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Kurzfassung

Kurzfassung

Neurodegenerative Erkrankungen und ihre Therapie zdhlen weltweit zu den wachsenden
Aufgaben der Forschung?. Die Pathogenese und Pathophysiologie der Erkrankungen sind nicht
vollstindig erforscht. Pharmakologische Interventionen erfolgen zurzeit nur symptomatisch
und der Bedarf an neuen Wirkstoffen und Therapieansitzen ist grof3’.

Das Ziel dieser Arbeit war die Synthese neuer Multi-Target-Directed-Ligands (MTDL), die
neurodegenerative Erkrankungen durch eine gezielte Mehrfachwirkung umfassender
ansprechen konnen*>.

Mit Bezug auf Morbus Alzheimer (AD) wurden hierfiir Histamin-H3-Rezeptor-Antagonisten
mit peptidomimetischen Strukturbausteinen kombiniert, die als Inhibitoren von Protein-
Protein-Interaktionen (PPI) die Aggregation von B-Amyloid-Fragmenten (AP) verhindern
sollen®. AB-Oligomere gelten als toxische Schliisselstruktur in der Pathogenese von AD und
eine verminderte Bildung dieser als zentrales Prinzip einer krankheitsverindernden Therapie’?.
Durch die Antagonisierung des H3R wird das Level an Neurotransmittern reguliert, was zu einer
verbesserten spezifischen Neurotransmission und zu einer Verbesserung von Kognition und
Lernen fiihrt’.

Die Kombination eines H3R-Antagonisten mit Dopamin-D;- und D3-Rezeptor (D2R/ D3R)-
Antagonisten fithrt zu MTDL fiir die Therapie der Schizophrenie, die ein verbessertes
Ansprechen auf die negative und kognitive Symptomatik der Erkrankung liefern, wobei die
Positivsymptome gleichbleibend gut therapiert werden'?.

Es wurden fiinf verschiedene Verbindungsklassen mit (Di-)Ketopiperazin und
Piperazinmotiven {iber klassische organische Synthesen wie Williamson-Ethersynthesen und
Aldol-Kondensationen, sowie stereoselektive  Kondensationen, Reduktionen und
Peptidkopplungen dargestellt. Insgesamt wurden 60 neue Verbindungen synthetisiert, wovon
13 eine hohe (10 < Kj < 100 nM) und 38 eine sehr hohe Affinitit (Ki< 10 nM) zum hH3R
zeigen. Viele dieser Verbindungen zeigen ein grofles Arzneistoffpotential als H3R-
Antagonisten, wobei eine Verbindung mit einer subnanomolaren H3R-Affinitit diesbeziiglich
besonders interessant erscheint. Aufgrund der hohen Affinitdt zu AB-Monomeren konnten vier
Substanzen als MTDL fiir die Therapie von AD identifiziert werden. Zwei MDTL mit sehr
hoher hH3R-, D2R-, D3R-Affinitit und vorteilhafter D3R-Priaferenz konnten fiir die Indikation
Schizophrenie in In-vivo-Untersuchungen vielversprechende Ergebnisse liefern. Neben drei
Struktur-Wirkungsbeziehungen wurde ein sehr robustes H3;R-Pharmakophor zur Synthese

neuer MDTL aus den Daten abgeleitet.






Einleitung

1 Einleitung

Neurodegenerative Erkrankungen und ihre Therapie zédhlen weltweit zu den wachsenden
Aufgaben der Pharmazie und Medizin. Die Pathogenese und Pathophysiologie der
Erkrankungen sind nicht vollstdndig erforscht und eine pharmakologische Interventionen
erfolgt zurzeit nur symptomatisch. Arzneistoffe stolen an ihre Grenzen wenn es um eine
erfolgreiche, krankheitsverbessernde oder kausale Therapie geht. Der Bedarf an neuen
Wirkstoffen und Therapieansétzen ist gro3 und die Erforschung potenzieller Wirkstoffe ein
wichtiger Bestandteil fiir die Entwicklung von verbesserten pharmakologischen

Therapieoptionen.

1.1 Neurodegenerative Erkrankungen
1.1.1 Gemeinsamkeiten neurodegenerativer Erkrankungen

Neurodegenerative Erkrankung ist ein Sammelbegriff flir Krankheiten, die durch den Verlust
von Nervenzellen im zentralen Nervensystem (ZNS) gekennzeichnet sind. Der Untergang der
Nervenzellen ist dabei meist progressiv und fiihrt iiber die Dauer der Krankheit zu sich
fortlaufend verschlechternden Krankheitsbildern. Weltweit sind Millionen Patienten von
neurodegenerativen Krankheiten betroffen. Zu den bekanntesten Beispielen zdhlen Morbus
Alzheimer (engl.: Alzheimer’s disease; AD), Morbus Parkinson (Parkinson’s disease; PD) und
amyotrophe Lateralsklerose (ALS)!'. Auch in der Pathophysiologie der Schizophrenie lassen

sich Ansiitze fiir eine Neurodegeneration erkennen!'?,

Anders als die grobe Einteilung und die verschiedenen Symptomatiken vermuten lassen, haben
diese Erkrankungen viele grundlegende Gemeinsamkeiten. Oxidativer Stress, mitochondriale
Dysfunktion, = Ansammlung von  fehlgefalteten = Proteinen, sowie  Apoptose,
Entziindungsprozesse und fehlende Wachstumsfaktoren lassen sich im ZNS der Betroffenen
feststellen®. Die verschiedenen Symptomatiken ergeben sich aus den ZNS-Arealen, die von
dem Verlust an Neuronen betroffen sind. Bei der amyotrophen Lateralsklerose lasst sich ein
Verlust von Motoneuronen im Motor Cortex, Hirnstamm und Riickenmark erkennen'?. Morbus
Parkinson ist vor allem durch den Untergang dopaminerger Neuronen in der Substantia Nigra
charakterisiert'*. Morbus Alzheimer zeigt initial eine Atrophie von Neuronen im medialen Teil
des Temporallappens'®. Die Pathophysiologien und molekularen Ursachen der Erkrankungen
sind zurzeit nur unzureichend verstanden. Die gemeinsamen pathophysiologischen Zustdnde

lassen dabei eine (zumindest in Teilen) iibereinstimmende Pathogenese vermuten.



Einleitung

Durch eine Dysbalance von oxidativen und antioxidativen Substanzen wird ein Zustand
erzeugt, der als oxidativer Stress bezeichnet wird (Abbildung 1). Dabei ist das Auftreten
oxidativer Spezies ein physiologischer Prozess. Durch Elektronen-Ubertragungsprozesse, die
standig und ubiquitir im Korper ablaufen, konnen reaktive Sauerstoff-, Stickstoff-, oder
Schwefel-Spezies (engl.: reactive oxygen/ nitrogen/ sulphur species; ROS, RNS, RSS) sowie

freie Radikale gebildet werden'®.

Beispiele fiir diese Vorginge sind die Bildung von
Adenosintriphosphat (ATP) in der Atmungskette der Mitochondrien, die Bildung von
Stickstoffmonoxid (NO), die Bildung von Prostaglandinen durch die Cyclooxygenase sowie
Vorginge in denen NAD(P)H als Coenzym zum Einsatz kommt. Der Grofteil an oxidativen
Produkten kann als ROS bzw. 0>~ identifiziert werden'”!®. Um diese entstehenden oxidativen
Substanzen neutralisieren zu kdnnen, bildet der Korper antioxidative Spezies. Dabei handelt es
sich um exogene Substanzen wie die Vitamine C, K und E, endogene Faktoren wie Ubiquinol,
Glutathion (GSH), spezielle Lipide und Enzyme wie die Superoxiddismutase (SOD)!*-%,

Bei einem erhohten Auftreten von oxidativen Produkten wird der Nukleare Respiratorische
Faktor NRF2 freigesetzt. Dieser bindet anschlieBend im Zellkern an das Antioxidans
Responsive Element (ARE), einer Promotorregion, die zu einer vermehrten Bildung von pro-

antioxidativen Enzymen wie der Quinonoxidreduktase (NQO1), der Glutathionperoxidase

(GPx) und der Glutathion-S-Transferase (GST) fiihrt!¢2!,

" g . P

. \ Mitochondrien

- F iy Dysfunktion
\ PGC1,

B UAMn1/2

e o)

Oxidativer Stress

Abbildung 1: Waage fiir oxidativen Stress; NRF2: Nuklearer Respiratorischer Faktor, ARE: Antioxidans
Responsiv Element, GSH: Glutathion, SOD: Superoxid Dismutase, NQOI: Quinonoxidreduktase, GPx:
Glutathionperoxidase, GST: Glutathion-S-Transferase, RXS: Reaktive X Spezies,PGCI,: Peroxisom-Proliferator-
aktivierter-Rezeptor-y-Coactivator 1; Mfnl/2: Mitufusin 1 bzw.2; Drpl: Dynamin related protein 1

Kommt es zu einem Ungleichgewicht zwischen oxidativen und antioxidativen Spezies entsteht
oxidativer Stress. Griinde hierfiir liegen u.a. in Fehlfunktionen der beteiligten Prozesse liegen.
Oxidativer Stress resultiert in der Schddigung von Proteinen, Lipiden, DNA und

Zellmembranen??.



Einleitung

Folgen davon sind Entziindungsprozesse, Verlust von Membranpotentialen, Zerstérung von
Zellkompartimenten und Apoptose!®?*?22 Durch diese Vorgéinge kommt es, wie in einem
Teufelskreislauf, zur verstérkten Bildung von ROS. Im Besonderen ist hierbei der Blick auf die

Schidigung von Mitochondrien interessant.

Mitochondrien sind die zentrale Einheit der Energiegewinnung von humanen Zellen. Hier
findet die Gewinnung der Reduktionsdquivalente NADH+H" und FADH> durch die oxidative
Decarboxylierung von Pyruvat, die B-Oxidation und den Citratzyklus statt. Auch die
Atmungskette als ATP-generierender Prozess ist innerhalb der Mitochondrien lokalisiert. Diese
Prozesse sind durch Elektroneniibertragungsprozesse unweigerlich mit der Generation von
ROS verbunden. Innerhalb der Mitochondrien stehen daher Superoxid-Dismutasen zur
schnellen Neutralisierung zur Verfiigung®®?**. Eine Fehlfunktion der Mitochondrien kann leicht
zu einem UbermaB an ROS und oxidativem Stress fiihren, was, wie beschrieben, zur Apoptose
und weiterer Mitochondriendysfunktion fiihrt'®. Neben Schidigungen durch ROS kommt es bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie AD, PD und ALS zu weiteren mitochondrialen
Dysfunktionen. Mitochondrien sind durch ein Netzwerk von stindigem Auf- und Abbau
charakterisiert. Die Fusion (engl.; fusion) und Teilung (engl.: fission) von Mitochondrien wird
durch bestimmte Proteine wie Mitufusin (Mfn1/2) und Dynamin related protein 1 (Drpl)
begleitet (Abbildung 1). Mutationen und Fehlfunktionen in diesen Proteinen fithren zum
Ungleichgewicht dieser Prozesse; die Folge sind mitochondriale Fehlfunktionen und

Neurodegeneration

. Die in neurodegenerativen Erkrankungen festgestellte verminderte
Aktivitdt von PGCl1, (Peroxisom-Proliferator-aktivierter-Rezeptor-y-Coactivator 1) fiihrt zu
einer verminderten Biogenese der Mitochondrien. Eine verminderte Anzahl an Mitochondrien
kann in der Folge eine Uberlastung und Beschidigung der vorhandenen Mitochondrien und

oxidativen Stress auslosen®*2.

Ein weiteres gemeinsames Charakteristikum von neurodegenerativen Erkrankungen ist die
Ansammlung von (fehlerhaften) Proteinen und Proteinfragmenten®®. Es steht in der Diskussion,
ob neurodegenerative Erkrankungen dem Charakter einer Prionenkrankheit entsprechen.
Prionen sind als Proteine mit alternativer Konformation definiert, die sich zusammenlagern und
eigenstindig weiterverbreiten’’?®. Bei vielen neurodegenerativen Krankheiten lassen sich
Ansammlungen von Proteinen in Oligo- oder Polymeren feststellen, die teilweise kristalline
Strukturen ausbilden. Dabei handelt es sich um physiologische Proteine, die sich fehlgefaltet

haben oder Abbauprodukte, die miteinander interagieren®”->,



Einleitung

Die Ausbreitung dieser Strukturen folgt dabei betroffenen Nervenzell-Netzwerken. Ein
plotzliches Neuauftreten in unabhdngigen, isolierten Bereichen des ZNS wird selten
beobachtet®®. Die Agglomerate wirken dabei wie Kristallisationskeime bzw. Katalysatoren. Bei
Injektion in unbetroffene Gebiete lies sich nach einiger Zeit eine weitere Ausbildung
beobachten®!. Durch die physiologische Reproduktion der Proteine, entstehen im Verlauf
immer groflere Ansammlungen. Die Agglomeratioskeime scheinen dabei, dhnlich einer
Prionentransmission, iiber die Nervenzellen weitergegeben zu werden. Diese Vorginge sind
sowohl bei Morbus Alzheimer durch die Proteine Tau und A, bei Parkinson durch a-Synuclein
als auch bei ALS durch die Proteine SOD1 und TDP-43 beobachtet worden®3*%. Die
Agglomerate fithren zu Entziindungsreaktionen, Schidigung der Mitochondrien und weiter zu
oxidativem Stress?’. Diese Faktoren beférdern wiederum die Ausbildung der fehlerhaften

Proteine?!

. Die grundlegenden Gemeinsamkeiten der neurodegenerativen Erkrankungen
bedingen sich demnach gegenseitig. Die Ausloser und die betroffenen Strukturen sind jedoch
bei allen Krankheiten unterschiedlich, sodass ein genereller Therapieansatz dullerst komplex
wire. Zurzeit steht fiir keine der Erkrankungen eine den Krankheitsverlauf verdndernde
Therapie zur Verfiigung®. Fiir die Entwicklung einer solchen Therapie, miissen die Krankheiten

zundchst separat betrachtet werden, um eventuelle gemeinsame Therapieprinzipien zu finden.

1.1.2 Morbus Alzheimer

1906 beschrieb der Mediziner Alois Alzheimer die Krankheit zum ersten Mal, nachdem er
strukturelle Veranderungen im Gehirn von verstorbenen Personen erkannte. Heute ist Morbus
Alzheimer die hidufigste neurodegenerative Erkrankung weltweit. Mehr als 40 Millionen
Patienten leiden unter AD, Schitzungen gehen davon aus, dass bis zum Jahre 2030 mehr als 75
Millionen Menschen betroffen sein werden. In mehr als 90% der Fille tritt die Krankheit nach
dem 65. Lebensjahr auf. Diese Variante wird als sporadisches bzw. late onset (spéter Beginn)
AD bezeichnet. Unter familidrem bzw. early onset (friiher Beginn) AD wird die Krankheit
bezeichnet, wenn der Ausbruch der Krankheit in fritheren Lebensjahren beginnt. Von dieser
Art der Erkrankung sind jedoch nur 5% der Patienten betroffen. Stirker als beim sporadischen
AD wird hier ein genetisch bedingter Ausbruch diskutiert**. Symptomatisch ist die Krankheit
durch stetig voranschreitende Einschrinkungen der Lern- und Gedéichtnisleistung
gekennzeichnet. Diese Einschriankungen sind auf den Verlust an Neuronen im Hippocampus
der Amygdala und weiten Teilen von Temporal- und Frontallappen zuriickzufiihren*%°. Da der

Verlauf fortschreitend ist, konnen verschiedene Krankheitsstadien unterschieden werden.
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Zu Beginn der Erkrankung kommt es zu sporadischem Gedéchtnisverlust, wobei keine
grofleren Einschrankungen im alltidglichen Leben auftreten. In einer mittleren Krankheitsphase,
die den ldngsten Zeitabschnitt betrifft, kommt es zu starken Gedichtnisliicken,
Sprachstorungen, stark schwankende Gemiitszustinde und auffélliges Verhalten kommen
hinzu. In der finalen Phase der Erkrankung ist ein der Umwelt angepasstes Verhalten und eine
Verstidndigung mit Mitmenschen nicht mehr moglich. Das Bewegungsvermdgen nimmt ab und
eine Rund-um-die-Uhr-Betreuung ist erforderlich. Nach dem Ausbruch der Erkrankung hat die

Krankheit nach durchschnittlich fiinf bis zehn Jahren einen letalen Ausgang®*.

Neurophysiologisch ist AD durch einen Mangel an acetylcholinerger Neurotransmission
charakterisiert. Eine verminderte Anzahl an nikotinergen und muskarinergen
Acetylcholinrezeptoren (AChR), ein Verlust an acetylcholinergen Neuronen und eine
verminderte Konzentration von Acetylcholin (ACh) koénnen beobachtet werden. Daneben
kommt es zu einer Uberaktivierung von NMDA-(N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptoren des
glutaminergen Neurotransmittersystems™. Die zurzeit vorhandenen symptomatischen

Therapieoptionen stiitzen sich auf diese pathophysiologischen Verdnderungen.

1.1.2.1 Pathogenese von Morbus Alzheimer

In den letzten Jahrzehnten wurde ein groBer Forschungsaufwand betrieben, um die
Pathophysiologie und die Pathogenese der Krankheit besser verstehen zu konnen; ein
vollstdndiges Verstindnis konnte dabei jedoch bisher nicht erzeugt werden. Schon seit der
ersten Beschreibung wurden im Gehirn von Patienten Proteinablagerungen erkannt. Diese
Ablagerungen konnten extrazellulér als -Amyloid Plaques und intrazelluldr als Fibrillen von
hyperphosphoryliertem Tau-Protein beschrieben werden. Neben den Proteinablagerungen
werden vor allem oxidativer Stress, mitochondriale Dysfunktion und der Einfluss von

Metallionen in der Pathogenese diskutiert®>°.

Oxidativer Stress, mitochondriale Dysfunktion und Metallionen

Der Einfluss von oxidativem Stress und mitochondrialer Dysfunktion auf die Ausbildung
neurodegenerativer Erkrankungen ist bereits im Vorhinein angesprochen worden (vergl.1.1
Gemeinsamkeiten neurodegenerativer Erkrankungen). Letztendlich kommt es aufgrund von
oxidativem Stress zur Zerstorung von Proteinen, Zellmembranen und Zellkompartimenten,
wodurch die Zelle zerstort wird oder durch Apoptose untergeht. Durch mitochondriale
Dysfunktion kann oxidativer Stress mit seinen genannten Auswirkungen entstehen. Dariiber

hinaus sind die Mitochondrien an der Ca*-Homdostase der Zellen beteiligt.
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Ein Zusammenbruch dieser Homoostase fiihrt iiber apoptotische Signalkaskaden zur
Neurodegeneration®”. Oxidativer Stress wird durch die Ansammlung von Metallionen
begiinstigt und gefordert; einen zusétzlichen bzw. eigenen malignen Effekt konnte diversen

Metallionen jedoch nicht nachgewiesen werden’®.

Tau-Protein

Das Tau-Protein gehort zu einer Proteinfamilie, die Mikrotubuli assoziierte Proteine (MAP)
genannt wird. Tau ist das Hauptmitglied dieser Familie und beteiligt am Auf- und Abbau der
Mikrotubulifilamente. Mikrotubuli stellen einen wichtigen Bestandteil des Zytoskeletts der
Zellen dar. Neben stabilisierenden Aufgaben sind sie essenziell fiir den Transport innerhalb der
Zelle. Insgesamt sind sechs Isoformen des Tau-Proteins bekannt, die durch alternatives
Spleilen gebildet werden. Die Funktion von Tau ist durch Phosphorylierungsprozesse
gesteuert. Nichtphosphoryliertes Tau hat eine hohere Affinitdt zu den Mikrotubuli, sodass
Assoziation und Dissoziation mit dem Phosphorylierungsgrad korrelieren®*°. Die
Phosphorylierungsvorgiinge werden physiologisch durch viele verschiedene Kinasen
iibernommen. Hauptsdchlich sind hier Prolin-directed-Protein-Kinasen (PDPK) wie Glykogen
Synthase-Kinase 3 (GSK3), Cyclin-Dependent-Protein-Kinase-5 (CDKS5) und C-Jun-amino-
terminal-kinase (JNK) zu nennen. Die Vielzahl an Kinasen aus der Familie der PDPK erklart
sich durch sehr prolinreiche Phophorylierungspositionen*!. Als natives Protein ist Tau sehr
flexibel und weist eine unorganisierte Struktur auf*>. Bei pathophysiologischen Zustinden
kommt es zu einer Hyperphosphorylierung und Bildung von pTau. Die modifizierten
Strukturen aggregieren nun sehr leicht und bilden Filamente aus gepaarten Helices (engl.:
paired helical filaments; PHF). Die PHF verzweigen sich untereinander weiter zu Neurofibrillen
(engl.: neurofibrillary tangles; NFT)***}. Durch die verminderte Affinitit der pTau-Strukturen
zu den Mikrotubuli und die verstdrkte Selbstaggregation werden die Mikrotubuli nicht mehr
ausreichend stabilisiert. Infolgedessen kommt es zu einem Zusammenbruch des Zytoskeletts,
neuronaler Transportprozesse und damit zum Absterben von Neuronen.

Vorginge, die zu einer Hyperphosphorylierung fithren, sind zurzeit nicht vollstindig
verstanden. Es konnte aber gezeigt werden, dass AB-Fragmente zu einer Uberaktivitit der

Kinasen fiihren. AP zeigt sich damit als Schliisselstruktur in der Pathogenese von AD*-46,

Beta Amyloid Plaques

Bereits bei der ersten Beschreibung der Krankheit wurden extrazelluldre Proteinansammlungen
im Gehirn der Erkrankten beschrieben. Erst in den 1980er Jahren wurden diese als f-Amyloid-
Polymere beschrieben und sind seither intensiv erforscht worden*¢. Der Name dieser leitet sich

von ithrem Autfbau als ,,Stirke dhnliche* Filamente in B-Faltblatt-Konformationen ab.
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Die Polymere sind aus Monomereinheiten aufgebaut, die aus dem Abbau des Amyloid-
Precurser-Proteins (APP) stammen. Das APP ist ein Typ-1-Membranprotein, welches nahezu
ubiquitdr in humanen Zellen vorkommt. Als Metalloprotein scheint es an der Homdostase von
Metallen wie Kupfer und Eisen beteiligt zu sein, wobei seine Funktion noch nicht vollstindig
aufgeklirt wurde®. Der Abbau vom APP wird durch drei Secretasen katalysiert. Grundsitzlich
stehen dabei zwei unterschiedliche Wege des Abbaus zur Verfiigung, die zwei verschiedene
Endprodukte erzeugen. Kommt es zunichst N-Terminal zu einer Spaltung durch die a-
Secretase, wird anschlieBend C-Terminal von der y-Secretase gespalten. Die Lénge der
resultierenden Fragmente variiert je nach Schnittpunkt der y-Secretase; sie werden als AB17-40/42
bezeichnet. Kommt es im ersten Schritt zu einer Spaltung durch die B-Secretase, werden ldngere
Fragmente erzeugt. Die y-Secretase spaltet auch bei diesem Weg N-Terminal und erzeugt damit

APBi.40m2 Teilstiicke (Abbildung 2).

Extrazellular Membran Intrazellular
H,N* sAPPa AB{17-40!42) AICD 0,
H,N* sAPPg AB(1-40/42) AICD 0,

%\f

p - o Y
X A KK

MDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIAT
1 5 10 15 20 25 30 35 40

Abbildung 2: Abbau des Amyloid Precurser Proteins (APP) durch o-, - und y-Secretase; sAPPa/f: soluble APP
fragment of a- bzw f-secretase; AICD: APP intracellular domain, Schere: Schnittstelle der Enzyme modifiziert
nach Savelieff et. al®

Die kiirzeren APi7-4042-Teilstiicke agglomerieren nicht und werden weiter abgebaut. Den
Abbauweg iiber die a- und y-Secretase bezeichnet man daher auch als ,,nicht amylogen*.
Die APi-4042-Fragmente hingegen bilden schnell Dimere, Trimere und hohere Oligomere aus.

Im weiteren Verlauf des Polymerwachstums sinkt die Loslichkeit und Plaques entstehen®.
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Die intensive Forschung hat im Laufe der letzten Dekaden immer neue Theorien
hervorgebracht, wie die Bildung der AB-Plaques mit der Pathogenese von AD erklért werden
kann. Dabei wurden zunéchst die Plaques als toxische Spezies beschrieben. Nachdem Plaques
auch im Gehirn gesunder Menschen gefunden wurden und Therapieansétze scheiterten, die nur
die Auflosung der Plaques adressierten, konnten die Oligomere als die toxischen Fragmente
identifiziert werden®*647. Wie genau die Oligomere zur Entwicklung von AD beitragen, ist
weiterhin Thema intensiver Forschung. Die Bildung der Oligomere und deren Einfluss auf
nachlaufende Prozesse scheinen der iibergeordnete Ausloser fiir die Erkrankung zu sein. Im
(nachgeschalteten) Verlauf entsteht oxidativer Stress, es folgen eine mitochondriale
Dysfunktion und vermehrte Bildung von pTau. Diese Prozesse fiilhren im Weiteren zum
Untergang von Neuronen und zur ZNS-Atrophie. Eine erhohten Menge an Oligomeren fiihrt
zur Bildung von ihnen iibergeordneten Plaquestrukturen, deren Auftreten dadurch mit der
Krankheit korreliert. Eine pharmakologische Entfernung der Plaques fiihrt aber nicht zu einer
Beeinflussung der Krankheit, da diese nur das Endprodukt der toxischen Oligomere
darstellen®!®22% Neben dem Ausldsen von pathogenen Prozessen, wie mitchochondrialer
Dysfunktion, oxidativem Stress und pTau-Bildung, haben AB-Oligomere selbst eine toxische
Wirkung. In ihrer Eigenschaft, B-Faltblattstrukturen auszubilden, lagern sich die Filamente zu
fassartigen Formationen zusammen. Diese ,,Fisser werden in den Zellmembranen gebildet und
dienen hier als Ca’*-Kanile. Der damit induzierte unkontrollierte Ca**-Einstrom fiihrt zum
Zusammenbruch der Calciumhomdostase und zur Apoptose*®*. Die Pathogenese von AD
durch Api4042-Fragmente und ihrer Kaskade zur Neurodegeneration sind in Abbildung 3

veranschaulicht. My {1 APP

» B und ySecretase @

ABI-GDIQZ

AB Plaques

Aggregation

Metall- ﬂ
2 .
Apoptose, Zelluntergang, Neurodegeneration

Abbildung 3: Kaskade der Alzheimerpathogenese; griin: harmlose Zustinde, beige: nicht toxische Spezies,
orange: toxische Vorstufen/ Zustinde, rot: Manifestierung toxischer Zustinde
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1.1.2.2 Therapie von Morbus Alzheimer

Zugelassene Arzneistoffe

Wie beschrieben (1.1.2) stiitzt sich die zurzeit zugelassene pharmakologische Therapie von AD
auf den Mangel an ACh und die Antagonisierung von NMDA-Rezeptoren. Um die
Konzentration an ACh zu erhohen und damit die ACh-Neurotransmission verbessern zu
konnen, werden  Acetylcholinesterase-Inhibitoren = (AChE-Inh.)  eingesetzt.  Die
Acetylcholinesterase (AChE) ist maligeblich fiir den Abbau von freigesetztem ACh
verantwortlich. Durch eine Blockade des Enzyms wird damit der Abbau von ACh verlangsamt
und sowohl die Konzentration erhoht als auch die Wirkdauer im synaptischen Spalt verldngert.
Acetylcholin wird dabei in seine inaktiven Bestandteile Cholin und Essigsdure gespalten
(Abbildung 4)*°. Zugelassen zur Behandlung von milden bis mittelstarken Formen des Morbus
Alzheimer sind Donepezil, Rivastigmin und Galantamin®>!. Die Inhibitoren haben dabei
unterschiedliche Inhibitionsmechanismen; so sind Donepezil und Galantamin reversible
Inhibitoren und Rivastigmin ein pseudo-irreversibler Inhibitor. Galantamin weist daneben noch
eine modulatorische Eigenschaft an nikotinergen AChR auf>.

CHs o CH o

HsC. T, +H,0 HsC. T, °
Aon, =2 HaC " 0H HO™ “CH,

HyC™ > 07 “CH,
Acetylcholin C Cholin Essigsaure

Acetylcholin Esterase

OH

AChE-Inhibitoren @ i ’ NMDA-Rezeptorantagonist
N |

NH
o 2
.0
o CHg HsC
PN Negy,, HiC
H,C” N7 0 CHy %0 "UCH,
CH CH ‘
Galantamin % Rivastigmin ~ Donepezil ! HsC' Memantin

Abbildung 4: AD Therapieansdtze: Acetylcholinesterase-Reaktion und -Inhibitoren & NMDA Antagonist Memantin

Alle drei Substanzen konnten in Studien eine moderate Verbesserung in Kognition und Lern-
bzw. Gedichtnisleistungen zeigen®>>. Dabei werden neben der eigentlichen Wirkung iiber die
Erhohung an ACh zusitzliche Effekte diskutiert, deren Evidenz jedoch noch unklar ist®.
Nebenwirkungen, wie z.B. Miosis oder Bradykinie, sind durch die erhhte ACh-Konzentration
im Korper zu erkldren und sind daher cholinerger Natur.

Neben den AChE-Inh. wird der glutamaterge NMDA-Rezeptorantagonist Memantin in der
Therapie von AD verwendet. Hier konnte ebenfalls eine Verbesserung von Lernvermdgen und

Kognition gezeigt werden.
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NMDA-Rezeptoren sind Rezeptoren des exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat.
Postsynaptische ionotrope  Glutamat-Rezeptoren, wie a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-
isoxazolpropionsdure-(AMPA)-Rezeptoren und NMDA-Rezeptoren, vermitteln die
exzitatorischen Effekte {iber einen unselektiven Kationeneinstrom und einer daraus
resultierenden Depolarisation der Nervenzelle®*. Im inaktivem Zustand wird die Kanalpore des
NMDA-Rezeptors durch Magnesiumionen blockiert. Fiir eine Offnung ist daher eine vorherige
Depolarisation der Nervenzelle notig, die hdufig iiber eine AMPA-Rezeptor-Aktivierung
erfolgt™. NMDA-Rezeptoren weisen eine hohe Leitfihigkeit fiir Ca*>*-Ionen auf. Bei einer
Uberstimulation kommt es zu einem starken Ca®*-Einstrom, der den Zusammenbruch der Ca?*-
Homdostase zur Folge hat und die Zelle zur Apoptose zwingt>*¢. Die Nervenzellschiidigung,
die durch eine unkontrollierte NMDA-Rezeptoraktvierung ausgelost wird, wird als
Exzitotoxizitit bezeichent®®. Ap-vermittelt kann es zu einer verminderten Glutamat-
Wiederaufnahme in die Nervenzellen kommen. Eine erhohte Verweildauer im synaptischem
Spalt und damit eine erhdhte Rezeptorstimulation sind die Folge. Auf diese Weise kann A zu

exzitotoxischen Zustinden beitragen®’.

Als NMDA-Rezeptor-Antagonist verhindert Memantin die Aktivierung des Rezeptors und eine
Uberstimulation durch Glutamat. Wie AChE-Inh kann Memantin allerdings nur bei milden
Formen von AD eine symptomatische Verbesserung erzielen. Arzneistoffe, die einen kurativen
oder zumindest einen krankheitsverlangsamenden Effekt haben, sind zum jetzigen Stand nicht

zugelassen.

Arzneistoffe in der klinischen Testung

Neben der Erforschung der Pathogenese und der Pathophysiologie wurde ein grofer Aufwand
zur Entwicklung neuer Arzneistoffe betrieben. Das Hauptziel dieser Entwicklung war und ist
eine Therapieoption zu finden, die den Verlauf der Krankheit beeinflussen kann. Diese
krankheitsbeeinflussenden Arzneistoffe bzw. Therapien (eng.: disease modifying drugs [DMD]
bzw. disease modyfying therapies [DMT]) verlangsamen, stoppen oder heilen die Krankheit.
Im Gegensatz dazu sind symptomatische Therapien zu betrachten: der Verlauf der Krankheit
wird hierbei nicht beeinflusst, aber die aktuellen Auswirkungen abgemildert®. Analog zu den
pathophysiologischen Entdeckungen wurden Arzneistoffe entwickelt, die diesen Zustand

adressieren.
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Tabelle 1 fasst eine Auswahl an Arzneistoffkandidaten, ihre pathophysiologischen Ziele sowie

deren Bewertung hinsichtlich der aktuellen Studienlage zusammen. Die Substanzen stellen eine

Auswahl an

vielversprechenden

Literaturmeinungen getroffen wurde.

Wirkstoffkandidaten

dar, die aufgrund von

Tabelle 1: Ubersicht iiber Arzneistoffkandidaten in der klinischen Testung fiir AD

Zielstruktur/ Klinische
Substanzname Bewertung
Substanzklasse Testphase
B-Secretase- Verubecestat 111 Fehlende Effizienz®
Inhibitor Azeliragon 111 Fehlende Effizienz®
v-Secretase- Fehlende Effizienz®
o Semagacestat I '
Inhibitor Toxische Effekte>
Aducanumab I Fehlende Effizienz®
Gantenerumab 111 Fehlende Effizienz®!
AB-Antikorper
Solanezumab 111 Fehlende Effizienz®?
Bapineuzumab III Fehlende Effizienz®
AB-Vakzin AN1792 II Abbruch: Meningoenzephalitis®
Tau-Antikorper verschiedene 0-I11 Bewertungen ausstehend®
Tau-Vakzin AADvac-1 I Bewertung ausstehend®
Tau-Aggegations- ' '
__ TRx0237 11 Uneindeutige Aussagen®
Inhibitoren
ABT-288 11 Fehlende Effizienz®
Hs;R-Antagonist
GSK-239512 II Fehlende Effizienz®
5-HTsR-
Idalopiridin I Fehlende Effizienz®
Antagonist
RAGE- ) .
Azeliragon II Fehlende Effizienz®’
Inhibitor
IGF;-
NNZ-2591 I Bewertung ausstehend®®
Homoostase

Ap: Beta-Amyloid Fragmente, H3R: Histamin-Hs-Rezeptor, 5-HTsR: Serotonin-Rezeptor-Subtyp 6, RAGE:

Receptor of Advanced Glycation Endproducts, IGF1: Insulin like Growth Factor 1
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Tabelle 1 zeigt, dass eine Vielzahl verschiedener Ansatzpunkte fiir eine DMT getestet wurde.
Obwohl dies nur eine Auswahl an Therapieoptionen darstellt, konnte keine einen positiven
Effekt auf die Erkrankung zeigen. Kein Kandidat in Phase III der klinischen Studien war in der

Lage, einen signifikanten Unterschied zur Vergleichstherapie zu erbringen.

Ein Scheitern in Phase III l4sst annehmen, dass die Ansatzpunkte nicht grundsitzlich falsch
sein konnen, da vorherige Studien erfolgreich verliefen. Besonders im Hinblick auf die
Adressierung der toxischen B-Amyloid Strukturen zeigt Aducanumab (AP-Antikérper), dass
durch die Verminderung an AB-Spezies positive Effekte erzielt werden konnen. Die Phase III
Studien ,,ENGAGE® und ,,EMERGE® wurden zwar zunichst als ,,fehlgeschlagen® bewertet, im
Nachhinein konnten aber signifikante Verbesserungen in Subpopulationen erkannt werden.
Eine Zulassung wurde bei der FDA (Food and Drug Administration,
Arzneimittelzulassungsbehorde der USA) beantragt®”°. Nach Meinung der Entwickler wiire
eine lingere und hoher dosierte Therapie notwendig gewesen’’. Die B-Amyloid-Strukturen
bleiben damit weiterhin einer der vielversprechendsten Ansétze und Schliisselstrukturen der

Erkrankung.

Die Substanz NNZ-2591 stellt hinsichtlich ihrer Therapieidee als IGFi-Homoostasemediator
(Wachstumsfaktor Insulin Like Growth Faktor 1, IGF) einen neuen Ansatzpunkt dar. Anders
als bei den vorher genannten Substanzen adressiert NNZ-2591 nicht eine pathophysiologische
Struktur und versucht damit die Progression der Krankheit zu stoppen; vielmehr soll IGF; als
stimulierender Wachstumsfaktor vermehrt freigesetzt werden, um dem Verlust an Neuronen
entgegenzuwirken. NNZ-2591 verdriangt IGF; aus seinem Bindungsprotein (IGFBP3) und
erhoht damit die Konzentration an IGF;. Eine ilibermiBige Freisetzung von IGF; wird
verhindert, da IGF; in hoheren Konzentrationen NNZ-2591 aus dem Bindungsprotein

verdrangen kann.

NNZ-2591 ist eine Weiterentwicklung der Arzneistoffkandidaten Glypromate® (GPE
Tripeptide, siche Abbildung 5) und Trofinitid®, die klinische Studien der Phase II und III
durchliefen. Das Tripeptid Glycin-Prolin-Asparaginsiure (GPE) und Trofinitid® sind Prodrugs,
die zu cyclischem Glycin-Prolin (¢cGP) kondensieren. cGP ist das enzymatischen Abbauprodukt
von IFG; welches physiologisch IGF, aus dem IGFBP; verdriangt und damit die freie IGF-

Konzentration reguliert’!”>,
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Abbildung 5 zeigt die Strukturen der Arzneistoffkandidaten und stellt die IGF-Homdostase

schematisch dar.
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Abbildung 5: IGF Homdostase und Intervention mit NNZ-2591; IGF;: Insuline like growth factor, IGFBP:
IGF; Binding Protein, cGP: cyclisches Glycin Prolin

(3L

Durch die erhohte Menge an Wachstumsfaktor kann der Verlust an Neuronen ausgeglichen
werden. Es bedarf weiterer klinischer Daten, wie sich der weiter fortschreitende Verlauf der
Krankheit und der neogenetische Effekt ausgleichen konnen. Dariiber hinaus kann eine
Kombination mit Substanzen, die die Pathogenese unterbrechen, zu synergistischen Effekten

fuhren.

Die Auswertung der Arzneistoftkandidaten zeigt auch, dass eine ,.eine Krankheit, eine
Zielstruktur“-Therapie nicht erfolgreich ist. Eine Kombination von Prinzipien und
Ansatzpunkten als mogliche pharmakologische Intervention sollte daher Ziel der weiteren
Forschung sein. Das Design von Arzneistoffen, die dabei mehrere Therapieprinzipien in einem
kombinieren, wird als Multitarget-Substanz (engl: Multi Target Directed Ligand; MTDL)
bezeichnet. Solche MTDL zeigen in priklinischen Studien vielversprechende Ergebnisse®’* .
Die polyvalente Beeinflussung von Zielstrukturen macht die Erforschung von MTDL auch in
weiteren neurodegenerativen und neurologischen Erkrankungen interessant. In der
pharmakologischen Therapie der Schizophrenie wurden, ausgehend von reinen Dopamin-

Rezeptor-Antagonisten, Arzneistoffe entwickelt, die an mehreren Rezeptoren angreifen und so

zu besseren Therapieerfolgen fiihren.
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1.1.3 Schizophrenie

Die Schizophrenie zdhlt zu den Krankheiten, die durch eine neuronale Fehlentwicklung in
frither Kindheit entstehen. Diese ist Ursache von genetischen Préadispositionen und
Umwelteinfliissen’®. Erste Symptome der Erkrankung zeigen sich jedoch erst nach der
Pubertit’’. Eine friihe pharmakologische Therapie kann den Verlauf der Krankheit positiv
beeinflussen und ein besseres Ansprechen auf die Therapie, bis hin zur Remission erzielen.
Dies gilt als Indiz dafiir, dass die neuronalen Fehlentwicklungen auch nach Einsetzen der
Symptome weiter voranschreiten’®. Es konnte gezeigt werden, dass Schizophreniepatienten ein
fortschreitend vermindertes Volumen an weiller und grauer zerebraler Substanz aufweisen. Der
Verlust beginnt im Frontallappen und weitet sich in spdteren Krankheitsphasen iiber weitere
ZNS-Bereiche aus'?. Durch Behandlung mit Dopamin-D,R-Antagonisten konnte eine
kompensatorische Volumenzunahme festgestellt werden”. Der fortlaufende Verlust an
Nervenzellen charakterisiert Schizophrenie daher als eine neurodegenerative Erkrankung.
Dopamin iibt seine Wirkung im ZNS {iiber fiinf Dopamin-Rezeptor-Subtypen aus. Diese werden
als DisR bezeichnet und im Kapitel 1.3.3 weitergehend behandelt. Zum Versténdnis der
Schizophrenie und der pharmakologischen Therapie sind zunédchst zwei Gruppen von
Dopaminrezeptoren zu unterscheiden. Dopamin-Di- und -DsRezeptoren sind aktivierende
Rezeptoren, die als Di-Klasse bezeichnet werden. Dopamin-D»-,-D3- und -D4-Rezeptoren

zeigen inhibitorische Effekte und werden als D,-Klassen zusammengefasst™.

1.1.3.1 Pathophysiologie der Schizophrenie

Die Dopaminhypothese

Neurophysiologisch ldsst sich eine Dysregulation der dopaminergen Neurotransmission
erkennen®!. Seit der Entdeckung dieser Umstinde, wird die ,, Dopaminhypothese® in der
Pathogenese der Schizophrenie diskutiert. Im mesolimbischen System eines Erkrankten lésst
sich eine Dopaminiiberaktivitét feststellen (Abbildung 6). Im mesokortikalen Schaltkreis kann
dagegen eine verminderte dopaminerge Transmission gemessen werden. Die unterschiedlichen
Fehlregulationen resultieren in zwei Gruppen von Symptomen: Positivsymptome wie
Halluzination, Wahnvorstellungen, Denkstérungen und Ich-Stérungen (z.B. ,,Stimmen horen®)
sind der mesolimbischen Uberaktivitdt zuzuschreiben; Negativsymptome, wie soziale
Distanzierung, Lustlosigkeit, Sprachverarmung und Willenlosigkeit sind auf eine verminderte
mesokortikale Dopaminregulation zuriickzufiihren®?. Die Positivsymptome werden auch als

akute Phase und die Negativsymptome als eine Art intermediiire Phase beschrieben®’.
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Der Widerspruch von dopaminerger Uber- und gleichzeitiger Unterfunktion kommt durch eine
exzessive striatale Transmission zustande, die im Cortex zu einer herunterregulierten Aktivitat
fiihrt. Der Einfluss dopaminerger Uberfunktion konnte durch den Einsatz von Dopamin-D,-
Rezeptorantagonisten bestitigt werden, da diese die positive Symptomatik verbessern konnten.
Auch der dopaminerge Effekt von Amphetamin, der zur Auslésung von Psychosen fiihrt, stiitzt
die Hypothese®. Negativsymptomatiken konnen dagegen nicht vollstindig durch die

,,Dopaminhypothese* erklirt werden®.

Mesokortikale
Projektion

Mesolimbische
Projektion

Nigrostrigtale  _,
Projektion

Striatum \
%’ =)

Hippocampus ———
Lymbisches

System
Amygdala

—

Substantia Nigra
Ventrales
Tegmentum

Abbildung 6: Dopaminerge Verschaltung in der Schizophrenie modifiziert nach Hahn %

Neben den positiven und den negativen Symptomen sind in der letzten Zeit besonders kognitive
Symptome in den Fokus der Forschung geriickt. Auch diese lassen sich mit der
Dopaminhypothese nicht mehr vollstindig erkldren, sodass weitergehende Hypothesen
formuliert wurden®®*’. Der Einfluss von Dopamin auf die Pathogenese wird dabei keinesfalls
infrage gestellt, vielmehr wird die Hypothese erweitert, um alle Symptomatiken erkliaren zu
konnen.

Die Glutamathypothese

Zu den kognitiven Symptomen werden Einschrinkungen der Aufmerksamkeit, dem
Wahrnehmungsvermogen, der Gedichtnisleistung und dem Lernvermdgen gezihlt®.
Verminderte dopaminerge Konnektivitdt zwischen préifrontalem Kortex und dem
Hippocampus, sowie der Amygdala sind Ursache dieser Symptomatik (Abbildung 6).
Exzitotoxizitit von Glutamat (vergl. 1.1.2.2) sowie oxidativer Stress fithren zum Zelluntergang
in diesen Gebieten und gelten als verantwortlich fiir die Verminderung der
Signalleitungskapazitit®®. Die erhohte Konzentration von Glutamat im préfrontalen Kortex ist
eine Folge von fehlerhaften Verschaltungen. Die Ausschiittung von Glutamat aus kortikalen
Pyramidenzellen wird durch Interneurone reguliert. Interneurone projizieren mit dem

inhibitorischen Neurotransmitter y-Aminobuttersdure (GABA) auf die Pyramidenzellen und
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vermindern so die Glutamatausschiittung. Die Interneurone selbst werden von weiteren
glutamatergen und dopaminergen Neuronen reguliert®®®!. Durch NMDA-Antagonisten kann
eine verminderte Interneuroneninhibition ausgelost werden, was wiederum Symptomatiken der

t2. Die erhdhte Glutamatkonzentration fiihrt im préfrontalen Kortex zu

Schizophrenie auslds
einer Uberstimulation von glutamatergen AMPA-Rezeptoren®>. Neben einer reduzierten
Informationsverarbeitung kann es zur toxischen Uberstimulation kommen, welche aus
neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer bekannt ist (,,Exzitotoxizitit®, vergl.
1.1.2.2)%%. Apoptose und Zelluntergang fiithren zu dem, fiir neurodegenerative Erkrankungen
typischen, progressiven Verlauf und erkldren die sich verschlechternde Symptomatik und das
verminderte Ansprechen auf die medikamentdse Therapie”.

Die Interneurone konnen als Verbindungsglied zwischen der Glutamat- und der
Dopaminhypothese angesehen werden. Eine erhohte Dopaminkonzentration im
mesolimbischen System fiihrt zur Ausbildung von Positivsymptomen; desweitern fiihrt diese
iiber dopaminerge Rezeptoren des Subtyps D3 an den Interneuronen zu einer verminderten
GABA-Ausschiittung. Die Folge ist eine erhohte toxische Glutamatfreisetzung im Cortex und
der Verlust von mesokortikalen Verschaltungen, welche Ursache fiir die negative und kognitive
Symptomatik sind”!¥>%,

Oxidativer Stress

Eine weitere Begriindung der verminderten Verschaltungen im prifrontalen Kortex ist das
Auftreten von oxidativem Stress. Im ZNS von Schizophreniepatienten konnten neben einem
erhohten Level an oxidativen Spezies eine verminderte Menge an antioxidativen Faktoren, wie
SOD, GPx und Katalase (CAT) gemessen werden!®°*%  Die Hypothesen lassen sich so um
einen weiteren Faktor erweitern. Neben exzitotoxischem Glutamat fiihrt auch oxidativer Stress

zu einem Fortschreiten der Erkrankung.

1.1.3.2 Pharmakologische Therapie der Schizophrenie

Mit dem ersten Arzneistoff zur Behandlung der Schizophrenie kam 1950 Chlorpromazin, ein
Phenothiazin-Derivat, auf den Markt. Bis 1970 folgten weitere Arzneistoffe wie Promazin
(Phenothiazin-Derivat), Fluphenazin (Thioxanthen-Derivat) und Haloperidol (Butyrophenon-
Derivat) (Abbildung 7). Die Substanzen reprdsentieren D;R-Antagonisten und iiben ihren
antipsychotischen Effekt {iber die postsynaptische D>R-Blockade aus®®. Die Positivsymptome
konnen durch diese Gruppe gut behandelt werden. Als gemeinsame Nebenwirkung zeigen sich

jedoch extrapyramidale Stérungen (EPS).
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Durch den Dopaminantagonismus im nigrostriatalem System kommt es zu parkinson-dhnlichen
Symptomen wie Akinese (Bewegungsarmut), Rigor (Starrheit) und Tremor (Zittern)?”. Weiter
kann es zu Frithdyskinesie mit Akathisie (Sitzunruhe), Schlundkrampf und ,,Rabbit-Syndrom*
(miimmelnde Kaubewegungen) kommen®®. Als Spitfolge der Therapie kommt es zu
Spatdyskinesien mit sich wiederholenden, unwillkiirlichen Bewegungen wie Grimassenziehen,
Kauen und Schmatzen®®. Substanzen dieser Klassen werden als typische Antipsychotika oder

Antipsychotika der ersten Generation bezeichnet.

Typisch

1. Generation

G NN o
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Chlorpromazin Fluphenazin Haloperidol
(Phenothiazin) (Thioxanthen) (Butyrophenon)
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cl / N N 2. Generation
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Clozapin Olanzapin Quetiapin Risperidon
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Oy S
mo/\/\/NJ o )L O/VN

Aripiprazol Cariprazin

3. Generation

Abbildung 7: Antipsychotika verschiedener Generationen

Mit Clozapin wurde 1959 ein Antipsychotikum ohne nennenswerte EPS-Symptomatik
vorgestellt, welches 1990 als erster Vertreter der Gruppe der atypischen Antipsychotika
zugelassen wurde °°. Weitere Vertreter dieser Klasse folgten als die zweite Generation
Antipsychotika mit Olanzapin, Quetiapin und Risperidon (Abbildung 7). Trotz unterschiedlich
starker klinischer Effekte, wurde ein besseres Ansprechen auf negative und kognitive
Symptomatiken bei vermindertem Auftreten von EPS festgestellt'®. Als verantwortlich fiir das
neue Wirkprofil wird ein 5-HT2a-Rezeptor (Serotonin-Rezeptor-Subtyp-2A )-Antagonismus
diskutiert, der eine erhdhte nigrostriatale Dopaminneurotransmission und eine erhéhte DA-und
ACh-Konzentration im prifrontalen Kortex zur Folge hat. Bei andauernder D,R-Hemmung im

mesolimbischen System kann so der klinische Effekt erklért werden'”!
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Ein anderer Erkldarungsansatz wurde durch Seeman et. al. diskutiert; durch geringere
Verweilzeiten am D2R sollen die antipsychotischen Effekte erzielt werden konnen, ohne EPS
zu erzeugen. Eine kiirzere Verweildauer ist durch eine schnellere Dissoziation und einer
groBeren Dissoziationskonstante (Koff) gekennzeichent”?*!%2, Neben dem 5-HT2aR werden
jedoch noch weitere, unerwiinschte Rezeptoren adressiert, z.B kann die Blockade des Histamin-

Hi-Rezeptors (HiR) zur Sedierung und Gewichtszunahme fiihren®>-%.

2004 kam mit Aripiprazol (Abbildung 7) ein Vertreter der atypischen Antipsychotika dritter
Generation auf den Markt. Anders als zuvor, handelt es sich dabei nicht um einen
Dopaminantagonisten, sondern einen partialen Agonisten: bei hoher Dopaminkonzentration
kommt durch eine geringere intrinsische Aktivitit eine antagonistische Wirkung zu Stande;
verminderte Dopaminkonzentrationen fiihren hingegen zu einer agonistischen Wirkung®®. Mit
Cariprazin kam ein weiterer Vertreter der dritten Generation hinzu, der neben den positiven und
negativen Symptomen auch verstirkt die kognitiven Symptome therapieren kann'®. Neben
dem neuen Wirkmechanismus als partiale Agonisten sind auch die hohe Affinitit zum
Dopamin-Ds-Rezeptor (D3R) in das Interesse geriickt. Besseres Ansprechen auf die negative
und kognitive Symptomatik werden mit einer D3R-Priferenz in Verbindung gebracht!%4,
Unterschiede in der klinischen Effektivitit von Aripiprazol und Cariprazin kénnen mit einer
unterschiedlich langen Rezeptorverweildauer erkliart werden. Es konnte gezeigt werden, dass
Cariprazin eine hohere D3;R-Affinitdt und Verweildauer am Rezeptor zeigt, was die klinischen
Unterschiede erkliren konnte!+!'%. Daneben fiihrt eine Blockade des D3R, wie oben
beschrieben, zur verminderten Glutamatausschiittung; ein Prozess, der in starkem
Zusammenhang mit den negativen und kognitiven Symptomatiken der Schizophrenie steht.

(vergl.: 1.1.3.1)

Der Fortschritt in der pharmakologischen Therapie der Schizophrenie unterstreicht den
multifaktoriellen Charakter der Erkrankung. Reine D;R-Antagonisten reichen zur
zufriedenstellenden Therapie nicht aus. Neben dem D3R sind auch der DiR und der Histamin-
Hs.Rezeptor Gebiet intensiverer Forschung. DiR-Agonisten sowie H3R-Antagonisten weisen
einen prokognitiven Effekt auf, der vorteilhaft fiir die Therapie der kognitiven Symptome sein
kann. Auch Eingriffe in das glutamaterge und gabaerge Signalsystem, sowie antioxidative

Ansitze, zeigen interessante Ergebnisse.
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Schon das Rezeptorprofil der zugelassenen Arzneistoffe zeigt, dass multifunktionale Liganden
besser fiir eine Behandlung geeignet sind (Tabelle 2). Wie auch in der Alzheimerforschung

(1.1.2.2) reicht es nicht aus, nur eine Zielstruktur zu adressieren'®86:193,

Tabelle 2: Rezeptorprofile von Antipsychotika

1. Generation 2. Generation 3. Generation
Arzneistoff | Chlorpromazin | Haloperidol | Clozapin | Risperidon | Aripiprazol | Cariprazin
D:R 2,3 1,4 119,0 2,2 1,4 0,6
DsR 2,4 2,9 242.0 6,0 1,0 0,1
DR 112,0 83,0 193,0 267,0 387,0 <1000
5-HTs 15,6 84,7 6,5 0,4 8,7 19,0
5-HT)A. 3057,0 1808,0 140,0 420,0 5,6 3,0
HiR 2,8 851,0 1,8 18,8 29,0 23,0

Angabe der Affinitdit als K; in nM, D.R: Dopamine-Rezepter-Subtyp X, 5-HTy: Serotonin Rezeptor Subtyp X, H;.

Histamin-Rezeptor-Subtyp 1%, blau: Agonist, lila: partial Agonist, schwarz: Antagonist

Besonders interessant kann hier der H3R mit seine prokognitiven Eigenschaften in einer
Kombination mit von Cariprazin und Aripiprazol abgeleiteten Therapieprinzipien sein. Um
HiR vermittelte Nebenwirkungen zu vermeiden, sollte auf ein vorteilhaftes Rezeptorprofil
geachtet werden. Dopaminerge und histaminerge Neurotransmission sind wichtige

Neurotransmittersysteme im Hinblick auf neurodegenerative Erkrankungen.

1.2 Histamin
1.2.1 Physiologie des Histamins

Sir Henry Dale und seine Kollegen beschrieben 1910 die Entdeckung von 2-(1H-Imidazol-4-
yl)-ethanamin (Histamin)'%, welches erstmals 1927 aus menschlichem Gewebe extrahiert

werden konnte'?’

. Histamin ist ein biogener Signalbotenstoff, der in nahezu allen Geweben und
Organen des Korpers vorkommt und diverse Funktionen reguliert. Dazu zdhlen viele
physiologische Vorgénge mit Einfluss auf die glatte Muskulatur, das Gastro-Intestinal-System,
das Herz-Kreislaufsystem, das Immunsystem und das zentrale und periphere Nervensystem.
Als lokaler Mediator fiihrt Histamin im Magen zu einer erhohten Sdureproduktion, 16st in der
Haut und den Lungen lokale Vasodilatationen aus und wirkt als Entziindungsmediator des
Immunsystems. Als Neurotransmitter im ZNS beeinflusst Histamin z.B. die
Temperaturregulierung, den Schlaf-Wach-Rhythmus, sowie Lern- und

Gedichnisvorginge'%%1%,
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1.2.1.1 Biosynthese und Metabolismus von Histamin

Histamin wird aus der Aminosdure L-Histidin gebildet. Die Biosynthese wird durch die
Histidindecarboxylase (HDC) enzymatisch katalysiert. Dabei erfolgt innerhalb der Zellen eine
oxidative Decarboxylierung des Aminosiuregeriistes (Abbildung 8)!%%!1%. Als biogenes Amin
hat Histamin neben seinem priméren aliphatischen Amin (pKj: 9,4) noch ein weiteres basisches
Zentrum im Imidazolring (pKj: 5,8). Unter physiologischen Bedingungen (pH: 7,4) liegt
Histamin allerdings hauptsédchlich als monokationische Verbindung vor.

Histamin in Vesikeln gespeichert und durch verschiedene Stimuli freigesetzt.

Abbildung 8: Bioysnthese und Metabolisierung von Histamin, Histamin-Nomenklatur nach Black und Ganelli

Die Wirkung von Histamin wird durch seinen Abbau beendet; Wiederaufnahme-Transporter,
wie fiir andere Signalbotenstoffe, sind nicht bekannt’. Zwei unterschiedliche
Metabolisierungswege konnten identifiziert werden!!!. Zum einen kommt es durch die
Diaminoxidase (DAO) zur Bildung von inaktiver Imidazolylessigsaure. Dieser Weg wird vor
Allem in der Peripherie beobachtet und macht ca. 20 % der Metabolisierung aus. Der Grof3teil
des Histamins wird durch die Bildung von N'-Methylhistamin (Nomenklatur nach Black und
Ganelli''?) durch die Histamin-N-Methyltransferase (HNMT) inaktiviert. Der Abbau von N*-
Methylhistamin erfolgt im Weiteren dann iiber die Monoaminoxidase B (MAO B) zu N*-
Methylimidazoylessigsiure (Abbildung 8)!!!:113,
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Die Wirkung von Histamin wird in den verschiedenen Geweben {iber vier Rezeptorsubtypen
vermittelt (vergl. 1.2.3). Sowohl die Mitte der Neunzigerjahre entdeckten Hi- und Ho-
Rezeptoren als auch der H3- (1999) und Hs- (2000) Rezeptor zdhlen zur Klasse der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren (GPCR)!!!. Diese Rezeptorfamilie ist eine der groBten Proteinklassen
im menschlichen Korper und weist hohe strukturelle Gemeinsamkeiten innerhalb der Klasse

auf.

1.2.2 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

GPCR sind transmembranére Rezeptoren, die intrazelluldr an ein Guanosintriphosphat (GTP)
bindendes Protein (G-Protein) gekoppelt sind. Extrazelluldre Stimulation durch Liganden oder
andere Reize fiihrt zu einer Dissoziation von G-Protein und Rezeptor, wodurch verschiedene

Signalkaskaden ausgeldst werden.

Struktur von GPCR

Allen GPCR gemeinsam sind sieben Transmembrandoméinen (TMD) in Form von a-Helices,
drei extrazelluldre und drei intrazelluldre Schleifen sowie der N-Terminalteil extrazelluldr und
C-Terminalteil intrazellulir''®. Innerhalb der GPCR wird zwischen verschiedenen Klassen
unterschieden, wobei die Klasse A (rhodopsindhnlich) die fiir biogene Amine wichtigste
darstellt und im Weiteren beschrieben wird. Die GPCR der Klasse A zeigen, unabhéingig von
ihren endogenen Liganden, eine hohe strukturelle Ubereinstimmung im Bereich der TMD.
Besonders interessant fiir die Arzneistoffentwicklung ist die Ligandenbindetasche, die durch
TMD 3, TMD 6 und TMD 7 gebildet wird.

Die Ausgestaltung dieser TMD mit verschiedenen Aminosduren, fiihrt zu unterschiedlichen

15 Auch wenn sich die einzelnen

Affinititen von endogenen und exogenen Liganden'
Rezeptoren in der Bindetasche untereinander unterscheiden, gibt es einige Aminoséuren, die in
fast allen Rezeptoren konserviert sind. Ein Beispiel hierfiir ist Asparaginsiure Aspl14 (D*%),
die in vielen Rezeptoren eine ionische Bindung mit dem endogenen biogenen Amin und
exogenen Liganden eingeht'!®. Die Nummerierung der Aminosiuren kann dabei je nach
Rezeptor unterschiedlich sein, da Aspll14 angibt, dass es die 114 Aminosdure der

Primérstruktur ist'!”

. Durch die von Ballesteros und Weinstein eingefiihrte Nomenklatur wird
die Aminosdure mit TMD und Abstand zu einer Referenzaminosdure angegeben. Auf diese
Weise entstehen vergleichbare Angaben fiir jeden GPCR und der Einfluss von bestimmten
Aminosiuren lésst sich besser erkennen. D*# steht damit fiir eine Asparaginsiure auf der TMD

3 mit 46 Aminosiuren Abstand zur Referenz''8.
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Die intrazelluldre G-Protein-Bindetasche wird durch intrazelluldre Schleifen der TMD 3, TMD
5 und TMD 6 gebildet. Bei Aktivierung ,,schwingt“ TMD 6 zur Seite und setzt das G-Protein
frei'!. Eine Salzbriicke zwischen TMD 3 und TMD 6 fixiert den Rezeptor in seinem inaktivem
Zustand, die Bindung wird bei Aktivierung durch einen Liganden gebrochen. In die Salzbriicke
(engl. ionic lock) sind Arg131 (R**%) auf TMD3 und G1u268 (Q®3°) auf TMD6 eingebunden'?°.
Neben dem aktiven und inaktivem Zustand konnen einige Zwischenzustinde eingenommen
werden, da sich sowohl die Liganden- als auch die G-Protein-Bindetasche unabhdngig

voneinander bewegen konnen'!’.

Konstitutive Aktivitdt

Diese Zwischenzustinde sind mitunter eine Erklarung fiir eine ligandenunabhéngige Aktivitét
der Rezeptoren. In den jeweiligen Zustdnden weisen die GPCR eine unterschiedliche Affinitét
zum G-Protein auf, wodurch Bindungen ans G-Protein geschwicht sein konnen. So kann es,
unabhingig von einem Liganden, zu einer G-Protein-Dissoziation kommen, wodurch die
nachgeschalteten Effekte ausgelost werden!!1?!, Diese basale oder auch konstitutive Aktivitit
kann auch durch B-Arrestin vermittelte Prozesse erzeugt werden'??. Die konstitutive Affinitit
fiihrt zur Notwendigkeit, Liganden deutlicher zu charakterisieren. Neben Agonisten und
Antagonisten, die sozusagen als An- bzw. Ausschalter angesehen werden kdnnen, gibt es
partialen Agonisten. Es handelt sich hierbei um Liganden die zu einer Aktivierung des
Rezeptors fiihren, aber nicht denselben intrinsischen Effekt auslosen. Eine Erkldrung liegt in
der Affinitdt des G-Proteins zum Guanosindiphosphat (GDP) begriindet; diese ist wiederum
von der Konformation des GPCRs abhingig, welche vom Liganden mitbestimmt wird.
Agonisten vermindern die Affinitit zum G-Protein stirker als partielle Agonisten. Eine
Abspaltung von GDP und G-Protein wird wahrscheinlicher und damit auch die Dissoziation
vom Rezeptor (siehe unten). Agonisten vereinfachen damit die Freisetzung der G-Proteine und
iiben so eine stirkeren Effekt aus als Partial-Agonisten!!>!23, Als weitere Klasse von Liganden
sind inverse Agonisten beschrieben, es handelt sich um Substanzen, die die basale Aktivitét der
Rezeptoren vermindern konnen. Diese Liganden fixieren die Rezeptoren im inaktiven Zustand

und erzeugen so einen iiber die reine Blockade der Bindetasche hinausgehenden Effekt!?!,

G-Proteine
Der Effekt einer Rezeptoraktivierung wird durch die Art des gebundenen G-Proteins

bestimmt' ¢

. G-Proteine bestehen aus den drei Untereinheiten G, Gp und G,. Bei der
Aktivierung des Rezeptors wird das G-Protein freigesetzt. Die Abspaltung von GDP von der a-
Untereinheit fithrt zum Dissoziieren von Gy und Ggy. Gy bindet GTP und die Untereinheiten

interagieren mit ihren nachgeschalteten Zielstrukturen.
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Durch die GTPase (GTP spaltendes Enzym) -Aktivitidt von G, kommt es zur Hydrolyse von
GTP zu GDP. Im GDP-gebundenen Zustand assoziiert G, mit Gpy zum inaktiven G-Protein''.
Go-Proteine konnen anhand ihrer Effekte in vier Klassen eingeteilt werden: Gs- , Gijo- , G- und

115 Gs-Proteine stimulieren mit ihrer Gos -Einheit die Adenylatcyclase (AC), das

Gi2/13-Proteine
zur vermehrten Bildung von cyclischem Adenosintriphosphat (cAMP) fiihrt. Dadurch wird die
Protein-Kinase A (PKA) stimuliert und Effektorproteine werden phosphoryliert; die Folge ist
die Erhohung ihrer Aktivitdt. Dariiber hinaus fiihrt eine hohe Konzentration an cAMP zur
Aktivierung des cAMP Responsive Element Binding Protein (CREB). Als Transkriptionsfaktor
bindet es an das cAMP Responsive Element (CRE) und fiihrt zu einer erhohten
Proteinbiosynthese von codierten Proteinen. Gi-Proteine fithren tiber Gy -Untereinheiten zur

Inhibition der AC und damit zu entgegengesetzten Effekten von der Gos Untereinheit!'?*,

Gg-Proteine stimulieren mit der Ggg-Einheit die Phospholipase Cp (PLCp), wodurch
Phosphatidylinositoldiphosphat (PIP2) zu Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG)
gespalten wird. IP; fiihrt durch Offnung von Ca*"-Kanilen am endoplasmatischen Reticulum
(ER) zu einem Ca**-Einstrom ins Cytosol, wo dieser weitere Signalkaskaden aktiviert. DAG

aktiviert die Protein-Kinase C (PKC) und die damit verbundene Effekte!%.

Die Ggy-Untereinheit bindet an K'-Kanéle des GIRK-Typs (G-protein-coupled inwardly-
rectifying potassium channels), die sich daraufhin 6ffnen und es zum K'-Ausstrom kommt. Es
resultiert eine Hyperpolarisation. Das Binden an spannungsabhingige Ca®*-Kaniile fiihrt indes
zu einem vermindertem Ca®*-Einstrom. Die durch den Einstrom ausgeldsten Zellkaskaden
werden damit inhibiert'!>. Zudem aktiviert Ggy die Mitogen-Activated-Protein-Kinase (MAPK)
und Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K). MAPK ist in wichtige zellregulatorische Prozesse
wie Wachstum, Differenzierung und Zelliiberleben involviert. Die Aktivierung der PI3K fiihrt
iiber Zwischenschritte zu einer verminderten GSK3B-Aktivitdt. Durch Aktivierung von G-
Proteinrezeptor-Kinasen (GRK) kommt es zur Phosphorylierung der GPCRs. Die
Phosphorylierung erhoht die Affinitdt zu B-Arrestin und wirkt als ein negativer Feedback-

Mechanismus'?2.
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[-Arrestin

Neben G-Proteinen kann eine weitere Proteinklasse an GPCR binden. Die B-Arrestin genannten
Proteine binden ebenfalls intrazelluir an den Rezeptor 2. Zunichst ging man davon aus, dass
B-Arrestin lediglich die Bindung von G-Proteinen inhibiert und iiber Rekrutierungskaskaden

zur Internalisierung der Rezeptoren fiihrt.

Die Blockade der G-Protein-Bindungsstelle (Abbildung 9) vermindert die G-Protein-
vermittelte Signalleitung!'®. Weder endogene Liganden, noch exogene Agonisten oder
Antagonisten konnen so eine G-Protein gekoppelte Signalkaskade einleiten. Durch die
Internalisierung wird zudem die Rezeptordichte verringert und eine generell verminderte

Signaltransduktion erzeugt!!®!1?7,

Allerdings fand man heraus, dass p-Arrestin eigene
Signalkaskaden vermittelt, die G-Protein unabhéngig stattfinden. Manche Liganden fordern
oder verhindern diese Art der Signaltransduktion und werden als ,,biased ligand* bezeichnet,
da sie zu fehlerhaften bzw. unerwarteten Effekten fithren!!*'?’. Wie genau das Zusammenspiel
von G-Protein-gekoppelter Signalleitung, der libergeordneten -Arrestin-Kontrollfunktion und
dem biased Signaling durch Liganden beeinflusst wird und welche Signaltransduktion fiir

welche Effekte verantwortlich ist, bleibt Gegenstand aktueller Forschung!?713,

Extrazellular

[ 4
Zellmembran Co &5

., &5 Rhodopsin

Intrazellular | S /»iﬁli?’g"

B-Arrestin

Abbildung 9: Vergleich der Kristallstrukturen von GPCR mit G-Protein (B2-Adrenorezeptor) und mit f-
Arrestin (Rodopsinrezeptor) nach Latoracca et. al'”’
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1.2.3 Histaminrezeptor-Subtypen

Histamin als biogenes Amin iibt seine Wirkung tiber vier GPCR der Klasse A aus. Die vier
verschiedenen Rezeptoren zeigen hinsichtlich ihres natiirlichen Liganden einen deutlichen
Unterschied in ihrer Sensitivitit. H;R und H>R werden erst bei erhdhten
Histaminkonzentrationen aktiviert, H3R und Hs4R hingegen zeigen schon ein Ansprechen auf
geringe Histaminkonzentrationen. Tabelle 3 zeigt, dass hierfiir eine deutlich hohere Affinitét

des Histamins zu H3R und H4R verantwortlich ist.

Tabelle 3: Eigenschaften der Histaminrezeptoren

Rezeptor HiR HoR HsR H4R
Histamin
K #109 4.2 4,3 8,0 7,8
P
G-Protein Gq Gs Gijo Gi/o
Ganzer Korper Ganzer ) )
Eosinophile,
Gewebe- Lunge, Herz, Haut, Korper, ZNS
. . Mastzellen, Lunge,
verteilung Blutgefile, GIT, Herz, (Peripher) -
aut
ZNS ZNS
Narkolepsie
Pharmakol. Allergie, Reflux, [AD, PD, [ Puritus, Asthma,
Intervention | Schlafstérungen Ulcus Schizophrenie, | atop. Dermatitis] *
ADHS] *

#: pKi-Werte an humanen Histaminrezeptoren™: nicht fiir diese Indikation zugelassen, Schwerpunkt der Forschung

H/-Rezeptor

Der Histamin-H;-Rezeptor (HiR) ist ein Gq-gekoppelter GPCR und wird in vielen Geweben
des Korpers exprimiert. Durch die Stimulation der PLC wird mehr IP; und DAG gebildet, das
zu einer erhdhten intrazelluliren Ca?*-Konzentration bzw. einer Aktivierung der PKC fiihrt.
Die erhohte Ca?*-Konzentration fiihrt in den glatten Muskelzellen der Lunge und den groBen
BlutgefaBBen zur Vasokonstriktion. In den kleinen Blutgefden hingegen kommt es zu einer
Dilatation durch die Stimulation der Stickstoffmonoxid-(NO)-Bildung. Diese Prozesse fiihren
zu den Hauptcharakteristiken der HiR-vermittelten allergischen Reaktionen, wie
Atemproblematik, Hautrdtungen, Juckreiz und Zuschwellen der Nasenschleimhiute'®!. Neben

den peripheren Geweben wie der Lunge, der Haut, dem Herz-Kreislaufsystem und dem Gastro-

Intestinal-Trakt (GIT) ist der Rezeptor auch im ZNS weit verbreitet! %111,
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Eine Beeinflussung von Aufmerksamkeit, Wachheit dem Schlaf-Wach-Rhythmus und der

Kognition® kénnen durch die hohe Hi-Rezeptordichte im Hypothalamus, dem Thalamus der

Amygdala und dem Cortex erkléart werden. Auch eine Beeinflussung des Essverhaltens konnte

beobachtet werden. Die Aktivierung des HjR fiihrt zu einer

verminderten

Nahrungsaufnahme'??. Eine zentrale HiR-Blockade kann daher zu starker Gewichtszunahme

fiihren (vergl.:

Involvierung des

1.1.3.2). Pharmakologisch werden zurzeit HiR-Antagonisten eingesetzt. Die

HiR in allergischen Reaktionen machen HiR-Antihistaminika zu einer

wichtigen Stoffklasse in deren Behandlung. HiR-Antihistaminika sind aufgrund ihrer

zentralnervosen Nebenwirkungsprofile in zwei Generationen unterteilt (Abbildung 10). In der

Behandlung allergischer Reaktionen werden Vertreter der ersten Generation nur selten

beispielsweise zur topischen Therapie benutzt (z.B. Dimetidin), da sie leicht die Blut-Hirn-

Schranke tiberschreiten.

Stark ZNS-aktiv

= \ /
\
H;C N CH3 9”3
O/\/N ‘ CHs o > N “CH
CH,4 N 3
) CH
Doxylamin Doxepin Dimetidin Diphenhydramin

1. Generation

Schwach ZNS-aktiv

Cl/"b"‘\/\ /WOH g@ O cH ‘gO

2. Generation A

CH3
Cetirizin Loratadin Terfenadin CHs
-
) /
NN
HO
X
9B
NH
N K/N\/\O/YOH N
o) Cl CH3
- . OH
Levo-Cetirizin Desloratadin Fexofenadin
H,;C o

2. Generation B

Abbildung 10: HiR-Antihistaminika der Generationen 1, 24 und 2B

Dieses Potential und die resultierenden, eigentlich unerwiinschten Effekte, werden in anderen

Indikationsbereichen ausgenutzt. Die sedierende Wirkung wird sich, z.B.

Doxylamin, in der Therapie von Schlafstérungen zu Nutze gemacht.
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Die Blockade von HiR im Brechzentrum fiihrt zum Einsatz von diphenhydraminhaltigen
Arzneimittel in der Behandlung von Ubelkeit und Erbrechen'??,

Die zweite Generation an HiR-Antihistaminika ist in ihrer Penetration der Blut-Hirn-Schranke
eingeschriankt und flihrt so zu weniger sedierenden Effekten. Mit der Generation 2B wurden
vor allem aktive Metabolite der zweiten Generation auf den Markt gebracht, die so die
notwendige Dosierung vermindern. Unerwiinschte Wirkungen sind so nur noch in geringerem

MabBe zu erwarten'3*.

Einige zentral aktive Arzneistoffe zeigen unerwiinschte Wirkungen, die auf einen HiR-
Antagonismus zuriickzufiihren sind. So kommt es z.B. bei Antipsychotika zu Sedierung und
starker Gewichtszunahme. In umgekehrter Weise lassen sich aus Nebenwirkungen durch die
Antagonisierung des HiR etwaige positive Effekte fiir HiR-Agonisten ableiten: prokognitive

und {ibergewichtbeeinflussende Effekte werden HjR-Agonisten zugesprochen!.

Zurzeit
konnte jedoch kein HiR-Agonist dies in klinischen Studien belegen. Den Einfluss der erhéhten
Histaminkonzentration, als natiirlichem Agonist, durch H3R-Antagonisten wird im weiteren
Verlauf diskutiert (vergl.:1.2.4). 2011 ist es gelungen eine Kristallstruktur des HiR mit dem
Antagonisten Doxepin aufzunehemen.!3® Daraus ergaben sich neue Informationen hinsichtlich
moglicher Bindepositionen von Agonisten, inversen Agonisten, Antagonisten und

rezeptorfremden Substanzen (d.h. Substanzen, die hier ungewollt interagieren). Dies kann zur

Verbesserung von Selektivitdten und Nebenwirkungsprofilen verwendet werden.

H>-Rezeptor

Der Histamin-Hz-Rezeptor (H2R) ist ein Gs-gekoppelter Rezeptor. Die Wirkungen beruhen auf
einer Aktivierung der Adenylatcyclase (AC), einer erhohten cAMP-Konzentration und damit
einer Aktivierung der PKA und nachgeschalteter Prozesse. Uber den Transskriptionsfaktor

CREB werden dariiber hinaus nukleire Mechanismen beeinflusst® 03109

H>R werden im ZNS exprimiert und scheinen hier einen Einfluss auf kognitive Prozesse und
den Schlaf-Wach-Rhythmus zu haben'?’. Die genauen Zusammenhiinge sind jedoch noch
unklar. Daneben sind H>R auch in die Metabolisierung von Glukose und die Steuerung der

Nahrungsaufnahme eingebunden'?®,
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Der Einfluss auf die Magensdureproduktion ist in Bezug auf den HoR die am besten erforschte
Aufgabe. Die Stimulation des H2R fiihrt zur einer Erhohung der cAMP-Konzentration und im
Weitern zu einer erhohten Sekretion an Magensdure. Pharmakologisch wird dies durch die
Verwendung von HoR-Antagonisten unterdriickt. Weniger Magensdure wird sezerniert, was in
der Behandlung von Refluxerkrankungen und Magenulzera Anwendung findet. Die Wirkstoftfe
(Abbildung 11) haben durch die Entdeckung der Protonenpumpeninhibitoren (PPI) Omeprazol

und Pantoprazol etc. stark an Bedeutung verloren'®.

NH,
CHy _CN CHs CH HN S
HQN‘\X\/ )N'\ H3C_N\/@\/ s 2 ’<N’<\ ]VS N~So,NH
.CH N z
\N S\/\N N 3 0o S\/\NJ\/N02 \/\( 2 2
Cimetidin Ranitidin Famotidin

Abbildung 11: Auswahl an zugelassenen H>R-Antagonisten

Hjs-Rezeptor

Der Histamin-Hs-Rezeptor (H3R) ist der dritte Histamin Rezeptor Subtyp, der gegen Ende des
letzten Jahrhunderts entdeckt und 1999 zum ersten Mal kloniert wurde'?. Der H3R weif3t mit
dem H4R eine hohere strukturelle Ubereinstimmung als mit dem H;R und dem HzR auf>'3’.
Vorwiegend wird der H3R im ZNS exprimiert; eine Expression in der Peripherie wird jedch
vermehrt diskutiert'*’. Im ZNS findet man eine hohe Rezeptordichte im Cortex, im Striatum,
im Nucleus Accumbens, in der Amygdala, dem Palladium und im Hippocampus® 40 141,
Vorwiegend ist der H3R hier als prasynaptischer Rezeptor exprimiert und kommt sowohl auf
histaminergen Neuronen als Autorezeptor vor und steuert hier die Synthese und Freisetzung
von Histamin. Als Heterorezeptor auf nicht histaminergen Prasynapsen reguliert der H3R u.a.
auch die Freisetzung von Dopamin (DA), Acetylcholin (ACh), Noradrenalin (NA), Glutamat
(Glu) , Serotonin (5-HT) y-Aminobuttersdure (GABA), Substanz P und weiterer
Botenstoffe!4*1%>. Neben der prisynaptischen Lokalisation konnten auch postsynaptische H3R
identifiziert werden'**. Prisynaptische H3R sind Gio-gekoppelte GPCR, die bei Aktivierung des
Rezeptors in Ggi und Gpy gespalten werden. Beide Untereinheiten sind Ausgangspunkt weiterer
Signalkaskaden™!'*>. Die Ggi.Untereinheit inhibiert die AC und fiihrt dadurch zu einer
verminderten cAMP-Konzentration. Dies wiederum vermindert die Aktivitdt der PKA und

damit die Phosphorylierung von Zielproteinen.
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Der reduzierte cAMP-Spiegel fiihrt zu einer verminderten CREB-vermittelten Gentranskription
und senkt damit die Proteinbiosynthese. Die Aktivierung des H3R fiihrt auf diesen Wegen zur
Aktivititsminderung der HDC und zur verminderten Histaminsynthese (vergl. 1.2.1.1)!40-142.144
Die Ggy,-Untereinheit bindet an den P- und Q-Typ spannungsabhingiger Calciumkanéle
(Abbildung 12). Die daraus resultierende Inhibition der Kanile fiihrt zu einem geringeren Ca**-
Einstrom in die Prasynapse und zur verminderten Depolarisation. Die Aktivierung von GIRK-
Kaliumkanidlen fiihrt zu einem vermehrten K'-Ausstrom und einer Hyperpolarisation.
Verminderter Ca**-Einstrom und erhohter K*-Ausstrom sind Grund fiir die verminderte

Ausschiittung von Neurotransmittern'#2.

hH,R

Abbildung 12: Effekte und Signalkaskaden vom H;3R, nach Sadek et.al’

Weitere Gg,-Protein-vermittelte Effekte sind die Aktivierung der MAPK und der PI:K. Die
MAPK ist in wichtige zellregulatorische Prozesse wie Wachstum, Differenzierung und
Zelliiberleben involviert'*® '*2 Die Aktivierung der PI;K fiihrt {iber Zwischenschritte zu einer
verminderten GSK3B-Aktivitdt. Die Aktivitdt der Phospholipase A» (PLA2) und Phospholipase
C (PLC) wird ebenfalls erhoht, wodurch vermehrt Lipid- und Entziindungsmodulatoren
gebildet werden (Abbildung 12). Welche Prozesse dabei in verschiedenen Splicingvarianten
oder ZNS-Arealen verstirkt sind und ob diese prd- oder postsynaptisch ablaufen, bleibt
Gegenstand der aktuellen Forschung. Konsistent ist dabei, dass ein verminderter
Neurotransmitterausstol und eine verminderte Histaminsynthese durch priasynaptische Hs-
Auto- und Heterorezeptoren vermittelt wird (Abbildung 13)%-10%:140.142-144,

Antagonisten, die den inhibitorischen Effekt des H3R unterdriicken, fithren zu einer erhéhten
Histaminbiosynthese und erhéhen die Histaminfreisetzung im ZNS. Die Freisetzung weiterer

Neurotransmitter wie ACh, NA, DA, 5-HT, Glu und GABA wird moduliert.
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Als GPCR mit hoher konstitutiver Aktivitit sind Antagonisten dabei zumeist als inverse

Agonisten zu beschreiben!®

. Die vermehrte Neurotransmitterfreisetzung und die Lokalisierung
der H3R in ZNS-Arealen, die Einfluss auf den Schlaf-Wach-Rhythmus, das Lernverhalten, das
Gedichtnis und die Kognition haben, macht inverse H3R-Agonisten zu einer interessanten
Arzneistoftklasse fiir neurologische und neurodegenerative Erkrankungen und wird im Kapitel
1.2.4 tiefergehend betrachet’ Eine Beeinflussung des Wachzustandes durch H3;R inverse
Agonisten, durch erhdhte Histaminkonzentrationen und postsynaptische HiR-Aktivierung,
fiihrte zur Entwicklung von Pitolisant, dem ersten und bis jetzt einzigen von der FDA und EMA
(European Medicines Agency) zugelassenen H3zR inversen Agonisten (Abbildung 13). Unter
dem Markennamen Wakix® ist Pitolisant zur Therapie von Narkolepsie mit und ohne

Kataplexie indiziert!4*14,

L-Histidin ||

HDC
N

: hNE,
Histamin®,
i

f

4
Wachzustand ¢/
Lernen/Gedachtnis
Kognition

Abbildung 13: Synapse mit prdsynaptischem H3R und postsynaptischen Histaminrezeptoren und nicht
Histaminrezeptoren (nHR)

Hy-Rezeptor

Der Histamin-Hs-Rezeptor (H4R) ist ein Gi-gekoppelter GPCR und wurde im Jahr 2000 als
bisher letzter der Histaminrezeptoren identifiziert. H4R sind strukturell stark mit dem H3;R
verwandt. Die Expressionsmuster der Rezeptoren unterscheiden sich allerdings deutlich, sodass

der H4R eine verstirkte periphere Expression aufweist!?%147,
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Hauptséchlich sind H4R auf hdmatopoetischen Zellen exprimiert, vor allem auf eosinophilen

Granulozyten'*

. Auch Mastzellen, natiirliche Killerzellen sowie Monozyten exprimieren den
H4R!'#15° Zysammen mit Daten von H4R-Knock-out-Mausen (d.h. Miusen in denen der HsR
nicht exprimiert wird), kann eine HsR-Beteiligung im Bereich von Immunsystem und
Entziindungsprozessen postuliert werden'>!!>2. Mdgliche Erkrankungen, die in der Verbindung
mit H4R diskutierten werden, sind unter anderem Asthma brochiale, atopische Dermatitis,

Pruritus und unspezifische Entziindungsreaktionen'®.

Aufgrund des unvollstidndigen
Verstiandnisses iiber den Hs4R sind zurzeit keine Liganden als Arzneistoffe zugelassen.
Abbildung 14 zeigt einige interessante HsR-Liganden, die genutzt werden, um Struktur-

Wirkung und Verteilungsmuster des Rezeptors zu erforschen.

S o}
o A L
< H NH
HN Q\EN Q

CHs »
N CHs
4-Methylhistamin Thioperamid INJ-7777120
Ha NH> NH,
cl NTSN N‘)*N N‘)%N
‘ HaC =
N/‘\/‘\N/\’ 3 \'/‘\/‘\N ﬁ\N/‘\/‘\N
H LN CH H
cl CH, NH HN-CH
ST-1006 JNJ-39758979 z ZPL-38937887 3

Abbildung 14: H4R-Liganden

Im Besonderen ist dabei die Selektivitit zu anderen Rezeptoren wichtig, da nur so reine H4R-
Effekte studiert werden konnen. Aufgrund der hohen Strukturverwandtschaft zum H3R zeigen
sich hier vermehrt Selektivititseinschrankungen. 4-Methylhistamin und Thioperamid wurden
zunichst als HsR-Liganden beschrieben, zeigen aber vergleichbare Affinititen am HsR'%*. Der
erste selektive HsR-Antagonist war JNJ-7777120 als selektiverer Agonist konnte 4-
Methylhistamin evaluiert werden'”. ST-1006 wird als effektiver Agonist beschrieben. Als
HsR-Antagonisten konnten JNJ-39758979 und ZPL-38937887 erfolgreich klinische Phase II

Studien durchlaufen'>*133,

Zurzeit bleibt die Rolle des H4R jedoch noch unklar, da weder das Exprimierungsmuster noch

der Einfluss von Agonisten bzw. Antagonisten vollstindig geklart ist.
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1.2.4 Der Histamin-H3-Rezeptor als pharmakologische Zielstruktur

Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, ist der H3R eine Zielstruktur fiir Krankheiten, die
mit Stérungen im ZNS einhergehen. Dazu zdhlen Schizophrenie, Epilepsie, Aufmerksamkeits-
Defizit-Hyperaktivitdtsstorung (ADHS), Autismus, verdnderte Schlaf-Wach-Rhytmen und
neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson!43!1%°,

Mit Pitolisant steht ein Vertreter von H3R-inversen Agonisten als zugelassener Arzneistoff zur
Verfiigung. Ausgehend von Histamin wurden zunédchst Antagonisten bzw. inverse Agonisten

(im Weiteren: Antagonisten) mit einer Imidazolstruktur synthetisiert.

1.2.4.1 Imidazolhaltige H3R-Liganden

Die erste Generation an H3R-Antagonisten enthalten einen histaminéhnlichen Strukturteil mit
einem Imidazolring und einer aliphatischen Kette, die zu einem Heteroatom fiihrt. Abbildung
15 zeigt eine Auswahl wichtiger imidazolbasierter Liganden, die vor Allem fiir praklinische

Studien Verwendung finden.
Thioperamid Clobenpropit Ciproxifan
i NH
N/U\H N SAN
¢ | H<N cl ¢ I\/\o

HN HN

K pKi 7.5 pKi 9,3 pK;: 7.2
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z.B. Phe1gg
Aspqy4 o
.
n OH | system
-~
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OH j; S;
0
Tyraza

Abbildung 15: Imidazolbasierte HsR-Liganden mit hH3;R-pKi-Werten und SAR mit Interaktionen in der
Bindetasche

Als Arzneistoffe sind die meisten der Verbindungen jedoch ungeeignet, da durch den
Imidazolring eine hohe Interaktion mit Cytochrom P450 Enzymen (CYP450) zu erwarten ist'*°.
Die imidazolbasierten Liganden haben zum Verstindnis der Struktur-Wirkungs-Beziehung
(engl.: structure activation relationship, SAR) entscheidend beigetragen, sodass nicht-
imidazolbasierte Liganden entwickelt werden konnten. Abbildung 15 zeigt die extrahierte SAR

und die durch In-silico-Experimente ermittelten, stabilisierenden Rezeptorinteraktionen '4%157,
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1.2.4.2 Nicht-imidazolhaltige H3R-Liganden

Aus der fiir imidazolhaltige Liganden ermittelten SAR konnte durch Austausch des Imidazols
durch andere basische Gruppen eine generelle SAR fiir H3R-Antagonisten definiert und neue
Liganden synthetisiert werden (Abbildung 16). Als basische Gruppen wurden hier hiufig
tertidfre Amine in cyclischen Systemen verwendet wie z.B Piperidin in Pitolisant.
Verschiedenste In-silico-Versuche konnten zeigen, dass die Antagonisten von denselben
Aminosduren in der Bindetasche stabilisiert werden (Tabelle 4). Die hierfiir essenziellen

Interaktionen sind in Tabelle 4 zusammengefasst!*3-160,

Tabelle 4: Interaktionen von H3R und Liganden

Aminosdure in H3R-Bindetasche

Interaktionsart

Element im Ligand

Glutaminséure 206

Salzbriicke/ ionisch

1. Basische Gruppe westlich

Tyrosin 374

Asparaginsdure 114

H-Briicke

Heteroatome z.B. Sauerstoff

Freie Elektronenpaare

Asparaginsdure 114

Tyr 189

Salzbriicke/ ionisch

H-Briicke

2. Basische Gruppe 6stlich

2. Heteroatomgruppe

z.B. Phel198 / Try110

nt-t Interaktionen

Aromat Ostlich

Westen

» QOsten

2. Heteroatom-
— Gruppe
. /X’ System
1. Basisch&' | inker

Gruppe
j\ X: Heteroatome

SAR110894 Pitolisant GSK-239512
H
N\E _cl \>
i o r
T
@ JU)
pK; 10,2 PK 8,8 pK; 9.9
MK-0248  F.o JNJ-5207852 ABT-288
o wH
o~ - @ YU e !
/ RN =
HsC
pi: 8,8 pK: 9,2 PK:: 8,7

Abbildung 16: SAR von nicht imidazolhaltigen H3;R-Antagonisten mit hHz;R- pK; Werten®!0>124128
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Die Substanzen wurden in verschiedensten Phase-I-Studien auf ihre Sicherheit und
Vertraglichkeit getestet und konnten diese erfolgreich beenden. In Phase-1I-Studien wurden
ABT-288, GSK-239512, MK-0249 hinsichtlich ihrer Wirkung auf kognitive Effekte bei
Alzheimer und Schizophrenie getestet, dabei konnte keine der Verbindungen ihre definierten
priméren Studienziele erreichen'®'. GSK-239512 und ABT-288 zeigten allerdings verbesserte
Gedichtnisleitungen'#>!161:162 SAR-110894 hat mit einem Ki= 0,06 nM eine sehr hohe Affinitit
im picomolaren Bereich; zusétzlich dazu weist die Verbindung eine herausragende Selektivitit
gegeniiber den anderen Histaminrezeptoren auf. Mit K;-Werten iiber 10 000 nM hat SAR-
110894 faktisch keine Affinitit zum HiR, H2R und H4R!®. In Tiermodellen konnten positive
Effekte auf die Aufmerksamkeit, sowie das Kurz- und Langzeitgedédchtnis festgestellt
werden'®2. In einer Phase-II-Studie wurden die Studienziele jedoch nicht erreicht!%*. Neben den
klinischen Studien werden H3R-Antagonisten weiter intensiv auf ihre Effekte in
neurodegenerativen Erkrankungen erforscht. Auch wenn klinisch bisher keine signifikanten
Auswirkungen auf kognitive Funktionen gezeigt werden konnten, weisen die Vielzahl an
positiven Ergebnissen in Tierversuchen und Phase-I-Studien darauthin, dass H3R-Antagonisten

einen Beitrag zur verbesserten Kognition leisten kdnnen.

Die Kognition umfasst eine Vielzahl verschiedener Vorginge, wie Aufmerksamkeit, Lernen,
Erinnern, Orientierung, Wahrnehmungsvermogen und weitere, die Informationen der Umwelt
verarbeitende Prozesse. Diese finden in verschiedenen ZNS-Arealen statt, sodass eine distinkte

anatomische Zielstruktur nicht definiert werden kann'®

. Die kognitionsverbessernden Effekte
von H3R-Antagonisten werden auf die Erhohung der Histamin- und ACh-Konzentrationen im
ZNS zuriickgefithrt. Im Gehirn von AD-Patienten konnte in kognitionsbeeinflussenden
Gebieten wie Hippocampus, Hypothalamus und temporalem Cortex, eine verminderte
Histamin- und ACh-Konzentration festgestellt werden (vergl. 1.1.2). H3R-Antagonisten sind in
der Lage, die Konzentration der beiden Neurotransmitter zu erhohen. Die positiven Effekte
werden dann durch HiR, H2R und muskarinerge ACh-Rezeptoren im Hippocampus, dem
Cortex und anderen Strukturen vermittelt®!*. Eine erhohte Dopaminfreisetzung kann wie
beschrieben, iiber die Stimulation von DiR im préifrontalem Cortex Einfluss auf kognitive

Vorginge nehmen. Mit Einfluss auf weitere Neurotransmitter ist der H3R ein ideales Target fiir

Krankheiten, die mit Ungleichgewichten von Neurotransmitter assoziiert sind.

37



Einleitung

1.3 Dopamin

Das biogene Amin 3-Hydroxytyramin, besser bekannt als Dopamin, ist ein Neurotransmitter
der in vielen Regelkreisen des ZNS involviert ist'®®. Der Einfluss von Dopamin im ZNS wurde
zunéchst in den 1960er Jahren anhand der Wirkung antipsychotischer Arzneistoffe untersucht
167 Im Laufe der Jahre konnte eine Beeinflussung von Motorik, Motivation, Kognition,

168

Emotion und neuroendokrine Sekretion nachgewiesen worden'®®. Das hat zur Folge, dass die

Dopamin-Signaltransmission in der Pathogenese vieler neurologischen Krankheiten diskutiert

wird; neben der Schizophrenie sind das vor allem PD, ADHS und Suchterkrankungen!6%16°,

1.3.1 Biosynthese und Metabolismus

Als biogenes Amin wird Dopamin im Korper aus der Aminosédure L-Tyrosin synthetisiert. L -
Tyrosin wird entweder aus der Nahrung aufgenommen oder in der Leber aus L -Phenylalanin
durch die Phenylalaninhydroxylase (PAH) gebildet. Bei fehlender Aktivitidt der PAH muss L -
Tyrosin aus der Nahrung aufgenommen werden, wie es fiir Patienten mit Phenylketonurie
zutrifft!’®. L-Tyrosin wird im Weiteren durch die Tyrosinhydroxylase (TH) in Position 3 des
Tyrosin zu L-3,4-Dihydoxyphenylalanin (L-DOPA) hydroxyliert (Abbildung 17). Die oxidative
Decarboxylierung durch die DOPA-Decarboxylase (DDC, auch aromatische Aminoséure
Decarboxylase, AADC) liefert Dopamin. Die Prozesse sind im Zytosol dopaminerger
Neuronen lokalisiert, wo Dopamin anschlieBend in Vesikeln gelagert wird!”!. Die
Decarboxylierung von L-Phenylalanin durch AADC zu Phenylethylamin mit anschlieBender
Hydroxylierung durch CYP2D zu Tyramin, respektive Dopamin, kann ebenfalls als
Biosyntheseweg genutzt werden, spielt aber unter physiologischen Bedingungen eine
untergeordnete Rolle!”?. Nach Freisetzung des Dopamins durch Exozytose wird es durch
Dopamintransporter (DAT) zuriick in die Neuronen (,,Reuptake®) oder in Gliazellen
aufgenommen. Der DAT ist Zielstruktur einiger Arzneistoffe und Drogen, die durch Blockade
eine erhdhte Dopaminkonzentration im synaptischen Spalt zur Folge haben!”,

In den dopaminergen Neuronen wird Dopamin erneut in Vesikeln verpackt und steht zur
erneuten Ausschiittung bereit. In Gliazellen wird Dopamin durch mitochondrienassoziierte
Monoaminoxidasen B (MAO B) und Catechol-O-Methyltransferasen (COMT)
inaktiviert!’*!”> Eine Aktivitit der COMT kann dabei in nigrostriatalen Neuronen nicht

festgestellt werden, sodass hier der Abbau nur iiber MAO B gesteuert wird'”®.
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Die Oxidation von Dopamin fiihrt zu 3,4-Dihydroxyphenylacetaldehyd (DOPAL), welches
iber die Aldehyddehydrogenase (ALDH) zu 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure (DOPAC)
abgebaut wird'”>. Die Methylierung der 3-Position fiihrt zur Bildung von 3-Methoxytyramin,
welches im Anschluss durch MAO B und ALDH zu Homovanillinsdure (HVA) oxidiert wird.
HVA stellt auch fiir DOPAC das finale Stoffwechselprodukt, das durch COMT-assistierte
Methylierung von DOPAC gebildet wird (Abbildung 17)'71:177,

L-Phenylalanin . L-Tyrosin ) L-DOPA
Phenylalaninhydroxylase o Tyrosinhydroxylase
o PAH TH o
—_— HO
NH
NH, HO 2 HO NH,
aromatische Aminoséuren-
Decarboxylase Dopamin Decarboxylase
AADC bbc
Phenylethylamin Dopamin DOPAL DOPAC
HO
Monoaminoxidase B HO H Aldehyddehydrogenase  HO OH
MAO B ALDH
NH, NHy | - 5 0 - 0o
HO HO HO
CYP2D Catechol-O-Methyltransferase Catechol-O-Methyltransferase
CcCOoMT coMT
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Monoaminoxidase B acetaldehyd Aldehyddehydrogenase! ~ Homovanillinsiure
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Abbildung 17: Biosynthese und Metabolismus von Dopamin

Sowohl synthetische als auch metabolisierende Enzyme und Transportproteine sind Ziel
pharmakologischer Intervention. Je nach Erkrankung und Symptomatik sind im ZNS
verschiedene neuronale Netzwerke betroffen. Dopaminerge Netzwerke lassen sich in vier grof3e
Leitungsbahnen einteilen, die bei Fehlfunktion der Grund der verschiedenen Symptomatiken
sind!66:171,178
1.3.2 Dopaminerge Leitungsbahnen im ZNS

Die nigrostriatalen Leitungsbahnen projizieren von der Substantia Nigra in die Basalganglien
zum Putamen und Nukleus Caudatus (zusammen als Striatum bezeichnet). Diese Projektionen
sind in die Steuerung der Bewegung bzw. Motorik eingebunden. Untergang von dopaminergen
Neuronen in der Substantia Nigra fiihren, wie in PD, zu Stérungen in der Lokomotorik®®!'®.

Die Blockade striataler Dopaminrezeptoren fiihrt zu den bei Antipsychotika bekannten EPS
(vergl. 1.1.3.2).

39



Einleitung

Die Effekte von Antipsychotika werden durch die Blockade von Dopaminrezeptoren im
mesolimbischen Netzwerk erzeugt. Ausgehend vom Gebiet des ventralem Tegmentums ziehen
die Neuronen ins limbische System zur Amygdala, dem Nucleus Accumbens und weiteren
Strukturen. Das limbische System ist mitverantwortlich fiir die Verarbeitung von Emotionen
und gilt als Zentrum fiir Belohnung, Lust und Befriedigung; psychoaktive Drogen losen eine
Aktivierung aus. Auch die Positivsymptomatik der Schizophrenie hat hier ihren

Ursprung®086.17!,

Mesokortikale Leitungsbahnen projizieren vom ventralen Tegmentum in den préfrontalen
Cortex und sind mit kognitiven Prozessen wie Lernen, Erinnern sowie Aufmerksamkeit,
Aufgewecktheit und Emotion assoziierte Prozesse!”!, die in Bezug auf die kognitive und

negative Symptomatik der Schizophrenie entscheidend sind®#647,

Der tuberoinfindibuldre Schaltkreis projiziert vom Nucleus Arcuatus (im Hypothalamus) auf
die Emenentia Medialis und steuert die Prolaktinsekretion®’, wobei Dopamin als Inhibitor der

Sekretion wirkt!”’

. Die Effekte von Dopamin, Arzneistoffen und anderen exogenen Substanzen
werden in den verschiedenen Schaltkreisen iiber fiinf verschiedene Dopaminrezeptoren

vermittelt.

1.3.3 Dopaminrezeptoren

Die Dopaminrezeptoren (DR) sind nach den Subtypen als Di.sR bezeichnet. Alle flinf
Rezeptoren gehoren zur Gruppe der GPCR und sind nach ihrem koppelnden G-Protein in zwei
Gruppen unterteilt. Rezeptoren D und Ds sind Gs-gekoppelt und werden als D1-Typ (D;-like)
bezeichnet. Die Rezeptoren Dz, D3 und Ds sind Gio-gekoppelt und zum D>-Typ
zusammengefasst (D2-like)!®’. Die Signalkaskaden der G-Proteine sind in 1.2.2 erklirt. Die
Expressionsdichte im ZNS zeigt eine klare Staffelung von D> D>>> D3 > Ds> D4, wobei DR
und DR noch einmal deutlich hiufiger sind als die anderen Subtypen'*®!¥! Dopamin als
endogener Ligand weist deutliche Affinitdtsunterschiede zu den Dopamin-Rezeptorsubtypen
auf. Wie Tabelle 5 zeigt, ist seine Affinitdt zum D3R und D4R zehnfach gegeniiber DoR und
DsR bzw. hundertfach gegeniiber DiR erhoht.
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Tabelle 5 fasst die Art der G-Proteinkopplung, die Verteilung im ZNS, die Affinitdt des

Dopamins und die Anwendung in der Therapie der Dopaminrezeptoren zusammen.

Tabelle 5: Eigenschaften der Dopamin Rezeptoren

Rezeptor DiR DsR D2R DsR D4R
G-Protein Gs Gs Gijo Giso Giso
Dopamin 5,5 6,1 6,6 7,3 7,6
K182
ZNS- ST, NucA. unspez., ST, NucA, Sn, NucA, HC geringe
Verteilung!®® |  fC, HC, Sn geringe | vT,HC, Amy | Calleja-Insel ZNS-
(hohe Dichte) Dichte Dichte
Pharmakol. | [Schizophrenie pré- PD (Ago.) PD (Ago.) pra-
Intervention Sucht] * klinische- | Schizophrenie | Schizophrenie | klinische-
Forschung (Ant.) (Ant.) Forschung

*. pki am humanen Dopaminrezeptor*: nicht fiir diese Indikation zugelassen, Schwerpunkt der Forschung, NucA: Nucleus
Accumbens, ST: Striatum, fC: frontaler Cortex, HC: Hippocampus, Sn: Substantia nigra, Amy: Amygdala, vT: ventrales
Tegmentum, PD: Morbus Parkinson, Ago.: Agonist, Ant: Antagonist

Dj-like Rezeptoren

Der DiR ist der hdufigste dopaminerge Rezeptor im ZNS und findet sich in allen vier gro3en
dopaminergen Schaltbahnen. Der DsR ist deutlich weniger stark vertreten. Mit einer Homologie
von 50% zum DiR sind vergleichbare Eigenschaften und Effekte an beiden Rezeptoren zu
erwarten und wird im Folgenden nicht weiter separat behandelt. Der DR ist postsynaptisch
lokalisiert und fiihrt hier als Gs-gekoppelter GPCR zur Aktivierung nachgeschalteter Prozesse.
Der DiR ist involviert in kognitive Prozesse wie Lernen, Aufmerksamkeit und
Gedichtnis'®®!”!, Des Weiteren werden Einfliisse auf die Motorik und das Belohnungssystem
zum Bestandteil seiner Aufgaben gezihlt'®. Hieraus ergeben sich die Interessen am DR in
Bezug auf Krankheiten, die mit Motorik, kognitiven Defiziten und Sucht einhergehen!®. In
Bezug auf PD und Schizophrenie wird der DR seit mehr als 40 Jahren als Zielstruktur diskutiert
und erforscht (vergl. 1.1.3.)!%,

Ein Arzneistoff mit DiR-Ligandenprofil wurde bis jetzt fiir diese Indikationen jedoch nicht
zugelassen. Als einzige zugelassener Arzneistoff wird Fenoldopam (Corlopam®) als partieller

DiR-Agonist fiir die periphere Therapie von Bluthochdruck eingesetzt!®3.
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D»>-like Rezeptoren

Im Vergleich zu den Rezeptoren des Di-Typs sind D»-like-Rezeptoren an ein inhibitorisches
Giso -Protein gekoppelt. Der D4R ist verglichen mit DoR und D3R nur gering exprimiert und
zurzeit kein Ziel pharmakologischer Intervention, weshalb sich die nachfolgenden
Erldauterungen auf D2R und D3R beschrinken.D>R werden sowohl pri- als auch postsynaptisch

rt'%, wobei zwei Isoformen als SpleiBingalternativen ausgebildet werden. Der DasR

exprimie
(S fiir short) wird vorwiegend priasynaptisch als Autorezeptor exprimiert (vergl. 1.2.3), wéhrend
der Dor (L fiir long) postsynaptisch ausgebildet wird. Der Unterschied der Rezeptoren liegt in
einer 29-aminosiurelangen Sequenz, die im Das ausgeschnitten wird'®%1%*. Auch der D3R wird
pri- und postsynaptisch und in Isoformen ausgebildet'®*. Auch wenn Signalkaskaden und
Expressionsmuster des D3R oft mit dem D2R {ibereinstimmen, zeigen D3R-selektive Liganden,
dass unterschiedliche Effekte der Rezeptoren messbar sind. Unter Anderem werden D3R und

DiR als Heterodimer im Striatum und Nucleus Accumbens ausgebildet, wodurch teilweise

paradoxe Wirkungen erzeugt werden kénnen'®?.

1.3.4 D2R und D3R als pharmakologische Zielstrukturen

Die Selektivitdt von Liganden ist eine ihrer entscheidenden Eigenschaften, um gewlinschte von
unerwiinschten Effekten zu trennen. Die Entwicklung dopaminerger Liganden konzentrierte
sich zundichst auf eine Selektivitit zwischen den beiden Rezeptorfamilien!'®®. Der
unterschiedliche Effekt einer D2R- und D3R-Inhibition auf die Symptomatik der Schizophrenie
hat dazu gefiihrt, auch innerhalb der Familie die einzelnen Rezeptoren als getrennte Targets zu

betrachten'®’.

Agonisten

Dopaminagonisten sind vor Allem als D,R-Agonisten beschrieben und aus der Behandlung von
PD bekannt. Dabei zeigt sich, dass die Substanzen teilweise eine D3R-Priferenz aufweisen, wie
es auch Dopamin selbst zeigt (Tabelle 5). Der Untergang von dopaminergen Neuronen in der
Substantia Nigra und damit eine verminderte Neurotransmission im nigrostriatalen Netzwerk
fiihrt unter anderem zu den motorischen Kardinalsymptomen von PD'"%!8  Die
Wiederherstellung der Transmission ist Ziel der zurzeit zugelassenen Arzneistoffe. D2R-
Agonisten wie Pramipexol und Ropinerol sind dabei eine der mdglichen Ansdtze (Abbildung
18)!°. Dariiber hinaus wird versucht die Dopaminkonzentration durch den Eingriff in die
Biosynthese bzw. den Metabolismus zu erhéhen (Abbildung 17). MAO B- und COMT-
Inhibitoren sollen den Abbau von Dopamin vermindern. Die externe Zufuhr von L-DOPA wird

zur vermehrten Biosynthese genutzt!3%!1%°,
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H3R-Antagonisten, allein oder als MTDL mit MAO B-inhibitorischer Aktivitdt, erhohen
ebenfalls die Dopaminkonzentration. Zusétzliche positive Effekte der H3R-Antagonisten auf
kognitive Einschrinkungen machen diese zu sehr interessanten Ansatzpunkten, allerdings sind

sie in der Therapie noch nicht zugelassen!43-191:192,

Die Entwicklung selektiver Agonisten innerhalb der D»-Typ-Rezeptoren wird durch die
intrinsische Aktivitit erschwert. Wo Antagonisten ,,nur* eine Blockade des Rezeptors erzeugen
miissen, sollen Agonisten eine Konformationsdnderung zur Aktivierung des Rezeptor
erzeugen'®®, Liganden, die eine Selektivitit In-vitro zeigen, konnen In-vivo ein anderes Profil
haben. So konnte der selektive D2R-Agonist Sumanirol (Abbildung 18) in klinischen Studien
keinen Unterschied gegeniiber dem unselektiven Agonisten Ropinerol in klinischen und

physiologischen Effekten aufweisen!®*1%,

Aufgrund der Priaferenz von Dopamin und Pramipexol fiir den D3R wurden auch selektive D3R-

Agonisten wie PD-128907 entwickelt!*>!1%,

Abbildung 18: Strukturvergleich von D;R-und D3R-Agonisten, D:R/DsR: Affinitditsverhdltnis von D>R zu D3R

Bis jetzt konnten die selektiven Agonisten klinisch keinen Vorteil gegeniiber den

186,196,197 " Der Untergang der dopaminergen

affinititsausgeglichenen Substanzen zeigen
Neurotransmission fiihrt zum Verlust dopamingesteuerter Prozesse. Die Transmission zu
erhalten scheint mit Agonisten, mit vergleichbarem Rezeptorprofil wie Dopamin, am besten zu
funktionieren. Abbildung 18Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. zeigt S
trukturen von Agonisten mit ausgeglichenem und selektivem Rezeptorprofil. Als Arzneistoffe
werden die zentral dargestellten Substanzen in der Therapie von PD verwendet. Dopamin selbst

wird dabei, durch L-DOPA, MAO B- und COMT-Inhibitoren, als endogener Agonist gebildet.
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Antagonisten

Der D2R galt lange Zeit als der entscheidende Rezeptor in der Behandlung der Schizophrenie.
Die entwickelten Liganden waren Antagonisten, die aufgrund ihrer Affinitdit zum D2R
antipsychotische Effekte lieferten. Der geringe Effekt auf die negative und kognitive
Symptomatik fiihrte zur Entwicklung von weniger DyR-selektiven Substanzen, hin zu
Arzneistoffen, die eine D3R-Priferenz aufweisen (vergl. 1.1.3.2)!%. Substanzen wie Cariprazin

und Aripiprazol zeigen eine bessere Beeinflussung der komplexen Symptomatik'®’.

Die Entwicklung von DsR-selektiven Liganden konnte durch die Aufnahme von
Kristallstrukturen des D>R und D3R vereinfacht werden?’®?°!, da strukturelle Unterschiede
besser erkannt werden konnten'?®. Selektive Liganden fiir die beiden Subtypen zu erzeugen,
stellt sich aufgrund konservierter Aminosiduren im Bereich der Bindetasche als schwierig
heraus®®?. Die primire bzw. orthosterische Bindetasche (engl.: orthosteric bindingsite, OBS),

weist kaum Unterschiede in den beiden Rezeptorsubtypen auf>*®

. Wie Dopamin bilden die
exogenen Liganden eine Salzbriicke mit der hochkonservierten Aminosiure Asparagin D
(Aspl14 in DR und Aspl10 in D3;R)**™. Durch unterschiedliche Ausgestaltung dieser
Bindetaschen konnen dennoch selektive Liganden erzeugt werden. Mit einer Homologie von
78 % von D2R und D3R in den TMD fehlen im Bereich der OBS jedoch geniigend grofle
Unterschiede im Aminosiureprofil?®>?%, Eine Selektivitit iiber die reine OBS-Interaktion
erscheint nicht moglich. Die Synthese von Liganden mit einer D3;R-Priferenz lie vermuten,

dass eine zweite Bindetasche (engl.: secondary binding pocket, SBP) fiir die Selektivitat

entscheidend ist. Die Kristallstrukturen der Rezeptoren konnten diese Annahme belegen.

Die SBP wird durch ein zweites Pharmakophor und einen Linker entsprechender Lange erreicht
186206207 " [ jganden werden hier durch lipophile Interaktionen und Wasserstoffbriicken
stabilisiert?®®. Fiir den DR konnte so eine Bindetasche ebenfalls aufgeklirt werden. Eine
deutlich hohere Beweglichkeit in der SBP des D2R fiihrt zu einer groBen Akzeptanz von
Strukturmotiven, sodass bis jetzt keine absolut selektiven Liganden dargestellt werden
konnten?”. Verbindung L-741626 (Abbildung 19) zeigt mit einer zehnfach hoheren Affinitit

zum D3R eine der zurzeit hochsten DoR-Priferenzen bzw. relative Selektivititen!36-203,
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Abbildung 19 zeigt, wie, ausgehend von einem Antagonisten mit ausgeglichener DoR/ D3R-

Affinitdt (Haloperidol) Liganden sowohl mit D;R- als auch mit D3;R-Préiferenz entwickelt

wurden 186 204 205.

Abbildung 19: Strukturvergleich von D>R- und D3R-Antagonisten, D/Ds: Affinititsverhdltnis D>R zu D3R

Allen Verbindungen gemein ist das tertidre aliphatische Amin (rot), ein H-Briickenakzeptor
(cyan), ein Aromat (griin) sowie ein Linker (hellblau) zu einer zweiten aromatischen Gruppe
(orange). Die gemeinsamen Strukturmerkmale im rechten Teil der Molekiile binden in die OBS

und weisen daher nur kleine Unterschiede auf.

Entscheidend fiir die Selektivitit ist die Ausgestaltung der Linkerstruktur: l&ngere Linker mit
Carbonylstrukturen am westlichen Ende erhdhen die D3R Priiferenz?42%,

Die Entwicklung selektiver Substanzen ist fiir das Verstindnis iiber die Einfliisse der
verschiedenen Rezeptoren auf die Symptomatiken essenziell. Zurzeit werden klinische Effekte
auf verschiedene Rezeptorprofile zuriickgefiihrt. Selektive Liganden konnten diese in Studien
wiederum noch nicht belegen, sodass bis jetzt kein selektiver Ligand zugelassen werden konnte.
In Kombination mit den Wirkprofilen von Aripiprazol und Cariprazin zeigt sich, dass eine

absolute Selektivitit der Rezeptorpriferenz fiir diese Indikation nicht iiberlegen ist>*!%8.
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2 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist die Synthese, chemische Charakterisierung und Beschreibung von
Struktur-Wirkungsbeziehungen (engl: structure activation relationship, SAR) von MTDL. Die
biologische Aktivitdit wird aufgrund von Affinititen zu Rezeptoren, Proteinen und

Proteinfragmenten sowie inhibitorischen Eigenschaften auf Enzyme bewertet.

Ein MTDL weist nicht nur eine Zielstruktur auf, an der ein Effekt erzielt werden soll. Die
MTDL, die in dieser Arbeit dargestellt werden, sollen im Wesentlichen an drei Zielstrukturen
angreifen:

1. Der Histamin-Rezeptorsubtyp Hj,

2. B-Amyloidplaques, wie sie bei Morbus Alzheimer auftreten und

3. Die Insulin-like-growth-factor-1-Bindingproteine (IGFBP).

Wie in der Einleitung beschrieben, besteht ein groBer Bedarf an neuen Arzneistoffen zur
Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen wie AD, PD und Schizophrenie. Besonders im
Bereich von AD ist nicht abschlieBend geklirt, welche pathophysiologischen Prozesse fiir die
Entwicklung und Progression der Erkrankung verantwortlich sind. Die Vielfalt an Hypothesen
und Anhaltspukten verdeutlicht aber, dass ein direkter ,.ein-Arzneistoff-ein-Target*-
Therapieerfolg duBerst unwahrscheinlich ist. Damit ist gemeint, dass die Adressierung eines
Targets nicht ausreichend sein wird, um die Erkrankung in ihrer Komplexitit kausal therapieren

zu konnen.

Der gewihlte multifaktorielle Ansatz bezieht sowohl symptomatische als auch remitierende
und kurative Therapieansétze mit ein. Durch die Antagonisierung des H3R wird das Level an
Neurotransmittern erhoht, was zu einer erhohten spezifischen Neurotransmission fithrt. Wie
beschrieben fithren H3R-Antagonisten zu einer Verbesserung von Kognition und Lernen (vergl.
1.2.4). Einschriankungen darin sind zentrale Punkte in der Symptomatik von AD, die so
vermindert werden konnen. Dieser Prozess wird jedoch durch den fortschreitenden Untergang
von Neuronen limitiert. Um diesen Verlust an Neuronen zu verlangsamen und im besten Fall
aufzuhalten, soll die Bildung toxischer B-Amyloidoligomere verhindert werden. Die Oligomere
stellen dabei, in Bezug auf die B-Amyloidfragmente, die vorwiegend toxisch wirkenden
Bestandteile dar (vergl. 1.1.2.1). Eine verminderte Bildung dieser toxischen Spezies kann so

den Fortschritt der Erkrankung verlangsamen oder stoppen.
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Durch die Wahl von aminosdurebasierten Grundbausteinen sollen die synthetisierten Molekiile
die Aggregation der f-Amyloidmonomere (AB-Monomere) durch unspezifische Interkalation
zwischen die Monomeren verhindern. Dabei soll im Extrazellularraum des ZNS dafiir gesorgt
werden, dass Monomere fiir die Oligomerbildung reversibel blockiert werden und damit
abbaubar bleiben. Eine zu starke Interaktion mit den Monomeren konnte dazu fithren, dass die
Substanzen mehr als eine Art Verbindungsstiick zwischen Monomeren fungieren und damit die
Oligomerisierung weiter begiinstigt werden wiirde. Die Interaktion zwischen AB-Monomere
(als Fragmente des Amyloid-Precoursor-Protein (APP)), und den Substanzen erfolgt dabei iiber
typische Protein-Protein-Interaktionen wie Salzbriicken, Wasserstoffbriickenbindungen und -

Interaktion®!©.

Dem Untergang von Neuronen steht die Stimulation der Neuronenbildung entgegen. Durch
Wachstumsfaktoren wie dem IGF; wird die Bildung neuer Nervenzellen stimuliert. Diese
konnen die bereits untergegangenen ersetzen und so zu einer Remission oder Heilung fiihren.
Andererseits fiihrt ein Uberschuss an Wachstumsfaktoren in manchen Fillen zu einer
iiberschieBenden Reaktion und zur Bildung von Tumoren. Die Balance kann hier durch
Bindungsproteine erfolgen. Diese binden den Wachstumsfaktor und inaktivieren ihn somit. Die
in der klinischen Testung befindliche Substanz NNZ-2591 zeigt dabei ein herausragendes
Potential, das Gleichgewicht zwischen freiem und gebundenem Wachstumsfaktor positiv zu
beeinflussen?!!. NNZ-2591 besetzt die Bindungsstelle des Wachstumsfaktors im
Bindungsprotein (IFGi-BP). So wird bei verminderter oder nur leicht erhohter IGF;-
Konzentration der Wachstumsfaktor weiter verdrangt und die freie Konzentration erhoht. Bei
hohen Konzentrationen jedoch verdringt der Wachstumsfaktor die Substanz aus dem
Bindungsprotein und reguliert seine eigene Konzentration dabei auf ein normales Level (vergl.
1.1.2.2)°M,

Die Synthese soll Molekiile im Bereich von 500 g/mol, sogenannte kleine Molekiile (engl.:
small molecules) liefern. Der Vorteil dieser Substanzen ist, dass sie potenziell peroral
verabreicht werden konnen. Grof3e Molekiile wie Proteine, zu denen auch Antikorper gehoren,
bediirfen der Umgehung der peroralen (p.o.) Applikation; sie wiirden entweder direkt durch
einen starken First-Pass-Effekt inaktiviert oder gar nicht erst aus dem Gastrointestinaltrakt
aufgenommen werden. Ein weiterer Nachteil wire die schlechte Penetration durch die Blut-
Hirn-Schranke. Die Substanzen miissen diese jedoch iiberwinden, um ihr Ziel im ZNS zu
erreichen. Auch hinsichtlich dieses Punktes liefern kleine Molekiile einen groen Vorteil, da

sie bei ausreichender Lipophilie die Schranke durch Diffusion iiberwinden kénnten.
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Die ,,Lipinski Rule of Five* zu befolgen, sowie die Eigenschaften guter Arzneistoffe (engl.:
drug likeness) einzubeziehen, gilt als weitere Anforderung an die neuen Substanzen. Die
,Lipinski Rule of Five* beschreibt Anforderungen die an das Molekiil gestellt werden miissen,

damit es peroral absorbiert werden kann?!?

. Der Drug-Likeness liegen verschiedene Modelle
zugrunde, die auf Grundlage von physikochemischen Eigenschaften und funktionellen Gruppen
versuchen, eine Aussage iiber die Giite als Arzneistoff zu treffen. Dabei werden neben der
Lipinski Rule und anderer ,,Auswahlregeln auch mogliche Metabolisierungen und
Interaktionen beriicksichtigt?!?.

Durch die Kombination der Zielstruktren, soll im Idealfall ein Molekiil synthetisiert werden,
welches die Symptome der Krankheit behebt, die Progression der Krankheit stoppt und deren
Heilung ermdglicht. Die Notwendigkeit, mehr als nur eine Zielstruktur in der Therapie zu
berticksichtigen, wird auch durch das Scheitern vieler aussichtsreicher Arzneistoffkandidaten
unterstrichen. Eine reine Fokussierung auf f-Amyloidplaques zum Beispiel, wie es durch einige
Antikorper geschieht, zeigt am Ende klinischer Studien kaum einen Therapieerfolg (vergl.
Tabelle 1). Die alleinige symptomatische Therapie kann die Auswirkungen der Krankheit
abmindern, bieten aber nicht die Moglichkeit einer Heilung.

Das Ziel der Arbeit ist eine Substanzbibliothek erstellt werden, mit deren Hilfe Ansatzpunkte

und Losung zur Therapie von Morbus Alzheimer gefunden werden kdnnen.

In einer anderen MTDL-Strategie wurden Pharmakophore fiir einen H3R-Antagonist und eine
D;R/ DsR-Antagonist kombiniert. Hinsichtlich einer zufriedenstellenden Therapie der
Schizophrenie ist diese Kombination sinnvoll (vergl. 1.1.3.2). Wie beschrieben stellt die
alleinige Antagonisierung der D2R, wie es durch die typischen Antipsychotika geschieht, keine
ausreichende Therapie zur Verfligung und fiihrt zu EPS als unerwiinschte Nebenwirkungen.
Prokognitive Effekte des H;R Antagonisten sollen mit D2R- und D;R-Partialagonist- bzw.
Antagonist-Bausteinen mit D3;R-Priferenz verkniipft werden, um sowohl positive und negative

als auch kognitive Symptomatiken gleichzeitig mit einem Molekiil zu adressieren.
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3 Synthese

3.1 Rationale Arzneistoffentwicklung

Die Synthese eines MTDL beginnt zunichst mit der Suche nach passenden Leitstrukturen.
Darunter versteht man Substanzen, Strukturen oder Strukturmotive, die an den definierten
Zielstrukturen (Targets) bereits eine vielversprechende Interaktion gezeigt haben. Durch
rationale Arzneistoffentwicklung (engl.: rational drug design) werden die Strukturmotive in
mogliche Zielverbindungen (engl.: target structures) iibersetzt. Die Zielstruktur enthédlt dabei
jeweils ein Pharmakophor fiir die verschiedenen Targets. Ein Pharmakophor ist die auf ein
Minimum reduzierte Molekiilstruktur, die fiir einen Effekt am Target nétig ist. Stark et al.*
beschreiben dabei die Notwendigkeit, die Pharmakophore gezielt auszuwihlen, um die
Synthese eines ,,Dirty Drugs®“ zu vermeiden. Als ,,Dirty Drug® wird eine Verbindung
beschrieben, die ungewollt an vielen Enzymen oder Rezeptoren (sogenannte ,,off targets®)
einen Effekt hat. Der fundamentale Unterschied eines MTDL zu einem ,,Dirty Drug® ist, dass
die Wirkung an verschiedenen biologischen Strukturen (sogenannte ,,on targets*) gewlinscht ist
und in die Entwicklung mit einfliet. ,,Dirty Drugs® zeigen dagegen zunichst ungewollte
Effekte an anderen Strukturen, die man sich im Nachhinein als Therapieoption zu Nutze macht.
Dabei bleiben diese Verbindungen jedoch unselektiv und in ihrer Wirkung schwer kalkulierbar.
Ein MTDL ist damit nicht etwa eine Verbindung, bei der man Nebenwirkungen ausnutzt und
zu einer Hauptwirkung erklédrt. Vielmehr werden Verbindungen kreiert, die mehr als eine
Wirkung haben und diese additiv oder synergistisch aufeinander abgestimmt sind.

Die Entwicklung eines MTDL ist aus verschiedenen Griinden sinnvoll. Zum einen kénnen
Nebenwirkungen eines Pharmakophors durch das andere unterbunden werden. Zum anderen
konnen Erkrankungen, die auf einem verschobenen Gleichgewicht von verschiedenen
Botenstoffen oder Regelkreisen basieren, besser angesprochen werden. Durch den Eingriff in
verschiedene Botenstoffsysteme und an mehreren Punkten des Regelkreises, konnen die
Vorgénge ausbalanciert werden. Ein weiterer Vorteil von MTDL ist, dass es sich nur um eine
einzige chemische Verbindung handelt. Demnach gibt es fiir diese Verbindung auch nur eine
Pharmakokinetik (PK) und Pharmakodynamik (PD). Durch die Gabe zweier Arzneistoffe, mit
zwei unterschiedlichen PK und PD miissen verschiedene Interkationen untereinander
beriicksichtig werden. Die Einstellung einer Dosierung kann so sehr aufwendig sein. Bei diesem
Vergleich muss jedoch betrachtet werden, dass von einem optimalen MTDL ausgegangen wird,
d.h., dass durch das Design unterschiedliche Metabolisierungen und damit Effektinderungen

der Pharmakophore im Vorhinein mit einbezogen werden und gewollt sind.
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Multivalente Erkrankungen wie Morbus Alzheimer kénnen schwerlich durch die Adressierung
einer Zielstruktur therapiert werden. Durch Anwendung von MTDL kann ein breiter Eingriff
in die Pathophysiologie erfolgen, sodass simultan verschiedenste Mechanismen therapiert
werden. Die Kombination, d.h. die Verkniipfung der Pharmakophore, kann bei MTDL auf
verschiedene Weisen erfolgen. Morphy et al.?!* beschreiben in ihrem Konzept iiber MTDL
dabei drei generelle Ansatzpunkte:

1. Linker, die zwei oder mehr Pharmakophore miteinander verbinden bzw. verlinken

2. Uberlappung von Pharmakophoren, wenn diese dhnliche Strukturmotive aufweisen

3. Verschmelzung von Pharmakophoren zu einem Neuen.

.’/ . @ A\

< . b L/
v A 4
1. verlinkt 2. liberlappend 3. verschmolzen

Abbildung 20: Varianten eines MTDL, modifiziert nach Stark et al. *

Durch FEinfiihrung einer verbindenden Komponente (Linker) konnen zwei Pharmakophore
miteinander verbunden werden. Dabei ist darauf zu achten, das notwendige Bindungsareale
durch den Linker nicht verdndert werden; die Art des Linkers ist auf die Pharmakophore
anzupassen. Diese kdnnen substituierbare Gruppen enthalten oder miissen mit solchen versehen
werden. Der Linker selbst hat meistens keine pharmakologischen Effekte, kann aber in Art und
Léange variiert werden, um das Profil des MTDL zu beeinflussen. Sollen die Pharmakophore
iiberlappend dargestellt werden, muss zunéchst ein Strukturteil identifiziert werden, der in
beiden Strukturen durch bioisostere Fragmente dargestellt werden kann. Eine schlichte
Verbindung zweier Molekiile ist dabei nicht mehr moglich; die Substanz muss durch einen
neuen Syntheseweg erzeugt werden. Konnen grof3e Teile der Pharmakophore durch dieselben
Fragmente dargestellt werden, verschmelzen die Pharmakophore zu einem. Eine verstirkte
Integration ist dabei elegant und hiufig gewiinscht, da sie kleine Molekiilstrukturen liefert und
somit im Hinblick auf die Drug-Likeness und die perorale Bioverfiigbarkeit Vorteile bieten
kann. In manchen Fillen lassen sich die Pharmakophore jedoch schlecht ineinander integrieren,
sodass gewiinschte Effekte verloren gehen konnten. Gehen bei der Verschmelzung der
Leitstrukturen zu viel von ihrer ,,Wirkungen“ verloren, kann eine iiberlappende oder

verbundene Variante eher zielfiihrend sein.
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Verlinkte Substanzen sind besonders im Hinblick auf die Identifikation und Evaluation neuer
Prinzipien interessant. In In-vitro-Testsystemen ist die Drug-Likeness zundchst
vernachléssigbar. Welche Variante sich am Ende als ,,besser* herausstellt, ist nur aufgrund des

Ausmales der Verschmelzung der Strukturen, nicht zu bestimmen.

Wie in der Zielsetzung beschrieben, wurden der H3R, die B-Amyloidplaques und die IGFA ;-
BP als Targets gewdhlt. Um diese mit einem MTDL andressieren zu konnen, wurden
Leitstrukturen gesucht, die ineinander integrierbar sind. Als besonders interessante Verbindung
wurde dafiir NNZ-2591 (Abbildung 22) identifiziert; als Arzneistoffkandidat, der sich bereits
in der klinischen Testung fiir AD befindet, bietet die Substanz optimale Eigenschaften, um als
Grundstruktur in das Design einzugehen. Die Verbindung stellt daneben auch den ersten
Vertreter des postulierten Wirkmechanismus iiber die IGFA|-Homoostase dar. Cornacchia et
al.>!>  beschreiben eine grobe Strukturwirkungsbeziehung fiir neuroprotektive 2,5-
Diketopiperazine wie NNZ-2591 (Abbildung 21). Dabei wird beschrieben, dass die Amide der
Struktur als Wasserstoftbriickenakzeptoren und -donoren beibehalten werden sollen. Im
Ostlichen Molekiilteil muss, dem Prolinfragment entsprechend, ein lipophiler Substituent
stehen. Die ungesittigte Allylstruktur scheint dabei die neuroprotektive Wirkung zu erhéhen,
aber nicht essenziell fiir diese zu sein. Ein weiterer Grund, den 2,5-Diketopiperazingrundkorper
in die Zielstruktur zu integrieren, ist sein struktureller Aufbau aus zwei Aminosduren. Das
zyklische Dipeptid bietet damit die nétigen Voraussetzungen, um unspezifische Protein-

Protein-Interaktionen eingehen und unterbrechen zu kénnen.

Wasserstoffbriicken-, - -\ _

donor {HN; : “lipophile
AN /Region
R%T/\\\\ -__ ,’/ g
1\\9/1
Wasserstoffbriicken-
akzeptor

Abbildung 21: 2,5-Diketopiperazingrundgeriist mit SAR nach Cornacchia et al.?”®

Mit der Moglichkeit, Wasserstoftbriicken auszubilden sowie lipophile Wechselwirkungen
eingehen zu konnen, sind zwei zentrale Wechselwirkungsmdglichkeiten gegeben. Wie
beschrieben, sollen genau diese Interaktionen mit Amyloidfragmenten eingegangen werden.
Das 2,5-Diketopiperazingrundgeriist der Verbindung NNZ-2591 kann damit bereits zwei der
geforderten Eigenschaften des MTDL erfiillen.
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Im néchsten Schritt des ,,Rational Drug Designs* geht es um das Einbringen eines H3R-
Antagonistenpharmakophors. Abgeleitet aus der Kombination von Pitolisant (Wakix®) und
JNJ-Verbindung 53 konnte bereits gezeigt werden, dass eine Reduktion des Pharmakophors auf
einen Piperidinpropyloxyaryl-Rest die Affinitit zum Rezeptor beibehilt™’#!>7. Die Substitution
sollte dabei in para-Position erfolgen. Durch Austausch des Glycins durch Tyrosin, konnte so
eine Zielstruktur erzeugt werden, die das Potential hat, die gewiinschten Effekte an den

identifizierten Targets zu erzielen (Abbildung 22).

cl
- _CHs

Pitolisant(Wakix®) JNJ Verbindung 53 \l/ NNZ 2591 7" iNHy; Glypromat®
Ny

O\ { 7;- )’6 "
S e

.
'

Zielverbindung

Abbildung 22: Leit-und Zielstrukturen, JNJ-Verbindung 53 aus einer Johnson & Johnson Patentschrift’!?

Zum Autfbau einer umfassenden Substanzbibliothek wird die Zielstruktur retrosynthetisch in
einzelne Fragmente zerlegt, die anschlieBend wieder zu neuen Verbindungen zusammengesetzt
werden (Abbildung 23). So entstehen diverse Verbindungen, die sich divergent voneinander

fort- und auf der anderen Seite konvergent aufeinander zubewegen.
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Abbildung 23: Retrosynthese der Zielstruktur
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Am Ende entsteht so eine Substanzbibliothek, mit der sich der Einfluss der einzelnen
Strukturmotive auf die Eigenschaften, Wirkungen und Affinitdten der MTDL untersuchen ldsst.
Dabei werden alle drei der genannten Verbindungsmoglichkeiten fiir MTDL in verschiedenem
Ausmal} genutzt. Dieses Vorgehen ermdglicht es, Pharmakophore zu identifizieren und zu

evaluieren, inwieweit diese sich ineinander integrieren lassen.

Die beim Zusammenbau der Strukturmotive entstehenden Verbindungsklassen sind
Abwandlungen des nichtaromatischen, zyklischen Diamins Piperazin. Piperazin findet sich in
einer Vielzahl an Arzneistoffen und Arzneistoffkandidaten (Abbildung 24). Hierbei ist vor
allem der ausbalancierende Effekt im Hinblick auf Hydro- und Lipophilie zu beachten: durch
die Stickstoffatome in Position 1 und 4 erhilt der Cyclohexan-Grundkorper eine Polarisierung,
die Féhigkeit, Wasserstoffbriicken auszubilden, sowie zwei basische Funktionalitdten.

Der ausgleichende Effekt zeigt sich im Besonderen bei ZNS-aktiven Arzneistoffen, die sowohl
lipophil sein miissen, um die Bluthirnschranke zu iiberwinden, als auch ihr Losungsvermogen

im wissrigen Medium nicht verlieren diirfen?!®2!7,
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Abbildung 24: Arzneistoffe mit Piperazinstrukturelementen

Die Drug-Likeness, die ZNS Géngigkeit und die Moglichkeit der peroralen Applikation sind
von Beginn an gewiinschte Eigenschaften der synthetisierten MTDL. Das Piperazin als
Grundkorper liefert dafiir die genannten vielversprechenden Eigenschaften. Im Feld der H3R-
Antagonisten konnten piperazinbasierte Verbindungen bereits vielversprechende Daten liefern.
Bezogen auf die SAR von H3;R-Antagonisten tritt das Piperazinelement sowohl als erstes

basisches Zentrum als auch als zweite Heteroatomgruppe auf (Abbildung 25)!8-220,

54



Synthese

Abbildung 25 zeigt Vertreter von piperazinhaltigen H3R-Antagonisten und deren Affinitit zum
humanen H3R (hH3R). A-304121 und das D-Prolin-Derivat zeigen den Versuch,
piperazinhaltige H3;R-Antagonisten mit Aminosédurestrukturen zu kombinieren, wobei nur

moderate Rezeptoraffinititen erreicht wurden?!>2!4,

o) o] o)
H
HZN\;AN/\ CHkN/\ N/\
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Ki: 5,4 nM Ki: 25 nM Ki: 2,56 nM

Abbildung 25: Piperazinhaltige H;R-Antagonisten mit hH;R-K;-Werten®'>2!4

Die Ubersicht zeigt, dass Variationen im Substitutionsmuster des Piperazins mdglich sind. So
wurde mit der Basizitdt der Amine im Piperazin experimentiert und sowohl tertidre Amine als
auch Amide mit guter H3R-Affinitét erzeugt. H3R-Antagonisten, die Aminosaurestrukturen in
die Piperazinmotive integrieren, wie es bei 2,5-Diketopiperazinen der Fall ist, sind ein neuer
Syntheseansatz. Wie sich die Variation der Basizitdt im Falle der neuen MTDL auswirkt und
welche Effekte davon ausgehen soll untersucht werden. Durch die Verschiebung von
Amidbindungen von einer endo- zu einer exocylisch Position wird dem Ringsystem ein hoheres
Mal3 an Flexibilitit eingerdumt. Neben der Basizitit kann so auch die Moglichkeit der
rdumlichen Ausrichtung und Beweglichkeit der Molekiile im Hinblick auf Thre Effekte evaluiert
werden. Die neugebildeten Strukturen variieren stirker in ihren Piperazinstruktur als in den
Substituenten, sodass die Synthese nach ihnen ausgerichtet ist: 1.) Piperazin-2,5-dione, 2.) a,f3-
ungesittigte Piperazin-2,5-dione, 3.) Piperazin-2-one, 4.) C-substituierte Piperazine und 5.) N-

substituierte Piperazine (Abbildung 26).

Abbildung 26: Grundkorper der Piperazinderivate
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3.2 Synthese von Vorstufen mit H;R-Pharmakophor

Im Verlauf der Synthesen werden an verschiedenen Stellen wiederkehrende Molekiilbausteine
verwendet. Hinsichtlich einer effizienten Synthese erwies es sich als vorteilhaft, die ndtigen
Molekiilmotive in groer Menge als Synthese-Bausteine im Vorhinein herzustellen.

Das Pharmakophor der H3R-Antagonisten (im Weiteren H;R-Pharmakophor) besteht aus einem
Piperidinpropylrest, der {liber eine Etherstruktur an einen Aromaten gebunden ist. Die dafiir
notwendige phenolische Hydroxygruppe sollte dabei in para-Position zu weiteren
Substituenten stehen. Um para-Hydroxybenzylverbindungen leicht in potenzielle H3zR-
Antagonisten umwandeln zu koénnen, wurde Verbindung 35 synthetisiert (Schema 1). Als
Halogenalkan steht diese Verbindung fiir Williamson-Ethersynthesen leicht darstellbar zur
Verfiigung??!. Die FEthersynthese wurde in Aceton unter Riickfluss durchgefiihrt,
Kaliumcarbonat diente als Base und Kaliumiodid als Katalysator, im Sinne eines Finkelstein-

Austauschs®>*3

. Die Alkylierung ist einer nukleophilen Substitution der Sn2-Klasse
zuzuordnen.

Verbindung 35 wurde auch genutzt, um Vorstufen darzustellen, die bereits einen para-
Hydroxyaromaten aufweisen. Fiir die Einfiihrung dieser Bausteine bedurfte es verschiedener
reaktiver Gruppen, um sowohl Alkylierungen, Acylierungen und andere Derivatisierungen
durchfiihren zu konnen. Als H3R-Pharmakophorvorstufen wurden daher sowohl Alkohole,
Aldehyde als auch Sduren verwendet. Dabei ist im Besonderen bei den organischen Séduren
darauf zu achten, dass durch die Einfithrung einer basischen Gruppe eine Aminosaurestruktur
entsteht. Diese kann sowohl hinderlich fiir den weiteren Reaktionsschritt sein als auch bei der
Aufreinigung Probleme erzeugen. Um die Aufreinigung zu vereinfachen, wurde zunichst der
Methylester gebildet. Diese Reaktion verlief unter den Bedingungen der Fischer-Veresterung
nach einem Sn2t-Mechnismus jeweils quantitativ. Die Veretherung mit Verbindung 35 lieferte
in guter Ausbeute die jeweiligen 4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxyphenyl-carbonsiduremethylester
(Schema 1). Diese lieen sich durch wéssrige Kaliumhydroxidldsung hydrolysieren. Der
Einsatz der Mikrowelle konnte diesen Schritt sowohl beschleunigen als auch zum quantitativen
Umsatz fithren. Durch Zugabe von Salzsdure wurde der pH-Wert so weit erniedrigt, dass der
isoelektrische Punkt der Verbindungen erreicht und diese als Zwitterion aus der wéssrigen
Losung ausfiel und abfiltriert werden konnte. Durch Ldsen in Dioxan und Zugabe weiterer

Salzsdure wurden die Zwitterionen in Hydrochloridsalze iiberfiihrt.
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Schema 1: Synthese von Hs- Pharmakophor-Vorstufen

In der Synthese der Zielverbindungen kann generell zwischen zwei Vorgehensweisen
unterschieden werden. Die Verbindung kann sukzessiv Schritt fiir Schritt aufgebaut oder aus
Vorstufenbausteinen zusammengesetzt werden. Die bausteinbasierte Synthese wurde aus
folgenden Griinden préferiert:

1. Die Vorstufen mit H3R-Pharmakophor lieen sich in guter Ausbeute synthetisieren und
leicht aufreinigen.

2. Andere Bausteine wurden iiber mehrstufige Syntheserouten hergestellt, an deren Ende
wenig Substanz erhalten wurde. An den Aufbau einen mehrschrittigen Prozess zum
Einbringen des H3;R-Pharmakophors anzuschlieBen war ineffizient. Auch bei guten
Reaktionsausbeuten muss bei jeder Aufreinigung mit Substanzverlust gerechnet
werden, welcher umso mehr ins Gewicht fillt, je weniger Substanz eingesetzt wird.

3. Die Einfiihrung von para-Hydroxyaromaten erfolgt hiufig als nukleophile Substitution.
Die gewihlten Reaktionsbedingungen wiirden auch den Angriff der nukleophilen
phenolischen Hydroxygruppe begiinstigen, wodurch die Reaktionen in Konkurrenz
zueinanderstehen wiirden. In vielen Fillen miisste diese Gruppe vor der Reaktion durch
Schutzgruppen inaktiviert werden. Das Einbringen und Entfernen der Schutzgruppe
stellen dabei zwei vermeidbare Reaktionsschritte dar.

4. Die Umsetzung von H3R-Pharmakophorbausteinen lieferte hdufig eine schlechtere
Ausbeute als fiir die jeweiligen Reaktionstypen erwartet wurde. Dennoch liegt die
Gesamtausbeute am Ende mindestens auf dem Niveau der schrittweisen Umsetzung.
Prozessausbeuten setzten sich nur anteilig fort, d.h. jeder weitere Schritt vermindert

die Gesamtausbeute, selbst wenn eine hohe Ausbeute erreicht wird.
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3.3 Synthese von 2,5-Diketopiperazinen

2,5-Diketopiperazine sind sogenannte trojanische Pferde (engl.: trojan horses). So werden
Strukturelemente bezeichnet, die es ermdglichen, die Blut-Hirn-Schranke zu {iberwinden, da
sie endogenen Substanzen dhnlich sind. Durch ihre Zusammensetzung aus zwei Aminosauren
werden die Diketopiperazine nicht als fremdartig erkannt und koénnen leicht ins zentrale
Nervensystem gelangen®?*. 2 ,5-Diketopiperazine sind Dipeptide, die durch eine
intramolekulare Peptidbindung zyklisieren. Retrosynthetisch betrachtet ergibt sich damit ein
Syntheseweg, der mit zwei Aminosduren beginnt. Als mindestens bifunktionelles Molekiil ist
bei der Auswahl geeigneter Edukte auf eine jeweils passende Schutzgruppenwahl zu achten.
Freie Amino- und freie Saurefunktionen fiihrt zu einer unreaktiven zwitterionischen Salzform.
Um eine Amidbildung selektiv zu erhalten und sowohl Produktgemische als auch Oligomere
zu vermeiden, ist eine Aminosdure mit geschiitzter Aminofunktion und eine Aminosiure mit
geschiitzter Sdurefunktion notig. In den meisten Féllen konnten die nétigen Aminosduren
kommerziell erworben werden. Teilweise war es ndtig, Aminosduren mit den passenden

Gruppen zu schiitzen. Verwendung fanden enantiomerenreine Aminosiuren.

3.3.1 Synthese von Aminosiurevorstufen

N-Boc-a-L-allylprolin 4 wurde in einer vierschrittigen Synthesesequenz aus L-Prolin hergestellt
(Schema 2). Dabei wurde L-Prolin zunédchst mit Chloralhydrat in Chloroform gekocht. Das
entstehende Wasser wurde als Azeotrop mit Chloroform aus dem Reaktionsansatz destilliert
und in einem Dean-Stark-Wasserabscheider vom Chloroformtyp gesammelt. Der
Reaktionsfortschritt konnte anhand des Wasservolumens verfolgt werden. Durch das Entfernen
von Wasser aus dem Reaktionsgemisch lie8 sich das Gleichgewicht gut auf die Seite der

Produkte verschieben, sodass eine Ausbeute von 75 % erhalten wurde.
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Schema 2: Synthese von N-Boc-a-L-allylprolin, Diboc: Di-tert-butyldicarbonat, LDA: Lithiumdiisopropylamid

Die Reaktion liefert ein cyclisches System, indem Prolin sterisch fixiert wird und der ehemalige
a-Wasserstoff (7a-Position Verbindung 1[Schema 2]) deutlich an Aciditdt gewinnt. Diese reicht
in einem zweiten Schritt aus, um das Ringsystem an dieser Stelle mit Lithiumdiisopropylamid

(LDA) zu deprotonieren und anschlieend mit Allylbromid zu alkylieren.
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Aufgrund der hohen Reaktivitit von LDA und der Labilitidt der deprotonierten Verbindung
wurde die Reaktion bei tiefer Temperatur durchgefiihrt. Durch die sterische Fixierung kommt
es, trotz der Moglichkeit zur Ausbildung einer planaren Enolform bei der Alkylierung nur in
geringem Ausmal zu einer Isomerisierung. Die Stellung des Wasserstoffs im Edukt und der
Alkylgruppe im Produkt sind identisch. Wang und Germanas®* konnten zeigen, dass sowohl
die Abstraktion des Protons als auch die Alkylierung cis-stindig zur Trichlormethylgruppe
ablaufen. Durch Kochen in saurer wissriger Losung kommt es zu einer Hydrolyse des Lactons
und zu einem Zerfall des Lactamrings. Dabei wird a-L-Allylprolin freigesetzt. Dieses wurde fiir
anschliefende Synthesen mit di-ter#-Butyloxybicarbonat (Diboc) in eine N-Boc geschiitzte

Form umgewandelt.

3.3.2 Synthese von 2,5-Diketopiperazinen

Zur Darstellung von 2,5-Diketopiperazinen aus Aminosduren bedarf es einer amin- und einer
carbonsduregeschiitzten Aminosdure. Die Synthese begann somit mit einer N-Boc-L-
Aminoséure, und einem L-Aminosduremethylester (Schema 3). Als reaktive Gruppen bleiben
so jeweils ein priméres oder sekundires Amin, sowie eine Carbonsiurefunktion erhalten. Die
Aktivierung der Carbonsdure erfolgte {iber die beiden Kupplungsreagenzien
Hydroxybenztriazol (HOBt) und 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid (EDC).
Dieses Paar an Kupplungsreagenzien wurde gewdhlt, da hierfiir eine geringe Isomerisierung

der Aminosiuren wihrend der Amidbildung beschrieben ist?*

. Diese Isomerisierung ist bei N-
terminal aufbauenden Peptidsynthesen mit anderen Aktivierungsreagenzien zu beobachten und

wird im Kapitel ,,Stereochemische Betrachtung* (3.3.3) weitergehend erklért.

Boc O R2

: HOBt/ EDC R’ o
AN L o. DMF y
z OH HZNJ}( CHy RT B°°\NJ}(N\)ko/CH3 8 aL-h
o 16h 0 R?
» " 70-95%
al: 4-Hydroxybenzyl| H i
aD: 4-Hydroxybenzyl | H lHCI/Dloxan
b: 4-Hydroxybenzyl | Methyl RT
c: 4-Hydroxybenzyl | Isoprpyl
d:  4-Hydroxybenzyl| Benzyl o R1 0
. N i 2
el' 4-Hydroxybenzyl | 4-Hydroxybenzyl HN R NHs/ MeOH H\)k CH
f: 4-Hydroxybenzyl | Tetrahydropyrol Reflux HyN o
g:  4-Hydroxybenzyl| a—Allyl-Tetrahydropyrol o NH 18h 2 fo) §2
h H Tetrahydropyrol R o
11a-h

30-80%
Schema 3: Synthese von Piperazin-2,5-dion
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Die Dipeptidprodukte (8a-h) des ersten Reaktionsschrittes wurden durch Zugabe von Salzsdure
im stark sauren Milieu entschiitzt. Die fert-Butyloxcarbonat-Schutzgruppe wurde dabei unter
Freisetzung einer primdren bzw. sekunddren Aminofunktionalitit entfernt. Basische
Bedingungen (pH 9) und Erhitzen unter Riickfluss in verdiinnter methanolischer Losung
fiihrten zu einem intramolekularen Angriff des Amins an den Carbonsdurester. Getrieben durch
die Bildung eines stabilen Sechsrings reicht der leicht aktivierende Effekt des Methylesters, um
das Diketopiperazin in sehr guten Ausbeuten von bis zu 80 % zu erhalten (11a-h). Die aus der
Synthesesequenz entstehenden Piperazin-2,5-dione variieren hauptsidchlich im &stlichen Teil
des Molekiils (R?> in Schema 3). Am westlichen Ende wurde durch die Wahl des
Tyrosinmethylester eine substituierbare, phenolische Gruppe eingefiihrt. Die phenolische
Hydroxygruppe steht in para-Position zur 3-Position des 2,5-Diketopiperazins. Dieser para-
substituierte Aromat stellt dabei einen essenziellen Bestandteil des Pharmakophors fiir H3R-
Antagonisten dar. Um das Pharmakophor zu vervollstindigen, wurde das Phenol in einer
klassischen Williamson-Ethersynthese mit 1-(3-Chloropropyl)piperidin 35 alkyliert.

Durch die Wahl von Aceton und Kaliumiodid kann die Reaktivitdt des Alkylchlorids erhoht

0 0 R=
HO R SN2 aL: H
. HN K,CO3Kl, Aceton N0 HN%-“R abD: H
N_~_Cl wS“_NH  Reflux18h L Ng br Methyl
\ c: Isoprpyl
(6] fo) d: Benzyl
e: 4-Hydroxybenzyl
52a-g 20-60% f: Tetrahydropyrol
g: a-Allyl-Tetrahydropyrol

Schema 4: Williamson-Ethersynthese mit Finkelstein-Austausch

werden, indem das Chlor durch lod ausgetauscht wird. Das in Aceton unlosliche Kaliumchlorid
fallt aus, sodass nur katalytische Mengen von Kaliumiodid nétig sind. Durch die schlechte
Loslichkeit der Diketopiperazine wurde hédufig in stark verdiinnten Losungen gearbeitet. Dies
fiihrt zu schlechteren Ausbeuten, als man sie fiir diesen Reaktionstyp erwarten wiirde. Die
schlechte Loslichkeit ist dabei 16sungsmittelunabhingig.

Die schlechte Loslichkeit wird durch eine spezielle Anordnung der Molekiile erzeugt. Die
Molekiile lagern sich iibereinander (engl.: stacking) und bilden unlésliche Stapel. Fischer
beschreibt, dass sich die Diketopiperazine in einer nahezu planaren Konformation befinden und
durch die aromatische Substitution eine Dipol-induzierter-Dipol-Wechselwirkung zustande

kommt?%’

. Die Dipole der Carbonylgruppen induzieren dabei ein Dipol im polarisierbaren -
Elektronensystem des Aromaten. Abbildung 27 zeigt die verschiedenen 2,5-Diketopiprazine
und deren rdumliche Struktur. Aufgrund von einer Lactam-Lactim-Tautomerie im

Glycinanhydrid kommt es zu einer planaren Konformation (vergl. 3.4).
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Bei 2,5-Diketopiperazinen, die einen Phenylsubstituenten aufweisen, lagern sich die

Strukturteile als Stapel (Abbildung 27) iibereinander??®,

H
H
i a; :
H N
H NH H N
o o 0
. . 2,5-Diketopiperazin 2,5-Diketopiperazin- 2,5-Diketopiperazin
Glycinanhydrid mit Phenylsubstituent Stapel mit Prolinfragment

Abbildung 27: Riumliche Struktur verschiedener 2,5-Diketopiperazine nach Borthwick®”’

Diketopiperazine, die mit mindestens einer annilierten Prolinunterheinheit synthetisiert
wurden, weisen hingegen eine andere Konformation auf, da der Pyrollidinring durch héhere
Ringspannung stirker in eine planare Konformation strebt. Die Amide stehen dadurch stirker
gewinkelt zueinander und die Ausbildung der schwerldslichen Stapel bleibt aus, wodurch sich

die Loslichkeit der Verbindung erhoht.

Die Zyklisierung zweier Aminosduren mit anschlieBender Alkylierung der Hydroxygruppe des
Tyrosins lieferte acht verschiedene 2,5-Diketopiperazine mit H3R-Pharmakophor 52a-g
(Abbildung 28). Wie in Abschnitt 3.3.3 beschrieben, konnte die Synthesen stereoselektiv mit

Erhaltung der Konformation der Aminoséduren durchgefiihrt werden.

o o 3 O
O“\/\/O HN O“\/\/O HN N0
\\\-S(NH HrNH
(0] (@)

52alL

O“\/\/O HN i ON\/\/O
jebe

52f

@ \/\/0 HN
S(N

(o)

Qe

(o]

HN
NH H

5

52d
52aD (0]

o
O“”Qﬁf“ O“NQ““@O ~—0

Abbildung 28: 2,5-Diketopiperazine mit H3;R-Pharmakophorelement
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3.3.3 Stereochemische Betrachtung der 2,5-Diketopiperazinsynthese

Theoretische Betrachtung

2,5-Diketopiperazine sind cyclische Dipeptide, also Verbindungen aus zwei Aminoséduren. Im
Spezielleren wurden in der Synthese proteinogene a-L-Aminosduren verwendet. Die meisten
dieser Verbindungen haben an ihrem a-Kohlenstoffatom ein Stereozentrum. Ausgenommen
davon ist Glycin, dass am a-C zwei Wasserstoffe gebunden hat. Die Stereozentren werden nach
Cahn-Ingold-Prelog-Nomenklatur (CIP-Nomenklatur) mit R bzw. S und nach Fischer-
Nomenklatur mit L und D beschrieben. Dabei werden die proteinogenen Aminosduren nach als
L-Form beschrieben, unabhéngig davon wie die Nomenklatur nach CIP beschrieben wird. Fiir
die Synthese wurden vorwiegend reine L-Aminosduren verwendet, auler es wurde anderes
beschrieben.

Aminoséduren neigen dazu, in gewissen Reaktionsabldufen zu isomerisieren. Durch Ausbildung
von Enolatstrukturen der Carbonylverbindung, wird eine planare Doppelbindung zum a-
Kohlenstoff ausgebildet. Dadurch wird das Stereozentrum aufgehoben. Bei der Riickkehr zur
Carbonylstruktur kann dann sowohl die L- oder D-Form ausgebildet werden (Abbildung 29).
Das Gleichgewicht liegt unter neutralen Bedingungen iiberwiegend auf der Seite der
Carbonylstruktur, da ein sehr instabiles Hydrat gebildet werden wiirde. Bei der N-autbauenden
Peptidsynthese kann diese Isomerisierung jedoch verstirkt auftreten. Durch die Mdglichkeit,
eine Enaminstruktur auszubilden und diese iiber einen Ringschluss zu stabilisieren, wird die
Enolisierung bevorteilt.

Montalbetti et al.??® beschreiben, dass ein 3-Hydroxy-oxazolon-Ring durch den Angriff des
Enaminat-Sauerstoffs an der aktivierten Carbonsdurestruktur der ,,Nachbar-Aminosaure*
entsteht. Getrieben durch die Aromatisierung wird eine Enolstruktur ausgebildet, die zur

Isomerisierung fiihrt (Abbildung 29).

[ 0 OH
HZN%OH — H2N\L/\OH
R R

OH (0]
OJ} oA H
Ny __R2 7 .R2?
HZN\)\\N HzN\)\\N
R R

l + HoN-R®

0o R? H
HZNE)LN%]/N\W
R H o0

- o
o R? 2 H
HN L Akt =——= OQ . o&[”Rz
N e el Ay
1 : :
R o i 3 S

Abbildung 29: Isomerisierungen von Aminosduren bei Peptidkopplungen
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Die Isomersierung wiirde im Falle der 2,5-Diketopiperazine sowohl zu Enantiomeren als auch
zu Diastereomeren fiihren. Diastereomere zeigen unterschiedliche physikochemische
Eigenschaften und gelten als zwei unterschiedliche Verbindungen. Enantiomere sind Bild und
Spiegelbild einer Verbindung. In chiraler Umgebung verhalten diese sich wie zwei
Verbindungen und es werde biologische und physikochemische Unterschiede festgestellt. Als
biologische Strukturen, die ebenfalls aus Aminoséuren aufgebaut sind, stellen Rezeptoren und
Enzyme chirale Komponenten dar, durch die eine chirale Umgebung erzeugt wird. Bei
Enantiomeren konnen so zwei unterschiedlich starke Effekte an der Zielstruktur erzeugt
werden. Das Enantiomer mit dem stirkeren Effekt wird als Eutomer bezeichnet. Das Distoemer
ist damit die Verbindung mit schiacherem Effekt. Die Stereochemie der Verbindung kann also

einen wichtigen Einfluss auf die Wirkstérke haben und ist zu untersuchen und charakterisieren.

Praktische Durchfiihrung

Durch die Verwendung von enantiomerenreinen Aminosduren (Enantiomereniiberschuss 98
%), wurde bereits in der Syntheseplanung darauf geachtet, die Ausbildung von stereoisomeren
Zielverbindungen zu verhindern. Die Art der Aktivierung der Carbonsédurefunktion kann im
ersten Reaktionsschritt den Grad an Isomerisierung geringhalten. Die Kombination von 1-
Ethyl-3-(3-diaminopropyl)carbodiimid (EDC) und Hydroxybenztriazol (HOBt) wird in der
Literatur als sehr geeignet beschrieben, die Isomerisierung zu begrenzen???? (Schema 5).

Durch eine rasche Umsetzung der aktvierten Séure wird die Ausbildung eines Oxazolon-Rings

verhindert.
CH @
EDC : H
Boc O H3C— Boc O HsC Boc O NHJ
e I g+ Weeew T T DA QN
21

B N CH
>0 — — “RO7 NN
: Q\/ \—\\ CH; H \_\; CHs ) ‘
R N R N R CHs

\

H
|
HN\AN O\CH <—O H'll\)ko/’\/l
:H 8 -HOBt E
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Schema 5: Reaktionsmechanismus der EDC- und HOBt-vermittelten Amidbildung

Generell ist die Synthese des Dipeptids der weniger anfdllige Schritt, da noch keine
,Nachbaraminosdure* im Peptid vorhanden ist. Der Ringschluss ist daraufhin betrachtet der
Schritt, bei dem ein verstirktes Mal3 an Isomerisierung zu erwarten wére. Die Aktivierung der
Carbonsdure wurde dabei iiber einen Methylester realisiert, der durch eine geringe sterische

Hinderung zu hohen Reaktionsausbeuten fiihrt?2%,
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Fiir die Ausbildung der intramolekularen Ringstruktur ist eine sterisch fixierte Ausrichtung des
Dipeptids notwendig, sodass es in diesem Schritt nicht zur Isomerisierung kommen kann. Die
Ausbildung von enantiomerenreinen Produkten ist die Folge und konnte mit Hilfe von

Kristallstrukturen nachgewiesen werden??.

Um die Stereochemie der Reaktionsschritte
iiberpriifen zu konnen, wurden Verbindungen mit umgekehrten Stereozentren synthetisiert. Im
Reaktionsverlauf wurde die spezifische Drehung bestimmt und zur Analyse der Stereochemie
herangezogen. Um die Ubersichtlichkeit der Reaktion zu erhalten, wurde ein 2,5-

Diketopiperazin mit nur einem Stereozentrum synthetisiert.

Hierfiir kommt nur die Kombination einer Aminosdure mit Glycin in Frage: gewahlt wurden
sowohl L- als auch D-Tyrosin, um eine Kombination mit dem H3;R-Pharmakophor zu
ermoglichen. So konnen auch die unterschiedlichen biologischen Effekte der spéteren
Verbindungen 52al. und 52aD (die Bezeichnung orientiert sich am gewihlten

Tyrosinenantiomer) untersucht werden.

Tabelle 6: Drehwerte von 2,5-Diketopiperazinen

L-Form [o]p® D-Form [o]p®
Verbindung
[**ml*g ! *dm™] [**ml*g*dm™]
Dipeptid 8a - 9,00 + 8,67
2,5-Diketopiperazin 11a +60,00 -55,33
H;R-2,5-Diketopiperazin
+48,67 -49,00
52a

Messbedingungen: Losungsmittelgemisch: Methanol: IN widssrige HCI-Losung (9:1), Konzentration: 0,010 g/ml

Die absoluten Werte korrelieren nicht mit den Stereodeskriptoren, sodass ein negatives
Vorzeichen nicht einer L-Form zuzuordnen ist. Im Vergleich der Verbindungen wird deutlich,
dass sich die jeweiligen Enantiomere nur im Vorzeichen ihres Drehwerts unterscheiden. Das
ist ein Hinweis darauf, dass sich die Stercozentren nicht verdndern; ein absoluter Nachweis
kann aber nur durch die Aufnahme von Rontgenkristallstrukturen erbracht werden. Eine
vollstindige Racemisierung kann ausgeschlossen werden, da dabei ein Drehwert von 0°
ermittelt worden wire. Die Untersuchung zeigt, dass eine Isomerisierung nicht oder nur in

geringem Ausmal} wihrend der Reaktion ablauft; die Reaktion ist damit stereoselektiv.
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3.4 Synthese von a,p-ungesiittigten 2,5-Diketopireazinen

Cornacchia et al.?!® beschreibt, dass der neuroprotektive Effekt von 2,5-Diketopiperazinen
durch die Einfiihrung ungesittigter Strukturelemente erhoht werden kann. In der Leitstruktur
NNZ-2591 und in der Zielverbindung 52g wird dies durch eine Doppelbindung in y, 6-Position
eingefiihrt. Der Effekt ldsst sich nach Cornacchia auch durch eine Doppelbindung in a, -
Position erzielen. Um diese Doppelbindung in das 2,5-Diketopiperazin einzubringen, musste
eine neue Synthesestrategie gewahlt werden.

Glycinanhydrid wurde dafiir in Acetanhydrid unter Riickfluss gekocht, um die Amide durch
eine Acetylsubstitution in Imide umzuwandeln. Dieser Schritt ist notig, um die Lactam-Lactim-
Tautomerie zu unterdriicken und die Lacton-Lactim-Tautomerie zu verstirken. Wie Abbildung
30 zeigt, steht das Glycinanhydrid als Lactim einer Aldolreaktion nicht zur Verfiigung®*°. Die
Ausbildung der Lactimstruktur wird durch die Acetylierung der Amide unterbunden®®!

(Abbildung 30). Die Ausbildung der Lactimstruktur wird durch Basenzusatz verstérkt.

i OH o OH
Z “NH HLNH H*N
HN S = HN —  Na
OH 0 OH
o} i o o OH O
oo, X, XX,
O Ny Y Oty
o O O OH O OH

Abbildung 30: Tautomere Formen des Glycinanhydrids und des 1,4-Diacetylglycinanhydrids

Die Lactimstruktur wird an der enolischen Hydroxygruppe durch Césiumcarbonat (Cs2CO3)
deprotoniert, die hohe Elektronendichte am a-Kohlenstoff fiihrt zum nukleophilen Angriff an
das Aldehyd. 1,4-Diacetylpiperazin-2,5-dion 12 wird in einer Aldolreaktion mit Aldehyden zu
einer o,fB- ungesittigten Verbindung umgesetzt. Im ersten Schritt wurde Verbindung 12
zusammen mit Cédsiumcarbonat in DMF unter Stickstoff geriihrt. Der Ausschluss von
Sauerstoff war notig, um die Oxidation der deprotonierten Verbindung und des Aldehyds in

Gegenwart von Cs,CO3 zu verhindern®*?

. Anschlieflend wurde das entsprechende Aldehyd zum
Reaktionsansatz gegeben. Als Aldehyde wurden Benzaldehyd oder 4-(3-(Piperidin-1-
yl)propoxy)benzaldehyd 47 verwendet. Die Ausbeute der Aldolkondensation ist mal3geblich
von der Art des verwendeten Aldehyds abhéngig. Elektronenziehende Substituenten erhéhen
dabei die partielle positive Ladung des Carbonylkohlenstoff des Aldehyds und aktivieren

diesen damit fir die Kondensationsreaktion.
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Beim Einsatz von para-Oxy-Benzaldehyden wird die Reaktivitit des Aldehydfunktion durch
einen positiven mesomeren Effekt stark vermindert. Der Versuch, Verbindung 12 zunichst mit
4-Hydroxybenzaldehyd umzusetzen, lieferte keine zufriedenstellende Ausbeute. Um etwaige
Nebenreaktionen der sauren Hydroxygruppe zu unterbinden, wurde daher Verbindung 47 fiir
die Reaktion verwendet. Es konnten sehr gute Ausbeuten von 73 % erzielt werden, da das
Aldolprodukt aus dem  Reaktionsansatz teilweise ausfiel und damit dem
Reaktionsgleichgewicht entzogen wurde. Durch Zugabe von Eiswasser zum Reaktionsende
wurde das Produkt vollstandig gefdllt. Das erhaltenen Produkt 53 wurde zum einen deacetyliert,
zum anderen wurde es in einer zweiten Aldolkondensation weiter umgestezt (Schema 6).

Wihrend der Reaktion wird die Acetylgruppe an einem der Amide abgespalten. Dabei handelt
es sich nach iibereinstimmender Literaturmeinung um die Acetylgruppe des Amids, welche
dem a-C benachbart ist**!**, Die Griinde hierfiir liegen im Reaktionsmechanismus, der auch
verantwortlich fiir die stereochemische Ausrichtung der Substituenten ist (Schema 8). Die
Entfernung der zweiten Acetylgruppe stellt dabei eine unerwartet grole Herausforderung dar.
Die Acetylgruppe ist isoliert betrachtet ein Amid, welches gepalten werden soll, ohne aber die
anderen Amide zu beeinflussen. Durch Riihren der Verbindung bei Raumtemperatur in DMF
und Zugabe von drei Aquivalenten Hydrazin konnte diese regioselektive Spaltung erreicht
werden. Hydrolytische Bedingungen, wie wéssrige basische Losungen in Kombination mit oder
ohne Wirmezufuhr, filhrten zur Hydrolyse der Verbindung. Die Hydrazinolyse verlief mit
moderater Ausbeute von 58 %. Unter Erhaltung der 2,5-Diketopiperazin-Struktur konnte

Verbindung 55 als Niederschlag aus dem Reaktionsansatz abfiltriert werden.
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Schema 6: Synthese von Verbindung 12 und 53-55
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Neben der Deacetylierung von Verbindung 53 sollte eine weitere Aldolkondensation
angeschlossen werden (Schema 6). Analog zur Synthese von Verbindung 53, wurde
Verbindung 53 in DMF mit Cs>COj3 unter N>-Atmosphére gelost und Benzaldehyd zugegeben.
Der Ansatz wurde iiber zwei Stunden auf 85 °C erhitzt. Die Erhéhung der Temperatur soll dabei
nach Palladino et al.?** langsam erfolgen, um die Bildung von E-Isomeren kontrolliert zu
vermeiden. Die Temperaturerhbhung ist notwendig, um die Reaktionstrdgheit der
Reaktionspartner zu iiberwinden und Reaktionsprodukt zu erhalten. Die Ausbeute fiir
Verbindung 55 konnte jedoch nicht weiter als auf ca. 6 % erhoéht werden. Eine Umkehr der
Reaktionsschritte, also einer ersten Aldolkondensation mit Benzaldehyd, gefolgt von einer

zweiten Kondensation mit Verbindung 47, liefert hingegen kein Produkt.

o o o o o013 O 014 0O 015
A cs,c0, M I He JL I J
HsC” °N WH DMEN,H:C™ N Pd/C  HC N . Ac,0 HsC™ N o
H(N 0 RT H(NH EE NH _— N
24h 24h Reflux ch
O CH, 0 72% O 89% 7h o] gﬁ :

quantitativ

)—CHs 24h
o) 00 O 57 0
N \/\/O HN )H-“\
Pz NH
8% 0

Schema 7: Synthese von Verbindung 14, 15, 56 und 57

Wie auch durch Yamazaki et al.*? beschrieben, verlduft der erste Reaktionsschritt mit guten
Ausbeuten von 70 % (vergl. Verbindung 13 Schema 7). Der zweite Reaktionsschritt liefert dann
jedoch mit einem desaktivierten Aldehyd kein isolierbares Produkt. Verbindung 13 wurde
genutzt, um ein einfach ungesittigtes Derivat von Verbindungen 54 und 55 darzustellen.
Hierfiir wurde die C=C-Doppelbindung von Verbindung 13 zunéchst mit Wasserstoff und
Palladium auf Kohle (Pd/C) als Katalysator reduziert. Durch die Verwendung von Pd/C wurde
eine stereoselektive cis-Reduktion durchgefiihrt, wie sie von Oba et al. aufgekliart werden
konnte; andere Reduktionsmittel wiirden nicht selektiv zu einem Racemat fithren?**. Das
erhaltene monoacetylierte Produkt 14 wurde erneut in Essigsdureanhydrid gekocht und die
diacetylierte Verbindung 15 erhalten. Analog zur Verbindung 53 wurde diese mit Verbindung
37 in einer Aldolkondensation umgesetzt. Aus diesem Reaktionsansatz konnte sowohl das
monoacetylierte Produkt 56 als auch das vollstindig deacetylierte Produkt 57 isoliert werden

(Schema 7).
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Die spezifischen Drehwerte der Verbindungen bestitigen die Annahme, dass die Reduktion der
Doppelbindung stereoselektiv ablief ist (vergl. 7.3.2.2)

Das Produkt der Aldolkondensation kann zudem prinzipiell als E- oder Z-Isomer vorliegen.
Aufgrund der Art der Edukte ist hier jedoch von einer stereoselektiven Reaktion auszugehen,
die nur bzw. im groBen Uberschuss das Z-Isomer liefert. In der acetylierten Form wird die
Lactimstruktur des Ringssytems durch Wasserstoffbriicken bevorzugt. Die gesamte Struktur

liegt damit in einer Ebene (Abbildung 31).

Abbildung 31: N,N-Diacetylglycinanhydrid Strukturdarstellung mit Chem3D

Dieser anchimere Effekt (Nachbargruppeneftekt) fiihrt zur Aktivierung der a-Kohlenstoffe und

dirigiert die eintretende Gruppe??®

. Die Methylgruppe des Acetats blockiert sterisch die Region
um den Imidstickstoff. Die Carbonylgruppe des Aldehyds muss sich somit auf die andere Seite
hin ausrichten. Zudem wird diese Ausrichtung durch eine Wasserstoffbriicke gefordert, die sich
beim Angriff an das Aldehyd bildet. Im ersten Schritt der Knoevenagelkondensation erfolgt der
Angriff am Carbonylkohlenstoff. Unter Bildung einer neuen C-C-Bildung wird die
iiberschiissige Ladung auf den Carbonylsauerstoff iibertragen, der dabei eine Hydroxygruppe
ausbildet. Diese bildet dann eine Wasserstoftbriicke zum Carbonyl der zweiten Imidstruktur
aus. Durch Elimination von Wasser wird eine Z-konfigurierte Doppelbindung ausgebildet
(Schema 8).
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Schema 8: Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus der Aldol-Kondensation
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Die Z-Konfiguration der Verbindungen konnte durch die Aufnahme eines ROESY (Rotating-
frame Overhauser Enhancement Spectroscopy) ' H-NMR-Spektrums belegt werden (Abbildung
32). ROESY-Spektren ermoglichen es, Kopplungen von rdumlich benachbarten Protonen zu

ermittelt.

1 2

), | JL |

ROESY 1-HNMR Verbindung 54

f1 (ppm)

10

''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''
110 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 2.5 7.0 6.5 (%] 55 50 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
2 (ppm)

Abbildung 32: ROESY-'H-NMR-Spektrum von Verbindung 54, 600MHz, DMSO-ds

Wie Abbildung 32 zeigt, kommt es zu einer Kopplung vom Amid-Proton H' mit dem
Phenylring-Protonen H*. Eine Kopplung des Alken-Protons H> mit dem Amidproton H' ist
nicht zu beobachten (siehe roter Kreis in Abbildung 32). Durch die Aufkldrung der rdumlichen
Nachbarschaft kann gezeigt werden, dass der Phenylring und nicht das Alken-Proton in
Richtung des Amids stehen. Hieraus ergibt sich, dass die Reaktion stereospezifisch zur
Z-Konfiguration fiihrt.

Das Alken-Proton H> koppelt mit den Phenyl-Protonon H* und die CH>-Gruppe (H®) des Ethers
mit den Phenylprotonen H*, sodass die Zuordnung der zwei Signale zu den zwei Phenyl-
Protonen-Paaren bestétigt werden kann.

Eine Kopplung des zweiten Amids H? mit der CH>-Gruppe des Diketopiperzainrings H’ belegt

die Zuordnung der beiden Amid-Proton-Signale.
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3.5 Synthese von 2-Ketopiperazinen

Die beiden Amide in 2,5-Diketopiperazinen haben einen groBen Einfluss auf die
stereochemischen und physikochemischen Eigenschaften der Verbindungen. Um diesen
Einfluss auf die biologische Aktivitit evaluieren zu konnen, war das Ziel, Verbindungen zu
synthetisieren, in denen ein oder beide Amide verdndert wurden. Mit dem Wissen, dass eine
zweite basische Gruppe die Affinitdt zum H3R erhoht, wurden die Amide zu Aminen reduziert.
Das Amin konnte dabei als zusitzlicher Angriffspunkt fiir Derivatisierungen genutzt werden.

Eine regioselektive Reduktion eines Amids mit Erhaltung des anderen ist kaum moglich, sodass
der 2-Ketopiperazin Grundkdrper iiber einen separaten Syntheseweg dargestellt wurden.
Analog zu den 2,5-Diketopiperazinen wurden dabei zwei verschiedene Grundkdrper
synthetisiert. Zum einen in Anlehnung an das Glycinanhydrid das Piperazin-2-on Element, zum

anderen analog zu 52f, g und NNZ-2591 das (S)-Hexahydropyrrolo[ 1,2-a]pyrazinon

H@H — H@H Hl\i:p — Hé’p ng

Abbildung 33: Abwandlungen von 2,5-Diketopiperazinen zu 2-Ketopiperazinen

3.5.1 Synthese von (S)-Hexahydropyrrolo[1,2-a]pyrazinon-Derivaten

Fiir die Synthese der Verbindungen mit Prolinfragment wurden Aminoaldehyde benétigt. Diese
sind iiber eine Oxidation von Aminoalkoholen oder die Reduktion von Aminosiuren
zuginglich. Die gute Verfligbarkeit von enantiomerenreinen L-Aminosduren war
ausschlaggebend fiir die Wahl des reduktiven Synthesewegs. Um die Reduktion kontrolliert auf
der Stufe der Aldehyde zu stoppen, wurde Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAI-H) eingesetzt.
Starkere Reduktionsmittel wie etwa Lithiumaluminiumhydrid (LiAlH4) wiirden den Ester
quantitativ bis auf die Stufe des Alkohols reduzieren. Weitere Vorteile von DIBAL-H sind die
Stereo- und Regioselektivitit?*>2%®,  Boc-geschiitzte ~Aminosiuremethylester werden
regioselektiv . am Methylester reduziert und behalten dabei die Konformation ihrer
Stereozentrums. Unter sauren Bedingungen wird andernfalls eine verstirkte, unerwiinschte
Isomerisierung der Produkte beobachtet. Fiir die Reduktion wurden N-Boc-L-

Aminosduremethylester verwendet, die vorteilhaft aus Vorstufen hergestellt werden konnten.
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Freie Sauregruppen wurden mittels Fischer-Veresterung in Methanol mit Schwefelsdure zu
Methylestern umgesetzt. Freie Aminofunktionen wurden mit di-tert-Butyloxybicarbonat
geschiitzt. Da der Hexahydropyrrolo[1,2]pyrazinon-Grundkorper nicht symmetrisch ist,
wurden sowohl das L-Prolinal 6 als auch das L-Tyrosinal 7 benétigt, um jeweils eine der
Amidfunktionen in Amine umzuwandeln. DIBAI-H diente in der Reaktion sowohl als

Hydridquelle als auch als Lewissdure-Katalysator (Schema 9).

®,0
HO (Isobutyl),Al t HO
D‘—{ +DIBAI-H H 0 D—{
N O-CH; bDbhcM ] . N)\ H  77.9%

-78°C N O-CHjs;

0 0
o J
JcH o QChs )cH,
HsC HsC

HsC CHa 6
L-Tyrosin zu L-Tyrosinal 7 (67%) verluft Analog

Schema 9: Reduktion von Prolin zu Prolinal

Aufgrund der Isobutylgruppen ist DIBAI-H sterisch anspruchsvoll und kann zur regioselektiven
Reduktion eingesetzt werde. Das Carbamat der Schutztgruppe bleibt daher bei der Reaktion
unberiihrt. Die Elektronenpaarakzeptor-Eigenschaften underdriicken die Ausbildung einer
Enolstruktur, die darauf basierende Isomerisierung des Stereozentrums bleibt aus und das
Aldehyd behilt die Konformation der Aminoséure bei. Die Kiihlung des Reaktionsansatzes auf
-78 °C ist entscheidend fiir die selektive Reduktion zum Aldehyd. Ducry et. al konnten zeigen,
dass mit steigender Temperatur der Anteil an Aldehyd sukzessiv abnimmt und die Menge an
Alkohol steigt**’. Die Aufarbeitung der Reaktion lieferte, bedingt durch die Aluminiumionen,
einige Schwierigkeiten. Die Inaktivierung des Reduktionsmittels verlief bei -78 °C. Beim
anschliefenden Erwidrmen der Reaktion, kam es alumiumionenbedingt zu einer Gelierung der
Losung. Der Zusatz einer 10 %-Losung von Rochelle Salz (Na-K-Tatrat) diente zum einen zur
Pufferung des pH-Wertes, zum anderen wurden dadurch die Aluminiumionen komplexiert.
Nach 15 Minuten konnte so das Gel vollstindig aufgelost werden. Die Reaktion lieferte gute
Ausbeuten von 67-78 %. Der erhaltene L-Aminoaldehyd wurde in einer reduktiven Aminierung
mit einem o-L-Aminosduremethylester umgesetzt und eine zu den Dipeptiden analoge
Verbindungen erhalten. Es wurden L-Prolin- und L-Tyrosinmethylester verwendet und jeweils
L-Prolinal 6 und L-Tyrosinal 7 gekreuzt eigesetzt, um die Carbonylgruppe sowohl in Position 1
als auch 4 (verdnderte Zahlweise gegeniiber 2,5-Piperazindion, da Pyrazin als Grundkdrper
betrachtet wird) einzufithren. Durch die Verwendung von L-Tyrosin bzw. L-Tyrosinal wurde

der fiir die weitere Derivatisierung benétigte Phenolbaustein eingebracht.
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Neben L-Tyrosin wurde Glycin als Aminosdurekomponente gewéhlt und das H3zR-
Pharmakophor wurde tiber eine N-Alkylierung eingebracht, um Unterschiede zwischen C- und

N-Substitution feststellen zu konnen.

NaBH3CN HO 1 HCIf Dioxan
Boc.\ H3c MeOH
\Q\ 2.) NHy/ MeOH
18 h “H RT 16 h
0 o]
66,7 % 88 %
a: R=H
b: R=4-Hydroxybenzy! & 9a: R=H 16: R=H
9b: R=4-Hydroxybenzyl 1 HCl/Dioxan 17: R=4-Hydroxybenzyl
NaBH3CN n H I H
MeOH Hac'oj(\N 2.)NHa/MeQH HN
HAC” Y\NHz N I H/\b RT,16h - N
oc 15 h Boc R
O
a 52% 16: 86 %
b: 54 % 17.85 %

Schema 10: Synthese von Verbindung 9a ,9b, 10 und 16-17

Die ,,Aminomethylcarbonyl“-Verbindungen 9a, 9b und 10 wurden entschiitzt und in basischer
Umgebung zyklisiert, indem das freie Amin intramolekular den Methylester angreift und ein
Amid ausbildet (Schema 10). Nur Verbindung 17 konnte ohne weitere Zwischenschritte in eine
Verbindung mit H3R-Antagonistenpharmakophor {iberfiihrt werden. Die Umsetztung erfolgte
mit 1-(3-Chloropropyl)piperidin 35 in Aceton als Williamson-Ethersynthese mit Finkestein-
Austausch (vergl. Synthese von 2,5-Diketopiperazine) und lieferte Verbindung 58 (Schema 11).
Zur Synthese von Verbindung 60 musste zunidchst das Amin in 2-Position durch eine Boc-
Gruppe geschiitzt werden. Die geschiitzte Verbindung 19 wurde analog zu Verbindung 17
alkyliert. Im Anschluss wurde die Schutzgruppe im Sauren entfernt. Das H3R-Pharmakophor

ist hier C-C verkniipft, das Amin von Verbindung 60 ist ein sekundires Amin.

35 58
@ 1
K.C04 Kl
3, N 0 R
O \©\ )kb ACN N @\Nkb
Cl Refux 5 M
Mo 18 h -~ w \\/
35 19: R= Boc 59: R=Boc
60: R=H
HO R. H K2CO3 KI N~
+ N ACN R.n
Reflux N
NWU N 1B-h
6 +II(IC 59: R=Boc 5
60: R=H, 45%

Schema 11: Synthese von Verbindung 58 und 60
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Verbindung 16 (Schema 12) diente als Ausgangspunkt zweier weiterer Verbindungen, die {iber
eine C-N-Bindung, also tiber das Amin, mit dem H3R-Pharmakophor verkniipft sind. Dazu
wurden zunidchst para-Hydroxybenzoesdure und para-Hydroxybenzalkohol mit Verbindung
35 alkyliert. Die so erhaltenen Vorstufen 37 und 48 wurden aktiviert und als Elektrophile mit
Verbindung 16 als Nukleophil umgesetzt.

48
C! 90 61 O
N._~_0O & 1.TEA, THF,RT Ne_~_0O
+ CI” 7 CH,4 2—’16 N
OH -t N |
H

TEA,THF,Reflux,18 h 59 %

0]

G“ 37 o 16 0Bt EDC @ 62 O
NN ')L DMF N 0
+ HN\/,\D RT ~ N N
OH B 18 h N
A -
0 o)

28 % H

Schema 12: Synthese von Verbindung 61 und 62

Verbindung 61 und 62 stellen die logische Verkniipfung zwischen den Diketopiperazinen, C-
substituierten Monoketopiperazinen und N-substituierten Monoketopiperazinen, sowohl in den
Gruppen als auch zwischen den Gruppen dar. Verbindung 62 ist wie Verbindung 52f, mit
Betrachtung der Piperazinstickstoffen, ein Piperazindiamid, Die Basenstirke der
Piperazinelemente ist vergleichbar gering bzw. in beiden Fallen nicht vorhanden. Die rdumliche
Flexibilitdt unterscheidet sich jedoch deutlich, da das zweite Amid nun exocyclisch liegt, und
nicht im Ringsystem eingespannt ist. Durch Verbindung 61 wird in der Reithe vom 2,5-
Diketopiperazin 52f und dem 2-Monoketopiperazin 60 der FEinfluss der Basenstirke
untersuchbar. Verbindung 61 ist ein tertidres Amin mit einem pKy-Wert, der zwischen dem vom
Amid 62 und dem sekundidren Amin 60 liegt. Die sterische Flexibilitit der Verbindungen S8,
60 und 61 wird gegeniiber Verbindung 62 erneut erhoht. Um die intramolekulare Beweglichkeit
weiter erhohen zu koénnen, wurden 2-Monoketopiperazine ohne anelliertes Cyclopentan

synthetisiert. Das so reduzierte Gerlist beschreibt ein Piperazin-2-on.

Die Auswertung der spezifischen Drehwerte von Verbindung 61 und 62 ergibt, dass die
Substanzen nicht als Racemat vorliegen; bei nur einem Stereozentrum spricht das fiir eine
stereospezifische Reaktion. Die reduktive Aminierung lduft unter Retention des Stereozentrums
ab?%2% Der Ringschluss muss daher eine Retention oder Inversion des Stereozentrums liefern.
Die spezifischen Drehwerte von Verbindung 58 und 60 legen nah, dass auch diese mit

definierten Stereozentren vorliegen.
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3.5.2 Synthese von Piperazin-2-on-Derivaten
Aufgrund der Symmetrie vom Piperazin-2-on gibt es keinen Unterschied beziiglich der 2- und
4-Position, wie sie bei den prolinhaltigen Verbindungen auftritt. Der Grundkdrper wurde aus

einer Ethylendiamin und Chloracetylchlorid dargestellt.

o)
o) o)
NH Ethanol @ NeMeO
+ L] >
C'\)km HaN 0°C-25°C C'\)kN/\/NHa 25 °C NH
4h H o¢ 16h HN\)

Schema 13: Synthese von 2-Ketopiperazin

Der zweischrittige Prozess wurde als eine Eintopfsynthese durchgefiihrt. Zunédchst wurde ein
Amid aus einem Amin des Ethylendiamins und dem Saurechlorid erzeugt. Die entstehende
Salzsdure wurde vom zweiten Amin des Ethylendiamins abgefangen. Das dadurch protonierte
Amin steht dadurch fiir eine Acylierung nicht zur Verfligung. Auf diese Weise wird eine
zweiseitige Amidbildung verhindert. Nach Abschluss der Reaktion wird das intermedidre 2-(2-
Chloracetamido)-ethylammoinium-Chlorid  (Schema 13) durch die Zugabe von
Natriummethanolat deprotoniert. Das freigesetzte Amin substituiert dann als Nukleophil die
Chlor-Abgangsgruppe. Getrieben durch die Bildung eines stabilen Sechsrings wird keine
Zufuhr von Wiarme bendtigt, sodass eine Hydrolyse des Amids durch das Methanolat
unterbunden werden kann. 2-Ketopiperazin 20 wurde zur Vergleichbarkeit mit 2,5-
Diketopiperazin 52d am Amid mit einer Benzylgruppe substituiert. Das Amin wurde dafiir mit
einer basenstabilen Boc-Schutzgruppe versehen. Die so erhaltenen Verbindung 21 wurde in
THF geldst, mit Natriumhydrid deprotoniert und durch Zugabe von Benzylbromid alkyliert.
Durch Zugabe von Tetrabutylammoniumbronid als Charge-Transfer-Katalysator konnte eine
gute Ausbeute von 62 % erzielt werden, da das deprotonierte Edukt teilweise in THF ausfiel.
Unter sauren Bedingungen wurde die Schutzgruppe entfernt und 1-Benzylpiperazin-2-on 22
erhalten. Verbindungen 20 und 22 wurden jeweils mit Verbindung 37 und 48 umgesetzt und

vier Zielverbindungen 63-66 dargestellt (Schema 14).

64: R=H
66: R= Benzyl
48
G 0 9 i
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Schema 14: Synthese von Verbindung 63-66

74



Synthese

3.6 Synthese von C-substituierten Piperazinen

Ausgehend von den 2,5-Diketopiperazinen, die durch zwei zyklische Amide in ihrer raumlichen
Anordnung stark fixiert sind und keine Basizitit aufweisen, wurden 2-Ketopiperazine
synthetisiert. Die erhaltenen Verbindungen weisen neben der erhaltenen Basizitdt ein groferes
Mal an Flexibilitit auf (vergl. 3.5). Formal handelt es sich bei den 2-Ketopiperazinen um
einfach reduzierte Verbindungen. Die zweifache Reduktion liefert Piperazinderivate. Im
Vergleich weisen diese zwei basische Zentren auf. Bezogen auf die rdumliche Anordnung
haben diese Verbindungen die grofite raumliche Beweglichkeit. Sie konnen, wie das verwandte
Cyclohexan, drei Konformationen einnehmen, zwei Sessel- und eine Boots-Konformation. Das
Mal an Flexibilitdt kann in der Interaktion mit biologischen Targets, wie Proteinen und
Rezeptoren wichtig sein. Regide Molekiile miissen strukturgenau in die Interaktionsstelle
passen. Das kann zu einem hohen Mal} an Selektivitit fithren, aber auch zu fehlender Affinitét.
Flexible Molekiile konnen sich hingegen in die Interaktionsstelle einpassen wodurch die
Selektivitdt verloren gehen kann. Dementsprechend sind zur Evaluation einer

Strukturwirkungsbeziehung beide Varianten sinnvoll.

Ausgehend von den bereits synthetisierten 2,5-Diketopiperazinen wurden durch doppelte Reduktion C-
substituierte Piperazinderivate dargestellt. Fiir die Reduktion wurde das starke Reduktionsmittel
Lithiumaluminiumhydrid (LiAlH,) verwendet. Die Ausbeute der Reaktion variierte sehr stark. So konnte
Verbindung 67a mit 74 %, Verbindung 67d jedoch nur mit 2 % Ausbeute erhalten werden (

Schema 15).

52a,d,e 67a,d,e

O\' R LiAH, O\'\/\/O

0 R a:R=H 74%
\©\ w d: R=Benzyl 2%
S(NH Tgiux NH  e: R=3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzyl 34%
G 52f o 67f 68
H
N o LiAIH, AcetyICl
N HN THE L _N_~_O ocM No~© Ac.
L N/ Refix /\O 0°C-RT N/\O
* 16 h 66% 0,5h 27% N

(6]
Schema 15: Synthese von Piperazinderivaten 67a, d, e .f und 68
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Eine mogliche Begriindung hierfiir konnte wiederum die rdumliche Anordnung der Molekiile
sein. Verbindungen mit zwei Benzylsubstituenten bilden bevorzugt die angesprochenen Stapel
aus (sieche 3.3). Durch die Interaktion der Amide mit den m-Elektronensystem werden die
Amidgruppen gegeniiber den Reduktionsmitteln abgeschirmt.

Ein Beleg fiir diese Annahme konnen die steigenden Reaktionsausbeuten sein, wenn die
Moglichkeit der Stapelbildung durch fehlende bzw. konkurrierende Phenylsubstituenten

erschwert wird.

Die Reduktion mit LiAlIH4 liefert die Mdoglichkeit der Isomerisierung der Stereozentren. Die
spezifischen Drehwerte von 2,5-Diketopiperazinen und den reduzierten Verbindungen kénnen
nicht als Vergleichswerte herangezogen werden, da es sich nicht um dieselben Substanzen
handelt. Die spezifischen Drehwerte liegen jedoch alle nahe am Nullwert, sodass von einer
Reacemisierung der Stereozentren ausgegangen werden kann.

Die Konfiguration der Stereozentren wurde nicht absolut bestimmt, sodass die Strukturen mit

ungeklarter Stereochemie dargestellt werden.

Verbindung 67f wurde weiterverwendet, um wiederholt den Einfluss der verschiedenen Basizitdten zu beleuchten.
Im Vergleich zu den anderen Verbindungen 67a, d, e steht hier nur ein sekunddires Amin zu Acetylierung zur
Verfiigung, sodass sich hier nicht erneut eine Diamidverbindung bildet kann (

Schema 15).
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3.7 Synthese von N-substituierten Piperazinen

In vergleichbarer Weise zu den Monoketopiperazinen wurden auch die Piperazinderivate
sowohl als C- als auch als N-substituierte Piperazine synthetisiert. Wie bereits in der vorherigen
Synthese angesprochen (vergl. 3.5 und 3.6), stellt das Piperazin eine privilegierte Struktur im
Hinblick auf die Synthese neuer potenzieller Arzneistoffkandidaten dar**°. Durch die zwei
basischen Stickstoffe lassen sich vorteilhaft viele verschiedene Substituenten einfithren. Dabei
kann das Piperazin sowohl als Linker als auch als Teil des Pharmakophors dienen. Es tragt
somit zur Selektivitdt wie auch zur Konvergenz der Verbindungen bei. Primér ging es darum,
Piperazinderivate darzustellen, welche die Substanzbibliothek um analoge Strukturen erginzt.
Desweiteren wurde der Piperazinkern genutzt, um die Strukturelemente der Zielverbindung in
eine neuen Zusammenhang zu bringen. Es wird sich sowohl der divergenten als auch der
konvergenten Synthese bedient. Substanzen werden also ausgehend von gemeinsamen
Vorstufen zu verschiedenen Strukturen entwickelt, aber auch aus verschiedenen Vorstufen zu

vergleichbaren Substanzen verschmolzen.

3.7.1 Synthese von Piperazin N-Benzyl- und Benzoylderivaten

Die N-substituierten Derivate konnen in zwei analogen Reihen beschrieben werden. Der
Ausgangspunkt der beiden Reihen ist die Substitution an einem der Piperazinstickstoffe. Fiir
die eine Reihe wird dazu einfach geschiitztes N-Boc-piperazin 24 mit (4-(3-(Piperidin-1-
yl)propoxy)phenyl)methanol 48 alkyliert.

18 59 R=Boc
04 1. TEATHF RT :R=H
Noo~PO + ,é’( 2_"'24 \/’\/O
ClI-7CH, S
OH TEA.THF Reflux.18 h 19 59 % \)
m 95 %

" 71: R= Boc
@ 3?0 24 5o HOB EDC 72: R=H
T : N- g_l‘;&F N _~_0O r/\N,R
OH HN,_] 18 h ® S 67 % “\)
H C 72 89 %

Schema 16: Synthese von Verbindung 70 und 72

Fir die Acyl-Reihe wird Verbindung 24 mit 4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzoesdure 37
acyliert (Schema 16). Nach Entfernung der Schutzgruppe wurde das freie Amin weiter

substituiert.
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Der entscheidende Unterschied der Verbindungen wurde so bereits im ersten Schritt dargestellt.
Die weiteren Umsetzungen erfolgten dann mit jeweils beiden Verbindungen. Zur Untersuchung
des Einflusses der Basizitdt von sekundiren Aminen und tertidren Aminen, sowie Amiden
(ohne basische Eigenschaften) wurden die Verbindungen sowohl mit Benzyl- als auch

Benzoylchlorid umgesetzt (Schema 17).

74: x= CH,
Benzylchlorid O 76: x= CO
f———-—K'CO:‘Kl N ~_° 74-15%
70: x= CH; cetan \©\ (\ N/\© 76: 35 %
CI 72:x= CO Reflux X,N\)
N\/—\/O

NH
\©\ NQ Benzoylchlorid 73: x= CH;
X" TEA T5:x=CO 0
73:90 %

wr o )
0°C- RT NWU\@ K\NJHQ 75 57 %
'

Schema 17: Synthese von Verbindung 74-77

3.7.2 Synthese von N-L-Prolin-yl-Piperazinderivaten
Weitere Umsetzungen wurden mit N-Boc-Z-Prolin durchgefiihrt, um die strukturelle

Ahnlichkeit zu der Leitsubstanz NNZ-2591 herzustellen.

82: R=H

(6]
K\;LRS)/\NHZ
Os_OH NN
O, .A"X\/N\)
0 Q Y\NHZ

o}
o R z/\NHZ I. Cacciatore etal O R N diese Arbeit
N — Y\N — (0]
H NI _ 87:R=H O "y
OH ~ R=2z.BH R NH,

R= CHj3 H3C™ “CHj =N
Trofinitid N
A

o}
Abbildung 34: Umwandlung von Trofinitid® zu einem Piperazinderivat

Nach der Entschiitzung und der anschlieBenden Derivatisierung mit N-Boc-Glycin wurde die
offenkettige Form der Leitstruktur dargestellt. Das Piperazin stellt dabei nicht nur einen Linker
zwischen dem H3;R-Pharmakophor und der Dipeptidform der Leitstruktur dar. Wie in 1.1.2.2
beschrieben, ist NNZ-2591 eine Weiterentwicklung von Trofinitid® (NNZ-2256). Cacciatore et
al.>*! beschreiben, dass die enthaltene Glutaminsiure durch Glycin ausgetauscht werden kann.
Durch den Einsatz von Piperazin wird dieses Strukturelement simuliert. Piperazin stellt das
doppelt reduzierte 2,5-Diketopiperazin aus zwei Glycinbausteinen dar. Durch die Kupplung mit
der Siurefunktion von Prolin wird die Amidstruktur des Trofinitid®-Tripeptids erhalten
(Abbildung 34). Der Austausch der Sduregruppe von Glutaminsiure bzw. Glycin durch tertidre

Amide wird ebenfalls von Cacciatore et al. als mogliche Strukturvariation aufgezeigt.
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Diese wird in Verbindung 87 durch die Acylierung des sekundédren Piperazinstickstoffes

erzeugt (Schema 18).

fﬂ: :_ CH; 77: x= CH; R= Boc
72:x=CO 85: x= CO R=Boc

EDC. HOBt
FRU e
o
O I/'\NH J\]:) OMF N~
e h 77:80 %

*@

."B:x CH> R=H 66 %
T T 86:x=CO R=H85%

J +N-Boc-Glycin

EDC. HOBt
85: 85 % DMF
RT.
16 h
llle
B2: x= CH, o]
O 87: x= CO 0N
NWO (\N N
82:33 % N\/J
87:85% X

Schema 18: Synthese von Verbindung 78, 82, 86 und 87

Aufgrund der leichteren Verfiigbarkeit wurden die meisten Derivate mit L-Prolin synthetisiert.
Der Austausch von Prolin durch a-L-Allylprolin dient in der Leitsubstanz NNZ-2591 dazu, die
metabolische Stabilitdt zu erhohen. Als Dipeptidstruktur wiirde diese sonst leicht von
Peptidasen gespalten. Um dennoch mogliche Einfliisse auf die biologische Aktivitit an den

Targets zu untersuchen, wurden auch Derivate mit a-Allylprolin dargestellt (Schema 19)

70 o Boc
O HO N  EDC, HOBt O
N0 7 ONH ¢ DME N\/\/O
oI E |oVS)
N 16 h

@( 83:36 %
84: quantitativ

Schema 19: Synthese von Allylprolinderivat 83 und 84

Anstelle von Glycin (wie in Verbindung 82) wurde Verbindung 78 mit weiteren
Strukturelementen am  Stickstoff substituiert. Dabei handelt es sich sowohl um
Strukturmerkmale, die in anderen Verbindungen der Substanzbibliothek bereits eingesetzt
wurden, als auch um Substituenten, die neu eingefiihrt wurden. Durch den Austausch von
Glycin durch Acetat (Verbindung 79) konnte der Einfluss der Aminoséure-Substitution stérker
beleuchtet werden: Verbindung 79 behidlt am Prolin den Amidcharakter und der Beitrag der
Aminofunktion von Glycin kann im Vergleich der Substanzen erkannt werden (Schema 20).
Durch die Alkylierung mit Allylbromid entsteht Verbindung 80. Die Aminogruppe des Glycins
wird hier durch ein C-C-Doppelbindung ersetzt und der Prolinstickstoff als basisches Element

behalten.
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Das neu eingefiihrte Propargylfragment wurde verwendet, um eine Struktur darzustellen, die
eine Ahnlichkeit zu Rasagilin (Azilect®) und Selegelin (Jumexal®) aufweist. Beide Wirkstoffe
sind irreversible MAO B-Inhbitoren, welche in der Therapie von Morbus Parkinson

Anwendung finden.

H3

Acetylchlorid Allylbromid Propagylbromid
TEADCM K;CO3 ACN CH, K,CO3 ACN HC HC=—
Raumtemp. HyC Reflux,16 h { Reflux,16 h N NH
4h 0 \/40 0 0
H N g N H N
aF \/O)KQ & \/’\i\)N & \/N(\N
79 60% 80  75% 81 77% Rasagilin

Schema 20: Synthese von Verbindung 79- 81; Strukturvergleich mit Rasagilin

3.7.3 Synthese von Zimtsiureamiden

Abgeleitet von den a,B-ungesittigten 2,5-Diketopiperazinen wurde Piperazin mit einem 4-
Alkoxy-Zimsdurederivat 43 (Schema 21) umgesetzt. Auf diese Weise wurde zwischen der
Amidbindung und dem Phenylring des H;R-Pharmakophors eine vergleichbare Doppelbindung
in o,pB-Position eingefithrt. Die Synthese verlief dabei wie die der Piperazin-N-
Benzoesdurederivate (vergl. 3.7.1). Die Acetylierung von einfach geschiitztem N-Boc-
Piperazin 24 und die darauffolgende Entschiitzung lieferte eine zur Verbindung 72
vergleichbare Struktur 91. Die Acylierung mit Benzoylchlorid verlief wie bereits beschrieben
(92 in Schema 21). Die Alkylierung mit Benzylchlorid hingegen fiihrte zu einer quartiren
Ammonium Verbindung. Der Stickstoff des Piperazins wurde dabei zweifach alkyliert. Die
Doppelalkylierung wurde durch die Verwendung von Benzaldehyd unter reduktiven
Bedingungen umgangen. Das gebildete tertiire Amin 93 konnte dabei keine weitere reduktive

Aminierung durchlaufen und nicht zu einer Ammoniumverbindung weiter reagieren.

43 24 20

G\l\/\/o EDC, HOBt G\J\/\/O Boc
(\N,Boc DMF N

= OH + RT. = N

I HN 16 h 80 %

= °
OJ o] 91
~ N (\NH
A~ N
Benzaldehyd BenzoyICl

quantitativ
NaBH(OAc); DCM, TEA, DCM
RT

o}
0°C-RT
O 16 h / \ h o
N._~_°O 93 N G\l O 92 N
| sas S0
52 % o 58 % 5
Schema 21: Synthese von Verbindung 91-93
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In Analogie zu Verbindung 91 wurden weitere Zimtsdureamide mit verschiedenen
Alkylaminen hergestellt (Schema 22). Diese sind das Verbindungglied zwischen den
Substanzgruppen der vorher beschriebenen Strukturen und den folgenden Verbindungen mit

Dopamin DR/ D3;R-Pharmakophor (vergl. 3.8).

EDC, HOBt, DMF,rt, 16 h
+ Piperidin + Pyrrolidin + Butylamin

94 95 97
H
b3 WN b3 WNO at \7}('\‘\/\/0"3
79% O 71% O 81 %0
H, Pd/C
MeOH
rt, 16 h

D D
Schema 22: Synthese von Zimtsiureamiden
In samtlichen Synthesen wurden ausschlieBlich E-Zimtsduren verwendet. Die Konfiguration
blieb auch bei der Umsetzung der Strukturen erhalten. Den Nachweis dariiber liefert die
Kopplungskonstante der Doppelbindungswasserstoffe im ' /-NMR. Die Kopplungskonstanten
der Verbindungen wurden immer mit einem Wert >15 Hz bestimmt, wie es fiir E-stindig

positionierte Wasserstoffprotonen typisch ist.
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3.7.4 Ubersicht der Histamin-H3R-Liganden

Insgesamt wurden 51 Verbindungen auf dem Konzept der Zielsetzung und der rationalen
Arzneistoffentwicklung erstellt, synthetisiert und charakterisiert. Piperazin ist das zentrale und
verbindende Element der Verbindungen. Die Substitutionen und Verdnderungen sind in
Abbildung 35 dargestellt. Die Variationen betreffen sowohl die Position als auch die Art des
Substituenten.

R"H
Allyl
Propagyl
Acetyl

Glycinyl

Abbildung 35: Substitutionsmuster am Piperazin
Die in den einzelnen Kapiteln angesprochenen Unterschiede in der Basizitdt, der raumlichen
Struktur und der intramolekularen Beweglichkeit, werden auf ihren Einfluss auf die biologische
Aktivitdt untersucht. Dabei werden sowohl die Unterschiede innerhalb der Strukturgruppen als

auch zwischen den Gruppen bewertet.
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3.8 Synthese von Piperazinderivaten mit Dopamin-D:R/ D;R-
Pharmakophor

Die Synthese der MTDL zur Therapie von Morbus Alzheimer lieferten vielversprechende
Strukturmotive im Bereich des H3R-Pharmakophors. Die Strukturmotive wurden im weiteren
Verlauf genutzt, um diese mit Pharmakophoren von D>R/ D3R-Liganden zu kombinieren. Dabei
wurden sowohl (partial-) agonistische als auch antagonistische Strukturmotive verwendet.
Allen Strukturmotiven ist dabei die Einbettung von Piperazinstrukturen als verbindendes

Element gemeinsam.

3.8.1 Synthese von MTDL mit D:R/ D3R-Antagonisten-Pharmakophor

Das Ziel, ein Histamin H3R-Antagonisten mit einem DR/ D3R-Antagonisten zu kombinieren,
wurde durch das zuvor verwendeten Zimtsdure- bzw. Napthoesdurederivat ermoglicht. Dieses,
das HzR-Antagonist tragende Pharmakophor ldsst sich dabei sehr gut in das D»/ Ds-
Pharmakophor, wie es von Hackling et. al beschrieben wurde, einfiigen®®.

Als Do/ Ds3R-Struktur wurde eine, dem Antipsychotikum Cariprazin und dem D3R-
Partialagonist BP-897 verwandte Struktur, verwendet. Dies soll zur Aufrechterhaltung des
giinstigen klinischen Profils mit verbessertem Einfluss auf die kognitive Symptomatik, durch

das H3R-Fragment fiihren.

° Cl_
HaC™ Y
A N 1
BP-897 Cariprazin

\_ J
Y HSC/O\

J N I N
h

(0] g ——
o~ )L /\/\/N\) o~
Aryl

Abbildung 36: Fusion der H3R- und DR/ D3R-Strukturelemente

Die Pharmakophore vom H3R- und dem D;R/ D3;R-Typ wurden separat dargestellt. Die
Verbindung wurde erst im letzten Syntheseschritt generiert, sodass Vorstufen aus den
vorherigen Synthesen verwendet werden konnten. Wie der SAR von D>/ D3-Antagonisten zu
entnehmen ist, bedarf es einer Amidbindung eines Arylsubstituenten. Diese Stelle wurde
genutzt, das H3;R-Pharmakophor zu integrieren. Aus Vorarbeiten ist bekannt, dass sowohl

Zimtsiure- als auch 2-Naphtalensiurederivate gut als Arylsubstituenten geeignet sind%®.
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Durch die Wahl der para-Hydroxyderivate 4-Hydroxyzimtsdure und 6-Hydroxynapthtoe-2-
sdure konnten diese zu H3R-Pharmakophoren umgesetzt werden. Die Synthese der
Verbindungen 43 und 46 ist in Schema 1 dargestellt.

Die Synthese des D;R/ Ds3R-Pharmakophors geht von 1-(2-Methoxyphenyl)piperazin aus,
welches in einer Aminalkylierung in einer Sn2-Reaktion mit dem Linker verbunden wird. Als
Linker wurde eine Butylkette gewahlt, da diese sich in vielen Verbindungen als potent erwiesen
hat. Durch die Wahl von Brombutyronitril konnte im gleichen Schritt eine Vorstufe des
bendtigten Amins eingebracht werden. Das Nitril 50 wurde in einem nédchsten Schritt mit

Wasserstoff und unter katalytischen Bedingungen reduziert (Schema 23).

50 51
.0 0 ) o)
HsC :@ K,CO3 Ki HsC :@ H, Raney-Ni H3C

Aceton MeOH
s —_— —_—
N//\/\Br * (\N Reflux (\N Sbar 40°C N

18 h 16 h N

HN\) \/\/N 95 % HNT > \) 90 %

Schema 23: Synthese des D>R/ DsR-Pharmakophors

Als Katalysator kam Raney-Nickel zum Einsatz. Dabei handelt es sich um eine Nickel-
Aluminium-Legierung, die vor ihrer Verwendung aktiviert werden muss. Die Aktivierung
geschieht liber Natronlauge, die Aluminium aus der Legierung 16st. Durch die Verwendung
starker Natronlauge wurde ein Ausfallen von Aluminiumhydroxid verhindert. Nach

Herauslésen des Aluminiums entstand eine hochpordse Nickelstruktur®®?, die den

243 Die Reduktion lieferte unter erhdhtem Druck und erhohter

Reduktionsprozess ermdglichte
Temperatur das Amin 51 in einer hohen Ausbeute von 90 %. Die Kopplung der Sdurevorstufen

43 und 46 mit dem Amin 51 ergab die finalen Verbindungen 100 und 101.

43: R= Piperidin-1-yl-propyl 100: R= Piperidin-1-yl-propyl
R= Methyl 51 R'U 102: R= Methyl
0 HN HaC =HC HaBt H
R~ 2 WN/\W >0 DMF = N\/\/\.N/ﬁ O,CHE

Lz OH 4 L_\/N Raumtemp. |\/N

18h 100:77%

102:19%
46: R= Piperidin-1-yl-propyl 101: R= Piperidin-1-yl-propyl

R= Methyl 51 103: R= Methyl

O
EDC.HOBt R~

o HoN HaC _ H
=3 R 0 DME OG N CH
OG OH + Q‘ Raumfemp. I I I R, B
18h 0 LN
101:64%

0] _
103:27%
Schema 24: Synthese von Verbindung 101-104
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Um die Affinititen der Teilstrukturen zu bestimmen, wurden jeweils Verbindungen mit nur
einem Pharmakophor synthetisiert. Die Position des anderen Pharmakophors wurde dabei durch
eine Methylgruppe ersetzt (Schema 24). Als monovalente D2/ D3R-Antagonisten ergaben sich
so Verbindung 102 und 103, welche auf dieselbe Weise wie die MDTL-Strukturen synthetisiert
wurden. Die monovalenten H3R-Antagonisten wurden durch die Verwendung von Methylamin
dargestellt (

Schema 25). Der Siedepunkt des Methylamins liegt bei ca. -8 °C, sodass mit einer Eiswasser/
NaCl-Sole gekiihlt werden musste. Die iiber die Kupplungsreagenzien EDC und HOBt
aktivierte Carbonsédure stellte sich unter diesen Bedingungen als zu unreaktiv heraus. Die

Aktivierung mit Thionylchlorid lieferte moderate Ausbeuten von 28 % fiir Verbindung 98 und

43 98
Q‘\/\/O ??CI? N _~_© +H3CNH,CI N _~_0O
oluen TEATHF | H
= OH Reflux = Cl -15°C 28 % = N\CH
6 h 16 h 3
o}

o (e}
46
N._~_°O SOCl, N _~_0O

@ §
+H3CNH,CI N._~_O
Toluen TEATHF _ H
OH Reflux Cl -15°C 38 % \N
6h 16 h CHs

0} (0] (6]

38 % fiir Verbindung 99.
Schema 25: Synthese von Verbindung 98 und 99
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3.8.2 Synthese von MTDL mit D:R/ D3R-Agonisten-Pharmakophor
Moritz et. al*** erzeugten auf Grundlage eines Piperazinkerns einen D>R/ D3R-Agonisten mit
deutlicher D;R-Préferenz. Durch wechselseitige Modifikation des Pharmakophors soll
untersucht werden, inwieweit sich ein H3R-Antagonist in das Molekiil integrieren ldsst. Die
grundlegenden Strukturmotive sind dabei ein Piperazinkern, der auf der einen Seite mit einem
Arylsubstituenten liber ein Amid gebunden ist. Auf der anderen Seite steht eine Linkerstruktur,
die das Piperazin durch einen Phenolether mit einem para-Alkoxyphenylsubstituenten
verbindet (Abbildung 37). Damit stehen der Einbringung eines Hj3R-Strukturelements
potenziell zwei Ansatzpunkte zur Verfligung.

1. Substitution des westlichen Arylsubstituenten durch einen Aryl-oxy-propyl-piperidin-

Baustein

2. Substitution des Ostlichen Alkoxyethers durch ein Piperidinpropyloxy-Fragment.

Westen Osten

Abbildung 37: SAR nach Moritz et al ***

Beide Synthesen beginnen mit dem Aufbau der Ostlichen Teilstruktur. Der Ethyllinker wurde
von Moritz et al. als Optimum erkannt und daher auch in diesen Ansatz eingebracht. In einer
Williamson-Ethersynthese wurde 1,2-Dibromethan an das jeweilige Phenol gebunden. Durch
die Verwendung von 2 Aquivalenten 1,2-Dibromethan konnte die Bildung von Dimeren nur
teilweise unterdriickt werden. Die Ausbeuten lagen daher nur bei moderaten 40 %. Als Phenole
wurden zum einen para-Hydroxyanisol verwendet, wie es in der Leitsubstanz zu finden ist. Um
die Position fiir eine spitere Umsetzung mit dem H3R-Pharmakophor zu schiitzen, wurde zum
anderen auch para-(Benzyloxy)-phenol eingesetzt; dies ist die benzylgeschiitzte para-
Hydroxyphenol-Struktur. Die erhaltenen Verbindungen 28 und 31 wurden genutzt, um Boc-

Piperazin 24 zu alkylieren (Schema 26). Verbindung 29 wurde mit HCI zu 30 entschiitzt.
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Die Vervollstindigung des D>R/ Ds;R-Pharmakophors und die Einfiihrung des H3R-
Pharmakophors wurde durch den Umsatz der Verbindung mit dem Benzoesdurederivat 37

erreicht. Dazu wurde die bekannte Kombination von Kupplungsreagenzien aus HOBt und EDC

verwendet.
28: R= Methyl 29: R= Methyl 30: R= Methyl, NH
31: R= Benzyl + 24 32: R= Benzyl
8 HO ﬁo{!}i TBf\H Br/\\/’o ﬁzcloallptq r/\NA\_/O
r + 2 cetonitril
B Q»R Feflux O'R Reflux Boc’N\) O’R
18h 28:43 % 16 h @ 2966 %
O 31:40% 30: quantitativ
3291 %
30
Nzl W HOBt, EDC O 104
¥ 0] N (0] (0]
OH (\N/\J \©\ ___E_I'F'FF N N7
HN__J o-CHa 16h e N_J [ j\ o-CHs
(o]

Schema 26: Synthese von Vorstufen 29-32 und Endverbindung 104
Verbindung 32 wurde unter reduktiven Bedingungen von der Benzylschutzgruppe befreit. Die
Verwendung von Wasserstoff und Palladium auf Kohle als Katalysator bedurfte hier den
Einsatz eines Autoklaven und leicht erhohter Temperatur. Erst bei erhohtem Druck und
erhohter Temperatur konnte nach 72 h das Produkt gewonnen werden. Die Ausbeute blieb
dennoch ungewdhnlich niedrig bei 67 %. Die Boc-Schutzgruppe sollte dabei intakt bleiben, um
im anschlieBenden Schritt eine Konkurrenzreaktion von Phenol und Amin zu vermeiden
(Schema 27). Verbindung 33 wurde anschlieBend in einer Williamson-Ethersynthese am Phenol
mit Verbindung 35 alkyliert. Die Abspaltung der Boc-Gruppe im sauren Milieu lieferte ein
freies sekundédres Amin 105. Durch Benzoylchlorid wurde das Amin in ein sekundédres Amid
106 tiberfiihrt, wie es das Pharmakophor der Leitverbindung verlangt.

32 33 *35
Hp, Pd/C K,CO3, KI

49
N/\/O MeOH/EE K\N/\/O Acetonl (\N/\/O
N\) 40°C,5 bar \) Reflux N \)
Boc” o) - 66,8% OH 16h Boc” 50,0 % o>

@ 72h Boc N I\O
o
105

106
(\N/\/O E)B(‘,T\;]ZOYICI (\N/\/O
\) ° \)
N 57.0 % [ j\o/\/\,\o ES.RT HN 52.5 % [ j\o/\/\
¢}

Schema 27: Synthese von Verbindung 105 und 106

O
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3.9 Zusammenfassung Synthese

Die Synthesen lieferten insgesamt sieben verschiedene Strukturklassen mit 59
Endverbindungen. Es wurden acht 2,5-Diketopiperazine, fiinf a,B-ungesittigte 2,5-
Diketopiperazine, acht 2-Ketopiperazine, finf C-substituierte Piperazine, 20 N-substituierte

Piperazine, elf Zimtsdurederivate und drei Napthoesdurederivate synthetisiert.

Durch die bausteinbasierte Synthese war es moglich ein grofles Spektrum an
Variationsmoglichkeiten der Strukturmotive zu realisieren. Fiir viele Reaktionsschritte konnten
allgemeine Methoden erarbeitet werden, die effektiv zur Synthese genutzt wurden. Die gezielte
Auswahl von Reaktionsbedingungen, Aktivierungs- und Kopplungsreagenzien ermoglichte

stereoselektive Synthesen.

Mit Hilfe der Mikrowellensynthese konnten Reaktionen effizienter durchgefiihrt werden.
Durch die Verwendung tiefer Temperaturen (bis -78 °C) war es mdglich, Reaktionen
kontrolliert zum Produkt und in guter Ausbeute ablaufen zu lassen. Die Verwendung von
Wasserabscheidern, Katalysatoren und gezielter Temperaturerh6hung wurde genutzt, um
Reaktionsgleichgewichte auf die Seite der Produkte zu verschieben und die Reaktionsausbeute
damit zu erhéhen. Die Verwendung verschiedener Schutzgruppentechniken ermdglichte es,
auch in Verbindungen mit mehreren reaktiven Positionen gezielt Derivatisierungen

durchzufihren.

Die Aufarbeitung der Reaktionsansitze erforderte teilweise die Verwendung von
Aufarbeitungsprotokollen, um z.B. die Gelierung von aluminiumhaltigen Reaktionsansétzen zu
vermeiden. Die Aufreinigung der Produkte konnte mittels Techniken wie Umkristallisieren und
Ausfillen, sowie durch chromatographische Methoden erreicht werden. Neben der klassischen
Saulenchromatographie und unbehandelten Kieselgelphasen (Normalphase) kam die Flash-
Chromatographie an Normal- und Aminophasen zum Einsatz. Um Restwasser entfernen zu

konnen, wurde sich der Methodik der Gefriertrocknung bedient.
Mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie, der Massenspektroskopie der NMR-Spektroskopie

sowie der Verwendung von einer Massenspektrometrie-gekoppelten-

Fliissigkeitschromatographie wurden die Produkte analysiert und charakterisiert.
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4 Pharmakologische Testung

Die Aktivitit der synthetisierten Verbindungen wurde zunichst in In-vitro-Experimenten als
Affinitit zu Zielstrukturen ermittelt. Die Affinitdt wird als gut bzw. hoch bewertet, wenn die
Testsubstanz eine starke Bindung zur Zielstruktur eingeht. Die Stirke der Bindung wird iiber
die Dissoziationskonstante K;/ Kp ausgedriickt, die sich aus dem Gleichgewicht zwischen
freiem und gebundenem Liganden und Massenwirkungsgesetz ergibt. Je kleiner die
Dissoziationskonstante, desto stédrker ist die Bindung zum Rezeptor. Darus ergibt sich, dass die

Affinitdt einer Substanz als gut bzw. hoch beschrieben wird, wenn der K;-/ Kp-Wert klein
19245246

4.1 Histamin-H3z-Rezeptor

Die Affinitdt zum humanen Histamin-H3-Rezeptor (hH3R) wurde durch eine Radioligand-
Verdringungsstudie ermittelt. Als Radioligand wurde [*’H]N*-Methylhistamin verwendet und
die rekombinanten hH3R von HEK-293-Zellen gewonnen®*’. Die Affinititen, die bestimmt
wurden, sind als Mittelwerte mit einem 95 %-Konfidenzintervall (CI 95 %) angegeben. Die
Verbindungen werden anhand ihrer K;-Mittelwerte nachfolgend als moderat (Ki: 100-1000 nM),
gut (Ki: 10 nM-100 nM) und sehr gut (Ki: <10 nM) bewertet. Als Grundlage dienen
Vergleichswerte von bekannten H3R-Antagonisten, die in die Strukturentwicklung eingeflossen

sind oder erfolgreich klinische Studien beendet haben?!82%,

HZN\')J\N/\ O“\/\/O

Ay A 1oV

A-304121 o JNJ-Verbindung-53
K 957 nM K;:25 nM
H3C\N
wH Q Cl
HY A\
“@ O T
ABT-288 Pitolisant
K;: 2,0 nM K;:2,5nM

Abbildung 38: Literatur-Referenzwerte fiir die Affinitiit zum hH;R, angegeben als K;-Werte 212-214239

Zum Vergleich der Literaturwerte mit den in den Experimenten bestimmten Ki-Werten, wurde

Pitolisant als Referenzsubstanz vermessen und in Tabelle 7 mit aufgefiihrt.
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4.1.1 HsR-Affinitit von 2,5-Diketopiperazinen

Tabelle 7 zeigt die Affinitdt der 2,5-Diketopiperazine 52a-g zum hH3R, sowie deren

physikochemischen Eigenschaften wie Molekulargewicht (MG) und die spezifische Drehung

(spez. Drehung, [a]D25).

Tabelle 7: Affinitdt von 2,5-Diketopiperazinen am hH3R

MG hH;R- Spez.
Nr. Struktur [g/mol] K; [nM] Drehung
& (C195%) [a]p?
cl
11,3
G0 T 2059 | 1 /
N0 (8,4-15,1)
Pitolisant
i i
52aL NWO\@\HN% 345,4 74 +48,67
\\\-S(NH (22-251)
o)
52aD NWO@KW 3454 158 -49,00
(51-495)
o)
i i 159
52b NWO\@\HN% «CHs 359,5 > +23,67
S(NH (48-529)
o
i 2.z
52¢ ”WOQHN% 387,5 219 -14,00
S(NH (61-781)
o
52d O o) 435.6 39 +4,33
N\/\/O\©\H$ \© (15-97)
NH
o)
52e ,i/\y o] 576,8 12,5 -58,00
NWO\@\HN% \© (3,7-42.2)
NH A~y
o)
52f @ o 385.5 40,8 -48,00
N\/\/O\G\i’i:b (17,296,7)
N
o
52¢g O N 425,6 53,9 +11,00
N WO\@\TQ:@ (24,6-117)
N
0

Ki als X mit 95 %-Konfidenzintervall [(untere Grenze-obere Grenze) n>3], [a 1p? in

] mit 0,01 g/ml in MeOH
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Alle 2,5- Diketopiperazine 52a-g zeigen eine moderate bis gute Affinitdt zum hH3R, eine sehr
gute Affinitét konnte nicht festgestellt werden. Verbindung 52e zeigt dabei die hochste Affinitdt
mit 12,5 nM. Die schlechteren Affinitdten lassen sich aus der rdumlichen Struktur (vergl. 3.3.2)
der Liganden ableiten. Durch die Ausbildung einer gestapelten Konformation wird eine
raumnehmende Gruppe gebildet, die schlecht in die Bindetasche des H3R passt. Die fiir eine
starke Bindung notigen Interaktionen konnen so nur bedingt ausgebildet werden. Im Gegensatz
dazu beinhaltet die dimere Verbindung 52e das fiir die Bindung am hH3;R nétige
Strukturelement auf beiden Seiten der Verbindung, sodass eine Seite der Verbindung fiir die
Interaktion in der Bindetasche zur Verfligung steht und eine gute Bindung zum Rezeptor
erzeugt.

Im Vergleich der beiden Enantiomere 52aL. und 52aD lassen sich beziiglich ihrer Affinitét zum
H3R keine signifikanten Unterschiede feststellen. Auch wenn sich die Mittelwerte deutlich
voneinander unterscheiden, tiberschneiden sich die Vertrauensbereiche. Die Stereochemie der
Verbindung scheint damit keinen nachweisbaren Einfluss auf das Bindungsverhalten zu haben.

Eine Unterteilung in Eutomer und Distomer kann und sollte daher nicht erfolgen.

4.1.2 HsR-Affinitit von a,p-ungesiittigten 2,5-Diketopiperazinen

Wie Tabelle 8 zusammenfasst, zeigen die o,B-ungesittigten 2,5-Diketopiperazine 53-57 eine
gute bis sehr gute hH3;R-Affinitit. Gegeniiber den gesittigten Strukturen weisen die
Verbindungen eine erhohte Affinitit auf (Tabelle 7). In diesem Vergleich ausgenommen ist
Verbindung S2e, die bereits innerhalb der Gruppe der 2,5-Diketopiperazine eine deutlich
hohere Affinitit zeigt. Durch die Doppelbindung zum H3R-Pharmakophor wird dieses in einem
planaren Zustand fixiert; die Ausbildung einer gestapelten Anordnung ist nicht mehr méglich.
Die schlechtere Affinitdt von Verbindung 55 verglichen mit Verbindung 53 und 57 zeigt, dass
sich m-Elektronensysteme im rechten Teil der Verbindungen stirkend auf die Bindung zum
Rezeptor auswirken. Dabei ist die Art des n-Elektronendonors nicht entscheidend, da sowohl
Phenylsubstituenten wie in Verbindung 54 und 57 als auch Carbonylstrukturen wie in
Verbindung 53 diesen Effekt zeigen. Eine Kombination der n-Elektronensysteme fiihrt nicht zu
einer weiteren Erhohung der Affinitdt, wie man im Vergleich von Verbindung 56 mit 57
erkennt. Ein verminderte Affinitit lasst sich hingegen ebenso wenig feststellen (Tabelle 8).
Beide Verbindungen zeigen sehr gute Affinititen und dariiber hinaus belegen sie, dass nur die
sterische Fixierung des H3;R-Pharmakophors fiir die erhdhte Affinitdt gegeniiber den 2,5-

Diketopiperazinen verantwortlich ist.
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Die freie Drehbarkeit des Phenylsubstituenten in Verbindung 56 und 57 vermindert die sehr
gute Affinitdt von Verbindung 54 nicht und behélt diese bei.

Tabelle 8: Affinitdt von a,-ungesdttigten 2,5-Diketopiperazinen am hH3R

MG hH3;R Spez.
Nr. Struktur [g/mol] Ki [nM] Drehung
& (CI 95 %) [o]p?

53 O Wom 385.4 3.8 /
Y (1,6-9,0)

54 ”WO J\/\Q 431,5 3.8 /
(1,1-13,6)

55 O\‘\/\/o HN)K’ 343’4 22,3 /

N__NH (9,7-63,1)

@ I
>6 NWO@JN:?\O 70 " 933
_ N (2,3-8,6)
0 O%CH3

G o
QD ] 2 | e
= NH (0,7-6,0)
o

Ki als X mit 95 %-Konfidenzintervall [(untere Grenze-obere Grenze) n>3], [a]p?® in ] mit 0,01 g/ml in MeOH

4.1.3 HsR-Affinitit von 2-Ketopiperazinen

Als weitere Strukturvariationen im Bereich des Piperazin-Elements wurden 2-Ketopiperazine
dargestellt. Die 2-Ketopiperazine 58 und 60 konnen als einfach reduzierte Derivate von
Verbindung 52f betrachtet werden. Die weiteren Verbindungen 61-66 sind einfach reduzierte
Variationen des Glycinanhydrids, die liber ihre Aminogruppe mit dem H3;R-Pharmakophor
verknlipft sind. Die Affinitdten der Verbindungen sind in Tabelle 9 zusammengefasst und als
gut bis sehr gut zu bewerten, mit KiWerten zwischen 0,5 nM (58) und 11,3 nM (66).

Die gegeniiber den 2,5-Diketopiperazinen (Tabelle 7) deutlich erhohte Bindungsstérke 1dsst
sich nicht nur mit der Einfilhrung eines zweiten basischen Zentrums erkldren. Auch
Verbindungen 62, 63 und 65, die zwei Amide am Piperazinkdrper enthalten, zeigen eine
verbesserte Affinitét, mit vergleichbar sehr guten Werten, wie die ungeséttigten Verbindungen

aus Tabelle 8.
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Die Verschiebung der Amidbindung von cyclisch zu exocyclisch scheint hier ausschlaggebend
fiir die erhohte Bindungsstérke zu sein. Dem 2-Ketopiperazin-Motiv wird dadurch ein erhdhtes
Mal an Flexibilitit ermdglicht. Die starr planare Ausrichtung der 2,5-Diketopiperazine, die
auch fiir die Bildung der Dipol-Dipol-Stapelung (vergl. 3.3.2) wichtig ist, wird aufgebrochen.
Das Amid befindet sich dabei weiterhin in einer planaren Anordnung, jedoch ist es vom zweiten

Amid sterisch geldst.

Tabelle 9: Affinitdt von 2-Ketopiperazinen am hH3R

hH3;R
Nr. Struktur [ %S)l] Ki [nM] Spez[.a]])rzeshung
8 (C195 %) D

58 O 1y 4444 0,5 +53,00
N _~_0 HNkb P 02l )
x2HCI 0.2-1,6)

60 “WOW 444 4 3,7 +19,33
x2HCI (0,4-74,0)

(@]
61 QWO A 444.4 9.2 14333
x2HCI N\/Q (2,6-32,1)
=

@ i
x2HCI N .: (2,5-4,3)

63 NWO HLNH 381,9 2.8 /
xHCI (0,9-8.5)
Q 4,9
64 N _~_0 ’)L 404,4 /
2HCI Q " (0.5-16.5)

65 NVXE"@Y H* 472,1 4.9 /
(2,6:9,0)

66 O“\/\/O HKN 4945 1.3 /
x2HCI \©\/N\)/\© (5.7-224)

Ki als X mit 95 %-Konfidenzintervall [(untere Grenze-obere Grenze) n>3], [a]p? in ] mit 0,01 g/ml in MeOH
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Verbindung 58 zeigt mit einem K;-Wert von 0,5 nM bzw. einem pKi-Wert von 9,28 die hochste
Affinitéit, sowohl innerhalb der Gruppe der 2-Ketopiperazine als auch unter allen weiteren hier
dargestellten Verbindungen. Verbindung 58 vereint dabei optimal die Vorteile der erhohten
Flexibilitdt mit der Einfiihrung einer weiteren basischen Gruppe. Dabei scheint die Position des
basischen Stickstoffes einen nennenswerten Einfluss zu haben. Es lisst sich beobachten, dass
ein groBerer Abstand vom Aromaten zum Amin vorteilhaft ist, wenn man Verbindung 61 und
66 in die Betrachtung einbezieht.

Im Vergleich mit den Derivaten 61 und 62 lisst sich eine Uberlegenheit der C-Substitution
gegeniiber der N-Substitution erkennen. Gegeniiber den nicht-anellierten Verbindungen 63 und
64 kann dies jedoch nicht generell bestdtig werden. Innerhalb der Gruppe der nicht-anellierten
2-Ketopiperazine 63-66 lédsst sich kein Unterschied hinsichtlich ihrer Affinitdit zum hH3R

feststellen.

4.1.4 HsR-Affinitit von C-substituierten Piperazinen
Die Affinitdt zum hH3R der C-substituierten Piperazine sowie deren Molekulargewicht und

spezifische Drehung sind in Tabelle 10 gezeigt.

Tabelle 10: Affinitit von C-substituierten Piperazinen am hH3R

MG hH3R Spez.
Nr. Struktur [g/mol] Ki [nM] Drehung
& (CI 95 %) [a]p?
s
67a N._~_O N 426,9 +4,66
x3HCI mNH (0.4-89)
67d O\/\/O 517,0 L1 +4,00
X3HCI \Q\/O/\@ 04-34)
et sas] .
67e X4HCl ~NH 0> "N 694,6 ’ -3,33
Cl (0,2-5,0)
1,3
67f G\‘\/\/O . 466,9 ’ -1,00
X3HCI m (0.6-3,0)
6s | (o Aoy 4725 1.5 0,67
Xx2HCI \©\/©“/\> (2:0-67.9

Ki als X mit 95 %-Konfidenzintervall [(untere Grenze-obere Grenze) n>3], [0]p® in

] mit 0,01 g/ml in MeOH
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Die vollstindige Reduktion der Amide von Verbindung 52aL., d und f fiihrt zu Verbindungen
mit Piperazin als Grundgeriist. Die Verbindungen 67a, d und f zeigen mit 1,1-2,0 nM sehr gute
Affinitdten zum hH3R. Die durch Acetylierung der Verbindung 67f erhaltene Verbindung 68
zeigt eine gute Affinitit. Eine weitere Verbesserung im Vergleich mit den einfach reduzierten
Verbindungen (Tabelle 9) ist nicht sichtbar festzustellen. Durch die Authebung der sterisch
unvorteilhaften 2,5-Diketopiperazin-Struktur ldsst sich auch beim Dimer 67e (Tabelle 7) im
Vergleich mit den anderen Verbindungen keine erhdhte Affinitét feststellen. Mit K;-Werten im
einstelligen nanomolaren Konzentrationsbereich zeigen die Verbindungen der 67er-Reihe

neben sehr guten Affinitdtswerten auch eine geringe Streuung der Werte.

4.1.5 HsR-Affinitit von N-substituierten Piperazinen

Die Gruppe der N-substituieren Piperazinderivate umfasst insgesamt 14 Verbindungen, die sich
homogen hinsichtlich ihrer Affinitdt zum hH3R zeigen (Tabelle 11). Sechs Verbindungen 70
und 72-76 sind Vergleichssubstanzen zu den Derivaten ohne Prolinpartialstruktur.
Verbindungen 78-82 und 84-87 sind Piperazinderivate mit Prolinanteil. Verbindungen 88 und

89 sind, ohne Piperazin als Kernstruktur, direkt an Prolin gekoppelt

Tabelle 11: Affinitit von N-substituierte Piperazinen am hH3R

hHs;R
Nr. Struktur | 1>fnGl] Ki [nM] Spez[. ]])rzeshung
gmo (C195 %) oJo
70 ONWO 10,1 /

426,9
(\NH , _
x3HCI \©\/N\) (7,2-14,1)

72 O“WO % 404,4 > /
X2HCI N (1,5-17,6)

0
Q 1,9
73 N._~_°©O K\N)b 494,5 /
Xx2HCI \©\/N\) 08549
1,5
74 N._~_O N 517,0 /
x3HCI \©\/N\)/\© (1.2-2.0)
o)
75 N NJK@ 472,0 2.2 /
xHCI N\) (0,9-5,3)

76 GNWO@W ﬁw@ 494.5 73 /
x2HC| N (3,6-15.4)
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hH3;R
Nr. Struktur [ 1>1/'[ncj)l] Ki [nM] Spez[.aI])rgshung
8 (C195 %) D
0
x3HCI \) (1,5-127,7)
I 3,6
79 N\/\/O (\N 529,6 +35’67
X2HCI \©\/N\) (0,7-17,4)
i
O G H 56
80 N._~_0 (\NKLN) 564,0 5 +23,00
x3Hcl N (2,5-12,5)
HC
81 @ o \ 562,0 6.0 +30,67
T (\NKD (2,8-12,9)
X3HCI
O\J o H Y\NHZ 0.6
82 o~ @VﬁNKQ 5310 , 14190
X3HCI 4269
O 14 29,0
84 N._~_© (\NKLN) 564,0 5 +31’43
x3Hct \©de) (7,8-108,0)
86 N\/\/O 501’5 5,4 —}—30’00
x2HCI 2.0-145)
H >/\NH2
N\/\/O 12,1
87 e 7@\( 558.6 ’ +56,00
(5,1-28.8)
GNWO 285
88 XHCI ©\WN2 (/ 436,0 25,67
\'H (9,7-84,2)
N._~_0O
8 ©\/\W 2 7 464,0 124 27,33
xHCI N, ( _
'H (44,4-285)
o N
O H

Ki als X mit 95 %-Konfidenzintervall [(untere Grenze-obere Grenze) n>3], [o]p?

5in

] mit 0,01 g/ml in MeOH
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Alle Substanzen mit Piperazin-Grundkorper zeigen eine gute bis sehr gute Affinitdt zum hH;3R.
Innerhalb dieser Gruppe gibt es kaum Unterschiede in der Bindungsstirke, die Ki-Werte
variieren zwischen 1,5 nM (74) und 29,0 nM (84).

Die Verbindungen mit Prolinelement 78-82 und 84-87 zeigen, dass Aminosdurestrukturen mit
Hs;R-Pharmakophoren mit guter Bindungsstiarke zum H3R kombinierbar sind. Auch Dipeptide
wie Verbindung 82 und 87 liefern gute bis sehr gute Affinititswerte.

Verbindungen 88 und 89 zeigen gegeniiber den Derivaten ohne Prolin eine signifikant
schlechtere Affinitdt, nicht jedoch gegeniiber den Piperazinen mit Prolinelement. Allgemein
lasst sich eine sehr starke Robustheit des Piperidin-propyl-oxy-aryl-Piperazins bezogen auf

hohe Affinitdten zum hH3R erkennen.

Die teilweise sehr unterschiedlichen Substitutionsmuster im dstlichen Teil der Molekiile haben
meist keinen nennenswerten Einfluss auf die Bindungsstiarke zum hH3R. Die Art der Stickstoffe
innerhalb der Piperazins, als zweite Heteroatomgruppe beeinflusst die Affinitét ebenfalls nicht;
sowohl Amine (70 und 74), Amin-Amid Mischungen (72, 73, 76, 78-82, 84) als auch Amide
(86 und 87) zeigen vergleichbar gute K;- Werte.

Verglichen mit den vorherigen Strukturklassen lassen sich lediglich Unterschiede zu den 2,5-
Diketopiperazinen (Tabelle 7) erkennen. Anders als bei den 2-Ketopiperazinen (Tabelle 9) hat
die Substitutionsposition (,,C*“ oder ,,N°) einen unerheblichen Einfluss bezogen auf die

Affinitdt, wenn man diese mit den C-substituieren Derivaten vergleicht (Tabelle 10).

4.1.6 H3R-Affinitit von Zimtsiureamiden und Analoga

Die Zimtsdureamide 91-99 sind Analoga zu den Benzoesdureamiden der N-substituierten
Piperazine ohne Prolinfragment (vergl. 4.1.5). Der Vergleich der direkten homologen
Verbindungen 91-93 zeigt, dass durch die Kettenverlingerung von Benzoe- zur Zimtsdure kein
Affinitdtsverlust erfolgt (Tabelle 12). Die Substanzen zeigen vergleichbar sehr gute
Bindungsstarken. Auch hier scheint die Art der Piperazinstickstoffe bedeutungslos fiir die
Affinitdt zum hH3R zu sein. Dariiber hinaus zeigen Verbindungen 94-99, dass auch die Art der
Aminkomponente, sowie die Konjugation von Sdure zum Aromaten unterschiedlich sein darf.
Die freie Sdure 34 zeigt, dass Amide vorteilhaft in Bezug auf die hH3;R-Affinitét sind. Mit der
guten Affinitéit bestétigt Verbindung 34 aber auch die bereits erkennbare, hohe Robustheit des
H3R-Pharmakophors.
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Tabelle 12: Affinitit von Zimtsdureamiden und Analoga am hH3R

hH3;R
Nr. Struktur [ IXInC(})I] Ki[nM] Spez[.(grg?ung
& (CI195 %) °
7,4
91 N\/\/O NH 430,4 ’ /
x2HCl m(@ (5,4-10,1)
O
(0]
U - I T R
N (0,5-2,2)
O
O 4,9
03 N0 N 520,5 ’ /
x2HCl \C\NN\)AQ (2,3-104)
[¢]
g @Nm"%o 0| |
X _— N (2,6-15,0)
(6]
xHCI N (2,2-8.6)
[e)
3,6
9 @N\/\/O 381,0 ’ /
xHCI %NO (1,0-13,1)
@)
97 N\/\/o H 381,0 6’1 /
xHCI A~ _N__~_CHs (3,8-10,0)
(0]
98 ONWOO\/\W“ 302,4 >3 /
A~ Neew, (2,1-13,7)
O
99 “WOH 326.4 10.8 /
Nech, (2,7-43,1)
(0]
X = OH (20-46)
[e)

Ki als X mit 95 %-Konfidenzintervall [(untere Grenze-obere Grenze) n>3], [a]p? in [d:::

;] mit 0,01 g/ml in MeOH
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4.2 Amyloid-Beta-Interaktion

Die Kombination eines H3R-Antagonismus mit einer AB-Polymerisations-Inhibition kann zur
einer DMT fiihren. Kiirzlich konnten Zhang et al.>* zeigen, dass kleine Molekiile mit H3R-
Affinitdit an Ap-Monomere binden und ihre Aggregation verhindern konnen. Eine zu starke
Bindung an die Monomere konnte aggregationsfordernd wirken, eine zu schwache Bindung
hingegen kann zur Ineffektivitdt fithren. D-Peptide wie D3, ANK3 und ANK6 wurden
hinsichtlich ihrer Affinitdt zu AB-Monomeren untersucht und ihre Affinitdt zu den Monomeren
ermittelt?>*-2>2, Tabelle 13 stellt die inhibitorische Potenz und die Affinitit der Substanzen dar

und ermoglich es Zielwerte fiir die Affinitit zu Af-Monomeren zu definieren.

Tabelle 13: Referenzwerte fiir Ap-Aggregations-Inhibitoren

. Aggregations-Inhibition [%]
Substanzbezeichnung APBi-42 Kp [uM]
ICs0 [uM]
80
D3 14
7,2
100
ANK3 7
Keine Angaben
100
ANKG6 3
3,6
68
Zhang et al. 71 ‘ Keine Angaben
Keine Angaben

Aggregationsinhibition ermittelt in einen Thioflavin-T-Assay, Affinitiit zu ABi-42 ermittelt durch SPR-Spektroskopie®*-2?

Affinitdtswerte im niedrigen pM-Konzentrationsbereich fithren zu einer effizienten Inhibition
der AB-Polymerbildung. Eine Bewertung der Affinitdten erfolgt aufgrund dieser Daten als sehr
gut bei Kp-Werten < 10 puM, als gut bei Kp-Werten 10-100 uM und als moderat bei Kp-Werten
<100 uM.

Zur Messung der Affinitdt zu APi.42>-Monomeren wurde eine Surface Plasmon Resonance
(SPR)-Messung durchgefiihrt. ABi.4>-Monomere wurden auf einem Cytiva Series S CM-5 Chip
immobilisiert und verschiedene Konzentrationen (200 uM-12,5 uM) der Testsubstanzen
vermessen. Als Ergebnis der Messungen wird ein Sensorgram erhalten. Die Werte aus dem
Steady-State werden in ein Response-log(Konzentration)-Diagramm {ibertragen, und der Kp.
Wert ermittelt. Beispielhaft sind die Sensorgramme der Verbindungen 64 und 66 in Abbildung
39 dargestellt, daneben ist ein Sensorgram einer nicht bindenden Substanz (52e) gezeigt. Es

wurden alle Verbindungen der Tabellen 7-13 auf Thre Affinitdt zu APi.42 getestet.
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Die nachfolgende Darstellung erfolgt auszugsweise anhand von Substanzen, die eine Affinitit
zu den Api42-Monomeren zeigten und vergleichbaren Verbindungen ohne bestimmbare

Affinitit. Alle nicht dargestellten Verbindungen weisen keine bestimmbare Interaktion auf.

Tabelle 14 zeigt die Affinitdt zum hH3R und zu ABi-42-Monomeren von 2,5-Diketopiperazinen
und C-substituierten Piperazinen. Es sind Substanzen mit und ohne Affinitit zu APi.42-
Monomeren dargestellt, um strukturelle Gemeinsamkeiten und Unterschiede erkennen zu
konnen.
Tabelle 14: Affinitét von 2,5-Diketopiperazinen und C-substituierten Piperazinen am hH3R und A4

MG ABia hH3R K; [nM]
[g/mol] Kp [uM] (CI95 %)

Nr. Struktur

(o]

52aL NW"QHN 3454 n.b. 74
S(NH (22-251)

O

@ i
52d ”WOQHNJ\ 435,6 | 12600000,0 39
S(NH (15-97)

z
T

¢}
O
QHNJ\ CL 12,5
52e N 576,8 n.b.
o} O (3,7-42,2)

2,0
67a Qj o 317.5 n.b. ’
N \@\i,\‘l\/)\“-' (0,4-8,9)

67d GN 407.6 n.b. L1

\/\/O
\©\i®/\© (0’4-3’4)
NH

Q‘\/\/Om 1
67e NH . 548.8 17.6 ;
Q (02:50)

Ki hH;3R: K als X mit 95 %-Konfidenzintervall [(untere Grenze-obere Grenze) n>3], [a]p?, n.b.: nicht bestimmbar

Die 2,5-Diketopiperazine zeigen nahezu keine Affinitdt zu APi-42. Verbindung 52d deutet an,
dass gewisse Strukturelemente, wie Phenylringe und Carbonylfunktionen, fiir die Interaktion
hilfreich sein kdnnen. Mit 12,6 M Affinitdt kann hier jedoch nur eine sehr geringe Affinitét
bestimmt werden. Ungesittigte 2,5-Diketopiperazine 53-57 (Tabelle 8) zeigen keinerlei

Interaktion mit den Monomeren.
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Unter den zweifach reduzierten Verbindungen kann 67e eine gute Affinitdt von 17,6 uM
aufweisen. Als Unterschiede zu 67a und 67d lasst sich ein weiteres basisches Zentrum und eine
verldngerte Molekiilstruktur herausarbeiten. 67e kann dadurch mehr basische Amine, iiber eine

groflere Flache fiir eine Interaktion aufweisen.

Tabelle 15: Kp-Werte z. Af (1-42), Ki-Werte z. hH3R von 2-Ketopiperazinen und N-substituierten Piperazinen
MG AB (1-42) hH:R K; [nM]
[¢/mol] | Kp [M] (CI 95 %)

Nr. Struktur

@ i
63 N0 Ay 345.4 n.b. 2.8
NS (0.9-8.5)
@)

g i
65 N O %N/\Q 435.6 n.b. 4.9
N (2,69,0)
0

4,9

(0]
64 Q o 331,5 1570,0
. 11,3
66 O\J\/\/o H&N 421,6 51,6 ’
0

(7,2-14,1)

70 O\l\/\/o . 426.9 n.b. 10,1
T

x3HCI

1,5
74 Ql\/\/o 517,0 n.b. ’
N
x3HCI \©\/© /\© (1,2-2,0)

(o]
n e pH\@ 494.5 nb. 1.9
x2HCI \©\/N\) 0849

7 ONWO@\W QNH 4044 17.2 31
N

X2HCl (1,5-17.6)

2,2

75 NWO@\W *@ 472,0 n.b. ’
xHCI 0,9-5,3)

76 Q‘WO ﬁn:@ 494.5 n.b. 7
x2HCI N\) (3,6-15,4)

Ki hH3R: K als X mit 95 %-Konfidenzintervall [(untere Grenze-obere Grenze) n>3], [a]p? , n.b.: nicht bestimmbar
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Sowohl in der Klasse der 2-Ketopiperazine als auch der N-substituierten Piperazine lassen sich
moderate bis gute Affinitdten zu APi-42 Monomeren messen. Anders als bei Verbindung 67e
zeigen die Verbindungen 64, 66 und 72 sowohl Amin- als auch Amid-Strukturen. Reine Amid-
(63, 65 und 75) oder Amin-(70 und 74) Verbindungen zeigen keine Affinitdt. Amide als
Wasserstoffbriickenbildner scheinen vorteilhaft fiir eine Interaktion mit den Monomeren zu
sein. Die Benzylsubstitution von Verbindung 66 erhoht die Affinitdt um den Faktor 100 und

gibt Anzeichen dafiir, dass auch n-Elektronen Interaktionen wichtig fiir die Bindung zu ABi-4

1st.
A O‘\/\ﬁﬁ ;\NH
RU RU Verbindung 64 t%/‘ M «/J
6 4
5 354
Ll
— 4 X —t
[N 55
& s 2
c g 2 24
& 2
v g 4 n 15
4} 3}
= o
4 14
1
05
1*
° t 1 t . f f I £ e o B
-200 0 200 400 600 800 1000 1200 0 2e-4 de-4 6e-4  Be-d 1e-3  12e-3 14de-3 1,6e-3
Zeit [s] Konzentration [M]
Q f
N
B Nﬁ HL'}'%
RU RU Verbindung 66 -~ N._- e

10 35 -
.
8 3
— 6 25+
2, i 5
2 ] g
c 2 154
o 2 o -
o a 4]
wvy wvy
U 0 4] .
I &= 05
24 o0l
-4 4 0,5 —
- t f 12 t t f t t t t t ]
-100 ] 100 200 300 400 500 600 1e-5 2e-5 3e-5 4e-5 5e5 Be-5 Te-5 B8e5 9e-5 1e-4
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c M e
RU N -OT ] HN JH \m"\]
. Verbindung 52e s, .| P ey j
o L
3
.
e
o
W
5
a ']
&
]
o
04
E]
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Abbildung 39: SPR-Sensorgramme und Kp-Plot von A: Verbindung 64, B: Verbindung 66 und C: Verbindung 52e
ohne messbare Af;-4>-Affinitdt

103



Pharmakologische Testung

4.3 In-vivo-Testung von Verbindung 52e

Das 2,5-Diketopiperazin 52e weist innerhalb der Gruppe der 2,5-Diketopiperazine (Verbindung
der 52er-Reihe) die hochste Affinitdt zum H3R auf. Um die unter Kapitel 3.1 postulierte, gute
ZNS-Géngigkeit zu iiberpriifen, wurden In-vivo-Versuche mit mdnnlichen Wistar-Ratten zum
Futterverbrauch durchgefiihrt. Ein verminderter Futterverbrauch wird dabei einem
Uberschreiten der Blut-Hirnschranke und einer Antagonisierung des H3R zugeschrieben. Dabei
haben Ratten an vier aufeinander folgenden Tagen 3 mg/kg Kdrpergewicht von Verbindung
52e subkutan injiziert bekommen. Die Nahrungsaufnahme wurde dabei beobachtet. Als
Vergleich dienten drei Tage vor der ersten Injektion. Am fiinften Tag wurde eine letzte Dosis
verabreicht und anschlieBend die Enzymaktivitit bestimmt**®., Die verminderte
Nahrungsaufnahme ist auf eine Histamin-Freisetzung im ZNS zuriickzufiihren, die durch den
Hs-Antagonismus erzeugt wird. Durch Aktivierung des Histamin-H;-Rezeptors kommt es zu
einer verminderten Nahrungsaufnahme. Verbindung 52e konnte durch eine verminderte
Futteraufnahme zeigen, dass Verbindungen der Klasse der 2,5-Diketopiperazine die Blut-
Hirnschranke {iberwinden kénnen. Dariiber hinaus wurde in einer post-mortem-Analyse der

Enzymaktivitit eine um 20 % geringere Aktivitit der Histamin-N-Methyltransferase festgestellt
o]
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Abbildung 40: In-vivo-Ergebnisse von 52e, **: p <0,01; ***: p <0,001, Rattengewicht 180-250 g
(Die Untersuchungen wurden durchgefiihrt in der Arbeitsgruppe von Prof. Agnieszka Fogel,

Lodz, Polen)

4.4 Testung der IGF:-Freisetzung

Zum Zeitpunkt der Dissertation lagen keine Ergebnisse iiber die Freisetzung von IGF; aus

seinem Bindungsprotein IGFBP; vor. Die Testungen sind noch ausstehend.
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4.5 Dopamin-D,/ D3:-Rezeptor

Die Affinitit zum humanen D;R und D3R (hD;R/ hDs;R) wurde durch ein Radioligand-
Verdringungsassay ermittelt. Als Radioligand wurde [*H] Spiperon verwendet und die
rekombinanten hD,R und hD3R von CHO K1 Zellen gewonnen'>. Die bestimmten Affinititen
sind als Mittelwerte mit einem 95 %-Konfidenzintervall (CI 95 %) angegeben. Die
Verbindungen werden anhand ihrer Kij-Mittelwerte als moderat (Ki: 100-1000 nM), gut (Ki: 10
nM-100 nM) und sehr gut (Ki: <10 nM) bewertet. Als Grundlage dienen Vergleichswerte von
bekannten D>R/ Ds;R-Antagonisten, die in die Strukturentwicklung eingeflossen oder zur
Therapie der Schizophrenie zugelassen sind!#7-29%233,

Zum Vergleich der Literaturwerte mit den in den Experimenten bestimmten K;-Werten, wurde

Haloperidol als Referenzsubstanz vermessen und in Tabelle 16 und Tabelle 18 mit aufgefiihrt.

Aripiprazol Cariprazin

hD,R K;: 1,4 nM hD,RK;: 0,6 nM
hD3R K;: 1,0 nM hD3;R K 0,1nM
D,/DjRatio: 1,4 D,/D3Ratio: 6,0

/@)LVOEOQ OO o\”%'\b]@

Haloperidol BP-897

hD,RK: 1,4nM hD,RK: 61,0nM
hDsRK;:  2,9nM hD;RK:  0,9nM
D,/D3Ratio: 0,5 D,/DzRatio: 68

Abbildung 41: Literatur-Referenzwerte fiir die Affinitiit zum hD,R/ hD3R, angegeben als Ki-Werte!5020%24

4.5.1 D:2R- und D3R-Affinitit von Methoxyphenyl-piperazinen

In Verbindung 100 und 101 wurden antagonistische Partialstrukturen von H3R und D>R/ D3R
kombiniert. Verbindung 102 und 103 stellen das reine Dopaminfragment und Verbindung 97-
99 das reine Histaminfragment dar. Die monovalenten Hs;R-Antagonisten weisen, wie
beschrieben, eine sehr gute Affinitdit zum Rezeptor auf. Auch die MTDL zeigen eine
vergleichbar sehr gute Affinitit; die Kombination konnte damit ohne einen Verlust an H3R-
Affinitdt durchgefiihrt werden. Die D2R/ D;R-Liganden 102 und 103 weisen eine hohe
Bindungsstdrke zu ihren Rezeptoren auf. Dabei zeigt Verbindung 102 mit einem D>/Ds-
Verhiltnis (D2/D3-Ratio) von 84 eine hohere Priaferenz zum D3R als Verbindung 103 mit einem

D»/Ds-Ratio von 40.
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Die MTDL-Verbindungen 100 und 101 zeigen eine vergleichbar sehr gute D3;R-Affinitét. Die
Affinitdt zum D2R nimmt dagegen zu, sodass sich die Praferenzen fiir den D3R verschlechtern.
Verbindung 100 weist ein D>/D3-Ratio von 7,3 auf, Verbindung 101 eins von 9,9. In beiden
Féllen konnten die Affinitdt zu den Rezeptoren erhalten werden, was zeigt, dass eine

Verschmelzung der Pharmakophore gut gelungen ist.

Tabelle 16: K; zum hH3R sowie K; zum hD2R/ hD3R von hD2R/ hD3R-Antagonisten

hHsR hD>R| hD3R
MG
Nr. Struktur Ki [nM] Ki [nM]
[g/mol]

(CI195 %) (CI195 %)

(2,0-3,4) (10,4-17,4)

OH
Q)Ovv (O | s 20 ) 139
H

F aloperidol

100 QV/\(“WNﬁ | ossas | 14 153 | 2.1

4,6 19,8 2,0
(2,1-102) (8,546,1) | (0,7-6,1)

101 HWNﬁ

558,8

_CH
(0]
0,8-2,4 8,7-26,8 1,1-4,0
I N (0824) | (87268 | (1.1-40)
O"\/\/O
O/CH

o) LN
97 O\l\/\/o

H 381,0 6,1 >1000" | > 1000
xHCI N _~_CHs (3.8-10,0)

[e]
98 s ] 3024 | > | >1000° | > 1000°
A Noew, 2,1-13,7)
(0]
99 o ) 3264 | 198 | = 1000° | > 1000°
Nech, (2,7-43.1)
(o]
Hac™© y
102 AN o | 436 | 10000 | 030 | 073
) K/N\Cj (342-116) | (0,57-1,0)
.0
Hs;C H
103 OO N\/\/\N/H o CHa 447.6 ~ 10000 75,0 1,86

0 N\© (35,8-157) | (0,73-4,71)

Ki als X mit 95 %-Konfidenzintervall [(untere Grenze-obere Grenze) n>3] |,*: Einpunktbestimmung 10 uM Inhibition < 50 %
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Verbindung 101 wurde auf die Selektivitit zum hH;R, hDiR und hDsR, sowie die
inhibitorischen Effekte auf AChE und BuChE getestet.
Tabelle 17: Rezeptor-Selektivitit und Cholinesterase-Inhibition von Verbindung 101
hH;R hD|R hDsR AChE- BuChE-
Nr. Ki [nM] Ki [nM] Ki [nM] Inhibition Inhibition
(CI95 %) (CI95 %) (CI195 %) [%] [%]
<60 <35
101 85,2 264 > 1000
(32,0-227) (294-1084) [1 uM] [1 uM]

Ki als X mit 95 %-Konfidenzintervall [(untere Grenze-obere Grenze]

Verbindung 101 weist ein gutes Selektivitétsprofil auf. Eine Inhibition von AChE und BuChE

konnte hingegen nur teilweise festgestellt werden. Die Inhibition ist bei einer hohen 101-

Konzentration zu gering, um weitergehende Experimente durchzufiihren.

4.5.2 D:R- und D3R-Affinitiit von para-Alkoxy-phenoxy-ethyl-piperazinen

Tabelle 18: Ki zum hH3R sowie Ki zum hD;R/ hD3R von hD2R/ hD3R-Agonisten

hHsR hD-R| hD3R
MG
Nr. Struktur K [nM] K [nM]
[g/mol]
(C195 %) (C195 %)
(2,0-3,4) | (104-17,4)
Haloperidol
N\/\/O K\N/\/O
104 x2HC ©\W O/CHa 3790 | 7 | >1000" | > 1000°
(2,2:27,5)
0 TR -
105 | LN ~_o - 456,9 >1000° | > 1000
X3HCI \©\ ~UN \) (0,8-27,6)
O o e
106 N\/\/O J\@ 5245 >1000" | > 1000
x2HCI o/\/N \) (2,9-23,0)

Ki als X mit 95 %-Konfidenzintervall [(untere Grenze-obere Grenze], *: Einpunktbestimmung bei 10 uM Inhibition < 50 %
Die Verbindungen 104, 105 und 106 zeigen eine sehr hohe H3R-Affinitit. Zum D;R und D3R

konnte hingegen nur eine sehr schlechte Affinitit bestimmt werden, sodass keine weiteren

Verbindungen dieser Klasse synthetisiert wurden.
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4.5.3 In-vivo-Testung von Verbindung 101

In In-vivo-Versuchen mit Méusen sollte der Einfluss der Verbindung 101 auf verschiedene
schizophrenie-assoziierten Symptomatiken getestet werden. Als Testmduse wurden hierzu
BTRB- und B6-Miuse ausgewihlt. BTBR-(BTBR T+ tf/J Stamm)-Méuse stellen ein
genmodifiziertes Testmodel fiir autismus-assoziiertes-Verhalten dar. Die Maiuse zeigen
eingeschrinkte Sozialinteraktion und autistische Verhaltensmuster. Daneben kdnnen kognitive
Einschrinkungen und ein erhdhtes Level an oxidativem Stress genutzt werden, externe
Einfliisse zu untersuchen. Ergebnisse der Tests konnen aber auch auf schizophrenie-bedingte
Symptomatiken {iibertragen werden. Als Kontrolle werden uneingeschrinkte B6-Méuse
(B6C57BL/6 Stamm) untersucht®*. (Die Untersuchungen wurden in der Arbeitsgruppe von Dr.
Bassam Sadek, UAE durchgefiihrt)®.

4.5.3.1 Y-Maze Test

Unter dem Y-Maze Test (engl. maze=Labyrinth) versteht man einen Test, der auf die kognitiven
Féhigkeiten von Médusen abzielt. Dabei wird die Maus in die Mitte eines dreiarmigen Labyrinths
gesetzt und untersucht, in welchen der drei Géange (A, B oder C) sie lduft. Gesunde Méuse (B6)
neigen dazu, alle Arme zu erkunden. Ein hohes Maf} an spontaner Variation steht dabei fiir ein
gutes Vermogen sich merken zu koénnen, in welchem Arm die Maus gewesen ist und die
Féhigkeit zu verarbeiten, dass sie einen anderen Arm untersuchen muss. Dies wird als ein Mal}
fiir eine gute bzw. intakte kognitive Leistung gewertet. Der Variationsindex wird als Quotient
aus der Anzahl spontaner Variationen und der moglichen Variationen errechnet. Da eine

Variation mindestens drei Eingédnge bedarf, wird die Anzahl der Eintritte um zwei verringert

und so die Zahl méglicher Variationen bestimmt>®.

Zahl spontaner Variationen
(Zahl der Eintritte—2)

100- [Bse s TBR
90
80-
70
60
50
40
30-
20
10

0

Variationsindex = * 100

O‘\/\/O OO
H
\~\[rN\/\/\N/\ O’CH3
0 (N
Verbindung 101

Variationsindex [%]

Verbindung 101

Abbildung 42: Variationsindex des Y-Maze-Test, VEH: Kontrolle MEM: Memantin, ARP: Aripiprazol, RAM: R-o-
Methylhistamin, *: signifikant zu B6 Mdiusen, #: signifikant zur Kontrolle, $: signifikant zu 101 mod. nach Sadek et. al®*’
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Der Y-Maze-Test zeigt, dass Verbindung 101 einen prokognitiven Effekt hat. BTBR-Mause
zeigen im Vergleich zu den gesunden B6-Maidusen einer signifikant verschlechterten
Variationsindex. Durch die Behandlung von BTBR-Méiusen mit Verbindung 101 (ST-2223)
konnte dieser signifikant verbessert werden. Auch das Antipsychotikum Aripiprazol und der
NMDAR-Antagonist Memantin zeigen diesen Effekt. Die Gabe von R-o-Methylhistamin,
einem H3R-Agonisten, verschlechtert den Index nach der Vorbehandlung durch Verbindung
101 wieder. Das zeigt, dass im Falle von Verbindung 101 der pro kognitive Effekt dem H3R-

Antagonismus zuzuordnen ist.

4.5.3.2 Open Field Test

Der Open Field Test (engl.: ,,Offenes Feld Test*) wird genutzt, um dngstliches Verhalten zu
testen. Dabei werden Mause in ein unbekanntes offenes Testfeld gesetzt. Bewegungsmuster am
Rand des Feldes werden mit Angst assoziiert, da die Miuse hier Schutz suchen. Je groBer die
Zeit ist, die im Zentrum verbracht wird, desto weniger dngstlich ist das Tier. BTRB-Méuse
zeigen ein dngstliches Verhalten, sodass die Zeit innerhalb des Zentrums gegeniiber den
gesunden B6-Miusen signifikant geringer ist®>’.

50+ [IBsse s TeR ON\/\/O
45 -
40 ]
354
30

25]
20 ]

Ok
N _CH
\/\/\N/\ o CH3
) LN
Verbindung 101

Zeit im Zentrum [s]

285 5

3
Verbindung 101 Verbindung 101 RAM

Abbildung 43: Zeit im Zentrum eines Open Field Tests, VEH: Kontrolle, MEM: Memantin, ARP: Aripiprazol, RAM:
R-a-Methylhistamin, *: signifikant zu B6 Mdusen, #: signifikant zur Kontrolle mod. nach Sadek et. al’*’

Die Zeit im Zentrum der BTBR-Miuse ist gegeniiber der Zeit von B6-Méusen signifikant
reduziert. Die Injektion von Verbindung 101 fiihrt zu einer signifikant erhohten Zeit im
Zentrum und demnach zu einer verminderten Angstlichkeit. Die Zugabe des Histamin-H3R-
Agonisten N-a-Methylhistamin verdndert diesen Zustand nicht. Daher scheint das weniger
angstliche Verhalten nicht durch die Antagonisierung des H3R erkldrbar zu sein. Da auch
Aripiprazol eine signifikant erhdhte Zeit im Zentrum aufweist, kann vermutet werden, dass die
Interaktion mit dem D2R und D3R fiir die Unterschiede verantwortlich ist. Dieser Ansatz wird
durch das Ausbleiben eines Effektes durch Memantin unterstrichen, da Memantin keine direkte

DR/ D3R-Beeinflussung zeigt.
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4.5.3.3 Level an oxidativem Stress
Neben Verhaltensversuchen wurde das Level von Malondialdehyd (MDA) als Marker fiir
oxidativen Stress, sowie die Level an GSH, SOD und CAT als pro-antioxidative Spezies
ermittelt. Ein erhohtes Level an MDA und verminderte Level von GSH, SOD und CAT werden
als Anzeichen fiir oxidativen Stress gewertet. Die Werte fiir die jeweiligen Level wurden in
biochemischen Tests ermittelt. Dabei wurden vier ZNS-Areale separat ausgewertet: 1. das
Zerebellum, 2. der Hippocampus, 3. der prafrontale Cortex und 4. das Striatum. Tabelle 19 fasst
die ermittelten Werte der verschiedenen Maker in den ZNS-Arealen zusammen. Unterschiede
werden zwischen B6-Miusen und BTBR-Madusen

sowie zwischen den jeweiligen

Interventionen bewertet.

Tabelle 19: Level an oxidativen und antioxidativen Spezies

BTBR
B6 101 101 (5 mg/kg) + ARP MEM

(VEH) (VEH) (5 mg/kg) RAM (10 mg/kg) (1 mg/kg) (5 mg/kg)
MDA
Zerebellum 2994+326  53.98 641"  35.18 + 1.84" 45.01 + 0.63% 36.75£1.79"" 26.68 £3.64™"
Hippocampus ~ 35.05+280  53.75+286"  38.14£3.11™ 40.65 £3.28 32.93 +4.14™ 32.80 £3.42"
Prifrontal C. 41.09+695  5831+184"  39.09+3.15™" 53.58 £ 1.19% 42,97 £251™ 39.96 £5.65™
Striatum 30.75+414  52.68+341" 3449 +551° 51.42 +483% 4121 +1.42" 32.55 +4.09"
GSH
Zerebellum 1560 £103.52 827 + 93.32% 1108 + 41.06 1266 + 70.16 1030 + 36.18" 877 +55.72
Hippocampus 2119 £42508 1096 + 16.66" 916+ 422 643.6 £49.92 611.5+6257™"  642.6 +66.01"""
Prifrontal C. 1776 £266.62 835 % 97.43" 1212 + 302.55" 1070.4 + 64.80° 935 +97.98 719.3 +49.98
Striatum 1128 + 199.45 583 + 68.81" 1007 + 93.05" 735.5 + 59.94% 1139 + 74.62" 915.5 +97.33"
SOD
Zerebellum 60.56 +£3.13 4970 £ 132" 64.28 £1.00™" 49.19 + 1.96%%% 56.43 £1.05™ 64.38 £3.10™
Hippocampus ~ 66.35+540  49.47 £ 0.54" 48.12 +£4.20 39.50 + 0.47%8 51.79 £ 2.04 41.44 £342
Prdfrontal C. 53.75£2.19 45.09 £2.77% 43.23 £3.41 42.87 +4.23 54.02 520" 4491 £2.23
Striatum 68.53+470  51.79+1.19" 51.16 +7.68 45.04 + 1.04 65.68 £7.69™ 66.47 + 443"
CAT
Zerebellum 156.74 £729  130.67 £328*  120.63 £ 8.81 153.29 £ 536 159.16 £ 5.11™ 132.27 £ 452
Hippocampus ~ 131.67+336 111.40 476" 173.04+ 191" 100.57 + 3.61%8 118.31 £ 6.46 114.26 £11.18
Prifrontal C. 13034 +935  80.12+1490*  116.84 £527° 70.89 £ 3.91% 96.15 £1.28 94.14 £ 476
Striatum 117.74£249 10460 £228*  119.14£3.73" 75.95 +9.34%8 120.51 £ 10.07 108.13 £ 3.42

n=3-6 X + SEM VEH: Kontrolle, MEM: Memantin, ARP: Aripiprazol, RAM: R-a-Methylhistamin, MDA:
Malondialdehyd [uM/mg], GSH: Glutathion [uM/mg], SOD: Superoxid-Dismutase [uM/min/mg], CAT: Katalase
[uM/min/mg], *: signifikant zu B6 Mdusen, * signifikant zu BTBR Miusen *: signifikant zur 101 Behandlung nach
Sadek et al**’

BTBR-Mdiuse zeigen gegeniiber B6-Méusen ein erhdhtes Mal} an oxidativem Stress, was durch
ein erhohtes Level an MDA und ein vermindertes Level von GSH, SOD und CAT deutlich
wird. Durch die Behandlung mit Verbindung 101, Memantin und Aripipazol konnten jeweils
die MDA-Level gesenkt und die GSH-, SOD- und CAT-Level erhoht werden. Dies ist ein
Anzeichen fiir den Ausgleich der oxidativen Stressbedingungen durch die drei Substanzen.
Diese lassen sich demnach als pro-antioxidativ bewerten, da sie die Konzentration

antioxidativer Spezies erhdhen.
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5 Diskussion

5.1 MTDL fiir die Therapie von Morbus Alzheimer

Die von der Leitstruktur ausgehenden 2,5-Diketopiperazine zeigen méfige bis gute Affinititen
zum H3R. Verbindungen 52d und S52e zeigen, dass ein weiterer Phenylsubstituent bessere

Affinitdten liefert als rein aliphatische Gruppen wie bei Verbindung 52b, c¢. Die als Leitstruktur
definierten Verbindungen 52f und 52g liefern gute Affinititen (Abbildung 44).

R steavt g <ter

0}
52d 52e¢ 52f 52qg
R: H R: 1-(3-oxypropyl)piperidine R: H R: Allyl
Ki: 39,0 nM Ki: 12,5 nM Ki: 40,8 nM Ki: 53,9 nM

Abbildung 44: Ausgewdhlte 2,5-Diketopiperazine und Ki-Werte am hH3R

Auch wenn zwischen den einzelnen Verbindungen nicht immer signifikante Unterschiede
messbar sind, zeigt sich, dass die unvorteilhafte gestapelte Konformation einen Einfluss auf die
Affinitdt hat. Im Vergleich von Verbindung 52e mit Verbindung 52b und 52¢ kann der Vorteil
der Dimerstruktur auf die Rezeptoraffinitit gut beleuchtet werden. In der Ausbildung einer
gestapelten Konformation, in der der Phenylring {iber den Diketopiperazinring gelagert ist,
ergeben sich bei Verbindung 52b und 52¢ grof3e raumfiillende Strukturen (Abbildung 45). Auch
in Verbindung 52e wird diese vermutlich durch einen Teil der Struktur ausgebildet. Fiir die
Rezeptorinteraktion steht jedoch noch ein zweites H3R-Pharmakophor zur Verfligung, sodass
eine gute Bindung erfolgen kann. Innerhalb der Hs;R-Bindetasche wird vermutlich eine
Interaktion mit E5.46 (GLU206) iiber eine ionische Bindung mit der Aminkomponente des
Liganden erfolgen (vergl. 1.2.4)'%*2%8 Diese Voraussetzung scheinen auch die weniger affinen
Substanzen zu liefern, da sonst deutlich schlechtere Affinititen gemessen worden wiren.
Stabilisierende Effekte wie Kation-n- oder n-n-Wechselwirkungen mit dem Phenylring, wie sie
fiir eine Reihe an gut bindenden Substanzen beschrieben sind'*®, konnen durch die
intramolekulare Interaktion jedoch nicht ausgebildet werden. Die Induzierte-Dipol-Dipol-
Wechselwirkung®® (vergl. 3.3.2) stellt damit eine Konkurrenz zur Rezeptorbindung dar und
vermindert die Affinitdt. Zusdtzlich verschlechtert die angesprochene raumfiillende Struktur die
Bindung in den Rezeptor. Wie genau die Bindungsmodalititen der Verbindung sind, kann
aufgrund der Affinitdt nicht endgiiltig beschrieben werden; hierzu miissten weitergehende

Molecular-Modelling oder Kristallisationsstudien erfolgen.
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Die deutlich verbesserte Affinitit der a,B-ungesittigten 2,5-Diketopiperazine 52-57 unterstiitzt
die formulierte Hypothese. Durch die Doppelbindung zwischen Phenyl- und 2,5-
Diketopiperazinring wird beides in derselben Ebene fixiert (Abbildung 45). Eine
intramolekulare Interaktion der Ringsysteme wird dadurch unterbunden und die Konkurrenz

zur Rezeptorbindung erlischt.
Q2

O\/\’ \_ko
o)
e 0 -
Ho NH H  __ H‘€O<R

i S

(6] H

Abbildung 45: Gestapelte Struktur von 2,5-Diketopiperazinen und die planar fixierte Struktur ungesdttigter 2,5-
Diketopiperazine
Der Einfluss der n-Elektronen-Wechselwirkungen zwischen Rezeptor und Ligand zeigt sich
auch innerhalb der Gruppe. Verbindung 55 zeigt mit 22,3 nM die geringste Affinitdt (Abbildung
46), in der Gruppe der ungesittigten 2,5-Diketopiperazinen, da die weiteren Analoga eine
Affinitdt von < 5,0 nM zeigen. Die geringere Affinitdt von Verbindung 55 ist auf das Fehlen
eines n-Elektronensystems im rechten Teil des Molekiils zuriickzufiihren. Sowohl Verbindung

53 mit einer Cabonylfunktionalitét als auch Verbindung 57 mit einem Phenylsubstituenten und

Verbindung 56 mit beiden Strukturelementen, zeigen erhohte Affinitéten.

o O o
G\‘\/\/O HN)H N0 HN)S_M\@
% N\R % N‘R
0 0
56

53 55 57
R: Acetyl R:H R: Acetyl R:H
Ki: 3,8 nM K;: 22,3 nM Ki: 4,4 nM K;: 2,0 nM

Abbildung 46: Ausgewdhlte o,f-ungesdttigte 2,5-Diketopiperazine und deren Affinitdit zum hH3R

Die Verbindungen 58 und 60 (Abbildung 47) sind formal gesehen die einfach, selektiv
reduzierten Derivate von Verbindung 52f. Die selektive Reduktion war ausgehend von
Verbindung 52f nicht moglich, sodass, wie beschrieben, ein anderer Syntheseweg gewéhlt
wurde (vergl. 3.5.1). Strukturell l4sst sich anhand dieser Substanzen gut der Einfluss des
Einbringens eines zweiten basischen Zentrums untersuchen. Verbindungen wie JNJ-520752
(vergl. 1.2.4.2) und weitere Substanzen konnten zeigen, dass ein zweites basisches Zentrum die
Affinitdt zum H3R deutlich erh6hen kann (vergl. 1.2.4.2). Diskutiert wird hierfiir eine weitere
ionische Wechselwirkung mit D3.32 (Aspl14) wie sie auch der physiologische Ligand

Histamin zeigt!”"->°,
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Die tendenziell stirkere Affinitdt von Verbindung 60 und die signifikant stirkere Affinitdt von
Verbindung 58 gegeniiber den 2,5-Diketopiperazinen bestitigen die Annahme, dass ein zweites
Amin die hH3R-Affinitdt erhoht. Im Vergleich innerhalb der Gruppe der 2-Ketopiperazinen
kann diese Annahme jedoch nicht bestitigt werden. So zeigt Verbindung 60 verglichen mit

Verbindung 63 keine hohere Affinitdt, obwohl sie keine zweite basische Gruppe beinhaltet.

) H (0]
60 62 63 65
Ki: 5,7 nM K;: 3,3 nM R:H R: Benzyl
Ki: 3,3 nM Ki: 4,9 nM

Ciproxifan 0
Ki: 63,1 nM

Abbildung 47: Ausgewdhlte 2-Ketopiperazine und Ciproxifan mit Ki-Wert zum hH3R

Ein Grund hierfiir ist, dass Carbonylverbindungen wie z.B. Ciproxifan in der Lage sind, die
fehlende ionische Interaktion mit einer Wasserstoffbriickenbindung zu kompensieren. Die
Wasserstoffbriicke kann dabei in Verbindung 63 sowohl vom tertidren als auch vom sekundiren
Amid ausgebildet werden. Im Fall des sekundidren Amids kann sowohl eine Akzeptor- als auch
eine Donorfunktion ausgeiibt werden. Verglichen mit Verbindung 65 scheint die Donorfunktion
jedoch einen weniger starken FEinfluss auf die Bindungsstirke zu haben, da keine
Affinititsunterschiede zwischen den Verbindungen 63 und 65 bestimmbar sind. In der H3R-
Liganden-Bindetasche wurde als vermutliche H-Briicken-Donorstruktur, fiir Ciproxifan und

vergleichbare Strukturen Y6.51 (Tyr189) identifiziert! 15261,

Die subnanomolare Affinitdt von Verbindung 58 mit 0,5 nM (pKi: 9,23) zeigt, dass die
Kombination beider Interaktionen eine erhohte Affinitét liefern kann. Die Positionierung der
jeweiligen Gruppen im Molekiil ist dabei nicht zu vernachlidssigen, wenn man Verbindung 68
(Abbildung 49) mit einbezieht, die eine schlechtere Affinitit aufweist, obwohl die strukturellen
Gegebenheiten sehr dhnlich sind. Zwei hypothetische Bindungsposen sind in Abbildung 48
gezeigt. Dabei kann Verbindung 58 in zwei spiegelbildlichen Positionen in der Bindetasche

stabilisiert werden.
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Abbildung 48 zeigt Verbindung 58 als eine Heterodimeren-H3R-Liganden-Struktur, wobei
beide Enden des Molekiils sowohl als 1. Basisches Zentrum, als auch als 2. Heteroatom-Gruppe

agieren konnen (vergl. 1.2.4.2).

1 2
Tyr
Tyrgg H —H yeo H—Q
o=/ Na
H \) \ o @\ )
. HN o) Q 0
o 2 ASp114 H \[]/\ASP114

’
/

o ) H-O '
G|U206 (@] \® G|U206 0o \@(\ \o\\\\
Q‘H Tyr374 HN H
Tyraza

Abbildung 48: Vorgeschlagene Interaktion in der H3R-Bindetasche von Verbindung 58, cyan: H-Briicke, rot:
ionische Wechselwirkung, pink: m-m-Interaktion. (aus Vorarbeiten abgeleitet; nicht durch Docking-Studien
ermittelt'43139.262)

Die weiteren 2-Monoketopiperazine 60-66 (Tabelle 9 in Kapitel 4.1.3) zeigen sehr gute
Affinitdten, da entweder Carbonylstrukturen fiir Wasserstoftbriicken oder Amine fiir ionische

Bindungen zur Verfligung stehen.

Auf die Affinitdt zum H3R zeigen sich C-substituierte Piperazine (Verbindung 67a, d, e, f und
68; Abbildung 49 ) als eine homogene Strukturklasse, mit sehr hohen Affinitdten zum H3R
durch K; Werte < 2,0 nM. Die Einfilhrung einer weiteren protonierbaren Funktion zeigt,
verglichen mit den 2-Ketopiperazinen, keinen Einfluss auf die Affinitdt zum Rezeptor. Die
Affinitdten bleiben vergleichbar hoch. Auch die C-substituierten Piperazine, wie Verbindung

58 zeigen, eine Heterodimere-Struktur.

7 7d
R: Benzyl R: Methyl-phenoxy-propyl-piperidin
Ki: 1,1 nM Ki: 1,1 nM

Aoy

68

R: Acetyl
,3 NnM Ki: 11,5 nM

|O'3
0
|07
Q.
|G':
o
N
=

x_;_ul

- T

Abbildung 49.: C-substituierte Piperazine mit K;-Wert zum hH3R
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Die Moglichkeit, in verschiedener Weise in der Liganden-Bindetasche des H3R stabilisiert zu
werden, ermdglicht eine starke Bindung zum Rezeptor. Verbindung 68 ist, wie beschrieben,
strukturell sehr stark mit Verbindung 58 verwandt. Die Bindungsstérke ist mit 11,5 nM zwar

als gut zu bewerten, im Vergleich zu 58 und der 57er-Reihe ist sie jedoch schwécher.

Die grofle Gruppe der N-substituierten Piperazine ldsst sich aufgrund ihrer Strukturen in zwei
Untergruppen aufteilen. Die erste Gruppe umfasst die Verbindungen 70, 72-76, 78 und 79.
Diese Verbindungen tragen im Ostlichen Teil der Molekiille einen Benzyl- oder
Benzoylsubstituenten. Die zweite Gruppe ist mit der Aminosdure L-Prolin substituierte
Verbindungen 78-82, 86 und 87. Diese Strukturen sollen offenkettige Varianten von NNZ-2591
darstellen und sind von Vorldufern wie Trofinitid® (NNZ-2256) und Glypromat® abgeleitet
(vergl. 1.1.2.2). Der Vergleich der Gruppen untereinander und innerhalb der Gruppe zeigt keine
Unterschiede hinsichtlich der Affinitdt zum HsR. Alle Verbindungen liefern gute bis sehr gute

Bindungsstdrken. Das gemeinsame Strukturelement ist in Abbildung 50 dargestellt.

X CH, C=0
R: Ki [nM] Ki [nM]
H 101 51
Westen - = Osten Benzyl 1.5 1.9

CL o R Benzoyl 1.9 22
TN -
\@ (\N 13,7 5.4
X

,N\) L-Pralyl

M-Glyeyl-L-prolyl 9.6 121
N-Acetyl-L-prolyl 36
N-Allyl-L-prolyl 56

MN-Propagyl-L-prolyl

Abbildung 50: Gemeinsames Strukturmerkmal der N-substituierten Piperazine

Durch die oben bereits beschriebenen Interaktionen in der H3R-Bindetasche, kommt es zu einer
Bindung, die durch die Substituenten im Ostlichen Teil weder verstirkt noch abgeschwécht
wird. Damit eignet sich das Element hervorragend fiir MTDL-Ansétze, da iiber das freie Amin
des Piperazin eine Vielzahl anderer Pharmakophore gebunden werden kann. Die verminderte
Affinitdt der direkten Verknilipfung vom Hs3R-Element mit Prolin fiihrt indes zu einer
Verschlechterung der Affinitit wie in Verbindung 88 und 89 (Tabelle 11, Kapitel 4.1.5) zu

sehen.
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Die Robustheit des beschriebenen Pharmakophors kann auf die Ergebnisse der Verbindungen
91-99 auf Zimtsdure- und Napthoesdurederivate Tlbertragen werden. Amide sind
pharmakologisch den Aminen vorzuziehen. Studien zeigen, dass basische bzw. kationische
Verbindungen mit einem starken lipophilen Charakter unerwiinschte Nebenwirkungen durch
Phospholipidose erzeugen. Folgen kénnen unter anderem eine pulmonale Dysfunktion sein?®’.
Hinsichtlich der Drug-Likeness ldsst sich so ein erweitertes Pharmakophor fiir MTDL mit
robuster H3R-Affinitét formulieren, wie es in Abbildung 51 gezeigt ist.

n=0-1 R=H oder Alkyl
Abbildung 51: Erweitertes Hs3R-Pharmakophor fiir MTDL

Die Liganden sind zunéchst nur auf ihre Affinitit zum H3R untersucht worden. Funktionelle
Studien wurden noch nicht durchgefiihrt. Aufgrund der Vergleichbarkeit der Pharmakophore
mit den Leitsubstanzen Pitolisant und JNJ-520752 kann aber davon ausgegangen werden, dass
sich die Substanzen als Antagonisten verhalten werden. Diese Annahme kann durch eine

Vielzahl weiterer vergleichbarer Substanzen unterstiitzt werden!4-143:220,

Die Bestimmung der Affinitdt zu den B-Amyloid-Monomeren lieferte eine Verminderung an
moglichen MTDL. Aus den getesteten Verbindungen konnten nur fiinf eine messbare
Interaktion zeigen (Abbildung 52). Verbindung 52d zeigte mit einer Affinitit im molaren

Bereich eine vernachldssigbar geringe Affinitit.

Die Verbindungen 64, 66, 67e und 72 zeigen moderate und gute Affinititen zu den APi-4-
Monomeren und weisen dabei strukturelle Gemeinsamkeiten auf. Allegemein sind mindestens
zwei protonierbare Amine, sowie n-Elektronensysteme in Form von Carbonylstrukturen und/
oder Phenylringen. Dass lipophile Verbindungen mit kationischen Elementen die Fahigkeit
besitzen, mit AB-Strukturen interagieren zu koénnen, wurde durch Studien an Thioflavin T
(ThT) und den D-Peptid Strukturen D3, ANK3 und ANK6 gezeigt?!*?**, Amine weisen
gegeniiber permanenten Ammonium-Verbindungen den Vorteil auf, dass sie die Blut-Hirn-
Schranke als nicht geladene Struktur iberwinden und im ZNS durch Protonierung als Kationen

agieren konnen.
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Abbildung 52: Struktur und Affinititen der AP.sz-interagierenden Strukturen, Thioflavin T und die
Aminosduresequenz von AP i-42) rot: Sdure, blau: Base, pink: Aromat, cyan: H-Briickendonor

Die Interaktionen, die zwischen Ligand und AP(1-42) stattfinden konnen, sind in Tabelle 20
dargestellt. Neben den gezeigten Interaktionen finden im Bereich der aliphatischen, unpolaren

Aminosduren (schwarz in Abbildung 52) unspezifische lipophile Wechselwirkungen iiber Van-

der-Waals-Krifte statt.

Tabelle 20: Mogliche Interaktionen zwischen Ligand und AP 1-42)

Ligand-Strukturelement APB1-42)-Strukturelement Interaktionsart
Glutaminsaure (D)
Protoniertes Amin/ Kation _ Salzbriicke
Asparaginsdure (E)
Phenylalanin (F)
n-Elektronen _ TT-T
Tyrosin (V)
Lysin (K)
n-Elektronen o Kationen-n
Arginin (R)
Freie Elektronenpaare Tyrosin (V)
P . H-Briicke
(Carbonyl) Serin (©)
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Die meisten der synthetisierten Verbindungen beinhalten die gefundenen, strukturellen
Gemeinsamkeiten. Es stellt sich die Frage, warum die meisten Verbindungen jedoch keinerlei
Affinitit zu den AP(i-40-Monomeren aufweisen. Basische Gruppen und Phenylringe konnen als
alleinige Interaktionspartner diese Datenlage nicht erkldren. Eine mogliche Erklarung hierfiir
konnte darin liegen, dass eine Bindung an distinkten Positionen stattfindet. Alle drei
verschiedenen Substanzklassen (Verbindung 64 und 66 sind Substanzen derselben Klasse)
hétten demnach eine eigene Bindungsregion, sodass Effekte der einen nicht auf die andere
Klasse iibertragen werden kann. So liee sich erkldren, dass die Affinitit von Verbindung 66
gegeniiber der Verbindung 64 durch die Einfithrung eines Phenylrings um den Faktor 100 steigt.
Verbindung 72 zeigt hingegen einen gegenldufigen Effekt, da eine Benzylsubstitution zu einem
Affinitdtsverlust fithrt (Verbindung 75 und 76 zeigen keine Affinitit, vergl. Tabelle 15).
Verbindung 67e zeigt ein weiteres abweichendes Bindungsverhalten. Rdumlich weitgetrennte
Amine fiihren zu ionische Interaktionsmoglichkeiten {iber eine breitere Fliche entlang des AB-

Peptids und stabilisieren dariiber die Bindung von 67e an Ai-42.

Strukturanalytisch ldsst sich am besten auf den Verbindungen 64 und 66 aufbauen, da hier
Strukturdnderung und Affinititsdnderung nachvollziehbar sind. Die Bindung iiber ionische
Wechselwirkungen der Amine von 64 und 66 mit Glutamin- und Asparaginsduren des AP-
Peptids, wird durch n-n-Wechselwirkungen und Kationen-n-Interaktionen verstarkt. Der N-
terminale Teil des ABi1-42Monomers weist hierfiir nétige Strukturelemente auf, da sowohl saure
und aromatische als auch basische Aminosduren vorkommen (Abbildung 52). Durch das
Einbringen eines weiteren Phenylrings (Verbindung 66) werden vermehrt n-Wechselwirkungen
moglich und die Bindung wird stabilisiert.

Die Verbindungen zeigen, dass sich das Hs;R-Pharmakophor in einen Liganden mit Affinitit zu
AB-Strukturen einbringen ldsst. Eine Targetkombination aus H3R und AP, wie sie in der

Zielsetzung beschrieben ist, konnte erfolgreich umgesetzt werden.

Ob die gewiinschte Integration des dritten Targets, der IGF-Homdostase mdglich ist, kann
nicht abschlieend erkldrt werden, da ndotige Testergebnisse hierfiir noch ausstehen. Die
Liganden, die mit NNZ-2591 die groBte Ubereinstimmung haben, zeigen jedoch keine Affinitt
zu den AB-Strukturen. Auch ohne Testergebnisse bleibt so bereits ein begriindeter Zweifel, ob

die Kombination aller drei gewiinschter Zielstrukturen mdglich ist.
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Die H3R-Affinitdten der prolinbasierten Substanzen sind mehr als vielversprechend und zeigen
mit Verbindung 58 die hochste Affinitét aller hier synthetisierten Verbindungen. Eine
Untersuchung des Einflusses auf die IGF;-Konzentration und damit einen potenziell kurativen

Effekt auf Morbus Alzheimer sollte in jedem Fall erfolgen.

5.2 MTDL fiir die Therapie der Schizophrenie

Die Analyse der ,,Morbus-Alzheimer-Substanzen* (vergl. 5.1) lieferte, wie oben beschrieben,
ein belastbares H3R-Antagonisten-Pharmakophor fir MTDL. Die Kombination mit dem
cariprazin- und aripiprazolverwandten Strukturelement ,,N-Butyl-Phenoxymethylpiperazin®
(vergl. 1.3.4) liefert MTDL fiir H3R-Antagonisten und D>/ D3;R-Antagonisten bzw. partielle
Agonisten. Der Vergleich der Einzelstrukturen 97-99 (H3R) und 102 und 103 (D2/ D3R) mit
den MTDL 100 und 101 zeigt, dass eine Kombination der Pharmakophore mdglich ist. Die
D;R-Priferenz, die fiir Cariprazin als Grund vorteilhafter klinischer Effekte diskutiert wird
(1.1.3.2), wurde durch die Verschmelzung vermindert, liegt aber im Bereich der Leitstrukturen
(Abbildung 53)'. Die Priiferenz fiir den D3R wird durch die Adressierung der zweiten
Bindetasche (SBP vergl. 1.3.4) erzeugt’®’. Das Piperazinfragment bindet sowohl im DR als
auch im D3R in die orthosterische Bindetasche, wie auch der physiologische Ligand, ohne
Piperazin-Motiv, Dopamin.

Hier kommt es zur ionischen Wechselwirkung mit D3.32 (Asp114/ Asp110), die maBigeblich
fiir die Bindung ist. Eine Selektivitit ldsst sich iiber die OBS nicht erreichen, da diese in beiden
Rezeptorsubtypen nahezu identisch ist**>?®.  Uber eine Verkniipfung von vier
Kohlenstoffatomen wird die SBP des D3R erreicht. Diese lipophile Bindetasche erhoht die
Rezeptoraffinitit durch stabilisierende Interaktionen mit aromatischen Gruppen des
Liganden®®’.

Zimtsaure-und Napthoesdurederivate konnten als aromatisches Element bereits sehr gute
Affinititen und Selektivititen liefern?°®. Verbindungen 102 und 103 bestitigen die Tauglichkeit
der aromatischen Komponente. Die verminderte Selektivitit der Substanzen wird durch eine
erhohte DoR-Affinitdt erzeugt. Warum sich die Affinitdt zum D2R verbessert und die D3R-
Affinitdt unverandert bleibt, kann noch nicht abschlieBend geklart werden. Verminderte
stabilisierende Effekte in der SBP miissten die D3;R-Affinitit beeinflussen. Zuséitzliche
Interaktionen des Piperidins sowohl im D2R als auch im D3R koénnten als Erkldrungsansatz
dienen. Eine andere Erkldrung konnte die Interaktion mit einer neuen SBP sein, die durch das
Piperidin, in beiden Dopaminrezeptoren adressiert werden kann. Die Notwendigkeit der

aromatischen Substitution ist sowohl fiir D3R als auch fiir H3R (vergl. 5.1) gezeigt worden.
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Die Zimt- bzw Naphtoesdure ist damit nicht ein reines Verbindungsglied zwischen den

Pharmakophoren, sondern ein Element in beiden Pharmakophoren.

Cl
Cl

0
Cariprazin ¢ Aripiprazol Clj@ BP-897 HaC :@
H
0N o (\N
o) K\Nb m (\N N
\N/Z(NWO/\/N\) O/\/\/N\) ”/\/\/ \)
/

H

hD,RK;: 0,6 nM hD,RKi:  1,4nM hD,RKi: 61,0 nM
hD3;R Ki: 0,1 nM hD;R Ki: 1,0 nM hD3R Kj: 0,9 nM
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Abbildung 53: Struktur und Rezeptorprofil von Aripiprazol, Cariprazin, Verbindung 100 und 101

Die vielversprechenden In-vitro-Ergebnisse von 101 konnten in In-vivo-Versuchen bestatigt
werden. Verbindung 101 zeigt Effekte auf die negative und kognitive Symptomatik.
Verminderte Angstzustdnde und Lern- bzw. Gedéchtnisverbesserungen konnten durch Open

Field-und Y-Maze-Tests gezeigt werden®>>

. Die pro-antioxidativen Effekte durch die Erh6hung
antioxidativer Enzyme wie GSH, SOD und CAT sind als groer Vorteil der Substanzen zu
bewerten. Fortschritte in der Erforschung der Pathogenese der Schizophrenie zeigen den Bedarf
an neuen Ansatzpunkten in der Therapie (vergl. 1.1.3.2).

Besonders interessant ist, dass Verbindung 101 nicht nur direkt antioxidativ wirkt, sondern eine
Erhohung der pro antioxidativen Enzyme erzeugt. Welchen Effekt dabei dem H3R, den D,/ D3R
oder anderen Zielstrukturen zukommt, muss weiter untersucht werden. Verbindung 101 konnte
die vorteilhaften Effekte von Aripiprazol als D>R/ DsR-Partialagonist und Memantin als
NMDA-Antagonist kombinieren. Der vergleichbare Effekt mit Memantin ldsst sich in
Testergebnissen aus dem H3R-Antagonismus ableiten (vergl. 4.5.3). Die mit Cariprazin
vergleichbaren In-vitro-Daten, wie D2R- und D;R-Affinitdt und -Préiferenz legen nahe, dass
dhnlich gute Effekte wie bei Cariprazin auf die positive Symptomatik zu erwarten sind. Das fiir
einen Antagonismus oder Partialagonismus entscheidende Strukturfragment ist das

phenylsubstituierte Piperazin.
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In Vergleichsarbeiten konnte eine Aquivalenz von (2,3-Dichlorophenyl)-piperazin mit (2-
Methoxyphenyl)-piperazin in Bezug auf die intrinsiche Aktivivtit gezeigt werden®®> 2¢7,
Weitere Tests beziiglich der Symptomatiken sollten weitergehend erfolgen, um das Potential

der Substanzen zu bestimmen.

Das ermittelte Selektivitétsprofil gegeniiber den D1R, DsR und HiR ist als gut zu bewerten. Die
Affinitdten zu den Rezeptoren sind mit dem der Referenzsubstanzen Cariprazin und Aripiprazol
vergleichbar. Die HiR-Affinitdt ist gegeniiber diesen Verbindungen verringert worden,
wodurch unerwiinschte Effekte durch die HiR-Blockade in geringerem Ausmal} zu erwarten
sind. Die nicht vorhandene Inhibition der Cholinesterasen konnte aufgrund der
Strukturmerkmale erwartet werden. Durch diese Daten lassen sich die Effekte des MTDL auf

die Interaktion mit den gewiinschten Zielstrukturen zuriickfiihren.

Die Drug-Likeness der Verbindungen ist aufgrund des hohen Molekulargewichts (558,8 g/ mol)
eingeschréinkt (vergl. 7.4.10). Inwieweit sich die Pharmakophore stirker ineinander integrieren

lassen, muss durch weiterfiihrende Arbeiten bestimmt werden.

Die Verbindungen 104-106 zeigen eine sehr hohe Affinitit zum hH3R, konnten aber die
postulierte Affinitdt zum DR oder D3R nicht aufweisen. Die Substitution der von Moritz et al.
(vergl. 3.8.2) vorgeschlagene Leitstruktur fiihrte in beiden Substitutionspositionen zum
Affinititsverlust. Weitere Derivate der Verbindungen wurden aufgrund fehlender D2R-/ D3R-
Affinitdt nicht synthetisiert.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel der Arbeit war die Synthese neuer Arzneistoffkandidaten fiir die Therapie von Morbus
Alzheimer (AD) und Schizophrenie. Die Erkrankungen sind in ihrer Pathogenese
multifaktoriell und bediirfen einer Therapie, die mehr als eine Zielstruktur adressiert>!-86-268,
Solche sogenannten (MTDL) sollen ein Pharmakophor von H3zR-Antagonisten mit weiteren
Strukturgruppen kombinieren. Im Hinblick auf AD wurden Strukturgruppen gewahlt, die 1. -
Amyloidmonomere an ihrer Oligomerisierung hindern und 2. die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren (IGF;) fordern sollen. MTDL fiir die Therapie der Schizophrenie
kombinieren das H3R-Pharmakophor mit DR/ D3R-Antagonisten.

Es wurden 58 neue Liganden fiir die Indikation Morbus Alzheimer synthetisiert. Als H3R-
Antagonisten zeigten 13 eine gute (K; 10-100 nM) und 36 eine sehr gute Affinitét (K; <10 nM)
zum H3R. Die Strukturen basieren auf einem Piperazinelement, das durch verschiedene
Substitutionen variiert wurde. Ausgehend von natiirlichen L-Aminosduren wurden 2,5-
Diketopiperazine (cyclische Dipeptide) synthetisiert. Durch die Auswahl an Reagenzien und
Reaktionsparametern ist es gelungen, die stereochemische Ausrichtung der Aminoséureedukte
beizubehalten. Den Substanzen der Gruppe der 2,5-Diketopiperazinen wird eine sehr gut ZNS-
Gingigkeit zugesprochen®?®, die durch Verbindung 52e (Abbildung 54) nachgewiesen werden
konnte (vergl. 4.3). Dariiber hinaus konnte eine HNMT-inhibitorische Aktivitit festgestellt

werden.
H52e
O\ S
\\\" \0
hHsR K;;  0,5nM LogP: 3,27
HNMT-Inh.: 20% Lipinski-Rule: nicht erflllt

Ghose-Filter: nicht erfllt
BBB-Likeness: erfillt
wQED: 0,29

Abbildung 54: H;R-Antagonist 52e, Drug-Likeness-Regeln ermittelt mit DruLiTo’%!, Werte und Berechnung siehe
7.4.10. wQED: 0 (unvorteilhaft)- 1 (sehr vorteilhaft) zugelassene Arzneistoffe X =0,49 313

In Bezug auf die neuronale Histamintransmission stellt 52e daher eine sehr interessante
Verbindung dar, da die Antagonisierung des H3R die Histaminkonzentration erh6ht und die
HNMT-Inhibition den Abbau vermindert. Verbindung 52e eignet sich daher gut als
pharmazeutische Testsubstanz, um den Einfluss erhohter Histaminkonzentration im ZNS zu

untersuchen?%’.

124



Zusammenfassung

Durch Reduktion einer Aminosdure lassen sich Aminoaldehyde herstellen. Die zur 2,5-
Diketopiperazinen analoge Umsetzung dieser Verbindungen fiihrt zu 2-Ketopiperazinen. Auch

in dieser Synthese ist es gelungen, stereoselektiv zu den Zielverbindungen zu gelangen.

Verbindung 58 zeigt mit einer subnanomolaren Affinitdt (Ki: 0,5 nM), und einer hohen Drug-
Likeness ein grofles Arzneistoffpotential (Abbildung 55). Als reiner H3R-Antagonist konnte
sich die Substanz fiir die symptomatische Therapie von zahlreichen neurodegenerativen und
neuropathophysiologischen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, Parkinson und
Schizophrenie eignen. Dariiber hinaus weist die Verbindung ein hohes Mall an
Ubereinstimmung mit der Leitstruktur NNZ-2591 auf. Pharmakologische Test miissen hier

noch erfolgen, um das Potential der Verbindung vollstindig evaluieren zu kdnnen.

SAR: H3R-Antagonist 58
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Abbildung 55: SAR von Verbindung 58, Drug-Likeness-Regeln ermittelt mit DruLiTo*®', Werte und Berechnung
siehe 7.4.10. wQED: 0 (unvorteilhaft)- 1 (sehr vorteilhaft) zugelassene Arzneistoffe X =0,49 313

Die Inhibition der AB-Oligomerbildung setzt eine Affinitit der MTDL zu den AB-Monomeren
voraus. Die Verbindungen 64, 66, 67e und 72 zeigen die gewlinschte gute Affinitdt zu AB-
Monomeren in Kombination mit einer sehr guten Affinitdt zum H3R. Aus Verbindung 64 und
66 lisst sich eine Struktur-Wirkungs-Beziehung (SAR), wie in Abbildung 56 gezeigt, ableiten.
Auch Verbindung 64 und 66 erfiillen die ,,Lipinki Rule of 5 und verschiedene Drug-Likeness-
Regeln (vergl. 7.4.10.)
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Zusammenfassung

Mit Verbindungen 66 kann gezeigt werden, dass eine Targetkombination von H3R und Ap-

inhibitorischen-Strukturen in einem small molecule umsetzbar ist.

SAR: H3R-Antagonist & PPI-Inhibitor 66
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Abbildung 56: SAR von Verbindung 66, Druke-Likeness-Regeln ermittelt mit DruLiTo’®!, Werte und Berechnung
siehe 7.4.10. wQED: 0 (unvorteilhaft)- 1 (sehr vorteilhaft) zugelassene Arzneistoffe X=0,49 313

Durch die groe Anzahl an sehr guten Hs;R-antagonistischen Strukturen konnte ein sehr

robustes H3R-Pharmakophor identifiziert werden.

Dieses Pharmakophor wurde mit einer DoR/ D3R-Antagonisten-/ Partialagonisten-Struktur

fusioniert (Abbildung 57). Die synthetisierten Strukturen konnte in In-vivo und In-vivo das

groB3e Potenzial in der Kombination dieser Elemente zeigen. Die Ergebnisse

zeigen, dass H3R-

D:R/DsR-Liganden vielversprechende neue Ansétze fiir die pharmakologische Intervention der

Schizophrenie sind.
SAR: H3R-D;R-D3R-Antagonist 101
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Ghose-Filter: nicht erflllt
BBB-Likeness: nicht erflllt
wQED: 0,344

Abbildung 57: SAR von Verbindung 101 Drug-Likeness-Regeln ermittelt mit DruLiTo’®!, Werte und Berechnung siehe

7.4.10. wQED: 0 (unvorteilhaft)- 1 (sehr vorteilhaft) zugelassene Arzneistoffe X =0,49 313

126



Zusammenfassung

Die in der Zielsetzung geforderte Synthese, Charakterisierung und Beschreibung der SAR von
neuen MTDL als Arzneistoffkandidaten in der Therapie von Morbus Alzheimer und
Schizophrenie ~ konnte erfolgreich umgesetzt werden. Neben drei  Struktur-
Wirkungsbeziehungen konnte ein sehr robustes H3R-Pharmakophor aus den Daten extrahiert
werden. Aus einer grolen Anzahl an Verbindungen wurden Verbindung 58 und 66 als taugliche
Arzneistoffkandidaten gewonnen. Des Weiteren wurde mit Verbindung 101 ein ideales

pharmazeutisches Werkzeug bzw. Testsubstanz fiir In-vitro- und In-vivo-Studien dargestellt.

In weiterfiihrenden Arbeiten sollte ermittelt werden, wie aus Verbindung 101 ein Arzneistoff
fiir die Therapie der Schizophrenie entwickelt werden kann. Wie die Vorhersage durch
verschiedener Drug-Likeness-Regeln (Abbildung 57) zeigt, eignet sich die Verbindung durch
das hohe Molekulargewicht noch nicht als Wirkstoffkandidat. Durch stirkere
Verschmelzungen der Pharmakophore kann das Molekulargewicht verringert und damit die
Drug-Likeness erhoht werden. Funktionelle Studien sollten erfolgen, um zu priifen, welche Art

von intrinsischem Effekt durch Verbindung 100 und 101 erzeugt wird.

Die AB-Inhibitoren sollten auf ihren inhibitorischen Effekt auf die Oligomerisierung untersucht
werden. Hierzu konnen die Verbindungen mit AB-Monomeren inkubiert werden und die
verminderte  Oligomerisierung  durch  ThT-Tests quantifiziert werden. Weitere
Derivatisierungen der Verbindung 64 und 66, z.B. mit Heteroaromaten sollten erfolgen, um
eine differenziertere SAR erstellen zu koénnen. Hierzu wére eine In-silico-Untersuchung der
Bindepositionen hilfreich, auch, um die Hypothese von verschiedenen Bindungsepitopen

untersuchen zu konnen.
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Material und Methoden

7 Material und Methoden

7.1 Chemikalien und Geriite

Chemikalien und Losungsmittel

Alle kommerziell verfligbaren Reagenzien und Ldsemittel 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) bezogen.

Die Losungsmittel und Reagenzien wurden ohne vorherige Aufreinigung verwendet.

Kernresonanz-Spektroskopie (NMR)

"H-NMR und *C-NMR Spektren wurden gemessen mit einem Bruker Avance I11 300 bzw. 600
Spektrometer (Rheinstetten, Germany) Die Messung erfolgen in deuteriertem Losungsmittel,
hauptséchlich in DMSO-ds, CDCl3, MeOD und D;O teilweise mit Zugabe eines Tropfens DCI.
Die Angabe der Messdaten erfolgt durch die chemische Verschiebung in ppm (8) bezogen auf
das Losungsmittelsignal als internen Standard, der Anzahl der Protonen, der Multiplizitit (s:

Singulet, d: dublett, dd: Dublett vom Dublett m: Multiplett) sowie der Kopplungskonstanten
).

Massenspektrometrie

Massenspektren wurden gemessen mit einem Expression CMS Massenspektrometer (Advion,
Ithaca, USA). Zur Ionisation diente eine APCI-Einheit, gemessen wurde im positiv (APCI (+))
und negativ (APCI (-)) Modus. Die Angabe der Messdaten erfolgt mit Angabe des Masse-zu-
Ladung-Verhiltnisses (m/z) sowie der Art des detektierten Ions (Bsp.: [M+H']").

Fliissigchromatographie mit Massenspektrometriedetektor (LC-MS)

Zur Bestimmung der Reinheit der Produkte wurde eine LC-MS Messung verwendet. Als rein
gelten dabei Substanzen mit einer Signalflache (AUC) von >95 % bezogen auf alle AUCs des
Chromatogramms.

LC-MS-Spektren wurden gemessen mit einem Bruker Elute SP (HPG 700) mit Autosampler
(Rheinstetten, Deutschland). Sdule: Intensity Solo C18 RP 100x2.1 mm., Temperatur: 50 °C
Detektor: Massenspektrometer Bruker amaZon speed (Rheinstetten, Deutschland) mit
Elektronen-Spray-lonisation (ESI), m/z-Spannweite: 80-1200, Ultrascan-Modus, alternierende

Ionisierung.
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Material und Methoden

Eluent: A. Wasser (LCMS Grade, Merck): B Acetonitril (LCMS Grade, Merck) 0.1%
Ameisensaure; Flussrate: 0.3 mL/min, Methode (% A): 0-4 min. 98%, 4-5min. 95%, min. 5-9
95%, min. 9-16 5%, min. 16-17 0%.

Die Angabe der Messdaten erfolgt mit Angabe des Masse-zu-Ladung-Verhéltnis (m/z) , der Art
des detektierten Tons (Bsp.:[M+H"]") und der Reinheit in Prozent.

Elementaranalyse

Vario MICRO cube Elemental Analyzer (Elementar Analysensysteme GmbH)

Diinnschichtchromatographie (DC)

Fiir Diinnschichtchromatograpien wurden DC Folien der Firma Macherey-Nagel GmbH &Co
KG (Diiren, Deutschland)

Normalphase: DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra Sil G/UV2s4

Aminophase: DC-Kieselgel 60 NH> Fas4s

FlieBmittelgemische: Dichlormethan/Methanol; Dichlormethan/NH3 geséttigter Methanol oder
Ethylacetat/n-Hexan in jeweils variierender Zusammensetzung.

Detektion: Fluoreszenzldschung bei 254nm, Fluoreszenzanregung bei 365nm.

Farbreaktion mit Spriihreagenzien wie wissrige Kaliumpermanganat-Losung und ethanolische

Ninhydrin-Ldsung.

Sdulenchromatographie:

Sdulenchromatographien wurden durchgefiihrt mit Kieselgel 60 (0.04-0.063 mm) fiir die
Saulenchromatographie (Macherey-Nagel GmbH & Co KG Diiren, Deutsch)
FlieBmittelgemische: Dichlormethan/Methanol; Dichlormethan/NH3 geséttigter Methanol oder

Ethylacetat/n-Hexan in jeweils variierter Zusammensetzung isokratisch oder als Gradient.

Flash-Chromatographie
Fiir die Flashsdulenchromatograpie wurde eine Biotage Isolera™ Spektra Systems with ACI™
and Assist (Uppsala, Schweden) verwendet.
Siulen: Normalphase: Biotage ® SNAP KP-Sil, ZIP, Biotage ® Sfir Silica D

Aminophase: Biotage ®Sfir Amino D
FlieBmittelgemische: Dichlormethan/Methanol oder Ethylacetat/n-Hexan in jeweils variierter
Zusammensetzung isokratisch oder als Gradient.

Detektion: UV/Vis-Detektor mit Photodiodenarray, Wellenldngenberreich 200-800 nm
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Mikrowellensynthese
Mikrowellensynthesen wurden durchgefiihrt in einem Biotage Initiator 2.0 (Uppsala,
Schweden) Dabei wurden verschiedene Losungsmittel, Reaktionszeiten,

Reaktionstemperaturen und Autheizprogramme verwendet.

Drehwerte/spezifische Drehung

Drehwerte wurden gemessen mit einem A.Kriiss Optronic GmbH  P3000
(Hamburg,Deutschland).

Wellenlénge: 589 nm

Kiivette: 1.0 dm, 0,5 ml

Die spezifische Drehung wurde ermittelt durch folgende Gleichung

[a]p®=a *B'*d ! in [**ml*g 1*dm 1 |mit

a: Drehwinkel [°], B: Massekonzentration [g*ml™'] und d: Schichtdicke [dm]

Als Losungsmittel diente Chloroform oder ein Gemisch aus Methanol und 2 N HCI (9:1), wobei
der Leerwert von den jeweiligen Messungen abgezogen wurde.

Das Ergebnis wird angegeben als Mittelwert einer Dreifachbestimmung

Schmelzpunktmessung
Schmelzpunkte wurden mit einem Biichi M-564 Schmelzpunktmessgerit (Essen, Deutschland)
bestimmt. Die Angabe erfolgt als Schmelzbereich aufgrund einer zweifach oder dreifach

Bestimmung

Rotationsverdampfer
Biichi Rotavapor R II (Essen, Deutschland) betrieben mit Vaccubrand PC 3001 VARIO
Chemie-Vakuumpumpstand mit CVC 3000 Vakuum-Controller (Wertheim, Deutschland).

Gefriertrockner

Zur Gefriertrocknung wurde der Gefriertrockner Christ Alpha 2-4 LD plus (Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH , Osterode am Harz, Deutschland) verwendet.

Das Einfrieren der Probe wurde durch Schwenken in fliissigem Stickstoff erreicht, wobei als
Wasser der Hauptbestandteil des Losungsmittels darstellte.

Die Trocknungsdauer variierte je nach Losungsmittelvolumen.
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7.2 Allgemeine Synthesevorschriften

7.2.1 Amidierung -Acylierung von Aminen mit aktivierten Carbonsiuren

Methode A -Amidsynthese mit EDC und HOBt

Die Carbonséure (1,0 eq.) wurde mit 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC)
(1eq.) und Hydroxybenztriazol*H>O (HOBt) (1,0 eq.)in DMF geldst und fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde das Amin (1,1 eq.) hinzugegeben und der ganze
Ansatz fiir 16 h bei Raumtemperatur geriihrt.

DMF wurde bei vemindertem Druck teilweise entfernt. Der Riickstand wurde in
Essigsdureethylester aufgenommen und mit 2N wéssriger NaOH Losung gewaschen.

Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel

bei vermindertem Druck entfernt. Methode nach Literatur?’°.

Methode B -Amidsynthese mit Carbonsdurechloriden

Das Amin (1,0 eq.) wurde in Dichlormethan geldst und Triethylamin (1,5 eq) wurde langsam
zugetropft. Nach Zugabe des Carbonsdurechlorids (1,2 eq.) wurde der Ansatz bei
Raumtemperatur geriihrt. Der Reaktionsfortschritt wurde mittels Diinnschichtchromatographie
iiberwacht, bis kein Amin mehr detektiert wurde.

Der Ansatz wurde mit wenig 1IN wissriger NaOH Losung versetzt und anschlieBen mit 2N
wiassriger NaOH Losung gewaschen.

Die organische Phase wurde liber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel

bei vermindertem Druck entfernt. Methode nach Literatur?®®.

Methode C -Amidsynthese mit Bis(2-oxo-3-oxazolidimyl) phosphinchlorid

Die Carbonsdure (1,0 eq.), Triethylamin (3,0 eq.) und das Amin (0,9 eq) wurden in
Dichlormethan fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Bis(2-0x0-3-oxazolidinyl)
phosphinchlorid (BOPCI) (1,0 eq.) wurde zugegeben und der Ansatz fiir 16 h bei
Raumtemperatur geriihrt.

AnschlieBend wurde der Ansatz mit 2 N wissriger NaOH Losung gewaschen. Die organische
Phase wurde {iber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel bei

vermindertem Druck entfernt. Methode nach Literatur?’'.
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Material und Methoden

Methode D -Zyklisierung von Dipeptiden mit Methylestergruppe und freiem Amin

Das Dipeptid wurde in Methanol gelost und der Ansatz mit 25%iger wéssriger
Ammoniaklosung auf pH 9 eingestellt. Nach kochen unter Riickfluss fiir 16 h wurde der Ansatz
eingeengt und auf Raumtemperatur abgekiihlt und ausfallendes Produkt wurde abfiltriert.

Methode nach Literatur?’2.

7.2.2 Alkylierung

Methode E -Williamson-Ethersynthese mit Finkelstein-Austausch

Das Halogenalkan (1,0 eq.), das Phenol (1,1 eq.), Kaliumcarbonat (4,0 eq.) und Kaliumiodid
(kat.) wurden in Aceton suspendiert und 18-72 h unter Riickfluss gekocht. Der
Reaktionsfortschritt wurde mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie kontrolliert. Nach
Abschluss der Reaktion wurde der Ansatz auf Raumtemperatur abgekiihlt, filtriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in Dichlormethan
aufgenommen und mit 2N wissriger NaOH Losung gewaschen. Die organische Phase wurde
mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel bei vermindertem Druck

entfernt. Methode nach Literatur®’>.

Methode F -Alkylierung von Aminen mit Halogenalkanen

Das Halogenalkan (1,0 eq.), das Amin (1,0 eq.), Kaliumcarbonat (4,0 eq.) und Kaliumiodid
(kat.) wurden in Aceton suspendiert und 18-72 h unter Riickfluss gekocht. Der
Reaktionsfortschritt wurde mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie kontrolliert. Nach
Abschluss der Reaktion wurde der Ansatz auf Raumtemperatur abgekiihlt, filtriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in Dichlormethan
aufgenommen und mit 2N wissriger NaOH Losung gewaschen. Die organische Phase wurde
mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel bei vermindertem Druck

entfernt. Methode nach Literatur?%.

Methode G -Alkylierung von Aminen mit aktivierten Alkoholen

Das Amin (1,0 eq.) wurde in Acetonitril oder Aceton geldst bzw. suspendiert, wenn das Amin
protoniert vorlag. Kaliumcarbonat oder Triethylamin (3,0 eq.) wurde zum Ansatz gegeben und
10 Minuten kriftig geriihrt. Der aktivierte Alkohol (1,2 eq.) geldst in Acetonitril/Aceton wurde
langsam zugegeben und der Ansatz unter Riickfluss fiir 8-48 h geriihrt. Mit Hilfe der
Diinnschichtchromatographie wurde der Reaktionsfortschritt iiberwacht, bis kein Amin mehr

detektiert werden konnte. Methode nach Literatur®’.
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Nach Abschluss der Reaktion wurde der Ansatz auf Raumtemperatur abgekiihlt, filtriert und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in Dichlormethan
aufgenommen und mit 2N wissriger NaOH Losung gewaschen. Die organische Phase wurde
mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel bei vermindertem Druck

entfernt.

Methode H -Alkylierung von Amiden mit Halogenalkanen

Das Amid (1,0 eq.) wird in Tetrahydrofuran gelost bzw. suspendiert und in einem Kolben
geriihrt. Natriumhydrid (60% in Mineraldl) (2,0 eq.) wird portionsweise zugegeben und das
Aufklaren der Losung wird abgewartet. Nach weiterer Zugabe von Natriumhydrid bleibt die
Triibung bestehen. Der Ansatz wird weitere 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Halogenalkan
(1,5 eq.) gelost in THF wurde langsam zugetropft und 48 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Ablauf der Reaktion wurde langsam Wasser zugetropft, bis keine Gasentwicklung mehr
erkennbar war. Tetrahydrofuran wurde unter vermindertem Druck entfern. Der Riickstand
wurde in Essigsdureethylester aufgenommen und mit einer Mischung aus Triethylamin und
Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und

das Losungsmittel bei vermindertem Druck entfernt. Methode nach Literatur®’

Methode I -Alkylierung von CH-aciden Verbindungen

Ein Schlenkkolben wurde mit einem Septumverschlossen, evakuiert und mit Stickstoffgas
befiillt. Lithiumdiisopropylamid 2M in Tetrahydrofuran (1,5 eq.) wurde durch das Septum in
den Kolben gegeben. Der Kolben wurde in einem -78°C kaltem Acetonbad platziert. Die CH-
acide Verbindung (1,0 eq.) wurde in Tetrahydrofuran gelost und langsam in den Ansatz
gekiihlten Ansatz getropft. Der Ansatz wurde 1h bei -78 °C weiter geriihrt. Das Halogenalkan
(2,0 eq.) wurde langsam bei -78 °C zugegeben. Nach 10 Minuten wurde der Ansatz langsam
auf-35 °C erwarmt und 1h bei -35 °C geriihrt. Im Anschluss wurde Wasser zugegeben, um das
iiberschiissige Lithiumdiisopropylamid zu inaktivieren.

Der Ansatz wird auf Raumtemperatur erwiarmt und das Tetrahydrofuran unter vermindertem
Druck entfernt. Der Riickstand wird in Dichlormethan aufgenommen und mit Wasser
gewaschen. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das

Losungsmittel bei vermindertem Druck entfernt. Methode nach Literatur??®
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Methode J -Alkylierung durch reduktive Aminierung

Das Amin (1,0 eq.) und der Aldehyd (1,1 eq.) wurde in Dichlormethan geldst und 1 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Trisacetoxyborhydrid (1,2 eq) wurde zugegeben und alles zusammen
16 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Dichlormethan wurde mit Wasser gewaschen und mit
Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel bei vermindertem Druck entfernt.

Methode nach Literatur®’¢
7.2.3 Aktivierung von Alkoholen und Carbonsauren

Methode K -Aktivierung von Carbonsduren mit Thionylchlorid

Die Carbonsdure wurde in reinem Thionylchlorid 6 h bei 70 °C geriihrt. Nach dem Abkiihlen
wurde der Ansatz mit Toluol verdiinnt und das iiberschiissige Thionylchlorid abdestilliert. Das
restliche Toluol wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt erhalten.

Das Produkt wurde ohne weitere Aufreinigung weiterverwendet. Methode nach Literatur?”’

Methode L Aktivierung von Aminoalkoholen mit Thionylchlorid

Der Aminoalkohol (1,0 eq.) wurde in Tetrahydrofuran geldst und mit Thionylchlorid (2,0 eq.)
bei 0 °C versetzt. Nach beendeter Zugabe wurde der Ansatz unter Riickfluss 5 h gekocht. Das
Losungsmittel wurde teilweise entfernt und der Ansatz mit Diethylether verdiinnt. Der
entstehende Niederschlaf wurde iiber eine Glasfritte filtriert. Der Feststoff wurde an der Luft

bei Raumtemperatur getrocknet. Das Produkt wurde ohne weitere Aufarbeitung verwendet.

Methode M -Aktivierung von Alkoholen mit Methansulfonsdurechlorid

Der Alkohol (1,0 eq.) wurde in Dichlormethan geldst und bei 0 °C geriihrt. Nach Zugabe von
Triethylamin (1,5 eq.) wurde Methansulfonsdurechlorid (1,1 eq.) langsam zugetropft. Der
Ansatz wurde 15-60 min bei 0 °C geriihrt. Mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie wurde
der Reaktionsfortschritt iiberwacht, bis kein Edukt mehr erkennbar war. Das Dichlormethan
wurde bei max. 40 °C unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde ohne weitere

Aufreinigung verwendet, um den Verlust von Produkt bei der Aufreinigung zu vermeiden?’®,

Methode N1 -Fischerveresterung -Veresterung von Carbonsduren mit Sdurekatalyse

Die Carbonsédure wurde in Methanol geldst. Nach Zugabe von einigen Tropfen konzentrierter
Schwefelsdure wurde der Ansatz unter Riickfluss gekocht. Der Reaktionsfortschritt wurde mit
Hilfe der Diinnschichtchromatographie iiberwacht, bis kein Edukt mehr erkennbar war. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt als Rohprodukt

weiterverwendet. Methode nach Literatur®”°.
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Methode N2 -Veresterung von Carbonsduren mit Thionylchlorid

Die Carbonsédure wurde in Methanol geldst. Nach Zugabe von Thionylchlorid bei 0 °C wurde
der Ansatz unter Riickfluss gekocht. Der Reaktionsfortschritt wurde mit Hilfe der
Diinnschichtchromatographie {iberwacht, bis kein Edukt mehr erkennbar war. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und als Rohprodukt weiterverwendet.

Methode nach Literatur?®.

Methode O1 Mikrowellenassistierte Hydrolyse von Carbonsdureestern

Der Carbonséureester (1,0 eq.) wurde in Tetrahydrofuran gelost. Kaliumhydroxid (5,0 eq.)
wurden in Wasser gelost. Die beiden Losungen wurden in einem Mikrowellengefd3 mit
Methanol als Losungsvermittler gemischt und das Gefdl3 versiegelt. Der Ansatz wurde in der
Mikrowelle 15 Minuten bei 70 °C geriihrt. Die Aufreinigung erfolgte je nach erhaltenem
Produkt. Methode nach Literatur®’>.

Methode O2- Aufarbeitung von hydrolisierten Amino-Carbonsdureestern

Nach erfolgter Hydrolyse nach Methode O1 wurden die organischen Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Die stark basische wissrige Losung wurde mit Wasser verdiinnt.
Der Ansatz wurde durch Zugabe von Salzsdure neutralisiert. Bei einem pH Wert zwischen 2
und 3 entstand ein weiller Niederschlag. Der Niederschlag wurde tliber eine Glasfritte filtriert
und in einer Mischung aus 2N wissriger HCI Losung und Dioxan gelost. Dioxan wurde unter
vermindertem Druck entfernt und die wéssrige Losung bzw. Suspension mit Hilfe eines

Gefriertrockners getrocknet.

7.2.4 Schutzgruppenchemie

Methode P1 -Einfiihrung von Boc-Schutzgruppen bei Aminen

Das Amin (1,0 eq.) wurde in Dichlormethan geldst und Di-tert-butyldicarbonat (1,0 eq.) bei
0°C langsam zugegeben. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur geriihrt, bis die Kontrolle
durch Diinnschichtchromatograpie den vollstindigen Umsatz des Edukts angezeigt hat. Der
Ansatz wurde mit IN wissriger HCl Losung gewaschen. Die organische Phase wurde mit
Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel bei vermindertem Druck entfernt.

Methode nach Literatur?®!.
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Methode P2 -Selektive Einfiihrung von Boc-Schutzgruppen bei Diaminen

Das Diamin (1,0 eq.) wurde in Dichlormethan gelost und bei 0 °C geriihrt. di-tert-
Butyldicarbonat (2,0 eq.) gelost in Dichlormethan wurde langsam bei 0 °C zugetropft. Das
Eisbad wurde entfernt und der Ansatz fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Der Niederschlag
wurde abfiltriert und das Filtrat unter vermindertem Druck getrocknet. Der Riickstand wurde
in Wasser aufgenommen und erneut filtriert. Die wéssrige Phase wurde mit Kaliumcarbonat
gesittigt und anschliefend mit Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wurde mit
Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel bei vermindertem Druck entfernt.

Methode nach Literatur?®?.

Methode Q -Entfernen von Boc-Schutzgruppen mit HCI

Das Boc-geschiitze Edukt wurde in Dioxan oder Ethanol geldst. Nach Zugabe einer Losung
von HCI in Dioxan (mind. 10 eq.) wurde der Ansatz fiir 16 h geriihrt und das Reaktionsende
mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie {iiberpriift. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand erneut im Losungsmittel aufgenommen.

Dieser Vorgang wurde mindestens zweimal wiederholt. Methode nach Literatur?®,

7.2.5 Reduktion

Methode R -Reduktion von Nitrilen zu Aminen mit Raney Nickel-katalyse

Das Nitril (1,0 eq.) wird in Methanol geldst und mit konzentrierter Ammoniak Losung versetzt.
Der aktivierte Raney-Nickel-Katalysator (Methode W) wird zugegeben und die Mischung

in einen Autoklav tiberfiihrt. Der Autoklav wird bis 5 bar mit Wasserstoff befiillt und der
Ansatz 16 h bei 40 °C geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird abgekiihlt und iiber Kieselgur in
einer Glasfritte filtriert. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und die

Reaktion mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie iiberpriift. Methode nach Literatur®’>.

Methode S -Reduktion von Amiden zu Aminen mit Lithiumaluminiumhydrid

Das Amid (1,0 eq.) wird in Tetrahydrofuran geldst, 2M Lithiumaluminiumhydrid Losung in
Tetrahydrofuran (je Amid 4,0 eq.) wurde langsam zugegeben. Der Ansatz wird 16 h unter
Riickfluss gekocht. Der abgekiihlte Ansatz wurde in einem Eisbad mit Diethylether verdiinnt
und nach Nachfolgendem Schema aufgearbeitet.

X= Lithiumaluminiumhydrid in Gramm.

Zugabe von X ml Wasser, X ml 15%iger wiéssriger NaOH Losung und 15 Minuten riihren.

Zugabe von 3*X ml Wasser und Entfernen des Eisbades.
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Nachdem der Ansatz auf Raumtemperatur erwdrmt war, wurde Magnesiumsulfat zugegeben
und weitere 15 Minuten geriihrt.

Die Suspension wurde iiber Kieselgur filtriert. Der Ansatz wurde mit einer Losung von HCl in
Dioxan versetzt und die organischen Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das

Produkt wurde als HCI Salz erhalten. Methode nach Literatur?®*.

Methode T -Reduktion von C=C-Bindungen mit Palladium/Kohle Katalysator

Die Doppelbindungsverbindung (leq.) wurde in Essigsdureethylester gelost und mit
katalytischer Menge Palladium 10% auf Aktivkohle versetzt. Der Ansatz wurde mit 1 bar
Wasserstoff begast und 16 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Suspension wurde iiber
Kieselgur und eine Glasfritte filtriert. Die Entfernung des Losungsmittels bei reduziertem

Druck liefert das Produkt. Methode nach Literatur®3!.

7.2.6 Weitere Reaktionen

Methode U — Imidbildung aus Amiden mit Essigsdureanhydrid
Das Amid wurde in Essigsdureanhydrid gelost und 7 h unter Riickfluss gekocht. Das
Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt und das Produkt aufgereinigt oder als

Rohprodukt weiter umgesetzt. Methode nach Literatur?

Methode V Aldolkondensation -Reaktionen von Aldehyden mit o. CH-aciden Amiden

Das CH-acide Amid (1,0 eq.) und Casiumcarbonat (1,5 eq.) wurde in Dimethylformamid in
einem Schlenkkolben mit Septum geldst. Der Kolben wurde evakuiert und mit Stickstoff
gefiillt. Der Aldehyd (1,5 eq.) wurde in Dimethylformamid gelost oder als Reinstoff durch das
Septum zum Reaktionsansatz gegeben. Der Ansatz wurde 24-72 h bei Raumtemperatur-80 °C
geriihrt.Nach Reaktionsende wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck reduziert und
in ein Eisbad (2xVol. von DMF) tiberfiihrt. Der Niederschlag wurde abfiltriert und lyophilisiert
Methode nach Literatur®>.

Methode W -Aktivierung von Raney-Nickel-Legierung

500mg Aluminium-Nickel-Legierung (Raney-Nickel) wird portionsweise in einen
Dreihalskolben mit 50ml 10%ger wéssriger NaOH Losung gegeben. Der Ansatz wird 1h bei
95°C geriihrt. Die NaOH Losung wird dekantiert und der Riickstand mehrfach mit Wasser
gewaschen bis das Waschwasser neutral reagiert. Im Anschluss wird der Waschvorgang mit
Methanol dreimal wiederholt. Der aktivierte Katalysator wird mit Methanol bedeckt bis zur

baldigen Verwendung gelagert. Methode nach Literatur®®.
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7.3 Vorschriften und Analytik

7.3.1 Vorstufensynthesen

7.3.1.1 Aminosiure-Vorstufen

(35.7a8)-3-(Trichlormethytetrahydro-1H.3H-pyrrolo[ 1,2-cJoxazol-1-on (1) MF S133

H O
o Summenformel: C7HsCLNO,?7
N/
= Cl Molekulargewicht: 244,50 g/mol
Cl
Cl Spez.Drehung: [a]p®: +32,7°*ml*g ' *dm™ (10 mg/ml, MeOH)

Spez. Drehung Literaturwert?®®:[a]p?°:+34,2°*ml*g ' *dm'!

L-Prolin (7,50 g; 65,0 mmol) und Chloralhydrat (16,10 g; 97,0 mmol) wurden in 100 ml
Chloroform geldst. Der Kolben wurde mit einem Dean-Stark-Wasserabscheider und einem
Riickflusskiihler versehen und der Ansatz gekocht. An der Skala des Wasserabscheiders wurde
der Reaktionsfortschritt {liberwacht. Nach beendeter Reaktion wurde der Ansatz auf
Raumtemperatur abgekiihlt und mit Wasser gewaschen. Die wissrige Phase wurde mit
Chloroform extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber MgSO4 getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene braune
Feststoff wurde aus Ethanol umkristallisiert und so die Verbindung 1 mit ausreichender
Reinheit gewonnen.

Ausbeute: 12,40 g; 49,2mmol (75,7 %)

APCI-MS (+):m/z: 244,0/246,0/248,0 [M+H'T"

'H NMR (300 MHz, CDCls) 8 5.16 (d, J = 0.7 Hz, 1H), 4.12 (dd, J = 8.8, 4.7 Hz, 1H), 3.42
(ddd, J=10.9, 7.8, 5.9 Hz, 1H), 3.12 (ddd, J= 11.3, 6.5, 5.4 Hz, 1H), 2.30 — 2.04 (m, 2H), 1.93
(ddq, J=12.5, 6.8, 5.6 Hz, 1H), 1.81 — 1.65 (m, 1H).

(3S.,7aR)-7a-Allyl-3-(trichlormethyDtetrahydro-1H,3 H-pyrrolo[1.2-cloxazol-1-on (2) MF §132

~ Summenformel: Ci10H12CI3NO2
O  Molekulargewicht: 284,56 g/mol
Spez. Drehung: [o]p®: +41,3°*ml*g*dm™' (10 mg/ml, MeOH)

Spez. Drehung Literaturwert??’:[a]p*:+44,6°*ml*g ! *dm'!
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Verbindung 2%%7 wurde gemiB Methode I aus (3S,7aS)-3-(Trichlormethyl)tetrahydro-1H,3H-
pyrrolo[1,2-c]oxazol-1-on (1) (6,11 g; 25,0 mmol), Allylbromid (4,40 ml; 50,0 mmol) und
Lithiumdiisopropylamid (16,25 ml 2M Ldsung; 37,5 mmol) hergestellt. Nach der Aufarbeitung
erfolgte eine Aufreinigung der Verbindung mit Hilfe der Flash-Chromatographie.
Gradientenelution mit Hexan und Essigsdureethylester (92:8-85:15) iiber eine Kieselgelséule.
Ausbeute: 3,88 g; 13,7 mmol (54,6 %)

APCI-MS (+): m/z: 285,5/287,5/289,5 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, CDCl3) § 5.97 — 5.81 (m, 1H), 5.20 (q, J= 1.0 Hz, 1H), 5.16 (ddt, J= 4.7,
2.0, 1.2 Hz, 1H), 4.97 (s, 1H), 3.27 — 3.11 (m, 2H), 2.67 — 2.49 (m, 2H), 2.19 — 1.83 (m, 3H),
1.73 — 1.55 (m, 1H).

(R)-2-Allylpyrrolidin-2-carbonséure/ L-allyl-prolin (3) MF S138

|
k o] Summenformel: CsHi3NO?»

O:/MOH Molekulargewicht: 155,20 g/mol
NH

(3S,7aR)-7a-Allyl-3-(trichlormethyl)tetrahydro-1H,3 H-pyrrolo[ 1,2-c]oxazol-1-on (2) (1,71g;
13,0 mmol) wurde in 6N wissriger HC1 Losung (75 ml) suspendiert und unter kraftigem Riihren
4 h unter Riickfluss gekocht. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der
Riickstand in Methanol geldst und erneut entfernt. Dieser Vorgang wurde mindestens zweimal
wiederholt. Mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie wurde tiberpriift, dass kein Edukt mehr
vorhanden war. Der Ansatz wurde nicht weiter aufgearbeitet und als Rohprodukt weiter
umgesetzt.

Ausbeute: 2,35 g; 12,3 mmol (94,0 %) Rohprodukt

APCI-MS (+):m/z: 156,6 [M+H']*

APCI-MS (-): m/z: 154,6 [M-H'

(R)-2-Allyl-1-(tert-butoxycarbonyl)pyrrolidine-2-carbonséure/ Boc-L-allyl-prolin (4) MF S139
L,
> Summenformel: C13H21NOg4
Q)(OH Molekulargewicht: 255,15 g/mol

Boc Drehwert: [o]p?>: +10,0°*ml*g*dm™! (10 mg/ml, MeOH)
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Verbindung 4**° wurde gemidB Methode P1 aus (R)-2-Allylpyrrolidin-2-carbonsiure
Hydrochlorid 3)(ca.10 mmol), Di-tert-butyldicarbonat (2,40 g; 11,0 mmol) und Triethylamin
(6,90 ml; 50,0 mmol) in 80 ml Dichlormethan hergestellt. Nach der Aufarbeitung wurde das
Produkt durch eine Flash-Chromatographie aufgereinigt. Gradientenelution mit Dichlormethan
und Methanol (99:1-98:2) tiber eine Kieselgelséule.

Ausbeute:0,9854g; 3,86mmol (38,6%) Anmerkung: Edukt wurde nicht aufgereinigt

APCI-MS (+): m/z: 256,2 [M+H']"

APCI-MS (-): m/z: 254,2 [M-H'T

'HNMR (300 MHz, DMSO-de) § 5.71 (dddd, J=20.6, 14.4, 11.6, 7.5 Hz, 1H), 5.15 - 5.03 (m,
2H), 3.47 (tdd, J=9.8, 7.4, 5.7 Hz, 1H), 3.23 (ddt, /= 11.9, 10.4, 7.1 Hz, 1H), 2.80 (ddt, J =
14.1, 7.1, 1.3 Hz, 1H), 2.48 — 2.41 (m, 1H), 2.12 — 1.92 (m, 2H), 1.75 (pd, J= 7.3, 2.9 Hz, 2H),
1.36 (d, J= 10.7 Hz, 9H).

D-Tvyrosinmethylester (5) AS01

0]

: ), HJ\O/CH3 Summenformel: Ci0H13NO3
HO

NH, Molekulargewicht: 195,22 g/mol
Spez. Drehung: [o]p®’: -67,67°*ml*g ' *dm™ (10 mg/ml, MeOH)

Verbindung 5 wurde gemil Methode N2 aus D-Tyrosin (0,910 g; 5,0 mmol) und Thionylchlorid
in Methanol hergestellt. Das Rohprodukt bedurfte keiner weiteren Aufreinigung.

Ausbeute: 0,955 g; 4,89 mmol (97,8 %)

Spez. Drehung Literaturwert*’:[a]p?:-74,0°*ml*g ' *dm!

Drehwert L-Form [a]p®>: +70,0°*ml*g*dm™ (10 mg/ml, MeOH)

APCI-MS (+):m/z: 196.4 [M+H'"

'H NMR (300 MHz, DMSO-de)  9.24 (s, 1H), 8.11 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.03 — 6.95 (m, 2H),
6.93 (q,J = 6.1, 5.2 Hz, 1H), 6.69 — 6.63 (m, 2H), 4.40 (td, J = 7.9, 5.9 Hz, 1H), 3.58 (s, 3H),
2.84 (mJ=13.8, 7.1 Hz, 2H).
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7.3.1.2 Aminoaldehydvorstufen
tert-Butyl-(S)-2-formylpyrrolidin-1-carboxvlat (6) MF S166

Oﬂ{' Summenformel: C10H17NO3**!

N O Molekulargewicht: 199,25 g/mol
Boc

Tert-Butyloxycarbonat-L-prolinmethylester (1,61 g; 7,0 mmol) wurde in 70 ml Dichlormethan
gelost und auf -78 °C abgekiihlt. Diisobutylaluminiumhydrid (21,0 ml 1M Lésung; 21,0 mmol)
wurde langsam zu der gekiihlten Losung getropft. Nach 3h wurde mit wenigen Millilitern
Methanol gequenched, die Kiihlung entfernt und auf Raumtemperatur erwirmt. Der Ansatz
wurde in 100 ml einer 10% Rochelle-Salzlosung (Na-K-Tatrat) gegossen und 15 min geriihrt,
bis die Losung nicht mehr gelartig war. Der Ansatz wurde in einen Scheidetrichter {liberfiihrt
und die organische Phase von der wissrigen Phase getrennt. Die wéssrige Phase wurde
anschlieend dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereint und
getrocknet.

Das Rohprodukt wurde mit Hilfe der Flash-Chromatographie aufgereinigt. Gradientenelution
Hexan:Ethylacetat 88:12 — 73:17, Kieselgelsiule.

Ausbeute: 1,090 g, 5,45 mmol (77,9 %)

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) § 9.41 (t, J = 3.2 Hz, 1H), 4.05 (ddt, J = 8.6, 5.9, 3.6 Hz, 1H),
336 (dq, J = 6.5, 33, 2.6 Hz, 2H), 2.15 — 1.96 (m, 1H), 1.94 — 1.70 (m, 4H),
1.37 (d,J=21.9 Hz, 11H).

tert-Butyl (5)-(1-(4-hydroxyphenyl)-3-oxopropan-2-vyl)carbamat (7) MF S172

HO
Summenformel: C1sH1oNO4**!

Molekulargewicht: 265,31 g/mol

«H
3 H
AN

Boc O
Tert-Butyloxycarbonat-L-tyrosinmethylester (1,420 g; 4,82 mmol) wurde in 50 ml
Dichlormethan gelost und auf -78°C abgekiihlt. Diisobutylaluminiumhydrid (15,0 ml 1M
Losung; 15,0 mmol) wurde langsam zu der gekiihlten Losung getropft. Nach 2 h wurde mit
wenigen Millilitern Methanol gequenched, die Kiihlung entfernt und auf Raumtemperatur
erwdrmt. Der Ansatz wurde in 100 ml einer 10% Rochelle-Salzlosung gegossen und gertihrt,
bis die Losung nicht mehr gelartig war. Der Ansatz wurde in einen Scheidetrichter {liberfiihrt

und die organische Phase von der wissrigen Phase getrennt.
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Die wissrige Phase wurde anschliefend dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die organischen
Phasen wurden vereint und getrocknet. Das Rohprodukt wurde mit Hilfe der Flash-
Chromatographie aufgereinigt. Gradientenelution Dichlormethan:Methanol 99:1 — 96:4,
Kieselgelséule.

Ausbeute : 0,8620 g, 3,3 mmol (67,4 %)

APCI-MS (-): m/z: 264,4 [M-H'

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 9.34 (d, J=90.4 Hz, 1H), 7.09 — 6.90 (m, 2H), 6.64 (m, 2H),
3.74 (dtd, J = 147.2, 9.3, 8.6, 4.3 Hz, 1H), 3.25 — 3.13 (m, 2H), 3.00 — 2.68 (m, 1H), 2.61 (dd,
J=14.1,9.8 Hz, 1H), 1.48 — 1.13 (m, 9H).

7.3.1.3 Dipeptid-Vorstufen

Methyl-(tert-butyloxycabonyl)-glycyl-L-tyrosinat (8al.) MF S29

N Boc
¢} N~ S f I:  Ci7H24N20
johH ummenforme 17H24N20¢
Molekulargewicht: 352,39 g/mol
HO Spez. Drehung: [a]p®: -9,0°*ml*g*dm™ (10mg/ml, MeOH)

Verbindung 8aL*°? wurde gemiB Methode A aus L-Tyrosinmethylester (1,074 g; 5,5 mmol)
und N-Boc-Glycin (0,8770 g; 5,0 mmol) unter Zugabe von Hydroxybenztriazol (0,842 g; 5,5
mmol) und 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (0,98 ml; 5,5 mmol) in 50 ml DMF

hergestellt.
Ausbeute: 1,515 g; 4,3 mmol (86,0 %)
APCI-MS: (+): m/z: 252,0 [M-Boc+H']*

- m/z: 353,0/354,0  [M+H]'

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) § 9.28 (s, 1H), 8.07 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.97 — 6.90 (m, 2H),
6.69 — 6.61 (m, 2H), 4.09 (q, J = 5.2 Hz, 2H), 3.96 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 3.68 (s, 3H), 3.28 (d, J
=3.0 Hz, 1H), 2.98 (dd, J= 13.6, 4.2 Hz, 1H), 2.77 (d, J = 4.8 Hz, 1H) 1.38 (s, 9H).

Methvl-(tert-butyloxycabonyl)-glycyl-D-tyrosinat (8aD) 4ASID

(0]
H
|_|3C\O)K._/ N mﬁu -BOC gummenformel:  C17H24N>Og
>0

/©/ Molekulargewicht: 352,39 g/mol
HO Spez. Drehung: [0]p®: +8,67°*ml*g ! *dm"!
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Verbindung 8aD*? wurde gemiB Methode A aus D-Tyrosinmethylester (0,649 g; 3,3 mmol)
und N-Boc-Glycin (0,526 g; 3,0 mmol) unter Zugabe von Hydroxybenztriazol (0,459 g; 3,0
mmol) und 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (0,54 ml; 3,0 mmol) in 30 ml DMF
hergestellt.
Ausbeute: 0,885 g; 2,51 mmol (83,7 %)
APCI-MS (+): m/z: 252,0 [M-Boc+H)"

m/z: 353,0 [M+H'"

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) § 9.23 (s, 1H), 8.10 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.00 — 6.94 (m, 2H),
6.91 (t,J = 6.1 Hz, 1H), 6.68 — 6.62 (m, 2H), 4.39 (q, J = 7.5 Hz, 1H), 3.58 (s, 3H), 3.52 (t, J =
6.1 Hz, 2H), 2.88 — 2.73 (m, 2H), 1.37 (d, J = 2.1 Hz, 9H).

Methyl-(¢ert-butyloxycabonyl)-L-alanyl-L-tyrosinat (8b) MF S3

CHjs
. _Boc
mﬂu Summenformel:  CisH2N2Os
© Molekulargewicht: 366,41 g/mol

@)

HO

Verbindung 8b?°* wurde gemiB Methode A aus L-Tyrosinmethylester (1,074 g; 5,5 mmol) und
N-Boc-L-Alanin (0,946 g; 5,0 mmol) unter Zugabe von Hydroxybenztriazol (0,842 g; 5,5
mmol) und 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (0,98 ml; 5,5 mmol) in 50 ml DMF
hergestellt.

Ausbeute: 1,301 g; 3,55 mmol (71,0 %)

APCI-MS (+): m/z: 367,5 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) § 9.23 (s, 1H), 8.02 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.04 — 6.92 (m, 2H),
6.85 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 6.69 — 6.59 (m, 2H), 4.38 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 4.00 — 3.91 (m, 1H),
3.57 (s, 3H), 2.84 (h, J= 7.9 Hz, 2H), 1.36 (s, 9H), 1.12 (d, J= 7.2 Hz, 3H).

Methvyl-(¢ert-butyloxycabonyl)-L-valyl-L-tyrosinat (8¢) MF S7

o :3CYCH3
H3C\O NmAN’BOC Summenformel: C20H30N206
o M Molekulargewicht: 394,47 g/mol
HO

293

Verbindung 8¢~”° wurde gemill Methode A aus L-Tyrosinmethylester (2,058 g; 10,5 mmol) und
N-Boc-L-Valin (2,1762g; 10mmol) unter Zugabe von Hydroxybenztriazol (1,607 g; 10,5 mmol)
und 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (1,87 ml; 10,5 mmol) in 100 ml DMF

hergestellt.
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Ausbeute: 3,671 g; 9,31 mmol (93,1 %)
APCI-MS (+):m/z: 395,5 [M+H']"

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9.21 (s, 1H), 8.17 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 8.4 Hz,
2H), 6.68 — 6.61 (m, 2H), 6.58 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 4.39 (q, J = 7.4 Hz, 1H), 3.83 — 3.73 (m,
1H), 3.56 (s, 3H), 2.89 — 2.76 (m, 2H), 1.86 (q, J = 6.8 Hz, 1H), 1.38 (s, 9H), 0.78 (d, J = 6.7
Hz, 6H).

Methyl-(tert-butyloxycabonyl)-L-phenylalanyl-L-tyrosinat (8d) MF S2

Summenformel; C24H30N206

HsCsg f -Boc Molekulargewicht: 442,51g/mol

Verblndung 8d%%° wurde gemiB Methode A aus L-Tyrosinmethylester (0,649 g; 3,3 mmol) und
N-Boc-L-Phenylalanin (0,800 g; 3,0 mmol) unter Zugabe von Hydroxybenztriazo (0,459 g; 3,0
mmol) und 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (0,54 ml; 3,0 mmol) in 30 ml DMF
hergestellt.
Ausbeute: 1,062 g; 2,4mmol (80,0%)
APCI-MS(+): m/z: 343,5 [M-Boc+H"]"

m/z: 434,5 [M+H'T"

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) § 9.21 (s, 1H), 8.35 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.33 — 7.10 (m, 5H),
7.06 — 6.94 (m, 2H), 6.75 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.68 — 6.59 (m, 2H), 4.4 (s, 1H), 4.19 (td, J =
9.5,4.0 Hz, 1H), 3.63 (s, 3H), 2.97 — 2.90 (m, 1H), 2.82 — 2.74 (m, 2H), 2.60 — 2.52 (m, 1H),
1.29 (s, 9H).

Methvyl-(tert-butyloxycabonyl)-L-tyrosvyl-L-tyrosinat (8¢) MF S19

OH
o /©/ Summenformel: Ca4H30N207

I :
: Molekulargewicht:  458,51g/mol
HSC\O Nj(\N/BOC g g
H
0]
HO
Verbindung 8¢?°? wurde gemiB Methode A aus L-Tyrosinmethylester (1,074 g; 5,5 mmol) und

N-Boc-L-Tyrosin (1,411 g; 5,0 mmol) unter Zugabe von Hydroxybenztriazol (0,842 g; 5,5
mmol) und 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (0,98 ml; 5,5 mmol) in 50 ml DMF
hergestellt.

Ausbeute: 2,116 g; 4,62 mmol (92,3 %)
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APCI-MS (+): m/z: 358,5/359,5 [M-Boc+H']"
m/z: 458,5 [M+H]*
APCI-MS (-): m/z: 457,5 [M-H]"

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 9.21 (s, 2H), 8.33 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7,75 (d, J = 7,8 Hz,
1H), 7.06 — 6.94 (m, 4H), 6.68 — 6.59 (m, 4H), 4.44 (m, 1H), 4.19 (s, J=9.5, 1H), 3.63 (s, 3H),
2.93 —2.85 (m, 1H), 2.80 — 2.73 (m, 2H), 2.61 — 2.52 (m, 1H), 1.31 (s, 9H).

Methyl-(¢ert-butyloxycabonyl)-L-prolyl-L-tyrosinat (8f) MF S82

e o) H \[@ Summenformel: C20H28N20¢

3/5;/ N Molekulargewicht:  392,45g/mol
O

HO

Boc

Verbindung 8f **wurde gemiB Methode A aus L-Tyrosinmethylester (1,074 g; 5,5 mmol) und
N-Boc-L-Prolin (1,076 g; 5,0 mmol) unter Zugabe von Hydroxybenztriazol (0,842 g; 5,5 mmol)
und 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (0,98 ml; 5,5 mmol) in 50 ml DMF
hergestellt.

Ausbeute: 1,570 g; 4,0 mmol (80,0%)

APCI-MS (+): m/z: 293,6 [M-Boc+H']"

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) 5 9.19 (s, 1H), 8.10 (dd, J= 17.4, 7.7 Hz, 1H), 6.99 (d, /= 8.1
Hz, 2H), 6.71 — 6.59 (m, 2H), 4.40 (p, J = 8.4 Hz, 1H), 4.17 — 3.97 (m, 1H), 3.58 (d, J=9.2
Hz, 3H), 3.21 (d, J=17.3 Hz, 1H), 2.88 — 2.76 (m, 2H), 2.11 — 1.93 (m, 1H), 1.69 (dd, J= 12.9,
6.3 Hz, 3H), 1.30 (d, J = 46.8 Hz, 9H).

Methvyl-(¢ert-butyloxycabonyl)-L-a-allylprolyl-L-tyrosinat (8g) MF S143

X
)
H.C § Summenformel: C23H32N206
3 \O N
o Boc Molekulargewicht:  432,52g/mol

HO

Verbindung 8¢ wurde gemill Methode A aus L-Tyrosinmethylester (0,586 g; 3,0 mmol) und N-
Boc-L-allyl-prolin 4 (0,714 g; 2,8 mmol) unter Zugabe von Hydroxybenztriazol (0,4590g; 3,0
mmol) und 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (0,54 ml; 3,0 mmol) in 30 ml DMF
hergestellt. Nach der Aufarbeitung erfolgte eine Aufreinigung mit Hilfe der Flash-
Chromatographie. Elution mit Dichlormethan und Methanol (98:2) {iber eine Kieselgelséule.

Ausbeute: 1,076 g; 2,49 mmol (88,9 %)
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APCI-MS (+): m/z: 333,1 [M-Boc+H']*

APCI-MS (-): m/z: 431,1 [M-HJ

'H NMR (300 MHz, CDCl3) § 7.99 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 7.06 — 6.87 (m, 2H), 6.73 (t, J = 8.2
Hz, 2H), 6.49 (d, J = 14.7 Hz, 1H), 5.59 (ddt, J= 17.4, 9.6, 7.3 Hz, 1H), 5.11 (dd, J= 13.4, 4.5
Hz, 2H), 4.83 — 4.70 (m, 1H), 3.71 (s, 3H), 3.58 — 3.34 (m, 1H), 3.33 — 3.08 (m, 2H), 3.02 (d, J
= 12.7 Hz, 1H), 2.91 (s, 1H), 2.74 — 2.55 (m, 1H), 2.39 (s, 1H), 2.17 — 1.91 (m, 1H), 1.79 (s,
1H), 1.64 (dtt, J=9.0, 6.5, 3.1 Hz, 1H), 1.4 (q, J = 4.6, 4.0 Hz, 9H).

Methyl-(¢ert-butyloxycabonyl)-L-prolyl-glycinat (8h) MF S86

Summenformel: C13H22N20s

0]
H
H3C\O)K/ N N Molekulargewicht: 286,33g/mol

\

o) Boc

Verbindung 8h?**® wurde gemiB Methode A aus Glycinmethylester Hydrohlorid (0,691 g; 5,5
mmol) und N-Boc-L-Prolin (1,076 g; 5,0 mmol) unter Zugabe von Hydroxybenztriazol (0,842
g; 5,5 mmol) ,1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (0,98 ml; 5,5 mmol) und
abweichend zur Methode A mit Triethylamin (2,1 ml; 15 mmol) in 50 ml DMF hergestellt.
Nach der Aufarbeitung wurde das Produkt mit Hilfe der Flash-Chromatographie auf einer
Kieselgelsdule mit einem Gradienten von Dichlormethan und Methanol (98:2-95:5)
aufgereinigt:

Ausbeute: 1,236 g; 4,0 mmol (79,4 %)

'HNMR (300 MHz, DMSO-de) 8 8.31 — 8.15 (m, 1H), 4.10 (td, /= 10.3, 8.4, 2.9 Hz, 1H), 3.91
—3.74 (m, 2H), 3.62 (s, 3H), 3.38 (dq, J = 6.9, 5.2 Hz, 1H), 3.30 — 3.22 (m, 1H), 2.18 — 2.01
(m, 1H), 1.87 — 1.69 (m, 3H), 1.36 (d, /= 17.1 Hz, 9H).

7.3.1.4 Aminomethylcarbonyl-Vorstufen
tert-Butyl—(S5)-2-(((2-methoxy-2-oxoethyl)amino)methylpyrrolidin-1-carboxylat  (9a) MF
S169
0] Summenformel: C13H2N>042
(AR o
5\1 N o/C 3 Molekulargewicht: 272,35 g/mol

Boc

tert-Butyl-(S)-2-formylpyrrolidin-1-carboxylat 6 (0,9963 g; 5,0 mmol) wurde in 30 ml
Methanol geldst.  Glycinmethylester  Hydrochlorid (0,7534 g; 6 mmol) und
Natriumcyanoborhydrid (0,3205 g; 5,1 mmol) wurden zugegeben und der Ansatz fiir 16 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde entfernt und der Riickstand in Ethylacetat
aufgenommen. Die organische Phase wurde mit Wasser und 1 N NaOH gewaschen. Das
Rohprodukt wurde mit Hilfe der Flash-Chromatographie aufgereinigt. Gradientenelution
Dichlormethan:Methanol 98:2-96:4, Kieselgelséule.
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Ausbeute: 0,7192 g; 2,64 mmol (52,8 %)

APCI-MS (+): m/z: 273,4 [M+H']*

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 3.67 (s, 1H), 3.61 (s, 3H), 3.32 (s, 1H), 3.21 (d, J = 8.6 Hz,
2H), 2.64 (d, J=10.1 Hz, 1H), 2.44 (s, 1H), 2.04 (s, 1H), 1.88 — 1.66 (m, 4H), 1.38 (s, 9H).
tert-Butyl-(S)-2-((((S)3-(4-hydroxyphenyl)-1-methoxy-1-oxopropan-2yl)amino)methyl)-
pyrrolidin 1-carboxylat (9b) MF S176

O
H K
(Nj\/ N :JJ\O/CH3 Summenformel: C20H30N20s

[

B
oc \©\ Molekulargewicht: 378,47 g/mol
OH

tert-Butyl-(S)-(1-(4-hydroxyphenyl)-3-oxopropan-2-yl)carbamat 7 (1,196 g; 6,0 mmol) wurde

in 50 ml Methanol gelost. L-Tyrosinmethylester (1,757 g; 9,0 mmol) wurde zugegeben und der
Ansatz fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe von Natriumcyanoborhydrid (0,4178
g; 6,6 mmol) wurden weitere 16 h bei Raumtemperatur gerithrt Das Losungsmittel wurde
entfernt und das Rohprodukt mit Hilfe der Flash-Chromatographie aufgereinigt.
Gradientenelution Dichlormethan:Methanol 99:1-97:3, Kieselgelsdule.

Ausbeute: 1,236 g; 3,27 mmol (54,4%)

APCI-MS (+):m/z: 379,8 [M+H']"

APCI-MS (-): m/z: 377,8 [M-H'T

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 9.18 (s, 1H), 7.00 — 6.91 (m, 2H), 6.68 — 6.61 (m, 2H), 3.55
(s,4H), 3.17 (d,J=4.5 Hz, 4H), 2.73 (d, /= 6.7 Hz, 2H), 1.74 (s, 4H), 1.38 (d, /= 5.2 Hz, 9H).
Methyl-(S)-(2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-3-(4-hydroxyphenyl)propyl)-L-prolinat (10) MF
S175

HO

Summenformel: C20H30N20s5

N N, Molekulargewicht: 378,47 g/mol
éoc - ACHs
o 0)
tert-Butyl-(S)-(1-(4-hydroxyphenyl)-3-oxopropan-2-yl)carbamat 7 (1,015 g; 3,0 mmol) wurde
in 25 ml Methanol geldst. L-Prolinmethylester Hydrochlorid (0,7453 g; 4,5 mmol) wurde
zugegeben und der Ansatz fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe von
Natriumcyanoborhydrid Natriumcyanoborhydrid (0,2074 g; 3,3 mmol) wurden weitere 16 h bei

Raumtemperatur geriihrt.
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Das Losungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt mit Hilfe der Flash-Chromatographie
aufgereinigt. Gradientenelution Dichlormethan:Methanol 98:2-97:3, Kieselgelsiule.
Ausbeute: 0,7559 g; 2,00 mmol (66,7 %)

APCI-MS (+): m/z: 379,8 [M+H']"

APCI-MS (-): m/z: 377,8 8 [M-H']

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 9.07 (s, 1H), 6.98 — 6.90 (m, 2H), 6.68 — 6.60 (m, 2H), 6.53
(d, J= 8.5 Hz, 1H), 3.59 (s, 4H), 3.26 — 3.15 (m, 2H), 3.05 — 2.97 (m, 1H), 2.77 (dd, J = 13.9,
4.9 Hz, 1H), 2.56 (dd, J = 12.0, 8.0 Hz, 1H), 2.41 (dt, J = 12.5, 6.0 Hz, 3H), 2.04 — 1.92 (m,
1H), 1.76 (q, J = 6.8, 6.3 Hz, 3H), 1.31 (s, 9H).

7.3.1.5 1,5-Diketopiperazin-Vorstufen
(8)-3-(4-Hydroxybenzyl)piperazin-2.5-dion (11al.) MF S32

\@\ HN )H Summenformel: C11H12N203

NH Molekulargewicht: 220,23 g/mol
Spez. Drehung: [a]p?’: +60,0°*ml*g ' *dm™ (10 mg/ml, MeOH)

Verbindung 8aL (1,515 g; 4,3 mmol) wurde gemall Methode Q in 40 ml Dioxan gelost und mit
4N HCI in Dioxan (10 ml) versetzt. Nach der Aufarbeitung wurde der Riickstand in 75 ml
Methanol geldst und gemdfl Methode D mit 25%iger wissriger Ammoniak Losung versetzt.
Am Ende der Reaktionszeit wurde der Ansatz auf Raumtemperatur abgekiihlt und Verbindung
11aL.*? als Niederschlag abgesaugt.

Ausbeute: 0,7539 g ; 3,43 mmol (79,8%)

APCI-MS (+): m/z: 221,5 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) § 9.28 (s, 1H), 8.07 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.84 (d, J = 2.8 Hz,
1H), 6.99 — 6.85 (m, 2H), 6.72 — 6.60 (m, 2H), 3.96 (g, J = 4.2 Hz, 1H), 3.32 — 3.27 (dd, 1H),
2.98 (dd, J = 13.6, 4.2 Hz, 1H), 2.79 — 2.65 (m, 2H).

(R)-3-(4-Hvydroxybenzyl)piperazin-2.5-dion (11aD) ASCycloD
(0]

HO HN)H Summenformel: C11H12N203
NH Molekulargewicht: 220,23 g/mol
© Spez. Drehung: [o]p®: -55,33°*ml*g ! *dm™! (10 mg/ml, MeOH)

Verbindung 8aD (0,7049 g; 2,0 mmol) wurde gemél Methode Q in 20 ml Dioxan geldst und
mit 4N HCI in Dioxan (5 ml) versetzt. Nach der Aufarbeitung wurde der Riickstand in 50 ml

Methanol gelost und gemél Methode D mit 25%iger wéssriger Ammoniak Losung versetzt.
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Am Ende der Reaktionszeit wurde der Ansatz auf Raumtemperatur abgekiihlt und Verbindung
11aD*? als Niederschlag abgesaugt.

Ausbeute: 0,2731 g; 1,24 mmol (62,0 %)

APCI-MS (+): m/z: 221,5 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9.28 (s, 1H), 8.07 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.84 (d, J = 2.8 Hz,
1H), 6.99 — 6.85 (m, 2H), 6.72 — 6.60 (m, 2H), 3.96 (q, J = 4.2 Hz, 1H), 3.32 — 3.27 (dd, 1H),
2.98 (dd, J = 13.6, 4.2 Hz, 1H), 2.79 — 2.65 (m, 2H).

(35.,65)-3-(4-Hydroxybenzyl)-6-methylpiperazin-2,5-dion(11b) MF S4

0]

HO\<)\HNJ\“\CH3 Summenformel: C12H14N20;3
\“‘H(NH Molekulargewicht: 234,26g/mol

0]
Verbindung 8b (0,7805 g; 2,13 mmol) wurde gemél Methode Q in 20 ml Dioxan gelost und
mit 4N HCI in Dioxan (5 ml) versetzt. Nach der Aufarbeitung wurde der Riickstand in 50 ml
Methanol geldst und gemdfl Methode D mit 25%iger wissriger Ammoniak Losung versetzt.
Am Ende der Reaktionszeit wurde der Ansatz auf Raumtemperatur abgekiihlt und Verbindung
11b** als Niederschlag abgesaugt.
Ausbeute: 0,3341g; 1,42mmol (66,0 %)
APCI-MS (+): m/z: 235,0 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, DMSO-d) 8 9.21 (s, 1H), 8.00 (dd, J = 15.4, 2.2 Hz, 2H), 6.97 — 6.89 (m,
2H), 6.70 — 6.59 (m, 2H), 4.15 — 4.01 (m, 2H), 3.68 — 3.55 (m, 1H), 3.17 (d, J = 5.1 Hz, 2H),
3.01 (dd, J = 13.6, 3.7 Hz, 1H), 2.73 (dd, J = 13.6, 4.8 Hz, 1H), 0.53 (d, J = 6.9 Hz, 3H).

(35.,65)-3-(4-Hydroxybenzyl)-6-isopropylpiperazin-2.5-dion (11¢) MF S8

O CHs
HO R
\©\ HN ™" “CH; Summenformel: C14Hi1sN20s3
\\“H(NH Molekulargewicht: 2362,31 g/mol
(0]

Verbindung 8¢ (3,671 g; 9,31 mmol) wurde gemill Methode Q in 70 ml Dioxan geldst und mit
4N HCI in Dioxan (25 ml) versetzt. Nach der Aufarbeitung wurde der Riickstand in 150 ml
Methanol gelost und gemidl Methode D mit 25%iger wassriger Ammoniak Losung versetzt.
Am Ende der Reaktionszeit wurde der Ansatz auf Raumtemperatur abgekiihlt und Verbindung
11¢?* als Niederschlag abgesaugt.

Ausbeute: 2,034 g; 7,78 mmol (83,4 %)

APCI-MS (+): m/z: 262,3 [M+H']"
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'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9.12 (s, 1H), 8.00 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 2.2 Hz,
1H), 7.01 — 6.91 (m, 2H), 6.68 — 6.56 (m, 2H), 3.52 (dt, J= 3.8, 1.8 Hz, 1H), 3.17 (d, J= 4.7
Hz, 1H), 3.01 (dd, J = 13.7, 4.5 Hz, 1H), 2.76 (dd, J = 13.7, 4.9 Hz, 1H), 1.73 (pd, /= 6.9, 3.8
Hz, 1H), 0.68 (d, J= 7.1 Hz, 3H), 0.34 (d, J = 6.8 Hz, 3H).

(35.65)-3-Benzyl-6-(4-hydroxybenzyl)piperazin-2.5-dion (11d) MF S5

O
HO HN )H‘\\\ Summenformel: CisH1sN203
\©\\\\~ NH \© Molekulargewicht: 310,35 g/mol
o

Verbindung 8d (1,901 g; 4,3 mmol) wurde gemall Methode Q in 40 ml Dioxan geldst und mit
4N HCI in Dioxan (15 ml) versetzt. Nach der Aufarbeitung wurde der Riickstand in 75 ml
Methanol geldst und gemdfl Methode D mit 25%iger wissriger Ammoniak Losung versetzt.
Am Ende der Reaktionszeit wurde der Ansatz auf Raumtemperatur abgekiihlt und Verbindung
11d*”* als Niederschlag abgesaugt.

Ausbeute: 0,5066 g; 1,63 mmol (37,9 %)

APCI-MS (+): m/z: 311,5 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9.24 (s, 1H), 8.00 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 7.96 (d, J = 1.9 Hz,
1H), 7.27 — 7.19 (m, 3H), 7.12 (dd, J = 7.4, 2.1 Hz, 2H), 6.93 — 6.87 (m, 2H), 6.65 — 6.59 (m,
2H), 3.99 — 3.84 (m, 2H) 3.00 (dd, J = 13.6, 3.7 Hz, 1H), 2.89 (dd, J = 13.7, 3.6 Hz, 1H), 2.71
(dd, J=13.6, 4.9 Hz, 1H), 2.60 (dd, J = 13.7, 4.8 Hz, 1H).

(35,68)-3.6-bis-(4-Hvdroxybenzyl)piperazin-2.5-dion (11e) MF S21

(@]
HO RS
@\HN%‘ \©\ Summenformel:  C;sHisN2O4
\\“H(NH OH Molekulargewicht: 326,35 g/mol
(0]

Verbindung 8e (2,116 g; 4,6 mmol) wurde gemé Methode Q in 40 ml Dioxan geldst und mit
4N HCI in Dioxan (15 ml) versetzt. Nach der Aufarbeitung wurde der Riickstand in 75 ml
Methanol gelost und gemiBl Methode D mit 25%iger wéssriger Ammoniak Losung versetzt.
Am Ende der Reaktionszeit wurde der Ansatz auf Raumtemperatur abgekiihlt und Verbindung
11e*” als Niederschlag iiber eine Glasfritte abfiltriert.

Ausbeute: 1,320 g; 4,04 mmol (87,4 %)

APCI-MS (+): m/z: 327,2 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9.21 (s, 2H), 7.77 (d, J = 2.7 Hz, 2H), 6.87 — 6.80 (m, 4H),
6.71 — 6.63 (m, 4H), 3.84 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 2.57 — 2.50 (dd, 2H), 2.10 (dd, J = 13.7, 6.5 Hz,
2H).
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(35.,8a95)-3-(4-Hydroxybenzyl)hexahydropyrrolo[1,2-a]pyrazin-1.4-dion(11f) MF S83

HO i H
\©\ HN Summenformel: C14H16N203
\“'H(N Molekulargewicht: 260,29 g/mol
0]

Verbindung 8f (1,570 g; 4,0 mmol) wurde gemil Methode Q in 40 ml Dioxan geldst und mit
4N HCI in Dioxan (12 ml) versetzt. Nach der Aufarbeitung wurde der Riickstand in 60 ml
Methanol gelost und geméll Methode D mit 25%iger wissriger Ammoniak Losung versetzt.
Am Ende der Reaktionszeit wurde der Ansatz auf Raumtemperatur abgekiihlt abweichend zur
Methode D wurde kein Niederschlag erhalten und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der Riickstand wurde in Dichlormethan aufgenommen und mit 1 N wassriger HCI
Losung gewaschen. Die Wasserphase wurde mindestens fiinfmal mit gleichem Volumen
Dichlormethan extrahiert und mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie auf
Produktriickstdnde kontrolliert. Nach vollstdndiger Extraktion wurden die organischen Phasen
vereint, mit Magnesiumsulfat getrocknet, gefiltert, das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und sauberes Produkt 112°* erhalten.

Ausbeute: 0,8580 g; 3,3 mmol (82,5 %)

APCI-MS (+): m/z: 261,1 [M+H']"

APCI-MS (-): m/z:  260,0 [M-H']

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 9.18 (s, 1H), 7.86 (s, 1H), 7.14 — 7.01 (m, 2H), 6.73 — 6.58
(m, 2H), 4.25 (t, J = 5.1 Hz, 1H), 4.05 (ddd, J = 10.1, 6.7, 1.5 Hz, 1H), 3.41 (dt, J=11.6, 8.1
Hz, 1H), 3.26 (dt, J= 12.1, 6.4 Hz, 1H), 2.98 — 2.89 (m, 2H), 2.01 (ddt, J = 11.9, 6.7, 4.8 Hz,
1H), 1.72 (ttd, J= 10.6, 6.8, 4.7 Hz, 2H), 1.41 (dq, J = 12.2, 9.5 Hz, 1H).

(35.,8aR)-8a-Allyl-3-(4-hydroxybenzyl)hexahydropyrrolo[1.2-alpyrazin-1.4-dion (11g) MF
S147

o |

HO N Summenformel: C17H20N203
\©\\\\‘H(N Molekulargewicht: 300,36 g/mol
o Spez. Drehung: [o]p®°: 25,67°*ml*g ' *dm™ (10 mg/ml, MeOH)

Verbindung 8g (0,7142 g; 2,8 mmol) wurde geméll Methode Q in 20 ml Dioxan gel6st und mit
4N HCl in Dioxan (10 ml) versetzt. Nach der Aufarbeitung konnte sowohl das
Methylesterderivat (0,94 mmol), wie auch die freie Sdure (1,1 mmol) detektiert und gewonnen
werde. Die freie Sdure wurde gemidl Methode N2 in Methanol geldst und mit Thionylchlorid
versetzt. Die Aufarbeitung lieferte quantitativ den Methylester.
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Das vereinigte Edukt (2,0 mmol) wurden Methode D mit 25%iger wéssriger Ammoniak Losung
versetzt. Am Ende der Reaktionszeit wurde der Ansatz auf Raumtemperatur abgekiihlt.
Abweichend zur Methode D wurde das Losungsmittel entfernt und der Riickstand mit Hilfe der
Flash-Chromatographie aufgereinigt. Isokratische Elution mit Hexan und Essigsdureethylester
(1:9) tber eine aminomodifizierte Kieselgelsdule. Die Aufreinigung lieferte sowohl
Verbindung 11g als auch Edukt 8g, welches erneut nach Methode D iiber 48 h umgesetzt wurde
und nach oben beschriebener Methode aufgereinigt wurde.

Ausbeute: 0,1781g; 0,59mmol (29,4%)

APCI-MS (+): m/z: 301,7 [M+H"]"

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9.16 (s, 1H), 7.91 (s, 1H), 7.03 — 6.96 (m, 2H), 6.64 — 6.58
(m, 2H), 5.75 — 5.58 (m, 1H), 5.12 (dt, J = 4.5, 1.7 Hz, 1H), 5.07 (s, 1H), 4.26 (t, J = 4.4 Hz,
1H), 3.53 (ddd, J = 12.0, 9.1, 6.6 Hz, 1H), 3.26 (ddd, J = 12.5, 9.3, 4.3 Hz, 1H), 3.01 (dd, J =
13.9, 3.9 Hz, 1H), 2.82 (dd, J = 13.9, 5.0 Hz, 1H), 2.35 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 1.88 — 1.74 (m,
2H), 1.62 (tt, J = 13.5, 7.4 Hz, 1H), 1.52 — 1.24 (m, 2H).

(S)-Hexahvydropyrrolo[1.2-a]pyrazin-1.4-dion (11h) MF S87

0]
H
HN J\b Summenformel: C7H10N20:
HW/ N Molekulargewicht:  154,17g/mol
0]

Verbindung 8f (0,8221 g; 2,9 mmol) wurde gemall Methode Q in 40 ml Dioxan geldst und mit
4N HCI in Dioxan (15 ml) versetzt. Nach der Aufarbeitung wurde der Riickstand in 60 ml
Methanol geldst und gemdll Methode D mit 25%iger wissriger Ammoniak Losung versetzt.
Am Ende der Reaktionszeit wurde der Ansatz auf Raumtemperatur abgekiihlt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in
Dichlormethan aufgenommen filtriert und der Filter mehrfach mit Dichlormethan gespiilt. Das
Losungsmittel wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert, unter vermindertem Druck

h?? erhalten.

entfernt und Verbindung 11
Ausbeute: 0,2763 g; 1,8 mmol (62,4 %)
APCI-MS (+): m/z: 155,2 [M+H"]"
APCI-MS (-): m/z 153,5 [M-H']

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) & 8.06 (d, J= 4.4 Hz, 1H), 4.11 (ddd, J = 8.3, 5.6, 1.9 Hz, 1H),
3.99 (dd, J = 16.5, 1.8 Hz, 1H), 3.50 (dd, J = 16.4, 4.5 Hz, 1H), 3.44 — 3.28 (m, 2H), 2.22 —
2.05 (m, 1H), 1.98 — 1.70 (m, 3H).
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1.4-Diacetylpiperazin-2,5-dion (12) MF S42

O O
H 3C)J\ N )S Summenformel: CsH10N204
Hf N \H/CH3 Molekulargewicht: 198,18 g/mol
O O

Verbindung 122* wurde gemiB Methode U aus Piperazin-2-on hergestellt.
Ausbeute: quantitativer Umsatz

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) & 4.53 (s, 4H), 2.43 (s, 6H).

(Z)-1-acetyl-3-benzylidenepiperazin-2.5-dion (13) MF S44

O 0]
H3C)J\N)K/\© Summenformel: Ci13H12N203
KN NH Molekulargewicht: 244,25 g/mol
O

Verbindung 13%32

10,0 mol), Benzaldehyd (0,68 ml; 6,7 mmol) und Césiumcarbonat (3,259 g; 10,0 mmol) in 50

wurde gemil3 Methode V aus 1,4-Diacetylpiperazin-2,5-dion 12 (1,982 g;

ml Dimethylformamid bei Raumtemperatur in 48 h hergestellt.
Ausbeute: 1,171 g; 4,8 mmol (71,6 %)
APCI-MS (+):m/z: 202,9 [M-Acetyl+H"]"

m/z: 244,9 [M+H'"

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) & 10.35 (s, 1H), 7.63 — 7.55 (m, 2H), 7.48 — 7.31 (m, 3H), 6.96
(s, 1H), 4.37 (s, 2H), 3.32 (s, 3H).

(S)-1-Acetyl-3-benzylpiperazin-2.5-dion (14) MF S66

O O

H3C)J\NJ\“\\\© Summenformel: C13H14N203
H(NH Molekulargewicht: 246,27 g/mol
0]
Verbindung 14%*! wurde gemiB Methode T aus (Z)-1-Acetyl-3-benzylidenepiperazin-2,5-dion
13 (0,3840 g; 1,6 mmol) und 10% Palladium auf Aktivkohle (150 mg, katalytisch) in 25 ml
Essigsdureethylester hergestellt.
Ausbeute: 0,3340 g; 1,4 mmol (87,7 %)
APCI-MS (+): m/z: 204,8 [M-Acetyl+H']"
m/z: 246,8 [M+H']"
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'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.39 — 7.30 (m, 3H), 7.23 — 7.16 (m, 2H), 6.39 (s, 1H), 4.37
(ddd, J=6.9, 4.1,2.3 Hz, 1H), 4.21 (d, J= 18.2 Hz, 1H), 3.52 (d, J= 18.1 Hz, 1H), 3.27 (dd, J
=13.9, 4.1 Hz, 1H), 3.11 (dd, J = 13.9, 7.4 Hz, 1H), 2.59 (s, 3H).

(5)-1.4-Diacetyl-3-benzylpiperazin-2.5-dion (15) MF S74

0] O
H3CJ\NJ\“\\\© Summenformel: C15H16N204
H( N-ac Molekulargewicht: 288,30 g/mol
0

Verbindung 15%3?

(0,3080g; 1,25mmol) hergestellt.

wurde gemdll Methode U aus 1-Acetyl-3-benzylpiperazin-2,5-dion 14

Ausbeute: quantitativer Umsatz

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 7.36 — 7.27 (m, 3H), 7.10 — 7.04 (m, 2H), 5.44 (dd, J =
5.5,4.4 Hz, 1H), 4.49 (d, J = 19.0 Hz, 1H), 3.35 (dd, J = 14.0, 4.4 Hz, 1H), 3.21 (dd, J = 14.0,
5.5 Hz, 1H), 2.59 (s, 3H), 2.56 (s, 3H), 2.47 (d, J = 19.0 Hz, 1H).

7.3.1.6 Ketopiperazin-Vorstufen
(S)-Hexahvydropyrrolo[1.2-alpyrazin-4(1H)-on (16) MF S170

HJ\N Summenformel: C7H12N20

J|:_|:> Molekulargewicht: 140,19 g/mol

Verbindung 9a%% (0,539 g; 2,2 mmol) wurde gemiB Methode Q in 20 ml Dioxan geldst und
mit 4N HCI in Dioxan (8 ml) versetzt. Nach der Aufarbeitung wurde der Riickstand in 30 ml
Methanol gelost und gemil Methode D mit 25%iger wéssriger Ammoniak Losung versetzt.
Am Ende der Reaktionszeit wurde der Ansatz auf Raumtemperatur abgekiihlt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in
Dichlormethan aufgenommen filtriert und der Filter mehrfach mit Dichlormethan gespiilt. Das
Losungsmittel wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert, unter vermindertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wurde mit Hilfe der Sédulenchromatographie mit
Dichlormethan:Methanol/NH3 95:5 aufgereinigt.

Ausbeute: 0,2820 g; 2,0 mmol (91,4 %)

APCI-MS (+):m/z: 141,2 [M+H']*

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) & 3.51 — 3.35 (m, 2H), 3.28 — 3.14 (m, 3H), 3.05 (d, /= 17.4
Hz, 1H), 2.27 (dd, J = 12.6, 10.2 Hz, 1H), 1.95 (dddd, J = 11.7, 6.6, 5.0, 1.3 Hz, 1H), 1.88 —
1.79 (m, 1H), 1.67 (ttd, J = 12.4, 9.4, 6.7 Hz, 1H), 1.29 (qd, J = 11.5, 7.5 Hz, 1H).
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(35.8a8) 3-(4-Hydroxybenzyl)hexahydropyrrolo[1,2-alpyrazin-1(2H)-on (17) MF S179

o Summenformel: C7H12N202

H
HO
\©\ HN J\b Molekulargewicht: 246,31 g/mol
W N

Verbindung 10 (0,7559 g; 2,0 mmol) wurde geméfl Methode Q in 20 ml Dioxan gelst und mit
4N HCI in Dioxan (8 ml) versetzt. Nach der Aufarbeitung wurde der Riickstand in 30 ml
Methanol gelost und gemall Methode D mit 25%iger wéssriger Ammoniak Losung versetzt.
Am Ende der Reaktionszeit wurde der Ansatz auf Raumtemperatur abgekiihlt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in
Dichlormethan aufgenommen filtriert und der Filter mehrfach mit Dichlormethan gespiilt. Das
Losungsmittel wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert, unter vermindertem Druck
entfernt. Die Aufreinigung des Rohprodukts wurde mit Hilfe der Sdulenchromatographie mit
Dichlormethan: Methanol/NH3 als Eluent durchgefiihrt.

Ausbeute: 0,4251g; 1,73mmol (86,3%)

APCI-MS:  (+):  m/z: 247,5/248,5 (M+H)"

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) 8 9.22 (s, 1H), 7.59 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 7.02 — 6.91 (m, 2H),
6.74 — 6.63 (m, 2H), 3.52 — 3.40 (m, 1H), 2.96 — 2.69 (m, 3H), 2.55 (d, J= 9.7 Hz, 1H), 2.49 —
2.40 (m, 2H), 2.34 (dd, J= 11.1, 4.0 Hz, 1H), 1.99 — 1.84 (m, 1H), 1.83 — 1.53 (m, 3H).

(35.8a85)-3-(4-Hydroxybenzyl)hexahydropyrrolo[ 1.2-alpyrazin-4(1H)-on (18) MF S180

HO H Summenformel: C14H1sN20O2
HN
\©\ H/(\,b Molekulargewicht: 246,31 g/mol

Verbindung 9b (1,236 g; 3,3 mmol) wurde geméfl Methode Q in 40 ml Dioxan gelost und mit
4N HCI in Dioxan (10 ml) versetzt. Nach der Aufarbeitung wurde der Riickstand in 50 ml
Methanol geldst und gemdfl Methode D mit 25%iger wissriger Ammoniak Losung versetzt.
Am Ende der Reaktionszeit wurde der Ansatz auf Raumtemperatur abgekiihlt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in
Dichlormethan aufgenommen filtriert und der Filter mehrfach mit Dichlormethan gespiilt. Das
Losungsmittel wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert, unter vermindertem Druck
entfernt. Die Aufreinigung des Rohprodukts wurde mit Hilfe der Sdulenchromatographie mit
Dichlormethan: Methanol/NHj3 als Eluent durchgefiihrt.

Ausbeute: 0,6866 g; 2,8 mmol (85,2 %)

APCI-MS (+): m/z: 247,5 [M+H']"
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'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 9.13 (s, 1H), 7.05 — 6.93 (m, 2H), 6.71 — 6.55 (m, 2H), 3.50
~3.38 (m, 2H), 3.31 — 3.22 (m, 2H), 2.94 (dd, J= 12.7, 4.0 Hz, 1H), 2.84 (dd, J = 13.6, 3.5 Hz,
1H), 2.68 (dd, J = 13.7, 9.6 Hz, 1H), 2.32 (dd, J= 12.8, 10.0 Hz, 1H), 1.97 — 1.79 (m, 2H), 1.68
(dddd, J = 15.1,9.5, 7.5, 4.8 Hz, 1H), 1.22 (qd, J = 11.5, 7.5 Hz, 1H).

tert-Butyl-(3S.8aS)-3-(4-hydroxybenzyl)-4-oxohexahvydropyrrolo[ 1,2-alpyrazin-2(1 H)-
carboxylat (19) MF Si181

H

HO Boc\N
\©\ H?hb Summenformel: C7H12N20;
O

Molekulargewicht: 246,31 g/mol

Verbindung 19 wurde gemiB3 Methode P1 aus 3-(4-Hydroxybenzyl)hexahydropyrrolo[1,2-
a]pyrazin-4(1H)-on 18 (0,6866 g; 2,79 mmol ) und Di-tertbutyl-dicarbonat(0,6986 g; 3,2 mmol)
in Dichlormethan hergestellt.

Ausbeute: 0,9278 g; 2,7 mmol (96,0 %)

APCI-MS (+): m/z:347,4 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.34 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 6.14 — 5.98 (m, 2H), 5.93 — 5.75
(m, 2H), 3.67 — 3.48 (m, 1H), 3.23 (ddd, J= 63.8, 13.3, 3.8 Hz, 1H), 2.59 (dd, J=10.5, 6.4 Hz,
2H), 2.45 (d, J = 11.2 Hz, 2H), 2.23 — 2.02 (m, 2H), 1.53 (dd, J = 13.3, 10.6 Hz, 1H), 1.09 (ddt,
J=21.5,14.9, 6.6 Hz, 2H), 0.94 — 0.83 (m, 1H), 0.64 (s, 4H), 0.53 (s, 2H), 0.35 (s, 3H).

Piperazin-2-on (20) MF S56
0]

Summenformel: C4HgN>O

HN J Molekulargewicht: 100,12 g/mol

Chloroacetylchlorid (11,5 ml; 110 mmol) wurde in 25 ml Ethanol gel6st und langsam zu einer
eisgekiihlten Losung von Ethylendiamin (32,5 ml; 487 mmol) in 150 ml Ethanol getropft. Das
Eisbad wurde entfernt und der Ansatz fiir 4 h geriihrt. Mit Hilfe der Diinnschichtcromatographie
wurde der Reaktionsfortschritt iiberwacht. Nach vollstindigem Umsatz des Ethylchloroacetats
zum Intermediat Ethyl (2-aminoethyl)glycinat (146,19 g/mol; APCI-MS (+):m/z:146,2
[M+H'T") wurde eine Losung von Natrium (110 mmol; 2,530 g) in 25 ml Methanol
langsam zugetropft und 16 h bei Raumtemperatur geriihrt. Der Ansatz wurde filtriert
und das Losungsmittel sowie das iiberschiissige Ethylendiamin unter vermindertem
Druck entfernt. Der Riickstand wurde erneut in 100 ml Ethanol aufgenommen und 4 h
unter Riickfluss gekocht. Das Losungsmittel wurde entfernt und der Riickstand 3x in

150 ml Toluol jeweils 3 h ausgekocht®.
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Das Toluol wurde vereint, auf das halbe Volumen reduziert und iiber Nach in den
Gefrierschrank gestellt. Verbindung 20 wurde als Niederschlag iiber eine Glasfritte
filtriert und getrocknet.

Ausbeute: 6,276 g; 62,7 mmol (57,0 %)

APCI-MS (+) : m/z: 101,2 [M+H']*

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) 8 7.62 (s, 1H), 3.14 (s, 2H), 3.11 (td, J = 5.5, 2.4 Hz, 2H), 2.76
(dd, J=5.9, 4.9 Hz, 2H).

tert-Butyl 3-oxopiperazin-1-carboxvlat (21) MF S67

O

HJ\NH Summenformel: CoH16N203
Bo C/NJ Molekulargewicht: 200,24 g/mol
Verbindung 21?7 wurde gemi Methode P1 aus Piperazin-2-on 20 (2,3g;23mmol) und Di-
tertbutyl-dicarbonat (5,0198g; 23mmol) in 100 ml Dichlormethan hergestellt.
Ausbeute: 4,5g; 22,5 mmol (97,8%)
APCI-MS:  (+):  m/z: 201,5/202,5 (M+H)"
"H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.04 (s, 1H), 3.81 (s, 2H), 3.45 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 3.16 (td,
J=5.5,5.0,2.8 Hz, 2H), 1.41 (s, 9H).

tert-Butyl 4-benzyl-3-oxopiperazin-1-carboxylat(22) MF S118

(0]
HJ\ N/\© Summenformel:  CisH22N203
BOC/NJ Molekulargewicht: 290,36 g/mol
Verbindung 22?7 wurde gemiB Methode H aus tert-Butyl 3-oxopiperazin-1-carboxylat 21
(3,002 g; 15,0 mmol), Natriumhydrid (60% in Mineraldl) (1,00 g; 25,0 mmol), Benzylbromid

(3,0 ml; 25,0 mmol) und Tetrabutylammoniumbromid (kat.) in Tetrahydrofuran hergestellt.
Nach der Aufarbeitung wurde das Produkt mit Hilfe der Flash-Chromatograpie aufgereinigt.
Gradientenelution mit Hexan und Essigsdureethylester (75:25-55:45) iiber eine Kieselgelsdule.
Ausbeute: 2,739 g; 9,4 mmol (62,9 %)
APCI-MS (+): m/z: 235,4 [M-Tertbutyl+H"]"

m/z: 291,5 [M+H]"
"H NMR (300 MHz, CDCl3) § 7.39 — 7.24 (m, 5H), 4.64 (s, 2H), 4.17 (s, 2H), 3.60 (dd, J= 6.1,
4.8 Hz, 2H), 3.27 (t, J= 5.4 Hz, 2H), 1.48 (s, 9H).
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1-Benzylpiperazin-2-on x HCI1 (23) MF S119

0]

HJ\N Summenformel: C16H22N203
HNJ /\© Molekulargewicht: 190,25g/mol

226,70g/mol (HCI-Salz)
Verbindung 22%7 (2,614 g; 9,0 mmol) wurde gemiB Methode Q in 50 ml Dioxan geldst, mit 4
N HCI in Dioxan (25 ml) versetzt und 24 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde entfernt, der
Riickstand in Methanol aufgenommen, das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt,
erneut wiederholt und Verbindung 15 erhalten.
Ausbeute als Hydrochlorid: 1,790 g; 7,9 mmol (87,8 %)
APCI-MS (+): m/z: 191,2 [M+H']"
"HNMR (300 MHz, CDCl3) § 9.93 (s, 2H), 7.42 — 7.23 (m, 5H), 4.58 (s, 2H), 3.77 (s, 2H), 3.51
—3.42 (m, 2H), 3.40 — 3.35 (m, 2H).
7.3.1.7 Verschiedene Vorstufen
tert-Butyl piperazin-1-carboxylat (24) MF S30

O\IH Summenformel: CoHi1sN202
Boc” Molekulargewicht: 186,26 g/mol

Verbindung 24 wurde gemifl Methode P2 aus Piperazin (0,8691g; 10,0 mmol) und Di-tert-
butyl-dicarbonat (1,092 g; 5,0 mmol) in Dichlormethan hergestellt.

Ausbeute: 0,7546 g; 4,1 mmol (81,0 %)

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 3.27 — 3.15 (m, 4H), 2.65 — 2.55 (m, 4H), 1.39 (s, 9H).

Octahydropyrrolo[1.2-a]pyrazin (25) MF S101

©\|:> Summenformel: C7H14N
AN~ Molekulargewicht:  126,20g/mol

199,12g/mol (2x HCI-Salz)

Verbindung 25%%

(11h) (0,616g; 4mmol) und 2M Lithiumaluminiumhydrid Lésung (12 ml) in Tetrahdydrofuran

wurde gemidB Methode S aus Hexahydropyrrolo[1,2-a]pyrazin-1,4-dion
hergestellt. Nach der Aufarbeitung wurde das Produkt in Natriumhydroxid Losung geldst und

abdestilliert (Pumpe: 50 mbar, Temperatur der Gasphase: 29°C). Das Produkt wurde

Zusammen mit Wasser abdestilliert, welches mit 2M wissriger HC1 Losung auf pH 1 eingestellt
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wurde. Die Losung wurde mit Hilfe des Gefriertrockners getrocknet und das Produkt als
Hydrochoridsalz erhalten.

Ausbeute 0,5410 g; 2,7 mmol (67,8 %) als 2*HCI Salz

APCI-MS (+): m/z: 127,5 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, Methanol-ds) § 3.72 (s, 3H), 3.56 (tt, J= 13.6, 10.3 Hz, 4H), 2.40 (dq, J =
13.1, 6.7 Hz, 1H), 2.23 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 1.99 (s, 1H).

N-Allylpyrrolidin-2-carbonsiure x HC1 27) MF S111

mo Summenformel: C7H14N;

N icht:
N HN—\: Molekulargewicht: 154,21g/mol
190,67g/mol (HCI-Salz)
Aus L-Boc-Prolin (1,291 g; 6,0 mmol), Allylamin (0,47 ml; 6,1 mmol) unter Zugabe von

Hydroxybenztriazol (0,9180 g; 6,0 mmol) und 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
(1,1 ml; 6,0 mmol) in 50 ml Dichlormethan wurde tert-Butyl 2-(allylcarbamoyl)pyrrolidin-1-
carbonsidure (26) hergestellt. Nach der Aufarbeitung wurde Verbindung 26 in Ethanol gelost,
mit 4 N HCl in Dioxan (15 ml) versetzt und 24h bei Raumtemperatur geriihrt. Verbindung 27%7
wurde nach entfernen des Losungsmittels unter vermindertem Druck erhalten.

Ausbeute: 0,8009 g; 4,2 mmol (70,0 %) als HCI Salz

1H NMR (300 MHz, DMSO-de) & 10.27 (s, 1H), 8.87 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 8.51 (s, 1H), 5.81
(ddt, T = 17.2, 10.3, 5.1 Hz, 1H), 5.25 — 5.01 (m, 2H), 4.25 — 4.10 (m, 1H), 3.76 (ddt, J = 7.0,
5.1, 1.6 Hz, 2H), 3.27 — 3.10 (m, 2H), 2.38 — 2.23 (m, 1H), 1.95 — 1.72 (m, 3H).

1-(2-Bromethoxvy)-4-methoxvybenzen (28) MF S188

Br~ > O\©\ Summenformel: CoH11BrO;
o CHs 231,09 g/mol

Molekulargewicht:

Methoxyphenol (1,2440 g; 10,0 mmol), 1,2-Dibromethan (4,3 ml; 50,0 mmol), Kaliumhydroxid
(1,222 g; 20,0 mmol) und Tetrabutylammoniumbromid (kat.) wurden in 30 ml Wasser gelost.
Der Ansatz wurde 18 h unter Riickfluss gekocht. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem
entfernt. Verbindung 28 wurde mit Hilfe der Flash-Chromatographie {iber Kieselgel mit Hexan:
Ethylacetat 9:1 aufgereinigt.

Ausbeute: 1,003 g; 4,3 mmol (43,3 %)

APCI-MS (+): m/z: 231,7 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, CDCl3) § 6.90 — 6.80 (m, 4H), 4.24 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.77 (s, 3H), 3.61
(t,J= 6.3 Hz, 2H).
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tert-Butyl 4-(2-(4-methoxyphenoxy)ethyl)piperazin-1-carboxylat (29)MF S190

ﬁ N A0 Summenformel: Ci18H28N204
O/CH3

/N\) Molekulargewicht: 336,43 g/mol

Boc

Verbindung 29 wurde gemall Methode E aus 1-(2-bromoethoxy)-4-methoxybenzen (0,6933 g;
3,0 mmol) tert-Butyl piperazin-1-carboxylat 24 (0,6515 g, 3,5 mmol),Kaliumcarbonat
(0,8281g; 6,0 mmol) und Kaliumidoid (kat.) in Acetonitril synthetisiert.

Das Rohprodukt wurde mit Hilfe der Flash-Chromatographie iiber Kieselgel mit
Dichlormethan: Methanol 98:2 aufgereinigt.

Ausbeute: 0,6639 g; 2,0 mmol (65,7 %)

APCI-MS (+): m/z: 337,6 [M+H']"

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 6.89 — 6.81 (m, 4H), 4.00 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.69 (s, 3H),

3.29 (d, J=5.2 Hz, 4H), 2.67 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 2.44 — 2.39 (m, 4H), 1.39 (s, 9H).
1-(2-(4-Methoxyphenoxy)ethyl)piperazin (30) MF S192

ﬁN/\/O\©\ Summenformel: C13H20N20;
HNJ o-CHs  Molekulargewicht: 236,41 g/mol

Verbindung 29  wurde  gemdl  Methode Q  aus  tert-Butyl  4-(2-(4-

methoxyphenoxy)ethyl)piperazin-1-carboxylat (0,6601 g; 2,0 mmol) mit HCI in Dioxan
synthetisiert. Das Rohprodukt wurde mit 2 N NaOH Losung aufgenommen und mit
Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und
unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 0,4608 g; 2,0 mmol (quantitativ)

APCI-MS (+): m/z:  237,5 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 9.89 (s, 2H), 7.00 — 6.93 (m, 2H), 6.91 — 6.85 (m, 2H), 4.35

(t,J=4.9 Hz, 2H), 3.70 (s, 3H), 3.56 (s, 10H).

1-(Benzyloxy)-4-(2-bromoethoxy)benzen (31) MF S189

Br~ O\©\ Summenformel: Ci5H15sBrO;
307,19 g/mol

O/\© Molekulargewicht:

Benzyloxyphenol (2,002 g; 10,0 mmol), 1,2-Dibromethan (4,3 ml; 50,0 mmol),

Kaliumhydroxid (1,222g; 20 mmol) und Tetrabutylammoniumbromid (kat.) wurden in 30 ml

Wasser gelost. Der Ansatz wurde 18 Stunden unter Riickfluss gekocht. Das Losungsmittel
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wurde unter vermindertem entfernt. Verbindung 31 wurde mit Hilfe der Flash-
Chromatographie tiber Kieselgel mit Hexan: Ethylacetat 9:1 aufgereinigt.

Ausbeute: 1,218 g; 4,0 mmol (40,0 %)

APCI-MS (+): m/z:  307,2 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, CDCls) 8 7.46 — 7.28 (m, SH), 6.95 — 6.83 (m, 4H), 5.02 (s, 2H), 4.24 (t,
J=6.3Hz, 2H), 3.61 (t, J= 6.3 Hz, 2H).

tert-Butyl 4-(2-(4-(benzyloxy)phenoxy)ethyl)piperazin-1-carboxvlat (32) MF S191

//\ N /\/O\©\ Summenformel: C24H32N204
(0]

N J /\© Molekulargewicht: 412,53 g/mol

Verbindung 32 wurde gemill Methode E aus 1-(benzyloxy)-4-(2-bromoethoxy)benzen (2,918

Boc

g; 9,5 mmol), tert-Butyl piperazin-1-carboxylat 16 (1,536 g; 8,3 mmol), Kaliumcarbonat (3,610
g; 25,0 mmol) und Kaliumidoid (kat.) in Acetonitril synthetisiert. Das Rohprodukt wurde mit
Hilfe der Flash-Chromatographie tiber Kieselgel mit DCM: MeOH 98:2 aufgereinigt.
Ausbeute: 3,109 g; 7,54 mmol (91,4 %)

APCI-MS (+): m/z:  413,7 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) & 7.47- 7.27 (m, SH), 6.96 6.82 (m, 4H), 5.03 (s, 2H), 4.00 (t,
J=5.7Hz, 2H), 3.30 (t, J= 5.1 Hz, 4H), 2.67 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 2.41 (t, J = 5.1 Hz, 4H), 1.39
(s, 9H).

tert-Butyl 4-(2-(4-hydroxyphenoxy)ethyl)piperazin-1-carboxvlat (33) MF S193

Molekulargewicht: 322,41 g/mol

Boc

tert-Butyl 4-(2-(4-(benzyloxy)phenoxy)ethyl)piperazin-1-carboxylat (32) (3,100 g;7,5 mmol)
wurde in Methanol und Ethylacetat gelost, mit Pd/C versetzt und unter Ho Atmosphére im
Autoklaven bei 40 °C und 5 Bar Druck 72 h geriihrt. Verbindung xx wurde mit Hilfe der Flash-
Chromatographie iiber Kieselgel mit Dichlormethan: Methanol 98:2 aufgereinigt.
Ausbeute: 1,623 g; 5,03 mmol (66,8 %)
APCI-MS (+): m/z: 223,3 [M-Boc+H']"

m/z: 323,5 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, DMSO) § 8.89 (s, 1H), 6.79 — 6.71 (m, 2H), 6.70 — 6.62 (m, 2H), 3.97 (t,
J=5.7 Hz, 2H), 2.69 (s, 2H), 2.4 (s, 4H), 1.39 (s, 9H).
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7.3.1.8 Vorstufen mit Histamin H3;R Antagonisten-Pharmakophor
3-(Piperidin-1-yl)propan-1-ol xHCI (34) Pipl

O\j «~_-OH Summenformel: CsHi17N101
Molekulargewicht: 143,23 g/mol (Base)

165,66 g/mol (HCI-Salz)

HCI

Verbindung 34?7 wurde gemiB Methode E aus Piperidin (5,0 ml; 50mmol), Chlorpropanol
(4,254 g; 45,0 mmol), Kaliumcarbonat (13,8 g; 100,0 mmol) und Kaliumiodit (katalytisch) in
150 ml Aceton hergestellt. Abweichend von Methode E wurde das Produkt nach dem das
Losungsmittel entfernt wurde bei 20 mbar und 95°C abdestilliert.

Das gewonnene Ol wurde in Isopropanol gelost und quantitativ mit HC1 in Dioxan gefllt.

Ausbeute: 5,50 g; 30,6 mmol (68,0 %) als HCI Salz

1-(3-Chlorpropypiperidin xHCI (35) Pip2

G Summenformel: CsH7CIN;
N Cl
" Molekulargewicht: 198,13 g/mol (HCI-Salz)

HCI
Verbindung 357 wurde gemiB Methode L hergestellt.
Ausbeute :5,984 g; 30,2 mmol (quantitativ)
APCI-MS (+): m/z: 161,1 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) § 10.88 (s, 1H), 3.74 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.43 — 3.35 (m, 2H),
3.12 - 3.01 (m, 2H), 2.84 (tdd, J = 12.3, 9.0, 3.6 Hz, 2H), 2.27 — 2.14 (m, 2H), 1.93 — 1.62 (m,
SH), 1.36 (qt, J = 12.8, 4.6 Hz, 1H).

4-(3-(Piperidin-1-vl)propoxy)benzoesiure-methylester (36) MF S49

O
O/CH3 Summenformel: CisH23NO3
Molekulargewicht:  277,36g/mol

Verbindung 367 wurde gemiB Methode E aus Methyl 4-hydroxybenzoat (3,682 g; 22,0

mmol), 1-(3-Chlorpropyl)piperidin Hydrochlorid 35 ( 3,963 g; 20,0 mmol), Kaliumcarbonat
(11,06 g; 80,0 mmol) und Kaliumiodid (katalytisch) in 150 ml Aceton hergestellt. Die
Aufarbeitung nach Methode E lieferte ein Produkt in geniigend hoher Reinheit.

Ausbeute: 4,01 g; 14,5 mmol (72,4 %)

APCI-MS (+): m/z: 278,4 [M+H']"
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'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.92 — 7.86 (m, 2H), 7.04 — 6.97 (m, 2H), 4.05 (t, J= 6.4 Hz,
2H), 3.80 (s, 3H), 2.39 — 2.26 (m, 6H), 1.86 (dt, J = 7.6, 6.5 Hz, 2H), 1.47 (dq, J= 10.5, 5.0 Hz,
4H), 1.36 (q, J = 5.9 Hz, 2H).

4-(3-(Piperidin-1-yD)propoxy)benzoesaure x HCI (37) MF S55

O
Summenformel: Ci15H21NO3
/©)J\OH Molekulargewicht: 263,34 g/mol
O/\/\O 299,80 g/mol (HCI-Salz)

Verbindung 37> wurde gemidB Methode O1 aus Methyl-4-(3-(piperidin-1-yl)-
propoxy)benzoat 36 (3,883 g; 14,0 mmol) und Kaliumhydroxid (3,928 g; 70,0 mmol) in

Tetrahydrofuran und Wasser in der Mikrowelle hergestellt. Die Aufreinigung wurde geméaf
Methode O2 durchgefiihrt und lieferte ein sauberes Produkt als Hydrochlorid-Salz.

Ausbeute: 3,369 g; 11,2 mmol (80,3 %) als HCI-Salz

APCI-MS (+): m/z: 264,5 [M+H']"

APCI-MS (-): m/z: 262,5 [M-H']

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.65 (s, 1H), 10.58 (s, 1H), 7.90 (dd, J = 9.1, 7.5 Hz, 2H),
7.09 — 6.96 (m, 2H), 4.14 (td, J= 6.1, 3.0 Hz, 2H), 3.43 (d, J = 12.3 Hz, 2H), 3.15 (dt, J = 10.0,
5.1 Hz, 2H), 2.86 (dt, J = 15.8, 11.9 Hz, 2H), 2.22 (dq, J= 11.7, 6.1 Hz, 2H), 1.93 — 1.61 (m,
5H), 1.48 — 1.26 (m, 1H).

3-(4-Hydroxyphenyl)propansiure-methylester (38) MF S105
(e

o-CHs  Summenformel: C10H1203
HO Molekulargewicht: 180,20 g/mol

Verbindung 38%*® wurde gemiB Methode N1 aus 3-(4-Hydroxyphenyl)propansiure (3,322 g;

20,0 mmol) in Methanol mit Schwefelsdure hergestellt.
Ausbeute: 3,60 g; 20,0 mmol (quantitativ)

APCI-MS (+): m/z: 181,2 [M+H']"

APCI-MS (-): m/z: 179,2 M-H']

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) § 7.15 — 7.08 (m, 2H), 6.87 — 6.77 (m, 2H), 3.91 (t, J = 6.4 Hz,
2H), 3.59 (s, 3H), 2.78 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.59 (t, ] = 7.5 Hz, 2H).
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3-(4-(3-(Piperidin-1-yDpropoxy)phenyl)propansidure-methylester (39) MF S107

(0]
Summenformel: Ci1sH27NOs3 /©/\)J\O/CH3
Molekul icht: 305,42 g/mol
olekulargewic , £/mo O/\/\O

Verbindung 39 wurde gemil3 Methode E aus 3-(4-Hydroxyphenyl)propansdure-methylester 38
(3,60 g; 20,0 mmol), 1-(3-Chlorpropyl)piperidin Hydrochlorid 35 (3,963 g; 20,0 mmol),
Kaliumcarbonat (11,060 g; 80,0 mmol) und Kaliumiodid (katalytisch) in 100 ml Aceton
hergestellt. Die Aufarbeitung nach Methode E lieferte ein Produkt in geniigend hoher Reinheit.
Ausbeute: 5,465 g 17,9 mmol (89,5 %)

APCI-MS (+): m/z: 306,0 [M+H"]"

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) & 7.13 — 7.07 (m, 2H), 6.84 — 6.78 (m, 2H), 3.93 (t, /= 6.4 Hz,
2H), 3.57 (s, 3H), 2.77 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.57 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 2.39 — 2.24 (m, 6H), 1.83
(dt,J=17.7, 6.5 Hz, 2H), 1.48 (dq, J = 10.6, 5.1 Hz, 4H), 1.42 — 1.31 (m, 2H).

3-(4-(3-(Piperidin-1-yD)propoxy)phenyl)propansiure x HCI (40) MF S108

0]
/@/\)J\ Summenformel:  Ci7H2sNO3
OH
Molekulargewicht: 291,39 g/mol
O/\/\O 327,85 g/mol (HCI-Salz)

Verbindung 40 wurde gemdl  Methode O1 aus  3-(4-(3-(Piperidin-1-yl)-
propoxy)phenyl)propansdure-methylester 39 (5,465 g 17,9 mmol) und Kaliumhydroxid (5,050
g; 90,0 mmol) in Tetrahydrofuran und Wasser in der Mikrowelle hergestellt. Abweichend
wurde der Ansatz nach der ersten Umsetzung erneut in der Mikrowelle fiir 2 h bei 85°C
umgesetzt. Die Aufreinigung wurde gemif3 Methode O2 durchgefiihrt und lieferte ein sauberes
Produkt als Hydrochlorid-Salz

Ausbeute: 2,101 g;6,4 mmol (35,8 %) als HCI-Salz

APCI-MS (+): m/z:292,5 [M+H']"

APCI-MS (-): m/z:290,5 [M-H']

'HNMR (300 MHz, DMSO-de) & 12.13 (s, 1H), 10.77 (s, 1H), 7.18 — 7.10 (m, 2H), 6.81 — 6.74
(m, 2H), 3.99 (t, J= 6.5 Hz, 2H), 2.77 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.62 — 2.57 (m, 2H), 2.37 — 2.28 (m,
6H), 1.85 (dt, J= 7.7, 6.5 Hz, 2H), 1.94 — 1.66 (m, SH), 1.37 (m, 1H).
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(E)-4-Hydroxyzimtsaure-methylester (41) MF DH1

(@)
X O/CH 3 Summenformel: CioH100
HO Molekulargewicht: 178,06 g/mol

Verbindung 41%°® wurde gemiB Methode N1 aus (E)-4-Hydroxyzimtsiure (2,50 g; 15,2 mmol)
in Methanol mit Schwefelsdure hergestellt.

Ausbeute: 2,440 g; 13,7 mmol (90,0 %)

APCI-MS (+): m/z:179,2 [M+H']*

'HNMR (300 MHz, DMSO-de) § 10.01 (s, 1H), 7.64 — 7.48 (m, 3H), 6.84 — 6.73 (m, 2H), 6.39
(d,J=16.0 Hz, 1H), 3.69 (s, 3H).

(E)-4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)zimtsdure-methvlester (42) MF DH3

O

/@/\)‘\O/CHB» Summenformel: C18H2sNOs3
O/\/\O Molekulargewicht: 303,40g/mol
Verbindung 42 wurde gemill Methode E aus (£)-4-Hydroxyzimtsaure-methylester 41 (2,440
g; 13,7 mmol), 1-(3-Chlorpropyl)piperidin Hydrochlorid 35 (2,475 g; 12,5 mmol),
Kaliumcarbonat (6,219 g; 45,0 mmol) und Kaliumiodid (katalytisch) in 100 ml Aceton
hergestellt.
Ausbeute: 3,040 g; 10,0 mmol (80,2 %)

APCI-MS (+): m/z: 304,5 [M+H'T"

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) § 7.67 — 7.57 (m, 3H), 6.98 — 6.92 (m, 2H), 6.46 (d, J = 16.0
Hz, 1H), 4.02 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.70 (s, 3H), 2.32 (ddd, J = 12.9, 6.8, 3.6 Hz, 6H), 1.85 (dt, J
=17.6, 6.5 Hz, 2H), 1.47 (p, J = 5.5 Hz, 4H), 1.36 (q, J = 6.0 Hz, 2H).

(E)-4-(3-(Piperidin-1-vD)propoxy)zimtsdure xHCI (43) MF DH4 ST-2282

/@/\)J\ OH Summenformel:  Ci17H23NO3
N0 Molekulargewicht: 289,38 g/mol
325,83 g/mol (HCIl-Salz)

Verbindung 43 wurde gemdll Methode O1 aus (E)-4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)-zimtsdure-
methylester 42 (3,040 g; 10,0 mmol) und Kaliumhydroxid (2,806 g; 50,0 mmol) in

Tetrahydrofuran und Wasser in der Mikrowelle hergestellt. Die Aufreinigung wurde gemif

Methode O2 durchgefiihrt und lieferte das Produkt als Hydrochlorid-Salz.
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Ausbeute: 2,959; 9,1 mmol (90,8 %) als HCI-Salz
APCI-MS (+): m/z: 290,5 [M+H"]"

APCI-MS (-): m/z: 288,5 [M-H']

Schmelzpunkt: 256.0-256.2°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.24 (s, 1H), 10.62 (s, 1H), 7.69 — 7.61 (m, 2H), 7.55 (d, J
=16.0 Hz, 1H), 7.03 — 6.93 (m, 2H), 6.39 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 4.11 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.43
(d, J=12.1 Hz, 2H), 3.16 (dd, J = 10.2, 5.2 Hz, 2H), 2.87 (s, 2H), 2.21 (dq, J= 11.7, 6.1 Hz,
2H), 1.92 — 1.65 (m, SH), 1.50 — 1.28 (m, 1H).

LC-MS: Reinheit: 99,06 % m/z: 290,07 [M+2H ">

6-Hydroxy-2-naphthoesidure-methvlester (44) MF DH7

O
cH. Summenformel: C12H1003
o
OO Molekulargewicht: 202,21 g/mol
HO

Verbindung 44*° wurde gemiB Methode N1 aus 6-Hydroxy-2-naphthoesiure (3,0g;

15,9mmol) in Methanol mit Schwefelsdure hergestellt.
Ausbeute: 2,997 g; 14,8 mmol (92,6 %)
APCI-MS:  (+):  m/z: 203,3/203,4

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 10.19 (s, 1H), 8.49 (dd, J = 1.8, 0.8 Hz, 1H), 7.98 (dt, J =
8.7, 0.8 Hz, 1H), 7.86 (dd, J= 8.7, 1.8 Hz, 1H), 7.77 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.24 — 7.13 (m, 2H),
3.88 (s, 3H).

6-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)-2-naphthoesdure-methylester (45) MF DHS

O
O/CH3 Summenformel: C20H25NO3

Q N0 Molekulargewicht: 327,42 g/mol

Verbindung 45%°° wurde gemiB Methode E aus 6-Hydroxy-2-naphthoesiure-methylester 44
2,997g; 14,8mmol), 1-(3-Chlorpropyl)piperidin Hydrochlorid (35) (2,660g; 13,45mmol),
Kaliumcarbonat (9,20g; 67mmol) und Kaliumiodid (katalytisch) in 150ml Aceton hergestellt.
Die Aufarbeitung nach Methode E lieferte das Produkt.
Ausbeute: 3,80g; 11,6mmol (86,2%)
APCI-MS (+): m/z: 328,5 [M+H']"

8.50 (dd, J= 1.8, 0.8 Hz, 1H), 7.98 (dt, J= 8.7, 0.8 Hz, 1H), 7.86 (dd, J=8.7, 1.8 Hz, 1H), 7.77
(d, J= 8.6 Hz, 1H), 7.24 — 7.13 (m, 2H), 3.80 (s, 3H), 2.32 (m, 6H), 1.85 (dt, J = 7.6, 6.5 Hz,
2H), 1.47 (p, J = 5.5 Hz, 4H), 1.36 (q, J = 6.0 Hz, 2H

166



Material und Methoden

6-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)-2-naphthoesiure x HCI (46) MF DH9

(0]
OH Summenformel: C20H25NO3
327,42 g/mol

N0 Molekulargewicht:
349,86 g/mol (HCI-Salz)

Verbindung 46*° wurde gemidB Methode O1 aus 6-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)-2-

naphthoesdure-methylester 45 (3,800 g; 11,6 mmol) und Kaliumhydroxid (2,810 g; 50,0 mmol)
in Tetrahydrofuran und Wasser in der Mikrowelle hergestellt. Die Aufreinigung wurde geméf
Methode O2 durchgefiihrt und lieferte das Produkt als Hydrochlorid-Salz
Ausbeute: 3,660 g; 10,5 mmol (90,2 %) als HCI-Salz
APCI-MS:  (+):  m/z: 328,5 [M+H']"

(-): m/z:326,5/327,5[M-H'T

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 10.81 (s, 1H), 8.52 (d, J= 1.6 Hz, 1H), 8.03 (d, /= 9.0 Hz,
1H), 7.97 — 7.84 (m, 2H), 7.43 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.24 (dd, J=9.0, 2.5 Hz, 1H), 4.22 (t, J =
6.1 Hz, 2H), 3.45 (d, J = 12.1 Hz, 2H), 3.26 — 3.13 (m, 2H), 2.87 (dh, J = 12.1, 3.7 Hz, 2H),
2.29 (dq, J=11.6, 6.0 Hz, 2H), 1.94 — 1.66 (m, 5H), 1.39 (ddt, J= 12.6, 8.7, 4.2 Hz, 1H).

4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzaldehvd (47) MF S46
(0]

/©)‘\H Summenformel:  CisH21NO;
O\l/\/\o Molekulargewicht: 247,34 g/mol

Verbindung 477 wurde gemiB Methode E aus 4-Hydroxybenzaldehyd (2,443 g; 20,0 mmol),
1-(3-Chlorpropyl)piperidin Hydrochlorid 35 (4,351 g; 22,0 mmol), Kaliumcarbonat (11,065 g;
80,0 mmol) und Kaliumiodid (katalytisch) in 100 ml Aceton hergestellt.

Ausbeute: 3,908 g; 15,8 mmol (76,9 %)

APCI-MS (+): m/z: 248,5 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) 5 9.86 (s, 1H), 7.90 — 7.80 (m, 2H), 7.16 — 7.07 (m, 2H), 4.10
(t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.40 — 2.25 (m, 6H), 1.93 — 1.81 (m, 2H), 1.48 (dq, J = 10.6, 5.0 Hz, 4H),
1.36 (qd, J= 5.2, 2.1 Hz, 2H).
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(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)methanol (48) MF S48

/@AOH Summenformel: Ci15H23NO2
N0 '
Molekulargewicht: 249,35 g/mol

Verbindung 48?7 wurde gemiB Methode E aus 4-(Hydroxymethyl)phenol (4,966 g; 40,0
mmol), 1-(3-Chloropropyl)piperidin Hydrochlorid 35 (8,702 g; 44,0 mmol), Kaliumcarbonat
(22,200 g; 160,0 mmol) und Kaliumiodid (katalytisch) in 150 ml Aceton hergestellt. Die
Aufarbeitung nach Methode E lieferte das Produkt.

Ausbeute:8,934 g; 35,9 mmol (89,7 %)

APCI-MS (+): m/z: 250,2 [M+H"]"

'H NMR (300 MHz, DMSO-dé) § 7.30 — 7.12 (m, 2H), 6.96 — 6.80 (m, 2H), 5.05 (s, 1H), 4.41
(s, 2H), 3.95 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.59 — 3.23 (m, 1H), 2.40 — 2.20 (m, 6H), 1.84 (dt, J="7.7, 6.5
Hz, 2H), 1.49 (dq, J = 10.5, 5.0 Hz, 4H), 1.37 (q, J = 6.0 Hz, 2H).

tert-Butyl 4-(2-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenoxv)ethyl)piperazin-1-carboxylat (49) MF
S197

O\‘ o B Summenformel:  CysH41N304
~ N \@\ ﬁ NIt

Molekulargewicht: 249,35 g/mol
o> N \)

Verbindung 49  wurde gemidfl  Methode E aus tert-Butyl  4-(2-(4-
hydroxyphenoxy)ethyl)piperazin-1-carboxylat 33 (1,290 g 4,0 mmol), 1-(3-
Chlorpropyl)piperidin Hydrochlorid (35) (0,8916 g; 4,5 mmol), Kaliumcarbonat (2,200 g; 16,0
mmol) und Kaliumiodid (katalytisch) in 50 ml Aceton synthetisiert. Die Aufarbeitung nach
Methode E lieferte ein Produkt in geniligend hoher Reinheit.

Ausbeute:0,8933 g; 2,0 mmol (50,0 %)

APCI-MS (+) m/z: 448,7 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, DMSO) § 6.83 (d, J = 1.0 Hz, 4H), 3.99 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.90 (t, J =
6.4 Hz, 2H), 3.36 — 3.26 (m, 6H), 2.67 (t, J= 5.7 Hz, 2H), 2.41 (t, J = 5.1 Hz, 4H), 2.37 - 2.26
(m, 6H), 1.85 — 1.75 (m, 2H), 1.48 (p, J = 5.5 Hz, 4H), 1.39 (s, 11H).
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7.3.1.9 Vorstufen mit Dopamin D2R/D3R Antagonisten-Pharmakophor
4-(4-(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)butyronitril (50) MF DH?2

¢Hs

Oji) Summenformel: Ci15H21N30

N Molekulargewicht: 259,35 g/mol
NC. N \)

Verbindung 50?°° wurde gemiB Methode E aus 1-(2-Methoxyphenyl)piperazin (1,75 ml; 10,0
mmol), 4-Bromobutyronitril (1,0 ml; 10,0 mmol), Kaliumcarbonat (4,150 g; 30,0 mmol) und
Kaliumiodid (katalytisch) hergestellt. Nach der Aufarbeitung wurde die Verbindung {iber eine
Flash-Chromatographie aufgereinigt. Gradientenelution mit Dichlormethan und Methanol
(97:3- 93:7) liber eine Kieselgelsdule.

Ausbeute: 2,452 g; 9,5 mmol (94,6 %)

APCI-MS (+): m/z: 260.4 [M+H"]"

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.00 — 6.82 (m, 4H), 3.77 (s, 3H), 2.96 (s, 4H), 2.53 (d, J =
5.4 Hz, 2H), 2.51 (d, J= 1.9 Hz, 4H), 2.41 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.76 (p, J = 7.0 Hz, 2H).

4-(4-(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)butan-1-amin (51) MF DH5

GHa
O Summenformel:  CisH25N30
ﬁN Molekulargewicht: 263,39 g/mol
H,N N N \)

Verbindung 51?%° wurde gemiB Methode R aus 4-(4-(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-
yl)butyronitril 50 mit nach Methode W aktiviertem Raney-Nickel hergestellt.

Ausbeute: 2,228 g; 8,5 mmol (89,4 %)

APCI-MS (+): m/z: 264,5 [M+H"]"

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8 6.97 — 6.81 (m, 4H), 3.76 (s, 3H), 2.94 (t, J = 4.7 Hz, 4H),
2.53 (dd, J=10.1, 4.3 Hz, 2H), 2.48 (s, 4H), 2.29 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.54 — 1.40 (m, 2H), 1.35
(dq, J=8.7, 6.8 Hz, 2H).
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7.3.2 Zielverbindungen/ pharmakologische Testsubstanzen

7.3.2.1 2,5-Diketopiperazin
(8)-3-(4-(3-(Piperidin-1-y)propoxy)benzyl)piperazine-2.5-dion (52aL.) ST-2184 MF S33

(0]

O\' 0 HN J\ Summenformel: Ci9H27N303
\©\\\\‘KH/NH Molekulargewicht: 345,44 g/mol

(0]
Spez. Drehung: [o]p>’: +48,67°*ml*g ' *dm™ (10 mg/ml, MeOH)
Verbindung 52 wurde aus (S)-3-(4-Hydroxybenzyl)piperazin-2,5-dion 11aL. (0,1188 g; 0,54
mmol), 1-(3-Chlorpropyl)piperidin Hydrochlorid 35 (0,1092 g; 0,59 mmol), KoCO3 (0,2996 g;
2,2 mmol) und KI (kat.) in Dimethylformamid synthetisiert. Der Ansatz wurde 18 h bei 80°C
gertihrt. Nach Zugabe von Wasser wurde der das reine Produkt als Niederschlag abgesaugt.
Ausbeute: 0,0385 g ;0,11 mmol (20,0 %)
APCI-MS (+): m/z: 346,5 [M+H]"
Schmelzpunkt: Zersetzung < 220°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 8.17 (d, J = 2.7 Hz, 0H), 7.93 (d, J = 2.7 Hz, 0H), 7.17 —
7.06 (m, 1H), 6.95 — 6.83 (m, 1H), 4.18 (q, J = 5.2 Hz, OH), 4.07 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 4.01 (t, ]
= 6.4 Hz, 1H), 3.48 — 3.32 (m, 1H), 3.23 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 3.09 (dd, J = 13.6, 4.3 Hz, OH),
2.92 - 2.77 (m, 1H), 2.43 (t, ] = 7.3 Hz, 1H), 2.38 (s, 2H), 1.97 — 1.81 (m, 1H), 1.55 (p, J= 5.5
Hz, 2H), 1.43 (d, J = 6.2 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 167.17, 165.58, 157.56, 131.01, 127.49, 114.07, 99.48, 65.79,
55.58, 55.14, 54.06, 48.56, 43.65, 39.30, 37.92, 26.25, 25.53, 24.08.

Elementaranalyse: Berechnet: [%] C: 66,06 H: 7,88 N: 12,16 S: 0,0
Gefunden [%] C: 65,79 H: 7,92 N: 12,01 S: 0,0

(R)-3-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazine-2.5-dion (52aD) ST2427- MF S148

(@]
G\‘ 0 HN J\ Summenformel: C19H27N303
NH  Molekulargewicht: 345,44 g/mol

@)

Spez. Drehung : [a]p®: -49,00°*m1*g*dm™ (10 mg/ml, MeOH)
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Verbindung 52aD wurde aus (R)-3-(4-Hydroxybenzyl)piperazin-2,5-dion 11aD (0,1100 g; 0,5
mmol), 1-(3-Chlorpropyl)piperidin Hydrochlorid 35 (0,1188 g; 0,6 mmol), K2COs3 (0,2760 g;
2,0 mmol) und KI (kat.) in Dimethylformamid synthetisiert. Der Ansatz wurde 18 h bei 80°C
geriihrt. Nach Zugabe von Wasser wurde mit Ethylacetat extrahiert, das Losungsmittel mit
MgSO4 getrocknet und bei vermindertem Druck entfernt.

Das Rohprodukt wurde aus Methanol umkristallisiert.

Ausbeute: 385,0 mg ;0,11 mmol (20,0 %)

APCI-MS (+): m/z: 346,6 [M+H "

Schmelzpunkt: Zersetzung > 200°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 8.11 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 7.86 (d, ] = 2.8 Hz, 1H), 7.05 (d, J
= 8.5 Hz, 2H), 6.92 — 6.74 (m, 2H), 4.00 (q, ] = 4.0 Hz, 1H), 3.95 (t, ] = 6.4 Hz, 2H), 3.38 (d, J
=2.9 Hz, 1H), 3.02 (dd, J = 13.6, 4.3 Hz, 1H), 2.85 — 2.71 (m, 2H), 2.33 (dt, = 11.8, 6.4 Hz,
6H), 1.82 (p, J = 6.6 Hz, 2H), 1.48 (p, J = 5.4 Hz, 4H), 1.37 (q, ] = 6.1 Hz, 2H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 165.79, 157.13, 131.07, 127.64, 114.13, 64.83, 53.28, 51.96,
43.31, 39.62, 39.34, 39.06, 38.79, 38.51, 38.23,37.95, 23.17, 22.26, 21.12.

LC-MS: Reinheit: 100% m/z: 346,24 [M+H'T"

(35,65)-3-Methyl-6-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazin-2.5-dion (52b) ST-2036
MF S10

0

O“\/\/O HN)H“\CH3 Summenformel: C20H29N303
\©\\\“ NH Molekulargewicht: 359,47 g/mol

0]
Spez. Drehung: [a]p®: +23,67°*ml*g ' *dm™! (10 mg/ml, MeOH)
Verbindung 52b wurde aus (3S5,65)-3-(4-Hydroxybenzyl)-6-methylpiperazin-2,5-dion 11b
(0,3341 g 1,4 mmol), 1-(3-Chlorpropyl)piperidin Hydrochlorid 35 (0,2859 g; 1,4 mmol),
K2COs3 (0,8157 g; 4,4 mmol) und KI (kat.) in Dimethylformamid synthetisiert. Der Ansatz
wurde 18h bei 80°C geriihrt. Nach Zugabe von Wasser wurde der entstehende Niederschlag
abgesaugt und mit Hilfe der Saulenchromatographie aufgereinigt. Als Stationdre Phase wurde
basisches Al2O3 verwendet als Eluent eine Mischung aus Dichlormethan:Methanol 9:1.
Ausbeute: 0,1123 g;0,31 mmol (22,0 %)
APCI-MS (+): m/z: 360,1 [M+H']"
Schmelzpunkt: Zersetzung >235°C

'H NMR (300 MHz, CDCl3+MeOD)) & 7.69 — 7.63 (m, 2H), 7.47 — 7.41 (m, 2H), 4.74 — 4.70
(m, 1H), 4.58 (t, ] = 6.0 Hz, 2H), 4.23 (dd, J = 7.0, 1.3 Hz, 1H), 4.04 (d, ] = 12.1 Hz, 2H), 3.80
~3.70 (m, 3H), 3.67 (dd, T = 13.7, 3.7 Hz, 1H), 3.45 (qd, ] = 13.6, 12.7, 4.3 Hz, 3H), 3.11 (p, J
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= 1.9 Hz, 4H), 2.73 (dq, J = 11.5, 6.0 Hz, 2H), 2.46 — 2.24 (m, 6H), 2.08 — 1.89 (m, 1H), 1.13
(d,J=7.0 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, CDCl3+MeOD) § 168.92, 167.30, 158.35, 131.15, 127.05, 114.87, 77.16,
66.39, 56.31, 55.98, 54.43, 50.67, 38.99, 26.13, 25.23, 23.96, 20.05.

Elementaranalyse: Berechnet [%] C: 66,83 H: 8,13 N: 11,69 S: 0,0
Gefunden [%] C: 66,99 H: 8,38 N: 11,39 S: 0,0

(38,65)-3-Isopropyl-6-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazine-2.5-dion  (52¢) ST-
2037 MF S13

Summenformel: C22H33N303

G O CHs
N0 HNJ\H\CHs
NH Molekulargewicht: 387,52 g/mol
O

Spez. Drehung: [a]p®: +14,0°*ml*g ' *dm™! (10 mg/ml, MeOH)

Verbindung 52¢ wurde (3S,65)-3-(4-Hydroxybenzyl)-6-isopropylpiperazin-2,5-dion 11c
(0,3245 g; 1,2 mmol), 1-(3-Chlorpropyl)piperidin Hydrochlorid 35 (0,2379 g; 1,2 mmol),
K2COs3(1,141 g; 8,0 mmol) und KI (kat.) in DMF synthetisiert. Der Ansatz wurde 18 h bei 80°C
geriihrt. Nach Zugabe von Wasser wurde der Ansatz mit Ethylacetat extrahiert, die organische
Phase mit MgSO4 getrocknet und unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde
iiber eine Al20O3 Sdulenchromatographie mit Dichlormethan: Methanol 97:3 aufgereinigt.
Ausbeute: 0,3010 g;0,77 mmol (64,0 %)

APCI-MS (+): m/z: 388,9 [M+H']"

Schmelzpunkt: Zersetzung >238°C

'H NMR (300 MHz, CDCls) & 7.20 — 7.03 (m, 2H), 6.88 — 6.81 (m, 2H), 6.43 (s, 1H), 6.13 (s,
1H), 4.17 (ddt, J = 9.6, 3.6, 1.7 Hz, 1H), 3.9 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 3.87 (dt, ] = 3.4, 1.7 Hz, 1H),
3.36 (dd, J = 13.9, 3.6 Hz, 1H), 2.83 (dd, J = 13.9, 9.7 Hz, 1H), 2.58 (dd, J = 16.2, 8.4 Hz, 6H),
2.32(ddq,J = 10.2, 6.9, 3.5 Hz, 1H), 2.11 — 2.00 (m, 2H), 1.69 (p, J = 5.5 Hz, 4H), 1.01 (d, J =
7.1 Hz, 3H), 0.81 (d, J = 6.8 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) & 167.77, 167.16, 158.46, 130.76, 127.36, 115.09, 77.16, 66.56,
60.14, 56.05, 54.57, 39.63, 31.63, 26.43, 25.55, 24.20, 18.78.

Elementaranalyse: Berechnet [%] C:68,19 H:8,58 N:10,84 S:0,0
Gefunden [%] C:68,18 H:8.,85 N:10,55 S:0,0
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(38,65)-3-Benzyl-6-(4-(3-(piperidin-1-yD)propoxy)benzyl)piperazin-2.5-dion (52d) ST-2038
MF S15

0]
O\j \/\/O\©\ HN )H-\‘\ Summenformel: C26H33N303
o NH Molekulargewicht: 435,57 g/mol
0]

Spez. Drehung [a]p?: +4,33°*ml*g ' *dm™ (10 mg/ml, MeOH)

Verbindung 52d wurde aus (3S,65)-3-benzyl-6-(4-Hydroxybenzyl)piperazin-2,5-dion 11d
(0,4501 g; 1,4 mmol), 1-(3-Chlorpropyl)piperidin Hydrochlorid 35 (0,2958 g; 1,5 mmol),
K2CO3(0,8118 g; 5,8 mmol) und KI (kat.) in DMF synthetisiert. Der Ansatz wurde 18 h bei
80°C geriihrt. Nach Zugabe von Wasser wurde der Ansatz mit Ethylacetat extrahiert, die
organische Phase mit MgSOs getrocknet und unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde iiber eine Kieselgel Sdulenchromatographie mit Dichlormethan: Methanol
97:3 aufgereinigt.

Ausbeute: 0,3512 g; 0,81 mmol (56,3 %)

APCI-MS (+): m/z: 436,7 [M+H']"

Schmelzpunkt: 210,1-215,7°C

'H NMR (300 MHz, CDCl3+MeOD)) 8 11.21 (dt, J = 6.3, 2.5 Hz, 3H), 11.04 (dd, J = 6.4, 3.0
Hz, 2H), 10.94 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 10.72 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.91 (t, ] = 6.0 Hz, 2H), 7.48 (t,
J=52Hz, 1H), 7.39 (t, ] = 5.1 Hz, 1H), 7.32 — 7.24 (m, 2H), 6.99 — 6.90 (m, 2H), 6.85 (d, J =
5.2 Hz, 2H), 6.62 (dd, J = 16.0, 7.6 Hz, 6H), 6.00 (dq, J = 13.0, 6.0 Hz, 2H), 5.64 (p, ] = 5.6
Hz, 4H), 5.51 — 5.41 (m, 2H).

3C NMR (75 MHz, CDCl3+MeOD) 167.98, 158.23, 134.88, 130.69, 129.65, 128.75, 127.39,
126.72, 114.69, 66.20, 55.94, 55.38, 54.32, 39.22, 38.35, 26.02, 25.08, 23.83.

Elementaranalyse: Berechnet [%] C: 71,70 H: 7,64 N: 9,65 S: 0,0
Gefunden [%] C: 71,81 H: 7,92 N: 9,55 S: 0,0

(35,65)-3.6-Bis(4-(3-(piperidin-1-y)propoxy)benzyl)piperazin-2.5-dion (52¢) ST-2309 MF
S23

G\‘\/\/O

0
QHN&.»\@\ Summenformel: C34H4sN4O4
N o/\/\r\O Molekulargewicht: 576,78 g/mol

o

Spez. Drehung [o]p>>: -58,00°*ml*g ' *dm™ (10 mg/ml, MeOH)
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Verbindung 52e wurde aus (3S,65)-3,6-bis(4-Hydroxybenzyl)piperazin-2,5-dion 11e (1,245 g;
3,8 mmol), 1-(3-Chlorpropyl)piperidin Hydrochlorid 35 (2,271 g; 11,5 mmol), K>COs
(4,2173g; 30,6 mmol) und KI (11,0 mmol.) in Dimethylformamid synthetisiert. Der Ansatz
wurde 18 h bei 80°C geriihrt. Nach Zugabe von Wasser wurde der Niederschlag abgesaugt, in
Dichlormethan aufgenommen und mit 2N NaOH gewaschen.

Ausbeute: 0,7231 g; 1,3 mmol (32,8 %)

APCI-MS (+):m/z: 577,9/578,9 [M+H"]"

Schmelzpunkt: 189.7-201.4°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) & 7.08 — 7.01 (m, 2H), 7.00 — 6.93 (m, 2H), 6.91 — 6.79 (m,
4H), 4.01 (t,J = 6.0 Hz, 4H), 3.92 (t, = 5.4 Hz, 1H), 3.49 — 3.32 (m, 6H), 3.18 — 3.06 (m, 4H),
2.90 (ddd, J =28.5, 12.8, 4.0 Hz, 5H), 2.71 — 2.54 (m, 2H), 2.20 (dp, J = 16.4, 5.9 Hz, SH), 1.90
~ 1.64 (m, 11H), 1.38 (dt, J = 13.1, 6.0 Hz, 2H).

3C NMR (75 MHz, DMSO) 6 166.16, 156.98, 131.14, 130.82, 128.65, 127.86, 114.30, 113.93,
64.97, 53.25, 51.83, 40.10, 39.83, 39.55, 39.27, 38.99, 38.71, 38.43, 23.19, 22.24, 21.25.

LC-MS: Reinheit: 98,54% m/z: 289,11 [M+2H'*

(35,8a85)-3-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)hexahydropyrrolo[ 1.2-alpyrazin-1.4-dion
(521) ST-2369 MF S84

0]
H
O“ \/\/O\©\ HN )Kb Summenformel: C22H31N303
o Kf( N Molekulargewicht: 385,51 g/mol

Spez. Drehung [o]p?: -48,00°*ml*g ' *dm™ (10 mg/ml, MeOH)
Verbindung 52f wurde gemdl Methode E aus (35,8a5)-3-(4-Hydroxybenzyl)-

hexahydropyrrolo[1,2-a]pyrazin-1,4-dion 11f, 1-(3-Chlorpropyl)piperidin Hydrochlorid 35
(0,5050 g; 2,6 mmol), K>CO3 (0,9398 g; 6,8 mmol) und KI (kat.) hergestellt. Das Rohprodukt
wurde mit Hilfe der  Sidulenchromatographie  aufgereinigt.  Kieselgelsdule,
Dichlormethan:Methanol/NH3 98:2-97:3.

Ausbeute: 0,7231 g; 1,3 mmol (32,8 %)

APCI-MS (+): m/z: 386,6 [M+H']"

Schmelzpunkt: 184,7-188,3°C

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 5 7.93 (s, 1H), 7.20 — 7.15 (m, 2H), 6.85 — 6.78 (m, 2H), 4.29
(t, ] = 5.1 Hz, 1H), 4.06 (ddd, J = 10.0, 6.8, 1.5 Hz, 1H), 3.94 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.40 (dt, ] =
11.6, 8.1 Hz, 1H), 3.27 (dt, T = 12.1, 6.4 Hz, 1H), 2.97 (d, J = 5.0 Hz, 2H), 2.40 — 2.25 (m, 6H),
2.01 (ddt, J = 12.0, 6.8, 4.8 Hz, 1H), 1.82 (p, ] = 6.7 Hz, 2H), 1.73 (tdd, J = 10.4, 7.1, 5.5 Hz,
2H), 1.48 (p, J = 5.6 Hz, 4H), 1.42 (dt, J = 12.3, 9.6 Hz, 1H), 1.39 — 1.34 (m, 2H)
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3C NMR (75 MHz, CDCls) § 168.77, 164.93, 157.19, 130.69, 128.76, 113.94, 65.80, 58.25,
55.81,55.01, 53.99, 44.42, 40.35, 40.08, 39.80, 39.52, 39.24, 38.96, 38.69, 34.49, 27.67, 26.25,
25.50, 24.02, 21.72.

LC-MS: Reinheit: 97,79% m/z: 386,22 [M+H']"

(35.8aR)-8a-Allyl-3-(4-(3-(piperidin-1-y)propoxy)benzyl)hexahydropyrrolo[ 1.2-alpyrazin-
1.4-dion (52¢g) ST-2429 MF S§150

/
0]
O\l 0 : N Summenformel: C25H35N303

\\\,H(N Molekulargewicht: 425,57 g/mol
O

Spez. Drehung [o]p*’: +11°*ml*g'*dm™! (10 mg/ml, MeOH)
Verbindung 52g wurde aus (3S5,8aR)-8a-allyl-3-(4-Hydroxybenzyl)hexahydropyrrolo[1,2-
a]pyrazin-1,4-dion 11g (0,1430 g; 0,5 mmol), 1-(3-Chlorpropyl)piperidin Hydrochlorid 35
(0,1189 g; 0,6 mmol), K»CO3 (0,2760 g; 2,0 mmol) und KI (0,5 mmol.) in DMF synthetisiert.
Der Ansatz wurde 18h bei 80°C gerithrt. Das Rohprodukt wurde mit Hilfe der
Saulenchromatographie aufgereinigt. Kieselgelsdule, Dichlormethan:Methanol/NH3 97:3.
Ausbeute: 0,1145 g; 0,27 mmol (56,1 %)
APCI-MS (+): m/z: 426,6 [M+H]"
Schmelzpunkt: <60 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 10.60 (s, 1H), 8.01 (s, 1H), 7.19 — 7.09 (m, 2H), 6.86 — 6.78
(m, 2H), 5.68 (ddt, J = 16.5, 10.6, 7.4 Hz, 1H), 5.17 — 5.05 (m, 2H), 4.32 (t, ] = 4.4 Hz, 1H),
4.00 (t,J = 6.0 Hz, 2H), 3.81 (s, 2H), 3.53 (ddd, J = 12.4, 9.2, 7.0 Hz, 1H), 3.42 (d, J= 12.0 Hz,
2H), 3.28 (ddd, J = 12.5, 9.6, 4.5 Hz, 1H), 3.11 (td, J = 10.3, 9.1, 5.5 Hz, 3H), 2.93 — 2.81 (m,
3H), 2.23 — 2.12 (m, 2H), 1.91 — 1.71 (m, 8H), 1.40 (ddd, J = 15.7, 8.1, 5.0 Hz, 2H)

B3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 169.52, 164.38, 156.87, 132.32, 131.07, 128.67, 119.65,
113.84, 66.60, 64.91, 55.58, 53.36, 51.91, 43.83, 40.50, 40.33, 40.05, 39.77, 39.49, 39.22,
38.94, 38.66, 35.47, 33.46, 23.26, 22.28,21.37, 19.27

LC-MS: Reinheit: 95,38%  m/z: 426,32 [M+H']"
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7.3.2.2 o-B-ungesiittigte 2,5-Diketoiperazine

(£)-1-Acetyl-3-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzylidene)piperazin-2.5-dion (53) ST-2207
MF S50

O
O“ NN HN )H Summenformel: C21H27N304
\©\/\'(N\H/CH3 Molekulargewicht: 385,42 g/mol
O O
Verbindung 53 wurde gemill Methode V aus 1,4-Diacetylpiperazin-2,5-dion 12 (0,5942 g; 3,0

mmol), 4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzaldehyd 32 (0,4627g; 2,0 mmol) und
Céasiumcarbonat ( 0,9775g: 3,0 mmol) in DMF bei 30°C fiir 24 h synthetisiert. Das saubere

Produkt wurde nach der Gefriertrocknung erhalten.
Ausbeute: 0,5648 g; 1,5 mmol (73,3 %)

APCI-MS (+): m/z: 386,5 [M+H']"
Schmelzpunkt: 150,6-151,0°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 7.67 — 7.60 (m, 2H), 7.00 — 6.92 (m, 2H), 6.83 (s, 1H), 4.29
(s, 2H), 4.03 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.48 (s, 4H), 2.40 — 2.27 (m, 6H), 1.92 — 1.80 (m, 2H), 1.49 (p,
J=5.5Hz, 4H), 1.37 (d, ] = 5.9 Hz, 2H).

3C NMR (75 MHz, CDCls) § 172.65, 162.99, 160.52, 160.09, 130.45, 124.81, 124.16, 120.56,
115.70, 77.37, 66.86, 55.91, 54.77, 46.20, 27.30, 26.79, 26.06, 24.53.

Elementaranalyse: Berechnet [%] C:65, 44 H:7, 06 N: 10,90 S: 0,0
Gefunden [%] C:65, 59 H:7, 00 N: 10,59 S: 0,0

3-((£)-Benzylidene)-6-((2)-4-(3-(piperidin-1-y)propoxy)benzylidene)piperazin-2.5-dion (54)
ST-2208 MF S§52

0]
O\‘ a0 HN )K(\@ Summenformel: CosH20N303
ZNH Molekulargewicht: 431,54 g/mol
0]

Verbindung 54 wurde gemd Methode V aus (2)-1-Acetyl-3-(4-(3-(piperidin-1-

yl)propoxy)benzylidene)piperazin-2,5-dion 53 ( 0,5778 g; 1,5 mmol), Benzaldehyd ( 0,7953 g;
0,76 ml; 7,5 mmol) und Césiumcarbonat (0,7331 g; 2,3 mmol) synthetisiert. Der Ansatz wurde
Innerhalb von 2 h von 30°C auf 85°C erhitzt und 5 h bei 85°C geriihrt. Nach der
Gefriertrocknung wurde die Verbindung mehrfach mit Chloroform koevaporiert um Reste von
Wasser azeotrop zu entfernen.

Ausbeute: 0,0431 g; 0,1 mmol (6,67%)
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APCI-MS (+): m/z: 432,5 [M+H"]"
Schmelzpunkt: Zersetzung >175°C

'H NMR (300 MHz, CDCls) & 8.09 (s, 2H), 7.47 — 7.24 (m, 7H), 6.92 (dd, ] = 9.3, 5.1 Hz, 4H),
3.99 (t, ] = 6.4 Hz, 2H), 2.42 (dd, J = 17.9, 10.4 Hz, 6H), 1.94 (p, J = 6.6 Hz, 2H), 1.55 (p, ] =
5.5 Hz, 4H), 1.40 (t, J = 6.3 Hz, 2H).

3C NMR (75 MHz, CDCls) § 159.75, 157.38, 157.18, 132.92, 130.23, 129.67, 129.05, 128.56,
125.88,124.98,124.25,117.14,116.41, 115.69, 77.16, 66.83, 55.97, 54.79, 26.81, 26.06, 24.53.

Elementaranalyse: Berechnet [%] C: 72,37 H: 6,77 N: 9,74 S: 0,0
Gefunden [%] C: 72,12 H: 6,47 N: 9,57 S: 0,0

(£)-3-(4-(3-(Piperidin-1-yDpropoxy)benzylidene)piperazin-2,5-dion (55) ST-2368 MF S76

0]
O\l O HN J\ Summenformel: C19H25N303
Z NH Molekulargewicht: 343,43 g/mol

0]

(2)-1-Acetyl-3-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzylidene)piperazin-2,5-dion 53 (0,3854 g;
1,0 mmol) wurde in 10 ml Dimethylformamid geldst, mit Hydrazin (3,0 mmol) versetzt und 12
h bei Raumtemperatur geriihrt. Der Ansatz wurde auf 30 ml Eiswasser gegossen und der
Niederschlag abfiltriert. Das Rohprodukt wurde mit Hilfe der S&ulenchromatographie mit
Dichlormethan: Methanol 9:1 iiber Kieselgel aufgereinigt.>%

Ausbeute: 0,1915 g; 0,58 mmol (58,0 %)

APCI-MS (+): m/z: 344,5 [M+H"]"

Schmelzpunkt: 138.2-142.5°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 9.83 (s, 1H), 8.21 (s, 1H), 7.50 — 7.38 (m, 2H), 7.01 — 6.89
(m, 2H), 6.64 (s, 1H), 4.08 — 3.95 (m, 4H), 2.35 (dt, J = 10.5, 6.3 Hz, 6H), 1.86 (p, J = 6.7 Hz,
2H), 1.49 (p, J = 5.5 Hz, 4H), 1.38 (g, J = 6.8, 6.2 Hz, 2H)

3C NMR (75 MHz, DMSO) § 164.51, 160.35, 158.31, 130.69, 125.62, 125.12, 114.57, 114.24,
65.95,55.07, 54.09, 44.71, 40.32, 40.04, 39.76, 39.49, 39.21, 38.93, 38.65, 26.23, 25.58, 24.12.

LC-MS: Reinheit: 97,36% m/z: 344,16 [M+H'T"
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(S.2)-1-Acetyl-6-benzyl-3-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzylidene)piperazin-2.5-dion (56)
ST-2312 MF S75

0]
O\‘ O HN )H - Summenformel: C2sH33N304
e Nac Molekulargewicht: 475,59 g/mol
0]

Spez. Drehung: [0]p?>:+59,33 °*ml*g ' *dm™! (10 mg/ml, MeOH)

Verbindung 56 wurde gemall Methode V aus (5)-1,4-Diacetyl-3-benzylpiperazin-2,5-dion 15
(0,3458 g; 1,2 mmol), 4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzaldehyd 48 (0,2314 g; 1,0 mmol) und
Céasiumcarbonat (0,6516 g; 2,0 mmol) synthetisiert. Nach Zugabe von Wasser entstand
abweichend jedoch kein Niederschlag. Der Ansatz wurde mit Dichlormethan extrahiert, das
organische Losungsmittel mit MgSO4 getrocknet und unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde mit Methanol versetzt, wobei ein Niederschlag zuriickblieb.

Das Produkt konnte im Methanol identifiziert werden und wurde mit Hilfe der
Sdulenchromatographie tiber Kieselgel mit Dichlormethan: Methanol 95:5 -85:15 aufgereinigt.
Ausbeute: 0,0829 g; 0,18 mmol (18,0 %)

APCI-MS (+): m/z: 475,4 [M+H']"

Schmelzpunkt: 114.8-115.7°C

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 8 7.24 — 7.12 (m, 5H), 7.07 — 7.01 (m, 2H), 6.87 — 6.81 (m,
2H), 6.54 (s, 1H), 6.38 (s, 1H), 4.00 (t, ] = 6.3 Hz, 2H), 3.15 (s, 2H), 2.50 (dd, J = 17.0, 9.4 Hz,
6H), 2.01 (d, ] = 7.8 Hz, 2H), 1.62 (p, J = 5.6 Hz, 4H), 1.46 (d, J = 5.3 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, CDCI3) § 195.50, 172.11, 170.21, 159.50, 131.29, 130.42, 130.38, 130.17,

128.68, 128.20, 125.59, 115.27, 109.59, 77.58, 77.36, 77.16, 76.74, 66.63, 62.54, 55.91, 54.67,
39.59, 30.46, 26.56, 25.77, 24.35, 21.69.

LC-MS: Reinheit: 95,43% m/z: 476,20 [M+H"]"

(S,7)-3-Benzyl-6-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzylidene)piperazin-2.5-dion (57) ST-2313
MF S77

(0]
O\l O HN )H\\© Summenformel: C26H31N30;3
2~ NH Molekulargewicht: 433,55 g/mol
(0]

Spez. Drehung: [0]p>>:+10,67 °*ml*g*dm™ (10 mg/ml, MeOH)

Verbindung 57 konnte als Nebenprodukt der Synthese von Verbindung 56 erhalten werden.
Nach der Aufnahmen von Verbindung 56 in Methanol fiel als Niederschlag Verbindung 57 aus.
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Ausbeute: 0,0341 g; 0,079 mmol (7,9%)
APCI-MS (+): m/z: 434,77 [M+H']*
Schmelzpunkt: 206.7-207.8

'"H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 7.81 (s, 1H), 7.33 (q, J = 7.1 Hz, 3H), 7.26 (s, 2H), 7.18
(d, J=8.4 Hz, 2H), 6.92 (d, ] =8.7 Hz, 2H), 6.79 (s, 1H), 6.16 (s, 1H), 4.40 (dt, ] = 8.6, 2.9 Hz,
1H), 4.03 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.37 (dd, J = 13.7, 3.7 Hz, 1H), 3.06 (dd, J = 13.7, 8.4 Hz, 1H),
2.46 (dd, J=17.2,9.6 Hz, 6H), 1.98 (p, J = 6.6 Hz, 2H), 1.60 (p, ] = 5.5 Hz, 4H), 1.45 (d,J =
6.0 Hz, 2H).

3C NMR (75 MHz, CDCI13) § 170.72, 165.31, 163.56, 139.79, 134.97, 133.14, 131.91, 130.18,

129.31, 119.62, 119.41, 83.37, 83.13, 82.94, 82.50, 71.10, 61.62, 60.36, 59.25, 45.70, 45.43,
45.15,44.87,44.59, 44.31, 44.04, 31.33, 30.60, 29.07.

LC-MS: Reinheit: 95,24%  m/z: 434,20 [M+H'T"

7.3.2.3 Ketopiperazine
(35,8a85)-3-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)hexahydropyrrolo[ 1,2-a]pyrazin-1(2H)-on
x 2HCI (58) MF S183 ST-2448

Summenformel: C22H33N30;

@)
H
O\' O HN Molekulargewicht: 371,64 g/mol
\©\ “K/N 444,44 g/mol (2xHCI Salz)

Spez. Drehung: [o]p?°:+53,00 °*ml*g '*dm™'(10 mg/ml, MeOH)

Verbindung 58 wurde aus (3S,8aS)-3-(4-Hydroxybenzyl)hexahydropyrrolo[1,2-a]pyrazin-
1(2H)-on 17 (0,4251 g 1,7 mmol), 1-(3-Chlorpropyl)piperidin Hydrochlorid 35 (0,3963 g; 2,0
mmol), K»COs (1,10 g; 8,0 mmol) und KI (2,0 mmol.) in Acetonitril synthetisiert. Der Ansatz
wurde 18 h bei 80°C geriihrt. Das Rohprodukt wurde mit Hilfe der Sdaulenchromatographie
aufgereinigt. Kieselgel, DCM: Methanol/NH3 98:2. Das Endprodukt wurde als HCI Salz gefillt.
Ausbeute: 0,2503 g; 0,67 mmol (39,0 %)

APCI-MS (+): m/z: 372,4 [M+H']"

Schmelzpunkt:86,5-89,4°C

'H NMR (300 MHz, DMSO) § 7.22 — 7.12 (m, 2H), 6.92 — 6.81 (m, 2H), 3.97 (t, J= 5.9 Hz,
2H), 3.88 (d, J= 11.0 Hz, 1H), 3.61 — 3.49 (m, 1H), 3.46 — 3.36 (m, 2H), 3.29 — 3.08 (m, 4H),
3.00 — 2.89 (m, 2H), 2.82 (td, J = 12.2, 3.1 Hz, 2H), 2.61 (dd, J = 13.9, 9.1 Hz, 1H), 2.37 (q, J
= 8.5 Hz, 1H), 2.18 — 1.52 (m, 11H), 1.38 (dd, J = 14.3, 10.4 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO) § 166.04, 157.05, 130.49, 127.34, 114.58, 64.66, 60.90, 55.68,
53.51,52.35,50.10,49.72,39.38, 39.11, 38.83, 38.55, 38.27,37.98, 37.71, 36.44, 26.79, 23.28,
22.45,20.96, 20.67.

LC-MS: tr:7,9 min  Area Frak.: 97.4% m/z: 372,22 (M+H)"
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tert-Butyl (35,8a5)-4-0x0-3-(4-(3-(piperidin-1-vyl)propoxy)benzyl)hexahydropyrrolo[ 1.2-a]-
pyrazin-2(1H)-carboxvylat (59) MF S184

H
O\‘ 0 BOC\N /\b Summenformel: C27H41N304
\©\\\\‘ H( N Molekulargewicht: 471,64 g/mol

o)

Verbindung 59 wurde aus fert-Butyl-(35,8aS)-3-(4-Hydroxybenzyl)-4-oxohexahydropyrrolo-
[1,2-a]pyrazin-2(1H)-carboxylat 19 (0,7390 g; 3,0 mmol), 1-(3-Chlorpropyl)piperidin
Hydrochlorid 35 (0,6935 g; 3,5 mmol), KoCOs3 (1,940 g; 14,0 mmol) und KI (3,5 mmol.) in
Acetonitril synthetisiert. Der Ansatz wurde 18h bei 80°C geriihrt. Das Rohprodukt wurde mit
Hilfe der Flash-Chromatographie aufgereinigt. Stationdre Aminophase,
Dichlormethan:Methanol 99:1.

Ausbeute: ohne Auswaage und Analytik weiter umgesetzt

APCI-MS (+): m/z: 472,5 [M+H']"

(35.8a5)-3-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)hexahydropyrrolo[ 1.2-a]pyrazin-4(1H)-on
x 2HCI (60) MF S185 ST-2449

H Summenformel: C22H33N30
O\j\/\/o N | 22H33N302
\\K{(N Molekulargewicht: 371,64 g/mol

444,44 g/mol (2xHCI Salz)

O
Spez. Drehung: [a]p?: +19,33 °*ml*g'*dm™!(10 mg/ml, MeOH)
Verbindung 60 wurde gemall Methode Q aus fert-Butyl (35,8a5)-4-ox0-3-(4-(3-(piperidin-1-
yl)propoxy)benzyl)hexahydropyrrolo[ 1,2-a]pyrazin-2(1H)-carboxylat 59 ( Rohprodukt ) in
Methanol mit 4N HCI in Dioxan synthetisiert. Das Losungsmittel wurde entfernt und der Ansatz
in Dichlormethan aufgenommen und mit 2N NaOH Losung gewaschen. Das Losungsmittel
wurde mit MgSO4 getrocknet und unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wurde als
HCI Salz gefillt.
Ausbeute: 0,5931g; 1,33 mmol (45% tiber 2 Schritte)
APCI-MS (+): m/z: 372,4 [M+H']"
Schmelzpunkt: 281.4-283.1°C

'H NMR (300 MHz, DMSO) § 10.73 (s, 2H), 9.95 (s, 1H), 7.36 — 7.23 (m, 2H), 6.96 — 6.82 (m,
2H), 4.08 (s, 1H), 4.02 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.53 — 3.33 (m, 6H), 3.22 (dd, J = 5.6, 3.4 Hz, 2H),
3.18 —3.05 (m, 2H), 2.86 (tdd, J= 12.2, 9.1, 3.8 Hz, 2H), 2.37 (d, J= 10.2 Hz, 1H), 2.27 - 2.12
(m, 2H), 2.05 (qd, J=7.0, 1.9 Hz, 1H), 1.94 — 1.63 (m, 7H), 1.48 — 1.14 (m, 2H).
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3C NMR (75 MHz, DMSO) § 162.83, 157.36, 130.64, 128.23, 114.52, 65.04, 55.97, 54.70,
53.29, 53.20, 51.89, 45.06, 42.97, 40.32, 40.04, 39.76, 39.49, 39.21, 38.93, 38.65, 33.52, 30.10,
23.20,22.25,21.86, 21.38, 18.53.

LC-MS: Reinheit: 95,9%  m/z: 372,22 [M+H']"

(8)-2-(4-(3-(Piperidin-1-y)propoxy)benzyl)hexahydropyrrolo[ 1,2-alpyrazin-4(1 H)-on (61)
MF S173 ST-2446

G Summenformel: C2H33N30;
N

\/\/O\©\/ HJ\ Molekulargewicht: 371,64 g/mol

444,44 g/mol (2xHCI Salz)

Spez. Drehung: [o]p>>: +43,33 °*ml*g'1*dm'1(10 mg/ml, MeOH)
(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)methanol 48 (0,3738 g; 1,5 mmol) wurde geméal
Methode M in  1-(3-(4-((Methylsulfonyl)methyl)phenoxy)propyl)piperidin  {iberfiihrt.
Verbindung 61 wurde gemil Methode G aus dem 1-(3-(4-
((Methylsulfonyl)methyl)phenoxy)propyl)piperidin und (S)-Hexahydropyrrolo[1,2-a]pyrazin-
4(1H)-on 16 (0,1410 g; 1,0 mmol) und Triethylamin (0,20 ml; 1,5 mmol) in Tetrahydrofuran
bei 70°C synthetisiert. Das Losungsmittel wurde entfernt und der Riickstand in Dichlormethan
aufgenommen. Die organische Phase wurde mit 1 N NaOH gewaschen, mit Magnesiumsulfat
getrocknet und unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wurde mit Hilfe der
Saulenchromatographie iiber eine Kieselgelphase mit Dichlormethan: Methanol/NH3 99:1-
>98:2 aufgereinigt. Das Endprodukt wurde als HCI Salz gefillt.

Ausbeute: 0,2606 g; 0,59 mmol (59,0 %)

APCI-MS (+): m/z: 372,5 [M+H']"

Schmelzpunkt: nicht messbar; zu hygroskopisch

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 12.43 (s, 1H), 10.76 (s, 1H), 7.58 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.05 —
6.97 (m, 2H), 4.32 (q, J = 13.0 Hz, 2H), 4.09 (t, /= 6.1 Hz, 2H), 3.74 — 3.66 (m, 1H), 3.61 (d,
J=6.3 Hz, 2H), 3.46 — 3.31 (m, 4H), 3.18 — 3.08 (m, 2H), 2.97 (s, 1H), 2.93 — 2.79 (m, 2H),
2.22(dq,J=11.4,6.0 Hz, 2H), 2.08 (dt, J=11.9, 5.8 Hz, 1H), 1.99 — 1.66 (m, 8H), 1.49 — 1.29
(m, 2H).

13C NMR (75 MHz, DMSO) § 159.84, 159.15, 133.10, 121.07, 114.63, 65.18, 57.84, 53.26,
51.91, 50.54, 44.60, 40.32, 40.05, 39.77, 39.49, 39.21, 38.93, 38.66, 29.66, 23.15, 22.25, 21.64,
21.38.

LC-MS: Reinheit: 95,0%  m/z: 372,22 [M+H'T"
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(8)-2-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzoyl)hexahydropyrrolo[ 1,.2-a]pyrazin-4(14)-on x HCI
(62) MF S182 ST-2447

O
Summenformel: C2»H31N30
O\l\/\/o HJ\N 22H31N303
N | Molekulargewicht: 385,51 g/mol
G 471,27 g/mol (HCI Salz)

(0]
Spez. Drehung: [o]p*: 431,33 °*ml*g*dm!(10 mg/ml, MeOH)

Verbindung 62 wurde gemill Methode A aus (S)-Hexahydropyrrolo[1,2-a]pyrazin-4(1H)-on 16
(0,1422 g; 1,0 mmol), 4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzoesiure 37 (0,5996 g; 2,0 mmol),
HOBt (0,3060 g; 2,0 mmol) und EDC (0,35 ml; 2,0 mmol) in DMF synthetisiert. Das
aufgearbeitete Produkt wurde mit Hilfe der Sdulenchromatographie iiber Kieselgel mit
Dichlormethan: Methanol/NH3 97:3 aufgereinigt. Das Endprodukt wurde als HCI Salz gefallt
Ausbeute:0,1090 g; 0,28 mmol (28,0 %)

APCI-MS (+): m/z: 386,7 [M+H']"

Schmelzpunkt: nicht messbar; hygroskopisch

'H NMR (300 MHz, DMSO) § 10.39 (s, 1H), 7.48 — 7.36 (m, 2H), 7.07 — 6.94 (m, 2H), 4.11 (t,
J=6.0 Hz, 2H), 3.72 — 3.62 (m, 1H), 3.53 — 3.38 (m, 3H), 3.14 (d, /= 11.0 Hz, 2H), 2.91 (d, J
=21.6 Hz, 2H), 2.21 (dq, J = 11.8, 6.1 Hz, 2H), 2.04 — 1.64 (m, 8H), 1.35 (s, 2H).

3C NMR (75 MHz, DMSO) § 168.80, 159.48, 129.23, 127.47, 114.21, 65.20, 53.32, 52.04,
44.56,40.30, 40.02, 39.74, 39.47, 39.19, 38.91, 38.63, 29.38, 25.09, 23.27, 22.42, 21.80, 21.42.

LC-MS: Reinheit: 95,8%  m/z: 386,27 [M+H']"

4-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzovyl)piperazin-2-on (63) MF S63 ST-2286

0]
O\l\/\/O HJ\NH Summenformel: Ci19H27N303
\©\[de Molekulargewicht: 345,44 g/mol
O
Verbindung 63*°! wurde gemiB Methode A aus Piperazin-2-on 20 (0,5006 g; 5,0 mmol), 4-(3-
(Piperidin-1-yl)propoxy)benzoesdure 37 (1,800 g; 6,0 mmol), HOBt (0,9180 g; 6,0 mmol) und
EDC (1,06 ml; 6,0 mmol) in DMF synthetisiert. Das aufgearbeitete Produkt wurde mit Hilfe

der Séaulenchromatographie iiber Kieselgel mit Dichlormethan: Methanol/NH3 97:5
aufgereinigt.

Ausbeute:0,9018 g; 2,6 mmol (52,0 %)

APCI-MS (+): m/z: 346,6 [M+H']"

Schmelzpunkt: 133.3-133.6°C
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'H NMR (300 MHz, DMSO) & 8.10 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.44 — 7.36 (m, 2H), 7.01 — 6.94 (m,
2H), 4.08 —3.97 (m, 4H), 3.61 (s, 2H), 3.23 (td, J=5.6, 5.1, 2.7 Hz, 2H), 2.34 (dt, J=13.7, 6.3
Hz, 6H), 1.92 — 1.80 (m, 2H), 1.48 (p, J = 5.6, 5.2 Hz, 4H), 1.37 (q, J = 6.6, 6.1 Hz, 2H).

3C NMR (75 MHz, DMSO) § 168.88, 165.98, 165.96, 159.87, 129.14, 127.03, 114.12, 66.07,
55.03, 54.08, 26.18, 25.58, 24.12.
LC-MS: Reinheit: 96,50% m/z: 346,18 [M+H']"

4-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazin-2-on x 2HCI (64) MF S64 ST-2287

@

(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)methanol 48 (1,620 g; 6,5 mmol) wurde gemall Methode

Summenformel;  Ci19H29N30»

O
N J Molekulargewicht: 331,46 g/mol

404,38 g/mol (2 x HCI Salz)

M in 1-(3-(4-((Methylsulfonyl)methyl)phenoxy)propyl)piperidin iiberfiihrt. Verbindung 64
wurde gemél Methode G aus 1-(3-(4-((Methylsulfonyl)methyl)phenoxy)propyl)piperidin und
Piperazin-2-on 20 (0,5006 g; 5,0 mmol) und Triethylamin (0,65 ml; 5,0 mmol) in Aceton unter
Riickfluss synthetisiert. Das Losungsmittel wurde entfernt und der Riickstand in Dichlormethan
aufgenommen. Die organische Phase wurde mit 1 N NaOH gewaschen, mit Magnesiumsulfat
getrocknet und unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wurde aus Tetrahydrofuran als
HCI Salz gefillt und zweimal aus Methanol und wenig Ethanol umkristallisiert. Das Produkt
liegt als HCI Salz vor.

Ausbeute: 0,2101g; 0,52 mmol (10,4%)

APCI-MS (+): m/z: 332,5 [M+H"]"

Schmelzpunkt: 269.5-271.1°C

'H NMR (300 MHz, DMSO) § 7.49 — 7.41 (m, 2H), 7.04 — 6.96 (m, 2H), 4.28 (s, 2H), 4.05 (t,
J= 6.0 Hz, 2H), 3.59 (s, 2H), 3.47 — 3.32 (m, 6H), 3.19 — 3.11 (m, 2H), 2.91 — 2.79 (m, 2H),
2.12 (dq, J= 11.4, 5.9 Hz, 2H), 1.81 (d, J = 14.0 Hz, 2H), 1.67 (t, J = 12.7 Hz, 3H), 1.39 (t, J
=12.7 Hz, 1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO) § 163.51, 159.95, 150.51, 133.48, 121.62, 115.61, 65.64, 54.21,
53.11, 51.96, 24.04, 23.28, 21.81.

LC-MS: Reinheit: 98,45% m/z: 332,19 [M+H'T"
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1-Benzyl-4-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzoyl)piperazin-2-on x HCl (65) MF Si124
ST-2423

Summenformel:  CasH33N303

0]
N J Molekulargewicht: 435,57 g/mol
(@)

472,03 g/mol (HCI Salz)

1-Benzylpiperazin-2-on x HCI 23 (0,3401 g; 1,5 mmol) und (4-(3-(Piperidin-1-
yl)propoxy)benzoesdure x HCI 37 (0,5010 g; 1,65 mmol) wurde in 20 ml Dichlormethan
suspendiert. Triethylamin (1,0 ml; 6,0 mmol) wurde langsam zugegeben und der Ansatz bei
Raumtemperatur 15 Minuten geriihrt. Bis-(2-0x0-3-oxazolidinyl)-phosphinsdurechlorid/
BOPCI (0,3820 g; 1,5 mmol) wurde zugegeben und fiir 18 h geriihrt.

Der Ansatz wurde mit 2 N NaOH Losung gewaschen, die organische Phase wurde mit
Magnesiumsulfat getrocknet und unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde
mit Hilfe der Sdulenchromatographie iiber Kieselgel mit Dichlormethan: Methanol/NH; 98:2
aufgereinigt. Das Produkt wurde als HCI Salz gefillt und aus Wasser umkristallisiert.
Ausbeute: 0,4135 g; 0,87 mmol (58,3 %)

APCI-MS (+): m/z: 436,3 [M+H']"

Schmelzpunkt:84,7-86,3°C

'H NMR (300 MHz, DMSO) § 7.46 — 7.21 (m, 7H), 7.04 — 6.95 (m, 2H), 4.55 (s, 2H), 4.19 (s,
2H), 4.10 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.70 (s, 2H), 3.51 — 2.78 (m, 10H), 2.26 — 2.13 (m, 2H), 1.76 (q,
J=5.7Hz, 4H), 1.53 (s, 2H).

13C NMR (75 MHz, DMSO) § 168.71, 164.62, 159.57, 136.76, 129.26, 128.55, 127.59, 127.25,
127.08, 114.20, 65.29, 53.37, 52.07, 48.84, 40.33, 40.05, 39.78, 39.50, 39.22, 38.94, 38.67,
23.37,22.51,21.58.

LC-MS: Reinheit: 96,87% m/z: 436,26 [M+H"]"

1-Benzyl-4-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazin-2-on x 2HCI (66) MF S130 ST-
2424

@

(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)methanol 48 (0,8723 g; 3,5 mmol) wurde gemil
Methode M in  1-(3-(4-((Methylsulfonyl)methyl)phenoxy)propyl)piperidin  {iberfiihrt.
Verbindung 66 wurde gemal Methode G aus dem1-(3-(4-

Summenformel:  CasH3sN30»

O
O HJ\ N
N J Molekulargewicht: 421,59 g/mol

494,50 g/mol (HCI Salz)

((Methylsulfonyl)methyl)phenoxy)propyl)piperidin und 1-Benzylpiperazin-2-on x HCl 23
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(0,6801 g; 3,0 mmol) und Triethylamin (0,65 ml; 5,0 mmol) in Aceton unter Riickfluss
synthetisiert. Das Ldsungsmittel wurde entfernt und der Riickstand in Dichlormethan
aufgenommen. Die organische Phase wurde mit 1 N NaOH gewaschen, mit Magnesiumsulfat
getrocknet und unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wurde mit Hilfe der Flash-
Chromatographie aufgereinigt. Aminosdule mit Hexan:Ethylacetat 35:65 — 20:80. Das Produkt
wurde als HCI Salz gefillt.

Ausbeute: 0,5297 g; 1,1 mmol (35,7 %)

APCI-MS (+): m/z: 422,7 [M+H']"

Schmelzpunkt: 111,1-116,4°C

'H NMR (300 MHz, DMSO) § 12.33 (s, 1H), 10.82 (d, J= 10.3 Hz, 1H), 7.63 — 7.52 (m, 2H),
7.30 (qd, J = 6.9, 3.3 Hz, 5H), 7.07 — 6.97 (m, 2H), 4.57 (s, 2H), 4.33 (s, 2H), 4.09 (t, J = 6.1
Hz, 2H), 3.90 (s, 1H), 3.79 — 3.60 (m, 3H), 3.54 — 3.46 (m, 1H), 3.45 — 3.36 (m, 3H), 3.18 —
3.08 (m, 2H), 2.86 (tdd, J = 12.2, 9.1, 3.6 Hz, 2H), 2.23 (dt, J = 8.2, 5.7 Hz, 2H), 1.92 — 1.66
(m, 5H), 1.47 — 1.29 (m, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO) 8 161.22, 159.11, 135.94, 132.88, 128.44, 127.54, 127.27, 114.65,
65.19, 57.64, 53.25,51.89, 51.18, 48.63, 46.25, 42.20, 40.33, 40.05, 39.78, 39.50, 39.36, 39.22,
38.94, 38.66, 23.14, 22.24, 21.39.

LC-MS: Reinheit: 95,58%  m/z: 422,33 [M+H']"

7.3.2.4 Piperazin C-substituiert
2-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxvy)benzyl)piperazin x 3HCI (67) MF S79 ST-2332

Summenformel:  Ci9H31N30
O\]\/\/O HN /\ | 19H31N30;
+ NH Molekulargewicht: 317,48 g/mol

426,85 g/mol (3xHCI Salz)

Spez. Drehung: [0]p®: +4,66 °*ml*g*dm™ (10 mg/ml, MeOH)
Verbindung 67 wurde geméfl Methode S synthetisiert.
(5)-3-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazine-2,5-dion 52aL. ( 0,3120 g; 0,9 mmol)

9 ml LiAlH4 Losung 2 M in THF. Das Rohprodukt wurde mit Hilfe der Sdulenchromatographie
iiber Kieselgel mit Dichlormethan: Methanol/NH3 9:1 aufgereinigt. Das Produkt wurde als HCI
Salz gefallt.

Ausbeute:0,2851 g; 0,67 mmol (74,4 %)
APCI-MS (+): m/z: 318,5 [M+H']"
Schmelzpunkt: 244.0-245.7°C
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'H NMR (300 MHz, DMSO-de) & 10.47 (s, 1H), 9.94 (s, 4H), 7.26 — 7.15 (m, 2H), 7.00 — 6.89
(m, 2H), 4.05 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.71 (s, 1H), 3.45 (s, 4H), 3.28 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 3.21 —
3.07 (m, SH), 2.95 — 2.78 (m, 3H), 2.18 (dg, J = 11.7, 6.0 Hz, 2H), 1.89 — 1.66 (m, 5H), 1.46 —
1.30 (m, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 157.44, 130.34, 126.73, 114.83, 65.03, 53.31, 52.67, 51.93,
42.94, 34.69, 23.22, 22.28, 21.36.

LC-MS: Reinheit: 96,62% m/z: 318,21 [M+H']"

2-Benzyl-5-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzylpiperazin x 3HCI (67d) MF S53 ST-2310

@

Spez. Drehung: [o]p?’: +4,00 °*ml*g*dm™ (10 mg/ml, MeOH)

Verbindung 67d wurde gemall Methode S synthetisiert.
(3S,6S5)-3-Benzyl-6-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazin-2,5-dion 52d_( 0,2180g;
0,5mmol)2 ml LiAlHs Losung 2 M in THFDas Rohprodukt wurde mit Hilfe der

Summenformel:  CysH3z7N301

\/\/O HN y '
* NH Molekulargewicht: 407,60 g/mol

516,98 g/mol (3xHCI Salz)

Sdulenchromatographie iiber Kieselgel mit Dichlormethan: Methanol/NHs 9:1 aufgereinigt.
Das Produkt wurde als HCI Salz gefallt.

Ausbeute:50,0 mg; 0,01 mmol (2 %)

APCI-MS (+): m/z: 408,7 [M+H"]"

Schmelzpunkt: 235.3-237.1°C

'H NMR (300 MHz, D,0) § 7.44 — 7.13 (m, 7H), 7.01 — 6.90 (m, 2H), 4.08 (dd, J = 7.2, 4.4
Hz, 2H), 3.94 (dq, J = 13.5, 7.4, 6.4 Hz, 2H), 3.56 — 3.41 (m, 5H), 3.26 — 3.09 (m, 5H), 2.94 —
2.80 (m, 2H), 2.15 (dd, J= 9.7, 5.9 Hz, 2H), 1.88 (d, J = 14.8 Hz, 2H), 1.65 (dd, J=27.5, 14.2
Hz, 3H), 1.50 — 1.32 (m, 1H).

3C NMR (75 MHz, D>0) § 157.55, 133.54, 130.64, 129.35, 129.27, 128.10, 126.33, 115.37,
65.34, 54.47, 53.33, 52.47,41.16, 34.04, 33.14, 23.45, 22.84, 21.08.

LC-MS: Reinheit: 96,19%  m/z: 204,52 [M+2H >
2.5-Bis(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazin x 3HCI (67e) MF S80 ST-2333
G Summenformel Ca6H37N301
No~O©
\Q\/O/\Q\ Molekulargewicht: 548,82 g/mol
07N O 658,19 g/mol (3xHCl Salz)

Spez. Drehung: [o]p®: -3,33 °*ml*g*dm™ (10 mg/ml, MeOH)

Verbindung 67e wurde gemill Methode S synthetisiert.
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(35,695)-3,6-Bis(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazin-2,5-dion S2e (0,2885 g; 0,5
mmol) 2 ml LiAlH4 Losung 2 M in THF Das Losungsmittel wurde entfernt und der Riickstand
mit Dichlormethan aufgenommen. Die organische Phase wurde mit 2 N NaOH Losung
gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und unter vermindertem Druck entfernt. Das
Produkt wurde als HCI Salz aus Tetrahydrofuran gefallt und aus Ethanol umkristallisiert.
Ausbeute: 0,1120 g; 0,17 mmol (34 %)

APCI-MS (+): m/z: 550,0 [M+H']"

Schmelzpunkt: 275.9-276.6°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.17 (d, J = 8.4 Hz, 4H), 6.91 (dd, J = 8.6, 3.4 Hz, 4H), 3.99
(t, J=5.9 Hz, 4H), 3.62 (s, 2H), 3.41 (d, J = 12.0 Hz, 4H), 3.30 (dd, J = 14.0, 3.3 Hz, 2H), 3.24
~2.91 (m, 9H), 2.89 — 2.76 (m, 5H), 2.10 (dt, J= 10.7, 5.7 Hz, 4H), 1.81 (d, J = 14.8 Hz, 4H),
1.75 - 1.53 (m, 6H), 1.37 (qd, J = 13.0, 12.5, 6.5 Hz, 2H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 157.40, 130.47, 130.40, 125.83, 114.87, 64.68, 53.50, 52.38,
43.77,34.51, 23.25, 22.45, 20.93.

LC-MS: Reinheit: 100,0% m/z: 434,20 [M+3H]*"

3-(4-(3-(Piperidin-1-yDpropoxy)benzyl)octahydropyrrolo[ 1.2-alpyrazin x 2HCI (67f) MF S94
ST 2374

G Summenformel: C22H35N301
N._~_°©O 357,54g/mol

HN N Molekulargewicht:
* N 430,64 g/mol (2xHCI Salz)

Spez. Drehung: Drehwert: [a]p®: -1,00°*ml*g*dm™ (10 mg/ml, MeOH)
Verbindung 67f wurde gemill Methode S synthetisiert.

(3S,8a8)-3-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)hexahydropyrrolo[ 1,2-a]pyrazin-1,4-dion
521 (0,3851 g; 1,0 mmol) 2,5 ml LiAlH4 Losung 2 M in THF. Das Rohprodukt wurde mit Hilfe
der Séaulenchromatographie iiber Kieselgel mit Dichlormethan: Methanol/NH3 98:2
aufgereinigt. Das Produkt wurde als HCI Salz gefallt.

Ausbeute: 0,2831 g; 0,66 mmol (66 %)

APCI-MS (+): m/z: 358,4 [M+H']"

Schmelzpunkt:88,4-91,3°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) 5 10.55 (s, 1H), 10.24 (s, 1H), 7.21 (dd, J = 8.0, 4.5 Hz, 2H),
6.97 — 6.90 (m, 2H), 4.04 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.91 — 3.73 (m, 1H), 3.69 — 3.50 (m, 2H), 3.42 (d,
J=15.1 Hz, 4H), 3.17 (ddt, J = 15.9, 10.3, 5.0 Hz, 6H), 2.86 (dtt, J= 11.9, 9.3, 4.8 Hz, 3H),
2.27-2.11 (m, 2H), 2.11 — 1.92 (m, 3H), 1.87 — 1.62 (m, 5H), 1.37 (dtd, J= 16.6, 10.9, 5.1 Hz,
1H).
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13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 6 157.42, 130.35, 114.86, 65.11, 53.33, 53.07, 51.99, 23.27,
22.26,21.35,19.41

LC-MS: Reinheit: 100,0% m/z: 358,23 [M+H']"

1-(3-(4-(3-(piperidin-1-y)propoxy)benzyl)hexahydropyrrolo[ 1.2-alpyrazin-2(1 H)-yl)ethan-1-
on (68) MF S103 ST-2420

G Summenformel: C22H35N301
N._~_O 399,58g/mol

AN Molekulargewicht:
* N 472,50 g/mol (2xHCI Salz)

Spez. Drehung: [o]p*’: -0,67°*ml*g ' *dm™ (10 mg/ml, MeOH)

3-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)octahydropyrrolo[ 1,2-a]pyrazin 67f (0,5351 g; 1,5
mmol) 67f und Triethylamin (0,6 ml; 2,0 mmol) wurde in 50 ml Dichlormethan gelost und bei
0°C mit Acetylchlorid ( 0,11 ml; 1,5 mmol) versetzt. Das Eisbad wurde entfernt und der Ansatz
30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Die organische Phase wurd mit 2 N NaOH Losung
gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde mit Hilfe der Sdulenchromatographie iliber Kieselgel mit Dichlormethan:
Methanol/NH3 aufgereinigt. Das Produkt wurde als HC1 Salz gefdllt und aus Methanol mit
Diethylether umkristallisiert.

Ausbeute: 0,0150 g; 0,04 mmol (2,7 %)

APCI-MS (+): m/z: 400,7 [M+H"]"

Schmelzpunkt: 198,3-200,0°C

'H NMR (300 MHz, MeOD) & 7.25 (dd, J = 26.2, 8.3 Hz, 2H), 6.91 (dd, J = 8.3, 5.6 Hz, 2H),
4.61 (d,J=15.2 Hz, 1H), 4.38 (s, 1H), 4.09 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 3.92 (d, J = 18.9 Hz, 2H), 3.60
(d, J=12.0 Hz, 3H), 3.53 — 3.33 (m, 3H), 3.29 — 3.18 (m, 2H), 2.98 (t, J = 13.2 Hz, 3H), 2.25
(dt, J=10.4, 5.7 Hz, 3H), 2.20 — 2.12 (m, 2H), 2.08 (s, 2H), 1.97 (d, J = 13.8 Hz, 3H), 1.87 (t,
J=4.2Hz, 1H), 1.80 (d, J= 14.8 Hz, 2H), 1.65 (s, 2H), 1.56 (td, J = 12.1, 3.5 Hz, 1H).

13C NMR (75 MHz, MeOD) § 173.23, 131.58, 130.49, 115.88, 115.71, 66.05, 61.40, 55.97,
55.68, 54.48, 49.86, 49.58, 49.30, 49.01, 48.73, 48.44, 48.16, 25.27, 24.36, 22.71.

LC-MS: Reinheit: 95,09% m/z: 200,49 [M+H'T"
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7.3.2.5 Piperazin N-substituiert
tert-Butyl-4-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazin-1-carboxvlat (69) MF S137
Summenformel: C24H39N303

Q\‘ O ﬁ N Boc
N J Molekulargewicht: 417,58g/mol

(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)methanol 48 (3,130 g; 12,5 mmol) wurde gemal

Methode M in  1-(3-(4-((Methylsulfonyl)methyl)phenoxy)propyl)piperidin  {iberfiihrt.
Verbindung 69 wurde gemal Methode G aus 1-(3-(4-
((Methylsulfonyl)methyl)phenoxy)propyl)piperidin und 1- fert-Butyl piperazin-1-carboxylat
24 (2,234 g; 12,0 mmol) und Triethylamin (1,8 ml; 13,0 mmol) in Aceton unter Riickfluss
synthetisiert.Das LoOsungsmittel wurde entfernt und der Riickstand in Dichlormethan
aufgenommen und mit 2 N NaOH Losung gewaschen. Das Rohprodukt wurde mit Hilfe der
Flash-Chromatographie aufgereinigt. Aminosdule mit Hexan: Ethylacetat 75:25-65:35.
Ausbeute: 2,9495¢g; 7,06 mmol (58,9%)

APCI-MS (+): m/z: 418,5 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 7.25 — 7.10 (m, 2H), 6.94 — 6.79 (m, 2H), 3.95 (t, /= 6.4 Hz,
2H), 3.38 (s, 2H), 3.28 (t, J = 5.0 Hz, 4H), 2.40 — 2.32 (m, 4H), 2.28 (dt, J = 10.1, 5.2 Hz, 7H),
1.88 — 1.77 (m, 2H), 1.48 (dq, J= 10.5, 5.0 Hz, 4H), 1.38 (d, J = 2.4 Hz, 11H).

1-(4-(3-(Piperidin-1-yDpropoxy)benzyl)piperazin x 3HCI1 (7OMF S59 ST-2213

O\‘ ~_O ﬁ Summenformel:  Ci9H31N30;
NH
\©\/N J Molekulargewicht: 317,48g/mol
426,85 g/mol (3xHCI Salz)
Verbindung 70°* wurde gemiB Methode Q aus tert-Butyl 4-(4-(3-(piperidin-1-

yl)propoxy)benzyl)piperazin-1-carboxylat 69 (4,172 g; 10,0 mmol) und HCI in Dioxan in
Dioxan synthetisiert. Der Ausgefallene Niederschlag wurde abgesaugt und aus Isopropanol mit
Methanol umkristallisiert.

Ausbeute: 4,051 g; 9,5 mmol (95 %)

APCI-MS (+): m/z: 318,7 [M+H"]"

Schmelzpunkt: 96,2-98,4°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.20 (s, 1H), 10.71 (s, 1H), 9.97 (s, 2H), 7.57 (d, J = 8.1
Hz, 2H), 7.00 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 4.30 (s, 2H), 4.08 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.39 (s, 1 1H), 3.14 (dt,
J=10.3,5.1 Hz, 2H), 2.87 (dq, J= 17.1, 8.0, 6.0 Hz, 2H), 2.21 (dq, /= 11.9, 6.2 Hz, 2H), 1.93
— 1.64 (m, 5H), 1.38 (tdt, J= 16.3, 11.5, 4.7 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 159.11, 133.10, 114.65, 65.23, 57.94, 53.30, 51.97, 46.90,
40.35, 40.08, 39.80, 39.65, 39.52, 39.24, 38.96, 38.69, 23.20, 22.30, 21.42.
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Elementaranalyse:  Theorie [%] C:53,46 H:8,03 N:9,84 S:0,0
Ergebnis [%] C:53,06 H:7,89 N:9,61 S:0,0

tert-Butyl 4-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzovyl)piperazin-1-carboxvlat (71) MF S57

Summenformel: C19H290N302
N \/\/O (\ N Boc
@( J Molekulargewicht: 431,46g/mol

N

o
Verbindung 71 wurde gemill Methode A aus 4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzoesdure x HCI
23 (1,199 g; 4,0 mmol) fert-Butyl piperazin-1-carboxylat 24 (0,7010 g; 3,8 mmol) HOBt
(0,6120 g; 4,0 mmol) und EDC (0,71 ml; 4,0 mmol) in DMF synthetisiert. Das aufgearbeitete
Produkt wurde mit Hilfe der Sdulenchromatographie iiber Kieselgel mit DCM: MeOH/NHj3;
95:5 aufgereinigt.
Ausbeute: 1,102 g; 2,5 mmol (67,0 %)
APCI-MS (+): m/z: 433,1 [M+H]"

'H NMR (300 MHz, DMSO-d) § 7.39 — 7.33 (m, 2H), 6.99 — 6.93 (m, 2H), 4.03 (t, /= 6.4 Hz,
2H), 3.50 — 3.32 (m, 8H), 3.17 (s, 1H), 2.35 (dt, J= 13.5, 6.3 Hz, 6H), 1.86 (p, J = 6.7 Hz, 2H),
1.48 (p, J = 5.5 Hz, 4H), 1.41 (s, 11H).

Piperazin-1-vy1(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)methanon x 2HCI (72) MF §58 ST-2282

Summenformel:  Ci19H29N30;
QWO\@\W " ONH

NJ Molekulargewicht: 331,46 g/mol

404,38 g/mol (2xHCI Salz)
0]

Verbindung 723" wurde gemiB Methode Q aus tert-Butyl 4-(4-(3-(piperidin-1-
yl)propoxy)benzoyl)piperazin-1-carboxylat 71 (1,100 g; 2,5 mmol) und HCI in Dioxan in
Ethanol synthetisiert. Nach Zugabe von Diethylether wurde der Niederschlag abgesaugt.
Ausbeute: 0,9012 g; 2,2 mmol (89 %)

APCI-MS (+): m/z: 333,1/332,1 [M+H"]"

Schmelzpunkt: 261.2-261.4°C

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 10.59 (s, 1H), 9.54 (s, 2H), 7.47 — 7.42 (m, 2H), 7.03 — 6.99
(m, 2H), 4.12 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.71 (s, 4H), 3.43 (s, 2H), 3.18 — 3.10 (m, 6H), 2.87 (s, 2H),
2.25-2.19 (m, 2H), 1.81 (d, J = 14.0 Hz, 6H), 1.39 (s, 1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-de) § 190.13, 169.14, 159.47, 129.28, 126.99, 114.20, 65.20, 53.24,
51.95, 42.40, 23.16, 22.29, 21.36.

LC-MS: Reinheit: 98,24%  m/z: 332,09 [M+H']*

190



Material und Methoden

Phenvl(4-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazin-1-yl)methanon x 2HCI (73) MF S54
ST-2222

Summenformel: CysH3sN30»

o)
O\' NN ﬁ N Molekulargewicht: 421,59 g/mol
N 494,50 g/mol (2xHCl Salz)

1-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazin x 3HCI 70 (0,2135 g; 0,5 mmol) wurde mit
Triethylamin (0,21 ml; 2,5 mmol) und Benzoylchlorid (0,20 ml; 1,5 mmol) gemiB3 Methode B
synthetisiert. Das Produkt*®> wurde als HCI1 Salz gefillt und aus Isopropanol umkristalisiert.
Ausbeute: 0,2210g; 0,45 mmol (90,0%)

APCI-MS (+): m/z: 422,5 [M+H"]"

Schmelzpunkt: Zersetzung >221°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) 5 11.53 (s, 1H), 10.47 (s, 1H), 7.63 — 7.41 (m, 7H), 7.01 (d, J
= 8.3 Hz, 2H), 4.26 (d, J= 5.1 Hz, 2H), 4.09 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.44 (d, J= 12.2 Hz, 5H), 3.32
~2.96 (m, 7H), 2.85 (dt, J= 11.5, 8.0 Hz, 2H), 2.21 (dt, J = 10.4, 5.9 Hz, 2H), 1.91 — 1.65 (m,
S5H), 1.47 — 1.32 (m, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 169.14, 129.94, 128.52, 127.08, 114.53, 65.15, 53.33, 51.99,
40.35, 40.08, 39.80, 39.52, 39.24, 38.97, 38.69, 23.24, 22.33, 21 .40.

LC-MS: Reinheit: 100,0% m/z: 211,41 [M+2H"]*

1-Benzyl-4-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazin x 3 HCI (74) MF S62 ST-2285

Molekulargewicht: 407,60 g/mol
NJ 516,98 g/mol (3xHCI Salz)
Verbindung 74" wurde  gemidB  Methode F  aus 1-(4-(3-(Piperidin-1-

yl)propoxy)benzyl)piperazin x 3HCI 70 (0,4269 g; 1,0 mmol), Benzylchlorid ( 0,19 ml; 1,5

G Summenformel: CisH37N3O1
N \/\/O\O\/ ﬁ N

mmol) Kaliumcarbonat (0,5500 g; 4,0 mmol) und Kaliumiodid (kat.) in Aceton unter Riickfluss
synthetisiert. Das Aufgearbeitete Produkt wurde als HCI Salz gefillt und aus Isopropanol mit
Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute: 0,0581 g; 0,14 mmol (14,3 %)

APCI-MS (+): m/z: 408,6 [M+H']"

Schmelzpunkt: 263,4-263,7°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.51 (dd, J = 6.6, 3.1 Hz, 2H), 7.44 (q, J = 4.1, 3.2 Hz, 5H),
7.02 — 6.96 (m, 2H), 4.28 (d, J = 5.5 Hz, 4H), 4.04 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.48 — 3.27 (m, 10H),
3.19 —3.10 (m, 2H), 2.86 (td, J = 12.3, 3.2 Hz, 2H), 2.13 (dq, J= 11.8, 5.9 Hz, 2H), 1.71 (ddd,
J=139.3,16.6, 12.9 Hz, 5H), 1.39 (t, J = 12.8 Hz, 1H).
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3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 159.07, 132.83, 131.06, 129.58, 128.87, 124.52, 114.69,
64.93, 53.29, 52.15, 39.87, 23.24, 22.44.

LC-MS: Reinheit: 97,87% m/z: 204,38 [M+2H >

(4-Benzoylpiperazin-1-v1)(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)methanon  (75) MF S60
ST-2283

(0]
O\l DO //\N Summenformel:  CacH37N30;
NJ Molekulargewicht: 435,57 g/mol
472,03 g/mol (HCI Salz)
@)

Verbindung 75°"! wurde gemiB Methode B aus Piperazin-1-yl(4-(3-(piperidin-1-
yl)propoxy)phenyl)methanon x 2HCI 72 (0,4050 g; 1,0 mmol), Triethylamin (0,43 ml; 3,1

mmol) und Benzoylchlorid (0,13 ml; 1,1 mmol) in Dichlormethan synthetisiert. Das Produkt
wurde aus Aceton umkristallisiert und als HCI Salz gefillt.

Ausbeute: 0,2712 g; 0,57 mmol (57,0 %)

APCI-MS (+): m/z: 436,6 [M+H]"

Schmelzpunkt: 146,3-147,1°C

'"H NMR (300 MHz, CDCls) & 7.46 — 7.33 (m, 7H), 6.95 — 6.87 (m, 2H), 4.03 (t, J = 6.4 Hz,
2H), 3.65 (s, 8H), 2.46 (dt, J=18.4, 6.4 Hz, 6H), 2.06 — 1.94 (m, 2H), 1.61 (p, J=5.5 Hz, 4H),
1.45 (q,J=6.1 Hz, 2H).

BC NMR (75 MHz, CDCls) § 170.78, 160.70, 135.33, 130.21, 129.34, 128.78, 127.20, 114.54,
66.74, 55.95, 54.75, 26.74, 25.97, 24.46.

LC-MS: Reinheit: 100,0% m/z: 436,17 [M+H']"

(4-Benzylpiperazin-1-v1)(4-(3-(piperidin-1-yD)propoxy)phenyl)methanon x 2HCI (76) MF S 61
ST-2284

O\‘ o Summenformel:  CysH35N30;
~ N
@\(@ Molekulargewicht: 421,59 g/mol

494,50 g/mol (2xHCI Salz)

0]

Verbindung 76 wurde gemidBl Methode F aus 1-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzoyl)-
piperazin x 2HCI1 72 (0,2901 g; 0,72 mmol), Benzylchlorid (0,12 ml; 1,1 mmol) Kaliumcarbonat
(0,5500 g; 4,0 mmol) und Kaliumiodid (kat.) in Aceton unter Riickfluss synthetisiert.Das
Aufgearbeitete Produkt wurde als HCI Salz gefillt und aus Isopropanol umkristallisiert.
Ausbeute: 0,1201g; 0,25 mmol (34,7%)

APCI-MS (+): m/z: 422,6 [M+H']"

192



Material und Methoden

Schmelzpunkt: 258.9-259.1°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dy) § 7.40 (d, J = 24.0 Hz, 7H), 6.97 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.27 (s,
2H), 4.20 (s, 10H), 4.03 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.41 (d, J = 12.0 Hz, 2H), 3.14 (dd, J= 19.3, 11.2
Hz, 6H), 2.81 (t, J = 12.2 Hz, 2H), 2.19 — 2.00 (m, 2H), 1.80 (d, J = 13.4 Hz, 2H), 1.60 (d, J =
17.6 Hz, 3H), 1.35 (d, J = 12.2 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 171.21, 160.73, 132.24, 131.11, 130.19, 129.49, 127.07,
115.46, 65.94, 60.59, 54.60, 53.57, 51.50, 24.30, 23.59, 22.03.

LC-MS: Reinheit: 100,0% m/z: 211,39 [M+2H >

tert-(S)-Butyl-2-(4-(4-(3-(piperidin-1-y)propoxy)benzyl)piperazin-1-carbonyl)pyrrolidin-1-
carboxvlat (77) MF S140

0 Boc
b Summenformel: C29H46N4Oy4
Q\'\/\/O\Q\/ ﬁN N

N J Molekulargewicht: 514,71 g/mol

Verbindung 77 wurde gemifl Methode A aus 1-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazin
x 3HCI1 70 (1,587 g; 5,0 mmol), N-Boc-L-Prolin (1,183 g; 5,5 mmol), HOBt (0,7650 g; 5,0
mmol) und EDC (0,9 ml; 5,0 mmol) in DMF synthetisiert. Das Rohprodukt wurde mit Hilfe der
Flashchromatographie aufgereinigt. Aminosiule mit Hexan:Ethylacetat 50:50-40:60.
Ausbeute: 2,064 g; 4,01 mmol (80,0 %)

APCI-MS (+): m/z: 516,0 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) & 7.25 — 7.10 (m, 2H), 6.93 — 6.80 (m, 2H), 4.57 (ddd, J= 12.2,
8.5, 3.4 Hz, 1H), 3.96 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.63 — 3.44 (m, 3H), 3.40 (s, 2H), 3.38 — 3.33 (m,
1H), 3.28 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 2.44 — 2.03 (m, 12H), 1.90 — 1.59 (m, 6H), 1.48 (p, J = 5.5 Hz,
4H), 1.38 (d, J = 3.4 Hz, SH), 1.29 (s, 6H).

(S)-1-(4-(3-(Piperidin-1-vD)propoxy)benzyl)-4-prolvlpiperazin x 3 HCl (78)MF S142 ST-2425

O\l\/\/o Q |:| H Summenformel:  CcH35N4O2

\©\/ ﬁN)kL) Molekulargewicht: 414,59 g/mol

N J 523,97 g/mol (3xHCI Salz)

Spez. Drehung: [a]p®: +54,67°*ml*g ' *dm™! (10 mg/ml, MeOH)
Verbindung 78 wurde in Ethanol gelost und gemdll Methode Q aus fert-Butyl-(S)-2-(4-(4-(3-
(piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazin-1-carbonyl)pyrrolidin-1-carboxylat 77 mit HCI
synthetisiert. Das Rohprodukt wurde mit Hilfe der Saulenchromatographie tiber Kieselgel mit
Dichlormethan: Methanol/NH3 98:2-96:4 aufgereinigt. Das Produkt wurde als HCI Salz gefillt.
Ausbeute: 1,414 g; 2,7 mmol (66,2 %)
APCI-MS (+):m/z: 415,6 [M+H']"
Schmelzpunkt 84.1-86.7°C
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'H NMR (300 MHz, DMSO) & 12.07 (s, 1H), 10.88 (s, 1H), 10.48 (d, J = 73.7 Hz, 1H), 8.52
(s, 1H), 7.57 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.05 — 6.96 (m, 2H), 4.61 (d, J = 34.7 Hz, 1H), 4.46 — 4.22
(m, 3H), 4.09 (t, J = 6.1 Hz, 3H), 3.92 (s, 2H), 3.75 — 3.62 (m, 1H), 3.46 — 3.03 (m, 10H), 2.92
~2.79 (m, 2H), 2.35 (dd, J=23.8, 8.0 Hz, 1H), 2.29 — 2.16 (m, 2H), 1.97 — 1.64 (m, 8H), 1.39
(t,J=12.6 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO) § 159.05, 132.96, 114.60, 65.21, 53.24, 51.89, 48.54, 45.55, 40.33,
40.05, 39.77, 39.50, 39.22, 38.94, 38.66, 25.46, 23.62, 23.13, 22.23, 21.39.

LC-MS: Reinheit: 99,96%  m/z: 208,09 [M+2H"]**

(8)-1-(2-(4-(4-(3-(Piperidin-1-yD)propoxy)benzyl)piperazin- 1 -carbonyl)pyrrolidin- 1 -yl)ethan-
1-on x 2HCI (79) MF S149 ST-2428

G 0 . Ac Summenformel:  CasH4oN4O3
N ~_© ﬁN N Molekulargewicht: 456,63 g/mol

N 529,55 g/mol (2xHCI)
Spez. Drehung: [o]p®’: +35,67°*ml*g *dm™ (10 mg/ml, MeOH)

Verbindung 79 wurde gemdll Methode B aus (S5)-1-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)-4-
prolylpiperazin x 3 HCI 78 (0,09 g; 0,22 mmol), Triethylamin (0,15 ml; 1,0 mmol) und

Acetylchlorid (0,03 ml; 0,33 mmol) in Dichlormethan synthetisiert. Das Produkt wurde mit
Hilfe der Saulenchromatographie iiber Kieselgel mit Dichlormethan: Methanol/NH; 95:5
aufgereinigt. Das Produkt wurde als HCI Salz gefillt.

Ausbeute: 0,0694 g; 0,13 mmol (59,6 %)

APCI-MS (+):m/z: 457,8 [M+H']*

Schmelzpunkt 72,4-73,7°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 11.74 (d, J = 33.8 Hz, 1H), 10.75 (s, 1H), 7.58 (dt, J= 6.7,
3.2 Hz, 2H), 7.01 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 5.04 — 4.64 (m, 1H), 4.41 (d, J = 17.7 Hz, 3H), 4.27 (s,
2H), 4.09 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.73 — 3.58 (m, 1H), 3.56 — 3.10 (m, 11H), 2.87 (dt, J=11.9, 8.3
Hz, 2H), 2.22 (dq, J = 11.9, 6.2 Hz, 2H), 2.08 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 1.97 — 1.68 (m, 11H), 1.39
(tq, J=12.7,8.2, 6.4 Hz, 1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-de) & 159.04, 132.98, 121.50, 114.59, 65.18, 65.17, 53.26, 51.92,
40.32, 40.05, 39.77, 39.49, 39.21, 38.94, 38.66, 24.31, 23.16, 22.26, 22.11, 21.38.

LC-MS: Reinheit: 100,0% m/z: 318,29 [M+H'T"
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(S)-1-(Allylprolyl)-4-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazin x 3HCI] (80) MF S151
ST-2430

CH,

/ Summenformel: C27H42N4O3

(0]
O\l\/\/o ﬁN 'j N  Molekulargewicht: 456,63 g/mol
564,03 g/mol (3xHCI)
N

Spez. Drehung: [o]p®*: +23,00°*g ! *dm™! (10 mg/ml, MeOH)

Verbindung 80 wurde geméll Methode F aus (S)-1-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)-4-
prolylpiperazin x 3 HCI 78 (0,2073g; 0,5 mmol), Allylbromid (0,0726g; 0,6mmol) und
Kaliumcarbonat (0,28g; 2,0mmol) in Acetonitril bei Raumtemperatur synthetisiert.

Das Rohprodukt wurde mit Hilfe der Sdulenchromatographie iiber Kieselgel mit
Dichlormethan: Methanol/NH3 97:3 aufgereinigt. Das Produkt wurde als HCI Salz gefallt und
aus Isopropanol umkristallisiert.

Ausbeute:0,1697g; 0,37mmol (74,7%)

APCI-MS (+): m/z: 455,6 [M+H']"

Schmelzpunkt 235,1-238,2°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) § 12.18 (s, 1H), 10.95 (s, 1H), 9.79 (s, 1H), 7.58 (d, J = 8.2
Hz, 2H), 7.01 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.00 — 5.82 (m, 1H), 5.60 — 5.38 (m, 2H), 4.80 (dd, J = 76.2,
8.2 Hz, 1H), 4.37 (s, 1H), 4.27 (s, 2H), 4.09 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 4.06 — 3.82 (m, 2H), 3.58 (d, J
= 4.9 Hz, 3H), 3.13 (dt, J = 10.5, 5.7 Hz, 10H), 2.86 (dt, J = 13.2, 10.2 Hz, 2H), 2.22 (dd, J =
10.4, 5.8 Hz, 2H), 2.14 — 1.62 (m, 9H), 1.37 (d, J = 11.9 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 159.05, 132.97, 114.60, 65.22, 64.65, 61.96, 53.23, 51.88,
40.33, 40.05, 39.78, 39.50, 39.22, 38.94, 38.66, 25.46, 23.12, 22.21, 21.40.

LC-MS: Reinheit: 100,0%  m/z: 228,12 [M+2H >

(S)-1-(4-(3-(Piperidin-1-v)propoxy)benzyl)-4-(prop-2-yn-1-ylprolyl)piperazin (81) MF S152
ST-2431

HC
O

O“\/\/O ﬁN = -N_ Molekulargewicht: 452,64 g/mol
\©de 562,03 g/mol (3xHCI)

Spez. Drehung: [a]p®: +30,67°*ml*g ' *dm™! (10 mg/ml, MeOH)
Verbindung 81 wurde gemi3 Methode F aus (S)-1-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)-4-
prolylpiperazin x 3 HCI 78 (0,2073 g; 0,5 mmol), Propagyllbromid (0,0741 g; 0,6 mmol) und

Summenformel: C27H10N41O;

Kaliumcarbonat (0,2800 g; 2,0 mmol) in Acetonitril bei Raumtemperatur synthetisiert.
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Das Rohprodukt wurde mit Hilfe der Saulenchromatographie iiber Kieselgel mit
Dichlormethan: Methanol/NH3 97:3 aufgereinigt. Das Produkt wurde als HCI Salz gefillt und
aus Isopropanol umkristallisiert.

Ausbeute: 0,1744 g; 0,39 mmol (77,1 %)

APCI-MS (+): m/z: 453,4 [M+H"]"

Schmelzpunkt:245,9-247,2°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.18 (s, 1H), 10.98 (s, 1H), 10.26 (s, 1H), 7.58 (d, J= 7.6
Hz, 2H), 7.00 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 4.79 (d, J = 74.1 Hz, 1H), 4.47 — 4.24 (m, 3H), 4.19 — 4.02
(m, SH), 3.89 (d, J = 22.6 Hz, 2H), 3.68 (s, 1H), 3.46 — 2.96 (m, 11H), 2.88 (dd, J = 12.1, 9.0
Hz, 2H), 2.24 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 2.15 — 1.64 (m, 9H), 1.37 (d, J = 12.5 Hz, 1H), 1.03 (d, J =
6.1 Hz, SH).

3C NMR (75 MHz, DMSO-de) & 159.03, 132.97, 114.59, 65.22, 61.95, 53.24, 51.87, 40.33,
40.05, 39.78, 39.50, 39.22, 38.94, 38.67, 25.46, 23.11, 22.21, 21.40.

LC-MS: Reinheit: 100,0% m/z: 227,10 [M+2H >

2-Amino-1-(2-(4-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazin-1-carbonyl)pyrrolidin-1-vl)-
ethan-1-on (82) MF S155 ST-2432

NH,
o o Summenformel C26H41N503
O\l\/\/o U N Molekulargewicht: 471,65 g/mol
581,02 g/mol (3xHCI)

Spez. Drehung: [oc]D25 +41 90°*ml* T#dm™ (10 mg/ml, MeOH)

Verbindung 82 wurde gemill Methode A aus (5)-1-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)-4-
prolylpiperazin x 3 HC1 78 (0,120 g; 0,23 mmol), N-Boc-Glycin (0,0876 g 0,5 mmol), HOBt
(0,1273 g;0,5 mmol) und EDC (0,09 ml; 0,5 mmol) in DMF synthetisiert. Das Rohprodukt
wurde mit 2 N NaOH Losung gewaschen und das Boc geschiitzte Produkt erhalten.

Das Produkt wurde in Methanol gelost und geméfl Methode Q mit HCI in Dioxan entschiitzt.
Ausbeute: 0,0435 g; 0,075 mmol (32,6 %)

APCI-MS (+): m/z: 472,8 [M+H']"

Schmelzpunkt: 155,2-157°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.00 (s, 1H), 10.89 (s, 1H), 8.56 — 8.09 (m, 3H), 7.61 (dd,
J=19.2, 8.0 Hz, 2H), 7.00 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 5.26 — 4.75 (m, 1H), 4.27 (s, 4H), 4.09 (t, J =
6.0 Hz, 2H), 3.82 — 3.75 (m, 1H), 3.73 — 3.65 (m, 1H), 3.57 — 3.38 (m, 6H), 3.13 (q, /= 7.5, 5.0
Hz, 4H), 2.93 — 2.80 (m, 2H), 2.21 (dt, J = 12.0, 6.1 Hz, 3H), 1.97 — 1.64 (m, 8H), 1.39 (t, J =
12.7 Hz, 1H).
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13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 6 164.02, 161.40, 159.02, 132.98, 114.58, 112.86, 107.25,
92.67, 65.22, 53.25,51.89, 40.33, 40.05, 39.77, 39.63, 39.49, 39.22, 38.94, 38.66, 23.13, 22.22,
21.40, 17.57.

LC-MS: Reinheit: 96,98%  m/z: 236,61 [M+2H"]*"

tert-Butyl-(R)-2-allyl-2-(4-(4-(3-(piperidin-1-y)propoxy)benzyl)piperazin-1-carbonyl)-
pyrrolidin-1-carboxylat (83) MF Si141

0 Boc
Q\l\/\/o\©\/ K\ JKLN) Summenformel: C32Hs50N404

N7
NJ ) Molekulargewicht: 554,78 g/mol

Verbindung 83 wurde gemil Methode A aus 1-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazin
x 3HCI1 70 (0,2552 g; 1,0 mmol), N-Boc-L-Allylprolin 4 (0,3492 g; 1,1 mmol), HOBt (0,1512
g; 1,0 mmol) und EDC (0,18 ml; 1,0 mmol) in DMF synthetisiert. Das Rohprodukt wurde mit
Hilfe der Séulenchromatographie iiber Kieselgel mit Dichlormethan: Methanol 99:1-98:2
aufgereinigt.

Ausbeute:0,1995 g; 0,36 mmol (36 %)

APCI-MS (+): m/z: 555,5 [M+H']"

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8.97 (s, 1H), 7.59 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.17 — 6.99 (m, 2H),
5.80 — 5.67 (m, 1H), 5.42 — 5.14 (m, 2H), 4.36 (d, J = 36.8 Hz, 3H), 4.11 (t, J = 6.2 Hz, 2H),
3.65 —3.30 (m, 11H), 3.16 — 3.10 (m, 2H), 2.98 —2.74 (m, 6H), 2.31 (dd, /= 13.7, 6.7 Hz, 1H),
2.25-2.17 (m, 2H), 2.07 — 1.66 (m, 8H), 1.46 — 1.29 (m, 10H)

(R)-(2-Allylpyrrolidin-2-vy1-(4-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazin-1-yl)methanon
x 3HCI (84) MF S146 ST-2426

o Summenformel: C27H42N402
O“\/\/O ﬁN)KLH) Molekulargewicht: 455,66 g/mol
\©\/N J)\ 564,03 g/mol (3xHCI)
=
Spez. Drehung: [a]p?: +31,43°*ml*g ' *dm™ (10 mg/ml, MeOH)
Verbindung 84 wurde in Ethanol gemdll Methode Q aus fert-Butyl-(R)-2-allyl-2-(4-(4-(3-

(piperidin-1-yl)propoxy)benzyl)piperazin-1-carbonyl)pyrrolidin-1-carboxylat 83 (0,1995 g;
0,36 mmol) mit HCI in Dioxan synthetisiert. Das Losungsmittel wurde entfernt und das Produkt
als HCI Salz aus Isopropanol umkristallisiert.

Ausbeute: 0,2040 g; 0,36 mmol (quantitativ)

APCI-MS (+): m/z: 456,0 [M+H']"
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Schmelzpunkt: 106.5-108,9°C

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.04 (s, 1H), 10.76 (s, 1H), 9.93 (s, 1H), 8.94 (s, 1H), 7.59
(d, J=8.2 Hz, 2H), 7.06 — 6.98 (m, 2H), 5.80 — 5.61 (m, 1H), 5.42 — 5.14 (m, 2H), 4.36 (d, /=
37.8 Hz, 3H), 4.10 (t, J= 6.1 Hz, 2H), 3.63 — 3.20 (m, 11H), 3.16 — 3.10 (m, 2H), 2.98 — 2.74
(m, 6H), 2.35 (dd, J=13.9, 6.9 Hz, 1H), 2.25 - 2.17 (m, 2H), 2.07 — 1.66 (m, 8H), 1.46 — 1.32
(m, 1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 167.34, 159.06, 133.02, 130.81, 121.42, 114.61, 72.27, 65.05,
64.32, 53.25, 51.93, 40.33, 40.05, 39.77, 39.49, 39.22, 38.94, 38.66, 23.41, 22.26, 21.38.

LC-MS: Reinheit: 95,24%  m/z: 228,11 [M+2H >

tert-Butyl-(R)-2-(4-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzoyl)piperazin-1-carbonyl)pyrrolidin-1-
carboxvlat (85) MF S156

o Boc
H
O\' O ﬁ N )K_LN) Summenformel: C29H44N4Os
NJ Molekulargewicht: 528,69 g/mol
O
Verbindung 85 wurde gemdB Methode A aus 1-Piperazin-1-yl(4-(3-(piperidin-1-
yl)propoxy)phenyl)methanon 72 (1,5847g; 4,78 mmol), N-Boc-L-Prolin (1,1839g; 5,5mmol),
HOBt(0,8415 g; 5,5 mmol) und EDC (1,0 ml; 5,5 mmol) in DMF synthetisiert. Das Rohprodukt

wurde mit Hilfe der Sdulenchromatographie iiber Kieselgel mit Dichlormethan: Methanol/NH3
97:3 aufgereinigt.

Aubeute:2,128 g; 4,0 mmol (84,2 %)

APCI-MS:  (+):  m/z: 529,1/530,1 (M+H)"

1H NMR (300 MHz, DMSO) 6 7.46 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.02 (d, ] = 8.6 Hz, 2H), 4.65 (d, J =
8.8 Hz, 1H), 4.11 (t,J = 5.5 Hz, 2H), 3.45 (dq, J = 16.1, 9.2, 8.8 Hz, 8H), 3.42 (d, ] = 12.1 Hz,
2H), 3.36 — 3.11 (m, 4H), 2.87 (d, J = 11.0 Hz, 2H), 2.36 (m, 1H), 2.22 (dq, J = 11.8, 610 Hz,
2H), 1.82 (tdd, J =31.6, 20.3, 11.5 Hz, 8H), 1.48 — 1.30 (m, 1H),1,04 (s, 9H).

(8)-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)(4-prolylpiperazin-1-yl)methanon x 2HCI (86) MF

S157 ST-2433

(@]
H H
O\'\/\/O ﬁNJ\_LN} Summenformel:  C24H36N403
NJ Molekulargewicht: 428,58 g/mol

501,49 g/mol (2xHC Salz)

Spez. Drehung: [a]p?*: +30,00°*ml*g ' *dm™! (10 mg/ml, MeOH)
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Verbindung 86 wurde gemidll Methode Q aus fert-Butyl-(R)-2-(4-(4-(3-(piperidin-1-
yl)propoxy)benzoyl)piperazin-1-carbonyl)pyrrolidin-1-carboxylat (85) (2,125 g; 4,0 mmol) mit
HCI in Dioxan synthetisiert. Das Losungsmittel wurde entfernt und das Produkt als HCI Salz
aus Isopropanol umkristallisiert.

Ausbeute: 1,702 g; 3,4 mmol (85,0 %)

APCI-MS (+): m/z: 429,6 [M+H']"

Schmelzpunkt: 177,4-181,6°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) & 10.91 (s, 1H), 10.46 (s, 1H), 8.48 (s, 1H), 7.41 (d, J = 8.4
Hz, 2H), 7.01 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 4.60 (d, J= 8.9 Hz, 1H), 4.11 (t, J= 6.1 Hz, 2H), 3.55 (dq, J
=16.1, 9.4, 8.6 Hz, 8H), 3.42 (d, J = 12.1 Hz, 2H), 3.26 — 3.09 (m, 4H), 2.86 (d, J= 11.0 Hz,
2H), 2.36 (dt, J = 13.1, 6.9 Hz, 1H), 2.23 (dq, J = 11.8, 6.0 Hz, 2H), 1.82 (tdd, J = 31.6, 20.3,
11.5 Hz, 8H), 1.48 — 1.30 (m, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 169.13, 166.77, 159.38, 129.17, 127.58, 114.21, 65.27, 57.33,
53.23,51.89, 45.49, 40.33, 40.06, 39.78, 39.50, 39.22, 38.94, 38.66, 28.59, 23.67, 23.12, 22.22,
21.40.

LC-MS: Reinheit: 97,75% m/z: 215,06 [M+2H"]*

(8)-2-Amino-1-(2-(4-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzovyl)piperazin-1-carbonyl)pyrrolidin-
1-yDethan-1-on (87) MF S159 ST-2434
NH,

0 Kfo Summenformel:  Ca4H3N4O3
N_~_©

ﬁN N Molekulargewicht: 428,58 g/mol
NJ 501,49 g/mol (HCI Salz)

0]

||I

Spez. Drehung: [a]p?: +56,00°ml*g ' *dm™ (10 mg/ml, MeOH)

Aus (S)-4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)phenyl(4-prolylpiperazin-1-yl)methanon 86 (1,2857g; 3
mmol), N-Boc-Glycin HCI (0,7008 g; 4,0 mmol), HOBt (0,6120 g; 4,0 mmol) und EDC (0,73
ml; 40 mmol) in DMF wurde tert-butyl-(2-oxo-2-(2-(4-(4-(3-(piperidin-1-
yl)propoxy)benzoyl)piperazine-1-carbonyl)pyrrolidin-1-yl)ethyl)carbamate synthetisiert. Das
Boc-geschiitzte Produkt wurde mit Hilfe der Saulenchromatographie iiber Kieselgel mit
Dichlormethan: Methanol/NHj3 98:2-95:5 aufgereinigt. Verbindung 87 wurde anschlieBen nach
Methode Q mit HCI in Dioxan synthetisiert.Das Losungsmittel wurde entfernt. Das Rohprodukt
wurde mit Hilfe der Sdulenchromatographie iiber Kieselgel mit Dichlormethan: Methanol/NHj3
aufgereinigt.Das Produkt wurde als HCI Salz gefillt und aus Isopropanol umkristallisiert.
Ausbeute: 0,8553 g; 1,8 mmol (59,0 %)

APCI-MS: (+): m/z: 486,7 [M+H']"
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Schmelzpunkt: 190,1-192,3°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) 5 10.89 (s, 1H), 9.76 (s, 1H), 8.36 — 8.20 (m, 2H), 7.42 (t, J =
8.5 Hz, 2H), 7.07 — 6.94 (m, 2H), 5.22 — 4.75 (m, 1H), 4.11 (t, /= 6.0 Hz, 2H), 3.75 — 3.67 (m,
6H), 3.58 — 3.35 (m, 8H), 3.15 — 3.09 (m, 3H), 2.95 — 2.79 (m, 2H), 2.30 — 2.10 (m, 3H), 1.98
— 1.65 (m, 8H), 1.39 (t, J = 12.5 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 171.64, 169.42, 169.18, 163.92, 159.48, 159.33, 129.27,
129.15, 127.02, 114.20, 65.27, 56.44, 53.23, 51.89, 42.34, 40.32, 40.04, 39.77, 39.66, 39.49,
39.21, 38.93, 38.65, 23.13, 22.22, 22.03, 21.40.

LC-MS: Reinheit: 95,50%  m/z: 243,55 [M+2H >

(8)-N-Allyl-1-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)benzoyl)pyrrolidin-2-carboxamid x HCI (88) MF
S112 ST-2356

O\l NN Summenformel: C23H33N303
N an (/ Molekulargewicht: 399,54 g/mol
o N 435,99 g/mol (HCI Salz)
H

Verbindung 88 wurde geméfl Methode C aus 4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzoesdure x HCI
37 (0,8994 g; 3,0 mmol), (S)-N-Allylpyrrolidin-2-carbonsdure x HC1 27 (0,3814 g; 2,0 mmol),
Triethylamin (2,1 ml; 15,0 mmol) und BOPCI (0,5346 g; 2,1 mmol) synthetisiert. Das

Rohprodukt wurde mit Hilfe der Flashchromatographie aufgereinigt. Aminophase mit
Dichlormethan: Methanol 99:1. Das Produkt wurde als HCl Salz gefillt und mit Hilfe der
Gefriertrocknung getrocknet.

Ausbeute: 0,1725 g; 0,43 mmol (21,6 %)

APCI-MS (+): m/z: 400,6 [M+H"]"

'H NMR (300 MH, DMSO-de) & 10.70 (s, 1H), 8.09 (t, J= 6.0 Hz, 1H), 7.43 (dd, J = 82.9, 8.2
Hz, 2H), 6.98 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 5.79 (ddt, J = 17.2, 9.8, 4.8 Hz, 1H), 5.23 — 4.87 (m, 2H),
4.50 — 4.20 (m, 1H), 4.10 (q, J = 6.2 Hz, 2H), 3.73 — 3.55 (m, 3H), 3.49 — 3.40 (m, 3H), 3.15
(dt, J=13.5, 5.4 Hz, 2H), 2.86 (qd, J = 12.1, 4.0 Hz, 2H), 2.21 (tt, J = 14.3, 6.9 Hz, 3H), 1.91
~ 1.65 (m, 8H), 1.38 (tq, J = 12.1, 7.4, 5.9 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 171.55, 168.10, 159.47, 135.30, 129.41, 128.85, 114.65,
113.77, 65.17, 60.35, 53.26, 51.92, 40.58, 40.34, 40.06, 39.78, 39.50, 39.22, 38.95, 38.67,
29.74, 25.09, 23.16, 22.27, 21.39.

LC-MS: Reinheit: 96,36% m/z: 428,22 [M+H'T"
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(S)-N-Allyl-1-(3-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)propanoyl)pyrrolidin-2-carboxamid
(89) MF S113 ST-2357

O\‘\/\/O Summenformel:  CysH37N303
N am )/ Molekulargewicht: 427,59 g/mol
o) N 464,05 g/mol (HCI Salz)
O H

Verbindung 89 wurde gemail Methode C aus 3-(4-(3-(Piperidin-1-

yl)propoxy)phenyl)propansdure x HCI 40 (0,9836g; 3,0 mmol), (S)-N-Allylpyrrolidin-2-
carbonsdure x HCI 27 (0,3814 g; 2,0 mmol), Triethylamin (2,1 ml; 15 mmol) und BOPCI
(0,5346g; 2,1 mmol) synthetisiert. Das Rohprodukt wurde mit Hilfe der Flashchromatographie
aufgereinigt. Aminophase mit Dichlormethan: Methanol 99:1.

Das Produkt wurde als HCI Salz gefillt und mit Hilfe der Gefriertrocknung getrocknet.
Ausbeute: 0,2367 g; 0,53 mmol (25,6 %)

APCI-MS (+): m/z: 428,6 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) § 10.77 (s, 1H), 8.15 (dt, J= 111.9, 5.8 Hz, 1H), 7.19 — 7.05
(m, 2H), 6.83 (dd, J = 8.7, 2.6 Hz, 2H), 5.83 — 5.67 (m, 1H), 5.18 — 4.97 (m, 3H), 4.30 (ddd, J
=19.0, 8.4, 2.8 Hz, 1H), 4.00 (t, J= 6.1 Hz, 2H), 3.67 (qd, J = 5.3, 4.6, 1.9 Hz, 2H), 3.59 — 3.32
(m, 4H), 3.11 (dd, J = 10.5, 5.6 Hz, 2H), 2.94 — 2.79 (m, 2H), 2.72 (dt, J = 9.3, 6.4 Hz, 2H),
2.58 —2.52 (m, 1H), 2.49 — 2.37 (m, 1H), 2.18 (dq, J = 12.0, 6.4 Hz, 3H), 1.93 — 1.64 (m, 8H),
1.37 (qt, J = 12.5, 4.6 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 171.72, 171.57, 170.27, 170.19, 156.46, 135.25, 135.11,
133.68, 133.53, 129.28, 129.17, 115.01, 114.65, 114.28, 65.01, 59.74, 59.47, 53.36, 51.89,
46.65, 40.78, 40.58, 40.32, 40.04, 39.76, 39.49, 39.21, 38.93, 38.65, 35.76, 35.67, 31.81, 29.51,
29.27,24.18, 23.25, 22.25, 21.40.

LC-MS: Reinheit: 95,61%  m/z: 400,18 [M+H']"

tert-Butyl (E)-4-(3-(4-(3-(piperidin-1-y)propoxy)phenvyl)acrylovl)piperazin-1-carboxylat (90)

Am00
Q\l\/\/O //\N,BOC

Molekul icht: 457,62 g/mol

_ NJ olekulargewic ,62 g/mo

O

Verbindung 90 wurde gemall Methode A aus (E)-4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)zimtsdure x HCI
43 (1,303 g; 4,0 mmol) fert-Butyl piperazin-1-carboxylat 24 (0,7010g; 4 mmol) HOBt (0,6120
g; 4,0 mmol) und EDC (0,71 ml; 4,0 mmol) in DMF synthetisiert. Das aufgearbeitete Produkt

Summenformel: CisH39N304
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wurde mit Hilfe der Sdulenchromatographie tiber Kieselgel mit Dichlormethan: Methanol/NH3
95:5 aufgereinigt.

Ausbeute: 1,464 g; 3,2 mmol

APCI-MS (+): m/z: 458,7 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.64 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.46 (d, J = 15.3 Hz, 1H), 7.06 (d,
J=15.4 Hz, 1H), 6.99 — 6.92 (m, 2H), 4.06 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.50 — 3.32 (m, 8H), 3.17 (s,
1H), 2.35 (dt, J = 13.5, 6.3 Hz, 6H), 1.86 (p, J = 6.7 Hz, 2H), 1.48 (p, J = 5.5 Hz, 4H), 1.41 (s,
11H).

(E)-1-(Piperazin-1-vyl)-3-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)prop-2-en-1-on x 2HCI] (91)
Am02 ST-2290

Summenformel: C24H36N403

N O
T \©\/\W ﬁNH Molekulargewicht: 357,50 g/mol
430,41 g/mol (2xHCI Salz)

Verbindung 91 wurde gemidll Methode Q aus tert-Butyl (£)-4-(3-(4-(3-(piperidin-1-
yl)propoxy)phenyl)acryloyl)piperazin-1-carboxylat 90 (1,373 g; 3,0 mmol) mit HCI in Dioxan
synthetisiert.

Ausbeute: 1,248 g; 2,9 mmol (96,7 %)

APCI-MS (+): m/z: 358,5 [M+H]"

Schmelzpunkt: 279,7-281,4 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) & 7.64 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.46 (d, J = 15.3 Hz, 1H), 7.06 (d,
J=15.4 Hz, 1H), 6.99 — 6.92 (m, 2H), 4.06 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.90 (d, J = 20.6 Hz, 4H), 3.41
(td, J=8.7, 7.0, 4.9 Hz, 2H), 3.15 (d, J = 16.4 Hz, 6H), 2.92 — 2.79 (m, 2H), 2.13 (dq, J = 12.9,
6.0 Hz, 2H), 1.87 — 1.57 (m, 5H), 1.38 (dd, J = 17.0, 8.8 Hz, 1H).

B3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 165.83, 160.09, 143.00, 130.40, 128.15, 115.31, 115.13,
65.51, 53.87, 52.73, 23.78, 23.00, 21.66.

LC-MS: Reinheit: 98,27% m/z: 179,45 [M+H']**
(E)-1-(4-Benzoylpiperazin-1-v1)-3-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)prop-2-en-1-on (92)
MF S71 ST-2311

0]
O\l 0 ﬁ N Summenformel: C2sH35N303
AN J Molekulargewicht: 461,61 g/mol
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Verbindung 92 wurde gemdll Methode B aus (£)-1-(Piperazin-1-yl)-3-(4-(3-(piperidin-1-
yl)propoxy)phenyl)prop-2-en-1-on x 2HC1 91 (0,7747 g; 1,8 mmol), Triethylamin (0,70 ml; 5,0
mmol) und Benzoylchlorid (0,23 ml; 2,0 mmol) in Dichlormethan synthetisiert. Das Produkt
wurde aus Aceton umkristallisiert.

Ausbeute: 0,4801 g; 1,0 mmol (57,8 %)

APCI-MS (+):m/z: 462,7 [M+H']"

Schmelzpunkt: Zersetzung>210°C

'H NMR (300 MHz, CDCls) § 12.30 (s, 1H), 7.66 (d, J = 15.3 Hz, 1H), 7.51 — 7.39 (m, 7H),
6.86 (d, J=8.7 Hz, 2H), 6.74 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 4.11 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.72 (s, SH), 3.58
(d, J=12.0 Hz, 3H), 3.15 (dt, J = 10.2, 5.2 Hz, 2H), 2.64 (t, J= 11.1 Hz, 2H), 2.48 (dq, J =
11.1, 5.5 Hz, 2H), 2.33 (q, J = 13.0 Hz, 2H), 1.90 (t, J= 17.0 Hz, 3H), 1.51 — 1.34 (m, 1H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 170.77, 166.02, 159.77, 143.24, 135.27, 130.23, 129.64, 128.77,
128.37,127.21, 114.79, 114.36, 65.30, 55.41, 53.70, 24.07, 22.86, 22.39.

LC-MS: Reinheit: 98,62% m/z: 462,25 [M+H']"

(E)-1-(4-Benzylpiperazin-1-vyl)-3-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)prop-2-en-1-on
x 2HC1 (93) MF S72 ST-2331

O\‘ ~_O ﬁN Summenformel: CosH37N302
N J Molekulargewicht: 447,62 g/mol

520,54 g/mol (2xHC! Salz)
0]

Verbindung 93 wurde gemi3 Methode J aus (E)-1-(Piperazin-1-yl)-3-(4-(3-(piperidin-1-
yl)propoxy)phenyl)prop-2-en-1-on x 2HC1 91 (0,2152 g; 0,5 mmol), Benzaldehyd (0,06 ml; 0,6
mmol) und Natrium-Trisacetoxyborhydrid (0,1272 g; 0,6 mmol) in DCM synthetisiert.

Die organische Phase wurde mit 2N NaOH Losung gewaschen, mit Magnesiumsulfat
getrocknet und unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mit Hilfe der
Sdulenchromatographie tliber Kieselgel mit Dichlormethan: Methanol/NH;3 95:5 aufgereinigt.
Das Produkt wurde als HCI Salz gefillt und aus Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute: 0,1153 g 0,26 mmol (52 %)

APCI-MS (+): m/z: 448,7 [M+H"]"

Schmelzpunkt: 246.7-247.9°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) § 7.74 — 7.65 (m, 2H), 7.65 — 7.58 (m, 2H), 7.54 — 7.43 (m,
4H), 7.12 (d, J = 15.3 Hz, 1H), 7.02 — 6.94 (m, 2H), 4.51 (s, 2H), 4.35 (s, 2H), 4.10 (t, J = 6.0
Hz, 2H), 3.55 (d, J = 20.1 Hz, 2H), 3.35 (d, J= 19.6 Hz, 2H), 3.21 — 3.12 (m, 2H), 3.04 (s, 2H),
2.88 (dt, J=11.9, 7.8 Hz, 2H), 2.19 (dq, /= 11.8, 6.2 Hz, 2H), 1.73 (d, /= 31.4 Hz, 5H), 1.41
(dt, J=13.4, 7.4 Hz, 1H).
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3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 164.86, 159.55, 142.28, 131.38, 128.78, 127.70, 125.85,
114.69, 65.10, 53.21, 51.95, 23.19, 22.34, 21.26.

LC-MS: Reinheit: 96,15%  m/z: 224,55 [M+H'T"

(E)-1-(Piperidin-1-y1)-3-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)prop-2-en-1-on  x HCI (94)
Am03 ST-2291

O\‘ O O Summenformel: C22H3N20;
NN Molekulargewicht: 356,51 g/mol
O

392,97 g/mol (HCI Salz)

Verbindung 94 wurde gemif3 Methode A aus (E)-4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)zimtsdure xHCI
43 (0,3258 g; 1, Ommol) Piperidin (0,1 ml; 1,0 mmol) HOBt (0,1530 g; 1,0 mmol) und EDC
(0,18 ml; 1,0 mmol) in DMF synthetisiert. Das Produkt wurde als HCl Salz gefillt und aus
Isopropanol umkristallisiert.

Ausbeute : 0,3123¢g;0,79mmol (79%)

APCI-MS (+): m/z:  357,5 [M+H']"

Schmelzpunkt: 195,0-197,6°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 10.64 (s, 1H), 7.67 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.11 (d, J= 15.3 Hz,
1H), 6.96 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 4.10 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.75 — 3.38 (m, 6H), 3.15 (dt, J = 13.1,
5.1 Hz, 2H), 2.98 — 2.75 (m, 2H), 2.22 (dq, J = 11.7, 6.0 Hz, 2H), 1.95 — 1.26 (m, 12H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 164.44, 159.27, 140.89, 129.59, 128.11, 116.03, 114.65,
65.19, 53.30, 51.96, 24.21, 23.20, 22.31, 21.41.

LC-MS: Reinheit: 99,98% m/z: 357,22 [M+H']*

(E)-3-(4-(3-(Piperidin-1-y)propoxy)phenyl)-1-(pyrrolidin-1-yl)prop-2-en-1-on x HCIl (95)
Am01 ST-2288

O“ 0 Summenformel: C21H30N202
= D Molekulargewicht: 342,48 g/mol
O]

378,94 g/mol (HCI Salz)

Verbindung 95 wurde gemall Methode A aus (E)-4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)zimtsdure x HCI
43 (0,3258 g; 1,0 mmol) Pyrolidin (0,09 ml; 1,0 mmol) HOBt (0,1530 g; 1,0 mmol) und EDC
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(0,18 ml; 1,0 mmol) in DMF synthetisiert. Das Produkt wurde als HCI Salz gefillt und aus
Isopropanol umkristallisiert.

Ausbeute: 0,2690 g; 0,71 mmol (71,0 %)

APCI-MS (+): m/z: 343,5 [M+H']"

Schmelzpunkt: 151.5-152.6°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.66 — 7.58 (m, 2H), 7.41 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 6.99 — 6.91
(m, 2H), 6.82 (d, J= 15.4 Hz, 1H), 4.03 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.61 (t, J= 6.7 Hz, 2H), 3.38 (¢, J
= 6.8 Hz, 4H), 2.45 (s, 4H), 1.98 — 1.74 (m, 6H), 1.52 (p, J= 5.3 Hz, 4H), 1.40 (d, /= 6.8 Hz,
2H).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) § 165.15, 160.22, 141.41, 129.47, 128.17, 116.54, 114.81, 66.43,
55.91, 54.56, 46.66, 46.12, 26.34, 26.27, 25.46, 24.49, 24.11.

LC-MS: Reinheit: 96,94%  m/z: 343,21 [M+H']"
3-(4-(3-(Piperidin-1-yDpropoxy)phenvl)-1-(pyrrolidin-1-yl)propan-1-on (96) AMOIR ST-2289

O\‘ O Summenformel: C21H32N202
'D Molekulargewicht: 344,49 g/mol
(0]

380,96 g/mol (HCI Salz)

Verbindung 96 wurde geméll Methode T aus (E)-3-(4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)-1-
(pyrrolidin-1-yl)prop-2-en-1-on x HC1 95 (0,100 g; 0,26 mmol) synthetisiert.

Das Produkt wurde als HCI Salz gefillt und aus Isopropanol umkristallisiert.

Ausbeute: 0,0800g; 0,21 mmol (80,8%)

APCI-MS (+): m/z: 345,5 [M+H'T"

Schmelzpunkt: 159,8-161,3°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-de) & 10.18 (s, 1H), 7.21 — 7.10 (m, 2H), 6.92 — 6.79 (m, 2H), 4.00
(t, J= 6.0 Hz, 2H), 3.33 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.26 (t, J= 6.7 Hz, 2H), 3.14 (dt, J= 10.3, 5.2 Hz,
2H), 2.86 (dq, J = 16.1, 8.8 Hz, 2H), 2.74 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 2.16 (dq, J = 11.6, 6.1 Hz, 2H),
1.77 (tq, J = 15.4, 9.0, 7.7 Hz, 9H), 1.41 (dd, J = 16.2, 8.6 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 170.79, 156.47, 133.79, 114.29, 65.01, 53.42, 51.98, 45.81,
45.24,35.92,29.52, 25.62, 23.96, 23.32, 22.34, 21.41.

LC-MS: Reinheit: 98,23% m/z: 345,22 [M+H'T"
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(E)-N-Butyl-3-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)acrylamid (97) Am04 ST-2292

O“ NN y Summenformel: C21H32N202
N~ CHs  Molekulargewicht: 344,50 g/mol
380,96 g/mol (HCI Salz)

)

Verbindung 97 wurde geméfl Methode A aus (£)-4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)zimtsdure x HCI
43 (0,3258 g; 1,0 mmol), Butylamin (0,1ml; 1,0 mmol), HOBt (0,1530 g; 1,0 mmol) und EDC
(0,18 ml; 1,0 mmol) in DMF synthetisiert. Das Produkt wurde als HCl Salz gefillt und aus
Isopropanol umkristallisiert.

Ausbeute: 0,2790 g;0,81mmol (81,0 %)

APCI-MS (+): m/z: 343,5 [M+H"]"

Schmelzpunkt: 229,2-230,0 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-de)  7.56 — 7.43 (m, 2H), 7.34 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.02 — 6.93
(m, 2H), 6.49 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 4.08 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.45 (d, J = 12.1 Hz, 3H), 3.22 —
3.10 (m, SH), 2.88 (td, J= 11.6, 4.5 Hz, 3H), 2.17 (dq, J = 11.7, 6.0 Hz, 3H), 1.75 (d, J = 18.0
Hz, 6H), 1.49 — 1.22 (m, 6H).

BC NMR (75 MHz, CD3CN) § 167.25, 159.89, 139.63, 129.72, 128.23, 119.27, 115.12, 65.42,
54.61, 53.43, 39.19, 31.30, 23.80, 23.01, 21.46, 19.98, 13.34.

LC-MS: Reinheit: 95,48%  m/z: 345,22 [M+H'T"
(E)-N-Methvyl-3-(4-(3-(piperidin-1-yD)propoxy)phenylacrylamid (98) MF DH11 ST-2259

O“ 0 Summenformel: Ci1sH26N202
H
AN “cH, Molekulargewicht: 302,42 g/mol

)

(E)-4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)zimtsdure xHCI 43 (0,9775 g; 3,0 mmol) wurde geméal
Methode K als Saurechlorid aktiviert und aufgearbeitet.

Verbindung 98 wurde gemidll Methode B mit Triethylamin (5,0 ml; 60,0 mmol) in
Tetrahydrofuran geldst. Der Ansatz wurde in einem Eis/NaCl Bad bei -15°C geriihrt und
Methylammoniumchlorid (2,026 g; 30,0 mmol) zugegeben. Die Reaktion wurde 12 Stunden
bei -15°C geriihrt. Das Losungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt mit Hilfe der
Saulenchromatographie iiber Kieselgel mit Dichlormethan: Methanol/NH3 95:5 aufgereinigt.
Ausbeute: 0,2518 g; 0,83 mmol (28,0 %)

APCI-MS (+): m/z: 303,5 [M+H']"
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Schmelzpunkt: 134,0-134,4°C

"H NMR (300 MHz, CDCls) § 7.57 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.46 — 7.38 (m, 2H), 6.90 — 6.83 (m,
2H), 6.25 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 5.64 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 4.02 (t, /= 6.4 Hz, 2H), 2.93 (d, J =
4.9 Hz, 3H), 2.53 — 2.37 (m, 6H), 2.05 — 1.94 (m, 2H), 1.61 (p, J = 5.5 Hz, 4H), 1.45 (q, /= 6.3
Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, CDCl;) 8 167.10, 160.44, 140.57, 129.38, 127.54, 118.18, 114.89, 77.58,
77.36,77.16, 76.74, 66.70, 56.01, 54.76, 26.82, 26.63, 26.02, 24.49.

LC-MS: Reinheit: 97,40% m/z: 303,13 [M+H'T"
N-Methvyl-6-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)-2-naphthamid (99MF DHI12 ST-2260

O\' NN OO ’ Summenformel: CisH26N202
N ~cH, Molekulargewicht: 326,44 g/mol
(@]

6-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)-2-naphthoesdure x HCI 45 (0,5248 g; 1,5 mmol) wurde geméal

Methode K als Saurechlorid aktiviert und aufgearbeitet.

Verbindung 99 wurde gemil Methode B mit Triethylamin (2,5 ml; 30,0 mmol) in
Tetrahydrofuran geldst. Der Ansatz wurde in einem Eis/NaCl Bad bei -15°C geriihrt und
Methylammoniumchlorid (1,015 g; 15,0 mmol) zugegeben. Die Reaktion wurde 12 Stunden
bei -15°C geriihrt. Das Losungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt mit Hilfe der
Saulenchromatographie liber Kieselgel mit Dichlormethan: Methanol/NH3 95:5 aufgereinigt.
Ausbeute: 0,1820 g; 0,56 mmol (37,4 %)

APCI-MS:  (+):  m/z: 303,5/304,5 (M+H)"

Schmelzpunkt:146,9-147,2°C

'H NMR (300 MHz, CDCl3) § 8.22 — 8.17 (m, 1H), 7.81 — 7.70 (m, 3H), 7.21 — 7.13 (m, 2H),
6.27 (d,J= 5.5 Hz, 1H), 4.14 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.06 (d, J= 4.8 Hz, 3H), 2.55 — 2.48 (m, 2H),
2.42 (s, 4H), 2.11 — 1.99 (m, 2H), 1.60 (p, J = 5.5 Hz, 4H), 1.45 (d, J= 5.5 Hz, 2H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 168.50, 158.56, 136.34, 130.46, 129.64, 128.07, 127.21,
124.18, 120.09, 106.53, 104.87, 77.58, 77.16, 76.74, 66.78, 56.13, 54.82, 27.06, 26.91, 26.13,
24.58.

LC-MS: Reinheit: 95,32% m/z: 327,13 [M+H']"
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(E)-N-(4-(4-(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)butyl)-3-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)-
phenyl)-acrylamid (100)MF DH6 ST-2234

O\l ~_0 Summenformel: C32H46N4O3
H C
\Q\/\[(N NN /\ - Molekulargewicht: 534,75 g/mol

Verbindung 100 wurde gemill Methode A aus (E)-4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)zimtsdure x
HC143 (0,5865 g; 1,8 mmol), 4-(4-(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)butan-1-amin 51 (0,3951
g 1,5 mmol) HOBt (0,320 g; 1,8 mmol) und EDC (0,15 ml; 1,8 mmol) in DMF synthetisiert.
Das Rohprodukt wurde mit Hilfe der Sdulenchromatographie {iiber Kieselgel mit
Dichlormethan: Methanol/NH3 95:5 aufgereinigt.

Das Produkt wurde aus Aceton umkristallisiert.

Ausbeute: 0,3787 g; 1,2 mmol (77,3 %)

APCI-MS (+): m/z: 535,8 [M+H"]"

Schmelzpunkt: 140,0°C-141,1°C

'H NMR (600 MHz, CDCls) & 7.56 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 7.43 — 7.37 (m, 2H), 7.00 (ddd, J =
8.1, 7.0, 2.0 Hz, 1H), 6.96 — 6.89 (m, 2H), 6.88 — 6.82 (m, 3H), 6.44 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 6.27
(d, J=15.6 Hz, 1H), 4.01 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.86 (s, 3H), 3.40 (q, J = 6.2 Hz, 2H), 3.13 (s,
4H), 2.67 (s, 4H), 2.52 — 2.35 (m, 8H), 2.01 — 1.95 (m, 2H), 1.62 (s, 4H), 1.59 (p, J = 5.6 Hz,
4H), 1.44 (d, J = 6.8 Hz, 2H).

3CNMR (151 MHz, CDCl3) § 166.23, 160.28, 152.28, 141.20, 140.31, 129.22, 127.50, 122.99,
121.01, 118.48, 118.20, 114.77, 111.20, 66.59, 58.15, 55.91, 55.37, 54.65, 53.45, 50.63, 39.64,
27.57,26.73,25.93, 24.51, 24.40.

LC-MS: Reinheit: 97,37% m/z: 267,98 [M+2H'**

N-(4-(4-(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)butyl)-6-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)-2-naphthamid
(101) MF DH10 ST-2223

O\l ~_0 Summenformel: C34H46N4O3
NN /\ “o Molekulargewicht: 558,77 g/mol
5 LA i

ZT
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Verbindung 101 wurde gemall Methode A aus 6-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)-2-naphthoesiure
x HCI 45 (5,248 g; 15 mmol), 4-(4-(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)butan-1-amin 51 (3,688
g 14,0 mmol) HOBt (2,027 g; 15,0 mmol) und EDC (2,7 ml; 15,0 mmol) in DMF synthetisiert.
Das Produkt wurde aus Aceton umkristallisiert

Ausbeute: 4,832 g; 8,6 mmol (61,8 %)

APCI-MS (+): m/z: 557,9 [M+H"]"

Schmelzpunkt: 131,7°C-132,2°C

'H NMR (600 MHz, CDCls) § 8.19 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 7.81 — 7.69 (m, 3H), 7.20 — 7.12 (m,
2H), 6.98 (td, J= 7.7, 1.6 Hz, 1H), 6.92 — 6.78 (m, 4H), 4.14 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.85 (s, 3H),
3.54 (q,J = 6.3 Hz, 2H), 3.04 (s, 3H), 2.65 (s, 4H), 2.55 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.48 (t, J= 7.0 Hz,
5H), 2.07 (p, J = 6.6 Hz, 2H), 1.77 — 1.66 (m, SH), 1.63 (p, J = 5.7 Hz, 4H), 1.46 (s, 2H).

3C NMR (75 MHz, CDCls) 8 168.03, 158.49, 152.36, 141.33, 136.31, 130.44, 130.09, 128.06,
127.24, 127.19, 124.41, 123.04, 121.07, 120.05, 118.30, 111.26, 106.57, 77.58, 77.36, 77.16,
76.74,66.73, 58.21, 56.12, 55.46, 54.79, 53.60, 50.64, 40.19, 27.63, 26.85, 26.05, 24.67, 24.52.

LC-MS: tr: 14,0 min  Area Frak.: 100,0% m/z: 280,19 (M+2H)*
(E)-3-(4-Methoxyphenyl)-N-(4-(4-(2-methoxyphenyl)piperazin-1-yl)butyl)acrylamid (102)>°°
MF DH 13 ST-2261

Hae™©
3
H
m( N~~~ N /\H 3C\O Summenformel: C25H33N303

o) K/N i Molekulargewicht: 423,56 g/mol

Verbindung 102 wurde gemé Methode A aus 4-Methoxyzimtsédure (0,5524¢; 3,1 mmol), 4-(4-
(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)butan-1-amin 51 (0,7920g 3mmol) HOBt (0,4743g;
3,Immol) und EDC (0,64ml; 3,1 mmol) in DMF synthetisiert. Das Produkt wurde aus Aceton

umkristallisiert

Ausbeute: 0,2369¢g; 0,56 mmol (18,6%)

APCI-MS:  (+):  m/z: 424,5/425,5 (M+H)"
Schmelzpunkt:138,5-138,9

'H NMR (300 MHz, CDCl3) § 7.57 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.47 — 7.40 (m, 2H), 7.05 — 6.82 (m,
7H), 6.52 (s, 1H), 6.30 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 3.86 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 3.41 (q, J = 6.2 Hz, 2H),
3.16 (s, 4H), 2.72 (s, 4H), 2.57 — 2.43 (m, 2H), 1.77 — 1.58 (m, 4H).

I13CNMR (75 MHz, CDCI13) 6 166.33, 160.87, 152.39, 141.21, 140.34, 129.37,127.78, 123.17,
121.13, 118.76, 118.34, 114.34, 111.32, 58.20, 55.50, 53.53, 50.62, 39.68, 27.63, 24.49.

LC-MS: tr: 14,2 min  Area Frak.: 96,15% m/z: 424,21 (M+H)"
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6-Methoxy-N-(4-(4-(2-methoxyphenyl)piperazin-1-yl)butyl)-2-naphthamid (103) MF DHI4

ST-2262
/\H 3Co Summenformel: C27H33N303

.0
SR GO
\/\/\N 0

o K/N\© Molekulargewicht: 447,58 g/mol

Verbindung 103 wurde gemill Methode A aus 4-Methoxynaphtoesiure (0,6269 g; 3,1 mmol),
4-(4-(2-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)butan-1-amin 51 (0,7920 g 3,0 mmol) HOBt (0,4743 g;
3,1 mmol) und EDC (0,64 ml; 3,1 mmol) in DMF synthetisiert.

Das Produkt wurde aus Aceton umkristallisiert

Ausbeute: 0,3566 g; 0,80 mmol (26,7 %)

APCI-MS (+): m/z: 448,5 [M+H']"

Schmelzpunkt:144,1-144,4°C

'H NMR (300 MHz, CDCls) & 8.24 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.86 — 7.72 (m, 3H), 7.21 — 7.12 (m,
2H), 7.04 — 6.79 (m, 5H), 3.94 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 3.55 (q, J= 5.9 Hz, 2H), 3.09 (s, 4H), 2.72
(s, 4H), 2.57 (s, 2H), 1.74 (t, J = 3.6 Hz, 4H).

BC NMR (75 MHz, CDCls) 8 167.99, 159.05, 152.34, 141.20, 136.28, 130.53, 130.16, 128.13,
127.21, 124.51, 123.11, 121.07, 119.79, 118.32, 111.25, 105.76, 58.12, 55.49, 53.54, 50.49,
40.09, 27.54, 24.50.

LC-MS: Reinheit: 99,22%  m/z: 448,22[M+H "

(4-(2-(4-Methoxyphenoxy)ethyl)piperazin-1-y1)(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)
methanon x 2HCI (104) MF S194 ST-2462

O\l 0 (\N ~_0 Summenformel: C2sH39N304
N \) \©\ cH Molekulargewicht: 481,64 g/mol
o 378,94 g/mol (2xHCl Salz)

0]

Verbindung 104 wurde gemill Methode A aus 4-(3-(Piperidin-1-yl)propoxy)benzoesiure x HCI
37 (0,5996 g; 2,0 mmol) 1-(2-(4-Methoxyphenoxy)ethyl)piperazin 30 (0,5183 g; 1,9 mmol)
HOBt (0,3060 g; 2,0 mmol) und EDC (0,36 ml; 2,0 mmol) in DMF synthetisiert. Das Produkt
wurde als HCI Salz gefillt und aus Isopropanol und Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute: 0,4594 g;0,82 mmol (43,2 %)

APCI-MS (+): m/z: 483,0 [M+H']"

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.48 — 7.40 (m, 2H), 7.06 — 6.98 (m, 2H), 6.97 — 6.92 (m,
2H), 6.90 — 6.84 (m, 2H), 4.31 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 4.09 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.68 (s, 3H), 3.60 —
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3.10 (m, 14H), 2.87 (td, J= 11.7, 3.7 Hz, 2H), 2.17 (dq, J = 11.6, 6.1 Hz, 2H), 1.83 — 1.64 (m,
SH), 1.38 (d, J = 12.6 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 159.60, 153.88, 151.33, 129.34, 115.83, 114.61, 114.32,
64.94, 62.33, 55.35, 54.98, 53.36, 52.27, 51.23, 39.60, 39.33, 39.09, 39.02, 38.80, 38.74, 38.53,
38.47,38.44, 38.21, 37.93, 23.20, 22.45, 21.02.

LC-MS: Reinheit: 97,0%  m/z: 241,52 [M+H']"

1-(2-(4-(3-(Piperidin-1-y)propoxy)phenoxy)ethyl)piperazin x 3HCI (105) MF S202 ST-2463

G Summenformel: C2sH39N304

NWO\@\ ﬁ NH  Molekulargewicht: 347,50 g/mol

O/\/N 456,88g/mol (3xHCI Salz)

Verbindung 105 wurde gemdll Methode Q aus tert-Butyl 4-(2-(4-(3-(piperidin-1-
yl)propoxy)phenoxy)ethyl)piperazin-1-carboxylat 49 (0,8933g; 2,0mmol) mit HCI in Dioxan
synthetisiert. Das Produkt wurde als HCI Salz aus Isopropanol und Ethanol umkristallisiert.
Ausbeute: 0,4777g; 1,04 mmol (52,0%)
APCI-MS:  (+):  m/z: 348,5/349,5 (M+H)"

'"H NMR (300 MHz, DMSO) § 10.74 (s, 1H), 10.07 (s, 2H), 7.03 — 6.88 (m, 4H), 4.37 (t, J =
4.8 Hz, 2H), 4.00 (t, J= 6.1 Hz, 2H), 3.59 — 3.42 (m, 12H), 3.13 (dt, /= 8.0, 5.1 Hz, 2H), 2.95
—2.78 (m, 2H), 2.30 — 2.12 (m, 2H), 1.97 — 1.66 (m, 5H), 1.39 (tq, /= 12.4,4.2, 3.5 Hz, 1H).
3C NMR (75 MHz, DMSO) & 152.91, 151.63, 115.85, 115.43, 65.53, 62.92, 54.56, 53.35,
51.89, 48.35, 40.32, 40.04, 39.76, 39.64, 39.49, 39.21, 38.93, 38.65, 23.26, 22.25, 21.38.
LC-MS: tr: 12,3 min  Area Frak.: 97,7%  m/z: 174,48 (M+2H)*

Phenvl(4-(2-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenoxy)ethyl)piperazin-1-yl)methanon x 2HCI
(106) MF S204 ST-2464

G o Summenformel:  Cz7H37N303
N \/\/O //\ N .
N J Molekulargewicht: 451,61 g/mol
o> 524,53g/mol (2xHCI Salz)

Verbindung 106  wurde gemdl  Methode B  aus  1-(2-(4-(3-(Piperidin-1-

yl)propoxy)phenoxy)ethyl)piperazin x 3HCI 105 (0,1513g; 0,44 mmol), Triethylamin (0,5ml;
3,5 mmol) und Benzoylchlorid (0,5ml; 5 mmol) in Dichlormethan synthetisiert. Das
Rohprodukt wurde mit Hilfe der Flash-Chromatographie iiber Kieselgel mit Hexan:
(Ethylacetat:Methanol.)1:1 aufgereinigt. Das Produkt wurde als HCI Salz gefillt.

Ausbeute: 0,2015 g; 0,57 mmol (57,0 %)
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APCI-MS (+): m/z: 452,7 [M+H"]"

'H NMR (300 MHz, D;0) 8 7.66 — 7.46 (m, 5H), 7.01 (d, J = 1.0 Hz, 4H), 4.39 (t, J = 4.8 Hz,
2H), 4.13 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.86 (s, 2H), 3.72 — 3.40 (m, 8H), 3.36 — 3.25 (m, 2H), 2.96 (t, J
= 12.3 Hz, 2H), 2.21 (dq, J= 11.8, 5.9 Hz, 2H), 1.97 (d, J = 14.7 Hz, 2H), 1.87 — 1.65 (m, 3H),
1.56 — 1.45 (m, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 169.59, 152.83, 151.61, 134.18, 130.26, 128.61, 127.02,
115.83, 115.45, 65.26, 62.41, 54.94, 53.45, 52.20, 51.21, 39.72, 39.44, 39.16, 38.88, 38.60,
38.32, 38.04, 23.35, 22.45, 21.06.

LC-MS: Reinheit: 95,6%  m/z: 226,51 [M+2H"]**
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7.4 Pharmakologische Testung

7.4.1 Radioligand-Verdringungsstudien an humanen Histamin-H;-Rezeptoren

Der humane H3Rezeptor wurde als Membranpréperation von H3R stabil exprimierenden HEK
(Human Embryonic Kidney)-293 Zellen gewonnen. Die Zellen wurden zunéchst kultiviert und
anschlieBend mit PBS (Phosphat Buffert Saline)-Puffer gewaschen, abgeschabt und
zentrifugiert (1400xg;4°C,10 min.). Der Riickstand wurde in Tris-Puffer (75 mM Tris, 100mM
NaCL, 10mM MgCly, pH 7,4) suspendiert, die Zellen mit einem Ultra-Turrax T 255 (IKA®-
Werke, Staufen, Deutschland) zerstort und wiederholt zentrifugiert und mit PBS Puffer
gewaschen. Der Riickstand wurde dann in Tris-Puffer (pH 7,4) aufgenommen und bei -80°C
gelagert. Die Bestimmung der Rezeptorkonzentration wurde nach der Methode von Bradford
durchgefiihrt*®*. Die Membranpriperationen wurden vor den Experimenten aufgetaut, in Tris-

Puffer (pH 7,4) homogenisiert und im Wasserbad auf 28°C temperiert!'® 2%

Die Bindungsstudien wurden in 96-Well Platten unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:
20pg Membranpriperation/Well in 200ul Puffer, [*H]-No-Methylhistamin 0,2nM, sieben
verschiedene Konzentrationen des Testliganden ( max. Konzentration 100uM) und Inkubation
fir 90 Minuten. Die nicht spezifische Bindung wurde mit 10uM Pitolisant ermittelt. Die
Inkubation wurde durch schnelle Filtration durch 0,3% Polyethylenamin getrinkte GF/B-
Glasfaserfilter (PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Rodgau, Deutschland) beendet.
Hierfiir wurde eine Cell-Harvester (Inotech AG, Dottikon, Schweiz verwendet. Die Entfernung
des Radioliganden wurde durch dreimaliges Waschen mit vollentsalztem Wasser
vorgenommen. Nach der Trocknung wurden die Filter in Szintillatorfliissigkeit eingeweicht und
mit einem 1450 MicroBetaTrilus Szintillationsspektrometer (PerkinElmer Life and Analytical
Sciences, Rodgau, Deutschland) vermessen. Die Auswertung erfolgte graphisch mit GraphPad
Prism® 6 und die ICsp Werte nach Cheng Prusoff’*® in K;i Werte umgerechnet.
(Ki=ICs0/(1+c/Kp). Die Bestimmung der K; Werte erfolgten jeweils mindestens als Duplikate

und in drei verschieden Experimenten 247 3%,

7.4.2 Radioligand-Verdringungsstudien an humanen Histamin-H;-Rezeptoren
Affinitdtsdaten zu humanen Histamin-H;-Rezeptoren wurden in Analogie zum oben
beschriebenen Protokoll fiir den H3R bestimmt. Abweichend davon wurden die

Membranpréperationen von hHiR exprimierenden CHO-Zellen gewonnen und 40ug/Well
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eingesetzt. Als Radioligand wurde [*H]-Pyralmin (1,0nM) bei einer Inkubationszeit von 120

min. verwendet?’,

7.4.3 Radioligand-Verdringungsstudien an humanen Dopamin-D;- und Ds3-Rezeptoren

Der humane Dz-und Ds3-Rezeptor wurde als Membranpraperation von D;R/D3R stabil
exprimierenden CHO (Chinese Hamster Ovary)-K1 Zellen gewonnen. Die Gewinnung der
Membranpréiperationen erfolgte analog zu den H3R Préiparationen (vergl.:7.4.1)

Die Bindungsstudien wurden ebenfalls in 96 Well Platten unter folgenden Bedingungen
durchgefiihrt: 25 pg hD2R bzw. 20pg hD3R Membranpriperation /Well in 200ul Puffer, [*H]-
Spiperon 0,2nM, sieben verschiedene Konzentrationen des Testliganden ( max. Konzentration
100uM) und Inkubation fiir 120 Minuten. Die nicht spezifische Bindung wurde mit 10uM
Haloperidol ermittelt Die Aufarbeitung und Auswertung erfolgte wie oben beschrieben, analog
zum H3R (vergl. 7.4.1 ). Die Bestimmung der K; Werte erfolgten jeweils mindestens als

Duplikate und in drei verschieden Experimenten 1% 233,

7.4.4 Radioligand-Verdringungsstudien an humanen Dopamin-D-Rezeptoren

Der humane Di-Rezeptor wurde als Membranpréperation von DR stabil exprimierenden HEK-
Zellen gewonnen. Die Gewinnung der Membranpréiperationen erfolgte analog zu der H3R-
Praparationen (vergl.:7.4.1). Die Bindungsstudien erfolgten analog zu dem oben beschrieben

Protokoll mit [’H]-SCH23390 (0,3 nM), 10ug Protein/Well und 120 min Inkubationszeit*?.

7.4.5 Radioligand-Verdringungsstudien an humanen Dopamin-Ds-Rezeptoren

Der humane Ds-Rezeptor wurde als Membranpréperation von DsR stabil exprimierenden HEK-
Zellen gewonnen. Die Gewinnung der Membranpréiperationen erfolgte analog zu der H3R-
Préparationen (vergl.:7.4.1). Die Bindungsstudien erfolgten analog zu dem oben beschrieben

Protokoll mit [°H]-SCH23390 (0,3 nM), 10ug Protein/Well und 120 min Inkubationszeit*®.

7.4.6 Bestimmung der Cholin-Esterase-Inhibition

Die Verbindungen wurden auf ihre inhibitorischen Effekte auf Acetylcholinesterase (AChE)
und Butyrylcholinesterase (BuChE) getesteten. Hierfiir wurde eine modifizierte Ellman-
Methode genutzt*’. Als Enzyme wurden AChE aus Elektrophorus electicus (eeAChE, 10
U/ml) und BuChE aus Pferdeserum (eqBuChE, 1 U/ml) verwendet und mit
Acetylthiocholinjodid (ACT]I) als Substrat und 5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoesdure (DTNB) als

Ellman's Reagenz versetzt.
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DTNB wurde in 96%igem Ethanol gelost und ATCI unter Lichtausschluss mit deionisiertem
Wasser verdiinnt. Die Verbindungen wurden in DMSO zu 1 mM und 0,1 mM geldst. Ein
K>HPO4/KH,PO4-Puffer (100 mM, pH 8) diente mit Zusatz von 0,1% BSA zur weiteren
Verdiinnung der Enzymldsungen und mit Zusatz von 0,1M NaCl-Lésung zur Verdiinnung der
Inhibitor-Stammldsungen. Im Rahmen des Assays wurden die Verbindungen bei 10 uM und 1
uM als Duplikat getestet (Endkonzentration: 1%). Physostigmin wurde als Positivkontrolle
verwendet. Die der Enzym-Endkonzentration wurde auf 2,5 mU/ml eelAChE bzw. 0,2 mU/mL
eqBuChE eingestellt.

Die Messung wurde in TPP® 96-Well-Platten (Flachboden) mit einem Endvolumen von 200
uL/Well durchgefiihrt. 50 pl der jeweiligen Inhibitorverdiinnung wurden mit 50 ul der
Enzymverdiinnung fiir 30 Minuten bei 36 °C inkubiert. Inhibitor-Blindwerte (ohne Enzym) und
Negativkontrollen (ohne Substanz) wurden auf die gleiche Weise behandelt. 100 pL einer
DTNB/ATCI-Mischung (Endkonzentration 1000 uM DTNB und 500 uM ATCI) wurden
zugegeben. Die Absorptionsmessung bei 412 nm wurde sofort gestartet und {iber 30 Minuten
bei 36 °C mit einem Tecan Infinite M1000Pro Mikroplatten-Reader (Tecan Trading AG,
Schweiz) durchgefiihrt. Die Absorption pro Minute (Abs/min) wurde berechnet und nach
Abzug der Inhibitor-Blindwerte auf die Abs/min der Negativkontrolle bezogen. Die
statistischen Auswertung der Daten wurden mit GraphPad Prism™ 7 (San Diego, USA)
durchgefiihrt. Die Hemmungswerte in % bezogen auf die Kontrolle sind als Mittelwert = SD

dargestellt und wurden in zwei unabhiingigen Experimenten erzeugt>”.

7.4.7 APi-42-Affinitits-Messung mit SPR Analyse
Die Messungen wurden im Arbeitskreis von Prof. Dr. Dieter Willbold (HHU Diisseldorf)
durchgefiihrt

7.4.7.1 Probenvorbereitung
1 mg jeder Probe wurde eingewogen und in DMSO (Roth, Karlsruhe, Deutschland) bis zu einer
Konzentration von 2 mM geldst. Falls sich die Probe bei Raumtemperatur nicht 16st, wurde

diese unter leichtem Schiitteln auf 50 °C erwirmt bis alles aufgeldst war.

7.4.7.2 Surface Plasmon Resonance (SPR) Spektroskopie

Die Dissoziationskonstante (Kp) der Verbindungen zu ABi-42 (Bachem, Bubendorf, Schweiz)
wurde mittels SPR- Spektroskopie auf einem Biacore T200 Spektrometer(GE Healthcare,
Uppsala, Schweden) bestimmt. ABi42 wurde als immobilisierter Ligand verwendet, wahrend

die Verbindungen als Analyten eingesetzt wurden.
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APi-42 wurde auf einem Sensorchip der Serie S CM-5 (GE Healthcare, Uppsala, Schweden)
durch Aminkopplung immobilisiert. Die Durchflusszellen wurden mit einer Mischung aus 50
mM N-Hydroxysuccinimid (NHS) und 16,1 mM N-Ethyl-N'-
(dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) (XanTec, Diisseldorf, Deutschland) fiir 14 min
aktiviert. APi1-42 wurde bis zu einer Endkonzentration von 50 ug/mL in 10 mM Natriumacetat
pH 4,5 geldst und iiber eine Durchflusszellen injiziert, bis ein Signal von 5640 RU erreicht war.
Nach der Immobilisierung wurden der Ligand und die ReferenzflieBzellen durch Injektion von
1 M Ethanolamin pH 8,5 (XanTec, Diisseldorf, Deutschland) fiir 7 min gequencht.

Fiir das Screening der Verbindungen wurde jede Verbindung zunéchst 1:10 in Laufpuffer ohne
DMSO verdiinnt, um eine Endkonzentration von 200 uM Verbindung und 10 % DMSO zu
erhalten. Fiir die SPR-Experimente wurden 10 mM HEPES + 150 mM NaCl + 0,005 % Tween
20 + 10 % DMSO pH 7,4 als Laufpuffer bei 25 °C und einer Flussrate von 20 pL/min
verwendet. Alle Proben wurden fiir 120 s iiber die Durchflusszellen injiziert, gefolgt von einem
Dissoziationsschritt von 300. Zu Beginn des Experiments, sowie am Ende und nach jeweils 10
Zyklen wurde vom Gerdt eine Losungsmittelkorrektur mit DMSO-Konzentrationen im Bereich
von 9,6 % bis 10,4 % durchgefiihrt.

Die Referenzdurchflusszelle und die Pufferinjektion (¢ = 0 pM) wurden zur doppelten
Referenzierung der Sensorgramme verwendet. Losungsmittelkorrekturzyklen wurden
verwendet, um Bulk-Effekte zu korrigieren, die durch leichte Schwankungen der DMSO-
Konzentration verursacht werden. Fiir die Datenauswertung wurde die Biacore T200
Evaluation Software 3.2 verwendet.

Verbindungen, die eine Bindung an ABi.42 zeigten, wurden durch Multizyklen-Experimente
weiter analysiert. Dabei wurden die Verbindungen mit Laufpuffer ohne DMSO auf 200 uM
verdiinnt und dann weiter mit Laufpuffer auf 100 uM, 50 uM, 25 pM und 12,5 uM verdiinnt.
Die Proben wurden mit dem gleichen Versuchsaufbau wie oben beschrieben injiziert.

Die Auswertung erfolgte mit dem Steady-State-Affinitdtsmodell, das in der Biacore T200

Evaluations Software 3.2 implementiert ist
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7.4.8 In-vivo-Testsysteme von Verbindung 101

Die In-vivo-Tests und Auswertungen erfolgten in der Arbeitsgruppe von Dr. Bassam Sadek
(Department of Pharmacology & Therapeutics, College of Medicine and Health Sciences,
United Arab Emirates University, P.O. Box 17666, Al Ain, UAE.

Bzw. Zayed Center for Health Sciences, United Arab Emirates University, P.O. Box 17666, Al
Ain, UAE.)

7.4.8.1 Maiuse
Minnliche C57BL/6J (B6) und BTBR T' Itpr3tf/] (BTBR) Maiuse (8-10 Wochen alt, 25-35¢g

schwer) (Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA) wurden im ,,College of Medicine and Health
Sciences, United Arab Emirates University* aufgezogen.

Die Tiere wurden in einem Kéfig bei 22-25 °C und einem normalen Tages- Nacht-Rhythmus
von 12h Licht/ 12h Dunkelheit gehalten. Die Tagesphase begann um 6 Uhr morgens. Den
Tieren war der Zugang zu Nahrung und Trinken in ihren Kéfigen frei gewéhrt. Die Experimente
wurden ausschlieBlich in der Tagesphase durchgefiihrt. Die Experimente wurden in
Ubereinstimmung der EU-Empfehlung (European Communities Council Directive of 24
November 1986 (86/609/EEC)) durchgefiihrt. Die Experimente hat das ,,Institutional Animal
Ethics Committee in the College of Medicine and Health Sciences/United Arab Emirates*

(Approval No. ERA-2017-5603) iiberpriift und genehmigt®>>.

7.4.8.2 Y-Maze Test

Der Test wurde in einem dreiarmigen Y-Labyrinth mit den Malen 30 cmx 6 cmx 15 cm
durchgefiihrt. Die Arme wurden als A, B und C markiert. Die Méuse wurden einzeln in der
Mitte des Labyrinths gesetzt und durften den Raum fiir acht Minuten frei entdecken. Die Anzahl
und Reihenfolge der Eintritte in die jeweiligen Arme des Labyrinths wurden beobachtet. Als
eine spontane Abwechslung der Arme wurde gewertet, das die Maus in drei hintereinander
folgenden Eintritten verschiedene Arme benutzt. Dabei wurden jeweils drei Eintritte

iiberlappend untersucht.
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Der Variationsindex in % wurde errechnet aus der Summe der Abwechslungen geteilt durch
die gesamte Anzahl an Eintritten. Da Eine Abwechslung nur nach drei Eintritten festgestellt

werden kann, wird die Zahl der Eintritte um 2 verringert.

Summe der Abwechslungen

% Variationsindex= x100 . Nach jedem Test wurde das Labyrinth mit

(Summer der Eintritte—2)

70% Alkohol gereinigt?>>.

7.4.8.3 Openfield Test

Die Miuse wurden einzeln in eine Box mit den Mallen 45 X 45 x 30 cm gesetzt und durften
diese frei Erkunden. Die Miuse wurden in der Mitte der Kiste platziert und durften hier
fiinfMinuten verbleiben. In den nichsten zehn Minuten wurde die Zeit gemessen, die die Mause
im Zentrum oder am Rand der Kiste verbracht haben. Das Zentrum wurde als 23x23 cm Bereich
in der Mitte der Kiste definiert. Zur Beobachtung wurde eine CCD camera-assisted motion
tracking (EthoVision 3.1, Noldus Information Technology, Niederlande) Apparatur verwendet

Nach jedem Test wurde das Labyrinth mit 70% Alkohol gereinigt®>>.

7.4.8.4 Bestimmung von Malondialdehyd (MDA)
Mit Hilfe eines Malondialdehyd-Fertigtestsystems (Testkit) wurde die Lipidperoxidation in den

Versuchstieren gemessen. Die Durchfiihrung der Messung geschah nach den Vorgaben des
Herstellers und wie in der Literartur beschrieben®®’.

Kurzfassung: 250 pL der Probe oder der Kalibriersubstanz wurden mit Thiobarbitursiure
inkubiert. Nach 1 h Inkubation bei 60 °C wurde die Mischung bei 10.000% g fiir 2-3 min
zentrifugiert und die Reaktionsmischung in einer Kiivette bei 532 nm vermessen. Die

Ergebnisse werden als uMMDA/mg Protein angegeben.
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7.4.8.5 Quantifizierung von Glutathion (GSH)
Der Gehalt ans Glutathion (GSH) wurde mit Hilfe eines GSH-Fertigtestsystems (Glutathion-

Assay-Kits von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) gemil3 den Angaben des Herstellers
und wie in der Literatur beschrieben gemessen®.

Kurzfassung: Die Proben wurden zundchst mit 5%iger 5-Sulfosalicylsdure-Losung versetzt,
zentrifugiert und die ausgefallenen Proteine entfernt. Der Uberstand wurde zur Bestimmung
von GSH verwendet. 10 ul Probe oder Standard wurden mit 150 pl von einem Gemisch aus
Testpuffer, 5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoesdure (DTNB) und GSH-Reduktase, in 96-Well-
Platten, fiir 5 min inkubiert. Eine verdiinnte NADPH-Lo6sung (50 pl/Well) wurde zugegeben
und die Absorption bei 412 nm fiir 5 min mit dem Mikroplatten-Reader gemessen. Die

Ergebnisse werden als uM GSH/mg Protein angegeben®>.

7.4.8.6 Bestimmung der Enzymaktivitit von antioxidativen Enzymen

Zur Bestimmung der Aktivitit der antioxidativen Enzyme Superoxid-Dismutase (SOD) und
Katalase (CAT), wurden kommerziell erhiltliche Fertigtestsyteme (Cayman Chemicals
Company, Ann Arbor, MI, USA),gemil3 den Angeben des Herstellers und wie in der Literatur

beschrieben, verwendet?%%.

Katalase-Bestimmung: 20u1 Probe oder Standard und 30 pLL Methanol wurden mit Test-Puffer
(100 pL), 20ul Wasserstoffperoxid in 96-Well-Platten fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Zugaben von 30 pL Kaliumhydroxid beendet die Reaktion. Zugabe von Katalase
Purpald (30 pl) und Katalase-Kaliumperiodat (10 pl) und 5 min. Inkubation auf einem
Schiittler, wurde gefolgt von der Messung bei 540 nm mit einem Mikroplatten-Reader. Die

Katalase-Aktivitit wird als nmol/min/mg Protein angegeben.
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Superoxid-Dismutase-Bestimmung: 10 pl Probe oder Standard wurden in 96-Well-Platten mit
20ul Xanthinoxidase gemischt. Die Reaktionsmischung wurde fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Die Absorption wurde bei 450 nm mit einem

Mikroplatten-Reader gemessen. Die Aktivitit von SOD wurde als U/mg Protein ausgedriickt®*>.

7.4.8.7 Statistik
Um Signifikante Unterschiede fesstellen zu konnen wurden Tukey post-hoc Test durchgefiihrt.
Die Auswertung erfolgte mit Software SPSS 25.0 (IBM Middle East, Dubai,UAE). Fehlerwerte

von p<0,05 wurden als statistisch signifikant bewertet?>>.

7.4.9 In-vivo-Testsysteme von Verbindung 52e

Die In-vivo-Tests wurden im Arbeitskreis von Prof. W. Agnieszka Fogel (Dept of Hormone
Biochemistry, Medical University of Lodz, Zeligowskiego 7/9,90-752 Lodz, Poland)
durgefiihrt?*®,

Verbindung 52e wurde subchronisch an mannliche Wistar-Ratten (180-250 g) verabreicht, um
seine Eigenschaften beim Uberschreiten der Blut-Hirn-Schranke zu untersuchen. Es wurde
angenommen, dass wenn die Verbindung die Blut-Hirn-Schranke iiberwindet und die
zerebralen Hz-Rezeptoren blockiert, Histamin freigesetzt wird und durch die Aktivierung von
Hi-Rezeptoren die Nahrungsaufnahme bei Ratten unterdriickt. Die Ratten wurden einzeln in
Stoffwechselkéfigen (Tecniplast Gazzada, Italien) mit freiem Zugang zu Futter und Wasser
untergebracht. Nach einer eintégigen Eingewohnungsphase wurde die Nahrungsaufnahme in
den nichsten drei Tagen tdglich iiberwacht. AnschlieBend wurde an vier aufeinanderfolgenden
Tagen Verbindung 52e subkutan mit 3mg/kg Korpergewicht verabreicht. Als Referenzsubstanz
wurde Ciproxifan 3 mg/kg Korpergewischt verwendet. Der Futter-Verbraucht wurde téglich
iiberwacht. Am fiinften Tag erhielten die Ratten eine letzte Injektion und wurden 1 h danach
getotet und die Gehirne zur Bestimmung der Histamin-N-Methyltransferase-Aktivitdten durch

Radioisotopen-Assays entnhommen**-1°,
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7.4.10 In-silico-Bestimmung der Drug-Likeness
Die Berechnung der Drug-Likeness Parameter wie ,,Lipinskis-Rule of 5 (Lipinski-Regel),
Ghoese-Filter und wQED (weighted Quantitative Estimate of Drug-likeness engl.: gewichtete

quantitative Abschitzung der Arzneistofftauglichkeit) erfolge mit dem Programm DruLiTo?®

Lipinski-RegelP"!

Anforderungen der Regel: Molekulargewicht < 500g/mol, LogP-Wert < 5,
H-Briicken-Donor < 5, H-Briicken-Akzeptor < 10
Aussage: erfiillt = Substanz erfiillt die Regel

Nicht erfiillt = Substanz erfiillt die Regel nicht
Ghose-Filter*'?
Anforderungen der Regel: Molekulargewicht zwischen 160 g/mol und 480 g/mol
LogP-Wert: -0,4 bis 5,6; Anzahl an Atomen : 20-70, Polarisierbarkeit: 40-130 m*/mol
Aussage: erfiillt = Substanz erfiillt die Regel

Nicht erfiillt = Substanz erfiillt die Regel nicht

BBB-Likeness
Anforderungen: Molekulargewicht <400, H-Briicken total < 8, Nummer von Sduregruppen :0
Aussage: erfiillt = Substanz erfiillt die Regel

Nicht erfiillt = Substanz erfiillt die Regel nicht

W Q E D3 13
Mit dem QED-Wert, soll die Eignung als Arzneistoffkandidat messbar bewertet werden. Hierzu
werden geforderte Parameter als eine Messbare Funktion definiert und ihre Ergebnisse nach

folgender Formel zusammengefasst.
QED=exp (% * y 1 In(di) )mit d;: Ergebnis der geforderten Funktion
Durch eine Gewichtung der Parameter, wird der wQED nachfolgender Formel berechnet

Loy | wisin(di)

wQED=exp (% ) mit wi: Gewichtungsparameter der Funktion und d;: s.o.

T wis
Geforderte Funktionen von DruLiTo: Molekulargewicht, LogP, H-Briicken-Akzeptoren, H-
Briicken-Donatoren, rotierbare Bindungen, Nummer aromatischer Bindungen, polares
Oberflachengebiet (polar surface Area).

Aussage: Werte von 0-1 mit 0= alle Parameter sind unvorteilhaft und 1= alle Parameter sind
vorteilhaft.

Zugelassene Arzneistoffe zeigen im Schnitt ein wQED von 0,492 und per oral verfligbare

Arzneistoffe ein wQED von 0,539.
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Kalkulationsdaten
Verbindung 52e 58 66 101
Molekulargewicht
574,35 371,26 427,21 548,28
[g/mol]
LogP 3,272 1,603 2,033 4,033
H-Briicken
8 5 5 7
Akzeptoren
H-Briicken
0 1 0 1
Donoren
Rotierbare
14 7 9 14
Bindungen
Anzahl an
88 60 66 77
Atomen
Anzahl
aromatischer 2 1 2 3
Ringe
Polare
59,08 44,81 36,02 57,28
Oberflache
Polarisierbarkeit
159,41 101,25 127,56 166,53
[m*/mol]
Nummer von
0 0 0 0
Sauregruppen
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