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1. Einleitung

1.1 Kurze Geschichte der Histamin-Forschung

Beginnen mochte ich diese Arbeit mit einem Uberblick auf tGber 100 Jahre Histamin-
Forschung. Der Grundstein dafir wurde mit der ersten Histamin-Synthese von Windaus
und Vogt' gelegt, die 1907 publiziert wurde. Darauf berufen sich auch die ersten
pharmakologischen Untersuchungen von Sir Henry Dale, der 1936 den Nobelpreis fur
seine Entdeckungen Uber die chemische Transmission von Nervenimpulsen erhielt. Es
ist faszinierend, wie Dale und seine Kollegen vor hundert Jahren das Verstandnis der
pharmakologischen Zusammenhange von heute vorbereiteten. 1910 identifizierten
Barger und Dale? Histamin als Verursacher der Uterus-Kontraktion von Katzen. Die
Versuche fuhrten sie mit Mutterkornextrakten durch. Bei der Analyse der Inhaltsstoffe
fanden sie bereits 1909 Serotonin®, ein Jahr spater Histamin. Sie konnten eine kleine
Menge aus dem Extrakt kristallisieren und durch Substanzvergleich untermauern, dass
sie Histamin in Handen hielten, das dann den pharmakologischen Effekt verursachte.
Kurz darauf gelang es ihnen, Histamin aus dem Verdauungstrakt eines frisch
geschlachteten Rindes zu isolieren®. So wurde erstmals Histamin als korpereigenes
Molekll nachgewiesen, dies aber zunachst nur unter Vorbehalt: die Forscher konnten
noch nicht sicher ausschlieRen, dass Histamin erst gebildet wird, wenn das Lebewesen
getotet wird. In diesem Jahr verdffentlichten Dale und Laidlaw® eine groRRe Studie (iber
die physiologischen Wirkungen von Histamin, bei der unter anderem der stimulierende
Effekt auf glatte Muskulatur, die Bronchokonstriktion und das Auftreten eines

anaphylaktischen Schocks durch Histamin beobachtet wurden.

Nachster Meilenstein in der Histamin-Forschung war die Entwicklung der ersten
Antagonisten in den 30er Jahren des letzten Jahrhunderts von franzdsischen Forschern
(Staub A. M., Bovet D., Fourneau E.)6*7. Deren Substanzen waren aber noch zu toxisch
fur eine therapeutische Anwendung. Es dauerte aber nicht mehr lange, bis die ersten
Antihistaminika zur Behandlung von allergischen Krankheiten auf den Markt kamen,
darunter auch Mepyramin (1942). Eine Erklarung, warum diese Substanzen keinerlei
Wirkung auf die Sekretion der Magensaure austben oder als Nebenwirkung teilweise

stark sedierend wirken, konnte zu dieser Zeit noch nicht gegeben werden.?

Die ersten pharmakologischen Werkzeuge in Form von Antagonisten waren nun
vorhanden, so dass die nachste Erkenntnis, die Existenz von verschiedenen
Histaminrezeptoren, gelingen sollte. 1966 schlugen Ash und Schild® den Ausdruck H;-
Rezeptor vor. Damit definierten sie den Histaminrezeptor, dessen Effekte von bekannten

Antihistaminika antagonisiert werden konnte. Die Erkenntnis, dass mindestens zwei
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verschiedene Histaminrezeptoren existieren, beruhte auf der Tatsache, dass z. B.
histamininduzierte Magensauresekretion oder der positiv inotrope Effekt durch
Mepyramin oder verwandte Substanzen nicht gehemmt werden konnte. Aber mangels
weiterer selektiver Liganden musste die eindeutige Identifizierung des zweiten
Histaminrezeptors noch einige Jahre warten. 1972 identifizierten Black et al.”® mit Hilfe
von 2- bzw. 5-Methylhistamin den H,-Rezeptor. Dafiir testeten sie an flinf Systemen:
zwei HiR-Assays (Kontraktion des Meerschweinchenileums und Kontraktion eines
Rattenmagens) und drei Assays, bei denen der Effekt durch Mepyramin nicht
antagonisiert werden kann (Magensauresekretion der Ratte, Kontraktion des rechten
Vorhofs am Meerschweinchen und Uteruskontraktion der Ratte). Die beiden isomeren
Methylhistamine diskriminieren signifikant zwischen den beiden Systemen, also
Rezeptoren. 2-Methylhistamin ist ein H-Rezeptor-Agonist und 5-Methylhistamin ein
.Selektiver’ H,-Rezeptor-Agonist (zu dieser Zeit selektiv; heute ist bekannt, dass 5-
Methylhistamin ein selektiver H4-Rezeptoragonist ist, sh. Kap. 1.3). Vervollstandigt wurde

die Studie mit der Identifizierung eines selektiven H,-Rezeptor-Antagonisten, Burimamid.

In den 1980er Jahren bestanden kaum noch Zweifel, dass Histamin auch im zentralen
Nervensystem eine Funktion als Neurotransmitter ausfiillt''. Des weiteren war schon fiir
andere Neurotransmitter bekannt, dass deren Freisetzung durch prasynaptische,
sogenannte Autorezeptoren gesteuert wird. 1983 wiesen Arrang et al.'? dieses
Phanomen auch fir Histamin nach und entdeckten dabei den H;-Rezeptor. Dafir
inkubierten sie Stiicke des zerebralen Kortex der Ratte mit [°H]-Histidin. Die K'-
induzierte Freisetzung von [*H]-Histamin konnte durch Zugabe von Histamin, N
Methylhistamin oder N®-Dimethylhistamin um bis zu 60 % inhibiert werden. Nach
Testung einer Reihe von H4-/H,-Liganden war klar, dass dieser Autorezeptor ein anderes

und eigenes pharmakologisches Profil zeigt; er wurde daher Hs;-Rezeptor genannt.

Im folgenden Jahrzehnt gelang die Klonierung der drei bekannten Histamin-

13-15

Rezeptoren™°, bevor schlielllich im Jahr 2000 der bisher letzte, der H,-Rezeptor

identifiziert wurde'®"’

. Er gehért, wie die anderen drei, zur Klasse der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren (GPCRs). Gelingen konnte dies durch Durchsuchen der
Gendatenbanken mit bekannten GPCR-Sequenzen als Vorlage. Dadurch wurden
,orphan GPCRs" entdeckt, die nun wiederum mit den bekannten Histamin-
Rezeptorsequenzen abgeglichen wurden. So wurde schlieRlich aus humaner
Leukozyten-cDNA der hH,-Rezeptor geklont, der ca. 40 % Ubereinstimmung mit der
Aminosaure-Sequenz im hHj3-Rezeptor aufweist. Im Gegensatz zum Hj;-Rezeptor wird
der H4-Rezeptor im Gehirn nicht exprimiert und zeigt ein eigenstandiges,

pharmakologisches Profil in Bezug auf synthetische Liganden.

2
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1.2 Die vier Histamin-Rezeptoren im Uberblick

In der folgenden Tabelle sind die Orte der Expression, die biologische Antwort und der

Signaltransduktionsweg zusammengefasst'®'®:

Rezeptor Vorkommen biol. Effekt Effektor

Kontraktion glatter Muskulatur

glatte Muskulatur, ZNS, und Endothelzellen, NO- oy
H, Endothelzellen, Bildungt, vaskulare
Nebennierenmark Permeabilitatt, Hormon- IP3/DAG?T

Freisetzung?t, neg. inotrop

Belegzellen des

Magens, ) _ Gs
. Magensauresekretion?,
Gefallmuskulatur,
H, _ Relaxation glatter Muskulatur, cAMP?
regulatorische T-Zellen,

_ pos. chronotrop und inotrop,
Neutrophile, ZNS, Herz,

Gebarmutter
Gio
Hs ZNS, periphere Nerven Neurotransmitter-Freisetzung|
cAMP|
Eosinophile, Basophile, G
i10
Mastzellen, CD8"-T- Chemotaxis von Eosinophilen
Ha Zellen, dendritische und Mastzellen, cAMP|
Zellen, Knochenmark, Aktinpolymerisationt
Milz

Therapeutisch eingesetzt werden schon seit Jahrzehnten Hq-Rezeptorantagonisten, die
klassischen ,Antihistaminika“ zur Behandlung von allergischen Krankheiten und Ha-
Rezeptorantagonisten zur Behandlung von Magengeschwiren. Bei ersteren
unterscheidet man zwei Generationen von H;R-Antagonisten (Abb. 1-1): wesentlicher
Unterschied zwischen der ersten (z. B. Mepyramin, Diphenhydramin) und der zweiten ist
die verminderte ZNS-Gangigkeit der neueren Substanzen, so dass die zentralnervosen

Nebenwirkungen wie Sedierung, eingeschrankt oder eliminiert werden konnten.™
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) | O MeO |
% N AN |
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Mepyramin K@\OM e Diphenhydramin Astemizol Q\ /E\’Q

1. Generation 1. Generation 2. Generation NN
H

Abb. 1-1: Beispiele fiir Hi-Rezeptor-Antagonisten

Mittlerweile gibt es auch groRe Bemihungen den H;- und den H;-Rezeptor als
therapeutisches Target zu nutzen. Moégliche Anwendungsgebiete sind die Behandlung
von Adipositas und Gedéchtnisstdrungen durch Hs-Rezeptorantagonisten®®. H,-
Rezeptorantagonisten konnten in der Therapie von entziindlichen Krankheiten

eingesetzt werden'®.

1.3 Der Hy-Rezeptor und seine Liganden

Der Hs;-Rezeptor, bestehend aus 390 Aminosauren, ist am engsten verwandt mit dem
Hs-Rezeptor, die Homologie belduft sich auf 31" — 38" %. Betrachtet man nur die
Homologie in den Transmembrandoménen, steigert sich der Wert auf 54 %'®. Daher
zeigen auch viele Hs;-Rezeptorliganden Affinitat zum H,;-Rezeptor, wenn auch nicht
zwangslaufig die gleiche Funktionalitdt. Hier sind drei Beispiele von Hs-

Rezeptoragonisten aufgefiihrt*:

H AN NH
: | ) AN L
: N ‘=N aN S s Hﬁ
cl

H2N NH \=N
(R)-a-Methylhistamin Immepip Clobenpropit
Abb. 1-2: Nichtselektive H4-Rezeptoragonisten

(R)-a-Methylhistamin und Immepip sind potente Hs;-Rezeptoragonisten, zeigen aber nur
40-fache Selektivitat im Vergleich zum H;-Rezeptor. Clobenpropit, ein inverser Agonist

am H;-Rezeptor, ist ein hochaffiner partieller Agonist am H,-Rezeptor.

Die Sequenzhomologie des hH4-Rezeptors zu den anderen beiden Histamin-Rezeptoren
(hH4-, hH2-R) liegt nur noch bei etwa 22 %. Es finden sich aber auch hier Liganden, die
auch Affinitdt zum hH4-Rezeptor haben. Genannt werden soll hier das Beispiel der
Methylhistamine, die dank ihrer Selektivitat zwischen Hq- und H.-Rezeptor in den 70er
Jahren zur Identifizierung des H.o-Rezeptors fihrten (Kap. 1.1). 2-Methylhistamin stellte
den ersten selektiven Hi-Rezeptoragonisten dar, ist aber auch nahezu ein voller Agonist

am hHs-Rezeptor (a0 = 0,9). 5-Methylhistamin stellte sich nach Entdeckung des Hg-



Einleitung | 5

Rezeptor als voller Agonist an diesem heraus, mit etwa funfzigfacher Selektivitat

gegeniiber dem H,-Rezeptor®.

NH2 NH2
/</N]/\/ PECso (hH4R) 6,1 </N]i\/ PECso (hH,R) 5,5
N PECsq (hH4R) 5,4 N PECsq (hH4R) 7,2
H H
2-Methylhistamin 5-Methylhistamin

Abb. 1-3: pECso-Werte von 2- und 5-Methylhistamin

Als erster Antagonist am H;-Rezeptor wurde Thioperamid identifiziert, welches
urspruinglich als Hs;-Rezeptor-Antagonist entwickelt wurde. Auch dieses Molekil enthalt
wieder eine Imidazolstruktur und agiert als inverser Agonist. Die Affinitdt zum Hs-
Rezeptor ist nur zwei- bis dreimal héher als zum H;-Rezeptor. Der erste, sehr potente
nicht-imidazolhaltige Antagonist wurde in den Laboratorien von Johnson & Johnson mit
Hilfe von high-throughput screenings entdeckt: JNJ7777120. Diese Verbindung wurde
zum Standardantagonisten am H4-Rezeptor, obwohl ihr pharmakologisches Profil nicht
vollstandig verstanden ist (Kap. 3.4). Als drittes, wichtiges Pharmakophor am Hy-
Rezeptor sind substituierte Aminopyrimidine zu nennen. Die Bayer Healthcare AG
publizierte als Erste die Identifizierung dieser neuen Verbindungsklasse als potente Hy-
Rezeptorantagonisten. Charakteristisch fiir alle Liganden aus dieser Klasse ist der 2-
Aminopyrimidinkern, der als Substituent auf einer Seite eine hydrophobe Gruppe tragt
und auf der anderen Seite ein cyclisches Amin.?'
NH,

e N\ {} WU\

N
N
¢ ] )
HN Thioperamid JNJ7777120 Bayer Healthcare AG
pK; (hH4R) = 6,9 pK; (hH4R) = 8,4 IC50 (hH4R) <20 nM

Abb. 1-4: H4-Rezeptorantagonisten

Innerhalb eines Jahrzehnts wurden so, auch mit Hilfe des high-throughput screenings,

eine beachtliche Anzahl an Hs-Rezeptorliganden entwickelt.
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1.4 Chronisch-entziindliche Erkrankungen und therapeutische Anwendungs-

maoglichkeiten fur duale H;-/Hs;-Rezeptorantagonisten

Unter dem  Sammelbegriff  chronisch-entziindlicher = Erkrankungen  werden
Krankheitsbilder wie Asthma bronchiale, allergische Krankheiten des
Gastrointestinaltrakts oder atopische Dermatitis (Neurodermitis) zusammengefasst.
Charakteristisch fir diese Erkrankungen ist die Migration und Anhaufung von
Leukozyten, insbesondere von Eosinophilen, im entsprechenden Gewebe. Dieser
hochkomplexe Prozess wird auch durch ldsliche Molekille, sog. Chemoattractants,
gesteuert, indem sie GPCRs auf Leukozyten aktivieren. Beispiele flr nichtselektive
Chemoattractants, d. h. sie wirken auf viele Subtypen von Leukozyten chemotaktisch,
sind Spaltfragmente des Komplementsystems, Leukotriene und der platelet-activation
factor (PAF). Hier kommt nun auch Histamin als Chemoattractant ins Spiel, aber als
selektives Chemoattractant von Eosinophilen und Mastzellen. Histamin, freigesetzt aus
Mastzellen und basophilen Granulozyten, aktiviert den H4-Rezeptor auf Eosinophilen
und Mastzellen, dadurch wird z. B. die Polymerisation von Aktin induziert, die Form der
Zelle verandert oder die Expression von Adhasionsmolekilen hochreguliert. Diese
Forschungsergebnisse geben Hoffnung, dass Hs-Rezeptorantagonisten in Zukunft ein
weiteres therapeutisches Mittel darstellen kdénnten, um chronisch-entziindliche
Krankheiten besser heilen zu kénnen. Fest steht schon jetzt, dass diese in Kombination
mit bereits bewahrten Arzneistoffen eingesetzt werden missten, wie z. B. Leukotrien-
und PAF-Rezeptorantagonisten, aber natlrlich auch mit H;-Rezeptorantagonisten. So
konnte man mit dualen Hq-/Hs-Rezeptorantagonisten der akuten allergischen Reaktion
vermittelt durch den H;-Rezeptor, als auch dem chronisch-entziindlichen Prozess,

mitverursacht vom H,-Rezeptor, entgegenwirken.?#

1.5 H;-Rezeptoragonisten

Im Gegensatz zu den H;-Rezeptorantagonisten dauerte es lange, bis potente und
selektive H-Rezeptoragonisten entwickelt wurden. Modifikationen an der Ethylamin-
Seitenkette des Histamins fuhrten nicht zum Erfolg, dagegen aber die Einfuhrung von
Substituenten in 2-Postion des Imidazolrings von Histamin. So wurden in den 90er
Jahren eine Reihe von substituierten  2-Phenylhistaminen  synthetisiert®,
pharmakologisch charakterisiert und zu NH. rel. Potenz
dieser Zeit als selektive Hi-Rezeptor- @/«N]/\/ X = CFs 128 %

agonisten identifiziert, die eine ahnliche ” X =Br 112%

Potenz wie Histamin am Hi-Rezeptor

6
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aufweisen®. Insbesondere 2-Phenylhistamine, die in meta-Position des Phenylrings
einen Substituenten tragen, sind herausragende Agonisten. Mit der Entdeckung des Hy-
Rezeptors mussten diese Liganden aber im Hinblick auf Selektivitdt noch einmal
Uberpriift werden und das Ergebnis wurde 2011 von StraRer et al.?’ publiziert: N*
methylierte Phenylhistamine zeigen am hH;-Rezeptor signifikant hdhere Affinitat als am

hH,-Rezeptor.

Der nachste Meilenstein auf der Suche nach selektiven H;-Rezeptoragonisten gelang mit
der Entdeckung der Histaprodifene. Diese Histamin-Derivate tragen eine Diphenylpropyl-
Seitenkette in  2-Postition des Imidazolrings. Durch  Vergleich mit Hy-
Antagonistenstrukturen wie Clemastin, Oxatomid oder Cetirizin, die auch eine
Diphenylpartialstruktur beinhalten, wurde die ldee umgesetzt, dieses Strukturelement in
2-Position des Imidazolrings einzufuhren und auf potentielle agonistische Aktivitat zu
testen?®. Dies filhrte mit der optimierten Seitenkettenldnge von drei C-Atomen zum
Erfolg. In der folgenden Abbildung sind zwei wichtige Beispiele gezeigt, Histaprodifen®®

und Suprahistaprodifen®.
H
/- A | Y
N NH
H N
O rel. Potenz O rel. Potenz

Histaprodifen 111 % Suprahistaprodifen 3630 %
Abb. 1-5: Histaprodifen und Suprahistaprodifen

So sind nun mit den Phenylhistaminen und Histaprodifenen zwei Substanzklassen
bekannt, die als potente H;-Rezeptoragonisten dienen und es ermdglichen, durch
Derivatisierung umfangreiche Untersuchungen zu Struktur-Wirkungsbeziehungen am H;-

Rezeptor durchzufihren.
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2. Chemischer Teil

2.1 Hi;-/Hs-Rezeptor-Antagonisten

Diese Arbeit ist der Versuch, kombinierte H;-/H,-Rezeptor-Antagonisten zu entwickeln.
Der noch nicht so lange bekannte Hj,-Rezeptor, erstmals als eigenstandiger Histamin-
Rezeptor im Jahr 2000 entdeckt und publiziert, spielt wie der H;-Rezeptor eine Rolle in
der Pathogense von allergischen Krankheiten®. Ausschlaggebend fiir diese Arbeit
waren die Ergebnisse der Neumann-Forschungsgruppe®: sie verabreichten Mepyramin
und INJ7777120 Mausen, bei denen Asthma ausgeldst wurde. Dabei wurde ein
synergistischer Effekt bei Gabe beider Substanzen beobachtet. Die Anzahl der
eosinophilen Granulozyten pro bronchoalveoléarer Lavage war signifikant geringer als
nach Gabe jeweils nur des H;-Antagonisten oder Hy-Antagonisten. Diesem Sachverhalt
entspringt der Wunsch, duale H;-/H4;R-Antagonisten zu finden, was auch in Hinblick auf
therapeutische Applikationen sehr sinnvoll sein kénnte. Die Entwicklung dualer Liganden
machten Schulze et al.®! bereits im H;-/H,-Rezeptor-Feld vor: die Gruppe synthetisierte
erfolgreich kombinierte H;-/H,-Rezeptor-Antagonisten, indem sie Pharmakophore der
jeweiligen Rezeptoren in einer idealen Weise in einem Molekll verbanden und so
potente duale Liganden fanden. Sie verknupften Mepyramin-, Pheniramin- und Cyclizin-
Derivate mit Partialstrukturen von H,-Antagonisten (Cimetidin, Ranitidin, Lamtidin und
Tiotidin). Die ,Bricke* zwischen den Pharmakophoren bildeten Cyanoguanidin-,
Harnstoff- und Nitroethendiamin-Partialstrukturen. Dabei fuhrten natirlich nicht alle

Kombinationen zu affinen, dualen H;-/H,-Antagonisten®.

Ausgehend von diesem Hintergrund wurde folgende Strategie verfolgt: Auswahl der Hi-
antagonistischen Pharmakophore, Mepyramin und Astemizol, und als Hs-Pharmakophor

den Standardantagonisten JNJ7777120 und substituierte 2-Aminopyrimidine.
2.1.1 Mepyramin-JNJ7777120-verbriickte Molektle

Ausgehend von den Experimenten von Deml et al.* fiel die Entscheidung, als erstes
Mepyramin als H;-Pharmakophor (rot) mit JNJ7777120-Derivaten (blau) als H;-
Pharmakophor zu verbinden. Bei der ersten Ligandenserie sollte die Verkntpfung tber
die Amin-Funktion von Mepyramin zum Piperazin im JNJ7777120-Molekil erfolgen. Die
Spacerlange sollte nicht zu gro3 werden, damit das Molekll auch Platz findet in den
Bindetaschen der beiden Rezeptoren. So wurden zwei verschiedene Spacerlangen
gewahlt, zum einen eine direkte Verknipfung der beiden Pharmakophore (5, 6, 7) und
zum anderen ein um zwei C-Einheiten langerer Spacer, der eine zusatzliche
Aminfunktion tragt (13, 14).
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N
OMe K/ WH\H
13,14 o
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.
~ 'l Meo@:NXN/v( 6(5 ’
) N
32

Abb. 2-1: Mepyramin-JNJ7777-Hybridmolekile

20

Eine weitere Variation sollte an der Piperazin-Einheit vorgenommen werden. So wurde
der starre Piperazin-Ring durch ein beweglicheres Bioisoster ausgetauscht, (S)-3-
Aminopyrrolidin (20).

Bei Derivat 32 wurde der VerknlUpfungspunkt geéandert: Das Piperazin im H,-
Pharmakophor sollte nun frei bleiben, und die Verbindung zum H;-Pharmakophor am

aromatischen Teil des Hs-Pharmokophors erfolgen.

2.1.1.1 Synthesestrategie zur Darstellung der Derivate mit Verknipfung an der
basischen HsR-Pharmacophor-Untereinheit (5 -7, 13 — 14, 20)

Die kurzeren Derivate wurden Uber eine flinfstufige Synthese dargestellt. Ausgangspunkt
hierfiir ist N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin. Nach Boc-Schiitzung des freien Amins® wird die
Alkoholgruppe von 1 in einer Redoxkondensation nach Mukaiyama®* in das lodid 2
umgewandelt. Hier wurde die klassische Vorschrift, bei der eine Base (Imidazol)
zugesetzt wird, ein wenig abgeéndert: Durch Weglassen einer Base wird das Piperazin
im Molekil wahrend der Reaktion protoniert und am Ende kann das Produkt einfach
abgesaugt werden, weil das resultierende Salz in DCM ausféllt. Somit entfallt die
saulenchromatographische Reinigung vom Phosphinoxid und die freie Base wird durch
alkalisches  Ausschitteln  erhalten.  Nucleophile — Substitution®*®  durch  2-(4-

Methoxy)benzylaminopyridin ergibt Intermediat 3. Nach Entschutzung erfolgt mit Hilfe
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des Kopplungsreagenzes DEPBT (3-(Diethoxyphosphoryloxy)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-

on)* die Kniipfung der Amidbindung mit einem Indol-2-carbonséurederivat (5, 6, 7).

N7 |
OH OH [ N
- PO N
N Boc,0 N PPhs, I N MeO
[ j [ j DCM [ j NaH, DMF
N DCM N N
H Boc Boc
\
NZ | N 7
N
N \\\N/\\ 0
1. DCM/TFA 10:3 \\/N
MeO
7 —~NH
N X
2. DEPBT, THF
[ j OMe
N
3  Boc X=CH,R=H 5 R
X=CH,R=Cl6
X=N,R=H 7

Abb. 2-2: Syntheseschema fiir 5, 6 und 7

Als Saurekopplungspartner dienten Indol-2-carbonsédure, 5-Chlorindol-2-carbonséaure
und Benzimidazol-2-carbonsaure 9. Letzteres wurde in einer zweistufigen Synthese
dargestellt®’:

O

i, HOA

KMnO H
[ I N OH 4 [IN o)
@ \: \‘ ;
NH, HCI, H,O N Na,CO;, H,O N @]

H
8 9

Abb. 2-3: Synthese der Benzimidazol-2-carbonsaure 9

Es wurde auch das BOP-Reagenz (Benzotriazol-1-yl-oxy-tris-(dimethylamino)-
phosphonium hexafluorphosphat) zum Knipfen von Amidbindungen verwendet, aber
haufig trat das Problem auf, dass das Produkt mit cancerogenem HMPA
(Hexamethylphosphorsauretriamid) verunreinigt war, das auch durch Saulen-
chromatographie kaum eliminiert werden konnte. Deshalb wurde auf das
Kopplungsreagenz DEPBT (Goodman's reagent) umgestiegen, bei dem es nicht zu
unerwinschten Verunreinigungen des Produkts kam. In einer dreistufigen Synthese

wurde das Reagenz selbst hergestellt®:
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0] O 0}

- NH,OH, NaOH . NaNO, HCI
©\)J\O 2 (:ﬁLN OH 2, @N’OH
H N
NH, H,0, MeOH NH, H,0 N
)
Phosphorséaurediethylesterchlorid /O\(.)E Et
N
EtsN, DCM N O
N
S
h 9 OE
@N © O\|'3/6Et
zum Vergleich BOP: N”N ICI)

NM62
’F;\’NMez
~ @ NMe, Nebenprodukte Me,N.. //O

o
%
e Coh
N N Me,N €2
N OPF, N 2

HMPA, in H,O und org. LM Iéslich!

Abb. 2-4: Synthese von DEPBT und Vergleich mit BOP

Bei der langeren Variante der Ligandenreihe gibt es nur einen Unterschied in der
Synthese: Das Edukt in der nucleophilen Substitution ist nicht mehr 2-(4-
Methoxy)benzylaminopyridin, sondern das einfach demethylierte Mepyramin 10. Es
wurde auf die Synthesevorschriften von Schunack und Wolf zuriickgegriffen®, bei der
durch Behandlung mit 1-Chlorethylchlorformiat zweifach methylierte Amine in die einfach

methylierten umgewandelt werden.

N~ 1. 1.2-Dichl j\ ¢ N7
. 1,Z-bichlor-
/@/\NQ ethan, Cl O)\ /@/\N NN |
MeO H H
| 2. MeOH MeQ 10
~NN NH

Abb. 2-5: Demethylierung von Mepyramin

Die Reaktion erfolgte nur mit sehr unbefriedigenden Ausbeuten, maximal 15 % im
Vergleich zur Literatur mit Ausbeuten zwischen 46 bis 86 %, wobei Schunack et al.?®
jedoch andere Edukte verwendeten. Vermutlich stort der Pyridinring im Mepyramin-
Molekiil, so dass die Ausbeute nicht optimiert werden konnte. Der Versuch, einen
alternativen Weg mit hoherer Ausbeute zu finden, scheiterte. Erfolglos waren die

Bemilhungen von Substitutionsreaktionen®3%4*

am 2-(4-Methoxy)benzylaminopyridin
mit  verschiedenen C2-kettigen Bromderivaten (2-Bromethanol, tert-butyl 2-

bromethylcarbamat* 15 und Bromacetaldehyddiethylacetal).
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K,COg3, MeCN, A
yz

+ Br/\/OH 7

NaH, DMF, RT oder A

NZ | v

7

NI + g~ >~ NHBoc THF, Cs;CO3, A
H 12 7
MeO 4

5 N NaOH, DCM, TBAB
OEt V4

OEt 4 N KOH, THF

Br

NaNH,, Benzol, A
~

Abb. 2-6: fehlgeschlagene Substitutionsreaktionen

Somit wurden letztendlich die langeren Derivate 13 und 14 analog zur Synthesestrategie
der kirzerkettigen Derivate dargestellt.

N/
N7 i |

wesh wep .

/N\/\Q I /\/\'\O |

13 e}
Abb. 2-7: Verbindungen 13 und 14

Iz

N
H 14 O

Beim Austausch des Piperazins durch (S)-3-Aminopyrrolidin erweiterte sich der
Syntheseweg, da dieses Edukt erst in das entsprechende Boc-geschitzte, um eine
Ethylkette verlangerte Bromintermediat 17 Uberfihrt werden musste: Anfangsschritt ist
die selektive Boc-Schiitzung am sekunddren Amin 16, gefolgt von der Umsetzung mit
Bromacetylbromid zum Bromacetamidopyrrolidin-Derivat 17. Dieses Intermediat kann
wie oben schon beschrieben mit 2-(4-Methoxy)benzylaminopyridin in einer
Substitutionsreaktion umgesetzt werden (18). Bevor die Boc-Schutzgruppe entfernt wird
und die Indol-2-carbonséure angekoppelt wird, muss die Amidfunktion noch mit Boran**

reduziert werden (19).
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O
0 Br
Br
HNQ’NHZ 1. NayCO3, MeOH O " \)kBr O S/
“INH
HCI 2. Boc,0 BocN 2 5D°/Co:\g/;|e Na,CO;-Lésung, BocN
16 17

OMe
2-(4-Methoxy)benzylaminopyridin (©/ THF-BH;

/ \ ESS ocC 5.,/
Na I, DM BocN o )\\/ \ N \ Y
H N

18 19

Abb. 2-8: Syntheseweg Verbindung 20

2.1.1.2 Synthesestrategie fur den Liganden mit Verbriickung am aromatischen Teil
des H4R-Pharmacophors (32)

Nach retrosynthetischer Analyse wird schnell klar, dass zwei Bausteine synthetisiert
werden mussen: ein (5-Aminoindol)(piperazin)methanon-Derivat (29) und eine
Mepyramin-Struktur mit Carbonylspacer (31), damit diese zwei Einheiten im letzten
Schritt durch eine reduktive Aminierung das gewtnschte Molekil (32) ergeben (Abb. 2-
9).

N N
H,N (N:) /@AN/\/N\)\ o
\©\/\>—§ MeO 2N g

+ Na(OAc);BH, NH
N | A
N 0] X 1,2-Dichlorethan | \/g\
N
H
MeO NZ |
N 32

Abb. 2-9: Bausteine fur 32

Ausgangspunkt der Synthese fir das 5-Aminoindolderivat ist das Indolin-Molekiil.
Nachdem es mit der Phenylsulfonyl-Schutzgruppe versehen wurde (21), kann die
Nitrogruppe durch Behandlung mit konz. HNO; eingefiihrt werden (22). Dann wird das
Indolin-Grundgertst mit MnO, zum Indol oxidiert (23), gefolgt von der Reduktion der
Nitrogruppe mit SnCl, - 2H,0* (24). Die Nitrogruppe kann auch mit Ammoniumformiat
und Pd/C als Katalysator reduziert werden. Es stellte sich aber heraus, dass die
Reaktion mit SnCl, viel schneller ablauft, anstatt in 24 h war die Reaktion schon nach 2 h
beendet. Die Aminogruppe wird nun Boc-geschutzt (25), daraufhin kann bei -78 °C mit
zwei Aquivalenten t-BuLi die Carboxylgruppe in Position 2 mit Trockeneis eingefiihrt
werden (26)*°. Kopplung mit Methylpiperazin und DEPBT ergibt Intermediat 27. Nun
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missen nur noch die beiden Schutzgruppen entfernt werden. Da 27 relativ schwerldslich
ist, ist darauf zu achten, dass erst mit DCM/TFA die Boc-Gruppe und dann unter

basischen Bedingungen®*’ die Phenylsulfonylgruppe (29*%) entfernt wird.

O,N
©j§ PhSO,CI HNO; 2 MnO, m
CH3NO, N DCM

EtzN, DCM \

H,N BocHN . BocHN OH
sncl, 2 m Boc,0 m t-BuLi, CO, \©\/\>_<\
EtOH N THF N THF N ©

o3 SOPh 24 SO,Ph o5 SOPh

/
N N
Methylpiperazin Q 1. TFA. DCM (
BocHN N i ' HoN 4)
BOP, Et;N, THF m 2. K,CO3, MeOH 2 WN
N (6]

\ N
SO,Ph H

26
Abb. 2-10: Synthese von 29

Bevor dieser Syntheseweg beschritten wurde, wurde ein alternativer Weg getestet, der
um einiges klrzer erschien, aber nicht zum Erfolg fuhrte. Die Idee war, das Amino-
substituierte Benzimidazol-Analogon darzustellen, indem die oben schon beschriebene
Kondensationsreaktion®” aus 4-Nitro-1,2-phenylenediamin und Glykolsaure benutzt wird.
Aber da die entstehenden Nitrozwischenprodukte, das alkoholische wie auch das zur
Séaure oxidierte, in gangigen Losungsmitteln nicht mehr in Lésung zu bringen sind,
konnte dieser Weg nicht weiter beschritten werden.

O,N NH H
2 \E:[ 2 Glykolsaure OzN\C[N
/>

NH, N T—_ 0,

Abb. 2-11: Schwerldsliche Nitroverbindungen

Der zweite Baustein, mit dem dann die reduktive Aminierung49 durchzufiihren ist, geht
vom demethylierten Mepyramin 10 aus. Hierfir wurde 1-Brompropan-2-on (30)>°

dargestellt, das in einer Substitutionsreaktion mit 10 umgesetzt wurde.

NG O
| )3{0\/Br /@/\N/\/N\)J\
MeO ~ "N

/@/\ N NS
MeO H K,CO3, Aceton |

10 _NH X 31
Abb. 2-12: Synthese von 31
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Es wurde auch versucht, den entsprechenden Aldehyd darzustellen, indem zunéchst 10
mit Bromacetaldehyddiethylacetal umgesetzt wurde. Probleme machte dann aber die
Hydrolyse des Acetals 33 unter sauren

Bedingungen®: unter Rithren in 0,7 M HCl in (\N/\(OEt
THF bei Raumtemperatur entstand der /©AN/\/N\) OEt

korrespondierende Aldehyd auch nach Tagen peo Z>N

. : . . I 33
nur in Spuren. Bei forcierten Bedingungen A
zeigte sich die Instabilitat des Molekils: nach Erhitzen oder héherer Saurekonzentration
konnte weder das Edukt noch das gewlnschte Produkt isoliert werden. Deshalb wurde

dann auf die Ketoverbindung 31 umgestiegen.

2.1.2 Molekiile, abgeleitet von Astemizol

F Eine weitere Ligandenreihe ist angelehnt an

Meo Astemizol. Denkt man sich den Teil mit Ethyl-(4-
\Q\/\ methoxy)benzol-Teilstruktur weg (hier in blau),
D\ N.Q erinnert das verbleibende Geriist im weitesten

N/Q\N Sinne an die JNJ7777-Verbindung, mit dem

Astemizol H Unterschied, dass die Amidbindung zum

basischen Molekulteil durch eine Aminstruktur ersetzt ist und noch eine zuséatzliche,

flexible aromatische Einheit in Form des 4-Fluorbenzylsubstituenten vorhanden ist.

In Abb. 2-13 ist die von Janssens et al.>! beschriebene Synthese dargestellt: im 1. Schritt
wird das Isothiocyanat 34 gebildet. Dieses wird mit Phenylendiamin zum
Thioharnstoffderivat 35 umgesetzt. Durch Einsatz von Quecksilberoxid entschwefelt man
dieses Molekil und erhélt die Benzimidazolzwischenstufe 36. Diese wurde einmal sofort
von der Ethylcarboxylat-Schutzgruppe durch Refluxieren in konz. HBr befreit (37), um
ohne zusatzlichen aromatischen Substituenten in den Bindungsassays getestet zu
werden. Des weiteren wurden aber auch verschiedene aromatische Substituenten am
Stickstoff des Benzimidazols eingefuhrt:  4-Fluorbenzyl-, 2-Fluorbenzyl-, (4-

Trifluormethyl)benzyl-, Phenethyl- und 4-Fluorphenethyl-Substituenten.
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NH,
o (X
I 1. NaOH, H,0, 0 °C NH,
L o

2. Ethyl chloroformiat, 60 °C

NH, OEt a4 EtOH

0]
entsprechendes
Nyt HgO, S EtO/lLN Bromid oder Chlorid
OYN S EtOH Q\ EEQ
t A °
! NS DMF, N8.2C03, 80 °C
OEt 35 36 N™ N
Rl Rl
2 2 n=1,2
/li) R konz. HBr R
Et0” Ny n[ HN n|
A A
NS NS
H N H N
38, 40, 42, 44, 47 39, 41, 43, 45, 48

Abb. 2-13: Synthesestrategie nach Janssens et al.”*

Am 4-Fluorethyl-substituierten Astemizol-Derivat 45 wurde am Piperidin-Ring mit Hilfe
von Methyliodid eine Methylgruppe eingefiihrt (46).
F F

N
H
45
Abb. 2-14: Methylierung von 45

HN Mel, K2003 \N \
N H
4

6

Auch die beiden Isomere des chlorsubstituierten 1-(4-Fluorphenethyl)-N-(piperidin-4-yl)-
1H-benzo[d]imidazol-2-amin 53 und 54 wurden synthetisiert. Daftr wurde wieder die
Astemizol-Synthese von Janssens verfolgt (Abb. 2-15). Anstatt Phenylendiamin wird die
Isothiocyanat-Zwischenstufe mit Chlorphenylendiamin zu den Thioharnstoffen 49
umgesetzt. Die beiden Isomere wurden nach diesem Schritt noch nicht getrennt,
sondern als Gemisch analysiert und dem Desulfurierungsschritt unterworfen. Durch das
tautomere Wasserstoff-Atom am Benzimidazol sind in diesem Zwischenprodukt 50 keine
Isomere mehr zu unterscheiden.
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Cl

34 OEt 49 OE

Abb. 2-15: Synthese von 50

Erst durch die Einfihrung des 4-Fluorphenethyl-Substitutenten treten wieder zwel
Isomere (51, 52) auf, die durch Saulenchromatographie getrennt werden kénnen. Durch
zweidimensionale NMR-Sprektroskopie gelang die Strukturaufklarung der beiden
Isomere. Dafiir wurden zuerst die aromatischen Wasserstoffatome mittels COSY-
Spektren zugeordnet. Wichtig dabei ist, das isolierte, hier rot eingezeichnete
Wasserstoffatom zu identifizieren. Im 'H-NMR zeigt dieser Wasserstoff eine
Kopplungskonstante von 2,0 Hz, was ein charakteristischer Wert fir die meta-

Kopplungskonstante ist.

F F
NOE NOE
0 ~. 0 ~

EtO/Z(N L/ EtO/Z(N S

N

L 3 D L r

H H
51 52

Abb. 2-16: Strukturen von 51 und 52

Mit Hilfe der NOESY-Spektren (Abb. 2-17 und 2-18) I6st sich die Struktur dann auf: Man
beobachtet namlich eine direkte Kopplung zwischen der Ethylbricke zum
Wasserstoffatom in Position 4.
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6 4+1
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Abb. 2-17: Gespreiztes NOESY-Spektrum von 51
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T7.20 710 T.00 6.90 6.80 6.70 6.60 6.50 6.40

Abb. 2-18: Gespreiztes NOESY-Spektrum von 52
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Angelehnt an die Astemizol-Struktur wurde auch ein JNJ7777-Derivat mit einem 4-
Fluorobenzylsubstituenten am Indol-Stickstoff synthetisiert: durch Kopplung von Methyl-
piperazin an Indol-2-carbonséure erhalt man Intermediat 55, das mit 4-Fluorobenzyl-

chlorid in DMF und NaH umgesetzt wird>?.

/
N 4-F-Benzylchlorid N
DR )
@] NaH, DMF, A %N
/
@]

55 56
Abb. 2-19: Synthese von 56

Es wurden noch drei Liganden synthetisiert, die das Astemizol-Motiv mit der JINJ7777-
Substruktur in einem Molekul verknipfen: in Verbindung 57 wurde die 5-Chlorindol-2-
carbonséaure mit Hilfe des Kopplungsreagenzes DEPBT an das Piperidin des Astemizol-

Derivats gekoppelt.

-n

o~ 1 (D

Auch zwei langere Derivate mit Piperazinethylspacer wurden dargestellt, wie in Abb. 2-
20 zu sehen ist. Ausgangspunkt ist das Boc-geschiitzte Piperazinethyliodid 2, das in
einer Substitutionsreaktion an zwei Astemizol-Derivaten 39 und 45 umgesetzt wird.
Zuerst wurde diese Reaktion unter Refluxieren in Aceton und K,COj3; durchgefiihrt, was
meist zu einem unerwinschten, unbekannten Produkt fihrte, das zwei t-Butylgruppen im
NMR zeigte. Die massenspektrometrische Untersuchung dieser Substanz fiihrte auch
nicht zur Klarung, welche Substanz nun eigentlich entstanden war. Fur die Umsetzung
von 45 mit 2 wurden dann andere Reaktionsbedingungen gewahlt. Verwendet man DMF
als Losungsmittel und NaH zum Deprotonieren bei Raumtemperatur, entsteht die
unbekannte Verbindung nicht. Die Entschitzung und Kopplung mit Indol-2-carbonsaure

von 58 und 60 erfolgt wie schon oben in Kap 2.1.2 beschrieben.
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|
BocN

N

S
R
N HN <
[ j . Q\ /EQ NaH \/\Q ( 1. DCM/TFA 10:3
~ > N
N N N DMF ‘Q
Boc H ”/Q\N

2. DEPBT, THF
2 39,45 58, 60
F
o) F 0
N A N
N
e e
N\/\Q \/\Q N‘Q
N
59 N/Q\‘Q 61 N/Q\N
H N H
Abb. 2-20: Synthese von 59 und 61
2.1.4 Aminopyrimidine
H, Eine weitere bekannte Leitstruktur mit H4R-antago-
N XN cl  nistischem Potential sind substituierte 2-Aminopyrimidine.
(\NMN Die Gruppe um Stark®® synthetisierte eine Reihe von
_N H Liganden aus dieser Substanzklasse. Ein Beispiel ist links
hH,4R K; = 20 nM abgebildet, man findet wieder die basische Untereinheit in

Form des Piperazin-Substituenten und einen aromatischen Substituenten.

Dieser aromatische Substituent sollte im Rahmen dieser Arbeit nun eine von Mepyramin

abgeleitete Struktur sein, wie im folgenden dargestellt:
NH

N
W PNESSNPN

oy Ns OMe N N
(\NJ\/'k /\/Nv©/ - ~ \L

N N
N |
N™ OMe

Abb. 2-21: Gewiinschte Zielstrukturen

N

N

Diese zwei Verbindungen konnten nicht in reiner Form und grof3erer Menge dargestellt
werden. Ausgangspunkt der Synthese ist 2-Amino-4,6-dichloropyrimidin bzw. 2-Amino-4-
chloro-6-methylpyrimidin. Die erste nucleophile aromatische Substitution mit einem Amin
verlauft nahezu quantitativ. Die Reaktion kann entweder konventionell durch Refluxieren

in EtOH in ca. 12 h durchgefiihrt werden oder in 1 h als Mikrowellenreaktion®. Das
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Problem ist der zweite Substitutionsschritt. Nun ist der Aromat schon so elektronenreich
durch den ersten Aminsubstituenten, dass die zweite Substitution nur noch zu ca. 5 %
ablauft. Auch langere und harschere Reaktionsbedingungen konnten die Ausbeute nicht
erhéhen. Nach séulenchromatographischer Reinigung stellte sich heraus, dass das
isolierte Produkt nicht stabil ist. Nach einem Tag konnten mittels DC-Kontrolle schon

wieder mehrere Zersetzungsprodukte festgestellt werden.
So blieben als Endverbindungen nur die einfach substituierten 2-Aminopyrimidine tbrig:

NH NH
2 2 EtsN, EtOH, A, 24 h

N™ SN oder N™ >N + Amin

C|M\c| ClM oder

DIPEA, Isopropanol, MW, 60 min

NH, NH, NH,

)§N 4 N)*N
SA U A

N” N/ N
= 64
=
cl N
N NS
N=—
65
W
O—

Abb. 2-22: Synthese der Aminopyrimidine

2.1.5 INJ7777120-Derivate mit Aminosaureverlangerung

Dieses Unterkapitel stellt die Ruckkehr zur urspriinglichsten Idee fur diese Arbeit dar und
es ist gleichzeitig die Bricke zum Kapitel 2.2, wo es um H;R-Agonisten gehen wird. In
meiner Diplomarbeit befasste ich mich noch ausschlief3lich mit der Synthese von H;R-
Agonisten. Und damals bestand schon das Interesse, H;R-agonistische Strukturen
(Histamin, Histaprodifen) mit einer oder zwei Aminosauren zu koppeln. Im Hinblick auf
die vielen Wechselwirkungsmdglichkeiten mit dem Rezeptorprotein schienen solche
peptidischen Substrukturen interessant, sowohl fir pharmakologische wie auch fir
Molecular Modelling Studien. Als das Thema dieser Arbeit auf H;R-/H4;R-Antagonisten
erweitert wurde, wurden auch vier Vertreter von Liganden synthetisiert, die die INJ7777-

Grundstruktur um 1 - 2 Aminosauren erweitern. Verwendet wurden L-Serin, L-
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Phenylalanin und L-Histidin, die Uber einen Ethylspacer an das Piperazin des H4R-
Pharmakophors gehangt wurden.
HO Ph

N N
/\/H\(\NHZ /\/H\X(.\NH2

N o) N o]
0] 69 (@) 73

@ 76 O 78
Abb 2-23: JNJ7777-Derivate mit Aminosaureverlangerung

Das schwierigste an der Synthese war, den Baustein 1-(2-Aminoethyl)piperazin selektiv

an einer Aminogruppe zu schiitzen.

(\N/\/NHz Boc,O (\N/\/NHz

HN\) BocNJ 66

Standardverfahren aus der Literatur, um zwischen primaren und sekundaren Aminen in
einem Molekil zu unterscheiden, verwenden Reagenzien wie Ethyltrifluoracetat,
Tritylchlorid oder Benzaldehyd, die mit dem primdren Amin reagieren. Die
Literaturrecherche férderte aber auch eine elegantere Méglichkeit zu Tage. Laduron et
al.>* verwendeten Methylisobutylketon (MIBK) als Lésungsmittel und synthetisierten so
erfolgreich tert-Butyl-4-(2-aminoethyl)piperazin-1-carboxylat. Basierend auf dieser
Synthesevorschrift wurde 1-(2-Aminoethyl)piperazin erst 2 h in MIBK und Natriumsulfat
als Trocknungsmittel refluxiert. Nun sollte die Iminbildung abgeschlossen sein. Nach
dem Abkihlen wurde Boc-Anhydrid zugegeben. Nach Isolierung des geschitzten
Iminderivats sollte die Iminbindung durch Wasserzugabe und erhitzen auf 50 °C
hydrolysiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit gelang es jedoch nicht, das gewiinschte
Produkt zu isolieren. Auch der Versuch, anstatt der Boc-Anhydridlésung gleich eine

L6sung an aktivierter Indol-2-carbonsaure zuzugeben, scheiterte.
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1. Boc,O

NSoNH2 o MIBK A HNTTY p N NH2
H,\Q K/N\/\N/J\)\ 27H,0, A BOC,\Q

1 Indol-2-carbonséaure, BOP, Et;N
2 H,0, A

% FONNNH,
H
|45

Abb. 2-24: Fehlgeschlagene Umsetzung von 1-(2-Aminoethyl)piperazin nach Laduron et al.

Eine andere Synthesevorschrift™ fiihrte aber dann zum Erfolg: In der Originalvorschrift
ging es um die Einfachschiitzung eines Diaminopyridin-Derivats. Man gibt nur 0,9
Aquivalente Boc-Anhydrid zur Reaktionslosung und trennt dann beim Aufarbeiten durch
saures Ausschitteln vom doppelt geschitzten Produkt. Die Ausbeute ist mit 35 % zwar
nicht sehr hoch, dafir ist die Reaktion einfach durchzufiihren und das Produkt fallt sehr
sauber an. Bemerkenswert ist auch der Umstand, dass die Einfachschiitzung selektiv
am sekundaren Amin stattfindet. Dieses wurde duch NMR-Experimente und

Literaturvergleich®® bewiesen.

Nachdem dieser etwas knifflige Reaktionsschritt etabliert war, stellte die restliche
Synthese kein grofR3es Problem mehr dar. Es missen nur noch Amidbindungen geknipft
werden und die beiden orthogonalen Schutzgruppen entfernt werden. Die Aminos&auren
wurden mit der Cbz-Schutzgruppe angekoppelt, welche im letzten Schritt durch

Hydrierung entfernt wurde.

2.2 H;-Rezeptor-Agonisten

Der andere Teil meiner Arbeit befasst sich mit H;-Rezeptor-Agonisten. Fir diese
Substanzklasse ist zwar keine therapeutische Anwendung zu erkennen, aber trotzdem
sind solche Liganden wichtig, um die Mechanismen wund Kriterien der
Rezeptoraktivierung auf molekularer Ebene besser zu verstehen. Und jeder potente
Ligand kann helfen, Molecular Modelling Studien mit den Messergebnissen aus dem
pharmakologischen Teil zu vergleichen und somit das computergesttitzte Design neuer
Liganden zu verbessern. Aufbauend auf die Arbeiten von Elz et al.?®, Menghin et al.?*,
Kunze® und Striegl®®, die Ligandenreihen basierend auf dem Grundkérper des
Histaprodifens synthetisierten, sollten auch in dieser Arbeit Histaprodifen-Derivate

synthetisiert werden.
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N NH, Aber im Unterschied zu den friiheren Arbeiten sollten

O /T\/ nicht Phenylhistamine an das Histaprodifen gekoppelt
N werden, sondern peptidische Strukturen angebaut

O Histaprodifen werden. Vorarbeiten dazu wurden schon in meiner

Diplomarbeit®® durchgefiihrt (Abb. 2-25), bei der das
Histaprodifen durch Histamin ersetzt wurde und verschieden lange Spacer an das N*
des Histamins gehangt wurden, die von drei verschiedenen Amidbindungen
abgeschlossen wurde (Dimethylamid, Benzylamid und Acetamid). Diese Liganden
sollten erste Ruckschlusse liefern, in welcher Art und in welcher Entfernung vom

Histaprodifen Aminosduren gekoppelt werden sollen.

Ho @ Ho Q H H
N
N NM%J\NMGZ N M%kN/\Ph N N\IvrmN\[(
7\ ¢\ H 7\
N m=1-5 N m=1-5 N m=2-6 ©
H H H

Abb. 2-25: Verbindungen aus der Diplomarbeit

Nach der Testung der Verbindungen aus der Diplomarbeit am Meerschweinchenileum
stellte sich heraus, dass die Liganden durchwegs einen recht schwachen Agonismus am

gpH:R ausilben. Die pECso-Werte bewegen sich zwischen 4,3 und 5,3.

Ein positiver Ausreil3er mit einem pECg-Wert

N HMHJ@ von 5,9 stellte ein Vertreter aus der Benzylamid-
<N\ WAE13 ) substituierten Reihe dar (WAE13). Deshalb
H wurde zu Beginn dieser Doktorarbeit versucht,
noch einige Verbindungen dieser Art zu synthetisieren. Die Spacerlange von vier
Kohlenstoffatomen sollte erhalten bleiben und verschiedene aromatische Substiuenten

am Amidende eingeflihrt werden.
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2.2.1 Modifizierte Histamin-Liganden

Der Syntheseweg zu diesen Derivaten wurde in der Diplomarbeit schon etabliert und soll
hier nur noch kurz skizziert werden. Der erste Schritt ist die nucleophile Offnung des &-
Valerolactons durch ein Amin (Naphthylamin, substiuierte Benzylamine und Aniline)®.
Der so entstandene Alkohol wird mittels Swern-Oxidation®! in den korrespondierenden
Aldehyd dberfihrt. Der Aldehyd wird in einer reduktiven Aminierung mit Histamin zum

Endprodukt umgesetzt.
o]

0 0 0 o
O _Amin M 'R _Oxalylchlorid w R Histamin
HO N H H

N DMSO, Et;N NaCNBH;, MeOH

F
H H
H H
</N]/\/N\/\/\[(N N NMN /[ ]
N 0] F «]/\/ o)
H 81 N 87
H H
N Nv\/\mN
¢ NG
N 84
H
H H H H
N N N ‘ N N N F
N O N
H 90 H 93

Abb. 2-26: Synteseschema fiir die WAE13-analogen Substanzen

2.1.2 Histaprodifen-Derivate
2.1.2.1 Histaprodifen-Synthese

Nun sollten Histaprodifen-Derivate synthetisiert werden, die am N* einen zwei bis drei C-
Einheiten langen Spacer tragen, an dem dann ein bis zwei Aminosauren angehéngt

werden.

O n=1-2

Fur den Histaprodifen-Teil des Molekiils wurde bis auf geringfiigige Anderungen
(Synthese von 98)% die von Striegl® und Kunze®" entwickelte Synthesestrategie

verwendet.
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Abb. 2-27: Synthese von Histaprodifen 103

Der problematischste Schritt ist die Umsetzung von 3,3-Diphenylpropyliodid 94 mit dem
geschutzten Imidazol 98, welche im besten Falle mit einer Ausbeute von 22 % verlauft.
Auch macht es keinen Unterschied, ob man die Diethylaminomethyl-Schutzgruppe oder

die Dimethylaminomethyl-Schutzgruppe am Imidazol verwendet.

Versuche, die Synthese ein wenig abzukirzen, indem man geschitztes Histamin fir die
Reaktion einsetzt, scheiterten.

0
N 1. nBuLi O 0
o0 Y
R /Jﬂ 2. ‘Qii» H;;ﬂ//\\V/ ©

‘N R = Et oder Me 'PN)\/”\

R 105 106

Abb. 2-28: Fehlgeschlagene Lithiierung an 105 und 106
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2.1.2.2 Synthese der beiden Endverbindungen 113 und 117

Nach vielen Fehlschlagen in der Synthese der geplanten Zielmolekile, auf die im letzten
Unterkapitel noch kurz eingegangen werden soll, wurde der Aminosaure-Teil Gber eine

Amidbindung an das Histaprodifen-Molekil gekoppelt.

Ph\
N " N i NH,
N
e Ol T
N (e (6] N HO
< <
113

117

Abb. 2-29: Strukturen von 113 und 117

Dafir wurde im Fall von 113 die Verlangerungseinheit, das p-Alanin-L-Phenylalanin-
Dipeptid synthetisiert, das dann an das geschiitzte Histaprodifen gekoppelt wurde.

AbschlieRender Schritt ist die Entfernung der beiden Schutzgruppen.

PR
H o =
HO NH, Thionylchlorid 0 NH, 1. Boc-L-Phe,BOP 1 N~ L J<
N~ 0
TO(\/ MeOH E(\/Hm 2. LiOH E/\/ To]/\H
107 109

Ph

QA Ay G
/ \ N N\H/\/NY\NJJ\OJ< HCI, A
O;/“ 109, BOP /TV I I N 13
29 N
/
O "y

e
/

110

Abb. 2-30: Synthese von 113

Mit dem hydrophileren L-Serin gestaltete sich die Synthese des Dipeptids schwieriger,
so dass hier erst Glycin an das Histaprodifen gekoppelt wurde und anschlieRend das L-
Serin. Bei Einsatz des geschitzten Histaprodifens 110 fiihren die relativ harschen
Bedingungen zur Entfernung der Dimethylsulfamoyl-Schutzgruppe auch zu einem
kleinen Teil dazu, dass die Amidbindungen am Ende wieder hydrolysiert werden, was
die Reinigung dieses Gemisches sehr mihsam macht. Deshalb wurde zun&chst
getestet, ob die Bedingungen zur Boc-Schutzgruppenabspaltung, TFA in DCM bei
Raumtemperatur, auch schon ausreichen, um die Dimethylsulfamoylschutzgruppe zu

spalten. Das ist jedoch nicht der Fall.
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2.1.2.3 Alternative Synthesestrategien und Fehlschlage

Es wurde natirlich auch versucht, Zielmoleklle darzustellen, bei denen das N* des
Histaprodifens als Amin erhalten bleibt. Das Mittel der Wahl, um dies zu erreichen, ist die
reduktive Aminierung®. So wurde zu Beginn versucht, den vom Histaprodifen
abgeleiteten Aldehyd 118 mit entsprechenden Amin-Bauteilen (119%, 122, 124) reduktiv
zu aminieren. Die Reaktion verlauft jedoch so unsauber und mit derart schlechten
Ausbeuten, dass dieser Weg aufgegeben wurde. Denn selbst wenn der kleine,
entstandene Teil an Produkt isoliert werden konnte in der Unzahl an Nebenprodukten,
war es nicht mdglich, die Synthese durch Abspaltung der Schutzgruppen zu Ende zu
fuhren, weil die Mengen einfach zu gering waren, um noch erfolgreich damit arbeiten zu

kdnnen. Hinzuzuflgen ist, dass an Edukten mindestens 1 mmol eingesetzt wurde.

H,N
* 28">NHBoc
119
N © +  H,N \H/\H 0" >ph
0

0.S.
o

T
+ HNT O N~ 0" Ph
e

124
Abb. 2-31: Reduktive Aminierung mit 118

Deshalb wurde die Strategie umgestellt: Histaprodifen (103) sollte nun an entsprechende
Aldehyd-Einheiten (126, 130, 132) gekoppelt werden. Dadurch wurde auch vermieden,
den instabilen, nicht-lagerungsfahigen Histaprodifen-Aldehyd (118) darzustellen, der

auch nur in schlechten Ausbeuten zuganglich war.
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Abb. 2-32: Reduktive Aminierung mit 103

Es stellte sich aber heraus, dass das gebildete Imin so stabil ist, dass es mit den
gangigen Reduktionsmitteln wie Natriumcyanoborhydrid oder Natriumtriacetoxyborhydrid
nicht zum Amin reduziert werden konnte. Stirkere Reduktionsmittel wie
Natriumborhydrid konnten nicht angewendet werden, da ansonsten die Amidbindungen
auch reduziert worden waren.
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3. Pharmakologischer Teil

In diesem Kapitel folgen nun die Besprechung der angewandten pharmakologischen

Testsysteme und die Ergebnisse aus diesen Assays.
3.1 Pharmakologische Parameter
3.1.1 Pharmakologische Gleichungen®

Zur Charakterisierung der Antagonisten in den funktionellen Assays dient die
Schild-Gleichung: logKy = log [B] - log(r-1)
bzw. pA, = -log [B] + log(r-1)

Kp: Antagonist-Rezeptor Dissoziationskonstante

[B]: Molare Konzentration des Antagonisten

r: ,concentration ratio”; antilog(ApECs)

ApPECsy: Differenz aus den pECs-Werten des Agonisten in An- und Abwesenheit des
Antagonisten

ECso: Molare Konzentration eines Agonisten, die 50% des Maximaleffekts ausldst

Ay Molare Konzentration des Antagonisten, die eine zweifache Rechtsverschiebung

der Konzentration-Wirkungskurve des Agonisten herbeifiihrt; gute Abschéatzung

des Ky,-Wertes bei Nichtkenntnis des Hemmmechanismus

Die Schild-Gleichung gilt nur, wenn es sich um einen rein kompetitiven und reversiblen
Antagonismus handelt. Experimentell bestimmbar ist dies durch Vermessen des
Antagonisten Uber einen weiten Konzentrationsbereich. Ergibt die Steigung des Schild-
Plots 1 und erreicht der eingesetzte Agonist immer wieder den maximal mdglichen

Effekt, handelt es sich um einen rein kompetitiven, reversiblen Antagonisten.

Ist die Steigung des Schild-Plots ungleich 1 und/oder ist eine Depression der
Konzentrations-Wirkungskurve des Agonisten zu beobachten, wird die Dissoziations-
konstante des Antagonist-Rezeptor-Komplexes durch den pA,-Wert beschrieben.
Dadurch wird ersichtlich, dass die Dissoziationskonstante angegeben wird, ohne eine
Aussage Uber den Mechanismus der Inhibition des Antagonisten zu machen. In den
folgenden Kapiteln sind teilweise zwei pA,-Werte angegeben. Ist die Steigung nicht
signifikant von 1 verschieden, wird sie gleich 1 gesetzt. Fir die Falle, bei denen die

Steigung signifikant von 1 verschieden ist, ermittelt durch den t-Test, findet man in der
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Tabelle zwei pA,-Werte, ersterer errechnet mit der Steigung 1, der zweite Wert ist mit

der tatsachlich vorgefundenen Steigung errechnet (pAy).

Die Auswertung der Radioligand-Kompetitons-Bindungsassays erfolgt Gber die

Cheng-Prusoff-Gleichung: °°

Ki = |C50/([A]/KD + 1)

Ki: Gleichgewichts-Dissoziations-Konstante eines Liganden an Membranfragmenten in
Konkurrenz mit einem Radioliganden (genahert)

Kp: Gleichgewichts-Dissoziations-Konstante eines Liganden, hier Radioligand

ICs0:  Molare Konzentration eines Antagonisten, der den Effekt des Agonisten um 50%
reduziert

[A]: Molare Konzentration des Agonisten

Diese Gleichung, wiederum abgeleitet vom Massenwirkungsgesetz, ergibt eine
Abschatzung flir die Dissoziationskonstante des Antagonisten unter folgenden
Annahmen: Agonist wie Antagonist verhalten sich beide in  einer reversiblen,
kompetitiven Weise an der gleichen Bindungsstelle. Des weiteren wird eine
Gleichgewichtsreaktion vorausgesetzt und die Konzentrationen an freiem Agonist wie
freiem Antagonist sind bekannt und konstant wahrend des Experiments. Der Kp-Wert
des Radioliganden muss ebenfalls bekannt sein (Kp = 4,49 + 0,35 nM fiir [°H]Mepyramin
am hH;R%, Kp = 10,8 + 5,4 nM fiir [°*H]Histamin am hH4R®").

3.1.2 Molekulare Mechanismen der Hemmung durch Antagonisten® %

Die Bestimmung des Hemmmechanismus eines Antagonisten ist eine durchaus nicht
triviale Aufgabe. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dies auch nicht ermittelt, die

verschiedenen Mdéglichkeiten sollen hier aber kurz diskutiert werden.

Die beiden fundamentalsten Unterscheidungen gehen auf Sir John Gaddum aus dem
Jahre 1957 zuriick, der Antagonisten in kompetitive bzw. reversible (surmountable) und
nichtkompetitive bzw. irreversible (insurmountable) unterteilte. Streng genommen
konnen die Begriffe kompetitiv/nichtkompetitiv nur flir Antagonisten verwendet werden,
die im Experiment gleichzeitig mit dem Agonisten inkubiert wurden. Im klassischen
Organbadexperiment wird der Antagonist jedoch prainkubiert, also wird hier von
reversiblem bzw. irreversiblem Antagonismus gesprochen. Ersterer fihrt zu einer
Rechtsverschiebung der Agonistenkurve in Anwesenheit des Antagonisten, wobei der

maximale Effekt stets wieder erreicht wird. Schild lieferte dazu die Standardmethode zur



Pharmakologischer Teil

Bestimmung der Potenz eines reversiblen Antagonisten (Kap. 3.1.1). Wird nun der
maximale Effekt in Anwesenheit des Antagonisten nicht mehr erreicht, spricht man von
irreversiblem Antagonismus und verschiedene Ursachen bzw. Hemmmechanismen
kébnnen dem zugrundeliegen. Zuerst ist die Frage zu klaren, ob es sich um einen
orthosterischen (Konkurrenz mit dem Agonisten um die gleiche Bindungsstelle) oder
einen allosterischen Antagonisten (Besetzung einer separaten Antagonisten-
Bindungsstelle, die einen Konformationswechsel des Rezeptors nach sich zieht, der

wiederum das Verhalten des Agonisten verandert) handelt.

Genauer sollen nun die mdoglichen Ablaufe des orthosterischen Antagonismus
besprochen werden. Extremfalle sind irreversible und pseudo-irreversible Antagonisten,
was bedeutet, dass sie, innerhalb eines vernlnftigen Zeitrahmens, durch
Agonistenzugabe Uberhaupt nicht mehr verdrangt werden kdnnen. In diesem Sinne
bedeutet irreversibel, dass eine kovalente Bindung zwischen Antagonist und
Rezeptorprotein geknlpft wurde und pseudo-irreversibel, dass der Antagonist durch
andere Wechselwirkungen oder extrem langsame Kinetik so stark an das
Rezeptorprotein gebunden ist, dass er nicht mehr verdrangbar ist.

Oft, wie auch mit den im Rahmen dieser Arbeit ermittelten, pharmakologischen Daten
ersichtlich wird, beobachtet man den Bereich zwischen den beiden Extremfallen des rein
reversiblen und rein irreversiblen Antagonismus. Beeinflusst wird dies durch zwei
Grolien: Rezeptorreserve und Zeit. Im Experiment ist es haufig nicht moglich, die Zeit bis
zur Aufnahme des agonistischen Effekts zu verlangern, obwohl dies noétig ware, da die
Reaquilibrierung zwischen Antagonist- und Agonist-Bindung im Rezeptor noch nicht
erreicht ist. Oft liegt das am langsamen Offset, d. h. der langsamen Kinetik der
Dissoziation des  Antagonisten. Man spricht dann auch von Halb-
Gleichgewichtsbedingungen. Ist dieses Zeitfenster zu eng, kommt es zur Depression der
Agonistenkurve in Anwesenheit des Antagonisten. Das Mal} der Depression hangt nun
wieder von der GroRe der Rezeptorreserve ab. Die Rezpetorreserve stellt ein Mald fir
die Zahl an Rezeptoren dar, die aktiviert werden missen, um den maximalen Effekt
auszulésen. Abhangig ist diese Zahl von der Rezeptorendichte, der Effizienz der
Kopplung des Rezeptors in diesem Gewebe und schliellich der intrinsischen Aktivitat
des Agonisten. Verfligt das Gewebe Uber eine grolte Rezeptorreserve, kommt es erst
bei héheren Antagonist-Konzentrationen zur Depression der Kurve. Wirde man das
gleiche Experiment an einem Gewebe ohne Rezeptorreserve durchfliihren, misste es

bei allen Antagonistenkonzentrationen zu einer Depression der Agonistenkurve fuhren.
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3.2 Durchfiuhrung der organpharmakologischen Untersuchung am
Meerschweinchen-lleum

Meerschweinchen beiderlei Geschlechts (250 — 500 g) werden durch einen Genick-
schlag getdtet und entblutet. Das lleum wird entnommen, gespult und in Segmente von
1,5 — 2 cm Lange geschnitten. Die Organstlicke werden in 20-mL-Organbader gehangt
(Vorlast: ca. 0,5 g), welche mit Tyrode-Lésung gefiillt sind. Die wassrige Tyrode-Lésung
setzt sich wie folgt zusammen [mM]: NaCl 137, KCI 2,7, CaCl;, 1,8, MgCl;, 1,0, NaH,PO,
0,4, NaHCO3; 11,9 und D-Glucose 5,0. Die Lésung wird mit 95 % O,-5 % CO, begast und
auf einer konstanten Temperatur von 37 °C gehalten. Nach einer Aquilibrierungszeit von
30 Minuten werden die Organe je dreimal mit Histamin (1 uM, dann 10 uM) vorstimuliert
und wieder ausgewaschen. Auferdem wird jeweils noch Atropin (0,05 uM) zugegeben,
um cholinerge M-Rezeptoren zu blockieren.

Nun werden die Konzentrations-Wirkungskurven aufgenommen. Nach der Aufnahme
einer Histamin-Standardkurve (0,01 uM bis 30 uM) folgt die Zugabe des Antagonisten,
der 15 Minuten inkubiert, falls nicht anders angegeben. Darauf folgt die Aufnahme einer

zweiten Histamin-Kurve. Hier ist das Beispiel mit Antagonist 5 zu sehen.

100+
- O Histamin
< A -lgc(5)=7
< 754 gc(5)=
[0 ® -lgc(5) =6
[ * -lgc(5) =5
E’ 50+
%
5 25+
e
(@]
X

O+ |

L)
9 8 7 6 5 -4 3 2
Ig ¢ (Histamin)

Abb. 3-1: Konzentrations-Wirkungskurven von Histamin in An-und Abwesenheit von Antagonist 5

Sollen agonistische Substanzen vermessen werden, folgt nach der Histamin-
Standardkurve die Zugabe des Agonisten in steigender Konzentration. Dieser wird nicht
ausgewaschen, sondern inkubiert 30 Minuten. Dann erfolgt die Aufnahme einer zweiten
Histaminkurve, um den pK,-Wert eines partiellen Agonisten zu bestimmen. Parallel wird
auch eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve des Agonisten in Anwesenheit von

Mepyramin (2 nM), das 15 Minuten inkubiert wurde, aufgenommen.?®
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3.3 Pharmakologische Charakterisierung an rekombinanten H;- und Hs-Rezeptoren
3.3.1 Das Sf9-Zellen/Baculovirus Expressionssystem’

Die Grundlage der pharmakologischen Charakterisierung an den humanen Hq- und H;-
Rezeptoren bildet das Sf9-Zellen/Baculovirus Expressionssystem. Die Insektenzelllinie,
abstammend von Spodoptera frugiperda, stellt aus mehreren Grinden ein sehr gutes
System dar, um pharmakologische Daten an G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR)

zu erhalten.

Im Gegensatz zu Saugetierzellen tritt in diesem System nicht das Problem auf, dass
verschiedene GPCRs exprimiert werden, die dann ungewollt mit dem zu untersuchenden
Rezeptor interagieren, z. B. durch Rezeptorheterodimerisierung. Auch exprimiert die Sfo-
Zelle endogen keine konstitutiv aktiven Rezeptoren, was zu einem geringeren Signal-
Rausch-Verhaltnis und somit zu viel hGherer Sensitivitat in funktionellen Assays flhrt.
Des weiteren kann an Sf9-Zellen auch G-Protein-Selektivitat untersucht werden, da
diese Zellen kaum G-Proteine endogen exprimieren. Ein Gog-Protein, wichtig flr den
GTPase Assay am hH;-Rezeptor, wird exprimiert. Dessen Kopplung an GPCRs ist
jedoch oft unzureichend, deshalb lasst man im Falle des H-Rezeptor noch zusatzlich
das RGS4-Protein coexprimieren. Dieses RGS-Protein (regulators of G protein signaling)
ist in der Lage, die Kopplung zwischen H-Rezeptor und G-Protein zu verbessern. Auch
ein Gos-ahnliches Protein wurde in der Sf9-Zelle entdeckt. Es zeigt jedoch keine
Kopplung zu den meisten GPCRs, weswegen fur den Hs-Rezeptor auch ein Ga;-Protein
und ein GB4y2 coexprimiert werden muss. Die Frage, warum die Kopplung mit dem
endogenen G-Protein z. B. bei einigen Serotonin- und Dopamin Rezeptoren funktioniert,
ist noch ungeklart.

Das Sf9-Zellsystem exprimiert die gewiinschten Proteine in viel hdherer Konzentration
als das mit Saugetierzellen mdglich ware, was wiederum zu starkeren Signalen im
Bindungsassay fihrt.

So umgeht man mit der Nutzung der Sf9-Zellen einige Schwierigkeiten bei der
Verwendung von Saugetierzellen, kann aber trotzdem auf vergleichbare Ergebnisse
zurtckgreifen, da die Pharmakologie der GPCRs in Sf9-Zellen mit denen in

Saugetierzellen sehr ahnlich ist.
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3.3.2 Durchfihrung der Membranpraparation

100 mL Sf9-Zellkultur (3 x 10° Zellen/mL) werden mit jeweils 1 mL der Baculovirus-
Lésung, die den gewinschten Vektor enthalt, infiziert. FUr die Expression des hH;-
Rezeptors werden zwei verschiedene, rekombinante Baculoviren verwendet, einen flr
die Expression des hH¢R und einen weiteren flr die Expression des RGS4-Proteins. Bei
der Herstellung der hH4-Rezeptor-enthaltenden Membran werden neben der
Infektionsldsung fir das Rezeptorprotein noch zwei weitere Baculovirenlésungen
verwendet: eine Virenlésung, die den Vektor flr das Gaj,-Protein tragt und eine weitere,
die den Vektor flr das Gpy2-Protein enthalt. Anschlielend werden die infizierten Zellen
48 Stunden bei 28 °C inkubiert. Die nun folgende Membranpraparation wird bei 4 °C
durchgefiihrt. 100 mL der infizierten Zellsuspension wird zentrifugiert (1000 rpm, 10 min),
mit 50 mL PBS-Puffer (100 mM NaCl, 80 mM Na,HPO,4, 20 mM NaH,PO,; pH = 7,4)
gewaschen und erneut zentrifugiert (1000 rpm, 10 min). Der Uberstand wird erneut
verworfen, die Zellen in 15 mL Lysis-Puffer aufgenommen (10 mM Tris/HCI, 1 mM
EDTA und Proteaseinhibitoren: 0,2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid, 10ug/mL
Benzamidin und 10 ug/mL Leupeptin; pH = 7,4) und 25 mal im Dounce-Homogenisator
homogenisiert. Daraufthin wird erneut zentrifugiert (500 rpm, 5 min) und das Pellet, das
aus Zellkernen und intakten Zellen besteht, verworfen. Der Uberstand wird nun 20
Minuten bei 18000 rpm zentrifugiert. Das Membranpellet wird in 20 mL Lysispuffer
resuspendiert und erneut zentrifugiert (18000 rpm, 20 min). Abschliefiender Schritt ist
die Resuspendierung des Membranpellets in 12,5 mL Binding-Puffer (12,5 mM MgCl,, 1
mM EDTA, 75 mM Tris/HCI; pH = 7,4). Das Homogenisat wird aliquotisiert zu 1 mL-
Portionen und bei -80 °C gelagert.”

Die Proteinkonzentration wird nach dem Einfrieren und Wiederauftauen nach Bradford

mit dem DC-Protein Assay von Bio Rad bestimmit.
3.3.3 Durchfuhrung des Bindungsassays

6 mL einer Membrancharge (ca. 1 - 2 mg/mL Proteingehalt) werden aufgetaut und stets
bei 4 °C behandelt. Nach dem Homogenisieren wird zentrifugiert (13000 rpm, 10 min)
und das Pellet in 1,5 mL (hH{R-Assay) bzw. 3 mL (hHs;R-Assay) Binding-Puffer
resuspendiert. In den Reaktionsgefalten wird zuerst Binding-Puffer vorgelegt. Nun wird
der Ligand in steigender Konzentration (1 nM bis 1 mM) als Dublett pipettiert, inklusive
zwei Lésungsmittel-Proben. Dabei wird das Lésungsmittel verwendet, in dem auch der
Ligand geldst wurde (20 - 50 % DMSO in H,0O). Darauf folgt die Zugabe einer konstanten
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Menge Radioligand in jedes Vial (5 nM [°H]-Mepyramin fiir den hH;-R-Assay, 10 nM [°H]-
Histamin fir den hH4R-Assay). AbschlieRend werden die Membran-Suspension
zupipettiert und die Proben 1,5 Stunden bei Raumtemperatur geschuttelt (250 rpm).
Gebundener Radioligand wird von freiem durch Absaugen am Brandel-Harvester durch
GF/C-Filter, die vorher mit 0,3 %iger Polyethyleniminlésung befeuchtet wurden, getrennt.
Nach dem Absaugen wird noch einmal mit eiskaltem Binding-Puffer (2 mL)
nachgewaschen. Die im  Filter gebundene Radioaktivitdt  wird  durch
Flussigszintillationsmessung bestimmt.”

Jeder Ligand wird in mindestens drei Assays mit jeweils verschiedenen
Membranchargen vermessen. In den Graphen ist fir beide Rezeptoren ein Beispiel flr

die resultierenden kompetitiven Bindungskurven zu sehen.

hH;R + RGS4
1004 X
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. 5 o 53
0 e 54
c 504
(]
©
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2 25+
(@]
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Abb. 3-2: Kompetitive Bindungskurven am hH;-und hH4-Rezeptor
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3.3.4 Prinzip und Durchfiihrung des [**S]GTPyS-Bindungsassays

Das folgende Schema, Abb. 3-3, entnommen von Schneider et al.”®

, zeigt den G-Protein-
Zyklus. Nach Bindung des Agonisten dissoziert GDP von der inaktiven Form der Ga-
Untereinheit ab und es bildet sich der ternare Komplex aus Agonist, Rezeptor und G-
Protein (2). Dies ist die Rezeptorkonformation mit der hdéchsten Affinitat zu einem
Agonisten. Durch Bindung von GTP oder anderen Guanin-Nucleotiden wird dieser
Komplex gestort (3). Daraufhin dissoziiert die aktive Form von Ga. (Ga-GTP) und die By-
Untereinheit ab, die nun beide mit weiteren Effektoren interagieren. Dann folgt die
Hydrolyse von GTP durch die GTPase-Aktivitat des Ga-Proteins (5), und es kehrt somit
in die inaktive Ga-GDP-Form zurtick. Nach Reassoziation mit GBy (6) kann ein neuer

Zyklus beginnen.

Agoenist

terndrer Komplex

Agonist

second messenger
z. B. cAMP, Ca®*

Abb. 3-3: Schema zum Ablauf des G-Protein-Zyklus
Der funktionelle Assay setzt bei der Bildung des ternaren Komplexes an, dem Punkt mit

der héchsten Affinitdt zum Agonisten, durch Zugabe von [**S]GTPyS. Es bindet wie GTP
ebenfalls am Ga und zerbricht den ternaren Komplex. Im Unterschied zu GTP kann es

von Ga aber nicht hydrolysiert werden. So reichert sich Go-[**S]GTPyS in der Membran
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an und kann nach dem Abfiltrieren, wie beim Bindungsassay schon beschrieben, durch
Szintillationsmessung bestimmt werden.

Dieser Assay ist am besten flir Goy.-gekoppelte Rezeptoren geeignet, somit auch fir
den Hs-Rezeptor. Gog-gekoppelte Rezeptoren (z. B. der Hq-Rezeptor) kénnen in diesem
Assay nicht verwendet werden. Das Ga, zeigt eine so langsame Guaninnucleotid-
Austauschgeschwindigkeit, dass die Bestimmung der [**S]GTPyS-Bindung nicht méglich
ist’®. Die funktionelle Charakterisierung von H;-Rezeptor-Liganden ist mit dem steady-
state GTPase Assay mdglich. Hier wird anstelle von [**S]GTPyS [y-**P]GTP zu den
Membranproben zugegeben. Dieses radioaktiv markierte GTP kann von Ga,q hydrolysiert
werden, unterstitzt von coexprimiertem RGS-Protein. Die Hydrolysereaktion wird durch
Zugabe von Aktivkohle beendet. Dadurch werden alle radioaktiven Bestandteile bis auf
das anorganische 32p, adsorbiert. Nach Zentrifugation kann die Radioaktivitat, verursacht
durch das Phosphat (**P;), durch Cerenkov-Strahlung in Wasser bestimmt werden. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde der steady-state GTPase Assay am hH;-Rezeptor jedoch
nicht durchgefiihrt. Exemplarisch wurden vier Verbindungen (5, 13, 39 und 53) im
[**S]GTPyS-Bindungsassays am hH,-Rezeptor untersucht.

Die Durchfihrung des [*S]GTPyS-Bindungsassays verlauft ahnlich wie beim
kompetitiven Radioligand-Bindungsassay. 2 mL einer Membrancharge werden
aufgetaut, resuspendiert und zentrifugiert (4 °C, 13000 rpm, 10 min). Der Uberstand wird
verworfen und das Membran-Pellet in 1,4 mL Rea-Mix resuspendiert. Der Rea-Mix
besteht aus Binding-Puffer, der zusatzlich 1,25 uM GDP, 125 mM NaCl und 0,063 %
(w/v) bovines Serumalbumin (BSA) enthalt. In den Reaktionsgefalten wird 175 uL Rea-
Mix vorgelegt, dann wird der Ligand in steigender Konzentration in Triplikaten pipettiert
(25 pL), auRerdem Histamin und JNJ7777120 als Referenzliganden und kaltes GTPyS
zur Bestimmung der unspezifischen Bindung. Nachdem in jedes Vial 25 uL [*S]GTPyS
(Ciinal = 2 NM) pipettiert wurde, erfolgt die Zugabe von 25 uL. Membransuspension. Die
Proben werden zwei Stunden bei Raumtemperatur geschiittelt (250 rpm), anschlief3end
am Brandel-Harvester durch GF/C-Filter abgesaugt und noch einmal mit eiskaltem
Binding-Puffer (2 mL) nachgewaschen. Die im Filter gebundene Radioaktivitat wird durch

Flissigszintillationsmessung bestimmt.
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3.4 Beschreibung des , Standardantagonisten“ am H,-Rezeptor: JNJ7777120

Die Anfiihrungszeichen bzgl. ,Standardantagonist in der

Uberschrift sind schon der Hinweis darauf, dass die N/
tatsachlichen Wechselwirkungen zwischen JNJ7777120 und (J
dem H;-Rezeptor weitaus komplizierter sind. Jingste Arbeiten Clm’\l
von Rosethorne et al.”® beschreiben JNJ7777120 als einen H o)
.biased” Agonisten. Sie flhrten verschiedene Assays an INJ7777120

U20S-H4-Zellen (humane Osteosarkom Zelllinie) durch. Dabei verhielt sich JNJ7777120
im [*®*S]GTPyS-Bindungsassay als neutraler Antagonist, im B-Arrestin Recruitment Assay
jedoch als partieller Agonist. Eine Ubersicht (iber die bisherigen pharmakologischen
Ergebnisse (iber JNJ7777120 verdffentlichten Seifert et al.”* in diesem Jahr. So agiert

JNJ7777120 im [**S]GTPyS-Bindungsassay an Sf9-Zellmembranen als inverser

t75 |.75

Agonist™. Bei der Studie von Schneider et al.” zeigte sich auch eine grolte Diskrepanz
zwischen dem pKi-Wert aus dem Bindungsassay (7,73 + 0,04) und dem pECso-Wert aus
dem [**S]GTPyS-Bindungsassay (7,11 + 0,16). Vergleicht man alle bisher gesammelten
Daten aus der Literatur, unterscheiden sich die Werte flir Potenz und intrinisische

Aktivitét teilweise stark. So ermittelten Ling et al.”

zum Beispiel einen 50fach héheren
ICs0-Wert (300 nM) bei der histamininduzierten Formveranderung von Eosinophilen als
Barnard et al.”” bei der histamininduzierten Aktinpolymerisation (ICs, = 6 nM). Dabei
muss natirlich bedacht werden, dass verschiedene Zelllinien verwendet wurden und in
diesem Beispiel verschiedene Parameter bestimmt wurden, aber verglichen mit anderen
Antagonisten ergibt sich ein sehr unsicheres pharmakologisches Profil von JNJ7777120
am hH4-Rezeptor.

Vermisst man JNJ7777120 nun an verschiedenen Spezies’®, verandert sich die
Funktionalitat dieses Liganden. So verhalt er sich am H4-Rezeptor von Maus, Ratte und
Hund als partieller Agonist. Der Vergleich anderer Spezies mit dem hH4-Rezeptor wird
aber durch den Umstand erschwert, dass nur der hH;-Rezeptor iber eine sehr hohe
konstitutive Aktivitat verflgt.

AbschlieRend ist festzustellen, dass am Hs-Rezeptor und seinem ,Standard-
antagonisten“ noch viele Untersuchungen durchzufiihren sind, bis die erhaltenen Daten

eindeutig eingeordnet werden kdnnen.
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3.5 Ergebnisse aus den pharmakologischen Untersuchungen

Die rechnergestlitzte Auswertung der pharmakologischen Daten erfolgte mit der
Software Prism 4.0 (GraphPad Software Inc.; San Diego, CA). Alle Messwerte sind mit

dem Standardfehler des Mittelwerts angegeben.
3.5.1 H;-/H4-Rezeptor-Antagonisten
3.5.1.1 Mepyramin-JNJ7777120-verbrickte Molekile

In der folgenden Abbildung sind die Strukturen der Hybridmolekule aus Mepyramin und
JNJ7777120 dargestellt. Im Text wird ofter die JNJ7777-Einheit genannt, damit ist
JNJ7777120 und alle Molekule mit enger Verwandtschaft zu ersterem gemeint, z. B.
unsubstiuierte Indol-oder Benzimidazolderivate, mit dem amidverknlpften Piperazin in 2-

Position.

In der Abbildung 3-4 und in der Tabelle 3-1 ist der potenteste Ligand jeweils fett
hervorgehoben. Generell zeigen alle Liganden, bis auf 28, eine hohe Affinitdt zum H;-

Rezeptor und sehr geringe Affinitat zum hH,-Rezeptor.

—
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Abb. 3-4: Strukturen der Mepyramin-JNJ7777-Hybridmolekile
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Frau Dr. Straer stellte mir zum Testen zwei ihrer synthetisierten Verbindungen zur
Verfugung. In diesen findet man anstatt Mepyramin (MEP) zwei andere H:R-

Diphenhydramin (DPH)

Hydroxyzin abgeleitete Struktur in AS18.
2 H
N \ N
N
l AS18

o
\/\N/\ HN
LN
g ]
Tabelle 3-1: Affinitdten der Mepyramin-JNJ7777-verbriickten Molekile am gpH;-, hH4- und hHy-

AS6
Rezeptor

Antagonisten-Strukturen wieder: in AS6 und eine von

n pA2 gpH; m pA pKi hH; pKi hHy
INJ7777120 |12 | 5,81+0,13 1 4,33+0,12 7,45+ 0,10
MEP 9,07+0,03% | 1 8,35+ 0,03 " <4
DPH 63| 7,90+0,04 | 0,8 | 848 7,58 + 0,09 4,37 £0,10%°
4 36| 6,97+004 | 09 | 7,08 6,06 + 0,06 4,61 0,04
5 30| 7,84+0,07 1 6,77 + 0,05 5,21 + 0,11
6 27| 7,60+0,08 1 6,11 £ 0,08 4,79+ 0,29
7 36 | 8,01+0,08 1 6,22 + 0,07 4,64 + 0,04
13 23| 8,06+0,06 1 8,15+ 0,10 5,04 £ 0,11
14 34| 794+008 | 15| 7,49 7,00 £ 0,03 5,17 + 0,09
20 36| 7,87+007 | 08 | 8,14 6,34 £ 0,10 4,56 + 0,09
28 31| 5,49+0,05 1 <4 6,80+ 0,13
32 54 | 7,73+0,05 1 6,67 + 0,09 4,85+0,10
AS6 - 6,65 + 0,06 4,74 +0,14
AS18 - <4 <4

n: Anzahl der Versuche bezogen auf pA, gpH4; m: Steigung des Schildplots

pAy: Schnittpunkt mit der x-Achse im Schildplot fir m # 1
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Die pKi-Werte samtlicher Derivate mit kurzem Spacer zwischen Mepyramin- und
JNJ7777-Einheit (5 - 7, 20, 32) bewegen sich am hH4R zwischen 6,1 und 6,8. In diesem
Bereich sticht nur Ligand 5 mit einfacher Indol-Struktur hervor, die Affinitat ist um ca.
eine halbe log-Einheit hoher (P < 0,0005). Dieser Umstand ist auch bei den
Dissoziationskonstanten am hH,-Rezeptor wieder zu finden, aber generell in einem viel
niedrigeren Bereich (pKi-Werte zwischen 4,6 und 5,2). Vergleicht man das Molekil 20,
bei dem das Piperazin durch das Bioisoster (S)-3-Aminopyrrolidin ersetzt wurde, mit 5,
so lasst sich an beiden Rezeptoren eine Affinititsabnahme feststellen. Bemerkenswert
ist auch, dass es fur beide Rezeptoren keinen Unterschied bezuglich der Affinitdt macht,
ob die Amid-Bindung zur 5-Chloroindol-2-carbonsaure (6) bzw. Benzimidazolsaure (7)
noch geknupft wird, oder das Molekil ohne diesen aromatischen Rest verbleibt wie in 4
(P > 0,1 fir hH4-R, P > 0,6 fiir hH4-R).

Herausragend ist der Effekt der langeren Derivate 13 und 14 am hH-Rezeptor: durch
das zusatzliche basische Amin im Zentrum des Molekils erhéht sich vor allem wieder fir
das unsubstiuierte Indol-Derivat 13 die Affinitat deutlich (P < 0,0001). Mit einem pK;-Wert
von 8,15 ist die Dissoziationskonstante zwar noch nicht am Mepyramin-Wert angelangt,
aber schon deutlich hoher als fir Diphenhydramin (P < 0,002). Bei Ligand 14 mit
chlorsubstituiertem Indol ist die Affinitatssteigerung nicht so hoch, also setzen sich die
Ergebnisse aus den kurzerkettigen Derivaten auch bei diesen beiden langerkettigen
wieder fort. Am hH;-Rezeptor fuhrt die Verlangerung der Molekile beim unsubstituierten
Indol-Derivat 13 zu keiner signifikanten Abnahme der Affinitdt im Vergleich zu 5 (P >
0,3), das chlorsubstituierte Derivat 14 zeigt dagegen auch keine signifikant hohere
Affinitat als das kurzerkettige Analogon 6 (P > 0,3).

Nach diesen Ergebnissen drangte sich die Vermutung auf, dass es fir die hH;-
Rezeptoraffinitat wichtig sein konnte, dass das basische Strukturelement im JNJ7777-
Molekdulteil, das Piperazin, ohne groéReren Substituenten verbleiben sollte. Auch

Jablonowski et al.*®

stellten bei den Struktur-Wirkungsstudien nach der Entdeckung von
JNJ7777120 fest, dass ein Ethylsubstituent und noch starker ein Phenylethylsubstituent
am Piperazin zu drastischer Affinitdtsabnahme fiihrt. So wurde 32 synthetisiert, mit
Anbindung der Mepyramin-Struktur an Fragment 28. Verbindung 28 ist bereits als relativ
potenter hH,-Rezeptor-Ligand aus der Literatur bekannt, mit einem pK-Wert von 7,8 “3%
bzw. 7,7 ¥, ebenfalls berechnet nach der Cheng-Prusoff-Gleichung. Meine Messungen
ergaben nur einen pK;-Wert von 6,8. Einziger Unterschied im experimentellen Ablauf der
Bindungsstudien zur Literatur ist die Verwendung einer anderen Zelllinie. Thurmond et

al.®®" penutzten SK-N-MC-Zellen, eine humane Zelllinie, was mdglicherweise zu
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anderen Ergebnissen filhren kann. Die Daten aus der Literatur von Schneider et al. " mit
identischer, experimenteller Durchfiihrung sind wieder in Ubereinstimmung mit meinen
Messwerten (pK; = 6,9).

Die Verknupfung zum Hybridmolekil 32 brachte jedoch keine Affinitatssteigerung. Wie
alle anderen Verbindungen dieses Kapitels bleibt die Affinitdt am hH;-Rezeptor im

umolaren Bereich und deutlich unter den Werten fiir den H1-Rezeptor.

Die Vergleichssubstanz AS6 mit Diphenydramin-Parialstruktur ist mit dem Mepyramin-
Analogon 5 im Hinblick auf die Affinitit am hH-Rezeptor vergleichbar. Die
Dissoziationskonstante am hH;-Rezeptor ist fiur AS6 etwas geringer als fir 5. Die
Kombination aus JNJ7777 und Hydroxyzin in AS18 zeigt keinerlei Affinitat zu beiden
Rezeptoren. Eine mogliche Erklarung kénnte die Position des basischen Amins sein:
durch die Nahe der beiden Phenylringe wird mdglicherweise die Wechselwirkung mit

3.32

Asp™“ verhindert.

Sieht man sich nun die errechneten pA.,-Werte aus den Organversuchen am
Meerschweinchen genauer an, fallt als erstes ins Auge, dass diese Werte durchgehend
hoher sind als die Bindungskonstanten am hH:-Rezeptor. Ein direkter Vergleich der
Ergebnisse ist jedoch nicht sinnvoll, da zum einen zwei verschiedene Testsysteme
verwendet wurden: ein funktioneller Assay am Organ, dessen Messergebnis die
Kontraktion des Muskels ist, also das Endergebnis der Signaltransduktionskaskade mit
der damit einhergehenden Signalverstarkung, im Gegensatz zum Bindungsassay an
Membranfragmenten fur den hH4-R. Zum anderen muss man die Spezies-Unterschiede

miteinbeziehen. StraRer et al.”>%

verglichen in mehreren Studien die pharmakologischen
Profile von zahlreichen Histaprodifen-Derivaten (H-Rezeptoragonisten) an vier bzw.
zwei Spezies. Sie exprimierten den humanen, bovinen, Ratten- und Meerschweinchen-
Hi-Rezeptor in Sf9-Zellen und fihrten Bindungs- und steady-state GTPase-Assays
durch. Die Sequenzhomologie zwischen hH;-Rezeptor und gpH-Rezeptor belauft sich
auf 72 %, demensprechend wurden in dieser Studie auch signifikante pharmakologische
Unterschiede zwischen den beiden Rezeptoren festgestellt. So zeigten viele Liganden
vergleichbare Affinitatswerte zwischen den beiden Rezeptoren, andere Verbindungen

jedoch auch Unterschiede bis zu einer log-Einheit.

Bei der Betrachtung der pA,-Werte ist festzustellen, dass im Wesentlichen die Trends
erhalten bleiben, die schon am hH;-Rezeptor beobachtet wurden. Eine Ausnahme bildet
die Reihe 5 bis 7, also die kurzkettigen Hybride aus Mepyramin und JNJ7777-Derivaten.

Am humanen Hi-Rezeptor war 5 mit einfacher Indol-Struktur am JNJ7777-Gerust
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deutlich affiner als die anderen beiden Vertreter (P < 0,0005). Beim gpHi-Rezeptor ist
jedoch Verbindung 7 mit dem Benzimidazol-Strukturelement das Molekdl mit der
hochsten Affinitat, vergleichbar mit 5 (P > 0,4). Man sieht hier auch deutlich den
Unterschied zwischen 4, bei dem das JNJ7777-Pharmakophor fehlt, zu den
Hybridmolekulen. Ohne das zweite Pharmakophor nimmt die Affinitdt um ca. eine log-
Einheit ab (P < 0,0001).

Hinzuzufiigen ist noch der Umstand, dass alle Antagonisten zu einer mehr oder weniger
starken Depression der Histamin-Kurve flhren. Exemplarisch ist dies fir die
Verbindungen 13 und 7 gezeigt. Eine Ausnahme bildet hier nur der schwache Antagonist
JNJ7777120, bei dessen Anwesenheit immer noch 100 % des urspringlichen Effekts
durch Histamin beobachtet werden. Irreversibler Antagonismus, verursacht durch
kovalente Bindungen scheidet bei den hier getesteten Verbindungen aus. Verschiedene
Prozesse konnen als mogliche Ursachen flr die Depression der Kurve in Frage

kommen, wie unter Kap. 3.1.2 schon diskutiert wurde.

100+
=~ ®  Histamin
>
= - -lgc (13)=7
:E‘_J -lgc(13)=6,5
(0 -lgc (13)=6
3 207 —e— Histamin
% ——-Igc(7)=75
‘E 25+ =»=-Igc(7)=6,5
S ——-1Ilgc(7)=55

0 T T T 1

lg c(Histamin)

Abb. 3-5: Konzentrations-Wirkungskurven von Histamin in An-und Abwesenheit von 13 und 7

Fiir die Verbindungen 5 und 13 ist im folgenden Graphen das Ergebnis des [**S]GTPyS-
Bindungsassays zu sehen. Das Ergebnis ist verbliffend: 5, das kurze Mepyramin-
JNJ7777-Hybrid agiert als partieller Agonist, wohingegen sich das langkettige Analogon

13 als inverser Agonist verhalt.
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[3°S]GTPyS-Bindungsassay am hH,R

gebundenes [*°S]GTPyS [%)]

"5
A 13
V Histamin
O JNJ7777120
-200 Y Y T T T T ¥
10 9 8 -7 6 -5 -4 3
lg ¢ (Ligand)
Abb. 3-6: [**S]GTPyS-Bindungsassay von 5 und 13
Tabelle 3-2: Affinitat und Aktivitat von 5 und 13 am hH4-Rezeptor
Histamin JNJ7777120 5 13

pECso |7,86+0,20°|7,80+0,21% | 398+0,31| <4

Emax [%] 100? 74 £19° 88+18 | <-100

@Histamin wurde in einer Konzentration von 10 pM zugegeben und der resultierende maximale
Effekt auf 100 % gesetzt. ®JNJ7777120 wurde in der gleichen Konzentration zugegeben, und die

intrinsische Aktivitat relativ zu Histamin gesetzt.

3.5.1.2 Molekile, abgeleitet von Astemizol

Die nun folgenden Daten der von Astemizol

n

abgeleiteten Liganden zeigen erneut zum Teil MeO

sehr hohe Affinitadtswerte zum H;-Rezeptor und

moderate Affinitdtswerte zum hH,-Rezeptor. Es \Q\A

wird auch deutlich, dass der Methoxyphenylethyl- Q
substituent im Astemizolmolekil nicht zu einer  Astemizol

N
A

N N
H
Steigerung der Affinitat am hH1-Rezeptor beitrégt
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(vgl. 41, P > 0,2), am gpH-Rezeptor sogar zu einer deutlichen Affinitatsabnahme fuhrt

(P < 0,0001). Der Benzylsubstituent hingegen ist essentiell fur eine hohe Affinitat am H;-

Rezeptor.
F
R'=R2=H 37
R R2 R' = H, R2 = 4-F-Benzyl- 39 ,
‘N R'=H, R? = 2-F-Benzyl- 41 N
s R'=H, R? = Phenylethyl- 43 J
N N R!=H, R? = 4-F-Phenylethyl- 45 N N
R! = Me, R? = 4-F-Phenylethyl- 46 @EM
R'=H, R2 = 4-CF5-Benzyl- 48 o) 56
F F. F
0
Cl A N
HN \ HN . Cl NH Q N
PA cl N/k\
NN NS H N
H H N 57
53 54
0
AN
N
NH O R! = 4-F-Benzyl- 59
N~ - R' = 4-F-Phenylethyl- 61
on
N/Q\N
H

Abb. 3-7: Liganden mit Astemizol-Partialstruktur

Tabelle 3-3: Affinitdten der von Astemizol abgeleiteten Liganden am gpH;-, hH4- und hHy4-

Rezeptor
n pA. gpH; m pA pKi hH; pKi hH,4
Astemizol | 37 | 8,02+ 0,05 | 1 8,68 +0,05 | 5,10+ 0,06 ¥
37 18(6,59+0,08| 08 | 6,71 [535+0,06| 4,40+0,15
39 44 1 9,65+0,06 | 1 8,77+0,05| 4,41+0,14
41 36 (8,96+005| 14 | 873 |8,13+0,07| 4,88+0,31
43 36 [8,03+0,07 | 0,7 | 846 |7,07+0,04| 5,64+0,09
45 24 |7,87+005| 1 7,03+£0,02 | 5,22+0,03
46 17 1 8,14 +0,06 | 1 7,55+0,07 | 5,15+0,08
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48 24 | 8,36 £ 0,05 1 7,44 +£0,07 | 4,95+0,01
53 4516,97+0,05| 0,8 7,24 16,15+£0,02 | 4,66 +0,09
54 50|6,58+0,05| 0,8 6,73 | 567+0,06| 5,18+0,07
56 18 | 6,06 + 0,03 1 528+0,04 | 4,46+0,11
57 36 | 7,03 + 0,07 1 570+0,09 | 5,20+0,06
59 17 1 8,256+0,07 | 0,8 8,51 8,26 +0,07| 4,98+0,04
61 47 | 7,73 £0,07 1 6,93+0,10 | 4,96 +0,11

n: Anzahl der Versuche bezogen auf pA, gpH¢; m: Steigung des Schildplots
pAy: Schnittpunkt mit der x-Achse im Schildplot fir m # 1

Betrachtet man die Dissoziationskonstanten der von Astemizol abgeleiteten Substanzen
zuerst am hH;-Rezeptor, stellt man fest, dass der Austausch des Benzyl-Substituenten
am Benzimidazol-Grundkoérper durch einen Phenylethyl-Substituenten immer mit einem
Verlust an Affinitat einhergeht. Sieht man sich die Ergebnisse mit Hinblick auf die
Substitution am Benzylring genauer an, ist erkennbar, dass der 4-Fluorsubstituent (39),
wie er auch im Astemizol-Molekll vorhanden ist, essentiell fir eine hohe Affinitat zum
hH-Rezeptor ist. Tauscht man diesen gegen eine 2-Fluorsubstitution (41), sinkt die
Affinitdt um eine halbe Zehnerpotenz auf 8,1 (P < 0,002), durch Einflhrung einer
Trifluormethylgruppe in Position 4 (48) sinkt sie schliellich auf 7,4 ab (P < 0,0001).
Verzichtet man ganz auf den aromatischen Substituenten (37) reduziert sich die Affinitat

bis in den mikromolaren Bereich.

Bei den Molekilen mit Ethylbriicke zwischen Phenylring und Benzimidazol-Einheit (43,
45) tragt der 4-Fluorsubstiuent nicht mehr zu einer Affinitadtssteigerung bei: beide
Molekiile (unsubstituierter bzw. substituierter Phenylring) zeigen den gleichen pKi-Wert
von ca. 7. Dafur fuhrt die Einfuhrung der Methylgruppe am Piperdinring (46) zu einer

Affinitatssteigerung um eine halbe Zehnerpotenz (P < 0,002).

Die Einfihrung eines Chlorsubstituenten am Benzimidazol-Gerist flhrt zu einer
deutlichen Abnahme der Affinitat am hHq-Rezeptor, wobei die Substitution in Position 5
(53) noch besser toleriert wird als in Position 6 (54) (P < 0,002). Das gleiche gilt fir die
direkte Verknlpfung der Astemizol-Teilstruktur mit 5-Chlorindolcarbonsaure (57). Dies
liegt wahrscheinlich, wie bei den kiirzeren Derivaten aus Kapitel 3.5.1.1, am fehlenden

Amin. Durch die Amidbindung zur 5-Chlorindol-2-carbonsaure verliert man einen
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basischen Molekdlteil, der wohl essentiell fur eine starke Bindung zum hH;-Rezeptor ist.
Diesen Umstand untermauert auch die Betrachtung der beiden langeren Varianten 59
und 61, hier werden wieder Affinitaten im nanomolaren Bereich erreicht. Das 4-
Fluorbenzyl-Derivat weist wiederum eine deutlich hohere Dissoziationskonstante als das
4-Fluorphenethyl-Derivat vor (P < 0,0004).

Die vorteilhafte Benzyl-Substitution fur hohe Affinitat am H4-Rezeptor stellt sich am hH,-
Rezeptor als hinderlich dar. Die niedrigsten Dissoziationskonstanten findet man fur die
Liganden 37, 39 und 56. Ersteres ist das Molekul ohne aromatischen Substituenten am
Benzimidazol, die beiden anderen tragen den 4-Fluorbenzylsubstituenten einmal am
Astemizol-Derivat und zum anderen am Indol-Stickstoff des JNJ7777-Moleklils (ohne
Chlorsubstitution). Verbriickt man den aromatischen Substituenten mit einer Ethylen-
Einheit, steigt die Affinitat am hH,;-Rezeptor schon etwas an. Vor allem gilt das fiir Ligand
43, der keinen Fluorsubstituenten am Phenylring tragt. Aus der Literatur*® ist bekannt,
dass die Methylierung des Piperazins am JNJ7777-Pharmacophor (JNJ7777120 ohne
Chlorsubstitution) noch einen kleinen Affinitdtsgewinn brachte im Vergleich zum nicht
methylierten. So wurde auch Ligand 45 am Piperidin-Ring methyliert (46). In diesem Fall

kann jedoch keine Affinitatssteigerung erreicht werden.

Auch die Affinitdten der am Benzimidazol chlorsubstituierten Astemizol-Derivate 53 und
54 bewegen sich nur im mikromolaren Bereich. Im Unterschied zum H-Rezeptor stellt

hier jedoch das 6-Chlorbenzimidazol-Derivat (54) noch das potentere Isomer dar.

Betrachtet man die pA,-Werte am gpHi-Rezeptor, lassen sich die Struktur-
Wirkungsbeziehungen fur den hHs-Rezepor auf den Meerschweinchen-Rezeptor
Ubertragen. Die Werte sind allerdings, wie bereits oben erwdhnt, um eine halbe bis
ganze log-Einheit héher als bei den Dissoziationskonstanten im Bindungsassay. Die
Ausnahme bildet hier die Referenzverbindung: Astemizol besitzt eine etwas hohere
Affinitat zum hH¢-Rezeptor im Bindungsassay als zum gpHq-Rezeptor. Das ist auch bei
der Astemizol-JNJ7777-Hybridverbindung 59 zu beobachten; hier sind die
Dissoziationskonstanten in den beiden verschiedenen Assays an den verschiedenen

Rezeptoren gleich.

Im [**S]GTPyS-Bindungsassay wurden noch zwei Liganden getestet: 39 und 53. Trotz
groRer Ahnlichkeit dieser beiden Molekiile verhalten sie sich funktionell unterschiedlich.
39, das Astemizol-Derivat mit dem 4-Fluorbenzylsubstituenten, ist ein neutraler

Antagonist. 53, das anstatt des Benzylsubstituenten den Ethylphenylsubstituenten tragt
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und noch ein zusatzliches Chloratom am Benzimidazolgerust besitzt, agiert als inverser

Agonist.

Tabelle 3-4: Affinitat und Aktivitat von 39 und 53 am hH4-Rezeptor

Histamin | JNJ7777120 | 39 53
pECs, |7,86+0,20%°|7,80+0,21%°| - 4,05+ 0,08
Emax [%] 100 74 +19 - -401 + 18

[3°S]GTPyS Bindungsassay am hH,R

S 100+

n

& o
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O = 39

o -100+

@ A 53
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Abb. 3-8: [*°S]GTPyS-Bindungsassay von 39 und 53
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3.5.1.3 Aminopyrimidine

In Abb. 3-9 ist die kleine Reihe an Aminopyrimidinen zu sehen. Wie in Kap. 2.1.4 schon
ausgefuhrt wurde, konnten wegen Problemen bei der Synthese nicht die zu 64 und 65
analogen Verbindungen dargestellt werden, bei denen der Chlorsubstituent durch

Methylpiperazin ersetzt wird.

L i’”

SN \N

NH, NH2 )\/ku \N =
N)§N J/ H

NN N N NS
/"Q /"Q N |/ 65

Abb. 3-9: Strukturen der Aminopyrimidine

Tabelle 3-5: Affinitdten der Aminopyrimidine am gpHs-, hH4- und hH4-Rezeptor

n pPA2 gpH; m pPA pKi hH; pKi hH,
62 9 4,12 + 0,09 1 4,54 + 0,04 6,84 £ 0,10
63 17 | 5,57 £0,06 1 4,55 + 0,08 4,44 + 0,09
64 36| 8,54+0,09 1 6,78 £ 0,03 4,90 £ 0,10
65 8 5,64 £ 0,12 0,3 | 5,80 <4 4,68 + 0,04

n: Anzahl der Versuche bezogen auf pA, gpH¢; m: Steigung des Schildplots
pAy: Schnittpunkt mit der x-Achse im Schildplot fir m # 1

Beginnend mit den Dissoziationskonstanten am Hq-Rezeptor, sticht nur Ligand 64 mit
einer Affinitat im hoheren, nanomolaren Bereich hervor. Und wie auch schon in den
oberen Kapiteln festzustellen war, mag dies erneut am zusatzlichen basischen Zentrum

im Molekdl liegen.

Am hH-Rezeptor zeigt nur Ligand 62 eine beachtliche Affinitat. Dies ist wohl nicht allzu
verwunderlich, wenn man diesen mit den Aminopyrimidinen aus der Literatur®®
vergleicht. Bei 62 fehlt nur der aromatische Substituent, der die Affinitat in diesem Hs-
Pharmakophor noch weiter erhéhen kann (siehe auch Kap. 2.1.4). Man kann ebenfalls
festhalten, dass chlorsubstituierte Aminopyrimidine kaum Affinitdt zum hH4-Rezeptor

zeigen.
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3.5.1.4 INJ7777120-Derivate mit Aminosaureverlangerung

In Analogie zum zweiten, kleineren Bereich dieser Arbeit, bei der Hi-Agonisten mit
peptidischen Strukturen untersucht werden sollten, wurden auch an das JNJ7777-

Grundgertst Aminosauren Uber einen Ethylspacer angehangt.

HO Ph

\/
H\(\NHz
~
N (@]

) 76 o) 78

Abb. 3-10: JNJ7777-Derivate mit Aminosaureverlangerung

Tabelle 3-6: Affinitdten von 69, 73, 76 und 78 am gpH4-Rezeptor

n pPA2 gpH; m PAX

69 | 18 | 5,58 +0,13 1

73 |18 | 554+0,08 | 0,6 | 576

76 | 18| 5,47+0,12 | 0,3 | 6,14

78 | 25| 5,41 +0,07 1

n: Anzahl der Versuche; m: Steigung des Schildplots

pA,: Schnittpunkt mit der x-Achse im Schildplot fir m # 1

Fur die vier JNJ7777-Derivate mit Aminosaure-Verlangerung sind nur die pA,-Werte aus
den Organversuchen aufgelistet, da diese Verbindungen keine messbare Affinitat zum
hH,- und hHs;-Rezeptor im Bindungsassay zeigen. Die pKi-Werte sind alle kleiner als 4.
Die Affinitdten am gpH;-Rezeptor sind moderat und bewegen sich im mikromolaren

Bereich. Die schwache Bindung zeigt sich auch im Verlauf der Konzentrations-



Pharmakologischer Teil

Wirkungskurven: Bei jeder Konzentration des Antagonisten werden bei der

Histaminkurve wieder 100 % des urspriinglichen Effekts erreicht.

3.5.2 H;-Rezeptor-Agonisten
3.5.2.1 Pharmakologische Parameter

Die angegebenen pECs-Werte stellen korrigierte Werte dar in Bezug auf den
laborinternen Standardwert von Histamin (6,7). Dafir wurden die Differenzen aus den
pECso-Werten der Histamin-Standardkurve und der Agonistenkurve gebildet (ApECs0)

und abschlieend die Differenz aus 6,7 und dem ermittelten ApECso-Wert.

Die relative Potenz ist bezogen auf Histamin. Errechnet wird sie aus der Differenz der

pECso-Werte von Histamin (6,7) und (partiellem) Agonist:
Rel. Pot. = [10%-(6,7 - pECso(Agonist))] x 100  [%]

Die Abschatzung des pKp-Wertes (partieller Agonist-Rezeptor-Dissoziationskonstante)
erfolgt iber die Methode von Kaumann und Marano®. Dafiir wird eine zweite
Histaminkurve aufgenommen, nachdem der partielle Agonist (P) zuvor 30 Minuten
inkubierte. Diese zweite Histaminkurve ist nun im Vergleich zur ersten Histaminkurve in
Abwesenheit des partiellen Agonisten rechtsverschoben. Der Vergleich der
Histaminkonzentrationen aus den zwei Kurven, die den gleichen biologischen Effekt

erzeugen, fuhrt zu folgender Grundgleichung:
c(A)=m-c(A)"+b

c(A): Konzentration von Histamin in Abwesenheit des partiellen Agonisten
c(A)*: Konzentration von Histamin in Anwesenheit des partiellen Agonisten
m: Steigung der gewichteten Regressionsgerade des Graphen aus der Auftragung
von c(A) gegen c(A)*

b: Ordinatenschnittpunkt der gewichteten Regressionsgerade

Der pKp-Wert ergibt sich dann aus folgender Gleichung:

pKe = log[(1/m) — 1] — log ¢ (P)
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Tragt man log[(1/m) — 1] gegen die Konzentration des partiellen Agonisten (- log c (P))
auf, erhalt man den Kaumann-Marano-Plot. Daraus kénnte man noch Uberprifen, ob die
Steigung gleich 1 ist, was ein Beleg dafir ist, dass nur einziger Rezeptor(subtyp)
involviert ist. Dies wurde bei den folgenden Ergebnissen aber vorausgesetzt und somit
kein Kaumann-Marano-Plot erstellt. Auch fehlte dafiir eine breite Variation der

Konzentration an partiellem Agonisten bei diesen Experimenten.

Um schliel3lich den H;R-vermittelten Effekt der Liganden nachzuweisen, wurden die
partiellen Agonisten auch in Anwesenheit von Mepyramin (2 nM) untersucht. Aus der
Rechtsverschiebung wurde, wie unter 3.1.1 beschrieben, der pA,-Wert von Mepyramin

errechnet.

3.5.2.2 Modifizierte Histamin-Liganden

In der Abb. 3-11 ist die Verbindung WAE13 zu sehen, die im Rahmen meiner
Diplomarbeit synthetisiert und am gpHi-Rezeptor charakterisiert wurde. Da sie die
potenteste Verbindung darstellte (siehe Kap. 2.2), wurde eine Reihe von analogen
Verbindungen synthetisiert, die sich nur im abschlieRenden Amid unterscheiden.

=

H H H HV©
?T\/N\/\/\Q/N </:]/\/N\/\/\(@/N
H 87

N
N WAE13
H H H H
N 0 F N g4 O
81 H

H H ‘ N H\/\/\[(H F
it T

Abb. 3-11: Strukturen der modifizierten Histamin-Liganden
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Tabelle 3-7: Affinitat und Aktivitat am gpH4-Rezeptor

Pharmakologischer Teil

n PECs Rel. Pot. | Emax [%0] pKp pA. (MEP)

Histamin 6,70+ 0,02 | 100 % 100 9,1
WAE13 | 11| 5,90+ 0,04 16 % 101+1 | 506+0,04 | 89+0,1

87 5 | 5,98%0,07 19 % 100+1 | 541+0,02 | 92+0,1

81 4 | 6,33+0,19 43 % 17+1 | 503 +0,14 -

84 5 | 580+0,22 13 % 15+2 | 5,19+0,19 8,7

90 7 | 586+0,11 15 % 91+4 | 477+0,08 | 9,2+0,1

93 4 | 6,14 0,05 27 % 24+5 | 524+0,05 8,8°

n: Anzahl der Versuche bezogen auf pECso und pKp; & nur ein Experiment, deshalb keine

Betrachtet man die Struktur-Wirkungsbeziehungen dieser sechs Liganden,
folgendes auf: die Liganden mit Benzyl- (WAEL13, 87) bzw. Naphthylende (90) verfligen

Uber eine hohe instrinsische Aktivitat, die beim Austausch durch die anilidischen

Strukturen fast verloren geht.

Alle Liganden werden durch Mepyramin gehemmt, bei Verbindung 81 so sehr, dass kein

Fehlerangabe

pAx-Wert mehr ermittelt werden konnte.

Vier der Liganden wurden auch im Radioligand-Kompetitions-Bindungsassay am gpHs-,

hH;- und hH4-Rezeptor vermessen. Eine Ubersicht der Daten ist in Tab. 3-8 zu sehen.

Tabelle 3-8: Affinitaten am gpHs-, hH4- und hH4-Rezeptor

PKi gpH; PKi hH; PKi hH,
Histamin 5,50 £ 0,03 5,62 £ 0,03 8,07 £ 0,14
87 4,87 +0,10 5,20 £ 0,11 5,28 + 0,10
81 5,30 £ 0,09 4,85+0,14 5,30 £ 0,13
84 5,28 + 0,07 4,91 £ 0,11 4,87 £ 0,11
90 5,07 £ 0,10 4,89 +0,12 5,59+ 0,10

fallt
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Hier ist zu bemerken, dass das Benzylamid (87) etwas hohere Affinitat zum hH;- als zum
gpH+-Rezeptor besitzt (P < 0,02). Umgekehrt gilt dies fur die Anilid-substituierten
Liganden 81, 84. Mit der Naphthyl-Substitution (90) wird beim hH4s-Rezeptor die Affinitat
leicht erhoht (vs. 81, P < 0,02).

3.5.2.3 Histaprodifen-Derivate

Ph

Y H o
N H H N N\[hN NH,
O ) T\/ \H/\/ \[(\NHZ ) T\/ I N
N o 0 N HO
O <IN
113 117
Tabelle 3-9: Affinitaten von 113 und 117 am gpH;-Rezeptor
n PA2 gpH: m
113 10 5,71 £ 0,09 1
117 10 4,72 £ 0,08 1

Diese beiden Liganden waren als partielle Agonisten gedacht, stammen sie doch von
den Histaprodifen-Derivaten ab, die duRerst potente partielle Agonisten darstellen. Wie
sich im Experiment herausstellte, zeigen diese beiden Vertreter keinerlei agonistische
Aktivitat am Meerschweinchen-lleum. Wahrscheinlich ist die Eliminierung des basischen
Zentrums im Molekiil durch die Kniipfung der Amidbindung am N* der Grund. Sie zeigen
nur noch eine relativ schwache, antagonistische Wirkung. Wobei die Affinitat von 113 mit
L-Phenylalanin noch deutlich hoher ist im Vergleich zum L-Serin enthaltenden Liganden
117 (P < 0,0001).
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4. Zusammenfassung

4.1 Duale H;-/Hs-Rezeptorantagonisten

Im Rahmen dieses Projekts wurden je zwei Ligandstrukturen des H;- und des H;-
Rezeptors ausgewahlt, die zu einer Hybridverbindung zusammengefihrt wurden, um
beide Rezeptoren zu adressieren.

Ausgehend von den Experimenten mit Mepyramin und JNJ7777120 im akuten

Mauseasthmamodell von Deml et al.*°

wurden zunéachst diese beiden Pharmakophore
miteinander kombiniert. In einer flinf- bis sechstufigen Synthese wurden kurze und lange
Derivate dargestellt, wobei die Mepyramin-Untereinheit an das Piperazin bzw. das
bioisostere (S)-3-Aminopyrrolidin der JNJ7777-
Untereinheit geknlpft wurde. In den Radioligand- S
Kompetitions-Bindungsassays zeigten diese m
Verbindungen am hH;-Rezeptor Affinitaten im MeO

nanomolaren Bereich. Besonders hervorzuheben O |
ist Derivat 13 (pK; = 8,15), das zeigt, wie 13 5 H
essentiell ein zusatzliches basisches Zentrum ist, um hohe Affinitdt am hH;-Rezeptor zu
erreichen. Dieses Ergebnis steht auch im Einklang mit den Ergebnissen aus den
Untersuchungen der dualen H;-/H,-Antagonisten: Schulze et al.®* konnten die Affinitat
ihrer Hybridmolekile zum H;-Rezeptor steigern, in dem sie das basische Amin in der

Seitenkette des H;-Pharmakophors beibehielten.

8-
A O MEP-JNJ7777-Hybride

7= A JINJ7777120
. v MEP
T 6 ¢ DPH
e
2 oo
o 5' o (o]

&b *
A=
v
2
e ) ) ) ) ) ) J

3 4 5 6 7 8 9 10
pK; hH;

Abb. 4-1: pKi-Werte der Mepyramin-JNJ7777 verknlUpften Molekiile am hH;- und hH4-Rezeptor

Die Affinitaten am hHs-Rezeptor liegen stark unter denen am hH;-Rezeptor. Die Ki-Werte

bewegen sich von 6 bis 30 pM.
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Der zweite Ansatz beinhaltet Verbindungen, die entweder von Astemizol abgeleitet sind
oder das Astemizol-Motiv mit der JNJ7777-Einheit verkniipfen. Die von Janssens et al.**
beschriebene Synthese konnte sehr gut auf alle dargestellten Derivate angewendet
werden. In pharmakologischer Hinsicht ist in dieser Klasse eine viel breitere Streuung
bei den pKi-Werten an den beiden Rezeptoren zu beobachten als im vorangegangen
Feld (Abb. 4-2).

8-
A O Astemizol-Partialstrukturen
7+ A JINJ7777120
v Astemizol
<
I 6+
c o
¥ 5 ° o o o7
@ o
i
e
e ) ) ) ) ) |
3 4 5 6 7 8 9

pK; hHy
Abb. 4-2: pKi-Werte der von Astemizol abgeleiteten Molekille am hH;- und hH,-Rezeptor

In Abb. 4-3 ist Derivat 43 dargestellt: durch den Ersatz des Benzyl-Substituenten am
Astemizol-Grundgerust durch einen Phenethyl-Substituenten konnte die Affinitat am hH,-
Rezeptor (pK; = 5,64) etwas gesteigert werden. Die Hybridverbindung 59 aus Astemizol-
Gerust und JNJ7777120 zeigte am hH;-Rezeptor eine hohe Affinitat (pK; = 8,26). Dieses
Molekul ahnelt dem Astemizol, das auch eine zweite aromatische Struktur im ,0stlichen”
Molekulteil aufweist und beinhaltet wieder ein zuséatzliches, basisches Zentrum, das H;-

antagonistische Aktivitat fordert.

43 X N
HN h O\/\
50 Q350

Abb. 4-3: Ausgewéhlte Beispiele, 43 und 59
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Bleibt noch die Zusammenfassung fur die Derivate des zweiten verwendeten Hy-

Pharmakophors: substituierte 2-Aminopyrimidine.

A O 2-Aminopyrimidine
74 o A JNJ7777120

3 4 5 6 7 8
PK; hHy

Abb. 4-4: pKi-Werte der substituierten 2-Aminopyrimidine am hH;- und hH,-Rezeptor

Hier zeigt das einfache Derivat 62 eine beachtliche Affinitdt am hH4-Rezeptor (K; = 145
nM) und dagegen kaum Affinitdt am hH;-Rezeptor. Bei Verbindung 64 dreht sich dieses

Ergebnis um: Affinitdt am hH;-Rezeptor, kaum Affinitat am hH4-Rezeptor.

NH» Cl

N™ N f\N
(\N)l\/\ N \NJ\NHZ

_N ©/\N/\/N
62 Ki (hH4) =145 nM \O @\l 64 Ki (hHl) =166 nM
|
NS

Abb. 4-5: Ausgewahlte Beispiele, 62 und 64

AbschlieRend lasst sich festhalten, dass einige Hybridliganden entwickelt wurden, die
hohe Affinitat zum hH;-Rezeptor aufweisen. Die Affinitat der Verbindungen zum hH,-
Rezeptor konnte jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht zufriedenstellend erhéht werden.
Dieser Rezeptorsubtyp stellt eine groRe Herausforderung dar, denn schon kleine
Modifikationen am Liganden koénnen zu drastischen Anderungen der Affinitat

(Jablonowski et al.*®

) oder auch Funktionalitat fihren. Letzteres offenbarte sich auch in
den [**S]GTPyS-Bindungsassays mit den Derivaten 5 und 13 aus der Klasse der MEP-
JNJ7777-Hybride, bei denen sich die ,kurze“ Verbindung 5 als partieller Agonist verhielt,

das ,lange” Analogon 13 als inverser Agonist.
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Im Rahmen des zweiten Teils dieser Arbeit wurden funf von Histamin abgeleitete

Liganden synthetisiert. Dabei diente als Leitstruktur
die potenteste Verbindung (WAE13) aus meiner
Diplomarbeit®®. Die  Spacerlange von vier
Methyleneinheiten am N® des Histamins blieb

erhalten, nur das abschlieRende Amid wurde

N HM@
N N\/\/\H/N
(0]

¢\

N
H WAE13

modifiziert. Das Ergebnis der

organpharmakologischen Testung am Meerschweinchenileum zeigte, dass alle Liganden

als H;-Agonisten wirken (pECso: 5,8 - 6,3) und in Bezug auf die intrinsische Aktivitat stark

variieren (Emax: 15 - 100 %).

Des weiteren wurden zwei Histaprodifen-Derivate (113, 117) dargestellt, die am N* tUber

einen Spacer mit einer Aminosaure (Phe, Ser) verbunden sind. Der Spacer wurde als

Amidbindung angeknupft. Die daraus resultierende Eliminierung des basischen

Zentrums hatte wohl zur Folge, dass die beiden Liganden nur noch schwache Affinitat

zum gpH;-Rezeptor aufweisen und dartiber hinaus noch als Antagonisten wirken.
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5. Experimenteller Teil

5.1 Allgemeine Angaben

Alle Schmelzpunkte wurden mit einem Biichi Melting Point B-545 Gerat gemessen und
die Werte wurden nicht korrigiert. Die *H-NMR-Spektren wurden mit einem Avance 300-
bzw. 600-Spektrometer von Bruker aufgenommen. Die Auflistung der Daten erfolgt durch
Angabe der chemische Verschiebung (8) in ppm gegenlber dem internen Standard, der
Multiplizitat (s, Singulett; d, Dublett etc.), der Kopplungskonstante (J) in Hertz und der
Anzahl der Protonen. Als Losungsmittel wurden DMSO-ds, CDCl3;, MeOD-d,4, Aceton-dg
oder D,O verwendet. Zur analytischen Diunnschichtchromatographie wurden Kieselgel
60 F,54-Folien der Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland, verwendet und fur die praparative
Saulenchromatographie Kieselgel Geduran SI 120 (Merck, Darmstadt). Bei der
Laufmittelbezeichnung MeOH/NH3; handelt es sich um eine ca. 7 molare Lésung NHs in
MeOH, bezogen von Acros Organics. Die Aufnahme der Cl- bzw. ES-Massenspektren
erfolgte mit einem Finnigan MAT SSY 710 A. Die Bestimmungen der Elemantaranalysen
(CHN) wurden mit dem Gerat Heraeus CHN Rapid ausgefuhrt. Alle Daten sind in

Prozent angegeben und liegen innerhalb von + 0,4 % der theoretischen Werte.
5.2 Synthese von H;R-/H;R-Antagonisten
5.2.1 Mepyramin-JNJ7777120-verbruckte Molekile

tert-Butyl 4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-carboxylat (1)

C11H22N204 M, = 230,30
Ausbeute: 4,28 g, 18,6 mmol, 96 % farbloses Ol

Zu einer eisgekuhlten Lésung aus 2,51 g, 19,3 mmol N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin in 10
mL DCM tropft man eine Lésung aus 4,21 g, 19,3 mmol Boc,0 in 20 mL DCM. Nachdem
eine Stunde bei Raumtemperatur gerihrt wurde, wird das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Man nimmt das zuriickbleibende Ol in 20 mL H,O auf und extrahiert die
wassrige Phase dreimal mit Et,O (je 20 mL). Nach dem Trocknen der vereinigten org.

Phasen Uber Na,SO,4 wird abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & 3,64 — 3,60 (m, 2H), 3,45 — 3,41 (m, 4H), 2,69 (bs, 1H),
2,56 — 2,53 (M, 2H), 2,46 — 2,43 (m, 4H), 1,45 (s, 9H).
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CI-MS: m/z (%): 231 (100) [MH"].

tert-Butyl-4-(2-iodoethyl)piperazin-1-carboxylat (2)

BocN \)

C11H21IN2O, M, = 340,20
Ausbeute: 3,87 g, 11,4 mmol, 72 % farbloser Feststoff Schmp.: 66,0 °C

Eine LOsung aus 6,79 g, 25,9 mmol PPh; und 5,98 g, 23,6 mmol I, in 80 mL DCM wird
10 Minuten gerthrt. Dann folgt die tropfenweise Zugabe von 3,62 g, 15,7 mmol 1 in 10
mL DCM, und nach erfolgter Zugabe lasst man weitere 20 h riihren. Der entstandene
Niederschlag wird abfiltriert, die Mutterlauge eingeengt und erneut abfiltriert. Der
Niederschlag wird mit Aceton gewaschen, in 5%iger Na,COs-Losung aufgenommen und
dreimal mit DCM extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden tber Na,SO, getrocknet

und das Loésungsmittel im Vakuum entfernt.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): & 3,44 — 3,41 (m, 4H), 3,22 — 3,17 (m, 2H), 2,75 — 2,70 (m,
2H), 2,45 — 2,41 (m, 4H), 1,45 (s, 9H).

ES-MS: m/z (%): 341 (100) [MH'], 382 (15) [MH)* + MeCN].

CHN (C11H21IN20,): Ber. C 38,84 H 6,22 N 8,23

Gef. C 38,98 H 6,34 N 8,20

tert-Butyl-4-(2-((4-methoxybenzyl)(pyridin-2-yl)amino)ethyl)piperazin-1-carboxylat
3

S

Z/

N / \
_\—N NBoc

(

OMe

Cz4H34N403 Mr = 426,55

Ausbeute: 0,27 g, 0,63 mmol, 45 % farbloses Ol
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Zu einer Suspension aus 0,07 g, 1,70 mmol NaH (60%ige Dispersion in Mineraldl) in 2
mL DMF gibt man 0,30 g, 1,41 mmol 2-(4-Methoxy)benzylaminopyridin und lasst eine
Stunde rihren. Dann fugt man langsam 0,48 g, 1,41 mmol 2 in 2 mL DMF hinzu und
l&sst Uber Nacht weiterrihren. Durch Zugabe von 5%iger Na,COs-LOsung zerstort man
Uberschissiges NaH. Die Losung wird dreimal mit Diethylether extrahiert und die
vereinigten org. Phasen werden mit ges. NaCl-Losung gewaschen, Uber Na,SO,
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung erfolgt

saulenchromatographisch mit dem Laufmittel EE:PE 1:1.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): & 8,15 (dd, 1H, J = 1,2 Hz, J = 4,9 Hz), 7,37 (ddd, 1H, J =
2,0 Hz, J = 7,1 Hz, J = 8,9 Hz), 7,15 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 6,83 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 6,53
(dd, 1H, J = 5,5 Hz, J = 7,0 Hz), 6,44 (d, 1H, J = 8,6 Hz), 4,69 (s, 2H), 3,78 (s, 3H), 3,71
— 3,66 (M, 2H), 3,42 — 3,38 (M, 4H), 2,56 (t, 2H, J = 7,2 Hz), 2,44 — 2,41 (m, 4H), 1,45 (s,
9H).

ES-MS: m/z (%): 427 (100) [MH], 255 (28) [(M+2H+2MeCN)"].

N-(4-Methoxybenzyl)-N-(2-(piperazin-1-yl)ethyl)pyridin-2-amin (4)

OMe

C19H26N4O M, = 326,44
Ausbeute: 0,29 g, 0,89 mmol, 89 % farbloses Ol

0,44 g, 1 mmol 3 werden in 10 mL DCM und 3 mL TFA eine Stunde geruhrt. Nach dem
Abrotieren des Losungsmittels wird das verbleibende Ol mit 15 mL 2 N NaOH
aufgenommen und dreimal mit 20 mL DCM extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden Uber Na,SO, getrocknet, abfiltriert und das Lésungsmittel im Vakuum
entfernt. Das braunliche Ol wird s&aulenchromatographisch mit dem Laufmittel
DCM:MeOH/NH; 9:1 gereinigt.

'H-NMR (300 MHz, MeOD): § 8,04 (dd, 1H, J = 1,3 Hz, J = 5,0 Hz), 7,44 (ddd, 1H, J =
2,0 Hz, J = 7,1 Hz, J = 8,9 Hz), 7,15 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 6,85 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 6,61 —
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6,54 (m, 2H), 4,68 (s, 2H), 3,75 (s, 3H), 3,71 — 3,66 (M, 2H), 2,82 (t, 4H, J = 4,9 Hz),
2,48 — 2,56 (M, 6H).

ES-MS: m/z (%): 327 (100) [MH'], 185 (76) [(M + 2H + MeCN)?*], 205 (75) [(M + 2H)** +
MeCN].

(1H-Indol-2-yl)(4-(2-((4-methoxybenzyl)(pyridin-2-yl)amino)ethyl)piperazin-1-
yl)methanon (5)

NZ |
/@/\N N
MeO H
)
N
~ @]
NH
C28H31Ns50, M, = 469,58
Ausbeute: 0,34 g, 0,7 mmol, 80 % farbloser Feststoff Schmp.: 97,5 °C

0,18 g, 1,1 mmol Indol-2-carbonséure, 0,49 g, 1,1 mmol BOP und 0,30 mL, 2,2 mmol
EtsN werden in 10 mL DCM gelost. Zu dieser Lésung gibt man 0,36 g, 1,1 mmol 4 und
lasst den Ansatz zwei Stunden ruhren. Die Lésung wird mit 5 %iger Na,CO3-Lésung und
ges. NaCl-Lésung gewaschen. Die org. Phase wird Uber Na,SO, getrocknet, abfiltriert
und das Lodsungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung erfolgt séaulen-
chromatographisch: zuerst mit dem Laufmittel EE und zur endgiiltigen Reinigung mit
folgendem Gradienten: EE:PE 1:1 bis EE.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): § 9,91 (s, 1H), 8,15 (dd, 1H, J = 1,5 Hz, J = 4,9 Hz), 7,61 (d,
1H, J = 8,0 Hz), 7,39 (t, 2H, J = 7,9 Hz), 7,24 — 7,07 (m, 4H), 6,83 (d, 2H, J = 8,6 Hz),
6,74 (d, 1H, J = 1,8 Hz), 6,53 (dd, 1H, J = 5,0 Hz, J = 7,0 Hz), 6,44 (d, 1H, J = 8,6 Hz),
4,68 (s, 2H), 3,89 (bs, 4H), 3,76 (s, 3H), 3,72 (t, 2H, J = 7,0 Hz), 2,62 — 2,54 (m, 6H).

ES-MS: m/z (%): 470 (100) [MH"].
CHN (C28H31N502 -1 CH3C02C2H5 -1 H20): Ber. C 66,67 H 7,18 N 12,16

Gef. C 66,92 H 6,87 N 12,18
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(5-Chloro-1H-indol-2-yl)(4-(2-((4-methoxybenzyl)(pyridin-2-yl)amino)ethyl)-

piperazin-1-yl)methanon (6)

Me0\©\\
Cl ~N Ns
(\N \ Yy
\ NJ
N
H 0O
C2sH30CINsO, M, = 504,02

Ausbeute: 0,23 g, 0,46 mmol, 77 % farbloser Feststoff Schmp.: 135,9 °C

0,26 g, 0,6 mmol 3 werden in 3 mL DCM und 1 mL TFA eine halbe Stunde geruhrt. Die
Losung wird im Vakuum eingeengt und mit 7 N NH3; in MeOH basisch gemacht. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck wieder abdestilliert und das
Zwischenprodukt am Olpumpenvakuum getrocknet. Eine Losung aus 0,12 g, 0,6 mmol
5-Chlorindol-2-carbonséaure, 0,27 g, 0,61 mmol BOP und 0,17 mL, 1,2 mmol Et;N in 8
mL MeCN wird zu einer Losung aus entschiitztem 3 in 3 mL MeCN gegeben. Nach drei
Stunden wird das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand in 20 mL EE
aufgenommen. Es wird einmal mit 5%iger Na,COs-Losung gewaschen, dann Uber
Na,SO, getrocknet, abfiltriert und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der Feststoff

wird aus EE umkristallisiert.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): § 9,16 (s, 1H), 8,16 (ddd, 1H, J = 0,5 Hz, J = 1,8 Hz, J = 4,9
Hz), 7,60 (d, 1H, J = 1,9 Hz), 7,42 — 7,37 (m, 1H), 7,34 (d, 1H, J = 8,7 Hz), 7,23 (dd, 1H,
J=2,0Hz, J=8,7 Hz), 7,17 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 6,85 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 6,69 (d, 1H, J =
1,3 Hz), 6,55 (dd, 1H, J = 5,0 Hz, J = 6,5 Hz), 6,46 (d, 1H, J = 8,7 Hz), 4,70 (s, 2H), 3,89
(bs, 4H), 3,79 (s, 3H), 3,74 (t, 2H, J = 7,0 Hz), 2,65 — 2,57 (m, 6H).

ES-MS: m/z (%): 504 (100) [MH']
CHN (CsH3oCINsO,): Ber. C 66,72 H 6,00 N 13,89

Gef. C 66,68 H 599 N 14,04
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(1H-Benzo[d]imidazol-2-yl)(4-(2-((4-methoxybenzyl)(pyridin-2-yl)amino)ethyl)
piperazin-1-yl)methanon (7)

C,7H30N6O2 M, =470,57
Ausbeute: 0,09 g, 0,29 mmol, 35 % gelblicher Schaum Schmp.: 104 — 105 °C

0,18 g, 0,55 mmol 4, 0,09 g, 0,55 mmol Benzimidazol-2-carbonsaure 9, 0,25 g, 0,56
mmol BOP und 0,15 mL, 1,1 mmol EtzN werden in 8 mL CHCI; vier Stunden gerihrt.
Dann wird die Mischung einmal mit 5 %iger Na,COs-Ldsung gewaschen. Die org. Phase
wird Uber Na,SO, getrocknet, abfiltriert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck

abdestilliert. Die Reinigung erfolgt saulenchromatographisch mit dem Laufmittel EE.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 13,12 (s, 1H), 8,08 (dd, 1H, J = 1,5 Hz, J = 4,9 Hz), 7,74
(d, 1H, J = 7,9 Hz), 7,53 (d, 1H, J = 7,6 Hz), 7,44 (ddd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 7,1 Hz, J =
8,8 Hz), 7,34 — 7,28 (m, 1H), 7,27 — 7,22 (m, 1H), 7,18 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 6,88 (d, 2H, J
= 8,7 Hz), 6,55 (dd, 2H, J = 5,4 Hz, J = 10,4 Hz), 4,69 (s, 2H), 4,43 (bs, 4H), 3,72 (s,
3H), 3,69 — 3,64 (M, 2H), 2,57 — 2,54 (M, 6H).

ES-MS: m/z (%): 471 (100) [MH']
CHN (C27H3oNO; - 0,5 CH3CO,CoHs): Ber. C 67,68 H 6,66 N 16,33

Gef. C 67,34 H 6,92 N 16,13

(1H-Benzo[d]imidazol-2-yl)methanol (8)

Soal
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CgHgN,O M, = 148,16
Ausbeute: 2,33 g, 15,7 mmol, 36 % beiger Feststoff

Zu einer Lésung aus 4,68 g, 43,3 mmol o-Phenylendiamin und 4,94 g, 65,0 mmol
Glykolsaure in 17 mL 4 N HCIl und 17 mL Wasser gibt man 0,22 g Aktivkohle und lasst
die Mischung anschlieBend 45 min refluxieren. Nachdem die Mischung auf
Raumtemperatur gekommen ist, wird tber Celite filtriert und gut nachgewaschen. Dann
wird vorsichtig mit konz. NHs neutralisiert, das Produkt fallt aus und kann abgesaugt
werden. Es wird aus 50%igem EtOH umkristallisiert.

Analytische Daten entsprechen Lit. *'.

1H-Benzo[d]imidazol-2-carbonsé&ure (9)

@[ N\ OH

CsHsN20, M, = 162,15

Ausbeute: 0,87 g, 5,4 mmol, 34 % beiger Feststoff

2,33 g, 15,7 mmol 8 und 2,04 g, 19,3 mmol Na,CO; werden separat in so wenig heil3em
H,O wie moglich gelést und dann vereinigt. Bei 100 °C gibt man zu dieser Mischung
portionsweise, innerhalb von einer Stunde, 2,20 g, 13,9 mmol KMnO,. Die heil3e Lésung
wird Uber Celite abfiltriert und man wascht mehrmals mit heifem H,O nach. Nach dem
Abkuhlen wird das Filtrat vorsichtig mit verd. HOAc neutralisiert. Dabei féallt das Produkt
aus und kann abfiltriert werden. Umkristallisation erfolgt aus EtOH.

Analytische Daten entsprechen Lit. ¥,

N*-(4-Methoxybenzyl)-N?-methyl-N*-(pyridin-2-yl)ethan-1,2-diamin (10)

N/l

AT

NH

-~

C16H21N30 M, =271,36

Ausbeute: 0,15 g, 0,6 mmol, 15 % farbloses Ol
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1,05 g, 3,7 mmol Mepyramin werden in 15 mL 1,2-Dichlorethan geldst und man fugt
noch eine Spatelspitze Na,CO3 hinzu. Zu dieser Lésung tropft man bei 0 °C 1,06 g, 7,4
mmol 1-Chloroethylchlorformiat hinzu. Nach beendeter Zugabe wird noch 10 min bei 0
°C geriuhrt und dann fir zwei Stunden auf 50 °C erhitzt. Die abgekihlte Lésung wird
filtriert und das Lésungsmittel abgezogen. Der dlige Rickstand wird mit 20 mL MeOH
behandelt und nochmal fur 2 Stunden refluxiert. Dann wird das L&sungsmittel unter
vermindertem Druck abdestilliert, das zuriickbleibende braune Ol in 2 N NaOH-Lésung
aufgenommen und dreimal mit EE extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden Uber
Na,SO, getrocknet, abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung
erfolgt saulenchromatographisch mit dem Laufmittel EE:MeOH/NH; 9:1. Dabei kann

auch wieder Edukt zuriickgewonnen werden.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): 8,15 (ddd, 1H, J = 0,6 Hz, J = 1,9 Hz, J = 4,9 Hz), 7,37
(ddd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 7,1 Hz, J = 8,8 Hz), 7,14 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 6,83 (d, 2H, J =
8,7 Hz), 6,53 (dd, 1H, J = 5,0 Hz, J = 7,0 Hz), 6,48 (d, 1H, J = 8,6 Hz), 4,80 (s, 2H), 3,77
(s, 3H), 3,68 (t, 2H, J = 6,6 Hz), 2,80 (t, 2H, J = 6,6 Hz), 2,41 (s, 3H).

ES-MS: miz (%): 272 (100) [MH"].

tert-Butyl-4-(2-((2-((4-methoxybenzyl)(pyridin-2-yl)amino)ethyl)(methyl)amino)
ethyl)piperazin-1-carboxylat (11)

C27H41NsO3 M, = 483,65
Ausbeute: 0,67 g, 1,4 mmol, 73 % gelbes Ol

0,52 g, 1,9 mmol 10 werden zu einer Suspension von 0,09 g, 2,3 mmol NaH (60 %ige
Dispersion in Mineral6l) in 2 mL DMF gegeben und die Mischung wird eine Stunde
geruhrt. Dann tropft man eine Losung aus 0,68 g, 2 mmol 2 in 2 mL DMF hinzu und l&sst
Uber Nacht weiterriihren. Aufgearbeitet wird durch Zugabe von 5%iger Na,CO;-Ldsung.

Die wassrige Phase wird dreimal mit Ether extrahiert. Die vereinigten org. Phasen
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werden Uber Na,SO, getrocknet, abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Die Reinigung erfolgt sdulenchromatographisch mit dem Laufmittel DCM:MeOH/NH; 9:1.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): 8,09 (dd, 1H, J = 1,8 Hz, J = 4,9 Hz), 7,32 (ddd, 1H, J =
1,9 Hz, J = 7,2 Hz, J = 8,9 Hz), 7,10 (d, 2H, J = 8,5 Hz), 6,78 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 6,47
(dd, 1H, J = 5,1 Hz, J = 6,9 Hz), 6,39 (d, 1H, J = 8,6 Hz), 4,63 (s, 2H), 3,74 (s, 3H), 3,59
(t, 2H, J = 7,2 Hz), 3,35 (t, 4H, J = 5,1 Hz), 2,56 — 2,53 (m, 6H), 2,33 (t, 4H, J = 5,1 Hz),
2,24 (s, 3H), 1,40 (s, 9H).

ES-MS: m/z (%): 484 (100) [MH].

N’-(4-Methoxybenzyl)-N*-methyl-N-(2-(piperazin-1-yl)ethyl)-N*-(pyridin-2-yl)ethan-
1,2-diamin (12)

N/|

/N\/\N
e

C22H33NsO M, = 383,53
Ausbeute: 0,46 g, 1,2 mmol, 86 % farbloses Ol

0,67 g, 1,4 mmol 11 in 8 mL DCM und 1,5 mL TFA eine Stunde riihren lassen. Dann
wird das Lésungsmittel im Vakuum entfernt und der Riuckstand mit 7 N NH;z in MeOH
alkalisiert. Endgltige Reinigung erfolgt sdulenchromatographisch mit dem Laufmittel
DCM:MeOH/NH; 9:1.

IH-NMR (300 MHz, CDCly): § 8,11 (dd, 1H, J = 1,3 Hz, J = 4,9 Hz), 7,34 (ddd, 1H, J =
2,0 Hz, J = 7,1 Hz, J = 8,8 Hz), 7,11 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 6,80 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 6,49
(dd, 1H, J = 5,0 Hz, J = 7,1 Hz), 6,41 (d, 1H, J = 8,6 Hz), 4,65 (s, 2H), 3,73 (s, 3H), 3,61
(t, 2H, J = 7,2 Hz), 2,85 — 2,78 (m, 6H), 2,57 — 2,48 (m, 2H), 2,44 — 2,38 (m, 6H), 2,25 (s,
3H).
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(1H-Indol-2-y1)(4-(2-((2-((4-methoxybenzyl)(pyridin-2-yl)amino)ethyl)(methyl)amino)
ethyl)piperazin-1-yl)methanon (13)

C31H3sN6O2 M, = 526,67
Ausbeute: 0,58 g, 1,1 mmol, 79 % gelblicher Schaum Schmp.: 64 °C

0,67 g, 1,4 mmol 11 werden in 8 mL DCM und 1,5 mL TFA eine Stunde gerihrt. Das
Losungsmittel wird im Vakuum entfernt, der Rickstand in 10 mL MeCN wieder-
aufgenommen und durch Zugabe von Et;N auf einen basischen pH-Wert eingestellt.
Eine separate L6sung aus 0,23 g, 1,4 mmol Indol-2-carbonsaure, 0,62 g, 1,4 mmol BOP
und 0,2 mL, 1,4 mmol Etz;N in 10 mL MeCN wird nach 5 min mit der anderen Lésung
vereinigt und drei Stunden geruhrt. Danach wird das Lésungsmittel unter vermindertem
Druck abdestilliert, der Riuckstand in 30 mL EE aufgenommen und einmal mit 5%iger
Na,CO;-Ldsung waschen. Die Reinigung erfolgt sdulenchromatographisch erst mit dem
Laufmittel DCM:MeOH/NH3; 9:1 und in einem zweiten Chromatographieschritt mit dem
Laufmittel EE:MeOH/NHs;.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): § 9,31 (s, 1H), 8,15 (dd, 1H, J = 1,3 Hz, J = 4,9 Hz), 7,65
(dd, 1H, J = 0,5 Hz, J = 8,0 Hz), 7,42 (dd, 1H, J = 0,6 Hz, J = 8,3 Hz), 7,40 — 7,34 (m,
1H), 7,28 (ddd, 1H, J = 1,1 Hz, J = 7,0 Hz, J = 8,2 Hz), 7,17 — 7,11 (m, 3H), 6,84 (d, 2H,
J=8,7 Hz), 6,76 (d, 1H, J = 1,4 Hz), 6,53 (dd, 1H, J = 5,1 Hz, J = 6,8 Hz), 6,45 (d, 1H, J
= 8,6 Hz), 4,70 (s, 2H), 3,91 (bs, 4H), 3,77 (s, 3H), 3,70 — 3,65 (m, 2H), 2,62 — 2,49 (m,
10H), 2,33 (s, 3H).

ES-MS: m/z (%): 527 (100) [MH']
CHN (Cs:H3sNgO; - 1 CH;OH - 0,5 H,0): Ber. C 67,70 H 7,63 N 14,80

Gef. C 67,91 H 7,26 N 14,79



Experimenteller Teil | 70

(5-Chloro-1H-indol-2-yl)(4-(2-((2-((4-methoxybenzyl)(pyridin-2-yl)amino)ethyl)
(methyl)amino)ethyl)piperazin-1-yl)methanon (14)

/@/\N NN
MeO H cl

o

N
H

®)

C31H37CINgO; M, =561,12
Ausbeute: 0,03 g, 0,05 mmol, 13 % gelber Feststoff Schmp.: 67,5 -68,0 °C

Analog zu 13: 0,2 g, 0,4 mmol 11 werden nach Entschitzung an 5-Chloroindol-2-

carbonsaure gekoppelt.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): § 9,69 (s, 1H), 8,15 (dd, 1H, J = 1,5 Hz, J = 4,7 Hz), 7,59 (d,
1H, J = 1,9 Hz), 7,44 (ddd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 7,2 Hz, J = 8,8 Hz), 7,36 (d, 1H, J = 8,7
Hz), 7,21 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 8,7 Hz), 7,12 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 6,84 (d, 2H, J = 8,7
Hz), 6,65 — 6,61 (m, 2H), 6,57 (d, 1H, J = 8,6 Hz), 4,64 (s, 2H), 3,95 (t, 2H, J = 6,7 Hz),
3,83 (bs, 4H), 3,77 (s, 3H), 3,23 — 3,16 (m, 4H), 2,77 (t, 2H, J = 5,9 Hz), 2,58 — 2,55 (m,
4H), 2,02 (s, 3H).

ES-MS: m/z (%): 561 (100) [MH*], 302 (68) [(M + 2H)** + 2MeCN], 281 (20) [(M + 2H)*].
CHN (C31H37CINgO; - 1 H,0O - 1 CH30H): Ber. C 62,89 H 7,09 N 13,75

Gef. C 62,95 H 6,83 N 13,88

tert-Butyl-2-bromoethylcarbamat (15)

C7/H14BrNO, M, = 224,10
Ausbeute: 1,79, 7,6 mmol, 78 % farbloses Ol

Zu einer Lésung aus 2,0 g, 9,8 mmol 2-Bromoethylamin-Hydrobromid in 120 mL MeOH
und 14 mL, 10,22 g, 101 mmol EtzN gibt man 4,15 g, 19,0 mmol eq Boc,O. Die

Mischung wird eine Stunde auf 60 °C erwdrmt und dann 14 h bei RT weitergerthrt. Das
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Losungsmittel wird unter vermindertem Druck abdestilliert, der Rickstand mit 40 mL
DCM wiederaufgenommen und sukzessive mit 1 M HCI, 5%iger Na,CO;-Ldsung und
ges. NaCl-Losung gewaschen (je 30 mL). Die org. Phase wird Gber Na,SO, getrocknet,

abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Analytische Daten entsprechen Lit. *2.

(S)-tert-Butyl-3-aminopyrrolidin-1-carboxylat (16)

“1INH
Bocl\’:> 2

CoH1sN20, M, = 186,25
Ausbeute: 1,97 g, 10,6 mmol, 52 % farblose Flissigkeit

Zu einer Suspension von 3,61 g, 22,7 mmol, 1 eq (S)-3-Aminopyrrolidin Dihydrochlorid in
60 mL MeOH flgt man 5,3 g, 49,9 mmol, 2,2 eq Na,CO; hinzu und lasst 45 min rihren.
Dann wird im Eisbad gekuhlt, 4,46 g, 20,4 mmol, 0,9 eq Boc,O in 60 mL MeOH
zugetropft und fur weitere 3 h bei 0 °C gerihrt. Das Ldsungsmittel wird im Vakuum
entfernt und der Rickstand in 60 mL 1 N HCI-L6sung aufgenommen. Der pH-Wert muss
bei ca. 2 liegen, gegebenenfalls ist noch 1 N HCI-Lésung hinzuzufiigen. Die wassrige
Phase wird einmal mit DCM ausgeschittelt, um doppeltgeschitztes (S)-3-
Aminopyrrolidin zu entfernen. Die wassrige Phase wird durch Zugabe von festem K,CO3
alkalisiert und dreimal mit DCM extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden Uber

Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): § 3,40 — 3,26 (m, 3H), 3,23 — 3,13 (m, 1H), 2,85 (dd, 1H, J =
4,6 Hz, J = 10,3 Hz), 1,85 (dg, 1H, J = 6,0 Hz, 12,3 Hz), 1,52 (ddd, 1H, J = 6,3 Hz, J =
13,6 Hz, J = 20,2 Hz), 1,39 (s, 9H).

ES-MS: miz (%): 187 (100) [MH'], 228 (86) [(MH)" + MeCN], 373 (30) [2MH"], 172 (21)
[('\/lH)+ + MeCN - C4H8], 131 (20) [MH+' C4H8].

(S)-tert-Butyl 3-(2-bromoacetamido)pyrrolidin-1-carboxylat (17)

@) Br

>_/
Boc@l "NH
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C11H19BrN;O4 M, = 307,18
Ausbeute: 2,56 g, 8,3 mmol, 92 % farbloser, klebriger Schaum, der nach
langerer Zeit fest wird Schmp.: 103,0 -103,4 °C

Zu einer eisgekuhlten Lésung aus 1,7 g, 9,1 mmol 16 in 28 mL 5%iger Na,COs-Losung
und 28 mL DCM tropft man 0,87 mL, 10,0 mmol Bromoacetylbromid. Man lasst 1,5 h im
Eisbad riihren und anschlieRend noch weitere 2 h bei Raumtemperatur. Die Mischung
wird mit 20 mL DCM und 15 mL H,0 verdinnt und die org. Phase abgetrennt. Diese wird
noch mit 40 mL 1 N HCI-Lésung und 40 mL ges. NaCl-Losung gewaschen, Uber

Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt.

IH-NMR (300 MHz, CDCly): & 6,51 (bs, 1H), 4,44 (qd, 1H, J = 5,9 Hz, J = 11,7 Hz), 3,87
(s, 2H), 3,65 (dd, 1H, J = 6,3 Hz, J = 11,5 Hz), 3,45 (t, 2H, J = 7,0 Hz), 3,22 (d, 1H, J =
8,2 Hz), 2,18 (dt, 1H, J = 7,6 Hz, J = 13,4 Hz), 1,87 (dt, 1H, J = 6,1 Hz, J = 12,4 Hz),
1,47 (s, 9H).

ES-MS: m/z (%): 294 (100) [(MH)* + MeCN - C,Hg], 309 (58) [MH"], 251 (30) [(MH)" -
CaHg].

CHN (C11H19BrN,O3 - 0,13 H,0): Ber. C 4292 H 6,49 N 9,03

Gef. C 42,70 H 6,27 N 9,05

(S)-tert-Butyl-3-(2-((4-methoxybenzyl)(pyridin-2-yl)amino)acetamido)pyrrolidin-1-
carboxylat (18)

OMe

O'-'NH
BocN

C24H32N404 Mr = 440,54
Ausbeute: 0,36 g, 0,8 mmol, 12 % gelbliches Ol

Analog zu 11: 1,44 g, 6,7 mmol 2-(4-Methoxy)benzylaminopyridin und 2,06 g, 6,7 mmol

17 werden eingesetzt.
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'H-NMR (300 MHz, CDCly): § 8,17 (dd, 1H, J = 1,1 Hz, J = 4,8 Hz), 7,46 (ddd, 1H, J =
1,9 Hz, J = 7,3 Hz, J = 8,8 Hz), 7,16 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 6,86 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 6,67
(dd, 1H, J = 5,2 Hz, J = 6,8 Hz), 6,53 (d, 1H, J = 8,6 Hz), 4,70 (d, 2H, J = 4,2 Hz), 4,35
(tt, 1H, J = 5,9 Hz, J = 11,9 Hz), 4,11 (s, 2H), 3,79 (s, 3H), 3,56 — 2,95 (m, 4H), 2,06 —
1,95 (m, 1H), 1,68 — 1,52 (m, 1H), 1,44 (s, 9H).

ES-MS: m/z (%): 441 (100) [MH"].

(S)-tert-Butyl-3-(2-((4-methoxybenzyl)(pyridin-2-yl)amino)ethylamino)pyrrolidin-1-
carboxylat (19)

OMe

C24H34N403 Mr = 426,55
Ausbeute: 0,07 g, 0,16 mmol, 26 % farbloses Ol

Zu einer eisgekihlten Lésung aus 0,28 g, 0,64 mmol 18 in 2 mL THF tropft man 1,3 mL,
1,3 mmol einer 1 M Boranldsung in THF und lasst anschlieRend 5,5 Stunden refluxieren.
Nachdem die Losung auf Raumtemperatur gekommen ist, gibt man 10 mL 5 %ige
Na,COs-Ldsung hinzu und extrahiert die wassrige Phase mit EE (3 x 10 mL). Die
vereinigten org. Phasen werden uUber Na,SO, getrocknet, abfiltriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung erfolgt sdulenchromatographisch mit
dem Laufmittel EE:MeOH 9:1.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): 8,17 (dd, 1H, J = 1,8 Hz, J = 5,4 Hz), 7,37 (ddd, 1H, J =
1,8 Hz, J = 7,2 Hz, J = 8,7 Hz), 7,12 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 6,82 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 6,54
(dd, 1H, J = 5,2 Hz, J = 6,8 Hz), 6,46 (d, 1H, J = 8,6 Hz), 4,66 (s, 2H), 3,76 (s, 3H), 3,68
(t, 2H, J = 6,5 Hz), 3,53 — 3,34 (m, 2H), 3,26 (td, 2H, J = 5,8 Hz, J = 11,9 Hz), 3,00 (ddd,
1H, J = 5,3 Hz, J = 10,7 Hz, J = 22,1 Hz), 2,82 (t, 2H, J = 6,6 Hz), 2,17 (bs, 1H), 2,03 —
1,91 (m, 1H), 1,67 — 1,55 (m, 1H), 1,44 (s, 9H).

ES-MS: m/z (%): 427 (100) [MH"].
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(S)-(1H-Indol-2-y1)(3-(2-((4-methoxybenzyl)(pyridin-2-yl)amino)ethylamino)
pyrrolidin-1-yl)methanon (20)

OMe

C2sH31Ns0, M, = 469,58
Ausbeute: 0,04 g, 0,09 mmol, 43 % farbloser Feststoff Schmp.: 55,2 — 56,0 °C

0,09 g, 0,21 mmol 19 werden durch einstiindiges Riihren in 3 mL DCM und 0,75 mL TFA
entschitzt. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck abdestilliert, der
Rickstand in 5 mL DCM wieder aufgenommen und die Losung durch Zugabe von Et3N
alkalisiert. Zu dieser Lésung gibt man 0,04 g, 0,25 mmol Indol-2-carbonséure, 0,07 g,
0,25 mmol DEPBT und 0,05 g, 0,5 mmol EtzN und lasst tber Nacht rithren. Man wascht
einmal mit 5%iger Na,CO;-Ldsung, trocknet die organische Phase tber Na,SO, und
zieht das Losungsmittel im Vakuum ab. Die sdulenchromatographische Reinigung erfolgt
einmal mit dem Laufmittel DCM:MeOH 9:1 und abschlieBend noch mit dem Laufmittel
EE:MeOH 9:1.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): § 9,52 (s, 1H), 8,15 (ddd, 1H, J= 0,5 Hz, J = 1,8 Hz, J = 4,9
Hz), 7,67 (d, 1H, J = 8,0 Hz), ), 7,44 (dd, 1H, J = 0,5 Hz, J = 8,3 Hz), 7,37 (ddd, 1H, J =
2,0 Hz, J=7,2 Hz, J = 8,8 Hz), 7,29 (ddd, 1H, J = 0,9 Hz, J = 6,9 Hz, J = 7,7 Hz), 7,14
(d, 3H, J = 8,8 Hz), 6,83 (d, 3H, J = 8,6 Hz), 6,54 (t, 1H, J = 5,9 Hz), 6,47 (d, 1H, J = 8,3
Hz), 4,67 (s, 2H), 4,09 — 3,83 (m, 3H), 3,76 (s, 3H), 3,76 — 3,72 (m, 2H), 3,53 — 3,41 (m,
2H), 2,92 (t, 2H, J = 6,1 Hz), 2,19 — 2,00 (m, 2H).

ES-MS: m/z (%): 470 (100) [MH"].
CHN (C2sHaiNsO; - 1 CHsCO,CoHs - 0,5 H,0): Ber. C 67,82 H 7,11 N 12,36

Gef. C 67,78 H 7,25 N 12,40
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1-(Phenylsulfonyl)indolin (21)

I

SO,Ph

Cl4H13NOZS Mr = 259,32
Ausbeute: 43,6 g, 0,168 mol, 80 % braunlicher Feststoff Schmp.: 129,2 — 130,0 °C

23,5 mL, 0,21 mol Indolin werden in 300 mL DCM gel6st, dazu gibt man 35 mL, 0,25 mol
EtzN und eine katalytische Menge DMAP. Nun tropft man 28,1 mL, 0,22 mmol
Phenylsulfonylchlorid innerhalb von einer halben Stunde zu und lasst 16 h bei RT
rihren. Die org. Phase wird sukzessive mit 1 N HCI-Ldsung, 5%iger Na,COs-Lésung und
ges. NaCl-Losung gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet und das Ldsungsmittel im

Vakuum entfernt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,81 (td, 2H, J = 2,4 Hz, J = 3,5 Hz), 7,72 — 7,65 (m, 1H),
7,56 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 7,48 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 7,18 (dd, 2H, J = 7,8 Hz, J = 17,0 Hz),
6,98 (dt, 1H, J = 0,9 Hz, J = 7,4 Hz), 3,91 (t, 2H, J = 8,4 Hz), 2,88 (t, 2H, J = 8,4 Hz).

CI-MS: m/z (%): 277 (100) [MNH,"], 260 (15) [MH"].
CHNS (C14H13NO,S): Ber. C 64,84 H 505 N 5,40 S 12,36

Gef. C 64,79 H 525 N 534 S 12,40

5-Nitro-1-(phenylsulfonyl)indolin (22)

N

SO,Ph

Cl4H12N204S Mr = 304,32
Ausbeute: 4,95 g, 16,3 mmol, 81 % gelblicher Feststoff Schmp.: 127,2 — 127,8 °C

Zu einer eisgekihlten Losung aus 5,19 g, 20 mmol 21 in 50 mL Nitromethan tropft man
langsam, innerhalb von 50 min, eine Lésung aus 0,88 mL, 0,21 mmol rauchender HNO;
(70 %) in 10 mL CH3NO; hinzu und lasst eine weitere Stunde im Eisbad riihren. Danach

kippt man die Lésung auf 60 mL Wasser, neutralisiert mit 2 N NaOH-Losung und
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trocknet die org. Phase uUber Na,SO,. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck
abdestilliert und der Rickstand sdulenchromatographisch mit dem Laufmittel EE:PE 3:7

gereinigt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 8,12 (dd, 1H, J = 2,3 Hz, J = 8,9 Hz), 8,03 (s, 1H), 7,93 (d,
2H,J = 7,4 Hz), 7,74 (t, 1H, J = 7,4 Hz), 7,63 (dd, 3H, J = 6,4 Hz, J = 8,3 Hz), 4,06 (1,
2H, J = 8,5 Hz), 3,11 (t, 2H, J = 8,6 Hz).

CI-MS: m/z (%): 304 (100) [M*], 117 (94) [M" - PhSO, - NO,], 77 (53) [CeHs'], 163 (34)
[M* - PhSO,], 141 (31) [PhSO,"].

CHN (C14H12N204S): Ber. C 55,25 H 3,97 N 9,21

Gef. C 5532 H 3,82 N 9,19

5-Nitro-1-(phenylsulfonyl)-1H-indol (23)

O,N
N

SO,Ph

C14H10N204S Mr = 302,31
Ausbeute: 0,69 g, 2,3 mmol, 33 % farbloser Feststoff Schmp.: 131,6 — 132,2 °C

Einer Lésung aus 2,11 g, 6,9 mmol 22 in 35 mL DCM p.A. fugt man 6,3 g, 69 mmol, 10
eq aktiviertes MnO, und 3A-Molekularsieb hinzu und lasst die Mischung 24 Stunden
refluxieren. Nach dem Abkuhlen wird die Suspension lber Celite abgesaugt, die org.
Phase einmal mit ges. NaCl-Lésung gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Abtrennung vom Edukt gelingt

saulenchromatographisch mit dem Laufmittel EE:PE 3:7.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): & 8,59 (d, 1H, J = 1,8 Hz), 8,22 (dd, 1H, J = 2,2 Hz, J = 9,2
Hz), 8,17 (d, 1H, J = 9,1 Hz), 8,10 (d, 1H, J = 3,7 Hz), 8,07 (d, 2H, J = 7,3 Hz), 7,74 (t,
1H, J = 7,4 Hz), 7,63 (t, 2H, J = 7,6 Hz), 7,09 (d, 1H, J = 3,8 Hz).

CI-MS: m/z (%): 77 (100) [CeHs'], 141 (59) [PhSO,"], 302 (49) [M*].
CHN (C14H10N,0,S): Ber. C 5562 H 3,33 N 9,27

Gef. C 5576 H 3,08 N 9,00
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1-(Phenylsulfonyl)-1H-indol-5-amin (24)

N

SO,Ph

C14H12N2028 Mr = 272,32
Ausbeute: 1,1 g, 4,0 mmol, 93 % schwach rosa Feststoff Schmp.: 116,4 — 116,8 °C

Eine Losung aus 1,3 g, 4,3 mmol 23 und 4,9 g, 21,5 mmol SnCl, x 2 H,O in 30 mL EtOH
wird 2 Stunden refluxiert (DC-Kontrolle). Das Lésungsmittel wird unter vemindertem
Druck abrotiert und der Rickstand in 40 mL ges. NaHCO;-Losung und 50 mL EE
aufgenommen. Die weil3e Emulsion wird Uber Celite abfiltriert, die org. Phase abgetrennt

und tber Na,SO, getrocknet. Nach Filtration wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,90 — 7,86 (m, 2H), 7,69 — 7,63 (m, 1H), 7,58 — 7,52 (m,
4H), 6,64 — 6,58 (M, 3H), 4,97 (bs, 2H).

CI-MS: miz (%): 131 (100) [CeHs], [M"-PhSO,1, 272 (47) [M*].
CHN (C14H12N202S): Ber. C 61,75 H 4,44 N 10,29

Gef. C 62,03 H 452 N 10,22

tert-Butyl-1-(phenylsulfonyl)-1H-indol-5-ylcarbamat (25)

\
N

S0,

Ph

C1oH20N204S M, = 372,44
Ausbeute: 2,77 g, 7,4 mmol, 93 % farbloser Feststoff Schmp.: 168,8 — 169,6 °C

Zu einer Loésung aus 2,18 g, 8,0 mmol 24 in 20 mL THF gibt man 1,75 g, 8,5 mmol
Boc,O. Nachdem die Mischung 16 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt wurde, arbeitet
man die Reaktion durch Zugabe von 40 mL Wasser auf. Man fiigt noch 40 mL EE hinzu,

trennt die org. Phase ab und extrahiert die wassrige Phase ein weiteres Mal mit 40 mL
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EE. Die vereinigten org. Phasen werden tber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel
im Vakuum entfernt. Die endgultige Reinigung erfolgt sdulenchromatographisch mit dem
Laufmittel EE:PE 3:7.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 9,37 (s, 1H), 7,94 (td, 2H, J = 2,4 Hz, J = 3,4 Hz), 7,80 (d,
1H,J = 9,0 Hz), 7,73 (d, 1H, J = 3,7 Hz), 7,68 (t, 1H, J = 7,4 Hz), 7,57 (t, 2H, J = 7,6 Hz),
7,35 (dd, 1H, J = 2,1 Hz, J = 9,0 Hz), 6,78 (d, 1H, J = 3,6 Hz), 1,46 (s, 9H).

ES-MS: miz (%): 414 (100) [(MH)* + MeCN], 745 (60) [(2MH)*],390 (14) [MNH,'], 372
(12) [MH'].

CHN (C19H20N204S): Ber. C 61,27 H 5,41 N 7,52

Gef. C 61,26 H 556 N 7,26

5-(tert-Butoxycarbonylamino)-1-(phenylsulfonyl)-1H-indol-2-carbonséure (26)

BocHN OH
T~
N O

C20H20N206S M, = 416,45
Ausbeute: 1,47 g, 3,5 mmol, 93 % farbloser Feststoff Schmp.: 90 °C

Eine Losung aus 2,77 g, 7,4 mmol 25 in 65 mL THF wird unter N,-Atmosphére auf -78
°C gekunhlt. Man tropft langsam 9,4 mL, 15 mmol t-BuLi (1,6 M-Losung in Hexan) hinzu,
die LOsung farbt sich dabei rétlich. Nach beendeter Zugabe lasst man eine Stunde bei
-78 °C weiterrithren und gibt dann ca. 60 mL CO, als Trockeneis hinzu. Uber Nacht lasst
man die Mischung auftauen und rotiert das THF vorsichtig ab. Der Riickstand wird in 65
mL Wasser aufgenommen. Dabei fallt noch vorhandenes Edukt aus, wird abfiltriert und
kann somit rickgewonnen werden. Die wassrige Losung wird nun unter Rihren
vorsichtig mit 1 N HCI-Lésung angesauert. Die milchige Suspension wird dreimal mit EE
extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden Uber Na,SO, getrocknet und das

Lésungsmittel im Vakuum entfernt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 13,57 (bs, 1H), 9,48 (s, 1H), 7,95 (d, 2H, J = 7,4 Hz), 7,89
(d, 1H, J = 9,1 Hz), 7,84 (s, 1H), 7,69 (t, 1H, J = 7,4 Hz), 7,59 (t, 2H, J = 7,6 Hz), 7,43
(dd, 1H, J = 2,1 Hz, J = 9,1 Hz), 7,28 (s, 1H), 1,47 (s, 9H).



Experimenteller Teil | 79

ES-MS: m/z (%): 458 (100) [(M + H + MeCN)*], 834 (75) [2MH"], 434 (60) [MNH,'], 417
(20) [MH"].

CHN (C20H20N206S - 0,5 CH3CO,C;Hs): Ber. C 58,39 H 5,35 N 6,19

Gef. C 5859 H 5,43 N 5,94

tert-Butyl-2-(4-methylpiperazin-1-carbonyl)-1-(phenylsulfonyl)-1H-indol-5-yl-
carbamat (27)

C25H30N4058 Mr = 498,59
Ausbeute: 1,00 g, 2,00 mmol, 84 % farbloser Feststoff ~ Schmp.: 245,2 — 245,9 °C

Zu einer Lésung aus 1,19 g, 2,4 mmol 26 in 25 mL THF gibt man 1,06 g, 2,4 mmol BOP
und 0,66 mL, 4,8 mmol EtzN. Nach 5 Minuten fligt man 0,27 mL, 2,4 mmol
Methylpiperazin hinzu. Nach etwa einer Stunde ist aus der klaren Lésung eine
Suspension geworden. Also wird das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck
abdestilliert, der Ruckstand in einem EE/Diethylether-Gemisch wieder aufgenommen

und das feinkristalline Produkt abgesaugt.

IH-NMR (300 MHz, DMSO): § 9,43 (s, 1H), 8,07 (d, 2H, J = 7,6 Hz), 7,82 (d, 1H, J = 9,0
Hz), 7,75 (s, 1H), 7,68 (t, 1H, J = 7,4 Hz), 7,58 (t, 2H, J = 7,6 Hz), 7,38 (dd, 1H, J = 1,9
Hz, J = 9,1 Hz), 6,89 (s, 1H), 3,67 (bs, 2H), 3,33 (bs, 2H), 2,41 (bs, 2H), 2,35 (bs, 2H),
2,22 (s, 3H), 1,46 (s, 9H).

ES-MS: m/z (%): 499 (100) [MH'], 540 (38) [(M + H + MeCN)*], 998 (12) [2MH"].
CHN (CzsH3oN4OsS - 0,5 H,0): Ber. C 59,15 H 6,16 N 11,04

Gef. C 59,18 H 6,08 N 10,92
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(5-Amino-1-(phenylsulfonyl)-1H-indol-2-yl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanon (28)

C20H22N4038 Mr = 398,48
Ausbeute: 0,30 g, 0,76 mmol, 95 % farbloser Schaum Schmp.: 105,0 °C

0,41 g, 0,8 mmol 27 lasst man in 6 mL DCM und 1,5 mL TFA eine Stunde rihren. Unter
vermindertem Druck wird die Losung eingeengt, mit 10 mL 2 N NaOH-L&sung alkalisiert
und dreimal mit DCM extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden Uber Na,SO,

getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,99 (d, 2H, J = 7,5 Hz), 7,68 — 7,53 (m, 4H), 6,70 (s, 1H),
6,67 — 6,62 (M, 2H), 5,16 (bs, 2H), 3,67 (bs, 2H), 3,32 (bs, 2H), 2,46 (bs, 2H), 2,41 (bs,
2H), 2,26 (s, 3H).

ES-MS: m/z (%): 399 (100) [MH'], 241 (76) [(M + 2H + 2MeCN)?], 798 (26) [2MH"].
CHN (C20H22N4038 : Hzo): Ber. C 57,68 H 5,81 N 13,45

Gef. C 57,85 H 5,49 N 13,14

(5-Amino-1H-indol-2-yl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanon (29)

Cl4H18N4O Mr = 258,32
Ausbeute: 0,2 g, 0,77 mmol, 70 % farbloser Feststoff

Eine L6sung aus 0,44 g, 1,1 mmol 28 und 0,64 g, 4,6 mmol K,CO3 in 13 mL MeOH und
45 mL H,O 20 Stunden bei 65 °C rihren lassen. Nach dem Abkuhlen der

Reaktionsmischung wird MeOH im Vakuum entfernt, mit 10 mL Wasser verdinnt und die
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wassrige Phase dreimal mit DCM extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden tber
Na,SO, getrocknet und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Bei

Bedarf kann der Feststoff aus MeOH umkristallisiert werden.

Analytische Daten entsprechen Lit. *.

1-Bromopropan-2-on (30)

P

C3HsBro M, = 136,98
Ausbeute: 65,95 g, 0,48 mol, 71 % farblose Flussigkeit

In einem Dreihalskolben vereinigt man 160 mL H,O, 50 mL, 0,68 mol Aceton und 37,2
mL, 0,65 mmol Eisessig und erhitzt die Lésung auf 70 °C. Zu der heil3en Losung tropft
man Uber 1,5 h 36 mL, 0,73 mol Brom. Nach der Zugabe entfarbt sich die Losung, die
Heizung wird entfernt und 80 mL kaltes Wasser hinzugefiigt. Im Eisbad wird mit festem
Na,COs alkalisiert und eine Olschicht trennt sich ab. Uber den Scheidetrichter wird diese

abgetrennt und tber 8 g CaCl, getrocknet und kihl gelagert.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): & 3,88 (s, 2H), 2,34 (s, 3H).

1-((2-((4-Methoxybenzyl)(pyridin-2-yl)amino)ethyl)(methyl)amino)propan-2-on (31)

C19H25N30, M, = 327,24
Ausbeute: 0,16 g, 0,49 mmol, 89 % braunliches Ol

Zu einer Loésung aus 0,15 g, 0,55 mmol 10 in 5 mL Aceton gibt man 0,23 g, 1,66 mmol
K,CO3; und 0,09 g, 0,66 mmol 30 und lasst refluxieren. Nach zwei Stunden fligt man
noch einmal 1,2 eq 30 hinzu und refluxiert noch weitere zwei Stunden. Uber Nacht lasst
man auf Raumtemperatur kommen, fiigt 15 mL H,O hinzu und extrahiert die wassrige

Phase dreimal mit je 20 mL DCM. Nach dem Trocknen uber Na,SO,, wird das
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Lésungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand saulenchromatographisch mit dem
Laufmittel EE zu EE:MeOH 9:1 gereinigt.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): § 8,15 (ddd, 1H, J = 0,8 Hz, J = 2,0 Hz, J = 5,0 Hz), 7,39
(ddd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 7,1 Hz, J = 8,9 Hz), 7,15 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 6,84 (d, 2H, J =
8,7 Hz), 6,54 (ddd, 1H, J = 0,5 Hz, J = 5,0 Hz, J = 7,1 Hz), 6,47 (d, 1H, J = 8,6 Hz), 4,67
(s, 2H), 3,78 (s, 3H), 3,71 (t, 2H, J = 7,2 Hz), 3,36 (s, 2H), 2,71 (t, 2H, J = 6,8 Hz), 2,38
(s, 3H), 2,11 (s, 3H).

ES-MS: m/z (%): 375 (100) [MH'], 185 (10) [(M + 2H)?* + MeCN], 205 (8) [(M + 2H)** +
2MeCN].

(5-(1-((2-((4-Methoxybenzy)(pyridin-2-yl)amino)ethyl)(methyl)amino)propan-2-
ylamino)-1H-indol-2-yl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanon (32)

N
OMe

Cs3H43N70O; M, = 569,74

Ausbeute: 0,02 g, 0,04 mmol, 15 % braunliches Wachs

0,08 g, 0,24 mmol 31 und 0,08 g, 0,31 mmol 29 werden in 2 mL Dichlorethan und 1 mL
THF gelést. Das THF ist notwendig, um auch 29 in Lésung zu bringen. Man fiigt 3A-
Molekularsieb, zwei Tropfen Eisessig und 0,08 g, 0,36 mmol Natriumtriacetoxyborhydrid
hinzu und lasst Uber Nacht rihren. Nach dem Abfiltrieren vom Molekularsieb wird 5 mL
5%ige Na,COs-Losung hinzugegeben und die wassrige Phase dreimal mit DCM
extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden Uber Na,SO, getrocknet, das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand s&ulenchromatographisch
gereinigt: einmal mit dem Laufmittel EE:MeOH/NH; 9:1 und ein zweites Mal mit dem
Laufmittel DCM:MeOH/NH; 9:1.

IH-NMR (300 MHz, CDCly): § 8,97 (s, 1H), 8,12 (dd, 1H, J = 1,3 Hz, J = 4,9 Hz), 7,21 (d,
2H, J = 8,7 Hz), 7,09 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 6,80 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 6,77 (d, 1H, J = 2,0
Hz), 6,69 (dd, 1H, J = 2,1 Hz, J = 8,7 Hz), 6,61 (d, 1H, J = 1,3 Hz), 6,47 (dd, 1H, J = 5,2
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Hz, J = 6,8 Hz), 6,33 (d, 1H, J = 8,6 Hz), 4,65 (s, 2H), 3,94 (bs, 4H), 3,76 (s, 3H), 3,63 (t,
2H, J = 6,8 Hz), 3,45 — 3,36 (m, 1H), 2,68 (td, 1H, J = 7,1 Hz, J = 13,9 Hz), 2,58 — 2,47
(m, 6H), 2,41 — 2,37 (m, 1H), 2,34 (s, 3H), 2,28 (s, 3H), 1,20 (d, 3H, J = 6,0 Hz).

ES-MS: m/z (%): 306 (100) [(M + 2H)?* + 2MeCN], 570 (40) [MH"].

N-(2-(4-(2,2-Diethoxyethyl)piperazin-1-yl)ethyl)-N-(4-methoxybenzyl)pyridin-2-amin
(33)

N —
ISV
— ‘>~OEt
EtO

OMe

C25H3sN4O5 M, = 442,59
Ausbeute: 0,11 g, 0,25 mmol, 28 % farbloses Ol

Zu einer Suspension aus 0,05 g, 1,2 mmol NaH (60%ige Dispersion in Mineral6l) in 3 mL
DMF gibt man 0,3 g, 0,9 mmol 4 und lasst 45 Minuten riihren. Dann wird eine Losung
aus 0,15 mL, 1 mmol Bromacetaldehyddiethylacetal in 2 mL DMF hinzugetropft. Die
Mischung wird Uber Nacht bei 40 °C geruhrt. Nachdem die Suspension abgekuhlt ist,
verdinnt man mit 10 mL einer eisgekihlten 5%igen Na,CO;-Ldsung und extrahiert die
wassrige Phase dreimal mit je 10 mL Ether. Die vereinigten org. Phasen werden mit ges.
NaCl-Lésung gewaschen, tber Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum
entfernt. Der Rickstand wird saulenchromatographisch mit dem Laufmittel EE:MeOH 9:1

gereinigt.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): § 8,15 (dd, 1H, J = 1,3 Hz, J = 4,9 Hz), 7,37 (ddd, 1H, J =
2,0 Hz, J = 7,1 Hz, J = 8,9 Hz), 7,15 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 6,82 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 6,52
(dd, 1H, J = 5,1 Hz, J = 6,6 Hz), 6,45 (d, 1H, J = 8,6 Hz), 4,70 (s, 2H), 4,63 (t, 1H, J = 5,2
Hz), 3,78 (s, 3H), 3,71 — 3,62 (m, 4H), 3,53 (qd, 2H, J = 7,0 Hz, J = 9,4 Hz), 2,58 — 2,53
(m, 12H), 1,20 (t, 6H, J = 7,1 Hz).

ES-MS: m/z (%): 222 (100) [(M + 2H)*"], 443 (60) [MH"].
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5.2.2 Molekiile, abgeleitet von Astemizol

Ethyl-4-isothiocyanatopiperidin-1-carboxylat (34)

CgH14NzoZS Mr = 214,28
Ausbeute: 10,2 g, 47,5 mmol, 95 % farbloses Ol

Zu einer eisgekuhlten Losung aus 2 g, 50 mmol NaOH in 30 mL Wasser gibt man 3,13
mL, 3,75 g, 50 mmol CS; und 8,6 g, 50 mmol Ethyl-4-amino-1-piperidincarboxylat. Die
Temperatur soll nicht Uber 10 °C steigen und die Mischung farbt sich leuchtend orange.
Nachdem die Mischung eine halbe Stunde unter 10 °C gerihrt wurde, tropft man 5,45 g,
4,8 mL, 50 mmol Ethylchloroformiat hinzu und erhitzt dann die L6sung zwei Stunden auf
60 °C. Nach dem Abkuhlen wird die Mischung zweimal mit DCM extrahiert. Die
vereinigten org. Phasen werden Uber Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel wird im
Vakuum entfernt. Die Reinigung erfolgt saulenchromatographisch mit dem Laufmittel
EE:PE 3:7.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): 54,12 (q, 2H, J = 7,1 Hz), 3,91 (it, 1H, J = 3,8 Hz, J = 7,3
Hz), 3,64 (ddd, 2H, J = 3,8 Hz, J = 7,6 Hz, J = 13,8 Hz), 3,40 (ddd, 2H, J = 3,8 Hz, J =
7,3 Hz, J = 13,9 Hz), 1,90 (ddd, 2H, J = 3,8 Hz, J = 7,6 Hz, J = 15,1 Hz), 1,76 (ddt, 2H, J
=3,8Hz,J=7,3Hz, J=11,1 Hz), 1,24 (t, 3H, J = 7,1 Hz).

CI-MS: m/z (%): 232 (100) [MNH,'], 215 (26) [MH"].

Ethyl-4-(3-(2-aminophenyl)thioureido)piperidin-1-carboxylat (35)

H @NH?
N. _NH
AT

OEt

C15H22N402S Mr = 322,43

Ausbeute: 13,8 g, 42,8 mmol, 86 % farbloser Schaum
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Eine Mischung aus 10,7 g, 50 mmol 34 und 5,4 g, 50 mmol o-Phenylendiamin in 150 mL
EtOH wird Ober Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wird unter
vermindertem Druck abdestilliert und das Produkt nach Saulenchromatographie mit dem
Laufmittel EE:MeOH 9:1 erhalten.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 8,75 (s, 1H), 6,97 (dd, 2H, J = 7,5 Hz, J = 15,1 Hz), 6,73
(dd, 1H, J = 1,0 Hz, J = 7,9 Hz), 6,55 (dt, 1H, J = 1,1 Hz, J = 7,6 Hz), 4,28 (bs, 2H), 4,36
— 4,20 (m, 1H), 4,02 (g, 2H, J = 7,1 Hz), 3,89 (d, 3H, J = 13,1 Hz), 2,89 (m, 2H), 1,87
(dd, 2H, J = 2,7 Hz, J = 12,1 Hz), 1,35 (dq, 2H, J = 3,9 Hz, J = 11,9 Hz), 1,17 (t, 3H, J =
7,1 Hz).

ES-MS: m/z (%): 323 (100) [MH"].

Ethyl-4-(1H-benzo[d]imidazol-2-ylamino)piperidin-1-carboxylat (36)

O

EMU
EE
\S
H N

C15H20N4O, M, = 288,34
Ausbeute: 1,3 g, 4,5 mmol, 30 % braunlicher Feststoff Schmp.: 239,5 °C

Eine Suspension aus 4,77 g, 14,8 mmol 35, 6,41 g, 29,6 mmol gelbes HgO und 0,09 g
Schwefelpulver in 90 mL EtOH wird zwei Stunden refluxiert. Dabei farbt sich die vormals
orange Ldsung braun. Dann wird Uber Celite abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum
abdestilliert. Das Produkt kann ohne weitere Reinigung verwendet werden. Fir die
Analytik wurde eine saulenchromatographische Reinigung mit dem Laufmittel EE:MeOH
9:1 durchgefihrt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 10,64 (s, 1H), 7,13 — 7,10 (m, 2H), 6,85 (dd, 2H, J = 3,2
Hz, J = 5,7 Hz), 6,56 (d, 1H, J = 7,9 Hz), 4,04 (q, 2H, J = 7,1 Hz), 3,94 (d, 2H, J = 13,4
Hz), 3,83 — 3,71 (m, 1H), 2,95 (m, 2H), 1,95 (dd, 2H, J = 2,9 Hz, J = 12,4 Hz), 1,37 (dq,
2H, J = 4,1 Hz, J = 12,3 Hz), 1,19 (t, 3H, J = 7,1 Hz).

ES-MS: m/z (%): 289 (100) [MH'], 330 (22) [MH* + MeCN], 577 (20) [2MH"].

CHN (C15H20N405): Ber. C 62,48 H 6,99 N 19,43
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Gef. C 62,10 H 7,31 N 19,43

N-(Piperidin-4-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2-amin (37)

HN
QT
\S
”N

Ci2H16N4 M, = 216,28 Schmp. (Dihydrobromid): 309,0 °C

Ausbeute: 0,31 g, 0,8 mmol, 80 % braunl. Feststoff

Eine Losung aus 0,29 g, 1,0 mmol 36 in 8,5 mL 47%iger HBr wird drei Stunden refluxiert.
Das Losungsmittel wird im Vakuum abdestilliert und der Rickstand in 3 mL EtOH

suspendiert. Das Produkt kann als Dihydrobromid abgesaugt werden.

'H-NMR (300MHz, D,0): & 7,36 (dd, 2H, J = 3,1 Hz, J = 6,1 Hz), 7,26 (dd, 2H, J = 3,3
Hz, J = 5,9 Hz), 3,89 (tt, 1H, J = 4,0 Hz, J = 10,4 Hz), 3,50 (td, 2H, J = 3,6 Hz, J = 13,6
Hz), 3,17 (dt, 2H, J = 3,1 Hz, J = 13,3 Hz), 2,30 (dd, 2H, J = 3,2 Hz, J = 14,3 Hz), 1,93 -
1,79 (m, 2H).

ES-MS: m/z (%): 171 (100) [(M + 2H)?* + 3 MeCN], 217 (60) [MH*], 191 (58) [(M + 2H)**
+ 4 MeCN], 150 (28) [(M + 2H)%* + 2 MeCN].

CHN (C12H16N4 - 2 HBr - 1,5 H,0): Ber. C 3558 H 522 N 13,83

Gef. C 3546 H 511 N 14,15

Ethyl-4-(1-(4-fluorobenzyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-ylamino)piperidin-1-carboxylat
(38)

Tm

@)
g0

Q0

N
N" N

C22H25FNLO, M, = 396,46
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Ausbeute: 0,41 g, 1,0 mmol, 29 % farbloser Feststoff Schmp.: 180,5 °C

Zu einer Loésung aus 1,03 g, 3,57 mmol 36 in 22 mL DMF gibt man 0,46 g, 4,3 mmol
Na,CO; und 0,52 g, 3,57 mmol 4-Fluorobenzylchlorid und lasst Gber Nacht bei 70 °C
rihren. Nach dem Abkihlen wird die Losung auf 20 mL eisgekuhlte, 5%ige Na,COs;-
Losung gegossen und die wassrige Phase dreimal mit Ether extrahiert. Die vereinigten
org. Phasen werden mit ges. NaCl-Losung gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet und das
Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wird saulenchromatographisch mit
dem Laufmittel DCM:MeOH 9:1 gereinigt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,23 — 7,12 (m, 5H), 7,06 (d, 1H, J = 7,3 Hz), 6,93 (dt, 1H,
J=1,1Hz, J =176 Hz), 6,84 (dt, 1H, J = 1,0 Hz, J = 7,5 Hz), 6,66 (d, 1H, J = 7,5 Hz),
5,26 (s, 2H), 4,04 (g, 2H, J = 7,1 Hz), 3,99 — 3,93 (m, 3H), 2,95 (bs, 2H), 1,99 (dd, 2H, J
= 2,8 Hz, J = 12,5 Hz), 1,41 (dq, 2H, J = 4,1 Hz, J = 12,2 Hz), 1,19 (t, 3H, J = 7,1 H2).

ES-MS: m/z (%): 397 (100) [MH].
CHN (C22H25FN402 . 0,67 H20): Ber. C 64,69 H 6,50 N 13,72

Gef. C 64,60 H 6,54 N 13,68

1-(4-Fluorobenzyl)-N-(piperidin-4-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2-amin (39)

Tm

0

N
H N

C1oH21FNy M, = 324,40
Ausbeute: 0,17 g, 0,96 mmol, 96 % braunlicher Feststoff Schmp.: 208,0 °C

Eine LOosung aus 0,41 g, 1 mmol 38 in 8,5 mL 47%iger HBr wird drei Stunden refluxiert.
Das Losungsmittel wird im Vakuum abdestilliert, der Rickstand in 10 mL 2 N NaOH
aufgenommen und die wassrige Phase dreimal mit DCM extrahiert. Die vereinigten
Phasen werden Uber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel wird unter vermindertem
Druck abdestilliert. Falls das Produkt noch nicht sauber anféllt (DC-Kontrolle), kann noch
eine saulenchromatographische Reinigung mit dem Laufmittel DCM:MeOH/NH; 9:1

durchgefuhrt werden.
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'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,28 — 7,16 (m, 9H), 5,40 (s, 2H), 4,00 (m, 1H), 3,34 (m,
2H), 3,01 (dd, 2H, J = 10,3 Hz, J = 20,4 Hz), 2,16 (d, 2H, J = 12,1 Hz), 1,78 (dd, 2H, J =
11,0 Hz, J = 23,2 Hz).

ES-MS: m/z (%): 325 (100) [MH"], 204 (86) [(M + 2H)?* + 2MeCN.
CHN (ClgHleN4 . HzO): Ber. C 66,65 H 6,77 N 16,36

Gef. C 66,53 H 6,55 N 16,41

Ethyl-4-(1-(2-fluorobenzyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-ylamino)piperidin-1-carboxylat
(40)

F

Q5D

N

O
Eto/m

Iz

022H25FN402 Mr = 396,46
Ausbeute: 0,2 g, 0,5 mmol, 39 % braunlicher Feststoff Schmp.: 177,3-178,0 °C

Analog zu 38: 0,37 g, 1,28 mmol 36 und 0,19 g, 1,28 mmol 2-Fluorobenzylchlorid
werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): 7,51 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 7,35 — 7,28 (m, 1H), 7,17 — 7,04
(m, 6H), 5,12 (s, 2H), 4,18 — 4,01 (m, 6H), 3,02 (t, 2H, J = 12,2 Hz), 2,13 (d, 2H, J = 12,5
Hz), 1,36 (dt, 2H, J = 4,1 Hz, J = 15,1 Hz), 1,25 (t, 3H, J = 7,1 Hz).

ES-MS: m/z (%): 397 (100) [MH"], 793 (10) [2MH"].
CHN (C22H25FN402): Ber. C 66,65 H 6,36 N 14,13

Gef. C 66,37 H 6,40 N 13,96
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1-(2-Fluorobenzyl)-N-(piperidin-4-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2-amin (41)

F

0

N

Ir=

Ci9H21FN4 M, = 324,40
Ausbeute: 0,11 g, 0,34 mmol, 85 % braunlicher Feststoff
Analog zu 39: 0,16 g, 0,4 mmol 40 werden eingesetzt.

'"H-NMR (300 MHz, CDCls): § 7,49 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 6,6 Hz), 7,34 — 7,27 (m, 1H),
7,16 — 7,01 (m, 6H), 5,15 (s, 2H), 4,13 (m, 1H), 3,26 (td, 2H, J = 3,0 Hz, J = 5,3 Hz), 2,91
(dt, 2H, J = 2,5 Hz, J = 12,6 Hz), 2,31 — 2,23 (m, 2H), 1,64 (dt, 2H, J = 3,6 Hz, J = 14,2
Hz).

ES-MS: m/z (%): 225 (100) [(M + 2H)?** + 3MeCN], 204 (99) [(M + 2H)?** + 2MeCN], 325
(76) [MH'], 649 (33) [2MH"].

CHN (C19H21FN4 - CH30H): Ber., C 67,39 H 7,07 N 15,72

Gef. C 67,75 H 6,76 N 16,07

Ethyl-4-(1-phenethyl-1H-benzo[d]imidazol-2-ylamino)piperidin-1-carboxylat (42)

x
EtO™ N\
25D
N NS
N N
Ca3H2sN4O, M, = 392,49
Ausbeute: 0,47 g, 1,2 mmol, 42 % braunlicher Schaum Schmp.: 46,0 °C

Analog zu 38: 0,82 g, 2,8 mmol 36 und 0,57 g, 3,1 mmol (2-Bromoethyl)benzol werden

eingesetzt.
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'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,29 — 7,11 (m, 7H), 6,95 — 6,83 (m, 2H), 6,30 (d, 1H, J =
7,6 Hz), 4,22 (t, 2H, J = 7,6 Hz), 4,09 — 3,88 (m, 5H), 2,98 — 2,85 (m, 4H), 1,92 (dd, 2H, J
= 2,8 Hz, J = 12,8 Hz), 1,38 (dq, 2H, J = 4,2 Hz, J = 12,2 Hz), 1,19 (t, 3H, J = 7,1 Hz).

ES-MS: m/z (%): 393 (100) [MH"].

1-Phenethyl-N-(piperidin-4-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2-amin (43)

0

N
H N

Con24N4 Mr = 320,43
Ausbeute: 0,33 g, 1,0 mmol, 94 % braunlicher Feststoff Schmp.: 180,2 — 180,7 °C
Analog zu 39: 0,42 g, 1,1 mmol 42 werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,30 — 7,09 (m, 7H), 6,88 (dtd, 2H, J = 1,2 Hz, J = 7,4 Hz,
J =20,1Hz), 6,29 (d, 1H, J = 7,7 Hz), 4,22 (t, 2H, J = 7,8 Hz), 3,79 — 3,68 (m, 1H), 2,98
(d, 2H, J = 12,3 Hz), 2,88 (t, 2H, J = 7,6 Hz), 2,58 — 2,51 (m, 2H), 1,87 (dd, 2H, J = 1,8
Hz, J = 11,7 Hz), 1,37 (dq, 2H, J = 4,0 Hz, J = 12,0 Hz).

ES-MS: m/z (%): 202 (100) [(M + 2H)** + 2MeCN], 223 (98) [(M + 2H)* + 3MeCN], 321
(48) [MH"].

CHN (CzoH24N4 - 0,75 H,0): Ber. C 7193 H 7,70 N 16,78

Gef. C 72,11 H 7,46 N 16,42



Experimenteller Teil | 91

Ethyl-4-(1-(4-fluorophenethyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-ylamino)piperidin-1-
carboxylat (44)

C23H27FN4O; M, =410,48
Ausbeute: 0,19 g, 0,5 mmol, 46 % braunes Wachs

Analog zu 38: 0,29 g, 1,0 mmol 36 und 0,22 g, 1,1 mmol 4-Fluorophenethylbromid

werden eingesetzt. SAulenchromatographische Reinigung erfolgt mit dem Laufmittel EE.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,25 — 7,04 (m, 6H), 6,89 (dtd, 2H, J = 1,0 Hz, J = 7,4 Hz,
J=19,8 Hz), 6,31 (d, 1H, J = 7,6 Hz), 4,20 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 4,05 (dd, 2H, J = 6,6 Hz, J
= 13,6 Hz), 3,99 — 3,87 (m, 3H), 2,95 (bs, 2H), 2,88 (t, 2H, 7,4 Hz), 1,92 (dd, 2H, J = 2,7
Hz, J = 12,1 Hz), 1,37 (dq, 2H, J = 4,3 Hz, J = 13,4 Hz), 1,18 (dd, 3H, J = 6,8 Hz, J =
13,6 Hz).

ES-MS: miz (%): 411 (100) [MH"], 822 (100) [2MH"].

1-(4-Fluorophenethyl)-N-(piperidin-4-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2-amin (45)

E.

N

H

CaoH23FN4 M, = 338,42
Ausbeute: 0,12 g, 0,35 mmol, 77 % farbloser Feststoff Schmp.: 194,0 °C

Analog zu 39: 0,19 g, 0,46 mmol 44 werden eingesetzt.
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'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,25 — 7,04 (m, 6H), 6,89 (dtd, 2H, J = 1,2 Hz, J = 7,4 Hz,
J=19,3 Hz), 6,43 (d, 1H, J = 7,4 Hz), 4,23 (t, 2H, J = 7,4 Hz), 3,92 — 3,83 (m, 1H), 3,18
(d, 2H, J = 12,7 Hz), 2,91 — 2,80 (m, 4H), 2,00 (dd, 2H, J = 2,3 Hz, J = 12,8 Hz), 1,55
(dg, 2H, J = 3,8 Hz, J = 13,2 Hz).

ES-MS: m/z (%): 211 (100) [(M + 2H)** + 2 MeCN], 339 (40) [MH"], 677 (3) [(2MH)*].
CHN (CzoH24Ny - 0,14 CH;OH): Ber. C 70,53 H 6,93 N 16,33

Gef. C 70,86 H 7,33 N 15,93

1-(4-Fluorophenethyl)-N-(1-methylpiperidin-4-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2-amin (46)

E

N

Q0

N
H N

Co1HasFN, M, = 352,45
Ausbeute: 0,12 g, 0,34 mmol, 46 % farbloser Schaum  Schmp.: 60,5 - 61,0 °C

Zu einer L6ésung aus 0,25 g, 0,74 mmol 45 in 10 mL Aceton gibt man 0,31 g, 2,2 mmol
K,CO3; und 0,05 mL, 0,81 mmol Mel. Nach 45 Minuten wird die Reaktion nach DC-
Kontrolle durch Zugabe von 15 mL H,O beendet, das Aceton unter vermindertem Druck
abdestilliert und die wassrige Phase dreimal mit DCM extrahiert. Die vereinigten org.
Phasen werden Uber Na,SO, getrocknet, das Lésungsmittel wird im Vakuum entfernt
und das Produkt nach Saulenchromatographie mit dem Laufmittel DCM:MeOH/NH3; 9:1

erhalten.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): § 7,48 (d, 1H, J = 7,7 Hz), 7,15 — 7,04 (m, 3H), 6,98 (s, 2H),
6,95 (s, 2H), 4,06 (t, 2H, J = 6,3 Hz), 3,79 — 3,66 (m, 1H), 3,13 (d, 1H, J = 7,5 Hz), 3,02
(t, 2H, J = 6,3 Hz), 2,73 (d, 2H, J = 11,7 Hz), 2,27 (s, 3H), 2,12 (dt, 2H, J = 2,5 Hz, J =
11,9 Hz), 1,90 (dd, 2H, J = 3,4 Hz, J = 12,7 Hz), 1,26 (dq, 2H, J = 3,8 Hz, J = 11,6 Hz).

ES-MS: m/z (%): 218 (100) [(M + 2H)?* + 2MeCN], 353 (90) [MH"].

CHN (C21H25FNy4 - 0,5 CH30OH): Ber. C 70,08 H 7,39 N 15,21
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Gef. C 69,99 H 7,02 N 15,23

Ethyl-4-(1-(4-(trifluoromethyl)benzyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-ylamino)piperidine-1-
carboxylat (47)

FE F
F
x
25D

N NS

H N
Ca3H25F3N4O; M, = 446,47
Ausbeute: 0,32 g, 0,7 mmol, 40 % brauner Feststoff Schmp.: 167,0 °C

Analog zu 38: 0,52 g, 1,8 mmol 36, 0,39 g, 2,0 mmol 4-(3-Fluoromethyl)benzylchlorid
und eine katalytische Menge KI werden eingesetzt. Saulenchromatographische

Reinigung erfolgt mit dem Laufmittel EE.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,64 — 7,53 (m, 3H), 7,38 (d, 1H, J = 7,6 Hz), 7,22 (d, 1H,
J=75Hz), 7,11 (d, 1H, J = 7,5Hz), 6,95 (dt, 1H, J = 1,1 Hz, J = 7,6 Hz), 6,85 (dt, 1H, J
= 0,9 Hz, J = 7,5 Hz), 6,70 (d, 1H, J = 7,5 Hz), 5,38 (s, 2H), 4,04 (q, 2H, J = 7,1 Hz), 4,00
—3,91 (m, 3H), 3,00 - 2,92 (m, 2H), 1,97 (dd, 2H, J = 2,8 Hz, J = 12,5 Hz), 1,40 (dg, 2H,
J=4,1Hz,J=11,9 Hz), 1,18 (t, 3H, J = 7,1 Hz).

ES-MS: m/z (%): 447 (100) [MH].
CHN (Cy3H25FN4Oy): Ber. C 61,87 H 5,64 N 12,55

Gef. C 61,54 H 5,67 N 12,26

N-(Piperidin-4-yl)-1-(4-(trifluoromethyl)benzyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-amin (48)
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CaoH21F3N4 M, = 374,40
Ausbeute: 0,07 g, 0,29 mmol, 85 % brauner Feststoff Schmp.: 185,0 °C
Analog zu 39: 0,1 g, 0,2 mmol 47 werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,64 — 7,53 (m, 3H), 7,39 (d, 1H, J = 7,8 Hz), 7,20 (d, 1H,
J=74Hz),7,08(d,1H, J =75 Hz), 6,93 (dt, 1H, J = 1,1 Hz, J = 7,6 Hz), 6,83 (dt, 1H, J
=1,0 Hz, J = 7,5 Hz), 6,68 (d, 1H, J = 7,7 Hz), 5,39 (s, 2H), 3,88 — 3,75 (m, 1H), 2,97 (d,
2H, J = 12,4 Hz), 2,58 — 2,51 (m, 2H), 1,91 (dd, 2H, J = 1,9 Hz, J = 12,0 Hz), 1,37 (dq,
2H, J = 3,7 Hz, J = 11,6 Hz).

ES-MS: m/z (%): 250 (100) [(M + 2H)*" + 3MeCN], 229 (99) [(M + 2H)*" + 2MeCN], 375
(60) [MH.

CHN (Cz0H24N4 - 0,5 CH30H): Ber. C 63,06 H 594 N 14,35

Gef. C 63,32 H 5,68 N 14,01

Ethyl-4-(3-(2-amino-5(6)-chlorophenyl)thioureido)piperidin-1-carboxylat (49)

Cl
Cl
H NH, y NH,
N -NH N._NH
O O S o) I\O/ js(
OEt OEt

C15H21C|N4OZS Mr = 356,87
Ausbeute: 7,18 g, 20,1 mmol, 91 % braunlicher Schaum

Eine Mischung aus 4,74 g, 22,1 mmol 34 und 3,15 g, 22,1 mmol Chlorphenylendiamin in
67 mL EtOH wird Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Das Lésungsmittel wird unter
vermindertem Druck abdestilliert und die beiden Isomere nach Saulenchromatographie
mit dem Laufmittel EE erhalten. Auf eine Trennung der Isomere wird verzichtet, da durch

den nachsten Schritt die Isomerie durch Tautomerie im Molekil aufgehoben wird.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): & 8,69 (s, 1H), 7,00 - 6,95 (m, 1H), 6,75 (d, 1H, J = 2,4 Hz),
6,53 (dd, 1H, J = 2,4 Hz, J = 8,3 Hz), 5,10 (bs, 2H), 4,33 — 4,23 (m, 1H), 4,02 (q, 2H, J =
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7,1 Hz), 3,90 (d, 2H, J = 14,7 Hz), 2,87 (m, 2H), 1,86 (dd, 2H, J = 3,4 Hz, J = 12,4 Hz),

1,35 (ddd, 2H,J =4,1 Hz, J = 12,3 Hz, J = 15,8 Hz), 1,17 (t, 3H, J = 7,0 Hz).

ES-MS: m/z (%): 357 (100) [MH], 398 (30) [MH*+ MeCN].

Ethyl-4-(5-chloro-1H-benzo[d]imidazol-2-ylamino)piperidin-1-carboxylat (50)

0]

EtO/ZLN
Q\ HN
N/Q\ Cl
N"ON

C15H19CIN,O, M, = 322,79
Ausbeute: 1,04 g, 3,2 mmol, 40 % beiger Feststoff Schmp.: 227,5 - 227,9 °C

Analog zu 36: 2,85 g, 8,0 mmol 49 werden eingesetzt. Saulenchromatographische

Reinigung erfolgt mit dem Laufmittel EE.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 10,78 (s, 1H), 7,13 (d, 1H, J = 2,0 Hz), 7,09 (d, 1H, J = 8,3
Hz), 6,85 (d, 1H, J = 7,8 Hz), 6,78 (d, 1H, J = 7,9 Hz), 4,04 (q, 2H, J = 7,1 Hz), 3,94 (d,
2H, J = 13,3 Hz), 3,83 — 3,70 (m, 1H), 2,95 (m, 2H), 1,94 (dd, 2H, J = 2,9 Hz, J = 12,6
Hz), 1,36 (dq, 2H, J = 4,1 Hz, J = 12,5 Hz), 1,19 (t, 3H, J = 7,1 Hz).

ES-MS: m/z (%): 323 (100) [MH], 364 (85) [MH*+ MeCN].
CHN (C15H14CIN,Oy): Ber. C 5581 H 5,93 N 17,36

Gef. C 55,71 H 5,82 N 17,19

Ethyl-4-(5-chloro-1-(4-fluorophenethyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-ylamino)piperidin-1-
carboxylat (51)
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C,3H26CIFN,O, M, = 444,93 braunliches Wachs

Analog zu 38: 0,63 g, 2,0 mmol 36 und 0,39 g, 2,0 mmol 4-Fluorophenethylbromid
werden eingesetzt. Sdulenchromatographische Reinigung erfolgt mit dem Laufmittel EE.
Eine Bestimmung der Ausbeute ist nicht moglich, da einige Mischfraktionen der beiden

Isomere 51 und 52 anfallen.

'H-NMR (600 MHz, DMSO): & 7,17 (dd, 2H, J = 5,6 Hz, J = 8,6 Hz), 7,16 (d, 1H, J = 2,0
Hz), 7,08 — 7,03 (m, 3H), 6,83 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 8,3 Hz), 6,48 (d, 1H, J = 7,6 Hz),
4,20 (t, 2H, J = 7,4 Hz), 4,04 (q, 2H, J = 7,1 Hz), 3,95 — 3,85 (m, 3H), 2,91 (bs, 2H), 2,86
(t, 2H, J = 7,3 Hz), 1,88 (dd, 2H, J = 2,7 Hz, J = 12,4 Hz), 1,36 (dg, 2H, J = 3,5 Hz, J =
12,2 Hz), 1,18 (t, 3H, J = 7,1 Hz).

ES-MS: m/z (%): 445 (100) [MH'], 486 (10) [MH" + MeCN].

Ethyl-4-(6-chloro-1-(4-fluorophenethyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-ylamino)piperidin-1-
carboxylat (52)

F
o]
EtO/Z( cl

N

QD
N S
H N

C,3H26CIFN,O, M, = 444,93 braunliches Wachs

Analog zu 38: 0,63 g, 2,0 mmol 36 und 0,39 g, 2,0 mmol 4-Fluorophenethylbromid
werden eingesetzt. SAulenchromatographische Reinigung erfolgt mit dem Laufmittel EE.
Eine Bestimmung der Ausbeute ist nicht mdglich, da einige Mischfraktionen der beiden

Isomere 51 und 52 anfallen.

'H-NMR (600 MHz, DMSO): § 7,20 (dd, 2H, J = 5,6 Hz, J = 8,6 Hz), 7,15 (d, 1H, J = 2,0
Hz), 7,12 (d, 1H, J = 8,3 Hz), 7,05 (t, 2H, J = 8,9 Hz), 6,89 (dd, 1H, J = 2,1 Hz, J = 8,3
Hz), 6,43 (d, 1H, J = 7,6 Hz), 4,20 (t, 2H, J = 7,3 Hz), 4,04 (q, 2H, J = 7,1 Hz), 3,94 -
3,84 (m, 3H), 2,91 (bs, 2H), 2,86 (t, 2H, J = 7,3 Hz), 1,89 (dd, 2H, J = 2,8 Hz, J = 12,5
Hz), 1,36 (dq, 2H, J = 4,4 Hz, J = 12,8 Hz), 1,18 (t, 3H, J = 7,1 Hz).

ES-MS: m/z (%): 445 (100) [MH], 486 (5) [MH* + MeCN].
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5-Chloro-1-(4-fluorophenethyl)-N-(piperidin-4-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2-amin (53)

F

N
H

CgonchFN4 Mr = 372,87
Ausbeute: 0,08 g, 0,21 mmol, 79 % farbloser Feststoff Schmp.: 135,0 °C
Analog zu 39: 0,12 g, 0,27 mmol 51 werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,21 (dd, 2H, J = 5,8 Hz, J = 8,5 Hz), 7,14 (d, 1H, J = 1,9
Hz), 7,12 — 7,03 (m, 3H), 6,89 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 8,3 Hz), 6,44 (d, 1H, J = 7,7 Hz),
4,22 (t, 2H, J = 7,3 Hz), 3,78 - 3,67 (m, 1H), 2,98 (d, 2H, J = 12,4 Hz), 2,86 (t, 2H, J = 7,0
Hz), 2,58 — 2,52 (m, 2H), 1,85 (dd, 2H, J = 1,6 Hz, J = 11,2 Hz), 1,36 (dg, 2H, J = 3,2 Hz,
J=12,1 Hz).

ES-MS: m/z (%): 373 (100) [MH"], 248 (60) [(M + 2H)?* + 3MeCN].
CHN (C20H22CIFN, - 0,5 CH5OH): Ber. C 63,31 H 6,22 N 14,41

Gef. C 63,61 H 6,24 N 14,76

6-Chloro-1-(4-fluorophenethyl)-N-(piperidin-4-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2-amin (54)

F

Cl

N
H

ConngIFN4 Mr = 372,87
Ausbeute: 0,03 g, 0,08 mmol, 83 % farbloser Feststoff Schmp.: 142,0 °C

Analog zu 39: 0,04 g, 0,09 mmol 52 werden eingesetzt.
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'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,24 — 7,19 (m, 2H), 7,14 — 7,03 (m, 4H), 6,89 (dd, 1H, J =
2,0 Hz, J = 8,3 Hz), 6,44 (d, 1H, J = 7,7 Hz), 4,22 (t, 2H, J = 7,3 Hz), 3,78 - 3,63 (m, 1H),
2,98 (d, 2H, J = 12,4 Hz), 2,86 (t, 2H, J = 7,0 Hz), 2,54 (t, 2H, J = 10,2 Hz), 1,85 (dd, 2H,
J=2,2Hz, J=11,8 Hz), 1,43 — 1,29 (m, 2H).

ES-MS: m/z (%): 373 (100) [MH], 248 (70) [(M + 2H)?* + 3MeCN].
CHN (CH2CIFN, - 0,25 H,0): Ber. C 63,65 H 6,01 N 14,85

Gef. C 63,80 H 6,28 N 14,68

(1H-Indol-2-y)(4-methylpiperazin-1-yl)methanon (55)

Cl4H17N30 Mr = 243,14
Ausbeute: 1,14 g, 4,7 mmol, 64 % farbloser Feststoff Schmp.: 185,8 °C

Eine Ldsung aus 1,19 g, 7,4 mmol Indol-2-carbonsaure, 0,82 mL, 7,4 mmol 1-
Methylpiperazin, 2,42 g, 8,1 mmol DEPBT und 2,05 mL, 14,8 mmol Et;N in 30 mL THF
wird Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Das Lésungsmittel wird unter
vermindertem Druck abdestilliert, der Rickstand mit 30 mL EE wieder aufgenommen
und mit 5%iger Na,CO3-Losung, H,O und ges. NaCl-Losung gewaschen. Die org. Phase
wird Gber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Feststoff

wird aus EtOH umkristallisiert.

IH-NMR (300 MHz, CDCly): 8 9,25 (bs, 1H), 7,65 (dd, 1H, J = 0,8 Hz, J = 8,0 Hz), 7,43
(dd, 1H, J = 0,8 Hz, J = 8,3 Hz), 7,31 — 7,26 (m, 1H), 7,14 (ddd, 1H, J= 1,0 Hz, J = 7,1
Hz, J = 8,0 Hz), 6,78 (dd, 1H, J = 0,8 Hz, J = 2,1 Hz), 3,96 (bs, 4H), 2,53 — 2,49 (m, 4H),
2,36 (s, 3H).

CI-MS: m/z (%): 244 (100) [MH"].
CHN (Cy4H17N30): Ber. C 69,00 H 7,19 N 17,24

Gef. C 69,11 H 7,04 N 17,27
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(1-(4-Fluorobenzyl)-1H-indol-2-yl)(4-methylpiperazin-1-yl)methanon (56)

E

5
U

C21H2FN3O M, = 351,42
Ausbeute: 0,504, 1,42 mmol, 77 % farbloser Feststoff Schmp.: 123,5 °C

0,45 g, 1,85 mmol, 1 eq 55 gibt man zu einer Suspension aus 0,22 g, 5,55 mmol, 3 eq
NaH (60 %ig) in 21 mL DMF und lasst eine halbe Stunde rihren. Dann tropft man 0,27
0, 1,85 mmol, 1 eq 4-Fluorobenzylchlorid in 12 mL DMF hinzu und erhitzt anschlieRend
auf 60 °C. Nach drei Stunden ist laut DC kein Edukt mehr vorhanden, also lasst man auf
Raumtemperatur kommen, kippt die Mischung auf 40 mL einer eisgeklhlten, 5%igen
Na,COs-Ldsung und extrahiert die wassrige Phase dreimal mit je 50 mL Ether. Die
vereinigten org. Phasen werden mit ges. NaCl-Lésung gewaschen, Uber Na,SO,
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der gelbliche Feststoff wird aus

MeOH umkristallisiert.

IH-NMR (300 MHz, CDCly): § 7,65 (d, 1H, J = 7,9 Hz), 7,40 (dd, 1H, J = 0,6 Hz, J = 8,3
Hz), 7,31 — 7,26 (m, 1H), 7,16 (ddd, 1H, J = 1,0 Hz, J = 7,1 Hz, J = 7,9 Hz), 7,11 — 7,06
(m, 2H), 6,93 (t, 2H, J = 8,7 Hz), 6,62 (d, 1H, J = 0,6 Hz), 5,49 (s, 2H), 3,64 (bs, 4H),
2,24 (s, 3H), 2,36 — 2,02 (bs, 4H).

ES-MS: m/z (%): 393 (100) [MH* + MeCN], 352 (60) [MH"].
CHN (Cp1H2,FN5O): Ber. C 71,77 H 6,31 N 11,96

Gef. C 7196 H 6,38 N 11,97
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(5-Chloro-1H-indol-2-yl)(4-(1-(4-fluorobenzyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-ylamino)
piperidin-1-yl)methanon (57)

F
O
R0
i
C2gH2sCIFNsO M, = 501,98
Ausbeute: 0,17 g, 0,34 mmol, 85 % farbloser Feststoff Schmp.: 254,0 °C

Eine L6sung aus 0,13 g, 0,4 mmol 39, 0,08 g, 0,4 mmol 5-Chloroindol-2-carbonséaure,
0,15 g, 0,5 mmol DEPBT und 0,14 mL, 1,0 mmol Et;N in 6 mL CHCI; finf Stunden
rihren lassen. Daraufhin wird die Mischung mit 5 mL CHCI; verdiinnt, einmal mit 5 mL
5%iger Na,COs-Lésung gewaschen, die organische Phase Uber Na,SO, getrocknet und

das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Feststoff wird aus DCM umkristallisiert.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 11,82 (s, 1H), 7,67 (d, 1H, J = 1,9 Hz), 7,43 (d, 1H, J = 8,7
Hz), 7,24 — 7,07 (m, 7H), 6,94 (dt, 1H, J = 1,1 Hz, J = 7,6 Hz), 6,85 (dt, 1H, J = 1,0 Hz, J
= 7,6 Hz), 6,78 (d, 1H, J = 1,5 Hz), 6,75 (d, 1H, J = 7,5 Hz), 5,28 (s, 2H), 4,42 (d, 1H, J =
13,2 Hz), 4,11 (dd, 4H, J = 5,0 Hz, J = 10,1 Hz), 2,12 (d, 2H, J = 10,5 Hz), 1,55 (dt, 2H, J
= 3,5 Hz, J = 14,4 Hz).

ES-MS: m/z (%): 502 (100) [MH"].
CHN (CH25CIFNsO): Ber. C 66,99 H 502 N 13,95

Gef. C 66,87 H 536 N 13,94

tert-Butyl-4-(2-(4-(1-(4-fluorobenzyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-ylamino)piperidin-1-yl)
ethyl)piperazin-1-carboxylat (58)

M

BocN/w
O

Q0

N
H N

100
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C30H41FN6O2 M, = 536,68
Ausbeute: 0,21 g, 0,4 mmol, 43 % farbloser Schaum

Eine L6sung aus 0,29 g, 0,9 mmol 39, 0,34 g, 1,0 mmol 2 und 0,41 g, 3,0 mmol K,CO3; in
28 mL Aceton Uber Nacht refluxieren lassen. Das Lésungsmittel wird unter vermindertem
Druck abdestilliert, der Rickstand in 30 mL DCM aufgenommen und einmal mit H,O
gewaschen. Die org. Phase wird Gber Na,SO, getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum
entfernt und das Produkt nach Saulenchromatographie mit dem Laufmittel
DCM:MeOH/NH; 9:1 erhalten.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): § 7,52 (d, 1H, J = 7,7 Hz), 7,17 — 7,00 (m, 7H), 5,05 (s, 2H),
4,03 — 3,90 (m, 1H), 3,73 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 3,42 (t, 5H, J = 4,8 Hz), 2,86 — 2,74 (m,
2H), 2,52 (bs, 4H), 2,41 (t, 5H, J = 4,8 Hz), 2,26 (t, 2H, J = 10,9 Hz), 2,09 (dd, 2H, J =
4,2 Hz, J = 13,4 Hz), 1,46 (s, 9H).

ES-MS: m/z (%): 289 (100) [(M + 2H)** + MeCN], 537 (65) [MH"], 269 (28) [(M + 2H)*],
310 (22) [(M + 2H)** + 2MeCN].

CHN (C30H41FNgO; - 0,75 H,0): Ber, C 6549 H 7,79 N 15,27

Gef. C 6563 H 7,82 N 14,89

(4-(2-(4-(1-(4-Fluorobenzyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-ylamino)piperidin-1-yl)ethyl)
piperazin-1-yl)(1H-indol-2-yl)methanon (59)

O
n

SReY.

I=
pd

034H38FN7O Mr = 579,71
Ausbeute: 0,06 g, 0,1 mmol, 47 % farbloser Feststoff Schmp.: 98,0 °C

Analog zu 20: 0,12 g, 0,22 mmol 58 werden eingesetzt. Sdulenchromatographische
Reinigung erfolgt mit dem Laufmittel EE:MeOH/NH; 9:1. Dabei ist darauf zu achten, das
Rohprodukt vorher auf Kieselgel zu ziehen, da es ansonsten beim Auftragen auf die

Saule ausfallt.
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'H-NMR (300 MHz, CDCly): 89,34 (s, 1H), 7,64 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 7,52 (d, 1H, J = 7,8
Hz), 7,42 (dd, 1H, J = 0,6 Hz, J = 8,3 Hz), 7,28 (ddd, 1H, J = 1,1 Hz, J = 7,1 Hz, J = 8,2
Hz), 7,16 — 6,93 (m, 8H), 6,76 (d, 1H, J = 1,9 Hz), 5,05 (s, 2H), 3,99 — 3,88 (m, 5H), 3,76
(d, 1H, J = 8,0 Hz), 2,76 (d, 2H, J = 10,7 Hz), 2,60 — 2,48 (m, 8H), 2,22 (t, 2H, J = 10,1
Hz), 2,08 (d, 2H, J = 10,5 Hz), 1,39 (dd, 2H, J = 9,7 Hz, J = 20,5 Hz).

ES-MS: m/z (%): 580 (100) [MH], 311 (95) [(M + 2H)?* + MeCN], 290 (35) [(M + 2H)*].

tert-Butyl-4-(2-(4-(1-(4-fluorophenethyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-ylamino)piperidin-1-
yhethyl)piperazin-1-carboxylat (60)

C31H43FN6O2 M, = 550,71
Ausbeute: 0,3 g, 0,54 mmol, 61 % farbloser Feststoff Schmp.: 57,0 °C

0,31 g, 0,9 mmol 45 gibt man zu einer Suspension aus 0,04 g, 1,0 mmol NaH (60%ige
Dispersion in Mineraldl) in 6 mL DMF und lasst eine halbe Stunde riihren. Anschliel3end
fugt man zur Mischung 0,31 g, 0,9 mmol 2 hinzu und lasst Uber Nacht bei
Raumtemperatur rihren. Nach Zugabe von 10 mL 5%iger Na,COs-Losung wird die
wassrige Phase dreimal mit Ether extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden mit
ges. NaCl-Lésung gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum
entfernt und das Produkt nach Saulenchromatographie mit dem Laufmittel
DCM:MeOH/NHs3 9:1 erhalten.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,22 (dd, 2H, J = 5,7 Hz, J = 8,5 Hz), 7,16 (d, 1H, J = 7,2
Hz), 7,10 — 7,04 (m, 3H), 6,91 (dt, 1H, J = 1,1 Hz, J = 7,4 Hz), 6,84 (dt, 1H, J = 1,1 Hz, J
= 7,5 Hz), 6,24 (d, 1H, J = 7,6 Hz), 4,20 (t, 2H, J = 7,4 Hz), 3,65 (t, 4H, J = 4,8 Hz), 3,72
— 3,58 (M, 1H), 2,90 — 2,85 (m, 4H), 2,43 (bs, 4H), 2,35 (t, 4H, J = 4,8 Hz), 2,06 — 1,99
(m, 2H), 1,88 (dd, 2H, J = 2,1 Hz, J = 11,8 Hz), 1,49 (ddd, 2H, J = 3,4 Hz, J = 12,4 Hz, J
= 24,3 Hz), 1,39 (s, 9H).

ES-MS: m/z (%): 551 (100) [MH*], 297 (88) [(M + 2H)*" + MeCN], 276 (30) [(M + 2H)*"].
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CHN (C31H43FNgO; - 1,5 H,0): Ber, C 6445 H 8,03 N 14,55

Gef. C 6455 H 7,74 N 14,78

(4-(2-(4-(1-(4-Fluorophenethyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-ylamino)piperidin-1-yl)ethyl)
piperazin-1-yl)(1H-indol-2-yl)methanon (61)

o F
X
N
NH O
N\/\
N
2 150
N NS
H N
CasHioFN-;O M, = 593,74
Ausbeute: 0,18 g, 0,30 mmol, 83 % farbloser Feststoff Schmp.: 109,1 °C

Analog zu 20: 0,20 g, 0,36 mmol 60 werden eingesetzt. Sdulenchromatographische
Reinigung erfolgt mit dem Laufmittel DCM:MeOH/NH; 9:1.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): § 9,20 (s, 1H), 7,65 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 7,48 (d, 1H, J = 7,6
Hz), 7,43 (d, 1H, J = 8,3 Hz), 7,28 (t, 1H, J = 6,9 Hz), 7,16 — 7,06 (m, 4H), 6,98 (s, 2H),
6,96 (s, 2H), 6,78 (d, 1H, J = 1,3 Hz), 4,08 (t, 2H, J = 6,3 Hz), 3,94 (bs, 4H), 3,83 — 3,75
(m, 1H), 3,26 (bs, 1H), 3,02 (t, 2H, J = 6,3 Hz), 2,95 (d, 2H, J = 9,4 Hz), 2,63 — 2,58 (m,
8H), 2,30 (t, 2H, J = 10,8 Hz), 1,94 (d, 2H, J = 10,9 Hz), 1,39 (d, 2H, J = 11,4 Hz).

ES-MS: m/z (%): 594 (100) [MH], 318 (95) [(M + 2H)?* + MeCN], 297 (55) [(M + 2H)"].
CHN (CasHaoFN-O - 1,5 H,0): Ber. C 67,72 H 6,98 N 15,79

Gef. C 67,38 H 6,64 N 14,41
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5.2.3 Aminopyrimidine

4-Methyl-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-amin (62)

C10H17Ns M, = 207,28
Ausbeute: 0,98 g, 4,7 mmol, 99 % farbloser Feststoff Schmp.: 157,0 - 157,3 °C

Eine Mischung aus 0,68 g, 4,74 mmol 2-Amino-4-chloro-6-methylpyrimidin, 0,58 mL, 5,2
mmol Methylpiperazin und 0,70 mL, 5,08 mmol Et;N wird 24 Stunden in 10 mL EtOH
refluxiert. Nach dem Abkuhlen gibt man 60 mL 1 N NaOH-L&sung zum Reaktionsansatz
und extrahiert die wassrige Phase zweimal mit je 75 mL DCM. Die vereinigten org.

Phasen werden tiber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): § 5,83 (s, 1H), 4,68 (s, 2H), 3,61 — 3,57 (m, 4H), 2,45 — 2,41
(m, 4H), 2,32 (s, 3H), 2,21 (s, 3H).

ES-MS: m/z (%): 208 (100) [MH"], 146 (34) [(M + 2H)** + 2 MeCN].
CHN (CyoH17Ns): Ber. C 57,95 H 827 N 33,79

Gef. C 57,68 H 836 N 33,81

4-Chloro-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrimidin-2-amin (63)

CgH14C|N5 Mr = 227,69
Ausbeute: 1,30 g, 5,7 mmol, 87 % farbloser Feststoff Schmp.: 175,5 °C

Eine Lésung aus 1,21 g, 7,4 mmol Dichloropyrimidin, 0,74 mL, 6,6 mmol,
Methylpiperazin und 2,4 mL, 14,7 mmol N,N-Diisopropylethylamin in 15 mL Isopropanol
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wird 50 Minuten in der Mikrowelle bei 100 W und 160 °C gerthrt. Nach dem Abkihlen

fallt das Produkt aus und kann abgesaugt werden.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 6,48 (bs, 2H), 6,09 (s, 1H), 3,53 — 3,50 (m, 4H), 2,32 —
2,28 (m, 4H), 2,19 (s, 3H).

ES-MS: m/z (%): 228 (100) [MH], 269 (70) [(MH)" + MeCN].
CHN (CgH14CINs): Ber. C 47,47 H 6,20 N 30,76

Gef. C 47,49 H 6,15 N 30,67

4-Chloro-6-(4-(2-((4-methoxybenzyl)(pyridin-2-yl)amino)ethyl)piperazin-1-
yDpyrimidin-2-amin (64)

oy
MeO ~ "N

023H28C|N7O Mr = 453,97

Ausbeute: 0,50 g, 1,1 mmol, 92 % farbloser Schaum Schmp.: 62,0 °C

Eine Losung aus 0,22 g, 1,3 mmol Dichloropyrimidin, 0,39 g, 1,2 mmol 4 und 0,44 mL,
2,4 mmol N,N-Diisopropylethylamin in 5 mL Isopropanol wird 50 Minuten in der
Mikrowelle bei 100 W und 160 °C geruhrt. Nach dem Abkihlen werden 30 mL 1 N
NaOH-Losung hinzugefiigt und die wassrige Phase zweimal mit DCM extrahiert. Die
vereinigten org. Phasen werden tiber Na,SO, getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum

entfernt und das Produkt nach Saulenchromatographie mit dem Laufmittel EE erhalten.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 8,07 (dd, 1H, J = 1,5 Hz, J = 5,1 Hz), 7,43 (t, 1H, J = 8,8
Hz), 7,16 (d, 2H, J = 8,5 Hz), 6,87 (d, 2H, J = 8,5 Hz), 6,55 — 6,48 (m, 4H), 6,08 (s, 1H),
4,68 (s, 2H), 3,71 (s, 3H), 3,64 (t, 2H, J = 6,8 Hz), 3,49 (bs, 4H), 2,50 (m, 2H), 2,44 —
2,41 (m, 4H).

ES-MS: m/z (%): 248 (100) [(M + 2H)** + MeCN], 454 (84) [MH'], 227 (18) [(M + 2H)"].
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CHN (C23H25CIN;O - 0,17 CH3CO,C,Hbs): Ber. C 60,65 H 6,31 N 20,92

Gef. C 6056 H 6,24 N 21,02

6-Chloro-N*-(2-((4-methoxybenzyl)(pyridin-2-yl)amino)ethyl)-N*-methylpyrimidin-
2,4-diamin (65)

MeO N NN
N\/\NMCI
|
ConngINGO Mr = 398,89
Ausbeute: 0,41 g, 1,0 mmol, 90 % farbloser Feststoff Schmp.: 150,0 °C

Analog zu 64: 0,31 g, 1,14 mmol 10 werden eingesetzt. Sdulenchromatographische

Reinigung erfolgt mit dem Laufmittel EE:PE 1:1.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 8,11 (d, 1H, J = 2,6 Hz), 7,47 (ddd, 1H, J = 1,9 Hz, J = 7,3
Hz, J = 8,8 Hz), 7,15 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 6,86 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 6,59 (dd, 2H, J = 8,5
Hz, J = 13,9 Hz), 6,42 (bs, 2H), 5,92 (bs, 1H), 4,64 (s, 2H),3,71 (s, 3H), 3,63 — 3,50 (m,
4H), 2,96 (bs, 3H).

ES-MS: m/z (%): 399 (60) [MH'], 221 (20) [(M + 2H)?* + MeCN].
CHN (C20H23C|N60): Ber. C 60,22 H 5,81 N 21,07

Gef. C 59,96 H 564 N 21,04

5.2.4 JNJ7777120-Derivate mit Aminosaureverlangerung

tert-Butyl-4-(2-aminoethyl)piperazin-1-carboxylat (66)

C11H23N30, M, = 229,32

Ausbeute: 0,89 g, 3,9 mmol, 37 % farbloser Feststoff
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Zu einer eisgekuhlten Losung aus 1,46 g, 11,3 mmol 1-(2-Aminoethyl)piperazin in 10 mL
DCM tropft man eine Lésung aus 2,29 g, 10,5 mmol Boc,0 in 10 mL DCM und lasst Gber
Nacht bei Raumtemperatur rihren. Die Mischung wird mit 13 mL 1 N HCI-Ldsung
ausgeschuttelt und die organische Phase, die zweifach geschiitztes Edukt enthalt, wird
verworfen. Die wassrige Phase wird noch ein zweites Mal mit DCM ausgeschiittelt und
die org. Phase erneut verworfen. Anschlieend wird die wassrige Phase durch Zugabe
von 1,1 g, 8,0 mmol K,CO; alkalisiert und zweimal mit DCM extrahiert. Die vereinigten
org. Phasen werden Uber Na,SO, getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum
entfernt.

IH-NMR (300 MHz, CDCly): § 3,39 — 3,36 (m, 4H), 2,74 (t, 2H, J = 6,1 Hz), 2,40 — 2,32
(m, 6H), 1,41 (s, 9H), 1,35 (bs, 2H).

ES-MS: m/z (%): 230 (100) [MH"].

(S)-tert-Butyl-4-(2-(2-(benzyloxycarbonylamino)-3-hydroxypropanamido)ethyl)
piperazin-1-carboxylat (67)

HO_ o
= o Ph

§
A

BOCO

C22H34N404 Mr = 450,53

Ausbeute: 0,86 g, 1,9 mmol, 76 % farbloser Schaum Schmp.: 51,0 °C

Eine L6sung aus 0,60 g, 2,5 mmol N-Benzyloxycarbonyl-L-serin, 1,11 g, 2,5 mmol BOP,
0,70 mL, 5,0 mmol Et;N und 0,57 g, 2,5 mmol 66 in 10 mL MeCN Il&asst man vier Stunden
rihren. Die Losung wird unter vermindertem Druck eingeengt, der Rickstand in 20 mL
EE wieder aufgenommen und die org. Phase einmal mit 5%iger Na,COs-Ldsung
gewaschen. Nach dem Trocknen der org. Phase Uber Na,SO, wird das Losungsmittel im
Vakuum entfernt und das Produkt nach Saulenchromatographie mit dem Laufmittel
EE:MeOH 9:1 erhalten.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,79 (t, 1H, J = 5,1 Hz), 7,37 — 7,31 (m, 5H,), 7,20 (d, 1H,
J=8,1Hz), 5,03 (s, 2H), 4,86 (bs, 1H), 4,04 — 3,96 (m, 1H), 3,54 (dq, 2H, J = 5,8 Hz, J
= 10,9 Hz), 3,27 (bs, 4H), 3,22 — 3,11 (m, 2H), 2,37 — 2,32 (m, 6H), 1,39 (s, 9H).
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ES-MS: m/z (%): 451 (100) [MH"].
CHN (C22H34N404 . 0,5 Hzo): Ber. C 57,50 H 7,68 N 12,19

Gef. C 57,40 H 7,82 N 12,04

(S)-Benzyl-1-(2-(4-(1H-indol-2-carbonyl)piperazin-1-yl)ethylamino)-3-hydroxy-1-

oxopropan-2-ylcarbamat (68)

C26H31N505 M, = 493,55
Ausbeute: 0,15 g, 0,3 mmol, 28 % Farbloses Wachs

Analog zu 20: 0,51 g, 1,1 mmol 67 werden eingesetzt. Sdulenchromatographische

Reinigung erfolgt mit dem Laufmittel EE:MeOH 9:1.

IH-NMR (300 MHz, DMSO): & 11,56 (s, 1H), 7,83 (t, 1H, J = 5,3 Hz), 7,60 (d, 1H, J = 8,0
Hz), 7,41 (d, 1H, J = 8,4 Hz), 7,37 — 7,28 (m, 5H), 7,22 — 7,15 (m, 1H), 7,04 (t, 1H, J =
7,1 Hz), 6,77 (d, 1H, J = 1,5 Hz), 6,68 (bs, 1H), 5,03 (s, 2H), 4,88 (bs, 1H), 4,04 — 3,98
(m, 1H), 3,73 (bs, 4H), 3,62 — 3,51 (m, 2H), 3,28 — 3,15 (m, 2H), 2,54 (M, 6H).

ES-MS: m/z (%): 494 (100) [MH"].

(S)-N-(2-(4-(1H-Indol-2-carbonyl)piperazin-1-yl)ethyl)-2-amino-3-hydroxypropan-
amid (69)

HO

\’_
H <
ﬁN/\/NTo(NHz
| N\)

Irz

C1gH25Ns503 M, = 359,42
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Ausbeute: 0,2 g, 0,6 mmol farbloser Schaum Schmp.: 73,2 °C

Eine Lésung aus 0,12 g, 0,24 mmol 68 in 5 mL MeOH wird zum Sieden erhitzt. Man gibt
eine Spatelspitze Ammoniumformiat und eine katalytische Menge Pd auf Aktivkohle
hinzu, daraufhin kommt es zur sichtbaren H,-Entwicklung. Mittels DC wird das
Reaktionsende festgestellt, das nach ca. 15 Minuten eintritt. Man lasst auf
Raumtemperatur kommen, filtriert die Suspension Uber Na,SO, ab und entfernt das
Lésungsmittel im Vakuum. Die endgultige Reinigung erfolgt sdulenchromatographisch
mit dem Laufmittel DCM:MeOH/NH; 9:1.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 11,57 (s, 1H), 7,94 (t, 1H, J = 5,4 Hz), 7,60 (d, 1H, J = 7,9
Hz), 7,41 (d, 1H, J = 8,2 Hz), 7,18 (t, 1H, J = 7,2 Hz), 7,04 (t, 1H, 7,2 Hz), 6,78 (s, 1H),
4,81 (bs, 1H), 3,74 (bs, 4H), 3,53 (dd, 1H, J = 4,7 Hz, J = 10,4 Hz), 3,42 (dd, 1H, J=6,5
Hz, J = 10,5 Hz), 3,26 — 3,22 (m, 3H), 2,47 — 2,40 (m, 6H).

ES-MS: m/z (%): 360 (100) [MH].
CHN (C1gH25Ns0; - 1,5 CH;OH): Ber. C 57,48 H 7,67 N 17,19

Gef. C 57,28 H 7,86 N 16,91

(S)-tert-Butyl-4-(2-(2-(benzyloxycarbonylamino)-3-phenylpropanamido)ethyl)
piperazin-1-carboxylat (70)

BocN \)

C2gH3sN4Os M, = 510,63

Ausbeute: 1,65 g, 3,2 mmol, 85 % farbloses Ol

Analog zu 67: 1,14 g, 3,8 mmol N-Benzyloxycarbonyl-L-phenylalanin werden eingesetzt.

Saulenchromatographische Reinigung erfolgt mit dem Laufmittel EE.

'H-NMR (300 MHz, CDCl): & 7,18 — 7,38 (m, 10H), 6,09 (s, 1H), 5,46 (d, 1H, J = 7,5
Hz), 5,09 (s, 2H), 4,32 (dd, 1H, J = 7,6 Hz, J = 14,4 Hz), 3,31 — 3,23 (m, 6H), 3,11 (dd,
1H, J = 6,2 Hz, J = 13,5 Hz), 2,97 (dd, 1H, J = 8,2 Hz, J = 13,4 Hz), 2,26 — 2,30 (m, 6H),
1,45 (s, 9H).
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ES-MS: m/z (%): 511 (100) [MH"].

(S)-Benzyl-1-oxo0-3-phenyl-1-(2-(piperazin-1-yl)ethylamino)propan-2-ylcarbamat
(71)

C23H30N503 M, =410,51
Ausbeute: 1,07 g, 2,6 mmol, 81 % farbloser Feststoff

Eine L6sung aus 1,63 g, 3,2 mmol 70 wird eine Stunde in 15 mL DCM:TFA (8:2) gerihrt.
Die Losung wird unter vermindertem Druck eingeengt und durch Zugabe von 15 mL 2 N
NaOH-Losung alkalisiert. Die wassrige Phase wird dreimal mit DCM extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen Uber Na,SO, getrocknet und das Ldsungsmittel im

Vakuum entfernt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,87 (t, 1H, J = 5,4 Hz), 7,51 (d, 1H, J = 8,6 Hz), 7,17 —
7,36 (m, 10H), 4,94 (s, 2H), 4,19 (dt, 1H, J = 4,6 Hz, J = 9,9 Hz), 3,06 — 3,23 (M, 3H),
2,96 (dd, 1H, J = 4,5 Hz, J = 13,6 Hz), 2,74 (dd, 1H, J = 10,5 Hz, J = 13,8 Hz), 2,67 (t,
4H, J = 4,8 Hz), 2,28 — 2,24 (m, 6H).

ES-MS: m/z (%): 411 (100) [MH"].

(S)-Benzyl-1-(2-(4-(1H-indol-2-carbonyl)piperazin-1-yl)ethylamino)-1-oxo-3-
phenylpropan-2-ylcarbamat (72)

C32H35N504 Mr = 553,65
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Ausbeute: 0,95 g, 1,7 mmol, 65 % farbloses Ol

Zu einer Lésung aus 0,42 g, 2,6 mmol Indol-2-carbonsaure, 1,22 g, 2,76 mmol BOP und
0,72 mL, 5,2 mmol EtzN in 18 mL MeCN gibt man 1,07 g, 2,6 mmol 71, geldst in 8 mL
MeCN. Nach vier Stunden wird das Lésungsmittel im Vakuum entfernt, der Rickstand in
40 mL DCM aufgenommen und zweimal mit 5%iger Na,CO;-Losung gewaschen. Nach
dem Trocknen Uber Na,SO, wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck

abdestilliert.

IH-NMR (300 MHz, DMSO): § 11,58 (s, 1H), 7,96 (t, 1H, J = 4,9 Hz), 7,60 (d, 1H, J = 7,9
Hz), 7,54 (d, 1H, 8,6 Hz), 7,42 (dd, 1H, J = 0,6 Hz, J = 8,2 Hz), 7,36 — 7,16 (m, 11 H),
7,04 (t, 1H, J = 7,9 Hz), 6,77 (d, 1H, 1,2 Hz), 4,95 (s, 2H), 4,21 (dt, 1H, J = 4,7 Hz, J =
9,8 Hz), 3,73 (bs, 4H), 3,22 (it, 2H, J = 6,5 Hz, J = 13,3 Hz), 2,98 (dd, 1H, J = 4,6 Hz, J
= 13,6 Hz), 2,76 (dd, 1H, J = 10,2 Hz, J = 13,6 Hz), 2,45 — 2,38 (m, 6H).

ES-MS: m/z (%): 554 (100) [MH].

(S)-N-(2-(4-(1H-Indol-2-carbonyl)piperazin-1-yl)ethyl)-2-amino-3-phenylpropanamid
(73)

Ph

\/
H{NHZ
o~
N (@)

C24H29N502 Mr = 419,52
Ausbeute: 0,37 g, 0,9 mmol, 64 % farbloser Feststoff Schmp.: 148,0 °C
Analog zu 69: 0,79 g, 1,4 mmol 72 werden eingesetzt.

IH-NMR (300 MHz, DMSO): & 11,57 (s, 1H), 7,85 (t, 1H, J = 5,5 Hz), 7,60 (d, 1H, J = 7,9
Hz), 7,41 (d, 1H, J = 8,2 Hz), 7,32 — 7,16 (m, 6H), 7,04 (t, 1H, J = 7,4 Hz), 6,78 (d, 1H,
1,3 Hz), 3,73 (bs, 4H), 3,39 (dd, 1H, J = 5,3 Hz, J = 7,9 Hz), 3,19 — 3,16 (m, 2H), 2,93
(dd, 1H, J = 5,2 Hz, J = 13,3 Hz), 2,64 (dd, 1H, J = 8,0 Hz, J = 13,3 Hz), 2,44 — 2,41 (m,
4H), 2,35 (t, 2H, J = 6,6 Hz), 2,00 (bs, 2H).

ES-MS: m/z (%): 420 (100) [MH].
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CHN (C24H29N50; - 0,5 CH;0H - H,0): Ber. C 64,88 H 7,33 N 15,44

Gef. C 65,27 H 7,06 N 15,53

(S)-tert-Butyl-4-(2-(2-(benzyloxycarbonylamino)-3-(1H-imidazol-4-yl) propanamido)
ethyl)piperazin-1-carboxylat (74)

C25H36N6Os M, = 500,59
Ausbeute: 1,03 g, 2,1 mmol, 72 % farbloser Feststoff Schmp.: 73,3 °C

Analog zu 67: 0,83 g, 2,9 mmol N-Benzyloxycarbonyl-L-histidin werden eingesetzt.

Saulenchromatographische Reinigung erfolgt mit dem Laufmittel DCM:MeOH/NH3 9:1.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 11,78 (bs, 1H), 7,74 (s, 1H), 7,53 (s, 1H), 7,43 (d, 1H, J =
7,9 Hz), 7,35 — 7,30 (m, 5H), 6,09 (s, 1H), 4,99 (s, 2H), 4,17 (dd, 1H, J = 9,1 Hz, J = 14,3
Hz), 3,34 — 3,27 (m, 6H), 2,86 — 2,70 (m, 2H), 2,29 (m, 6H), 1,39 (s, 9H).

ES-MS: m/z (%): 501 (100) [MH*], 271 (85) [(M+2H)** + MeCN], 251 (10) [(M+2H)?"].
CHN (C35H36NsOs - H,0): Ber., C 5790 H 7,39 N 16,21

Gef. C 57,87 H 725 N 16,29
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(S)-Benzyl-1-(2-(4-(1H-indol-2-carbonyl)piperazin-1-yl)ethylamino)-3-(1H-imidazol-
4-yl)-1-oxopropan-2-ylcarbamat (75)

N
H
@]
C29H33N704 Mr = 543,62
Ausbeute: 0,94 g, 1,7 mmol, 85 % farbloser Feststoff Schmp.: 110,4 °C

Analog zu 20: 1,01 g, 2,0 mmol 74 werden eingesetzt. Sdulenchromatographische
Reinigung erfolgt mit dem Laufmittel DCM:MeOH/NH;9:1.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 11,57 (s, 1H), 7,80 (t, 1H, J = 5,3 Hz), 7,64 (d, 1H, J = 0,6
Hz), 7,60 (d, 1H, J = 7,9 Hz), 7,47 (d, 1H, J = 8,1 Hz), 7,41 (d, 1H, J = 8,2 Hz), 7,37 —
7,28 (m, 5 H), 7,18 (t, 1H, J = 7,1 Hz), 7,04 (t, 1H, J = 7,2 Hz), 6,83 (s, 1H), 6,77 (d, 1H,
1,5 Hz), 5,00 (s, 2H), 4,20 (dt, 1H, J = 5,6 Hz, J = 8,3 Hz), 3,73 (bs, 4H), 3,33 — 3,20 (m,
2H), 2,91 (dd, 1H, J = 5,2 Hz, J = 14,7 Hz), 2,77 (dd, 1H, J = 8,7 Hz, J = 14,6 Hz), 2,45
— 2,41 (m, 4H), 2,37 (t, 2H, J = 6,6 Hz).

ES-MS: m/z (%): 544 (100) [MH'], 293 (52) [(M + 2H + MeCN)?"].
CHN (C29H33N704 . H20): Ber. C 62,02 H 6,28 N 17,46

Gef. C 62,01 H 6,25 N 17,44

(S)-N-(2-(4-(1H-Indol-2-carbonyl)piperazin-1-yl)ethyl)-2-amino-3-(1H-imidazol-4-
yl)propanamid (76)

Iz
z
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C,1H27N70O, M, = 409,48
Ausbeute: 0,24 g, 0,59 mmol, 79 % farbloser Feststoff Schmp.: 111,4 °C
Analog zu 69: 0,41 g, 0,75 mmol 75 werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 11,57 (s, 1H), 7,98 (t, 1H, J = 5,5 Hz), 7,60 (d, 1H, J = 8,0
Hz), 7,55 (d, 1H, J = 0,5 Hz), 7,41 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 7,18 (t, 1H, J = 7,1 Hz), 7,04 (t,
1H, J = 7,1 Hz), 6,84 (s, 1H), 6,78 (d, 1H, 1,5 Hz), 3,74 (bs, 4H), 3,46 (dd, 1H, J = 4,7
Hz, J = 8,2 Hz), 3,22 (dd, 2H, J = 4,4 Hz, J = 5,3 Hz), 2,89 (dd, 1H, J = 4,6 Hz, J = 14,5
Hz), 2,60 (dd, 1H, J = 8,3 Hz, J = 14,4 Hz), 2,45 (t, 4H, J = 4,8 Hz), 2,39 (t, 2H, J = 6,6
Hz).

ES-MS: m/z (%): 410 (100) [MH"].
CHN (C:H27N70; - H,0 - CH5OH): Ber. C 5750 H 7,24 N 21,34

Gef. C 57,34 H 7,11 N 21,71

tert-Butyl-(S)-1-((S)-1-(2-(4-(1H-indol-2-carbonyl)piperazin-1-yl)ethylamino)-3-(1H-

imidazol-4-yl)-1-oxopropan-2-ylamino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-ylcarbamat (77)

= ? NHBoc
(\N/\/ 5 Ph
\
N

N
@)
C35H44N805 Mr = 656,77
Ausbeute: 0,22 g, 0,33 mmol, 76 % farbloser Feststoff Schmp.: 136,6 °C

Zu einer Losung aus 0,12 g, 0,44 mmol N“-tert-butyloxycarbonyl-L-phenylalanin, 0,20 g,
0,45 mmol BOP und 0,09 g, 0,9 mmol Et;N in 5 mL MeCN gibt man 1,07 g, 2,6 mmol 76,
gelést in 5 mL MeCN. Nach vier Stunden wird der ausgefallene, farblose Feststoff

abfiltriert und mit MeCN gewaschen.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): & 11,83 (bs, 1H), 11,57 (s, 1H), 8,17 (d, 1H, J = 7,9 Hz),
7,68 (bs, 1H), 7,59 (d, 1H, J = 7,9 Hz), 7,55 (s, 1H), 7,41 (d, 1H, J = 8,2 Hz), 7,28 — 7,22
(m, 4H), 7,18 (t, 2H, J = 7,2 Hz), 7,04 (t, 2H, J = 7,1 Hz), 6,82 (s, 1H), 6,75 (d, 1H, 1,5
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Hz), 4,44 (dd, 1H; J = 7,0 Hz, J = 14,1 Hz), 4,14 (dt, 1H, J = 4,0 Hz, J = 10,0 Hz), 3,73
(bs, 4H), 3,16 (ddd, 2H, J = 6,5 Hz, J = 12,8 Hz, J = 26,9 Hz), 2,96 (dd, 1H, J = 4,0 Hz, J
= 13,9 Hz), 2,87 (t, 2H, J = 6,7 Hz), 2,72 (dd, 1H, J = 10,5 Hz, J = 13,6 Hz), 2,43 (t, 4H, J
= 4,5 Hz), 2,33 (t, 2H, J = 6,5 Hz), 1,30 (s, 9H).

ES-MS: m/z (%): 657 (100) [MH"], 350 (68) [(M + 2H + MeCN)?'], 329 (68) [(M + 2H)?"].
CHN (C35H44N805 . H20): Ber. C 62,30 H 6,87 N 16,61

Gef. C 62,26 H 6,96 N 16,57

(S)-N-(2-(4-(1H-Indol-2-carbonyl)piperazin-1-yl)ethyl)-2-((S)-2-amino-3-phenyl-
propanamido)-3-(1H-imidazol-4-yl)propanamid (78)

/X
HN N
\;K o

Y NH,
/\/N\(H»\S

N o Ph
|

N
0]
C30H36NsO3 M, = 556,66
Ausbeute: 0,05 g, 0,09 mmol, 60 % gelblicher Feststoff ~ Schmp.: 164,0 °C

0,1 g, 0,15 mmol 77 werden eine Stunde in 4 mL DCM und 0,75 mL TFA geruhrt. Die
Losung wird unter vermindertem Druck eingeengt, mit 7 N NH3 in MeOH alkalisiert und
direkt einer sdulenchromatographischen Reinigung mit dem Laufmittel DCM:MeOH/NHj3

9:1 unterworfen.

'"H-NMR (300 MHz, DMSO): § 11,57 (s, 1H), 8,23 (d, 1H,J=7,7 Hz), 7,75 (t, 1H, J = 5,3
Hz), 7,60 (d, 1H, J = 7,9 Hz), 7,52 (s, 1H), 7,41 (d, 1H, J = 8,2 Hz), 7,31 — 7,15 (m, 6H),
7,04 (t, 1H, J = 7,4 Hz), 6,77 (s, 2H), 4,45 (q, 1H; J = 6,7), 3,73 (bs, 4H), 3,45 (dd, 1H, J
=4,5Hz, J=8,5Hz), 3,21 - 3,13 (m, 2H), 2,94 (dd, 1H, J = 4,4 Hz, J = 13,5 Hz), 2,84 —
2,82 (m, 2H), 2,56 (dd, 1H, J = 8,8 Hz, J = 13,6 Hz), 2,43 (bs, 4H), 2,33 (t, 2H, J = 6,5
Hz).

ES-MS: m/z (%): 300 (100) [(M + 2H + MeCN)*'], 557 (72) [MH'], 279 (100) [(M + 2H)*"].

CHN (C30H36NgO3 - 0,5 H,O - 2 CH3OH): Ber. C 61,03 H 7,20 N 17,79
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Gef. C 61,38 H 6,84 N 17,81

5.3 H;-Rezeptor-Agonisten
5.3.1 Modifizierte Histamin-Liganden

5-Hydroxy-pentansaure-(4-fluorophenyl)-amid (79)

oS sel

N
H

C11H14FNO;, M, = 211,23
Ausbeute: 2,67 g, 12,6 mmol, 63 % brauner Feststoff ~ Schmp.: 52,5 - 53,0 °C

Zu einer Lésung aus 2,44 g, 22 mmol 4-Fluoroanilin in 100 mL trockenem THF gibt man
bei 0 °C 27,5 mL, 44 mmol einer 1,6 M nBuLi-Lésung in Hexan. Die braune Losung farbt
sich dunkelrot. Man lasst 1 h bei Raumtemperatur rithren und kihlt dann auf -78 °C ab.
Nun tropft man 2,00 g, 20 mmol &-Valerolacton hinzu. Nach einer Stunde rihren bei -78
°C wird die Reaktion durch Zugabe von 200 mL ges. NH,CI-Losung gestoppt und die
wassrige Phase dreimal mit je 100 mL EE extrahiert. Die vereinigten org. Phasen
werden Uber Na,SO, getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Das

Produkt wird durch Saulenchromatographie mit dem Laufmittel EE gereinigt.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): & 7,49 - 7,44 (m, 3H), 7,04 - 6,96 (m, 2H), 3,71 (t, 2H, J =
6,1 Hz), 2,42 (t, 2H, J = 7,2 Hz), 1,89 — 1,62 (m, 5H).

CI-MS: m/z (%): 212 (100) [MH'], 229 (22) [MNH,"].
CHN (C1;H1FNO,): Ber. C 6255 H 668 N 6,63

Gef. C 6241 H 662 N 6,46

5-Oxo-pentansaure-(4-fluorophenyl)-amid (80)

H/IWJ\N
H

C11H1.FNO; M, = 209,22
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Ausbeute: 0,39 g, 1,9 mmol, 20 % braune Flussigkeit

0,89 mL, 10,4 mmol Oxalylchlorid werden in 24 mL trockenem DCM gel6st und auf -60
bis -70 °C gekuinhlt. Zu dieser Losung tropft man 1,49 mL, 20,9 mmol DMSO und lasst
zwei Minuten ruhren. AnschlieBend lasst man innerhalb von finf Minuten 2,01 g, 9,5
mmol 79, geldst in 9,5 mL DCM, hinzutropfen. Die Mischung wird 30 Minuten bei tiefer
Temperatur gertihrt und dann folgt die Zugabe von 6,57 mL, 47,5 mmol Et;N. Nach
weiteren funf Minuten Rlhren bei tiefer Temperatur lasst man auf Raumtemperatur
kommen. Man gibt 50 mL Wasser hinzu und extrahiert die wassrige Phase mit 50 mL
DCM. Die org. Phase wird sukzessive mit 0,5 N HCI-Lésung, 5%iger Na,COs-Ldsung
und ges. NaCl-Lésung gewaschen. Nach Trocknen der org. Phase uber Na,SO, wird
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das zuriickbleibende braune Ol wird

saulenchromatographisch mit dem Laufmittel EE:PE 4:1 gereinigt.

IH-NMR (300 MHz, CDCly): 89,71 (s, 1H), 7,63 - 7,56 (m, 3H), 6,93 - 6,87 (m, 2H), 2,49
- 2,44 (M, 2H), 2,27 (t, 2H, J = 7,1 Hz), 1,90 - 1,85 (m, 2H).

CI-MS: m/z (%): 227 (100) [MNH,], 210 (53) [MH"].

5-[2-(1H-Imidazol-4-yl)ethylamino]pentanséure-(4-fluorophenyl)-amid (81)

H H
N N N
</”]/\/ w\/\g \©\F

C16H21FN4O Mr = 304,36

Ausbeute: 0,09 g, 0,3 mmol, 21 % gelbliches Ol

Zu einer Lésung aus 0,3 g, 1,4 mmol 80 in 3 mL MeOH gibt man 0,16 g, 1,4 mmol
Histamin. Nach 5 Minuten figt man 3A-Molekularsieb hinzu und lasst weitere 1,5 h
rihren, bevor man 0,13 g, 2,1 mmol, 1,5 eq NaCNBH; zugibt und Utber Nacht
weiterrihren lasst. Durch Zugabe von 5%iger Na,COs-Lésung wird die Reaktion
gestoppt und Methanol im Vakuum entfernt. Die wassrige Phase wird dreimal mit DCM
extrahiert, die vereinigten org. Phasen Uber Na,SO, getrocknet und das L&sungsmittel
unter vermindertem Druck abdestilliert. Die Reinigung erfolgt saulenchromatographisch
mit dem Laufmittel MeCN:NH39:1.
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'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 9,96 (s, 1H), 7,62 - 7,57 (m, 3H), 7,51 (d, 1H, J = 0,9 Hz),
7,12 (t, 2H, J = 8,9 Hz), 6,77 (s, 1H), 2,79 (t, 2H, J = 7,1 Hz), 2,67 - 2,58 (m, 4H), 2,29 (t,
2H, J = 7,2 Hz), 1,65 - 1,57 (m, 2H), 1,51 - 1,41 (m, 2H).

ES-MS: m/z (%): 305 (100) [MH"].
Als Oxalat: farbloser Feststoff Schmp.: 175,4 - 175,9 °C
CHN (CygH2,FN4O - 2 C;H,0, - 0,5 C,HsOH - 0,5 H,0):
Ber.C 48,84 H 5,66 N 10,85

Gef.C 4898 H 555 N 11,12

5-Hydroxy-pentansaure-phenylamid (82)

oA

N
H

C11H1sNO> M, = 193,24
Ausbeute: 1,04 g, 5,4 mmol, 54 % brauner Feststoff Schmp.: 63,2 °C
Analog zu 79: 1,2 g, 11,0 mmol Anilin werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): 87,51 (d, 2H, J = 7,9 Hz), 7,32 (t, 3H, J = 7,9 Hz), 7,10 (t,
1H,J = 7,4 Hz), 3,71 (t, 2H, J = 6,1 Hz), 2,44 (t, 2H, J = 7,1Hz), 1,90 - 1,81 (m, 2H), 1,72
-1,63 (m, 2H).

CI-MS: m/z (%): 194 (100) [MH].
CHN (C11H15N02 - 0,125 C4H802 ): Ber. C 67,62 H 7,90 N 6,86

Gef. C 67,93 H 7,61 N 7,05

5-Oxo-pentansaurephenylamid (83)

C11H13NO, M, =191,23
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Ausbeute: 0,42 g, 2,2 mmol, 31 % gelbes Ol
Analog zu 80: 1,37 g, 7,1 mmol 82 werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, CDCl): § 9,81 (s, 1H), 7,50 (d, 2H, J = 7,9 Hz), 7,38 - 7,33 (m, 3H),
7,11 (t, 1H, J = 7,3 Hz), 2,71 (t, 2H, J = 7,9 Hz), 2,62 (t, 2H, J = 6,9 Hz), 2,11 - 2,04 (m,
2H).

CI-MS: m/z (%): 192 (100) [MH"], 209 (45) [MNH,"].

5-[2-(1H-Imidazol-4-yl)ethylamino]pentansaurephenylamid (84)

H H
N N N
N
H

016H22N4O Mr = 286,37

Ausbeute: 0,23 g, 0,8 mmol, 38 % farbloses Ol
Analog zu 81: 0,4 g, 2,1 mmol 83 werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 9,89 (s, 1H), 7,58 (d, 2H, J = 8,1 Hz), 7,53 (s, 1H), 7,28 (t,
2H, J = 7,9 Hz), 7,01 (t, 1H, J = 7,4 Hz), 6,82 (s, 1H), 2,90 (t, 2H, J = 7,3 HZ), 2,75 - 2,67
(m, 4H), 2,32 (t, 2H, J = 7,1 Hz), 1,67 - 1,59 (m, 2H), 1,56 - 1,48 (m, 2H).

CI-MS: m/z (%): 287 (79) [MH'], 194 (100) [MH*-PhNH].

5-Hydroxy-pentansaure-3-fluorobenzyl-amid (85)

HOMHQF

)

C12H16FNO, M, = 225,26
Ausbeute: 4,28 g, 19 mmol, 95 % gelbe, zahe Flussigkeit

Zu 2,28 mL, 2,5 g, 20 mmol 3-Fluorobenzylamin gibt man 2,00 g, 20 mmol &-

Valerolacton und lasst tber Nacht rihren. Das Produkt kristallisiert aus, wird abgesaugt
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und noch mit PE gewaschen. Man Iost den Feststoff in 40 mL DCM wieder auf und
wascht die organische Phase mit 1%iger HCI-Losung und H,O. Nach dem Trocknen

Uber Na,SO, wird das Losungsmittel abgezogen.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): § 7,28 -7,33 (m, 1H), 7,05 (d, 1H, J = 7,9 Hz), 6,99 - 6,93 (m,
2H), 5,90 (bs, 1H), 4,44 (d, 2H, J = 5,9 Hz), 3,66 (t, 2H, J = 6,2 Hz), 2,29 (t, 2H, J = 7,2
Hz), 1,83 - 1,73 (m, 3H), 1,66 - 1,59 (m, 2H).

CI-MS: m/z (%): 226 (100) [MH"], 243 (24) [MNH,].

5-Oxo-pentansaure-3-fluorobenzyl-amid (86)

) 0]
Cle14FN02 Mr = 223,24
Ausbeute: 0,63 g, 2,8 mmol, 45 % Gelbe Flussigkeit

Analog zu 80: 1,42 g, 6,3 mmol 85 werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): § 9,76 (t, 1H, J = 1,3 Hz), 7,32 - 7,25 (m, 1H), 7,02 - 6,92 (m,
3H), 5,90 (bs, 1H), 4,43 (d, 2H, J = 5,9 Hz), 2,53 - 2,52 (m, 2H), 2,28 (t, 2H, J = 7,2 Hz),
1,90 — 1,93 (m, 2H).

ES-MS: m/z (%): 223 (100) [MH"].

5-[2-(1H-Imidazol-4-yl)ethylamino]pentanséaure-3-fluorobenzyl-amid (87)

F

</r:|\l]/v'\'w\/7§'\'w©

C17H23FN4O Mr = 318,39

Ausbeute: 0,28 g, 0,9 mmol, 35 % Farbloses Wachs
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Analog zu 81: 0,56 g, 2,5 mmol 86 werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): 5 8,40 (t, 1H, J = 5,4 Hz), 7,56 (s, 1H), 7,37 - 7,29 (m, 2H),
7,19 - 7,03 (m, 3H), 6,92 (s, 1H), 4,28 (d, 2H, J = 5,9 Hz), 3,08 (t, 2H, J = 7,3 Hz), 2,89
(m, 2H), 2,79 (t, 2H, J = 7,4 Hz), 2,22 - 2,18 (m, 2H), 1,57 (m, 4H).

ES-MS: m/z (%): 319 (100) [MH"].
Als Oxalat; farbloser Feststoff Schmp.: 169,0 °C
CHN (Cy7H23FN4O - 2 C;H,0, - 0,5 C,HsOH - 0,5 H,0):

Ber. C 49,81 H 5,89 N 10,56

Gef. C 49,82 H 556 N 10,20

5-Hydroxy-pentansaure-naphthalen-1-yl-amid (88)

i O
HO/\/\)J\N O
H

C15H17N02 Mr = 243,30
Ausbeute: 1,24 g, 5,1 mmol, 46 % roter Feststoff Schmp.: 100,7 —101,1 °C
Analog zu 79: 1,58 g, 11 mmol 1-Naphthylamin werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 9,87 (s, 1H), 8,07 - 8,04 (m, 1H), 7,95 - 7,92 (m, 1H), 7,75
(d, 1H, J = 8,2 Hz), 7,67 (d, 1H, J = 7,3 Hz), 7,58 - 7,46 (m, 3H), 4,44 (t, 1H, J = 5,2 Hz),
3,46 (dd, 2H, J = 6,2 Hz, J = 11,8 Hz), 2,48 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 1,75 - 1,65 (m, 2H), 1,53
(td, 2H, J = 6,4 Hz, J = 13,2 Hz).

CI-MS: m/z (%): 244 (100) [MH"].
CHN (Cy5H17NOy): Ber. C 74,05 H 7,04 N 5,76

Gef. C 73,90 H 6,95 N 5,58
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5-Oxo-pentansaure-naphthalen-1-yl-amid (89)

N
H

Ve
H)WL

C15H15NO, M, = 241,29
Ausbeute: 0,25 g, 1,0 mmol, 34 % roter Feststoff Schmp.: 64 °C
Analog zu 80: 0,72 g, 2,9 mmol 88 werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 9,84 (s, 1H), 8,07 - 8,04 (m, 1H), 7,95 - 7,92 (m, 1H), 7,75
(d, 1H, J = 8,2 Hz), 7,67 (d, 1H, J = 7,3 Hz), 7,58 - 7,46 (m, 3H), 2,76 - 2,66 (M, 2H),
2,40 - 2,33 (m, 2H), 2,00 - 1,92 (m, 2H).

CI-MS: m/z (%): 259 (100) [MNH,"], 242 (97) [MH"].
CHN (C45H1sNO; - 0,25 H,0): Ber. C 73,30 H 6,36 N 5,70

Gef. C 73,31 H 6,37 N 5,38

5-[2-(1H-Imidazol-4-yl)ethylamino]pentanséure-naphthalen-1-yl-amid (90)

J e

C20H24N4O M, = 336,43

Ausbeute: 0,25 g, 0,75 mmol, 25 % brauner Feststoff Schmp.: 61,4 °C
Analog zu 81: 0,72 g, 3,0 mmol 89 werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 9,88 (s, 1H), 8,07 - 8,04 (m, 1H), 7,95 - 7,92 (m, 1H), 7,75
(d, 1H, J = 8,2 Hz), 7,67 (d, 1H, J = 7,2 Hz), 7,55 - 7,48 (m, 4H), 6,76 (s, 1H), 2,77 (t, 2H,
J=7,0Hz), 2,66 - 2,59 (m, 4H), 2,48 (m, 2H), 1,74 - 1,63 (m, 2H), 1,57 - 1,48 (m, 2H).

Als Oxalat: rosa Feststoff

ES-MS: m/z (%): 337 (100) [MH]. Schmp.: 173,8 - 174,6 °C
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CHN (C20H24N40 - 2 C,H,0,): Ber. C 55,81 H 5,46 N 10,85

Gef. C 55,88 H 574 N 11,23

5-Hydroxy-pentansaure-(3-fluorophenyl)-amid (91)

H
HO\/\/\H/N

Ne8

C11H14FNO, M, = 211,23
Ausbeute: 2,00 g, 9,47 mmol, 47,3 % braunes Ol
Analog zu 79: 2,2 g, 20,0 mmol 3-Fluoroanilin werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): §7,85 (bs, 1H), 7,48 (d, 1H, J = 11,0 Hz), 7,27 - 7,13 (m,
2H), 6,78 (dt, 1H, J = 1,6 Hz, J = 8,3 Hz), 3,69 (t, 2H, J = 6,1 Hz), 2,42 (t, 2H, J = 7,2
Hz), 2,27 (bs, 1H), 1,88 - 1,79 (m, 2H), 1,69 - 1,60 (m, 2H).

CI-MS: m/z (%): 212 (100) [MH"], 229 (30) [MNH,'].

5-Oxo-pentanséure-(3-fluorophenyl)-amid (92)

C11H1,FNO, M, = 209,22
Ausbeute: 0,71 g, 3,4 mmol, 48 % braunes Ol
Analog zu 80: 1,50 g, 7,1 mmol 91 werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): § 9,39 (s, 1H), 7,48 (d, 1H, J = 10,7 Hz), 7,20 - 7,11 (m, 2H),
6,80 (dt, 1H, J = 1,6 Hz, J = 8,3 Hz), 2,68 (t, 2H, J = 7,1 Hz), 2,41 (t, 2H, J = 6,8 Hz),
2,03 - 1,94 (m, 2H).

CI-MS: m/z (%): 227 (100) [MNH,'], 210 (56) [MH"].
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5-[2-(1H-Imidazol-4-yl)ethylamino]pentansaure-(3-fluorophenyl)-amid (93)
N N F
N
N o)
H

CisH21FN,O M, = 304,36

Ausbeute: 0,14 g, 0,46 mmol, 10 % braunes Ol
Analog zu 81: 0,96 g, 4,6 mmol 92 werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 10,13 (s, 1H), 7,64 - 7,58 (m, 1H), 7,54 (d, 1H, J = 0,9
Hz), 7,36 - 7,26 (m, 2H), 6,89 - 6,82 (m, 2H), 2,92 (t, 2H, J = 7,2 Hz), 2,76 - 2,68 (M, 4H),
2,34 (t, 2H, J = 7,0 Hz), 1,67 - 1,49 (m, 4H).

Als Oxalat: farbloser Feststoff Schmp.: 179,9 °C
ES-MS: m/z (%): 305 (100) [MH"].
CHN (ClGHleN4O -2 C2H204): Ber. C 49,59 H 5,20 N 11,57

Gef. C 49,73 H 5,49 N 11,67

5.3.2 Histaprodifen-Derivate

3,3-Diphenylpropyliodid (94)

CisHasl M, = 322,18
Ausbeute: 19,31 g, 60,0 mmol, 88% farbloser Feststoff Schmp.: 53,2 °C

Eine LOsung aus 29,6 g, 112,8 mmol Triphenylphosphin und 26,0 g, 102,6 mmol lod in
200 mL Dichlormethan wird 10 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt. Nach Zugabe von
11,6 g, 171,0 mmol Imidazol wird nochmals 10 Minuten gerihrt. Eine Lésung aus 14,5 g,
68,4 mmol 3,3-Diphenylpropan-1-ol in 40 mL Dichlormethan wird langsam zugetropft und

Uber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktionsmischung wird mit 200 mL
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10%iger NaHSO,-Losung versetzt und die wassrige Phase noch einmal mit 40 mL DCM
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tber Na,SO, getrocknet. Nach
Filtration wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wird in DCM geldst

und durch Chromatographie mit dem Laufmittel EE:PE 4:1 gereinigt.

Analytische Daten entsprechen Lit. 2.

Bis(diethylamino)methan (95)

CoH22N» M, = 158,28
Ausbeute: 130,84 g, 0,83 mol, 83 % farblose Flussigkeit

210 mL, 2 mol Diethylamin werden zu 74 mL, 1 mol einer eisgekihlten 37%igen
wassrigen Formaldehyd-Losung zugetropft. Die Losung wird Uber Nacht gerthrt und
anschlielend mit festem KOH gesattigt. Die obere Phase wird getrennt und tGber KOH-
Platzchen getrocknet. Das Produkt wird durch fraktionierte Destillation unter

vermindertem Druck erhalten.

Analytische Daten entsprechen Lit. .

1-(N,N-Diethylaminomethyl)imidazol (96)

CgHisN3 M, = 153,22
Ausbeute: 12,00 g, 0,078 mol, 78 % farbloses Ol

6,81 g, 0,1 mol Imidazol, 17,66 g, 0,112 mol Bis(diethylamino)methan 95 und 15,21 g,
0,110 mol K,CO3 werden in 50 mL trockenem DCM aufgenommen. Zu dieser Mischung
gibt man bei 0°C und unter Ruhren 11,04 g, 0,110 mol Bernsteinsaureanhydrid hinzu.

Die Temperatur steigt auf 38 °C. Nachdem die Temperatur auf 20°C gesunken ist, wird
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das Eisbad entfernt und man lasst noch zwei Stunden rihren. Nun wird die Losung mit
150 mL DCM verdunnt und sukzessive mit 100 mL 3 M NaOH-Loésung, 50 mL 6 M
NaOH-Lo6sung und 25 mL ges. NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wird

Uber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & 7,36 (s, 1H), 6,90 (s, 1H), 6,81 (s, 1H), 4,67 (s, 2H), 2,41
(g, 4H, J = 7,2 Hz), 0,96 (t, 6H, J = 7,2 Hz).

ES-MS: m/z (%): 86 (100) [CH,=NEt,"], 154 (25) [MH'].

Bis(dimethylamino)methan (97)

CsH14N, M, =102,18
Ausbeute: 81,3 g, 0,80 mol, 80 % farblose Flussigkeit Siedep.: 79 °C

Analog zu 95: 253 mL, 2,0 mol 40%ige, wassrige Dimethylamin-Losung werden

eingesetzt.

Analytische Daten entsprechen Lit. .

1-(N,N-Dimethylaminomethyl)imidazol (98)

CsH11N3 M, = 125,17
Ausbeute: 9,14 g, 0,073 mol, 73 % farblose Flussigkeit
Analog zu 96: 11,40 g, 0,112 mol 97 und werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & 7,43 (s, 1H), 7,01 (s, 1H), 6,89 (s, 1H), 4,60 (s, 2H), 2,22
(s, 6H).

CI-MS: m/z (%): 126 (100) [MH"].
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2-(3,3-Diphenylpropyl)imidazol (99)

SOy
H
U

CigHisN> M, = 262,35
Ausbeute: 1,21 g, 4,6 mmol, 23,1 % farbloser Feststoff Schmp.: 162,0 - 162,7 °C

0,02 mol 96 oder 98 werden in 50 mL trockenem THF unter N,-Atmosphare geldst und
auf -40 °C abgekihlt. Dann werden 14,8 mL, 0,024 mol einer 1,6 M n-Butyllithium-
Lésung in Hexan zugetropft. Es entsteht eine gelbe Ldsung, welche wahrend 45
Minuten auf 0 °C erwarmt und wieder auf -40 °C abgekuhlt wird. Nach Zugabe von 7,7
g, 0,024 mol 94 wird tUber Nacht auf Raumtemperatur erwdrmt. Es entsteht eine rote
Losung. Nach Zugabe von 50 mL Diethylether wird mit 2 M HCI-Lésung (4 x 50 mL)
extrahiert. Die sauren Phasen werden mit festem NaHCO; neutralisiert und mit DCM (4
x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Na,SO,
getrocknet. Nach Filtration wird das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand
wird durch Chromatographie mit dem Laufmittel EE gereinigt. Nach Umkristallisation aus

EE erhalt man einen farblosen Feststoff.

Analytische Daten entsprechen Lit. 2.

1-(N,N-Dimethylsulfamoyl)-2-(3,3-diphenylpropyl)imidazol (100)

C20H23N30,S M, = 369,48
Ausbeute: 3,39, 9,01 mmol, 79 % Farblose Kristalle Schmp.:75,5- 76,0 °C

3,0 g, 11,4 mmol 99 werden in 25 mL trockenem Chloroform und 5 mL trockenem
Methanol gelost. Zuerst werden 1,76 g, 12,5 mmol Dimethylsulfamoylchorid,

anschlieRend 1,9 mL, 13,7 mmol EtzN zugegeben. Es wird 24 h bei Raumtemperatur
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gerihrt. Die Reaktionsmischung wird mit Wasser gewaschen (2 x 40 mL) und die
vereinigten wassrigen Phasen werden noch mit 50 mL Chloroform extrahiert. Die
vereinigten org. Phasen werden Uber Na,SO, getrocknet. Nach Filtration wird das
Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wird durch Chromatographie mit dem

Laufmittel EE gereinigt.

Analytische Daten entsprechen Lit. 2.

2-(1-(N,N-Dimethylsulfamoyl)-2-(3,3-diphenylpropyl)imidazol-5-yl)ethanol (101)

C2oH27N305S M, =413,53
Ausbeute: 2,11 g, 5,1 mmol, 63 % farbloser Feststoff Schmp.: 132,9 °C

3,0 g, 8,1 mmol 100 werden in 40 mL trockenem THF unter N,-Atmosphére gel6st und
auf -60°C abgekuhlt. Dann werden 5,6 mL, 8,9 mmol n-BuLi in Hexan (1,6 M) zugetropft.
Es fallt weil3es Lithiumsalz aus. Man lasst die Reaktionsmischung auf — 40°C erwarmen.
Gleichzeitig werden ca. 2,0 mL Oxiran in 2 mL trockenem THF verflissigt. Diese Losung
wird nach ca. 25 Minuten Uber einen Ausgiel3er zur Reaktionsmischung bei -40 °C
gegeben. Nun wird auf Raumtemperatur erwdrmt. Es entsteht eine gelbe Losung. Nach
Zugabe von 60 mL NH,CI-Lésung wird mit EE (4 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten
org. Phasen werden tber Na,SO, getrocknet. Nach Filtration wird das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Der Ruckstand wird durch Chromatographie mit dem Laufmittel EE
gereinigt. Bei Bedarf kann das Produkt durch Umkristalllisation aus EE noch weiter

gereinigt werden.

Analytische Daten entsprechen Lit. 2.
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2-(2-(1-(N,N-Dimethylsulfamoyl)-2-(3,3-diphenylpropyl)imidazol-5-yl)ethyl)isoindol-
1,3-dion (102)

030H30N404S Mr = 542,65
Ausbeute: 5,2 g, 9,6 mmol, 88 % farbloser Feststoff ~ Schmp.: 137,0 — 137,5 °C

3,08 g, 7,4 mmol 101, 1,95 g, 7,4 mmol Triphenylphosphin und 1,09 g, 7,4 mmol
Phthalimid werden in 40 mL trockenem THF geldst. Dann werden langsam 1,6 mL, 7,4
mmol Diisopropylazodicarboxylat zugetropft. Es wird Uber Nacht bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach Zugabe von 100 mL Wasser wird mit EE (3 x 50 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden mit 100 mL NaCl-Lésung gewaschen und uber
Na,SO, getrocknet. Nach Filtration wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der

Rickstand wird durch Chromatographie mit dem Laufmittel EE:PE 4:1 gereinigt.

Analytische Daten entsprechen Lit. %%

2-(2-(3,3-Diphenylpropylhimidazol-4-yl)ethylamin (Histaprodifen) (103)

N NH;
/-
N
sl

C20H23N3 Mr = 305,42
Ausbeute: 0,86 g, 2,8 mmol, 90 % gelbes Ol

Es werden 1,7 g, 3,1 mmol 102 in 70 mL EtOH geldst und 2 mL Hydrazin-Monohydrat
werden hinzugefligt. Es wird drei Stunden unter Ruckfluss erhitzt, bis der weil3e
Niederschlag vollstandig ausgefallen ist. Nach dem Abkuhlen werden 15 mL 4 M HCI
zugegeben und es wird 4 Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Die Reaktionsmischung wird
gekuhlt und der ausgefallene Niederschlag abfiltriert. Das Filtrat wird mit EtOH

gewaschen und im Vakuum fast bis zur Trockene eingeengt. Es wird nochmals filtriert,
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bevor das Filtrat vollstandig im Vakuum eingeengt wird. Der Rickstand wird mit 30 mL 2
M NaOH-Losung aufgenommen und mit Ethylacetat (4 x 30 mL) extrahiert. Die
vereinigten org. Phasen werden Uber Na,SO, getrocknet. Nach Filtration wird das
Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird als gelbliches Ol erhalten, das
durch Saulenchromatographie mit dem Laufmittel DCM:MeOH:NH; 8:1,5:0,5 gereinigt

wird.

Analytische Daten entsprechen Lit. *®,

2-(2-(1H-Imidazol-4-ylethyl)isoindol-1,3-dion (104)

(@)
H

Ausbeute: 21,06 g, 0,087 mol, 87% farblose Kristalle Schmp.: 188,0 °C

C13H11N30, M, = 241,25

Zu einer Losung aus 18,4 g, 0,1 mol Histamin-Dihydrochlorid und 21,2 g, 0,2 mol
Na,CO;3 in 500 mL H,O gibt man innerhalb von einer halben Stunde 25,0 g, 0,11 mol
Phthalimid-N-carbonséureethylester hinzu. Man lasst zwei Stunden bei Raumtemperatur
rihren. Den entstandenen farblosen Feststoff filtriert man ab und kristallisiert das
Produkt in wassrigem EtOH um.

Analytische Daten entsprechen Lit. .

2-(2-(1-Diethylaminomethyl-1H-Imidazol-4-yl)-ethyl)isoindol-1,3-dion (105)

C1gH22N4O, M, = 326,39
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Ausbeute: 13,72 g, 42,1 mmol, 81 % gelbliches Ol

Analog zu 96: 12,56 g, 52,1 mmol 104 werden eingesetzt. Sdulenchromatographische

Reinigung erfolgt mit dem Laufmittel MeCN:NH; 9:1.

IH-NMR (300 MHz, CDCly): § 7,81 — 7,78 (m, 2H), 7,69 - 7,66 (m, 2H), 7,35 (d, 1H, J =
1,2 Hz), 6,68 (s, 1H), 4,69 (s, 2H), 3,97 (t, 2H, J = 7,2 Hz), 2,96 (t, 2H, J = 7,2 Hz), 2,42
(g, 4H, J = 7,2 Hz), 1,02 (t, 6H, J = 7,2 Hz).

CI-MS: m/z (%): 327 (19) [MH"].

2-(2-(1-Dimethylaminomethyl-1H-Imidazol-4-yl)-ethyl)isoindol-1,3-dion (106)

O
(/N
. NJ/\/N
N—/ o
C16H1sN4O> M, = 298,34
Ausbeute: 7,01 g, 23,5 mmol, 68 % Farbloses Ol

Analog zu 96: 8,37 g, 34,7 mmol 104 und 3,96 g, 38,8 mol 97 werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): § 7,80 (dd, 2H, J = 3,0 Hz, J = 5,5 Hz), 7,67 (dd, 2H, J = 3,1
Hz, J = 5,4 Hz), 7,35 (d, 1H, J = 1,1 Hz), 6,70 (s, 1H), 4,54 (s, 2H), 3,98 (t, 2H, J = 7,2
Hz), 2,96 (t, 2H, J = 7,2 Hz), 2,19 (s, 6H).

CI-MS: m/z (%): 299 (63) [MH"].

Methyl-3-aminopropanoat-Hydrochlorid (107)

C4H10CINO;, M, = 139,58
Ausbeute: 14,5 g, 103,8 mmol, 97 %  farbloser Feststoff Schmp.: 97,0 -97,4 °C

9,53 g, 107,0 mmol B-Alanin in 75 mL MeOH suspendieren und 10,2 mL, 16,7 g, 140,6

mmol Thionylchlorid in die eisgekihlte Mischung tropfen. Nachdem die Suspension 18
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Stunden bei Raumtemperatur gertihrt wurde, wird sie unter vermindertem Druck

eingeengt. Der farblose Feststoff wird abgesaugt und mit Ether gewaschen.

Analytische Daten entsprechen Lit. ¥ .

(S)-Methyl-3-(2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-phenylpropanamido)propanoat (108)

Ph_
/Om/\/nm/g\Nj\ok
0 o M
C18H26N,05 M, = 350,41
Ausbeute: 1,60 g, 4,6 mmol, 65 % farbloses Ol

Zu einer Losung aus 1,86 g, 7 mmol N*-tert-Butyloxycarbonyl-L-phenylalanin, 3,15 g, 7,1
mmol BOP und 2 mL, 14,5 mmol Et;N in 30 mL MeCN gibt man nach 5 Minuten 1,05 g,
7,5 mmol 107 und lasst 3,5 Stunden ruhren. Das Losungsmittel wird unter vermindertem
Druck abdestilliert und der Rickstand in 40 mL EE wieder aufgenommen. Die org.
Phase wird sukzessive mit je 30 mL 5%iger NaHSO,4-Losung, 5%iger Na,COs-Ldsung
und ges. NaCl-Losung gewaschen. Nach dem Trocknen der org. Phase Uber Na,SO,4

erfolgt die endgultige Reinigung saulenchromatographisch mit dem Laufmittel EE.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): § 7,30 - 7,16 (m, 5H), 6,33 (s, 1H), 5,08 (s, 1H), 4,27 (d, 1H,
J = 5,6 Hz), 3,63 (s, 3H), 3,51 - 3,31 (m, 2H), 3,16 - 2,95 (M, 2H), 2,49 - 2,29 (m, 2H),
1,40 (s, 9H).

ES-MS: m/z (%): 702 (100) [2MH*], 351 (83) [MH'], 368 (58) [MNH."], 719 (50)
[2MNH,].

(S)-3-(2-(tert-Butoxycarbonylamino)-3-phenylpropanamido)propansaure (109)

Py o
H H
HO N~ Al J<
e

C17H24N205 Mr = 336,38

Ausbeute: 0,70 g, 2,2 mmol, 46 % farbloser Feststoff Schmp.: 160,0 — 160,3 °C
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Zu einer Losung aus 1,58 g, 4,5 mmol 108 in 10 mL THF gibt man 10 mL einer 1 M
LiOH-LOosung. Nach zwei Stunden (DC-Kontrolle) wird das org. LOosungsmittel im
Vakuum entfernt. Die wassrige Phase wird mit konz. HCI auf einen pH-Wert von ca. 4

eingestellt, woraufhin das Produkt ausfallt und abgesaugt werden kann.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,96 (t, 1H, J = 5,5 Hz), 7,28 - 7,15 (m, 5H), 6,88 (d, 1H, J
= 8,6 Hz), 4,09 (dt, 1H, J = 4,6 Hz, J = 9,7 Hz), 3,34 - 3,16 (m, 2H), 2,91 (dd, 1H, J = 4,6
Hz, J = 13,7 Hz), 2,70 (dd, 1H, J = 10,1 Hz, J = 13,5 Hz), 2,31 (t, 2H, J = 6,8 Hz), 1,29
(s, 9H).

ES-MS: m/z (%): 673 (100) [2MH*], 691 (88) [2MNH,*], 337 (68) [MH'], 354 (47)
[2MNH,"], 1027 (34) [3MNH.,].

CHN (C17H24N205 . 0,5 Hzo): Ber. C 59,12 H 7,30 N 8,11

Gef. C 59,40 H 7,07 N 8,05

4-(2-Aminoethyl)-2-(3,3-diphenylpropyl)-N,N-dimethyl-1H-imidazol-1-sulfonamid

(110)
N NH»
) T\/
N
/
O,S.
Ty
/
022H28N4OZS Mr = 412,55
Ausbeute: 1,26 g, 3,05 mmol, 57 % farbloses Ol

2,93 g, 5,4 mmol 102 werden in 81 mL EtOH aufgenommen und nach Zugabe von 1,66
mL, 16,2 mmol ethanolischer MeNH,-Losung (33 % wt.) wird fur 4 h auf 70 °C erhitzt.
Das Edukt I6st sich erst in der Hitze. Danach wird die Losung mit 81 mL H,O verdinnt,
mit konz. HCI angesauert (pH < 2) und Ethanol unter vermindertem Druck abdestilliert.
Die wassrige Phase wird einmal mit Ether gewaschen, anschlieBend mit festem KOH
alkalisiert und dreimal mit EE extrahiert. Nach dem Trocknen der vereinigten org.
Phasen Uber Na,SO, wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. S&ulenchromato-

graphische Reinigung erfolgt mit dem Laufmittel EE:MeOH/NH; 9:1.
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'H-NMR (300 MHz, CDCly): § 7,30 - 7,23 (m, 8H), 7,18 - 7,12 (m, 2H), 6,70 (s, 1H), 4,06
(t, 1H, J = 7,9 Hz), 2,97 (dd, 2H, J = 3,6 Hz, J = 10,3 Hz), 2,84 (dd, 4H, J = 7,0 Hz, J =
13,9 Hz), 2,65 (s, 6H), 2,61 - 2,53 (m, 2H), 1,32 (bs, 2H).

ES-MS: m/z (%): 413 (100) [MH"].

(S)-tert-Butyl-1-(3-(2-(1-(N,N-dimethylsulfamoyl)-2-(3,3-diphenylpropyl)-1H-imida-
zol-4-ylethylamino)-3-oxopropylamino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-ylcarbamat (111)

Ph

C39Hs50N6O6S M, = 730,92
Ausbeute: 0,93 g, 1,3 mmol, 85 % farbloser Feststoff Schmp.: 151,3 °C

Zu einer Losung aus 0,50 g, 1,5 mmol 109, 0,68 g, 1,55 mmol BOP und 0,42 mL, 3
mmol Et;N in 10 mL MeCN gibt man nach 5 Minuten 0,62 g, 1,5 mmol 110. Nach 2

Stunden wird der ausgefallene Feststoff abfiltriert und aus MeCN umkristallisiert.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): 88,00 (t, 1H, J = 5,5 Hz), 7,93 (t, 1H, J = 5,6 Hz), 7,33 -
7,21 (m, 12H), 7,19 - 7,14 (m, 3H), 7,93 (t, 1H, J = 5,5 Hz), 6,75 (s, 1H), 4,08 (t, 2H, J =
7,7 Hz), 3,32 - 3,17 (m, 4H), 2,91 (dd, 1H, J = 4,4 Hz, J = 13,6 Hz), 2,80 (t, 2H, J = 6,8
Hz), 2,74 - 2,69 (m, 3H), 2,63 (s, 6H), 2,49 - 2,43 (m, 2H), 2,20 (t, 2H, J = 7,0 Hz), 1,28
(s, 9H).

ES-MS: m/z (%): 732 (100) [MH"].
CHN (CsgHsoNOsS - 0,5 H,0): Ber. C 63,31 H 695 N 11,36 S 4,33

Gef. C 6345 H 6,60 N 11,52 S 4,54

(S)-2-Amino-N-(3-(2-(1-(N,N-dimethylsulfamoyl)-2-(3,3-diphenylpropyl)-1H-imidazol-
4-ylethylamino)-3-oxopropyl)-3-phenylpropanamid (112)
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Ph
N
O /T\/\(B(\/\QANHZ
N
0,8.
7w
/

C34H42N604S Mr = 630,80

Ausbeute: 0,69 g, 1,09 mmol, 84 % gelbliches Ol

0,93 g, 1,3 mmol 111 in 6 mL DCM und 4 mL TFA ruhren lassen. Nach einer Stunde
wird die Lésung eingeengt und mit 7 N NH3 in MeOH alkalisiert. Die Reinigung erfolgt
saulenchromatographisch mit dem Laufmittel DCM:MeOH/NH; 9:1.

IH-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,99 (t, 1H, J = 5,5 Hz), 7,92 (t, 1H, J = 5,7 Hz), 7,32 -
7,24 (m, 10H), 7,20 - 7,14 (m, 5H), 6,75 (s, 1H), 4,11 (dd, 2H, J = 5,0 Hz, J = 10,1 Hz),
3,31 - 3,28 (m, 2H), 3,24 (dd, 2H, J = 7,0 Hz, J = 13,3 Hz), 2,91 (dd, 1H, J = 4,8 Hz, J =
13,3 Hz), 2,80 (t, 2H, J = 6,7 Hz), 2,71 (t, 2H, J = 7,2 Hz), 2,64 (s, 6H), 2,59 (dd, 1H, J =
4,8 Hz, J = 13,2 Hz), 2,49 — 2,43 (m, 2H), 2,20 (t, 2H, J = 6,9 Hz), 1,81 (bs, 2H).

ES-MS: m/z (%): 631 (100) [MH"], 337 (50) [(M + 2H + MeCN)?'], 316 (40) [(M + 2H)*"].

(S)-2-Amino-N-(3-(2-(2-(3,3-diphenylpropyl)-1H-imidazol-4-yl)ethylamino)-3-
oxopropyl)-3-phenylpropanamid (113)

Ph
\
N
AR
0] 0]
N
s
C32H37Ns0; M, = 523,67
Ausbeute: 0,25 g, 0,5 mmol, 45 % farbloser Feststoff Schmp.: 63,3 °C

0,66 g, 1,05 mmol 112 werden in 2 mL MeOH, 4 mL Wasser und 2 mL konz. HCI geltst
und 2 Stunden unter Rickfluss erhitzt. Das org. Losungsmittel wird im Vakuum entfernt,
die verbleibende Loésung mit 2 N NaOH-Lésung alkalisiert und dreimal mit DCM

extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden Uber Na,SO, getrocknet, das



Experimenteller Teil

Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert und der Ruckstand

saulenchromatographisch mit dem Laufmittel DCM:MeOH/NH3 9:1 gereinigt.

'H-NMR (300 MHz, MeOD): § 7,29 - 7,11 (m, 15H), 6,66 (s, 1H), 3,91 (t, 1H, J = 7,6 Hz),
3,47 (dd, 1H, J = 6,4 Hz, J = 7,3 Hz), 3,38 - 3,33 (m, 2H), 3,30 (td, 2H, J = 1,6 Hz, J =
3,3 Hz), 2,95 (dd, 1H, J = 6,4 Hz, J = 13,3 Hz), 2,76 (dd, 1H, J = 7,4 Hz, J = 13,3 Hz),
2,68 (t, 2H, J = 7,1 Hz), 2,61 — 2,55 (m, 2H), 2,43 (dd, 2H, J = 6,8 Hz, J = 15,6 Hz), 2,26
(dt, 2H, J = 4,5 Hz, J = 6,9 Hz).

ES-MS: m/z (%): 283 (100) [(M + 2H + MeCN)?'], 524 (90) [MH"].
CHN (C32H37N502 . H20 ): Ber. C 70,95 H 7,26 N 12,93

Gef. C 71,08 H 759 N 12,79

tert-Butyl-2-(2-(1-(N,N-dimethylsulfamoyl)-2-(3,3-diphenylpropyl)-1H-imidazol-4-
ylethylamino)-2-oxoethylcarbamat (114)

N

H
N
N NHBoc
T
S0,

C29H39Ns05S M, = 569,72
Ausbeute: 0,27 g, 0,47 mmol, 47 % farbloser Schaum Schmp.: 96 — 97 °C

Zu einer Losung aus 0,18 g, 1,0 mmol N*-tert-butyloxycarbonyl-glycin, 0,32 g, 1,05 mmol
DEPBT und 0,28 mL, 2,0 mmol Et;N in 10 mL THF gibt man nach 5 Minuten 0,41 g, 1,0
mmol 110. Nach 4 Stunden wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Ruckstand
in 20 mL DCM wieder aufgenommen und einmal mit 5%iger Na,COs-Losung
gewaschen. Nach dem Trocknen der vereinigten organischen Phasen tber Na,SO, wird

das Produkt durch Saulenchromatographie mit dem Laufmittel EE gereinigt.

'H-NMR (300 MHz, CDCly): § 7,29 - 7,23 (m, 8H), 7,18 - 7,12 (m, 2H), 6,71 (s, 1H), 6,39
(t, 1H, J = 5,8 Hz), 5,15 (bs, 1H), 4,06 (t, 1H, J = 7,8 Hz), 3,74 (d, 2H, J = 5,9 Hz), 3,51
(g, 2H, J = 6,6 Hz), 2,94 (t, 2H, J = 6,7 Hz), 2,84 - 2,79 (m, 2H), 2,65 (s, 6H), 2,56 (dd,
2H, J = 7,8 Hz, J = 15,6 Hz), 1,43 (s, 9H).

ES-MS: m/z (%): 570 (100) [MH"].
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CHN (C29H39Ns0sS - 0,3 H,O0): Ber. C 6050 H 6,94 N 12,16 S 5,57

Gef. C 6083 H 7,19 N 11,76 S 524

2-Amino-N-(2-(2-(3,3-diphenylpropyl)-1H-imidazol-4-yl)ethyl)acetamid (115)

H
9

C22H26N4O Mr = 362,47
Ausbeute: 0,34 g, 0,9 mmol, 47 % gelbes Ol

1,13 g, 2,0 mmol 114 werden zwei Stunden in 5 mL MeOH, 10 mL H,O und 5 mL konz.
HCI auf 65 °C erhitzt. Nachdem die Mischung im Vakuum eingeengt wurde, wird mit 2 N
NaOH-L6sung alkalisiert und dreimal mit DCM extrahiert. Die vereinigten org. Phasen

werden tUber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): § 7,76 (t, 1H, J = 5,2 Hz), 7,27 — 7,12 (m, 10H), 6,58 (s, 1H),
3,85 (t, 1H, J = 7,5 Hz), 3,47 (dd, 2H, J = 6,5 Hz, J = 12,7 Hz), 3,19 (s, 2H), 2,71 (t, 2H, J
= 6,6 Hz), 2,60 — 2,55 (M, 2H), 2,43 (dd, 2H, J = 7,2 Hz, J = 15,4 Hz).

ES-MS: m/z (%): 223 (100) [(M + 2H + 2MeCN)?*], 363 (40) [MH'], 223 (25) [(M + H +
MeCN)].

(S)-tert-Butyl-1-(2-(2-(2-(3,3-diphenylpropyl)-1H-imidazol-4-yl)ethylamino)-2-
oxoethylamino)-3-hydroxy-1-oxopropan-2-ylcarbamat (116)

H o}
N NHBoc
N N
QAT Y
N HO
sl

C30H39Ns0s5 M, = 549,66

Ausbeute: 0,11 g, 0,2 mmol, 51 % farbloser Feststoff Schmp.: 34 °C
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Analog zu 114: 0,14 g, 0,4 mmol 115 und 0,08 g, 0,4 mmol N“tert-Butyloxycarbonyl-L-
serin werden eingesetzt. Saulenchromatographische Reinigung erfolgt mit dem
Laufmittel DCM:MeOH/NH; 9:1.

'H-NMR (300MHz, CDCly): § 7,56 (bs, 1H), 7,47 (t, 1H, J = 5,2 Hz), 7,26 - 7,11 (m, 10H),
6,49 (s, 1H), 5,78 (d, 1H, J = 5,9 Hz), 4,14 (bs, 1H), 3,90 - 3,79 (m, 4H), 3,55 (dd, 1H, J
= 4,7 Hz, J = 10,1 Hz), 3,30 (d, 2H, J = 4,9 Hz), 2,62 - 2,53 (m, 4H), 2,43 - 2,35 (m, 2H),
1,43 (s, 9H).

ES-MS: m/z (%): 550 (100) [MH"].
CHN (CsoH3gNsOs - 1,3 H,0): Ber. C 6281 H 732 N 1221

Gef. C 6299 H 736 N 1258

(S)-2-Amino-N-(2-(2-(2-(3,3-diphenylpropyl)-1H-imidazol-4-yl)ethylamino)-2-
oxoethyl)-3-hydroxypropanamid (117)

H O
N NH
N 2
Q7™M y
N HO
sl
C25H31Ns503 M, = 449,55
Ausbeute: 0,05 g, 0,11 mmol, 90 % farbloses Ol

0,07 g, 0,12 mmol 116 werden eine Stunde in 3 mL DCM und 0,75 mL TFA geruhrt. Die
Lésung wird unter vermindertem Druck eingeengt, mit 7 N NH3 in MeOH alkalisiert und

durch Saulenchromatographie mit dem Laufmittel DCM:MeOH/NH; 9:1 gereinigt.

'H-NMR (300 MHz, MeOD): § 7,30 - 7,26 (m, 8H), 7,22 - 7,16 (m, 2H), 7,10 (s, 1H), 3,99
(dd, 2H, J = 5,7 Hz, J = 10,1 Hz), 3,92 - 3,90 (m, 2H), 3,87 (s, 2H), 3,45 (t, 2H, J = 6,7
Hz), 2,92 - 2,87 (m, 2H), 2,78 (t, 2H, J = 6,6 Hz), 2,56 (dd, 2H, J = 7,8 Hz, J = 15,7 Hz).

ES-MS: m/z (%): 246 (100) [(M + 2H + MeCN)?'], 450 (84) [MH"], 267 (30) [(M + 2H +
2MeCN)].
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5.3.3 Alternative Synthesestrategien

2-(3,3-Diphenylpropyl)-4-(2-oxo-ethyl)-imidazol-1-sulfonsaure-dimethylamid (118)

C2oH25N305S M, =411,52
Ausbeute: 0,36 g, 0,87 mmol, 43,5 % gelbes Ol

0,21 mL, 2,5 mmol Oxalylchlorid werden in 5 mL CHCI; gelést und auf -50 bis -60 °C
gekuhlt. Zu dieser Mischung werden 0,36 mL, 50 mmol DMSO getropft und zwei
Minuten gerthrt. Eine Lésung aus 0,9 g, 2,0 mmol 101 in 2 mL CHCI; und etwas DMSO
werden zugetropft. Nach einer halben Stunde gibt man 1,4 mL, 10,0 mmol EtsN und lasst
noch weitere 5 Minuten bei tiefer Temperatur rihren. Nachdem die Reaktionsmischung
auf Raumtemperatur gekommen ist, fiigt man etwas Kieselgel hinzu und destilliert das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck ab. Die sdulenchromatographische Reinigung
erfolgt mit dem Laufmittel EE:DCM 3:2.

Analytische Daten entsprechen Lit. 2.

(2-Aminoethyl)carbamidséaure-tert-butylester (119)

C7H16N20- M, = 160,21
Ausbeute: 1,95 g, 12,2 mmol, 87 % farblose Flussigkeit

5,0 g, 83 mmol Ethylendiamin werden in 25 mL DCM geldst. 3,05 g, 14,0 mmol Boc-
Anhydrid werden in 200 mL DCM gelést und Uber 6 Stunden zur Ethylendiaminlésung
getropft. Man lasst noch weitere 24 Stunden rihren und zieht daraufhin das
Lésungsmittel ab. Der 6lige Ruckstand wird in 40 mL 2 M Na,CO;-Ldsung aufgenommen
und dreimal mit 50 mL DCM extrahiert. Nach dem Trocknen Uber Na,SO, wird das

Ldsungsmittel abgezogen.

139



Experimenteller Teil | 140

'H-NMR (300 MHz, CDCly): & 4,91 (bs, 1H, NH), 3,16 (dd, 2H, J = 5,8 Hz, J = 11,7 Hz),
2,78 (t, 2H, J = 5,9 Hz), 1,43 (s, 9H).

CI-MS: m/z (%): 161 (100) [MH'], 105 (32) [MH*-C4Hs].

(2-(2-(1-Dimethylsulfamoyl-2-(3,3-diphenyl-propyl)-1H-imidazol-4-yl)-
ethylamino)ethyl)carbamidséure-tert-butylester (120)

H 0
) |
L~ AT o

0,8,
Ni
/
C29H41N504S Mr = 555,73
Ausbeute: 100 mg, 0,18 mmol, 16 % leicht gelbliches Ol

Zu einer Losung aus 0,47 g, 1,1 mmol 118 und 0,19 g, 1,2 mmol 119 in 5 mL MeOH figt
man 3A-Molekularsieb hinzu und lasst 1,5 Stunden rithren. Nun folgt die Zugabe von 0,9
g, 1,5 mmol NaCNBHz; und man lasst Uber Nacht weiterrtihren. Die Mischung wird tber
Na,SO, abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wird in 10
mL 2 N NaOH-L6sung aufgenommen und dreimal mit EE extrahiert. Nach dem Trocknen

Uber Na,SO, erfolgt die sdulenchromatographische Reinigung mit dem Laufmittel EE.

IH-NMR (300 MHz, CDCly): & 7,29 - 7,23 (m, 7H), 7,20 - 7,13 (m, 3H), 6,89 (s, 1H), 4,86
(bs, 1H), 4,06 (t, 1H, J = 7,9 Hz), 3,89 (dd, 1H, J = 7,4 Hz, J = 17,0 Hz), 3,23 - 3,15 (m,
4H), 2,99 - 2,93 (m, 2H), 2,82 - 2,72 (m, 4H), 2,63 (s, 6H), 2,60 - 2,54 (m, 2H), 1,43 (s,
9H).

ES-MS: m/z (%): 299 (100) [M + 2H" + MeCN], 556 (64) [MH].

(S)-(1-(2-tert-Butoxycarbonylamino-ethylcarbamoyl)-2-hydroxy-ethyl)-

carbamidsaurebenzylester (121)

HO__ o

0] H >
/kOJkN/\/N S NkOA@
H 0 H
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CisH27N306 M, = 381,42
Ausbeute: 4,82 g, 12,6 mmol, 95 % farbloser Feststoff Schmp.: 113,4 °C

Zu einer LOosung aus 2,13 g, 13,3 mmol 119 und 3,18 g, 13,3 mmol N-Benzyloxy-
carbonyl-L-serin in 180 mL MeCN gibt man 5,88 g, 13,3 mmol BOP und abschlieRend
noch 3,7 mL, 27 mmol EtzN. Nach ca. 4 h wird das Losungsmittel abgezogen und der
gelbliche Feststoff in 60 mL EE wieder aufgenommen. Die organische Phase wird nun
nacheinander mit 5%iger NaHSO,4-Ldsung, H,O, 5%iger Na,COs-Ldsung und schliel3lich
noch mit gesattigter NaCl-Loésung gewaschen. Nach dem Trocknen tUber Na,SO, wird

das Losungsmittel abgezogen. Der erhaltene Feststoff wird aus EE umkristallisiert.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,93 (t, 1H, J = 5,1 Hz), 7,40 - 7,29 (m, 5H), 7,15 (d, 1H, J
= 8,1 Hz), 6,78 (t, 1H, J = 5,3 Hz), 5,03 (d, 2H, J = 4,7 Hz), 4,82 (t, 1H, J = 5,6 Hz), 3,98

(dd, 1H, J = 6,1Hz, J = 13,0 Hz), 3,62 - 3,47 (m, 2H), 3,09 - 3,05 (m, 2H), 2,97 (dd, 2H, J
= 5,8 Hz, J = 11,7 Hz), 1,37 (s, 9H).

ES-MS: m/z (%): 399 (100) [MNH,'], 780 (68) [2MNH,"], 382 (38) [MH"], 763 (22)
[2MH"].

CHN (C18H27N30¢ - 0,67 H,0): Ber, C 5495 H 7,26 N 10,68

Gef. C 5468 H 760 N 10,75

(S)-(1-(2-Amino-ethylcarbamoyl)-2-hydroxy-ethyl)-carbamidsédurebenzylester (122)

HN NS E) Nko
o H

C13H19N304 M, = 281,31
Ausbeute: 0,1 g, 0,4 mmol, 8 % farbloser Feststoff Schmp.: 146 °C

Eine Losung aus 0,47 g, 1,2 mmol 121 in 10 mL DCM und 4 mL TFA wird eine Stunde
gerihrt und die Losung dann unter vermindertem Druck eingeengt. Der Rickstand wird
mit 7 N NH;3; in MeOH alkalisiert und séulenchromatographisch mit dem Laufmittel
DCM:MeOH/NH; 9:1 gereinigt.
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'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,85 (t, 1H, J = 5,7 Hz), 7,37 - 7,29 (m, 5H), 7,18 (d, 1H, J
= 8,1 Hz), 5,03 (d, 2H, J = 1,6 Hz), 4,00 (td, 1H, J = 5,7 Hz, J = 7,8 Hz), 3,60 - 3,49 (m,
2H), 3,32 (bs, 2H), 3,08 (dd, 2H, J = 5,9 Hz, J = 11,9 Hz), 2,57 (t, 2H, J = 6,3 Hz).

CI-MS: m/z (%): 282 (100) [MH'], 563 (8) [2MH"].
CHN (C13H19N304 . 0,5 Hzo : 0,5 CH3OH) Ber. C 52,93 H 7,24 N 13,72

Gef. C 53,03 H 7,06 N 13,98

(S)-(1-(2-tert-Butoxycarbonylamino-ethylcarbamoyl)ethyl)carbamidséaurebenzyl
ester (123)

O)kN/\/N ®) Nkoﬁ
H o H

C1gH27N30s M, = 365,42
Ausbeute: 2,37 g, 6,8 mmol, 56 % farbloser Feststoff Schmp.: 161,2 °C
Analog zu 121: 1,92 g, 12,0 mmol N-Benzyloxycarbonyl-L-alanin werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,90 (t, 1H, J = 5,1 Hz), 7,41 - 7,28 (m, 6H), 6,78 (t, 1H, J
= 5,1 Hz), 5,01 (d, 2H, J = 5,7 Hz), 3,97 (p, 1H), 3,12 - 3,03 (m, 2H), 2,99 - 2,93 (m, 2H),
1,37 (s, 9H), 1,18 (d, 3H, J = 7,1 Hz).

CI-MS: m/z (%): 383 (100) [MNH,*], 366 (74) [MH'], 327 (54) [MNH,*-C4H¢], 310 (29)
[MH*-C4Hg].

CHN (C18H27N305): Ber. C 59,16 H 7,45 N 11,50

Gef. C 59,15 H 7,53 N 11,43

(S)-(1-(2-Amino-ethylcarbamoyl)-ethyl)-carbamidsdurebenzylester (124)

H O

N
HNT >N ©) Nko
o H

C13H19N303 M, = 265,31
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Ausbeute: 0,31 g, 1,2 mmol, 83 % farbloses Ol
Analog zu 122: 0,51 g, 1,4 mmol 123 werden eingesetzt.

IH-NMR (300 MHz, DMSO): § 8,17 (s, 1H), 7,37 - 7,32 (m, 6H), 5,02 (d, 2H, J = 7,4 Hz),
4,05 - 3,95 (m, 1H), 3,33 - 3,27 (m, 2H), 2,84 (t, 2H, J = 6,5 Hz), 1,21 (d, 3H, J = 7,2 Hz).

(S)-(1-(3,3-Diethoxy-propylcarbamoyl)-ethyl)-carbamidsaurebenzylester (125)

OEt oy J@
©)
Eto)\/\ )K‘/ N YO
o)

N
H

Ci1gH28N205 M, = 352,43
Ausbeute: 4,24 g, 12,0 mmol, 80% gelbliches Ol

Analog zu 121: 3,35 g, 15,0 mmol N-Benzyloxycarbonyl-L-alanin und 2,21 g, 15 mmol 1-
Amino-3,3-diethoxypropan werden eingesetzt. Saulenchromatographische Reinigung
erfolgt mit dem Laufmittel EE:DCM:MeOH 60:40:5.

'H-NMR (300 MHz, (CDs),CO): § 7,38 - 7,28 (m, 6H), 6,49 (d, 1H, J = 5,9 Hz), 5,07 (d,
2H, J = 2,9 Hz), 4,56 (t, 1H, J = 5,5 Hz), 4,05 (q, 1H), 3,62 (tt, 2H, J = 7,1 Hz, J = 14,1
Hz), 3,52 - 3,41 (m, 2H), 3,26 (dd, 2H, J = 6,7 Hz, J = 12,8 Hz), 1,75 (dd, 2H, J = 6,8 Hz,
J=125Hz), 1,32 (d, 3H, J = 7,1 Hz), 1,13 (dt, 6H, J = 1,2 Hz, J = 7,1 Hz).

ES-MS: m/z (%): 722 (100) [2 MNH,'], 307 (84) [MH* - EtOH], 370 (62) [MNH,"].

(S)-(1-(3-Oxo-propylcarbamoyl)ethyl)carbamidsaurebenzylester (126)

)(L/\ 1 N \)@
G)N_ O

H N

e

C14H18N204 Mr = 278,30
Ausbeute: 0,32 g, 1,15 mmol, 29 % farbloser Feststoff Schmp.: 96,0 °C

Eine Losung aus 1,39 g, 3,9 mmol 125 in 9 mL EtOH wird mit 3 mL einer 5-6 M HCI in

Isopropanol versetzt und Uber Nacht geriihrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum
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entfernt, der Rickstand in EE aufgenommen und die organische Phase zweimal mit
Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen der organischen Phase tber Na,SO, wird das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Endgiltige Reinigung erfolgt
saulenchromatographisch mit dem Laufmittel EE:DCM:MeOH 60:40:5.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 9,62 (s, 1H), 7,97 (t, 1H, J = 5,4 Hz), 7,42 (d, 1H, J = 7,7
Hz), 7,31 — 7,35 (m, 5H), 5,01 (d, 2H, J = 4,2 Hz), 3,95 (p, 1H, J = 7,2 Hz), 3,31 (m, 2H),
2,56 (m, 2H), 1,16 (d, 3H, J = 7,2 Hz).

ES-MS: m/z (%): 557 (100) [2MH'], 279 (64) [MH"].
CHN (C14H18N204): Ber. C 60,42 H 6,52 N 10,07

Gef. C 60,29 H 680 N 9,95

(S)-(1-(2,2-Diethoxy-ethylcarbamoyl)ethyl)carbamidsdurebenzylester (127)

EtO &) N__O
N

OEt

C17H26N205 M, = 338,40
Ausbeute: 4,06 g, 12,0 mmol, 98 % farbloser Feststoff Schmp.: 72,5 °C

Analog zu 121: 2,75 g, 12,3 mmol N-Benzyloxycarbonyl-L-alanin und 1,64 g, 12,3 mmol
1-Amino-2,2-diethoxyethan werden eingesetzt. Saulenchromatographische Reinigung
erfolgt mit dem Laufmittel EE:DCM:MeOH 60:40:5.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): 57,86 (t, 1H, J = 5,7 Hz), 7,42 (d, 1H, J = 7,7 Hz), 7,35 -
7,29 (m, 5H), 5,01 (d, 2H, J = 2,0 Hz), 4,45 (t, 1H, J = 5,5 Hz), 4,06 - 3,99 (m, 1H), 3,64 -
3,54 (m, 2H), 3,50 - 3,40 (m, 2H), 3,20 - 3,07 (m, 2H), 1,19 (d, 3H, J = 7,1 Hz), 1,10 (t,
6H, J = 7,0 Hz).

CI-MS: m/z (%): 293 (100) [MH*-EtOH], 231 (46) [MH*-PhCH,OH], 356 (16) [MNH,'],
339 (10) [MH].

CHN (C417H26N20s - 0,25 H,0): Ber., C 5955 H 7,79 N 8,17

Gef. C 59,36 H 7,80 N 8,04
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(S)-2-Amino-N-(2,2-diethoxy-ethyl)propionamid (128)

@)

Eto% ){?NHZ
N
oet H

CoH20N203 M, = 204,27
Ausbeute: 0,54 g, 2,6 mmol, 94 % Gelbes Wachs

0,96 g, 2,8 mmol 127 werden in 30 mL trockenem MeOH geldst und auf 75 °C erhitzt.
Man gibt so lange Ammoniumformiat und Pd/C hinzu, bis die H,-Entwicklung zu
beobachten ist. Nach ca. 15 Minuten (DC-Kontrolle) ist die Hydrierung abgeschlossen.
Man filtriert Pd/C ab und entfernt das Losungsmittel im Vakuum. Das salzhaltige Produkt
wird in DCM gerihrt und der pH-Wert mit 7 N NH; in MeOH basisch eingestellt. Nun
kann die Mischung vom Salz abfiltriert werden und das Produkt bleibt nach Abrotieren

vom Ldsungsmittel als gelbes Wachs zurick.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 8,14 (t, 1H, J = 5,6 Hz), 6,26 (bs, 2H), 4,47 (t, 1H, J = 5,5
Hz), 3,61 (tt, 2H, J = 7,1Hz, J = 14,2 Hz), 3,41 — 4,54 (m, 3H), 3,08 — 3,25 (M, 2H), 1,20
(d, 3H, J = 6,9 Hz), 1,12 (t, 6H, J = 7,0 Hz).

CI-MS: m/z (%): 205 (100) [MH"].

(S,9)-(1-(1-(2,2-Diethoxy-ethylcarbamoyl)ethylcarbamoyl)ethyl)carbamidséaure
benzylester (129)

EtO G N_ 2
N S)°N” O
W/\ N 1(\ N @

OEt
C20H31N306 M, = 409,48
Ausbeute: 0,5¢g, 1,22 mmol, 53 % farbloser Feststoff Schmp.: 142,0 °C

Analog zu 121: 0,47 g, 2,3 mmol 128 und 0,51 g, 2,3 mmol N-Benzyloxycarbonyl-L-

alanin werden eingesetzt. Sdulenchromatographische Reinigung ist nicht notwendig.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,96 - 7,86 (m, 2H), 7,48 (d, 1H, J = 7,5 Hz), 7,35 - 7,31
(m, 5H), 5,02 (d, 2H, J = 1,0 Hz), 4,44 (t, 1H, J = 5,5 Hz), 4,26 (p, 1H, J = 7,0 Hz), 4,05
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(p, 1H, J = 7,1 Hz), 3,58 (dqd, 2H, J = 1,8 Hz, J = 7,1 Hz, J = 8,8 Hz), 3,50 - 3,39 (m,
2H), 3,22 - 3,04 (m, 2H), 1,19 (d, 6H, J = 7,1 Hz), 1,10 (t, 6H, J = 7,0 Hz).

ES-MS: m/z (%): 820 (100) [2 MH"], 410 (76) [MH"], 364 [MH*-EtOH].
CHN (C20H31N306 -1,5 Hzo : CH3CN : CH3C02C2H5):
Ber. C 55,21 H 8,02 N 9,90

Gef. C 5523 H 7,66 N 10,06

(S,S)-(1-(1-(2-Oxo-ethylcarbamoyl)ethylcarbamoyl)ethyl)carbamidséurebenzylester
(130)

Q H = i
H G N -

N ONNe!
T

CleH21N305 Mr = 335,36
Ausbeute: 0,19 g, 0,57 mmol, 68 % farbloser Feststoff
Analog zu 126: 0,34 g, 0,83 mmol 129 werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 9,42 (s, 1H), 8,26 (t, 1H, J = 5,3 Hz), 8,02 (d, 1H), 7,47 (d,
1H, J = 7,3 Hz), 7,31 — 7,39 (m, 5H), 5,01 (s, 2H), 4,33 (p, 1H, J = 7,1 Hz), 4,06 (p, 1H, J
= 7,1 Hz), 3,90 (dd, 2H, J = 2,7 Hz, J = 5,2 Hz), 1,20 (d, 6H, J = 7,1 Hz).

ES-MS: m/z (%): 336 (100) [MH"].
CHN (C16H2:N3Os - 0,25 CH3OH - 0,5 CH4CO,CoHs):
Ber. C 5658 H676 N 10,85

Gef. C 56,63 H 6,95 N 10,69

((3,3-Diethoxy-propylcarbamoyl)-methyl)-carbamidsaurebenzylester (131)

OEt o y
Eto)\ﬂ N k N YOJ@

H o)
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C17H26N20s M, = 338,40
Ausbeute: 4,47 g, 13,2 mmol, 88 % farbloses Ol

Analog zu 121: 3,14 g, 15,0 mmol N-Benzyloxycarbonyl-glycin und 2,21 g, 15 mmol 1-
Amino-3,3-diethoxypropan werden eingesetzt. Saulenchromatographische Reinigung
erfolgt mit dem Laufmittel EE:DCM:MeOH 60:40:5.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 7,81 (t, 1H, J = 5,3 Hz), 7,44 (t, 1H, J = 6,1 Hz), 7,37 -
7,29 (m, 5H), 5,03 (s, 2H), 4,50 (t, 1H, J = 5,6 Hz), 3,57 (d, 2H, J = 6,1 Hz), 3,61 - 3,51
(m, 2H), 3,42 (qd, 2H, J = 7,0 Hz, J = 14,1 Hz), 3,10 (dd, 2H, J = 6,7 Hz, J = 12,9 Hz),
1,65 (dd, 2H, J = 6,7 Hz, J = 12,9 Hz), 1,11 (t, 6H, J = 7,0 Hz).

CI-MS: m/z (%): 293 (100) [MH*-EtOH], 356 (9) [MNH,"], 339 (3) [MH"].

((3-Oxo-propylcarbamoyl)methyl)carbamidsaurebenzylester (132)

H)CLANLHYOQ

O

C13H16N204 Mr = 264,28
Ausbeute: 0,74 g, 2,8 mmol, 74 % farbloser Feststoff Schmp.: 76,5 °C
Analog zu 126: 1,27 g, 3,8 mmol 131 werden eingesetzt.

'H-NMR (300 MHz, DMSO): § 9,63 (s, 1H), 7,96 (t, 1H, J = 5,3 Hz), 7,44 (t, 1H, J = 6,0
Hz), 7,37 - 7,29 (m, 5H), 5,03 (s, 2H), 3,56 (d, 2H, J = 6,1 Hz), 3,34 (g, 2H, J = 6,4 Hz),
2,56 (dt, 2H, J = 1,3 Hz, J = 6,5 Hz).

ES-MS: m/z (%): 529 (100) [2MH"], 265 (74) [MH"], 282 (66) [MNH,"].
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7.1 Abkurzungsverzeichnis

Boc
Boc,O
BOP

cAMP
Cbz-Schutzgruppe
CI-MS
COosYy
DAG
DC
DCM
DEPBT
DIPEA
DMF
DMSO
DPH
EE
ES-MS
GDP
GPCR
GTP
IP3

LM
MeCN
MeOH
MEP
MW
NEt;
NOE
NOESY
org.

=]

PE

rm

tert-Butyloxycarbonyl-Gruppe
Di-tert-butyldicarbonat
(Benzotriazol-1-yloxy)-tris-(dimethylamino)-
phosphoniumhexafluorophosphat

cyclisches Adenosinmonophosphat
Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe
Chemische lonisation - Massenspektrometrie
correlation spectroscopy (englisch)
1,2-Diacylglycerol
Dunnschichtchromatographie

Dichlormethan
3-(Diethoxyphosphoryloxy)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-on
Diisopropylethylamin

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Diphenhydramin

Ethylacetat

Elektrospray-lonisation - Massenspektrometrie
Guanosindiphosphat

G-Protein gekoppelter Rezeptor
Guanosintriphosphat
Inositol-1,4,5-trisphosphat

Losungsmittel

Acetonitril

Methanol

Mepyramin

Mikrowelle

Triethylamin

Kern-Overhauser-Effekt

nuclear overhauser enhancement spectroscopy (englisch)
organisch

P-Wert, Signifikanzwert

Petrolether

Umdrehungen pro Minute
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RT Raumtemperatur

SEM Standardfehler des Mittelwerts
TFA Trifluoressigséure

THF Tetrahydrofuran
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