH 98:2) als gelber
Feststoff (170 mg; 52%) isoliert.

CH;

v N

o
NN P
HeC BN N HNTYT o-CHs
| o]
A

Summenformel C17H21B2F4N6O3
Molekulargewicht 454.0
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) §8.59 (t, ) = 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, 0,C-
CHz), 3.93 (d, J = 5.8 Hz, 2H, HN-CHz), 3.65 (s, 3H,
OCOCHs), 2.37 (s, 3H, bpy-3CHs), 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)
Gemalk 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.

CHs

\ R F o)
N /N\B H\)K
HsC  B—N_ \
€ BN N HNTY OH
F | o}
XN

Summenformel C16H19B2F4N60O3
Molekulargewicht 440.0
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 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, ) = 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, 0,C-CH,),
3.83 (d, J = 5.8 Hz, 2H, HN-CH3), 2.37 (s, 3H, bpy-3CHs),
2.31 (s, 3H, bpy-5CHS3).

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)

Gemal 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. Sdulenchromatographische Aufreinigung (graduell: DCM 100%; DCM/MeOH 8:2)

erbrachte das gewiinschte Produkt als gelben Feststoff (30 mg; 11%).

CHj NH,
BN
\\ A\ R F o \ IN
LN A S
HeC BN N HNWN HN LN
/ ~TONT ~
NS
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Summenformel
Molekulargewicht
Schmelzpunkt

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6)

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6)

LC-MS

C35H45B2F4N1203
777.4
204 °C (Zersetzung, unkorrigiert)

6 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, NH,), 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-
CH.), 3.79 — 3.70 (m, 2H, but-1H3), 3.63 (t, ) = 4.9 Hz, 4H,
prz-2,6Hz), 3.20 — 3.11 (m, 2H, but-4H,), 2.47 — 2.41 (m,
4H, prz-3,5H;), 2.37 (s, 3H, bpy-3CHs), 2.31 (s, 3H, bpy-
5CH3), 2.27 (s, 3H, N-CHs), 1.81 — 1.66 (m, 2H, but-2H.),
1.59 (g, J = 7.0 Hz, 2H, but-3H,).

5 168.21 (0=C-N), 167.72 (0=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-CH,), 52.62 (HN-OC-CH5), 50.86
(but-1C), 45.39 (prz-2,6C), 44.72 (but-4C), 43.21 (prz-
3,5C), 38.20 (bpy-3CHs), 26.11 (bpy-5CHs), 25.76 (N-CHs),
13.49 (but-2C), 10.51 (but-3C).

t = 14.2 min; [M+2H]* = 380.1, [M+H]* = 779.4; 95.8%.
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Analysis Info
Analysis Name
Method

Sample Name  JH 32

Gommont i HY4-D7

Acquisition Parameter

_Compound Spectrum List Report

Acquisition Date  6/17/2019 1:25:05 PM

D:\Data\Reinheit\2019\17062019\JH32_3_01_2318.d
ab2bis100LONG_50LOOP_PASA_wash5EQ3min_2318.m

Operator
Instrument

demo
amaZon speed CTD

lon Source Type ESI lon Polarity Negative Alternating lon Polarity on
Mass Range Mode UltraScan Scan Begin 80 m/z Scan End 1200 m/z
Accumulation Time 2000 ps RF Level 59 % Trap Drive 44.9
SPS Target Mass 350 m/z Averages 5 Spectra n/a nfa
Intens. 1
x109§ 3
1.003 !
0757
0,50
0.25
1 2J
0.00 ; | ; = T P T ‘
0 2 4 6 8 10 12 14 16 Time [min]
# RT[min] ~ Area  SIN AreaFrac.% Max. m/z
1 13.1 100501776 1916 1.34 379.14
2 138 216399264 366.8 2.88 279.04
3 14.2 7204335104 9053.3 9579 380.12

6.3.96:

2-Chlor-4-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin (P64)>*°

Gemalk 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. Sdulenchromatographische Aufreinigung

(DCM/MeOH 95:5) ergab das gewtinschte Produkt als weiBen Feststoff (500 mg; 50%).

Cl
A
N.

CHj;
Summenformel

Molekulargewicht

H NMR (600 MHz, DMSO-d6)

APCI MS

CoH13CINg

212.7

6 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-2,6Hz), 2.59 (t, ) = 5.2 Hz, 4H, prz-

3,5H3), 2.35 (s, 3H, N-CHs).

[M+H]* = 214.0 (100%).
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6.3.97: N-(2,4-Dinitrophenyl)-N3-(4-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-
yl)propan-1,3-diamin (33)

Gemal 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.

Saulenchromatographische Aufreinigung (graduell: DCM 100%; DCM/MeOH 9:1) ergab das

Produkt als gelben Feststoff (310 mg; 31%).

Summenformel
Molekulargewicht
Schmelzpunkt

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6)

13C NMR (151 MHz, DMSO-d6)

C18H24Ng04
416.6
119 °C (unkorrigiert)

69.08 (s, LH, 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, ] = 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-3H,),
3.47 (s, 4H, prz-2,6Hz), 3.31 (q, J = 6.4 Hz, 2H, prop-1H.),
2.29 (t,J = 4.9 Hz, 4H, prz-3,5H,), 2.19 (s, 3H, N-CHs), 1.91
—1.72 (m, 2H, prop-2H,).

6 162.51 (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-CH3s), 28.73 (prop-2C).
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LC-MS tr=1.7 min; [M+H]* = 417.2; 100%.

~ Compound Spectrum List Report

Analysis Info Acquisition Date  2/26/2019 1:19:15 PM
Analysis Name  D:\Data\Reinheit\2019\2602201 O\Test2\JHH4.26_4 01_1745.d

Method ab2bis100_50PICKUP_wash5EQ3min_1745.m Operator demo

Sample Name  JHH4.26 Instrument amaZon speed ETD
Comment

Acquisition Parameter

lon Source Type ESI lon Polarity Negative Alternating lon Polarity on
Mass Range Mode UltraScan Scan Begin 80 m/z Scan End 1200 m/z
Accumulation Time 2000 ps RF Level 59 % Trap Drive 449
SPS Target Mass 350 m/z Averages 5 Spectra nfa n/a
Intens. 3
x10 1
1.254 |
1.003
0.754 ﬂ
B |
0.503 f{
0.257 i
i 2
000 ! T T T T T T T T T e e
0 2 4 6 8 10 12 14 16 Time[min]
# RT[min] _ Area SIN _ Area Frac.%  Max. m/z
1 1.7 8121254912 40351 98.08 417.20
2 16.1 159195552 42.2 1.92 406.21

6.3.98: N2-(2-Chlorpyrimidin-4-yl)-N>-(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. Sdulenchromatographie (DCM/MeOH 98:2)
erbrachte das Produkt als gelben Feststoff (400 mg; 24%).

N)§N ozNjij/No2
MHMH
Summenformel C13H13CIN6O4
Molekulargewicht 352.7
'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) 6 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, ] = 8.8 Hz, 1H,
ph-6H), 7.89 (d, ) = 5.9 Hz, 1H, pyr-6H), 7.25 (d, ) = 9.7 Hz,
1H), 6.43 (d, J=5.9 Hz, 1H, pyr-5H), 3.57 (g, ) = 6.6 Hz, 2H,
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prop-1H;), 3.46 — 3.33 (m, 2H, prop-3Hz), 1.96 — 1.82 (m,
2H, prop-2H.).

APCI MS [M+H]* = 353.8 (100%).

6.3.99: N*-(2,4-Dinitrophenyl)-N-(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. Sdulenchromatographie (DCM/MeOH 95:5) erbrachte das Produkt als

orangenen Feststoff (250 mg; 50%).

Summenformel C18H24Ng0O4
Molekulargewicht 416.4
Schmelzpunkt 71 °C (unkorrigiert)

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 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-1Hz, prz-3,5H2), 2.23 (t, J = 5.0 Hz, 4H, prz-
2,6H>), 2.16 (s, 3H, N-CH3s), 1.88 (p, J = 6.8 Hz, 2H, prop-
2H>).
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13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 6 162.40 (pyr-4C), 161.19 (pyr-6C), 157.42 (ph-10),
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-CHs3), 27.89 (prop-2C).

LC-MS t.= 1.7 min; [M+H]* = 417.2; 100%.

Compound Spectrum List Report

Analysis Info Acquisition Date  2/6/2019 5:03:12 PM
AnalysisName D \Data\Reinheit\2019\06022019\Substances\JHH4.23_4_01_1710.d

Method ab2bis100_50MikroLpickupwash5EQ3min_1710.m Operator demo

Sample Name  JHH4.23 Instrument amaZon speed ETD
Comment

Acquisition Parameter

lon Source Type ESI lon Polarity Positive Alternating lon Polarity on
Mass Range Mode UltraScan Scan Begin 80 m/z Scan End 1200 m/z
Accumulation Time 2000 ps RF Level 59 % Trap Drive 474
SPS Target Mass 350 m/z Averages 5 Spectra n/a nia )
Intens.
x109 1
{
1.0 i
05
] i\
0 0 T : T T T T — T T T T & ;1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 Time [min]
# RT[min] Area  SIN _ AreaFrac. % Max. m/iz
1 G o 10320964608 4762.0 100.00 417.20

6.3.100: 2,4,6-Trichlorchinazolin (P66)°*

GemiaR Methode ZF wurde 2,4,6-Trichlorchinazolin (P66) aus 2-Amino-5-chlorbenzoesaure
(860 mg; 5 mmol) und Harnstoff (3 g; 50 mmol) und der anschlielRenden 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.

Cl
A

N 'N

I
Cl

Cl
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Summenformel CsHsClsN32
Molekulargewicht 233.5

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) 58.34(d, ) = 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 Rihren fir 2 h bei Raumtemperatur hergestellt.
Saulenchromatographie (graduell: DCM 100%; DCM/MeOH 9:1) erbrachte das Produkt als
weillen Feststoff (450 mg; 60%).

L
NZ IN
N/\
NPLN
CH
Cl
Summenformel C13H14CloNg
Molekulargewicht 297.2
'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) 67.93(d,J=2.4Hz, 1H, chin-5H), 7.82 (dd, ] = 8.9, 2.4 Hz,
1H, chin-7H), 7.70 (d, J = 8.9 Hz, 1H, chin-8H), 3.84 (t, ] =
4.9 Hz, 4H, prz-2,6H>), 2.51 (t, ) = 4.9 Hz, 4H, prz-3,5H,),
2.25 (s, 3H, N-CH3).
APCI MS [M+H]* =298.3 (100%).

6.3.102:  N’-(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 saulenchromatographisch (DCM/MeOH 98:2) als

orangener Feststoff (408 mg; 54%) gewonnen.
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Cl
Summenformel
Molekulargewicht
Schmelzpunkt

H NMR (600 MHz, DMF-d7)

13C NMR (151 MHz, DMF-d7)

Elementaranalyse

APCI MS

C22H25CINgO4
500.9
200 °C (unkorrigiert)

& 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, ) = 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-1H;), 3.66 (m, 6H, prop-
3H;, prz-2,6H,), 2.61 (t, ) = 4.9 Hz, 4H, prz-3,5H;), 2.34 (s,
3H, N-CHs), 2.15 (p, J = 6.5 Hz, 2H, prop-2H.).

§ 165.02 (chin-2C), 159.53 (chin-4C), 153.15 (ph-10),
148.67 (chin-8a(), 135.42 (ph-4C), 132.62 (ph-2(), 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-4a(),
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-CHs), 28.87 (prop-
20).

theo. C€52.75%; H5.03%; N 22.37%.
bes. C52.90%; H 5.08%; N 22.27%.

[M+H]* = 501.8 (100%).
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6.3.103: N*-(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%).

Cl
NN
H H
Cl
Summenformel C17H14CIoN6O4
Molekulargewicht 437.2
H NMR (600 MHz, DMSO-d6) 68.91 (t,) = 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, ) = 8.9 Hz, 1H, chin-8H), 7.25 (d, J = 9.7 Hz,
1H, ph-6H), 3.69 — 3.57 (m, 4H, prop-1,3Hz), 2.03 (t, J =
6.7 Hz, 2H, prop-2H,).
APCI MS [M+H]* =438.2 (100%).

6.3.104: N:-(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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)
I
NN
H H
Cl
Summenformel

Molekulargewicht
Schmelzpunkt

IH NMR (600 MHz, DMF-d7)

13C NMR (151 MHz, DMF-d7)

Elementaranalyse

APCI MS

C22H25CINgO4
500.9
253 °C (unkorrigiert)

8 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-1,3H,, prz-1,6Hz), 2.35 (t, J = 5.1 Hz, 4H, prz-
3,5H2), 2.22 (m, 5H, N-CHs, prop-2H.).

§ 159.64 (chin-2C), 159.13 (chin-4C), 151.10 (ph-10),
148.66 (chin-8a(), 135.21 (ph-4C), 132.60 (ph-2(), 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-CHs), 27.83
(prop-2C).

theo. C52.75%; H5.03%; N 22.37%.
bes. C€52.58%; H5.02%; N 22.11%.

[M+H]* = 502.0 (100%).
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6.3.105: 2-(Pthtalimid-2-yl)ethan-1-sulfonsdure (P69)%5?

Gemalk Methode ZD wurde Verbindung P69 durch Schiitzen von Taurin (8.45 g; 67 mmol) mit
Phthalsdureanhydrid (10.7 g; 74 mmol) in Gegenwart von Kaliumacetat (7.1 g; 72 mmol) in

Essigsdaure (25 mL) hergestellt. Das Produkt wurde als weilRer Feststoff (14 g, 82%) isoliert.

9o
N/\/S\
OH
(0]
Summenformel C10H9NOsS
Molekulargewicht 255.24
'H NMR (300 MHz, D,0) 67.73 (p,J = 2.2 Hz, 4H, pht-3,4,5,6H), 3.96 (t, ) = 6.8 Hz,

2H, N-CH>), 3.17 (t, J = 6.8 Hz, 2H, HO3S-CH).

6.3.106: 2-(Pthtalimid-2-yl)ethan-1-sulfonylchlorid (P70)%°
GemaR 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

weiler Feststoff (900 mg; 97%) gewonnen.

0] (I?//O
N/\/S\
Cl
(0]
Summenformel C10HsCINO4S
Molekulargewicht 273.7
1H NMR (300 MHz, CDCl5) 5 7.87 —7.77 (m, 2H, pht-4,5H), 7.74 — 7.62 (m, 2H, pht-

3,6H),4.29 (t,) = 6.5 Hz, 2H, N-CH>), 4.02 (t, ) = 6.5 Hz, 2H,
ClO,S-CH,).

6.3.107: N-(3-((2,4-Dinitrophenyl)amino)propyl)-2-(pthtalimid-2-yl)ethan-1-
sulfonamid (P71)

GemaR Methode C wurden P35 (1 g; 4.2 mmol) und P70 (500 mg; 1.8 mmol) in Chloroform

(20 mL) fiir 20 h bei Raumtemperatur In Gegenwart von Triethylamin (1 mL) gerihrt.
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Saulenchromatographische Aufreinigung (graduell: DCM 100%; DCM/MeOH 95:5) erbrachte
Verbindung P71 als gelben Feststoff (500 mg; 58%).

NO,
WS Mo

Summenformel C19H19Ns08S
Molekulargewicht 477.5
'H NMR (300 MHz, CDClsz-d) 6 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, 025-NH), 3.19 — 3.03 (m, 2H, N-CHz), 2.80 —
2.68 (M, 2H, 025-CH.), 2.62 — 2.52 (m, 2H, prop-1H,), 2.26
(g,J=6.5Hz, 2H, prop-3H>), 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)
Gemalk Methode ZE wurde Verbindung P72 durch Entschiitzung 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.

H H
Summenformel C11H17NsO6
Molekulargewicht 347.4
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1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 8.99 —8.72 (m, 2H, ph-NH, ph-3H), 8.24 (dd, ) = 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, NH_), 3.80 — 3.57 (m, 4H, H2N-CH2, 0,S-CH>),
3.60 —3.44 (m, 6H, prop-1,2,3H>).

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%).

Cl
N/\/S\N/\/\N
H H H
Cl
Summenformel C19H19CI2N706S
Molekulargewicht 544.4
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 9.01 (t, ) = 5.4 Hz, 1H, ph-NH), 8.93 (d, J = 6.0 Hz, 1H,
0.S-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, ) = 8.9 Hz, 1H, ph-6H), 7.46 (t, ) =
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-1H>), 3.61 (q, J = 6.7 Hz, 2H,
HN-CHz), 3.52 — 3.45 (m, 2H, 0,S-CH;), 3.17 (9, ] = 6.5 Hz,
2H, prop-3H>), 1.89 (p, J = 6.9 Hz, 2H, prop-2H,).
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. Sdulenchromatographische Aufreinigung (graduell: DCM/MeOH 9:1;
DCM/MeOH (NHs) 95:5) ergab das Produkt als orangenen Feststoff (43 mg; 12%).

GHs
)
N
N)\lN 9 5 OZN@NOZ
N/\/S\N/\/\N
H H H
Cl
Summenformel C24H30CINgO6S
Molekulargewicht 608.1
Schmelzpunkt 218 °C (unkorrigiert)
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 5 8.91—8.78 (m, 2H, 02S-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-1H,, prz-
2,6H>), 3.53 (g, J = 6.6 Hz, 2H, HN-CHy), 3.42 — 3.35 (m,
2H, 0,5-CH>), 3.05 (q, J = 6.1 Hz, 2H, prop-3H2), 2.31 (t, J
=4.9Hz, 4H, prz-3,5H;), 2.18 (s, 3H, N-CH3), 1.80 (t, ) = 6.8
Hz, 2H, prop-2H,).
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 158.82 (chin-2C), 158.43 (chin-7C), 150.47 (ph-10),

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-CH>),
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45.78 (02S-CH3), 43.33 (prop-3C), 39.77 (prz-3,5C), 35.59
(N-CHs3), 28.63 (prop-20).

LC-MS tr=14.2 min; [M+2H]%* = 304.5, [M+H]* = 608.2; 100%.

Analysis Info Acquisition Date  4/3/2019 2:38:06 PM
Analysis Name  D:\Data\Reinheit\2019\03042019\JHH4.29_3 01_1910.d

Method ab2bis100_50LO0P_PASA_wash5EQ3min_1910.m Operator demo

Sample Name  JHH4.29 Instrument amaZon speed ETD

Comment

Acquisition Parameter

lon Source Type ESI lon Polarity Negative Alternating lon Polarity on
Mass Range Mode UltraScan Scan Begin 80 m/iz Scan End 1200 m/z
Accumulation Time 2000 ps RF Level 59 % Trap Drive 44.9
SPS Target Mass 350 mfz Averages 5 Spectra n/a n/a
Intens. <|
x1084
‘ ﬂ
4 I
L
1
2] |
-
0 — : — A —
(o} 2 4 6 8 10 12 14 16 Time [min)
# _ RT [min] __Area S/IN AreaFrac. %  Max. miz
1 142 2259036928  1832.8 99.95 304.54
2 15.2 1078363 4.2 0.05 410.17

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)
gelost in Dichlormethan (5mL) zu 1,3-Diaminopropan (0.6 mL; 7 mmol) hergestellt.
Saulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) ergab das gewiinschte Produkt als
gelben Feststoff (190 mg; 70%).

Summenformel C15H21B2F4Ng

Molekulargewicht 382.0
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1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 58.43 (s, 1H, bpy-2H), 7.84 (t, ) = 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, ) = 6.6 Hz, 2H, prop-1H,), 2.74
(t, J = 6.3 Hz, 2H, prop-3H>), 2.42 (s, 3H, bpy-3CHs3), 2.36
(s, 3H, bpy-5CHs), 1.71 (tt, J = 6.6, 6.3 Hz, 2H, prop-2H>).

APCI MS [M+H]* = 383.2 (100%).

6.3.112: 2-Amino-4-(4-methylpiperazin-1-yl)chinazolin-7-
carbonsauremethylester (P75)%*

GemalR 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
Salzsdure (0.8 mL) synthetisiert. Nach Isolierung des Zwischenproduktes wurde dieses in
Essigsdaureanhydrid (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 liberfiihrt, sodass nach Reaktion mit
N-Methylpiperazin (7.3 mL; 65 mmol) in Dioxan (10 mL) das gewiinschte Produkt als weilRer
Feststoff (838 mg; 32%) isoliert wurde.

-

3

Summenformel C15H19N50,
Molekulargewicht 301.4
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 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, NH.), 3.88 (s, 3H, OCO-CHs),
3.58 (t, ) = 4.8 Hz, 4H, prz-2,6H;), 2.61 — 2.44 (m, 4H, prz-
3,5H.), 2.25 (s, 3H, N-CH3).
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6.3.113: 2-Amino-4-(4-methylpiperazin-1-yl)chinazolin-7-carbonsaure (P76)%**
GemalR 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 weiRer Feststoff (210 mg; quant) isoliert.

O
N. _NH,
HO | \\(
_N
)

N
CH;

Summenformel C14H17N502

Molekulargewicht 287.3

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 7.80 (s, 1H, chin-8H), 7.59 (d, J = 1.9 Hz, 2H, chin-5,6H),

6.23 (s, 2H, NHz), 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-CHs).

6.3.114: 2-Amino-4-(4-methylpiperazin-1-yl)-N-
(BOPPY)amino)propyl)chinazolin-7-carboxamid (38)

GemaR Methode B wurde Verbindung 38 aus P76 (150 mg; 0.5 mmol) und P74 (190 mg; O.

5 mmol) in Gegenwart von EDC (105 mg; 0.6 mmol) und DMAP (5 mg) in DMF (5 mL)

hergestellt. Sadulenchromatographische Aufreinigung (DCM/MeOH 9:1) erbrachte das

gewlinschte Produkt als gelben Feststoff (5 mg; 2%).

.

3

Summenformel C9H36B2F4N110
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Molekulargewicht 651.3
Schmelzpunkt 174 °C (unkorrigiert)

1H NMR (300 MHz, CDCl3) 57.88(d, ) = 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, NH>),
3.79 (t, ) = 4.9 Hz, 4H, prz-2,6H2), 3.53 (g, J = 6.1 Hz, 2H,
prop-1Hz), 3.34 (q, J = 6.4 Hz, 2H, prop-3Hz), 2.50 (t, J =
4.9 Hz, 4H, prz-3,5H,), 2.39 (s, 3H, bpy-3CHs), 2.28 (s, 3H,
bpy-5CHs3), 2.21 (s, 3H, N-CHs), 1.97 — 1.79 (m, 2H, prop-
2H,).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 165.52 (0=C-N), 163.56 (chin-4C), 155.88 (chin-20),
150.37 (bpy-2C), 149.38 (bpy-10C), 146.49 (chin-8a(),
145.17 (bpy-6bC), 143.60 (chin-7C), 138.10 (bpy-8C),
133.87 (chin-8C), 126.33 (bpy-5C), 125.24 (bpy-30),
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-3CHs), 44.84
(bpy-5CHs), 39.36 (prop-1C), 36.42 (prz-3,5C), 27.66 (N-
CHs), 12.89 (prop-3C), 9.84 (prop-2C).

LC-MS tr= 14.4 min; [M+2H]?** = 316.6, [M+H]* = 652.3; 96.7%.
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Compound Spectrum List Report

Analysis Info Acquisition Date  7/4/2019 12:42:54 AM
Analysis Name  D:\Data\Reinheit\2019\03072019\Probe_neu\JH33_5_01_2534.d

Method ab2bis100_50MikroLPal.oop_wash5EQ3min_2534.m Operator demo

Sample Name  JH33 Instrument amaZon speed ETD

Comment

Acquisition Parameter

lon Source Type ESI lon Polarity Negative Alternating lon Polarity on
Mass Range Mode UltraScan Scan Begin 80 mfz Scan End 1200 m/z
Accumulation Time 2000 us RF Level 59 % Trap Drive 44.9
SPS Target Mass 350 m/z Averages 5 Spectra n/a nfa
Intens.
x109 ;
1.004 i
0.75]
?1
0.501 QE
0.25- i
000 T T ¥ T T T T T T T JHE‘ 2 3 4 5 T
0 2 4 6 8 10 12 14 Time [min]
#  RT [min] Area S/IN __ AreaFrac.%  Max. miz
1 14.4 8903437312 8917.1 96.65 316.59
2 149 182940496 216.4 1.99 333.60
3 151 80167064 138.3 0.87 333.62
4 15.4 28351774 627 0.31 350.58
5 15.6 17472206 50.3 0.19 425.20

6.4: Bestimmung der Quantenausbeute
Zur Bestimmung der Quantenausbeute wurde die Absorption von 18 bei 402 nm in
unterschiedlichen Konzentrationen und fiir 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 uM bestimmt. Dabei wurde eine
Absorbanz von Aig = 0.045 fiir Verbindung 18 und As = 0.038 fiir den Standard erhalten. Zur
Bestimmung der Fluoreszenzintensitat wurden von Verbindung 18 und dem Standard
Fluoreszenzspektren im Messbereich von 430 — 840 nm bei einer Anregung von Aex = 420 nm
bei verschiedenen Konzentrationen gemessen (Abbildung 55 C und D). Die interpolierten
Werte fir die Fluoreszenzintensitit bei ¢=1.69 uM betrugen Fig=65937.469 RFU und
Fs =192952.922 RFU. Die Brechungsindizes fur Wasser und Methanol lauten nw = 1.330 bzw.
nm = 1.329. Coumarin-153 weist eine tabellierte Quantenausbeute von ®fs) = 45% auf.??0
Gemal’ Formel (2) (Kapitel 6.1:) wurde eine Quantenausbeute der Verbindung 18 von ®(1s) =

14% bestimmt.
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6.5: Pharmakologische Experimente

6.5.1: Radioliganden-Verdrangungsstudien an humanen HzR

Verdrangungsstudien mit Radioliganden an humanen H3R wurden wie zuvor beschrieben
durchgefuihrt mit den folgenden Modifikationen.'®® HEK-293 Zellen, die den humanen HsR
stabil exprimieren wurden mit Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS) geerntet und
gewaschen. Die Zellen wurden zentrifugiert (3000 xg, 10 min, 4 °C) und in eisgekiihlten
Bindungspuffer (12.5 mM MgCl,, 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 Zellmembranpraparationen bei -80°C in geeigneten Aliquots.

Vor Versuchsbeginn wurden diese konzentrierten Zellmembranprdparation aufgetaut,
verdiinnt und durch Sonifizieren homogenisiert. In einer Konzentration von 20 ug pro Well bei
einem Endvolumen von 0.2 mL Bindungspuffer, wurden diese mit [2H]-N-a-Methylhistamin
(2 nM, 78.3 Ci/mmol) (Perkin ElImer, MA, USA) inkubiert und unterschiedliche Mengen der zu
untersuchenden Verbindungen hinzugefiigt. Die Studien wurden mit mindestens sieben
unterschiedlichen Konzentrationen der zu testenden Verbindung durchgefiihrt. Die Proben
wurden unter dauerhaftem Schiitteln bei Raumtemperatur fiir 90 min inkubiert. Pitolisant
(10 uM) wurden genutzt, um die unspezifische Bindung zu quantifizieren. Die Radioaktivitat
wurde mittels fllssiger Szintillationszdhlung 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 -logK-Werte durchgefiihrt. Mittelwerte und
Konfidenzintervalle (95%) wurden in mikro- oder nanomolare Konzentrationen umgerechnet.
Soweit nicht anders vermerkt, erfolgte die Bestimmung der Ki-Werte in mindestens drei

unabhangigen Experimenten, jedes mit zwei bis drei Replikaten pro Konzentration.

6.5.2: Radioliganden-Verdrangungsstudien an humanen HsR

Zellmembranen mit humanen HiR (hH4R) wurden aus Sf-9-Zellen gewonnen, die zuvor mit

hH4R-tragenden Baculoviren infiziert wurden. Die Verdrangungsstudien erfolgten wie bereits

zuvor publiziert mit wenigen Modifikationen.?” Die Aufreinigung und Messung erfolgte in

einem geeigneten Bindungspuffer (12.5 mM MgClz, 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 Eiskihlung
aufbewahrt. Die Membranpraparationen (40 pg/Well, 0.2 mL Endvolumen) wurden mit
[*H]-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 uM) bestimmt.283 Die Bestimmung der K;-

Werte und die statistische Auswertung erfolgte analog zu der fiir H3R.
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