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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Histamin

Die Geschichte der Histamin-Rezeptor-Forschung begann mit der ersten Synthese
des Histamins im Jahr 1907 durch die Chemiker Windaus und Vogt [1]. Drei Jahre
spater gelang es Henry Dale und George Barger, Histamin aus Mutterkorn zu isolieren
[2]. Zudem konnte Dale zusammen mit Patrick Laidlaw Histamin als korpereigene
Substanz nachweisen und die ersten grundlegenden Funktionen im Koérper wurden

aufgeklart [3].

/=N

HN\NNH

1 2
Abbildung 1: Histamin

Das biogene Amin Histamin (1) (Abb. 1) fungiert im menschlichen sowie im tierischen
Organismus als Gewebshormon und Neurotransmitter. An seine zwei basischen
Zentren konnen Protonen angelagert werden, wobei unter physiologischen
Bedingungen das Monokation vorliegt und die aliphatische N-Aminogruppe selektiv
protoniert wird, da deren pKs-Wert bei 9.4 liegt, wohingegen der pKs-Wert des
Imidazol-Rings mit 5.8 deutlich niedriger ist [4].

Die Pyridoxalphosphat-abhangige Biosynthese findet in Mastzellen, der Epidermis, der
Magenschleimhaut und in Nervenzellen aus der Aminoséure L-Histidin statt, wobei
groRtenteils das Enzym Histidindecarboxylase an der Decarboxylierung beteiligt ist.
Eine geringe Rolle spielt auch die L-Aminosaure-Decarboxylase [5].

Freigesetztes Histamin wird Uber zwei unterschiedliche Wege wieder abgebaut. Der
Hauptweg erfolgt Gber Methylierung des Imidazol-Rings. Dieser Schritt wird durch die
Histamin-N-Methyltransferase katalysiert. AnschlieRend kann die primare Aminoséaure
uber die Enzyme Monoaminoxidase, Diaminoxidase und Aldehydoxidase zur N'-
Methylimidazolylessigséure oxidiert werden. Die weniger bedeutende Variante ist der
Abbau tber die Diaminoxidase und die Aldehydoxidase zur Imidazoylessigsaure. Der

weitere Metabolismus erfolgt Giber die Ribosylierung des Imidazol-Rings [5, 6].

Wie viele andere Signalmolekile wirkt auch Histamin auf die Zellen in seiner

unmittelbaren Umgebung, nachdem es in die extrazellulare Flissigkeit abgesondert
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wurde. Die hauptsachliche Speicherung erfolgt in sekretorischen Vesikeln von Zellen,
hauptsachlich von Mastzellen und basophilen Granulozyten, die sich Uberall im
Bindegewebe befinden, (aber auch von dendritischen Zellen, T-Lymphozyten,
Monozyten und Makrophagen). Wenn diese Zellen durch eine Verletzung, eine lokale
Infektion oder bestimmte immunologische Reaktionen stimuliert werden, wird Histamin
durch Exozytose sehr schnell freigesetzt und bindet an verschiedene G-Protein-

gekoppelte Histamin-Rezeptoren [7].

1.2 GPCRs

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) im Allgemeinen sind in den Membranen
von Zellen lokalisiert und bestehen aus einem Polypeptid, das die Plasmamembran in
sieben Transmembranhelices durchspannt. Daher werden diese Rezeptoren haufig
als Sieben-Trans-Membran-Rezeptoren bezeichnet (7-TM-Rezeptoren) [8]. Der N-

Terminus des Proteins befindet sich extrazellular, der C-Terminus intrazellular [9].

Mit mehr als 1000 verschiedenen bekannten GPCRs stellen sie die grof3te Gruppe an
Membran-integrierten Rezeptoren dar. In etwa 30% aller sich derzeitig auf dem Markt
befindlichen Medikamente adressieren rund 40 verschiedene GPCRs, wodurch hier

noch viel Entwicklungsspielraum gegeben ist [10, 11].

1.3 Ligandbindung an GPCRs

Die Ligandbindung erfolgt bei GPCRs an der extrazellularen Transmembranregion
oder innerhalb der Lipidschicht an Bindungstaschen, welche durch
Transmembranhelices gebildet werden. Die Signaltransduktion findet intrazellular
statt. Die Namensgebung der GPCRs liegt in der Gemeinsamkeit aller GPCRs
begrindet, dass die Signalweiterleitung Uber ein heterotrimeres G-Protein erfolgt [12].
Vereinfacht gesehen kdnnen GPCRs als molekulare Schalter betrachtet werden, dies
bezeichnet man als ternares Komplexmodell [13]. Durch Konformationsanderung des
Rezeptors konnen extrazellulare Signale in intrazellulare Reaktionen Ubersetzt
werden. Dieses Modell erklart jedoch nicht die konstitutive Aktivitat eines Rezeptors
oder inversen Agonismus. Daher wurde ein erweitertes ternares Komplexmodell
entwickelt [14, 15]. Bei diesem wurde zusatzlich ein Gleichgewichtszustand fur den
Rezeptor beschrieben, wobei dieser sich entweder im aktiven oder inaktiven Zustand
befinden kann (Abb. 2). Agonisten stabilisieren den aktivierten Modus (Ra), inverse

Agonisten den inaktiven (Ri). Wahrend bei einer vollstandigen Rezeptoraktivierung von

3
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einem Voll-Agonisten gesprochen wird, bezeichnet man Agonisten, die den aktiven
Zustand weniger stark stabilisieren, als partielle Agonisten, analog dazu spricht man
auch von partiellen inversen Agonisten. Liganden, die das Grundgleichgewicht nicht

verandern, werden als neutrale Antagonisten bezeichnet.

. partieller voller
voller partieller  neutraler inverser inverser
Agonist Agonist Antagonist Agonist Agonist
R, " R
100 m voller Agonist

© A partieller Agonist

0 ®» neutraler Antagonist

-50

Funktionelle Aktivitat in %

partieller inverser Agonist

-100 ¢ voller inverser Agonist

Abbildung 2: Ligand-Klassifizierung auf Grund ihrer Funktionalitdt am Rezeptor (adaptiert von Seifert
und Wenzel-Seifert [16]).

Eine zusatzliche Dimension wird im kubisch ternaren Komplexmodell berticksichtigt
[17-19]. Der Rezeptor kann sich auch unabhangig von der Ligandbindung im aktiven
Zustand befinden und eine Wechselwirkung mit dem G-Protein eingehen. Des
Weiteren kann sich auch der Rezeptor, der einen Ligand gebunden hat, im inaktiven
Zustand befinden (Abb. 3).

ARG+ > AR*G
A T
=
AR R S
A >
E
o
5
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c
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1]
y Yy
RGE==-=====3f=-5 LR'G
L -

R R /G-Protein-
Kopplung

Rezeptoraktivierung

Abbildung 3: Ternares Rezeptormodell (adaptiert von Weiss et al.) [17], der jeweilige aktive Zustand

ist mit * gekennzeichnet.
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Zunehmend werden jedoch Hinweise dafir gefunden, dass auch dieses Modell die
Rezeptoraktivierung nur unzureichend beschreibt. Es gibt Studien, die vermuten
lassen, dass es fur GPCRs nicht nur einen aktiven Zustand gibt, sondern diese in der
Lage sind, mehrere aktive Konformationen zu bilden [20, 21]. Die Entwicklung von
Liganden, die auf denselben Rezeptor wirken, aber die Signallibertragungswege
unterschiedlich modulieren, bieten Potential fir die Feinjustierung bei der
Medikamentengabe, jedoch ist hierzu die Studienlage noch zu dinn, um den

tatsédchlichen Nutzen einschéatzen zu kdnnen.

1.4 G-Proteine

Die zuvor fur die Signalweiterleitung beschriebenen G-Proteine bestehen aus einer a-
sowie einer By-Untereinheit. Wenn GDP an die a-Untereinheit bindet, ist das Trimer
Uber einen Lipidanker mit der Zellmembran verbunden. Durch die
Konformationséanderung nach der Ligandbindung an den Rezeptor tauscht die a-
Untereinheit GDP gegen GTP aus und die Untereinheiten dissoziieren voneinander.
Anschlieend kann die a-Untereinheit des G-Proteins mit anderen Molekilen

interagieren und eine Signalkaskade wird ausgel6st [12].

Die G-Proteine der GPCRs kdonnen auf Grund unterschiedlicher Struktur und Funktion
ihrer Ga-Untereinheit in die vier Hauptfamilien Gs, Gi, Gq und Gi2/13 unterteilt werden
[22]. Im Folgenden sind die verschiedenen Signalwege von Gas, Gai, Gaq dargestellt
(Abb. 4-6). Zudem gibt es noch nur aus einer monomeren Untereinheit bestehende G-
Proteine, diese werden hier allerdings nicht weiter beschrieben [23].

Die Gas-Untereinheit eines aktivierten Gs-Proteins stimuliert die Adenylylzyklase, aus
ATP cAMP zu synthetisieren. Durch die erhdohte cAMP-Konzentration wird die
Proteinkinase (PKA) aktiviert, was zur Phosphorylierung verschiedenster Zielproteine
fuhren kann (Abb. 4).
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@ Ligand

Adenylylzyklase

P

AT
CPKA /
Zielprotein <
ielprotein <

Abbildung 4: Signalweg nach der Aktivierung des Gs-Proteins durch Bindung eines Liganden. Durch
das G-Protein wird die Aktivitdat der Adenylylzyklase erhoht, was zu einer Erhéhung der cAMP-
Konzentration fuhrt. Dies aktiviert wiederum die Proteinkinase (PKA) (adaptiert [24]).

Durch Interaktion der Adenylylzyklase mit einem Gi-Protein kann die Enzymaktivitat
auch inhibiert werden (Abb. 5) [25, 26].

@ Ligand Adenylylzyklase

Abbildung 5: Interaktion der Adenylylzyklase mit der Gai-Untereinheit nach Aktivierung des Rezeptors

durch einen Liganden. Dieses inhibitorische G-Protein hemmt die Enzymaktivitat (adaptiert [24]).
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Durch Interaktion der Gog-Untereinheit mit dem Enzym Phospholipase (PLP) wird
dieses Enzym stimuliert. Dadurch wird Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat in Inositol
1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) gespalten. Das IP3 kann an IPs-
Rezeptoren im endoplasmatischen Retikulum binden, was die Offnung ionotroper
Calciumkanale zur Folge hat. Dadurch wird die Calciumkonzentration im Zellplasma
erhoht. Der erhdhte Calciumspiegel fihrt zusammen mit dem DAG zur Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC), die durch Phosphorylierung von Aminoséauren in Proteinen

deren funktionelle Eigenschaften modulieren kann (Abb. 6) [27, 28].

@ Ligand

glycerol

Abbildung 6: Das aktivierte Gq-Protein reguliert die Enzymaktivitat der Phospholipase C. Diese spaltet
Phosphatidylinositol in 1Pz und DAG. IP3z aktiviert die lonenkanéle, wodurch Calcium in Zellplasma
freigesetzt wird. Zusammen mit DAG wird die Proteinkinase C (PKC) aktiviert, die Zielproteine

phosphorylieren kann (adaptiert [24]).
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1.5 Dimere Liganden

Lange Zeit wurde angenommen, dass GPCRs nur als monomere Einheiten existieren.
Erst 1975 wurde bei B-Adrenorezeptoren ein als negative Kooperativitat bezeichnetes
Verhalten beobachtet, das Hinweise auf die Existenz von Oligomeren lieferte [29].
Unter Oligomeren versteht man dabei einen makromolekularen Komplex, der durch
nicht-kovalente Bindungen gebildet wird. Dabei wird ein Homooligomer aus wenigen
identischen Molekilen gebildet, ein Heterooligomer hingegen aus verschiedenen
Makromolekilen [30]. Experimente mit unterschiedlichsten Techniken wie FRET
(Fluoreszenzresonanzenergietransfer) und BRET (Biolumineszenzresonanzenergie-
transfer), Immunoblotting oder Co-Immunoprazipitation lieferten letztendlich
Uberzeugende Beweise fir diese Hypothese [31-33]. Liganden kdnnen mit Oligomeren
andere Eigenschaften zeigen als mit monomer vorliegenden Rezeptoren. So fuhrt
beispielsweise fur den 5-HT2a-Rezeptor das Ansprechen unterschiedlicher
Rezeptoraggregate zu verschiedenen Signalwegen [34, 35]. Auch die Affinitat des
Rezeptors zum G-Protein oder die Ubrige Signaltransduktion kann abweichen [36, 37].
Darlber hinaus gibt es Studien, die zeigen, dass Liganden auch den
Aggregationsstatus von Rezeptoren beeinflussen konnen, indem sie die Affinitat
zwischen den Rezeptoren verandern und so die Assoziation bzw. Dissoziation der

Protomere bewirken [38].

1.6 Allosterische Bindungsstellen

Es liegt die Annahme vor, dass alle GPCRs auch allosterische Bindungsstellen haben,
das heil3t ein Ligand kann an eine andere Bindungsstelle am Rezeptor binden als an
die orthosterische Bindungstasche [39]. Fur eine Reihe von GPCRs sind
Kristallstrukturen bekannt, bei denen diese mit allosterischen Liganden kristallisiert
wurden [40-43]. Solch ein allosterischer Modulator kann zuséatzlichen Einfluss auf die
Rezeptorkonformation nehmen, wodurch wiederum die Affinitat des Rezeptors zum
orthosterischen Liganden sowie dessen Aktivitat beeinflusst wird [44]. Der Modulator
selbst zeigt in Abwesenheit des orthosterisch bindenden Liganden keine Wirkung. Man
unterscheidet dabei je nach Verstarkung oder Abschwachung der durch den Modulator
verursachten Effekte zwischen positiven und negativen allosterischen Modulatoren.
Funktionell neutrale allosterische Liganden werden als stille allosterische Modulatoren
bezeichnet [45].
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1.7 Einteilung der GPCRs

Die GPCRs konnen in zwei grol3e Klassen unterschieden werden. Die rund 400
,endoGPCRs" werden von endogenen Liganden wie Peptiden, Lipiden, Prostanoiden,
Neutrotransmittern, Nucleosiden oder Nucleotiden adressiert [46]. ,CsGPCRs"
(chemosensory GPCRs) hingegen, von denen fir 260 Rezeptoren Liganden bekannt
sind, reagieren auf externe Signale wie Gerlche, Geschmack, Photonen oder
Pheromone [22]. Fur 140 GPCRs sind die Liganden bislang nicht bekannt, diese

werden unter dem Begriff ,orphan receptors® zusammengefasst [47].

Eine weitere Unterteilung erfolgte Uber das GRAFs System, wodurch diese an Hand
struktureller Merkmale funf verschiedenen Klassen zugeordnet werden: die Glutamat-,

Rhodopsin-, Secretin, Adhasions- und die Frizzles/Taste2-Gruppe [48, 49].

Die von der International Union of Basic and Clinical Pharmacology (IUPHAR) gefiihrte
Unterscheidung bildet sechs Klassen und richtet sich nach den funktionellen
Merkmalen: Klasse A (Rhodopsin-ahnliche), Klasse B (Secretin-ahnliche), Klasse C
(Glutamat-ahnliche), Klasse D (Pheromonrezeptoren in Hefen), Klasse E (CAMP-
Rezeptoren in Nematoden) und Klasse F (Frizzled/Smoothened). Klasse D bis F
kommen bei Wirbeltieren nicht vor, in Gruppe F werden Geruchsrezeptoren von
Insekten, GPCRs von Pflanzen, Chemorezeptoren von Nematoden und
Frizzled/Smoothened-Rezeptoren hoherer Tiere zusammengefasst [50, 51].

Die Klasse A, die Rhodopsin-ahnlichen GPCRs, bilden die grof3te Gruppe der GPCRs.
Die ca. 680 Rezeptoren werden nochmals in zahlreiche Unterfamilien eingeteilt und
umfassen Rezeptoren fir eine Vielzahl kleiner Molekile, Neurotransmitter, Peptide,
Hormone sowie Geruchsrezeptoren, visuelle Pigmente, Geschmackstyp-2-
Rezeptoren und finf Pheromon-Rezeptoren. Eine dieser Unterfamilien bilden die
Histamin-Rezeptoren (HiR, H2R, HsR, H4R) [50].

1.8 Histamin-Rezeptoren

Die ersten synthetisch hergestellten Histamin-Antagonisten wurden im Jahr 1937 von
Staub und Bovet entdeckt [52]. Diese allerdings zu toxisch wirkenden Verbindungen
konnten nicht therapeutisch eingesetzt werden, jedoch folgten bald darauf die ersten
marktreifen Antihistaminika, wie z.B. Mepyramin [53]. Zu diesem Zeitpunkt waren die
verschiedenen Histamin-Rezeptorsubtypen noch unbekannt. Diese wurden erst
sukzessive entdeckt. Erste Hinweise lieferte die Tatsache, dass Histamin-induzierte
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Effekte wie die Magensauresekretion oder positiv inotrope Effekte durch Mepyramin
nicht gehemmt werden konnten [54]. Der Hs-Rezeptor wurde erst zu Beginn dieses
Jahrtausends mehr oder weniger simultan von mehreren Gruppen beschrieben [55-
60].

1.8.1 Der Hi-Rezeptor

Der humane Hi-Rezeptor besteht aus 487 Aminosauren [61]. Ein besonders hohes
Expressionslevel dieses Rezeptortyps ist im Gastrointestinaltrakt, den Endothelzellen,
Lymphozyten, Leukozyten, dendritischen Zellen, im Cardiovaskularsystem sowie im
Gehirn zu finden [62]. Bei allen beobachteten allergieartigen Wirkungen des Histamins
spielt der Hi-Rezeptor eine grofl3e Rolle, unter anderem bei bronchialem Asthma,
allergischer Rhinitis, Juckreiz, Erweiterung Kkleinerer BlutgefalRe verbunden mit
Nesselsucht und Hautrétungen oder der Hormonausschuttung, wie z.B. Adrenalin [63].
Auf molekularer Ebene fuhrt eine Stimulierung des Rezeptors zur Aktivierung des G-
Proteins Gaog11, wodurch wiederum die Phospholipase C (PLC) aktiviert wird [64]. Dies
hat die Freisetzung von Calcium aus intrazellularen Speichern zur Folge. Uber
unterschiedliche  Signaltransduktionswege  werden  verschiedenste  Effekte
hervorgerufen, z.B. die Vasokonstriktion der glatten Muskulatur in den Atemwegen, die
Freisetzung von Entzindungsmediatoren (z.B. Interleukine), Aktivierung der
Proteinkinase C, die wiederum die Genregulierung durch Phosphorylierung
kontrollieren kann, oder die Freisetzung von Stickstoffmonoxid aus Endothelzellen, die

eine Vasodilatation zur Folge hat [65, 66].

1.8.2 Der H2-Rezeptor

1991 gelang es erstmals den H2-Rezeptor zu klonieren [67]. Dieser besteht beim
Menschen aus 359 Aminosauren [68]. In hohen Konzentrationen findet man diesen
Rezeptor in Zellen des Herzens. Inotrope und chronotrope Effekte fihren dort zu einer
Erhdhung der Herzfrequenz und zur Erweiterung kleiner Blutgefal3e. Des Weiteren ist
er in der Lunge, dem Uterus, hdmatopoetischen Zellen und dem Bindegewebe
lokalisiert. Aul3erdem wurde nachgewiesen, dass im Gastrointestinaltrakt Gber diesen

Rezeptor die Magensauresekretion reguliert wird [69].

Uber das G-Protein Gas aktiviert der Rezeptor tiber die Adenylzyklase die Bildung des
sekundaren Botenstoffs cAMP, welches wiederum die Proteinkinase aktiviert und
letztendlich Uber eine Signalkaskade auf die Gentranskription Einfluss nimmt [68].

10



Einleitung

Daruber hinaus wird durch das G-Protein Gaga11 in bestimmten Zellen ein Signalweg
Uber die Phospholipase C aktiviert, der die intrazellulare Calciumkonzentration

reguliert [70].

1.8.3 Der Hs-Rezeptor

Die Entdeckung des Hs-Rezeptors geht auf das Jahr 1983 zurtick, 1999 konnte dieser
erstmals kloniert werden [71, 72]. Das Rezeptorprotein des humanen HsR besteht aus
445 Aminosauren, jedoch sind tber 20 verschiedene Splicevarianten unterschiedlicher
Lange bekannt, die sich insbesondere in der Lange der dritten intrazellularen Schleife
unterscheiden [73]. Vornehmlich befindet sich dieser Rezeptor im ZNS (im
Hippocampus, dem Cortex und den basalen Ganglien) sowie in Zellen des
Gastrointestinaltrakts, des kardiovaskularen Systems und der Atemwege [71, 74]. Dort
fungiert er sowohl als prasynaptischer Autorezeptor und reguliert die Ausschittung von
Histamin als auch als Heterorezeptor, indem er die Freisetzung von anderen
Neurotransmittern wie Dopamin, Serotonin, Noradrenalin und Acetylcholin steuert.
Dadurch spielt er eine groRe Rolle in der Pathophysiologie neurologischer Schmerzen,
der Regulation des Tag-Nacht-Rhythmus sowie bei Hunger- und Durstgefiihlen. Des
Weiteren wird er mit Bluthochdruck, Schizophrenie, der Parkinson-Krankheit und
ADHS in Verbindung gebracht [75].

Der HsR koppelt an das G-Protein Gaio, welches wiederum die Adenylzyklase
hemmen kann. Abgesehen davon konnte gezeigt werden, dass dieses mit der
Phospholipase A2, der Mitogen-aktivierten Proteinkinase und der Phosphatidyl-
Inositol-3-kinase interferiert, den Na*/H*-Antiporter hemmt und den intrazellularen

Calciumspiegel herabsetzt [76, 77].

1.8.4 Der Ha-Rezeptor

Der erstmals im Jahr 2000 klonierte humane Hs-Rezeptor ist ein Homolog des Hs-
Rezeptors und besteht aus 390 Aminosauren [78]. Zudem sind zwei inaktive Isoformen
des Has-Rezeptors bekannt, die durch alternatives Splicing entstehen [79].
Hautséachlich wird dieser Rezeptor bei Zellen des blutbildenden Systems (z.B.
Neutrophilen, Eosinophilen, Basophilen) und des Immunsystems (z.B. Mastzellen,
Monozyten, T-Zellen) exprimiert [78]. Daher ist es wenig verwunderlich, dass dieser
Rezeptor an allen allergischen Reaktionen mitbeteiligt ist [80-82]. Wie auch der HsR
zeichnet sich der H4R durch eine hohe konstitutive Aktivitat aus [83, 84]. Die
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Signaltransduktion verlauft Uber das G-Protein Gaio. Dieses hemmt die Adenylzyklase,
was zu einer verminderten Bildung von cAMP und dadurch zur Abnahme der CREB
(cCAMP response element binding protein) vermittelten Gentranskription fihrt [78].
Zudem wird die intrazellulare Calciumfreisetzung in Mastzellen und Eosinophilen und
der MAPK (Mitogen aktivierte Proteinkinase)-Signalweg aktiviert [57, 85]. Der B-
Arrestin-Signalweg beschreibt dartber hinaus einen G-Protein unabhangigen
Signalweg [86, 87].

1.9 Synergistische Effekte

Eine Ubermé&Rige Freisetzung von Histamin als Immunantwort auf pathophysiologisch
eigentlich unbedenkliche Allergene aus der Umwelt oder auf Bestandteile des eigenen
Korpers fuhrt zu chronisch entzindlichen Erkrankungen wie Asthma bronchiale,
allergischen Erkrankungen des Magen-Darm-Traktes oder atopischer Dermatitis
(Neurodermitis) [88]. Die Ursache liegt in einer Fehlfunktion bei der Regelung der IgE-
Antikorper. Insbesondere der HiR als auch der H4R spielen eine tragende Rolle bei
allergischen Entzindungen vom Typ |. Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass
die kombinierte Gabe von Antagonisten fiir beide Rezeptoren einen synergistischen
Effekt zur Folge hat [81, 89].

Ein solcher konnte beispielsweise in Bezug auf die Hemmung von Juckreiz und
Hautentziindungen bei chronischer Dermatitis [90], akutem Hapten-induziertem
Kratzen [91] und Erdnuss-induzierter Darm-Allergie [92] beobachtet werden. Im
Asthma-Modell der Maus konnten Deml et al. eine synergistische Hemmwirkung auf
die Eosinophilen-Akkumulation in der bronchoalveolaren Flissigkeit verzeichnen,
wobei Mepyramin (3) als Hi-Agonist und JNJ7777120 (13) als HsR-Antagonist
eingesetzt wurde [89]. Aus diesem Grund konzentriert sich vorliegende Arbeit auf den

Histamin-Hi- und den Histamin-Hs-Rezeptor.
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1.10 Histamin-Liganden fir den Hi- und den Hs-Rezeptor

Sowohl fiir den hHiR und den hH4R sind eine Reihe verschiedener Liganden bekannt.
Fur den HiR konnen drei Generationen von Antihistaminika unterschieden werden
(Abb. 7).

1. Generation 2. Generation
) ~
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H3C\O

Abbildung 7: Strukturformeln einiger Hi-Antihistaminika der 1. und 2. Generation.

Zur ersten Generation gehoren beispielsweise Diphenhydramin (2) und Mepyramin
(3). Diese werden auf Grund ihrer sedierenden Wirkung heute hauptséachlich noch zur
Behandlung von Schlafstérungen und gegen Ubelkeit verwendet. Antihistaminika der
zweiten Generation zeigen eine schwachere sedierende Wirkung, da diese weniger
stark lipophil sind und dadurch die Blut-Hirn-Schranke schlechter tiberwinden kénnen.
Zu diesen gehoren beispielsweise Cetirizin (4) und Loratadin (5) [68]. Die
Weiterentwicklung dieser Liganden fuhrte zur dritten Generation, zu der beispielsweise

Levocetirizin, Desloratadin und Fexofenadin gehdren [93].
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Beispiele fir Hi-Rezeptor-Agonisten sind in Abb. 8 gezeigt:
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Abbildung 8: Strukturformeln einiger Agonisten fiir den Hi-Rezeptor.

Bei den Hi-Agonisten unterscheidet man vier Verbindungsklassen: Histamin-artige
Molekule (6, 7) [94], 2-Phenylhistamine (8) [95, 96], Histaprodifene (9, 10) [97] und
Phenoprodifenene (11) [97, 98], die aus der Kopplung von Histaprodifenen mit

Phenylhistaminen entstanden. Diese finden jedoch keine therapeutische Anwendung.

FUr den Hs-Rezeptor sind bislang verhéaltnismafig wenige Antagonisten bekannt.
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Abbildung 9: Strukturformeln einiger Histamin-Rezeptorantagonisten am hHaR.
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Thioperamid (12) ist ein bekannter hHsR-Antagonist, der sich nach der Entdeckung
des Hs-Rezeptors am hH4R als inverser Agonist erwies [99]. JNJ7777120 (1-[(5-
Chloro-1H-indol-2-yl)carbonyl]-4-methyl-piperazin (13) war der erste identifizierte
selektive Antagonist [80]. Allerdings ist die pharmakologisch bestimmte Affinitat
speziesabhangig und im B-Arrestin-Signalweg wurde fiur diesen Liganden
agonistisches Verhalten beschrieben [100]. In vitro wird dieser Ligand beispielsweise
in Radioligand-Studien als gelabelter Antagonist eingesetzt. Nachteile, wie eine kurze
in-vivo-Halbwertszeit und Toxizitat bei Ratten und Hunden, fuhrten jedoch zum
Abbruch der klinischen Studien zur therapeutischen Anwendung [99, 101]. Weitere
bekannte selektive Has-Antagonisten sind beispielsweise in der Gruppe der 2-
Aminopyrimidine (14), der Quinazoline (15) und der Quinoxaline (16) zu finden. Derzeit
befindet sich der hH4R-Antagonist Toreforant (17) noch in Phase 2 der klinischen

Studien und wird auf sein therapeutisches Potential hin untersucht [101]. (Abb. 9)

_N
. NN /© HI\IJ/ 7/
HN—/ o H H N NYN\/\S NH
- Y CHs < Nl CHs 2
OUP-16 18 N, HN™" Ur-pi376 19  CN 4-Methylhistamin 20
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Abbildung 10: Strukturformeln einiger selektiver Agonisten am hHs-Rezeptor.

Als selektive Agonisten konnten beispielsweise das OUP-16 (18) (ein chirales
Tetrahydrofuran-Analogon) oder das mit dem Cyanoguanidin strukturverwandte UR-
PI1376 (19) [102] identifiziert werden. 4-Methylhistamin (20), das urspringlich als Hz-
Ligand entwickelt wurde, zeigte ebenfalls Rezeptorselektivitat am Hs4R gegenlber
anderen Histamin-Subtypen [99] (Abb. 10).

1.11 Duale Hi/ Hs- Rezeptorliganden

In allen bisher veréffentlichten Studien zum synergistischen Effekt wurden
verschiedene Liganden gleichzeitig verabreicht, um mehrere molekulare Ziele zu
adressieren. Ein Ligand, der mehrere Rezeptoren gleichzeitig anspricht, brachte
jedoch eine Reihe von Vorteilen mit, wie zum Beispiel die Erhéhung der Sicherheit fur
den Patienten, da Arzneimittelwechselwirkung in geringerem Ausmald auftreten als bei

der Verabreichung von Arzneimittelcocktails [103].
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Neben dem potenziell klinischen Wert bieten solche dualen Liganden zudem die
Maoglichkeit, den synergistischen Effekt auf molekularer Ebene zu untersuchen. Dazu

wurden bislang kaum Studien durchgefihrt, weil dafir dringend geeignete Werkzeuge
bendtigt werden.

H,N
.CHg .CH3
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HN HN
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CH,
CH3 ,CH3 N
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() » »
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Abbildung 11: Strukturformeln verschiedener dualer Hi/Hs-Rezeptorliganden.

Auf Grund der geringen Homologie zwischen den Sequenzen der orthosterischen
Bindungsstellen des hHiR und des hH4R ist es eine grol3e Herausforderung, duale
Hi/Hs-Rezeptorliganden zu entwickeln. Fir eine Reihe von Substanzklassen ist eine

Affinitat zu beiden Rezeptoren beschrieben worden (Abb. 11).
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Tabelle 1: pKi-Werte am hH:R und hH4R der in Abb.11 gezeigten Liganden.

Verbindung pKi (hHiR) pKi (hH4R)

7.70 £0.102 8.12 £ 0.022 )

21 ant.2 inv.ag.2
6.26 £ 0.11° 7.37 £ 0.06°

22 5.95 + 0.04¢ ant.© 6.02 £ 0.06° inv.ag.©

23 5.04 + 0.15¢ ant.© 6.73 £ 0.09° inv.ag.©

24 8.58 + 0.16¢ ant.d 5.93 £ 0.12¢ ag.d
8.11 £ 0.102 7.55+0.102

25 ant.2 ag.2
7.76 £ 0.11¢ 6.99 £ 0.01¢

26 9.23 £ 0.28¢ ant.© 6.90 + 0.10¢ ag.®

27 7.26 £ 0.02f ant.f 7.31+£0.07" ant.f

28 8.04 £ 0.06' ant.f 7.74 £ 0.05f ant.f

a) Smits et al. [104], b) Wagner et al. [105], c) Hammer et al. [106], d) Appl et al. [107], ) Naporra et al.
[108], f) Wan [109].

Wagner et al. verfolgten den Ansatz, das Molektl JNJ7777120 (13) mit einem Linker
entweder mit Mepyramin oder Astemizol zu verbriicken [105]. Die am hH4R
bestimmten Affinitaten waren jedoch eher gering. Eine Scaffold-Hopping-Studie
identifizierte  Quinazolin-Derivate als duale Liganden (21) [104]. Auch
Diaminopyrimidine zeigten moderate Affinitat zu beiden Rezeptoren (22, 23) [106]
(Tabelle 1). Appl et al. konnten bei ihren Untersuchungen an bereits bekannten
Neuroleptika Affinitdt einiger Verbindungen zu den beiden Histamin-Rezeptoren
nachweisen [107]. Diese Molekule waren haufig Multi-Target-Medikamente und
zeigten zu einer Vielzahl von GPCRs gute Bindungseigenschaften. Ein solches
Molekul wurde beispielsweise in Clozapin (24) gefunden. Im Gegensatz zu seiner
Wirkung an vielen anderen GPCRs fungiert es am hHiR als Antagonist und am hH4R
als partieller Agonist. Dieses Molekil nahm die Gruppe von Smits et al. als
Ausgangspunkt, um durch Modifikationen des Substitutionsmusters die Verbindung zu
optimieren (25) [110]. Auch Gobleder nutzte diese Erkenntnisse als Ausgangspunkt
fur weitere Strukturmodifikationen (26) [111]. Einige der dadurch entwickelten mit
Clozapin strukturverwandten Liganden zeigten zwar hohe Affinitat an beiden
Rezeptoren, wiesen jedoch nur am hHiR antagonistisches Verhalten auf, wohingegen
am hH4R agonistisches bzw. partial agonistisches Verhalten nachgewiesen wurde. Fur
viele der Verbindungen war zudem keine Rezeptorselektivitdt gegeben, d.h., sie

zeigten auch an zahlreichen anderen GPCRs hohe Affinitaten.
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Wan charakterisierte zahlreiche Quinazolin- und Benzimidazol-Derivate [109].
Besonders einige Benzimidazol-Derivate (27, 28) wiesen eine ausgeglichene Affinitat

zu beiden Rezeptoren auf, allerdings waren sie zudem zum hHsR affin.

Daher bleibt die Entwicklung dualer hH1iR/hH4R-Liganden mit antagonistischem bzw.
invers agonistischem Verhalten an beiden Rezeptoren, die zudem hohe

Rezeptorselektivitat aufweisen sollen, ein bedeutsames Forschungsthema.
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Kapitel 2
Aufgabenstellung
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2. Aufgabenstellung

In Zusammenhang mit Studien zum synergistischen Effekt am HiR und am H4R
konnten duale Hi/Hs-Rezeptorliganden nicht nur als Werkzeuge fir die Untersuchung
dieses Effekts auf molekularer Ebene dienen, sondern auch grof3es Potenzial fur die
Behandlung von Allergien bergen. Daher war das Ziel dieser Arbeit, hH1R/hH4R-
Liganden mit antagonistischem bzw. invers agonistischem Verhalten an beiden
Rezeptoren, die zudem hohe Rezeptorselektivitdt gegeniber anderen GPCRs

aufweisen sollten, zu entwickeln.

Als Ausgangspunkt fur die Studien dieser Arbeit wurde Doxepin gewahlt (Abb. 12).
Dieses Molekiul wurde wie Clozapin von Appl et al. an verschiedenen GPCRs
untersucht. Am hHiR zeigt dieser Ligand eine hohe Affinitat, am hH4R liegt diese im
moderat affinen Bereich (pKi(hHiR) = 8.91, pKi(hH4R) = 4.82) [107]. Aber im
Gegensatz zu den von Gobleder [111] und Smits et al. [110] untersuchten Clozapin-
Derivaten weist Doxepin invers agonistisches Verhalten am hH4R auf. Zunachst sollte
der Substituenten-Einfluss an diesem Molekul untersucht werden. Gobleder konnte bei
Variationen des Chlorsubstitutionsmusters an Clozapin-Derivaten signifikant
unterschiedliche Bindungseigenschaften feststellen [108, 111].

R1
/
N N R5
R3 “/ \
L
Q NS
R4
R2 =
Doxepin 29 Carbazol-Derivate Alcaftadin-Derivate

Abbildung 12: Strukturen der drei verschiedenen Verbindungsklassen, die als potenzielle duale hH1R-

/hHs4R-Liganden untersucht werden sollten.

Die Struktureinheit des 1-Methylpiperazins erwies sich als vorteilhaft fir die Affinitat
am hHsR [105, 112], daher wurde beim Doxepin-Grundgerist das basische
Strukturelement durch diese Ring-Struktur ersetzt. Um eine moglichst hohe Affinitat fur
beide Rezeptoren zu erreichen, wurde auch hier der Ansatz verfolgt, das
Substitutionsmuster zu verandern. Fur eines der Derivate sollte exemplarisch eine
Enantiomerentrennung durchgefiihrt werden. Da Berechnungen in Modelling-

Experimenten Anlass zur Vermutung der unterschiedlichen Orientierung der
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Enantiomere in der Bindungstasche gaben [108], sollte in Kompetitions-
Bindungsstudien untersucht werden, ob eines der Enantiomere als Eutomer agierte.

Um darlber hinaus den Einfluss des basischen Strukturelements zu untersuchen,
sollte durch dessen Variation eine Substanzbibliothek angelegt werden, wobei die
Ringgrofe, die Methylierung des basischen Stickstoffs sowie die Basizitat im Fokus
stehen sollten. Des Weiteren sollte ein gré3erer Abstand zwischen Piperazin-Ring und
Grundgerust eingefuhrt werden sowie Piperazin-Strukturen, die unterschiedlich

substituiert waren.

Bei vielen anderen GPCRs konnten dimere Liganden allosterische Bindungsstellen
adressieren oder an zwei orthosterische Bindungsstellen gleichzeitig binden. Daher
sollte eine kleine Bibliothek dimerer Verbindungen mit verschieden langen Linkern
zwischen den monomeren Bausteinen aufgebaut werden, um zu untersuchen, ob
dadurch auch am hHiR und hH4R eine erhdhte Affinitat erreicht werden konnte.

Da bei Wan affine Liganden zum hHiR und hH4R dadurch synthetisiert wurden, dass
Monomere am Piperazin-Ring mit einem Linker verknupft wurden (27, 28) [109], sollte
dies auch bei Oxepin-Derivaten durchgefuhrt werden. Dabei sollte die Linkerlange bei

der Verknupfung variiert werden.

In einer Scaffold-Hopping-Studie wurden zwei Carbazol-Verbindungen als hH4R-
Liganden beschrieben [113]. Daher sollte neben dem Oxepin-Heterozyklus auch ein
Carbazol-Grundgerust untersucht werden, welches unterschiedlich substituiert werden
sollte (Abb. 12).

Bei Wan stellt die Affinitdt zum hHsR einen Nachteil der ansonsten ausbalanciert-
affinen hHiR-/hH4R-Liganden 27 und 28 (Abb. 11) dar [109]. Alcaftadin wird als affiner
Antagonist am hHiR und hH2R sowie moderat affiner Antagonist am hHsR ohne
Affinitdt zum hHsR beschrieben [114]. Daher sollte der Trizyklus, wie er beim Alcaftadin
vorgefunden wird, als Grundgertst fur verschieden substituierte Liganden gewahlt
werden (Abb. 12). Des Weiteren werden in einem Patent von Berrebi-Bertrand et al.
Alcaftadin-Derivate als affine hHs4R-Anatgonisten beschrieben [115]. Durch die
Erstellung einer Substanzbibliothek mit dem Trizyklus des Alcaftadins sollte der
Substituenten-Einfluss auf die hHiR/hHs4R-Affinitat untersucht werden. Aul3erdem
sollte untersucht werden, inwiefern durch die Variation der Substituenten die Affinitat

am hH2R gesenkt werden kdnnte.
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3. Chemischer Teill

3.1 Ligand-Design Chlor-substituierter Doxepin-Derivate

In der vorliegenden Arbeit wurde der Fokus auf trizyklische Verbindungen gelegt. Fir
das Affinitatsprofil einiger Dibenzo[b,f][1,4]oxazepin-Derivate am hH4R konnte gezeigt
werden, dass eine Abhangigkeit vom Chlor-Substitutionsmuster besteht [108, 110].
Der Nachteil der Oxazepin-Derivate ist jedoch, dass diese in der Literatur zwar als

Antagonisten am hHi1R, aber als Agonisten am hH4R beschrieben werden.

Abbildung 13: Struktur von VUF6884 [110].

Doxepin (29) (Abb. 14) hingegen ist ein affiner Antagonist am hHiR und wurde als
inverser Agonist mit geringer Potenz am hH4R identifiziert [107]. Anlehnend an das
Substitutionsmuster des dualen Hi/Hs-Rezeptorliganden VUF6884 (25, Abb. 13)
[116], welches wiederum auf dem Hi-Antagonisten Clozapin (24) basiert, und das am
hH1- und hHs-Rezeptor untersuchte Neuroleptikum Loxapin [107] wurde die basische
Seitenkette von Doxepin durch N-Methylpiperazin ersetzt, da mehrere Studien Anlass
zu der Vermutung geben, dass dies zur hH4R-Affinitat beitragt [105, 112].

Doxepin 29 R! RS
Abbildung 14: Doxepin [116] und darauf basierende Dibenzolb, f][1,4]oxepin-Derivate.

Im Zuge dieser Arbeit wurde mit Doxepin als Leitstruktur eine Substanzbibliothek
hergestellt, in der das Chlor-Substitutionsmuster systematisch verandert wurde, um
diese Substituentenabhéngigkeit auch hier zu untersuchen (Abb. 14). Alle Oxepin-
Derivate (30) wurden wie in Abb. 15 [108], anlehnend an ein Patent von Kurokawa et
al. [117], beschrieben synthetisiert.
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R? R R’ R' R
. 37a-

35a-p: X=0 36a-q CH; a-q

35q: X=C N

i: DMF, K,CO3, 24 h, RT; ii: CCly, AIBN, NBS, 3.5 h, Reflux; iii: NaOEt, 6.5 h, Reflux;
iv. EtOH, Toluol, NaOH, 1 h, Reflux; v: SOCI, 1 h, Reflux; vi: Toluol, DCM, AICl3,
15 min, 0 °C; vii: MeOH, NaBHy,, 1 h, RT; viii: DCM, SOCI,, 1 h, RT; ix: CH,Cl,, 2 h, RT

Abbildung 15: Syntheseschema der Chlor-substituierten Oxepin-Derivate [108, 117].

Im ersten Schritt wurde eine Veresterung der entsprechenden 2-Methylbenzoesaure
mit lodethan und Kaliumcarbonat als Base in DMF durchgefiihrt (31a-d). Nach Zugabe
von NBS und AIBN als Radikalstarter wurden die bromierten Verbindungen erhalten
(32a-d). Diese wurden zu einer ethanolischen NaOEt-Losung gegeben (23% wi/w), die
zudem das entsprechende Phenol-Derivat in Ethanol enthielt. Es wurden die
Verbindungen 33a-p erhalten. Der im ersten Schritt als Schutzgruppe eingefihrte
Ester wurde unter basischen Bedingungen abgespalten, wodurch die Verbindungen
34a-p erhalten wurden. Diese wurden durch Zugabe von Thionylchlorid in das
entsprechende reaktive S&urechlorid umgewandelt. Der Ringschluss wurde mit
Aluminiumchlorid in einer Friedel-Crafts-Alkylierung durchgefihrt. Die erhaltenen
Carbonyl-Verbindungen (35a-p) und das kommerziell erhéltliche 359 wurden mit
Natriumborhydrid razemisch zum entsprechenden Alkohol reduziert (36a-q). Durch

Zugabe von Thionylchlorid wurde der Alkohol in situ in das entsprechende Chlor-
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Intermediat (37a-q) umgewandelt, welches mit N-Methylpiperazin zu den
entsprechenden Verbindungen 38a-q umgesetzt wurde (Tabelle 2) [108]. Die
Synthese von 38a-g, h, i, k, I, n, o und g wurde im Rahmen der Masterarbeit
durchgefuhrt [118]. Die Verbindung 38e [119] und die Zwischenstufen 35j und 35p

wurden von J. Spindler synthetisiert.

Tabelle 2: Substitutionsmuster der Doxepin-Derivate.
I
()

R3 N R
R' X R®

R! R? R3 R4 RS R® X Verbindung
H H H H H O 38a
Cl H H H @) 38b
H Cl H H H @) 38c
H H Cl H H H @) 38d
H H H Cl H H @) 38e
H H H H Cl H @) 38f
H H H H cl o) 38g
Cl H H Cl @) 38h
Cl H H Cl @) 38i
cl H H H cl o) 38]
H Cl H Cl H H @) 38k
H Cl H H Cl H @) 38l
H Cl H H H Cl @) 38m
H H Cl H H H @) 38n
H H Cl H Cl H @) 380
H H Cl H H Cl @) 38p
H H H H H H CH2 38q
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3.2 Racematspaltung von 38e

Alle Chlor-substituierten Doxepin-Derivate lagen auf Grund der gewahlten
Synthesemethode vermutlich racemisch vor. Fur das Racemat 38e wurde
exemplarisch der Drehwinkel gemessen, hierbei konnte keine optische Drehung
festgestellt werden. Auf Grund durchgefuhrter Docking-Studien [108] wurde
prognostiziert, dass ein Unterschied in den Bindungsaffinitaten zwischen dem R- und
dem S-Enantiomer bestehen koénnte. Eine Moglichkeit groRere Mengen
enantiomerenreiner Verbindungen herzustellen, ist die fraktionierte Kristallisation
diastereomerer Salze. Dabei macht man sich den Effekt zu Nutze, dass ein
Enantiomer leichter auskristallisiert als das andere. Fir Amine werden in der Literatur

hierfir Mandelsaure- oder Weinsaure-Derivate eingesetzt [120, 121].
I I
) )
N N

38l

Abbildung 16: Racemische Verbindungen 38e und 38I.

Im Rahmen der Synthese fir die Chlor-substituierte Substanzbibliothek stellte sich
heraus, dass fur 38e (Abb. 16) eine gute Gesamtausbeute erzielt werden konnte.
Daher wurde dieses fur die fraktionierte Kristallisation ausgewahlt. 38] dagegen war
das am hH4R affinste Derivat aus dieser Reihe (Kapitel 4).

Das Racemat 38e wurde durch Kristallisation mit (-)-O,0O'-di-p-toluoyl-L bzw. (+)-O,0'-
di-p-toluoyl-D-Weinsaure in die Enantiomere (R)-38e und (S)-38e getrennt (Abb. 17)
[108]. Methanol erwies sich dabei als geeignetes Losungsmittel. Nach der ersten
Kristallisation konnte bereits ein Enatiomerentberschuss von 87% im Prazipitat mit
dem D-Weinsaure-Derivat erreicht werden. Dieser Wert wurde mittels 'H-NMR-
Spektroskopie bestimmt. Als Shift-Reagenz diente hierbei das chirale Weinsaure-
Derivat selbst. Die freie Base wurde durch Zugabe von wéassriger Ammoniaklésung
und anschlielender Extraktion erhalten. Das bestimmte Enantiomerenverhaltnis
konnte zudem uberpruft werden, indem ein Spektrum mit dem basisch freigesetzten
Enantiomer und dem Shift-Reagenz (S)-(+)-2,2,2-Trifluoro-1-(9-anthryl)ethanol
aufgenommen wurde [122]. Nach zwei weiteren Kristallisationsschritten wurde das S-
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Enantiomer mit 93.4% ee erhalten. Dieser Wert wurde durch CE mit y-Cyclodextrin als
Selektor bestimmt. Das R-Enantiomer wurde aus dem Filtrat der Prazipitation mit D-
Weinsaure in 68% ee gewonnen. Aus diesem erfolgte die Aufreinigung in zwei
weiteren Kristallisationsschritten mit dem entsprechenden L-Weinséure-Derivat, was
letztendlich zu dem R-Enantiomer mit 93.6% ee fuhrte. Fur das (R)-Enantiomer wurde
ein spezifischer Drehwinkel von [a]p?® = 200.2 + 0.38 ° ml/(g dm) und fur das (S)-
Enantiomer [a]p?® = -181.1 + 0.29° ml/(g dm) gemessen, die Unterschiede basieren
vermutlich auf Messungenauigkeiten. Die fraktionierte Kristallisation fur das Chlor-
Oxepin-Derivat 38| (Abb. 16) [108] wurde ebenfalls versucht, da dieses am hH4R das
affinste Derivat aus dieser Reihe war (Kapitel 4). Diese schlug allerdings fehl.

\

\@w/ 0] OHO N
()
OJ\©\ + N Cl
o) . i
O~ "OH 38e razemisch
‘ o
O -OH,
o) [ |
0 Filtrat 1 Prazipitat 1
Oo OH L-Ws. ee =68 %1 D-Ws. ee =87 %1

I [ ]
1)Basische Freisetzung Filtrat 2 Prazipitat 2
2)Prazipitat mit L-Ws. D-Ws. D-Ws.ee=98 %1
[ [
| 1 | 1
Filtrat 2 Prazipitat 2 Filtrat 3 Prazipitat 3
L-Ws. L-Ws. ee =96 %1 D-Ws. D-Ws. ee =93.4 % ?
T
I I \N
Filtrate 3 Prazipitat 3
L-Ws. L-Ws. ee =93.6 % 2 (\ cl

B

R-Enantiomer von 38e

1Der Enantiomerentberschuss wurde mittels "TH-NMR- Spektroskopie bestimmt
2Der Enantiomereniiberschuss wurde mittels CE bestimmt

Abbildung 17: Enantiomerentrennung der racemischen Verbindung 38e.

Durch die Bestimmung der Kristallstrukturen konnte den beiden Enantiomeren die
absolute Konfiguration zugeordnet  werden (Zentrale Analytik der
Naturwissenschaftlichen Fakultat 1V. Chemie und Pharmazie der Universitat
Regensburg). Daflr wird idealerweise ein Einkristall mit monochromatischer
Rontgenstrahlung bestrahlt und anhand anormaler Dispersion kann die Struktur
berechnet werden. Geeignete Kristalle fur die Rontgendiffraktometrie konnten aus den
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Salzen der Weinsaure-Derivate gewonnen werden, daher wurde die Analyse an
diesen durchgefuhrt (Abb. 18). An Hand der Roéntgenstrukturen konnte gezeigt
werden, dass das R-Enantiomer ein Prazipitat bevorzugt mit der (-)-O,0O'-di-p-toluoyl-
L-weinsdure bildete, das S-Enantiomer mit der (+)-O,0O'-di-p-toluoyl-D-Weinsaure.

Abbildung 18: Kristallstrukturen von (A) (R)-38e, auskristallisiert mit (-)-O, O*-Di-p-toluoyl-L-Weinsaure
und (B) (S)-38e, auskristallisiert mit (+)-O, O*-Di-p-toluoyl-D-weinsaure [108] (Kohlenstoffatome: grau,
Wasserstoffatome: weil3, Stickstoffatome: blau, Sauerstoffatome: rot, Chloratome: grin).
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3.3 Variation der basischen Amine am Doxepin-Grundgerust

Eine weitere Substanzbibliothek wurde synthetisiert, in der der Trizyklus konstant
gehalten wurde und die basischen Substituenten am zentralen Ring modifiziert wurden
(Abb. 19).

ol Cl R Cl
() —— § )
L (L
37e 39a-f, h, i

i: R-H, CH,Cl,, 2 h, RT
Abbildung 19: Syntheseschema fiir die Verbindungen 39a-f, h und i.

Da, wie bereits oben erwahnt, die Synthese fir 38e (Abb. 16) im Vergleich zu den
anderen Derivaten die hodchsten Ausbeuten liefert, wurde dieses Chlor-
Substitutionsmuster fir die folgende Studie ausgewéhlt. Die Synthese erfolgte nach
demselben Schema wie fir die Chlor-Oxepin-Derivate (Abb. 15) [108, 117].

Tabelle 3: Variation der Piperazin-Einheit beziglich Ringgréf3e, Methylierung und Austausche des

Piperazin-Rings gegen einen Piperidin-Ring.

N\;g N\; N\;

Verbindung 39a 39b 39c 39d [123]

Zunachst wurde ein Piperazin-Ring (39a) dem bereits untersuchten Methylpiperazin in
38e gegenubergestellt, des Weiteren wurde dieser durch einen Homopiperazin-Ring
(39b) bzw. einen N-Methylhomopiperazin-Ring (39c) ersetzt. Um die zentrale
Bedeutung des basischen Stickstoff in 4-Position fur die Rezeptoraffinitdt zu
untermauern, wurde auf3erdem ein Derivat hergestellt, dem mit dem Piperidin-Ring
genau dieses fehlte (39d) (Tabelle 3).
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Tabelle 4: Weitere Variationen des basischen Strukturelements.

ST e |
SO O TN

I

Verbindung 39 30f 399 39h 39i

Wahrend bei allen bisher synthetisierten Verbindungen der Piperazin- bzw.
Homopiperazin-Ring direkt mit der aromatischen Doxepin-Struktur verbunden war,
sollte mit 39e (Tabelle 4) ein Molekul hergestellt werden, das einen Linker zwischen
den beiden Strukturelementen besal3, da Studien gezeigt haben, dass ein groRRerer
Abstand zu einer erhéhten Affinitat am hH4R fuhren kann [109]. Hierfur wurde das
Zwischenprodukt 37e mit 1-(2-Aminoethyl)piperazin umgesetzt. Die Analytik der
entstandenen Verbindung zeigte jedoch, dass das Zwischenprodukt 37e sowohl mit
dem aliphatischen Amin als auch mit dem sekundaren Amin reagiert hatte. Uber
Saulenchromatographie waren die beiden Verbindungen nicht zu trennen, da sie trotz
Variation des Laufmittels den gleichen R+-Wert aufwiesen. Daher wurde das
Produktgemisch mit Phtalsdureanhydrid versetzt, welches nur mit dem primaren Amin
reagieren konnte. Der R+Wert dieser Verbindung lag in einem Laufmittelgemisch
DCM/7 M NHsz in MeOH (10/1 v/v) nahe bei 1, der R+Wert der ungeschitzten
Verbindung lag bei 0.25. Dadurch stellte die chromatographische Trennung keine
Schwierigkeit mehr dar und die Verbindung 39e konnte erhalten werden. Das Ergebnis
wurde durch 2-D-NMR-Spektroskopie validiert (Kapitel 6). Fir zukinftige Synthesen

dieser Art ware es demnach zielfiihrend, bereits das Edukt selektiv zu schiitzen.

Mit den Verbindungen 39f und 39g wurden zwei Derivate hergestellt, die zusatzlich
zum Piperazin-Ring ein tertidres bzw. primares Amin, das Uber einen Linker mit dem
Piperazin-Ring verbunden war, aufwiesen. 39f wurde hierbei mit 1-(3-
Dimethylamino)propylpiperazin hergestellt. Die Verbindung 39g wurde erhalten, indem
39a mit 3-Bromopropylaminhydrobromid umgesetzt wurde (Abb. 20).
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H Y
QN\) Cl (I\Ij Cl
(0 — 20

o o}
39a 39g

i 3-Bromopropylaminhydrobromid, DIPEA, Nal, CHCl,, 2h, Reflux

Abbildung 20: Darstellung von 39g.

Inwiefern der starre Piperazin-Ring einen Beitrag zur Rezeptoraffinitat liefert, sollte die
Verbindung 39h aufklaren. Dieser Verbindung fehlte der Piperazin-Baustein,
stattdessen wurde Diaminopropan direkt mit 37a umgesetzt. Die letzte Verbindung
dieser Substanzbibliothek 39i unterschied sich wesentlich von allen anderen, hier
wurde der Piperazin-Ring bei der Umsetzung von 37a mit 3-Pycolylamin durch einen

Aromaten ersetzt.
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3.4 Homodimere Doxepin-verwandte Liganden

Sowohl fir den hHi- als auch fir den hHs-Rezeptor wurde bei einem physiologischen
Expressionslevel die Oligomerisierung von Rezeptoren nachgewiesen [33, 124]. Die
Existenz von Oligomeren ist fur alle GPCRs der Klasse A bekannt [125, 126]. Daruber
hinaus wurde die Entdeckung von hHiR/hH4R-Heterooligomeren im Jahr 2006 von
Rijn et al. publiziert, allerdings bei einem hohen Expressionslevel des hH1iR, weshalb
dabei nicht von physiologischer Relevanz ausgegangen werden darf [33]. Zudem gibt
es Vermutungen, dass alle GPCRs zusatzliche allosterische Bindungsstellen besitzen
[44]. Fur verschiedene GPCRs wurden bereits sowohl homo- als auch heterodimere
Liganden verdffentlicht (z.B. Histamin Hz [127-129], Serotonin 5-HTis und 5-HTip
[130], Dopamin D2 und -Ds [131, 132], Adenosin Aza [133]).

Im Vergleich zu monomeren Liganden konnten McRobb et al. beispielsweise fir
homobivalente Liganden am D2R eine hohere Affinitdt im Vergleich zu Monomeren
nachweisen [134]. Dafur gibt es drei mogliche Erklarungen: Da durch die Bindung von
einem der Pharmakophor-Bestandteile sich der zweite, ungebundene Teil bereits in
unmittelbarer Nahe zur nachsten Bindungsstelle befindet, ist die lokale Konzentration
des zweiten Pharmakophors erhoht. Die zweite Mdglichkeit ist, dass das eine
Pharmakophor an die orthosterische Bindungsstelle bindet, wéhrend das andere
Pharmakophor eine allosterische Bindungsstelle am selben Rezeptor adressiert [135].
Als dritte Mdglichkeit wurde beispielsweise fur den Dopaminrezeptor nachgewiesen,
dass durch die Interaktion des Pharmakophors mit dem Rezeptor eine
Konformationséanderung innerhalb der beiden Protomere eintritt, wodurch

thermodynamisch eine weitere Ligandbindung induziert wird [131].

Bevorzugt werden Pharmakophore Gber Amino- und Carboxylgruppen miteinander
verknupft [136, 137]. Die Spacer-Lange der bivalenten GPCR-Liganden ist dabei
essenziell. Ein kurzer Linker wurde auf zwei Bindungsstellen am selben Rezeptor
abzielen, wohingegen langere Linker Bindungsstellen zweier verschiedener Oligomere
adressieren wirden. Die optimale Lange hangt auch von der Dimer-Grenzflache, der
Struktur der Pharmakophore sowie der Position und Richtung der Verlinkungspunkte
ab [138]. In zahlreichen Studien wurde bei Oligomeren flir homobivalente Liganden die
Korrelation zwischen Spacer-Lange und optimalem Abstand zwischen zwei
Pharmakophoren bestimmt. Fur Liganden des p-OR beispielsweise, basierend auf der

Struktur von Oxymorphamin, betragt diese 18 Atome, was einer Lange von 20 A
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entspricht [139]. Weitere Untersuchungen des Opioidrezeptors bestétigten eine
optimale Lange von 18-25 Atomen [40, 140-143]. Zur Untersuchung der
Dopaminrezeptor-Dimerisierung haben McRobb et al. kiirzlich unter Verwendung von
Clozapin als monomere Einheiten, die an der Piperazin-Stickstoff-Position verknipft
wurden, bei Dimeren mit Spacerlangen von 16 und 18 Atomen signifikant erhdhte
Affinitaten im Vergleich zum Monomer beobachten kénnen [134]. Von Gobleder
wurden bereits verschiedene dimere Liganden synthetisiert, die aus
Dibenzo[b,f][1,4]oxazepin-Monomeren bestanden und entweder lber die Piperazin-
Einheit oder tber eine NH2-Gruppe in 3-Position am Oxazepin-Ring verkntpft wurden
[111]. Aus den erhobenen Daten dieser Verbindungen liel3 sich jedoch kein konkreter
Hinweis flr eine zusétzliche Bindungsstelle an der extrazellularen Oberflache von
hH1R oder hH4R finden.

®

Abbildung 21: Monomere Verbindung 38I.

Parallel zu der Arbeit von Wan mit Diphenhydramin-, Pyrilamin- bzw. Quinazolin-
Monomeren [109] wurden drei dimere Verbindungen, abgeleitet von der am hH4R
affinsten Verbindung 38l (Abb. 21), synthetisiert. Als Linkerlangen wurden 14, 16 und
18 Atome gewahlt. Analog der dimeren Clozapin-Verbindungen von McRobb et al.
wurden auch hier Saurechloride zur Verknipfung verwendet [134]. Die resultierenden
Verbindungen sollten Werkzeuge sein, um Wechselwirkungen mit dem HiR und dem
H4R auf molekularer Ebene zu untersuchen und mdgliche zusatzliche Bindungsstellen

des HiR bzw. H4R zu identifizieren.

371 40
i: CH,Cly, 2 h, RT

Abbildung 22: Darstellung der monomeren Ausgangsverbindung 40.
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An Stelle des Methylpiperazins wie in 38l (Abb. 21) wurde mit 40 ein Derivat mit
Piperazin aus 37! hergestellt, wodurch am Piperazin-Stickstoff die Mdoglichkeit

geschaffen wurde, zwei Monomere zu verknipfen (Abb. 22).

BO(i
NH NH,

g d

i: Nal, DIPEA, CH,CI;, 2 h, Reflux, ii: saure Bedingungen

Abbildung 23: Umsetzung von 40 mit Boc-geschiitztem Bromopropylamin zur Verbindung 41. Die Boc-

Schutzgruppen-Abspaltung unter sauren Bedingungen ist nicht durchfiihrbar.

Analog zu der Syntheseroute von McRobb et al. wurde dieses im nachsten Schritt mit
dem an der Aminfunktion Boc-geschitzten Bromopropylamin zu 41 umgesetzt
(Abb. 23) [134]. Die Amin-Schutzgruppe ist notwendig, um zu verhindern, dass ein
Produktgemisch entsteht, indem zusatzlich zur erwiinschten Reaktion ein bereits
umgesetztes Produkt nochmals mit Bromopropylamin reagiert, oder Bromopropylamin
mit einem weiteren Bromopropylamin als Reaktionspartner eine Reaktion eingeht. Die
Entschitzung stellte jedoch ein Problem dar, da diese bei Boc-Gruppen unter sauren
Bedingungen ablauft. Das zentrale Ringsystem mit dem Sauerstoff stellte sich jedoch
als saurelabil heraus (Abb. 23). Daher wurde das Amin stattdessen mit einer Chz-
Schutzgruppe geschitzt und mit 40 umgesetzt [144]. Die Entschitzung hierbei ist in
der Literatur mit Pd/C beschrieben, doch auch bei Reaktionszeiterhdhung von 5 h auf
24 h und unter Erh6hung des H2-Drucks im Autoklaven von 5 auf 40 bar erwies sich

die Verbindung als &uf3erst stabil und die Schutzgruppe lie3 sich nicht wieder

entfernen.
9] .
1
_—
CI)J\/\H/CI + Br/\/\NHz H 0
0 BI’\/\/N\H/\)J\N/\/\Br
O . H
OH + —r . ° 42
HO Br™ " NH,
0

i: TEA, DCM, 4 h, 4°C; ii: HBTU, DIPEA, DCM, tber Nacht, RT
Abbildung 24: Geplante Synthese der Linker.
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Auf Grund dieser Probleme wurde die Syntheseroute dahingehend verandert, dass
der Linker zuerst synthetisiert werden sollte (Abb. 24). 3-Bromo-
propylaminhydrobromid sollte mit Succinylchlorid in einer Testreaktion, die als Vorbild
fur nachfolgende Linkersynthesen dienen sollte, zu 42 umgesetzt werden. Mehrere
Versuchsvorschriften wurden hierbei herangezogen, wobei sowohl TEA [145], als auch
Natriumcarbonat [146] als Base in DCM, als auch TEA in THF untersucht wurden. In
allen Fallen entstand jedoch ein Produktgemisch, das sich saulenchromatographisch
nicht aufreinigen lie3. Ebenso ergaben sich Produktgemische beim Umsatz
verschiedener Dicarbonsauren (Bernsteinsaure, Adipinsaure, Sebacinséaure) mit dem

Amin HBTU als Kopplungsreagenz und DIPEA als Base in DCM.

Verbindung n Q

46a 4 JJ\(\/)/U\
46b 6 "
46¢c 8

46a-c

i: DIPEA, Nal, MeCN, 2 h, Reflux; ii: NH,NH,* H,O, Ethanol, 30 min, RT, iii: Disdurechlorid, TEA, THF, 2 h, RT

Abbildung 25: Synthese der homodimeren Liganden 46a-c.

Daher wurde stattdessen zu der urspringlichen Syntheseroute (Abb. 25)
zuruckgekehrt, die Schutzgruppe allerdings nochmals variiert. Mit Phtalsaureanhydrid
wurde das gut aufzureinigende Amid 43 erhalten [147]. Dieses wurde mit 40 zu 44
[148] umgesetzt, von dem mit Hydrazin in der Reaktion zu 45 [149] die Schutzgruppe
wieder abspaltbar war. Das so mit einer aliphatischen Propylaminkette verlangerte
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Monomer konnte im nachsten Schritt mit drei verschieden langen Diséurechloriden zu

drei verschiedenen homodimeren Liganden umgesetzt werden (46a-c, Abb. 25) [134].

3.5 Imidazol-Dibenzosuberon-Liganden

Die Einfuhrung von Imidazol in die Ligandstruktur (z.B. in der Form von Histamin oder
Homohistamin) steigerte die Affinitdt der von Wan synthetisierten Quinazolin- und
Benzimidazol-Liganden am hH4R. Dadurch wurde eine Substanzbibliothek erhalten,
bei der einige Verbindungen eine ausgeglichene Affinitat zwischen hHiR und hH4R
aufwiesen [109]. Dieser Ansatz wurde fur die 6,11-Dihydrodibenzo[b,e]oxepin-
Derivate aufgegriffen. Da der Sauerstoff im zentralen Oxepin-Ring Syntheseprobleme
mit sich brachte, das Carbo-Analogon vergleichbare pKi-Werte lieferte [108] und
Dibenzosuberon im Gegensatz zu dem Chlor-Dihydrodibenzo[b,e]oxepin-Derivat
kommerziell zu erhalten ist, wurde Dibenzosuberon als Ausgangsstoff fur

nachfolgende Synthesen gewahlt.

Verbindung X

H
[N] 47a [150] “NH-(CHz2)2-NH-
N~ bzw. ! 47b [148] -NH-(CH2)3-NH-
H ,
a O NHy-(CH,),-NH, X O 47c -NH-(CH2)7-NH-
i
O. - O. 47d [149] SN N
\__/
37q 47a-d

i: CH,Cly, 2.0 h, RT

Abbildung 26: Synthese der Diamine 47a-d ausgehend von der Zwischenstufe 37q.

Dieses wurde zunéchst wie bereits in der Synthese zum Piperazin-Derivat
beschrieben, in die reaktive Zwischenstufe 37q umgewandelt und vier unterschiedliche
Amine wurden hergestellt (Abb. 26).
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HN

T T

N N
X

Urocaninsaure X X
O.O B— .Q — ()
® )
47a-d
48a-d 49a-d
i: BOP, DIPEA, THF, 24 h, RT; ii: Pd/C, MeOH, 19 h, RT
H
¢ N HN
\
N / &)
N
0]
NH NH
/ /
(H2C)7 iii (H2027
NH NH
49¢c 50

iii: LiAIH4, THF, 2 h, Reflux

Abbildung 27: Synthese der Verbindungen 48a-d, 49a-d und 50.

Analog einer Syntheseroute von Wan [109] wurden diese Diamine 47a-d mit
Urocaninsaure umgesetzt und ergaben die entsprechenden Amid-Verbindungen. Als
Kopplungsreagenz wurde BOP verwendet. Die erhaltenen Verbindungen 48a-d
wurden pharmakologisch getestet. Zudem wurde aus diesen Verbindungen durch
Reduktion an Pd/C mit Hz (aus Ammoniumformiat in situ gewonnen) die Verbindungen
49a-d hergestellt, die ebenso pharmakologisch untersucht wurden (Abb. 27). Der
letzte geplante Syntheseschritt, in dem die Reduktion des Amids durchgefiihrt werden
sollte, verlief mit auflerst schlechten Ausbeuten. Lediglich fir 50 konnte eine
Aufreinigung durchgefiihrt werden, die allerdings zu so wenig Substanz fuhrte, dass
keine komplette Analytik moglich war. In den Massenspektren der anderen
Reaktionsansatze war minimal das gebildete Produkt nachweisbar. Auch eine direkte

Reduktion der Verbindungen 48a-d funktionierte nicht.
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/=N [ /=N i O e
HN. — - NS =

NH Br Br
*HCl 2 O
51 52

N=\
<~ NH
NH,

)
L(CHy)y AN

HN ,(CHy)7
O ii, iv HN
54

i: KBr, H,SO4, NaNO,, 30 min, -15°C

ii: TEA, Ph3;CCI, DMF, Uber Nacht, RT

iii: 4-(2-Bromoethyl)-1-trityl-imidazol 52, Nal, DIPEA, ACN, 48 h, Reflux
iv: TFA, DCM, 3 h, RT

Abbildung 28: Synthese der Verbindung 54 [109].

Da dieser Syntheseweg sich fir aliphatisch verknipfte Imidazole als unginstig

herausstellte, wurde ausgehend von Histamin das Bromoethylimidazol 51 hergestellt,

welches nach Tritylschitzung der Aminfunktion (52) [109], um Produktgemische zu

vermeiden, mit den Diaminen 47a-d umgesetzt wurde. Die Entschitzung mit TFA

verlief jedoch auf3erst unglnstig, auch ein Wechsel auf HCI, HBr oder Pd/C lieferte

keinen Erfolg [151]. So konnte mit 54 nur eine der entschitzten Verbindungen

letztendlich isoliert werden (Abb. 28). Nach weiteren Nachforschungen zu der Ursache

dafir stellte sich heraus, dass in allen Féllen der Trizyklus abgespalten worden war.

Eben dieser Trizyklus wird im Buch ,Greene’s protective groups® [151] als

Aminschutzgruppe beschrieben, die sowohl sauer, als auch mit Reduktionsmitteln

abspaltbar ist.

39



Chemischer Teill

NH
{

S
| O

47a

i 51, K,COg, EtOH, 48 h, 40°C

Abbildung 29: Synthese der Verbindung 55.

Aus dieser Erkenntnis heraus wurden sowohl fur die Synthese mit Histamin als auch
fur die Synthese mit Urocaninsaure Alternativen gesucht, die sowohl saure als auch
reduktive Bedingungen umgingen. Fir die Histamin-Derivate wurde das Diamin direkt
mit Bromoethylimidazol (51) umgesetzt. Hierbei stellte die Ausbeute der Synthesen ein
Problem dar. Bei Verbindung 55 konnte die erhaltene Endstufe aufgereinigt werden
(Abb. 29).

i i Trt
H , H N r
HO/U\/\[N i \O/K/\EN i Yo NN
N/> 56 | ) 57 |N/>
liii

H H _ r

Br N v HO N iv HO N
D VIR I

60

i: SOCl,, MeOH, 16 h, Reflux; ii: TEA, Trt-Cl, THF, 16 h, RT; iii: LiAlH4, THF, 6h, Reflux
iv: 1N HCI, 5 h, Reflux; v: HBr (48%), liber Nacht, Reflux

Abbildung 30: Synthese der Verbindung 60 [152].

Fir die Synthese der Derivate mit Urocaninsdure wurde eine Syntheseroute von
Kitbunnadaj et al. herangezogen [152]. Dabei wurde die Saurefunktion der
Urocaninsaure mit Methanol verestert (56), die Aminfunktion Trityl-geschutzt (57).
Nach der Schutzung der funktionellen Gruppen erfolgte die Reduktion mit LiAlH4 (58).
Nach der sauren Abspaltung der Schutzgruppen wurde der erhaltene Alkohol 59 im
letzten Schritt mit HBr in das reaktive Bromid 60 Uberfuhrt (Abb. 30) [153].
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Qb
O N
) 0.0

47d

i: 60, K,CO3, MeCN, 4 d, RT

Abbildung 31: Synthese der Verbindung 61 [154].

Dieses wurde direkt mit dem Diamin 47d umgesetzt. Die Synthese lieferte allerdings
ebenso geringe Ausbeuten und nur die Verbindung 61 konnte erhalten werden
(Abb. 31).

HN\
NS

oNR e
o $ o $

47d

62
i: NaBH3CN, MeOH, 16 h, RT

Abbildung 32: Reduktive Aminierung zur Darstellung der Verbindung 62 [155].

Eine Mdglichkeit, einen Imidazol-Ring mit einem besonders kurzen Linker an einen
Piperazin-Ring zu koppeln, besteht in der reduktiven Aminierung mit 1H-Imidazol-4-
carboxaldehyd und NaBHs3CN [155]. Dadurch konnte die Verbindung 62 dargestellt
werden (Abb. 32).
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3.6 Carbazol-Liganden

In einem groR-angelegten Scaffold-Screening zur Identifizierung neuer H4R-Liganden
wurden molekulardynamische Simulationen basierend auf Homologiemodellen
verwendet. Der Erfolg dieser Methode konnte dadurch bestatigt werden, dass auch
eine Reihe bereits bekannter hHs-Liganden dabei als affin bewertet wurden. Die zwei
Carbazol-Derivate 63 und 64 wurden dabei als vielversprechende Pharmakophore
beschrieben (Abb. 33) [113].

\ NN
/N\\\\ N\N>‘S\\\
0 \

HN HN
R ® R
K(hH,R)=4.4 £ 0.4 uM N Ki(hH4R)= 22.6 £ 0.1 pM Q

Abbildung 33: Hs-Hits 63 und 64, identifiziert durch strukturbasiertes virtuelles Screening [113].

Ausgehend von dieser Studie wurde als zentraler Ring das unsubstituierte Carbazol
gewahlt, um zunachst untersuchen zu kénnen, inwieweit dieser Trizyklus in die
Bindungstasche am HiR und H4R passt. Dabei wurde ein Methylpiperazin-Carbazol-
Derivat hergestellt. Des Weiteren entstanden zwei Derivate, die zusatzlich mit einem
Imidazol-Ring gekoppelt wurde. Zudem wurde ein alternativer Verknupfungspunkt an
einem der seitlichen aromatischen Ringe untersucht. Die Synthesen sind im

Folgenden beschrieben:

O RoQ
'

i CH,0, Ethanol, 12 h reflux

Abbildung 34: Reduktive Aminierung zur Darstellung der Verbindung 65 [156].

Methylpiperazin konnte in einer reduktiven Aminierung mit Formaldehyd an den
Stickstoff im zentralen Ring des Carbazols tber eine Methylgruppe verkntpft werden
(65, Abb. 34) [156].

42



Chemischer Teill

Ly Uy U

i: TBAB, KOH, K,COj3, 1-Brom-2-chlorethan, Benzol, 5 h, 60°C

ii: Piperazin, DIPEA, MeCN, 10 min, Mikrowelle, 120°C

Abbildung 35: Synthese der Verbindung 67 [158].

Fur die erste Imidazol-Piperazin-Verbindung wurde Carbazol analog einer
Versuchsvorschrift von Pieroni et al. [157] mit 1-Brom-2-chlorethan und
Tetrabutylammoniumbromid als Phasentransferkatalysator zu 66 umgesetzt. In einer

Mikrowellen-Reaktion reagierte 66 mit Piperazin zu 67 (Abb. 35).
H

B
N\f N7 NH
G N O
O 68

ot

i: NaBH3CN, MgSO,, MeOH, 20 h, RT
Abbildung 36: Reduktive Aminierung von 67 zu 68.

Das erhaltene Molekil wurde analog zu der Reaktion zu 62 in einer reduktiven
Aminierung [155] zur Verbindung 68 umgesetzt (Abb. 36).

N/CPh3
- O A )
\/\</\NH i, ii NG i _CPhs
H,N = N \/\@
o] 70

i: Ethylphtalimid-N-carboxylat, Natriumcarbonat, Wasser, iber Nacht, RT,
ii: Ph3CCI, TEA, DMF, Uber Nacht, RT
iii: Hydrazinhydrat, EtOH, 2h, RT

Abbildung 37: Selektive Schiitzung des Stickstoffs im Imidazol-Ring bei 70 [109].
Fur das zweite hergestellte Imidazol-Piperazin-verknlpfte Carbazol wurde eine von
Wan etablierte Synthese verwendet [109]. Am Amin im Imidazol-Ring von Histamin

wurde dafur in mehreren Syntheseschritten selektiv eine Schutzgruppe eingefihrt.

Dazu wurde dieses zunéachst mit Ethylphtalimid-N-carboxylat am aliphatischen Amin
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geschutzt, anschlieBend mit PhsCClI am Imidazol-standigen Amin (69). Die

Entschitzung des aliphatischen Amins erfolgte mit Hydrazin (70) (Abb. 37).

H
N N

¢ v
Cry - Oy ™

i: 70, DMF, 10 min, Mikrowelle, 160 °C
ii: THF, TFA, 2 h, RT

pd
I
P4
T

==\
z=
\/\

Abbildung 38: Synthese von 72 [109].

Dieses wurde in der Mikrowelle mit 66 zu Verbindung 71 umgesetzt, nach Abspaltung
der Tritylschutzgruppe wurde 72 erhalten (Abb. 38) [109].

. - [

N N N
O Q — O —

NH,
i: Urocaninsaure, BOP, DIPEA, THF, 24 h, RT
ii: Ammoniumformiat, Pd/C, MeOH, 3 h, Reflux

Abbildung 39: Synthese von 74.

Fur die Verknupfung eines Imidazol-Rings an einem der seitlichen Aromaten wurde 3-
Amino-9-ethylcarbazol als Edukt gewéahlt. In einer Synthese analog zu 48a-d wurde
dieses durch das Kopplungsreagenz BOP mit Urocaninsaure zu 73 umgesetzt. Die
Reduktion der Doppelbindung erfolgte mit in situ gewonnenem H:2 aus
Ammoniumformiat und Pd/C zu 74 (Abb. 39). Eine weitere Reduktion der Amidfunktion
mit LiAlH4 gelang nicht.
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3.7 Alcaftadin-Derivate

Es wurde gezeigt, dass Alcaftadin (75, Abb. 40) sowohl fir den Histamin-Hz- als auch
fur den H2-Rezeptor ein hochaffiner Ligand ist und in funktionellen Assays auch am
Hs-Rezeptor antagonistisches Verhalten zeigt, wohingegen es keine Affinitdt am Hs-
Rezeptor aufweist (pKi (hH1R) = 8.5, pKi (hH2R) = 7.2, pKi (hH3R) = <5, pK; (hH4R) =
5.8) [114]. Keine andere bisher charakterisierte Antihistamin-Verbindung weist diese

Kombination von Affinitaten auf.

N/

Abbildung 40: Strukturformel von Alcaftadin, 75.

Ein Alleinstellungsmerkmal des Alcaftadins ist, dass es weit weniger als ,dirty drug*
fungiert als bislang bekannte duale Hi/Hs-Liganden [159]. Die einzigen signifikanten
Bindungsaktivitaten an anderen GPCRs, die in weiteren Studien von Gallois-Bernos et
al. nachgewiesen wurden, betrafen die 5-HT2a- und 5-HT2c-Rezeptoren mit pKi-Werten
von 5.6 bzw. 5.7. Eine schwache Affinitat wurde fur ai-adrenerge Rezeptoren, 5-HT1a-
Rezeptoren,  Melanocortin-MCs-Rezeptoren und  muskarinische  cholinerge

Rezeptoren festgestellt [114].

Cl N
\ RL'/N\
N O L Zwischenprodukt in der
H

N Alcaftadinsynthese
JNJ7777120, (13) 76
7\
X
R

Abbildung 41: Strukturahnlichkeit zwischen JNJ7777120 [161] und den offenkettigen Zwischenstufen

76 in der nach Jannsens et al. beschriebenen Alcaftadin-Synthese [160].

Bei der entwickelten Alcaftadin-Synthese nach Jannsens et al. [160] fiel auf, dass das
Zwischenprodukt vor dem Ringschluss zum Trizyklus strukturelle Ahnlichkeiten zu
dem bekannten, von Johnson & Johnson Pharmaceutical Research & Development
entwickelten, hH4R-Liganden JNJ7777120 (13) [161] aufwies (Abb. 41). Zudem
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sollten mit diesen offenkettigen Derivaten herausgefunden werden, ob ein Fragment-
Screening zu Alcaftadin-Derivaten maoglich ist, da so mit relativ geringem
synthetischen Aufwand Substanzbibliotheken untersucht werden konnten. Daher
wurden vier unterschiedlich substituierte offenkettige Derivate synthetisiert.

N O N ) . N OH
/ -
R S A R
N N N o 78
Trt Trt
77
J iii
/
</\N/ <W\N
N \) \Y N N\) iv N Cl
oy I
79
N 81 N 80 N
H Trt Trt

i: Trt-Cl, TEA, CHCl3, 27 h, RT; ii: NaBH,4, MeOH, 1 h, RT; iii: SOCI,, TEA, Toluol, 1 h, 0°C
iv: Methylpiperazin, DIPEA, MeCN; v:TFA, DCM, 1 h, RT

Abbildung 42: Synthese von 81 [162-166].

Es sollten sowohl Verbindungen mit und ohne Amid-Bindung untersucht werden. Fur
ein unsubstituiertes Derivat ohne Amid-Bindung wurde mit 2-Imidazolcarboxaldehyd
von dem unsubstituierten Imidazol-Ring ausgegangen. Dieses wurde nach
Tritylschitzung (77) am freien Amin zum Alkohol 78 reduziert und Uber die reaktive
Zwischenstufe 79 [162] mit Methylpiperazin zu 80 umgesetzt [163]. Nach der
Entschitzung der Aminfunktion wurde 81 erhalten (Abb. 42).

OH
N N  OH N OH N  OH
=y L)~ L) [ >
N N —— N+ HO N+ HO N
NH i \ | \
X X X X
X = (CHy), @ @ @ @
a: n=2 82a,b 83a,b
b: n=1 /

N  OH OH N Cl N (N—jl)
e C I o b g
& v v C

83a,b 84a,b 85a,b 86a,b

i: Ph-(CH,),-Br, K,CO3, THF, 14 h, Reflux, ii: CH,O, Eisessig, NaOAc, 12 h, 140°C
iii: HCl/Isopropanol; iv: SOCI,, DCM, 1 h, 0°C; v: Methylpiperazin, CHCl3, 2 h, RT

X

Abbildung 43: Synthese von 86a (n=2) und b (n=1) [167-170].
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Da die Ausgangsverbindung 2-Imidazolcarboxaldehyd verhaltnismafiig teuer zu
erwerben ist, wurde fur die beiden anderen Derivate ohne Amid-Bindung eine andere
Syntheseroute gewahlt (Abb. 43). Wie fur die spater erwdhnte Synthese der
offenkettigen Zwischenstufe in der Alcaftadin-Synthese (Abb. 44) wurde der Imidazol-
Ring zunachst am freien Amin mit Bromethylbenzol bzw. Benzylbromid umgesetzt
(82a,b). Der Syntheseweg zum Alkohol basierte auf der Funktionalisierung des
Benzylimidazols bzw. des Phenethylimidazols (83a,b). Wie bei Zimmermann et al.
entstand bei der Formylierung ein Produktgemisch, bei dem der Imidazol-Ring in 2-, in
2,5- und in 2,4-und 5-Position funktionalisiert worden war [167]. Das gewiinschte 2-
funktionalisierte Produkt lie3 sich jedoch saulenchromatographisch isolieren. Da eine
direkte Umsetzung zum Chlor-Intermediat nicht mdglich war, wurde weiter die
Vorschrift von Zimmermann et al. befolgt, wobei zunachst mit HCI in Isopropanol das
HCI-Salz der Verbindungen hergestellt wurde (84a,b). Im Anschluss konnte die
reaktive Zwischenstufe mit Thionylchlorid erhalten werden (85a,b), das mit
Methylpiperazin zu den Endstufen 86a und 86b fuhrte (Abb. 43).

1. .
0 OH R": a,c,d. H

b: F-Ph-
RZ a,b,d: H
—> 4>
c: Me
N R3:a,b,c: H
d: Me /
1 N
R 0]
_ i v RN /
L I ) N
N
R2
89a-d, 90a-d 91a-d
(89a—82a) R3

it Ameisensaure, Formaldehyd, 16 h, Reflux; ii: H,SO,4, EtOH, Uber Nacht, Reflux; iii: Phenylethylbromid
bzw. Methylphenylethylbromid, K,CO3,THF, 14 h, Reflux; iv: 87, LDA, THF, Toluol, 1 h, -50°C;
v: Trifluormethansulfonséaure, 6 h, 95°C

Abbildung 44: Synthese der pharmakologisch getesteten Verbindungen 90a und 91a-d [160].

Fur die Synthese der offenkettigen unsubstituierten Alcaftadin-Verbindung (90a,
Abb. 44) mit Amid-Funktionalitat wurde die allgemeine Alcaftadin-Synthese nach
Jannsens et al. befolgt [160].

In einem Patent von Berrebi-Bertrand et al. werden Alcaftadin-Derivate als gute hH4R-
Liganden beschrieben [115]. Diesen Derivaten gemeinsam ist die Sauerstoff-

VerknUpfung zwischen Piperidin-Ring und Trizyklus. Ansonsten wird durch das
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Substitutionsmuster am Trizyklus die hH4R-Affinitdt bestimmt. Im Patent selbst sind
allerdings keine Ki-Werte zu finden, es erfolgt lediglich eine Einteilung in drei Klassen.
Da Alcaftadin selbst eine eher mafige Affinitdt zum hH4R aufweist, wurden davon
inspiriert finf verschiedene Alcaftadin-Derivate mit unterschiedlichen Substituenten

synthetisiert (Tabelle 5).

Tabelle 5: Synthetisierte Verbindungen 91a-d.

/
N
R1
T
N R3
R2
91a-d
91a [159] 91b 91c [170] 91d[170]
R! H F-Phe- H H
R? H H Me H
R3 H H H Me

Die Synthese folgte der allgemeinen etablierten Alcaftadin-Synthese von Jannsens et
al. [160] (Abb. 44). Zunachst wurde Isonipecotinsaure in einer Leuckart-Wallach-
Reaktion methyliert (87). Die Saurefunktion wurde Uber Esterbildung geschiitzt (88).
Imidazol bzw. dessen Fluorphenol-Derivat wurde mit Phenylethylbromid bzw.
Methylphenylethylbromid zu 89a-d umgesetzt. Mit LDA als sterisch gehinderter starker
Base wurde die Reaktion in 2-Position zu 90a-d durchgefihrt. Der Ringschluss zum

Trizyklus erfolgte mit Trifluormethansulfonsdure (91a-d).

91a
i: CH,0 (aq), NaOAc, 95°C, 20h

Abbildung 45: Umsetzung von 91a zu 91e [160].

Fur die Synthese Verbindung 91e wurde das unsubstituierte 91a mit Formaldehyd
formyliert (Abb. 45) [160].
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Die Synthese eines 5- und eines 6-Rings als Zentrum des Trizyklus konnte nicht
durchgefiihrt werden. Beim 6-Ring verlief die Synthese zunachst analog zur Alcaftadin-
Synthese mit Benzylbromid, fuhrte mit Trifluormethansdure jedoch nicht zum
gewtnschten Produkt.

N R JUPY J
)+ — — N

it Cu(OAG),, BF5*Et,0, Oy, 12 h, 120°C; ii: NaBH,, MeOH, 1h, RT

Abbildung 46: die Synthese des Alcaftadin-Derivats mit zentralem 5-Ring flhrte zu geringen
Ausbeuten [172].

Beim 5-Ring wurde ein anderer Ansatz verfolgt: In einer Ullmann-Reaktion wurde 2-
Fluorphenylessgisaure mit Imidazol, Kupferacetat, BFs in Diethylether und
Kaliumcarbonat in DMF zun&chst in einem Autoklaven unter Sauerstoff zur Reaktion
gebracht (120°C, 20h) [172]. Das entstandene Keton (92) wurde zum Alkohol (93)
reduziert. Der letzte Schritt, in dem ein Methylpiperazin mit einem daraus hegestellten

reaktiven Chlor-Intermediat reagieren sollte, lieferte kaum Produkt (Abb. 46).

Auch Unternehmungen, eine Funktionalisierung des Alcaftadin-Derivats Uber die
Hydroxygruppe von 91e zu erwirken, konnten nicht umgesetzt werden. Dieser wurde
mit Thionylchlorid in das reaktive Chlor-Intermediat Gberfuhrt, reagierte aber kaum mit
Aminen weiter, ebenso waren Veresterungen nicht zielfiUhrend.

Eine Moglichkeit, Substituenten an einem aromatischen Trizyklus einzufihren, besteht
darin, an einem Chlor-Substituenten beispielsweise eine Stille- oder Suzuki-Kupplung
durchzufiihren. Analog zu 91c und 91d sollten die entsprechenden Chlor-Derivate
hergestellt werden. Die Syntheseroute ergab jedoch kaum Produkt beim Ringschluss
analog zu den anderen Alcaftadin-Derivaten. Bei einer nachtraglichen Bromierung mit
Aluminiumchlorid und Brom entstand ein Produktgemisch, wobei der Trizyklus
offenbar an verschiedenen Stellen bromiert worden war, zudem traten Mehrfach-
Bromierungen auf. Dieses Gemisch liel3 sich saulenchromatographisch nicht

aufreinigen.
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Br [)\( N
(H é—»

i: K,CO3, DMF, 14 h, Reflux

ii: 4-Hydroxy-N-methylpiperidin, CHCIl3, Methansulfonsaure, 24 h, Reflux

94

Abbildung 47: Synthese des Alcaftadin-Derivats 95 mit Sauerstoff als Linker [115].

Um den Einfluss der Sauerstoffverlinkung wie bei den Alcaftadin-Derivaten von
Berrebi-Bertrand et al. [115] zu untersuchen, wurde zum einen die unsubstituierte
Verbindung 95 nach der dort beschriebenen Synthesemethode hergestellt. Imidazol-
2-carbaldehyd wurde mit K2COs zur Deprotonierung mit Phenethylbromid in DMF zu
94 umgesetzt. Mit Methansulfonsdure als Katalysator wurde in einem Schritt sowohl

die Verknupfung mit 4-Hydroxy-N-methylpiperidin als auch der Ringschluss bewirkt
(95, Abb. 47).

i: CHCI3,2 h, RT

Abbildung 48: Synthese des Dibenzosuberon-Derivats 96, ausgehend von 37q.

Zum anderen wurde nach der bereits etablierten Synthesemethode wie fir Piperazin-
Oxepin-Derivate die Verbindung 96 [173] synthetisiert (Abb. 48).
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4. Pharmakologischer Teil

Alle zuvor synthetisierten Liganden wurden in Kompetitions-Bindungsstudien am hHiR
und hH4R, ausgewahlte Verbindungen zusatzlich am hH2R und hHsR untersucht. Die
dafur verwendeten Rezeptoren wurden in Sf9-Zellen exprimiert. Einige Verbindungen
wurden zusatzlich herausgegriffen, um diese in funktionellen Assays, fur den hH4R im
GTPyS-Assay an Sf9-Membranen und fir den gpHiR in Organbad-Experimenten am
Meerschweinchen-lleum zu charakterisieren. Zusatzlich wurde ein Alcaftadin-Derivat
im funktionellen DMR-Assay am hHi- und am hHas-Rezeptor bei HEK298T-Zellen
untersucht. Die pharmakologischen Methoden werden in folgendem Abschnitt
behandelt.

4.1 Molekularpharmakologische Methoden
4.1.1 Sf9-Zelllinie

Fur die Durchfihrung der Kompetitions-Bindungs-Assays sowie der GTPyS-Assays
wurden Testsysteme auf Grundlage des Sf9/Baculoviren Expressionssystems
verwendet. Die Zellen hierfir wurden aus dem Ovargewebe der Nachtfalterart
Spodoptera frugiperda gewonnen. Die Ergebnisse aus Insektenzell-Testsystemen
sind mit anderen Testsystemen, die auf S&ugetierzellen basieren, vergleichbar.
Jedoch kdnnen eine Vielzahl auftretender Schwierigkeiten umgangen werden. Zu den
Vorteilen zahlt z.B. ihr Wachstum bei niedrigeren Temperaturen, keine Notwendigkeit
der CO2-Begasung oder ihre geringere Anfalligkeit fir human-pathogene
Kontaminationen [174]. Als Expressionssystem dienen Baculoviren-basierte Vektoren.
Die Sf9-Zellen werden mit dem genetisch modifizierten Virus, der den Vektor mit dem
Genom fur den entsprechenden Rezeptor bzw. das gewilnschte G-Protein
miteinbringt, infiziert. Diese Viren kbnnen zwar in Sdugetierzellen gelangen, sind dort
jedoch nicht persistent und es gibt keinen Nachweis fur deren Gentranskription [175,
176]. Die gentechnisch rekombinant exprimierten Rezeptoren weisen im Vergleich
zum ,Wildtyp“ weit weniger Probleme auf: Zum einen wird nur der gewlnschte
Rezeptor exprimiert. So werden Interaktionen mit anderen Rezeptortypen
ausgeschlossen (Rezeptor-,Crosstalk”) [177] und auch eine ungewollte Rezeptor-
Heterodimerisierung wird so umgangen [174]. Des Weiteren kdnnen die Rezeptoren
nach Belieben mit verschiedenen G-Proteinen kombiniert werden. Fur den hH4R wird

beispielsweise Uber Co-Infektionen mit verschiedenen Kombinationen von G-
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Proteinen im Zuge der Charakterisierung funktioneller Assays berichtet [178]. Fir den
hHiR wird Ublicherweise das RGS4-Protein (Regulator of G-Protein-signaling) mit-
exprimiert, welches die GTPase-Funktion aktiviert. Bei den anderen Histamin-
Rezeptorsubtypen werden ihre entsprechenden G-Proteine coexprimiert (hHz2R: Gia2,
hH3R: Gic2+ Gg1y2; hH4R: Gia2 + Gg1y2). Da Sf9-Zellen von sich aus kaum G-Proteine
exprimieren, kann so deren Einfluss ohne unbekannte Wechselwirkungen untersucht
werden. Goq, Gas SOwie eine Isoform von Gai -Proteinen kommen zwar vor, zeigen
jedoch kaum Kopplung mit den humanen GPCRs [179]. Daruber hinaus weisen die
Zellen keine konstitutiv aktiven Rezeptoren auf, was die Selektivitat und das Signal-
Rausch-Verhaltnis verbessert. Zuletzt ist die Rezeptordichte weit héher, als dies bei
naturlich exprimierten Rezeptoren der Fall ist, was zu einer Signalverstarkung fihrt
[174].

4.1.2 Radioligand-Bindungs-Assay

Kompetitions-Bindungs-Assays werden verwendet, um die Affinitat eines bestimmten
Liganden fur einen Rezeptor-Subtypen zu bestimmen [180]. Eine gangige Methode
zur Erfassung der Bindung ist die Verwendung eines radioaktiv markierten Liganden
als Kompetitor. Radioligand und unmarkierter Ligand konkurrieren um die verfugbaren
Bindungsstellen am Rezeptor. Der Radioligand kann im B-Counter Uber Zahlung der
Impulse im Flussigszintillator nachgewiesen werden. Kompetitions-Kurven werden
erhalten, indem die spezifische Bindung des Radioliganden, die als prozentualer Anteil
an der Gesamtbindung dargestellt wird, gegen die logarithmische Konzentration des
konkurrierenden Liganden aufgetragen wird. Der Wendepunkt der sigmoidalen Dosis-
Wirkungs-Kurve gibt die Konzentration an, bei der 50% der Bindungsstellen am
Rezeptor durch die getestete Verbindung inhibiert werden. Diese mittlere inhibitorische
Konzentration wird als ICso-Wert bezeichnet. Bei einer steilen sigmoidalen Kurve kann
von einer Bindungsstelle am Rezeptor ausgegangen werden, wohingegen mehrere

Wendepunkte fir mehrere Bindungsstellen sprechen [181].

Die Wechselwirkung zwischen Rezeptor und Rezeptorligand kann durch den
Bindungsparameter K; quantifiziert werden. Diese Gleichgewichtsdissoziations-
konstante ist ein Parameter fur die Affinitdt des Liganden zur Bindungsstelle am

Rezeptor und wird durch die Cheng-Prussoff-Gleichung berechnet [182].
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Diese wurde vom Massenwirkungsgesetz abgeleitet und gilt unter folgenden
Annahmen: Radioligand und freier Ligand mussen auf dieselbe reversible Weise an
den Rezeptor binden. Weiterhin muss sich ein Gleichgewicht eingestellt haben und die
Konzentration des freien Radioliganden sowie die Konzentration des freien Liganden
missen bekannt und wahrend des gesamten Experiments konstant sein, bzw. werden
diese als ndherungsweise konstant angesehen.

o _ G
Kq

ICso  Konzentration des Liganden, bei der 50% des Radioliganden verdrangt wurde
Ki Rezeptor-Dissoziationskonstante eines kompetitiven Liganden
Kd Rezeptor-Dissoziationskonstante des Radioliganden

[L] Konzentration des Radioliganden in mol/l

4.1.3 GTPyS-Assay

Aus den generierten Daten der Kompetitions-Bindungsstudien lassen sich Aussagen
Uber die Affinitdit zum Rezeptor treffen. Unbeachtet bleibt jedoch darin die Art der
Bindung. Ausgeldst von der Bindung eines Agonisten wird am Rezeptor der

Aktivierungszyklus in Gang gesetzt. Dieser soll im Folgenden beschrieben werden:

Im nicht-aktivierten Zustand liegt die a-Untereinheit mit den Untereinheiten By
assoziiert vor und hat GDP gebunden, dies wird als heterotrimeres G-Protein
bezeichnet. Wenn der G-Protein-gekoppelte Rezeptor in den aktivierten Zustand
gebracht wird, kann fur das Heterotrimer eine Bindungsstelle freigelegt werden. Die
Aktivierung kann, muss aber nicht zwingend, durch die Bindung eines Agonisten an
den Rezeptor geschehen. Dies wiederum initiiert eine Konformationséanderung im G-
Protein und der Austausch des an die a-Untereinheit gebundenen GDPs gegen GTP
wird aktiviert. Durch eine erneute Konformationsénderung zerféllt der terndre Komplex
und die a-Untereinheit dissoziiert von der By-Untereinheit. Diese By-Untereinheit
interagiert in der Zelle mit Effektorproteinen, wodurch eine Zellantwort ausgel6st wird.
Durch die Konformationsé&nderung sinkt zudem die Affinitat des Agonisten zum
Rezeptor und dieser wird wieder freigesetzt. Die intrinsische GTPase-Aktivitat der -

Untereinheit hydrolysiert GTP zu GDP. Dadurch wird diese inaktiviert und es kommt
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zur Rekombination mit den By-Untereinheiten, wodurch der Ausgangszustand im G-

Proteinzyklus wiederhergestellt ist.

Zellmembran

GPCR in der Zellmembran

GDP
Zugabe des Agonisten

Zellmembran

Agonistbindung am GPCR—
Konformationsanderung —
Bindungsstelle fiir das G-Protein
wird frei

Austausch von GDP gegen GTP

GDP
O
M
(IU\NH
ol
o N NHy
OH OH

35.y-GTP

Abbildung 49: Schematische Darstellung des GTPyS-Assays: Agonistbindung an den GPCR,
Austausch von GDP gegen GTP, (adaptiert von Perkin-Elmer) [183].

Im GTPyS-Assay wird [2°S]GTPyS anstelle von GTP verwendet (Abb. 49). Dieses kann
im Gegensatz zu oben beschriebenem Zyklus durch seine Modifizierung am
endstandigen Phosphat nicht hydrolysiert werden. Der Sauerstoff am y-Phosphat ist
hier durch radioaktiv markierten Schwefel ersetzt. Dadurch reichert sich dieses in der
Membran an und kann mittels Filtration von ungebundenem GTPyS getrennt werden.
Dieses kann im B-Counter tGiber die Zahlrate der Impulse in Flussigszintillator detektiert
werden. Bei der Auftragung gegen die logarithmisierte Ligandkonzentration werden
Kurven erhalten, aus denen bei halbmaximalem Effekt die mittlere effektive
Konzentration ECso ermittelt werden kann. Dieser Assay ist vor allem auf Gi-
gekoppelte GPCRs anwendbar [178, 183].
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4.1.4 DMR-Assay

Verbindung 91b wurde im funktionellen DMR-Assay an hH4R-HEK293T -Zellen
untersucht (durchgefuhrt von U. Seibel, Universitat Regensburg, Lehrstuhl Prof.
Buschauer t).

Messung der Wellenldnge Messung der Wellenldnge
vor Substanzzugabe nach Substanzzugabe

Agonist-

g induzierte
el DMR
8 c
z0
L QO
T o
Om

o

w

c

[}

]

o Breitbandlicht Reflektiertes Licht Breitbandlicht Reflektiertes Licht

Abbildung 50: modifiziertes Schema der Messung der dynamischen Massenumverteilung und der
Messung der Wellenlange, links: Messung der Wellenlange des reflektierten Lichts vor Zugabe des

Agonisten, rechts: nach Zugabe des Agonisten [188].

Die durch DMR erhaltenen Daten sind mit denen herkémmlicher Assays vergleichbar
[184]. Bei dieser Messmethode wird ein Biosensor verwendet, der in zellbewachsenen
Well-Messplatten integriert ist. Dieser Biosensor besteht aus einer beschichteten
Glasplatte, in der eine Gitternetzstruktur enthalten ist (RWG: resonance wave guide).
Bei Breitbandlichteinstrahlung wird Licht bestimmter Wellenlange entlang des
Biosensors weitergeleitet [185]. Die Wellenlange ist abhangig von der optischen Dichte
oberhalb des Biosensors, wobei die Reichweite der Messung etwa 200 - 300 nm
betragt. Da in der DMR-Messung oberhalb des Sensors Zellen wachsen, ist die
Zelladhasion ein entscheidendes Kriterium in diesem Assay [184]. Durch dynamische
Prozesse im Aktinkortex wird das Signal verdndert. Je nach Zelltyp hat dieser
Aktinkortex eine Dicke von 100 - 1000 nm [186, 187]. Massenverschiebungen, die
beispielsweise durch Agonistbindung ausgeldst werden, stehen in direktem
Zusammenhang mit der Zellform, wenn diese nahe der Wachstumsoberflache oder im
Spalt zwischen Zelle und Substrat stattfinden (Abb. 50). Jedoch kénnen auch andere
(Makro)Molekule, die nicht mit dem Aktinkortex binden, zu Resonanzverschiebungen

fuhren.
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4.2 Organpharmakologische Methoden

4.2.1 Hi-Rezeptoraktivitdt am Meerschweinchen-lleum

Da der GTPyS-Assay besser fur Rezeptoren mit dem G-Protein Gigeeignet ist, wurde
fur den Hi-Rezeptor eine andere funktionelle Charakterisierung durchgefihrt. Eine seit
langem etablierte Methode hierfur ist die Testung an Meerschweinchenorganen. Bei
Meerschweinchen ist die Rezeptorsensibilitat und -dichte sehr hoch und trotz einiger
Spezies-abhangiger Unterschiede sind die Ergebnisse doch auf den humanen
Rezeptor Ubertragbar [189]. Dies konnte vor allem bei der Entwicklung von Ha-
Antihistaminika gezeigt werden, da dort die Forschung durch organpharmakologische
Versuche vorangetrieben wurde.

Fir die Bestimmung der Rezeptor-Aktivitat am gpHiR wurde auf Grund seiner dortigen
hohen Expression das Meerschweinchen-lleum isoliert und in Segmente zerteilt. Diese
Organsticke wurden in einem Organbad unter konstante Zugspannung gesetzt.
Infolge einer Komplexbildung zwischen Rezeptor und Agonist kommt es zu einer
Zellantwort, die die Kontraktion der lleumssegmente zur Folge hat. Anhand dieser
Langenanderung des Segments wurde zunachst eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve
mit Histamin erstellt. Nach Ausspilen des Histamin-Effekts wurde dann der Antagonist
in verschiedenen Konzentrationen prainkubiert, die Ligandkonzentration wurde
kumulativ erhéht und auch hier wurden Konzentrations-Wirkungskurven festgehalten
[190]. Agonistische Aktivitdt konnte fir keine der vermessenen Verbindungen
festgestellt werden. Die Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven bei
Anwesenheit unterschiedlicher Antagonist-Konzentration wird durch die resultierenden
ECso-Werte der Kurven wiedergegeben.

4.2.2 Schild-Gleichung

Der Schild-Plot ist ein etabliertes Verfahren, um die pharmakologische Wirkpotenz von
Antagonisten in funktionellen Assays, wie in Organbad-Experimenten am
Meerschwein-lleum, zu ermitteln. Dabei wird zunachst graphisch ein linearer
Zusammenhang zwischen dem Logarithmus der Antagonist-Konzentration und der
Hemmwirkung von diesem ermittelt. Aus dem Abszissenschnittpunkt der
Regressionsgerade kann der pAz-Wert bestimmt werden [191, 192]. Eine besondere
Bedeutung kommt der Steigung der Regressionsgerade zu. Anhand dieser kénnen
Aussagen Uber die Art des Antagonismus getroffen werden.
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log Kg =log c(B) - log (r-1)

pA:z = -log c(B) + log (r-1)

c(B) Konzentration des Antagonisten in mol/|

ECso Konzentration des Agonisten, bei dem 50% des Maximalwertes erreicht
ist

Ks Dissoziationskonstante des Ligand-Rezeptor-Komplexes

ApECso PECso(His)-pECso(His/B)*

r 10ApEC50
bei Steigung = 1 gilt: log Kg = pA2

*Die pECso-Werte wurden in Abwesenheit eines Antagonisten bzw. bei konstanten Antagonist-

Konzentrationen bestimmt.

Bei einer Steigung von 1 und nicht-signifikanter Depression der Dosis-Wirkungskurven
liegt mit hoher Wahrscheinlichkeit ein kompetitiver, reversibler Antagonismus vor. Ist
die Steigung signifikant von 1 verschieden oder zeigt sich eine Depression bei hohen
Antagonist-Konzentrationen, kénnen keine genaueren Ruckschlisse auf die Art des
Antagonismus gezogen werden und die Schild-Gleichung ist ungeeignet, um pA:-
Werte zu bestimmten. In diesem Fall missen diese fir jeden Konzentrationsbereich

separat ermittelt werden.

4.3 Pharmakologische Materialien und Methoden

4.3.1 Sf9-Insektenzelllinie [177, 193-195]

Die Sf9-Insektenzelllinie wurde von BD Biosciences (BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland) bezogen. Die Analyse auf Mykoplasmen-Kontamination erfolgte mit dem
Venor GemMykoplasma Detections Kit (Minerva Biolabs, Berlin, Deutschland) und war
negativ. Die Sf9-Zellen wurden in 250 ml Erlenmeyer-Kolben bei 28°C in Schuttelkultur
(150 rpm) in Insect Xpress Medium (Lonza Group AG, Basel, Schweiz), dem 5% v/v
fetales Kalberserum zugesetzt wurde, ohne CO2-Begasung kultiviert. Die Zelldichte
betrug 0.5 - 6.0 Mio Zellen/ml. Die Baculoviren mit den entsprechenden Vektoren
wurden wie zuvor beschrieben aus dem BaculoGOLD Transfektionskit
(BDPharmingen, SanDiego, USA) nach Herstellerangaben generiert [196] und die
Infizierung der Sf9-Zellen erfolgte mit den entsprechend kodierten Viren fir die GPCRs
bzw. fur die jeweiligen G-Proteine (hHiR + RGS4 , hH2R + Gsas, hH3R + Gias + Gp1y2,
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hH4R + Gius + Gp1y2). Dazu wurden die Zellen bei 3 Mio Zellen/ml in frischem Medium
ohne FCS mit den Virusuberstanden (1 ml/ 100 ml Zellsuspension) versetzt und 48 h
in Schattelkultur (150 rpm) inkubiert.

4.3.2 Membranpraparation [197]

Fur die konstant bei 4°C durchgefihrte Membranpréaparation wurde die infizierte
Zellsuspension (200 ml) auf zwei Zentrifugationsgefal3e (je 100 ml) aufgeteilt und
zentrifugiert (1000 rpm, 5-10 min). Der Uberstand wurde verworfen, das abgesetzte
Pellet in PBS-Puffer (je 100 ml, 100 mM Tris/HCI, 80 mM Na2HPOgs; pH = 7.4)
gewaschen und erneut zentrifugiert (1000 rpm, 5-10 min). Wie zuvor wurde der
Uberstand verworfen, das Pellet mit den sedimentierten Sf9-Zellen in Lysis-Puffer
aufgenommen (je 60 ml, 100 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, Protease-Inhibitoren: 0.2 mM
Phenylmethylsulfonylfluorid, 10 pg/ml Benzamidin, 10 pg/ml Leupeptin, pH = 7.4). Die
Lésung wurde in einem Dounce-Homogenisator 25mal homogenisiert und erneut
zentrifugiert (500 rpm, 5 min). Das Pellet, das aus intakten Zellkernen bestand, wurde
verworfen. Der Uberstand mit den Membranfragmenten wurde in Sorvall-
Zentrifugenréhrchen dberfuhrt und in  einer Sorvall-Zentrifuge sedimentiert
(18000 rpm, 20 min). Der Uberstand wurde abgegossen. Die sich nun im Pellet
befindenden Membranfragmente wurden erneut in Lyse-Puffer (je 60 ml)
aufgenommen und nochmals zentrifugiert (18000 rpm, 20 min). Zuletzt wurde das
Pellet in je 25 ml Bindungspuffer aufgenommen (12.5 mM MgClz, 1 mM EDTA, 75 mM
Tris/HCI; pH = 7.4), im Dounce-Homogenisator homogenisiert und in 1000 pl-

Aliquoten bei -80°C gelagert. Die Protein-Bestimmung erfolgte nach Lowry [198].
4.3.3 Radioligand-Kompetitions-Bindungs-Assays [174, 193]

Die Radioligand-Bindungs-Assays wurden an den jeweiligen Histamin-Rezeptoren
nach bekanntem Protokoll durchgefiihrt. Die Stammlésungen der Liganden wurden in
Wasser/DMSO 50/50 (10 mM, v/v) hergestellt. In 96-Well-Platten (Greiner Bio-One
GmbH, Frickenhausen, Deutschland) wurden Triplikate des Liganden in aufsteigenden
Konzentrationen (0.1 nM - 1 mM final) in Bindungs-Puffer (12.5 mM MgClz, 1 mM
EDTA, 75 mM Tris-HCI; pH 7.4) mit BSA (0.2% w/w) und der jeweilige Radioligand
vorgelegt. Die Radioliganden wurden wie folgt eingesetzt: hHiR: [®H]Pyrilamin (¢ =
5 nM, spezifische Aktivitdt 85.3 Ci/mmol, Kqg = 4.5 nM [199], Hartmann Analytics
GmbH, Braunschweig, Deutschland), hH2R: [*H]JUR-DE257 [200] (c = 20 nM,
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spezifische Aktivitat 63.0 Ci/mmol, Kq = 31), hHz3R: [*H]JUR-PI1294 [102] (c = 2 nM,
spezifische Aktivitat 93.3 Ci/mmol, Kg = 1.1) oder [*H]N? Methylhistamin (c = 3 nM,
spezifische Aktivitdt 85.3 Ci/mmol, Kqg = 3 nM [127], Hartmann Analytics GmbH,
Braunschweig, Deutschland) und hH4R: [*H]Histamin (c = 10 nM, spezifische Aktivitat
25.0 Ci/mmol, Kq = 10 nM [83], Biotrend Chemikalien GmbH, KdIn, Deutschland). Die
entsprechenden Membranen wurden aufgetaut und zentrifugiert (10 min, 13.000 rpm,
4°C) und das Pellet anschlie3end in Bindungspuffer resuspendiert. Die Membranen
wurden zuletzt in einer finalen Konzentration von 40 pg (hHiR), 60 pug (hH2R), 50 pg
(hHs3R) oder 90 pg (hH4R) pro Well zugegeben. Die unspezifische Bindung wurde in
Gegenwart von Diphenhydramin bzw. Mepyramin (hHiR, 10 uM), Famotidin (hH2R,
10 pyM) sowie Thioperamid (hHsR, 10 pM) bzw. Histamin (hHsR, hH4R, 10 pM)
bestimmt. Die Inkubation erfolgte fir 90 min auf einem Schuttler (250 rpm) bei
Raumtemperatur. Durch Filtration Uber Mikroglasfaserfilter (Whatman GF/C),
vorbehandelt mit Polyethylenimin (0.3% w/v), wurde der gebundene Radioligand am
Brandel-Harvester mit 96 Vertiefungen vom freien Radioligand getrennt. Der Filter
wurde zwei Mal mit Bindungspuffer bzw. PBS-Puffer (4°C) gewaschen. Jedes Well-
Filterstick wurde ausgestanzt, in 96-Well-Probenplatten (1450-401, Perkin-Elmer,
Rodgau, Deutschland) Uberfiihrt, mit Szintillationscocktail (200 ul) (Rotiscint Eco plus,
Roth, Karlsruhe, Deutschland) tiberschichtet und mindestens 3 h im Dunkeln inkubiert,
bevor die Platten an einem Micro Beta 1450 Szintillationszahler (Perkin-Elmer,

Rodgau, Deutschland) vermessen wurden.
4.3.4 GTPyS-Bindungs-Assay [178]

Der GTPyS-Bindungs-Assay erfolgte in ahnlicher Weise wie der Kompetitions-
Bindungs-Assay. In einer 96-Well-Platte wurden Triplikate des Liganden in
aufsteigender Konzentration (final 10 nM - 1 mM) vorgelegt. Zu jedem Well wurde 80 pl
Puffer (1 x Bindungspuffer, BSA 0.05%, 1 uM GDP, 100 mM NacCl, final) sowie
[3°S]GTP (0.2 nM) gegeben. Die unspezifische Bindung wurde in Gegenwart von
unmarkiertem GTPyS (10 M) bestimmt. Die jeweiligen Membranen wurden aufgetaut,
bei 4°C zentrifugiert (13000 rpm, 10 min) und das Pellet wurde in Bindungspuffer
(12.5 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 75 mM Tris/HCI (pH 7.4) resuspendiert. Wie oben
beschrieben, wurde die Membransuspension hinzugeftigt. Nach der Inkubationszeit
(2.5 h, 250 rpm, RT) wurden die Membranen durch Filtration tber Mikroglasfaserfilter
am Brandel-Harvester (Brandel, Gaithersburg, USA) abgetrennt, der Unterschied zu
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oben beschriebener Vorgehensweise bestand darin, dass keine Vorbehandlung der

Filterstiicke mit Polyethylenimin vorgenommen wurde.

4.3.5 Auswertung der Kompetitions-Bindungs-Assays und der GTPyS-Assays

Die resultierenden Kompetitions-Bindungskurven wurden unter Verwendung der
Algorithmen von PRISM 5.01 oder 6.0 (GraphPadSoftware, San Diego, USA) durch
nichtlineare Regression (one-site fit-Kj) analysiert. Unter Verwendung eines
sigmoidalen Fits wurde der ICso-Wert, ermittelt. Die Ki-Werte wurden mittels der
Cheng-Prusoff-Gleichung berechnet. Diese wurden logarithmisch als pK; ausgedrtickt.
Alle Daten sind Mittelwerte von drei unabhéngigen Versuchen + SEM, jeder
Datenpunkt wurde aus Triplikaten ermittelt (sofern nicht anders erwéahnt). Im Falle der
GTPyS-Assays lieferte ein sigmoidaler Fit (sigmoidal dose-response) den ECso-Wert.
Die Emax-Werte sind auf den Histamin-Effekt im Testsystem bezogen, dieser wurde mit

100% gleichgesetzt.

4.3.6 Organbad-Experimente am isolierten Meerschweinchen-lleum [190]

Am isolierten Meerschweinchen-lleum wurden kumulative Konzentrations-Effekt-
Kurven aufgenommen. Dafur wurden Meerschweinchen beiderlei Geschlechts (250 -
500 g) durch einen Nackenschlag betdubt und durch Zertrennen der Halsschlagader
ausgeblutet. Das lleum wurde entnommen und in Segmente der Lange 1.5 - 2.5 cm
geschnitten. Die Ileumssegmente wurden in 20-ml-Organbadern unter einer
Zugspannung von 5 mN platziert. Diese enthielten eine wéssrige Tyrode-L6sung (NaCl
137 mM, KCI 2.7 mM, CaClz 1.8 mM, MgCl2 1.0 mM, NaH2PO4 0.4 mM, NaHCOs
11.9 mM, Glucose 5.0 mM), wurden auf eine konstante Temperatur von 37°C erwarmt
und kontinuierlich mit 95% O2 und 5% CO:2 begast. Cholinerge Effekte wurden durch
Zugabe von Atropin (finale Konzentration 0.05 mM) unterdriickt [95]. Die Kontraktion
wurde an einem Transducer Coupler 4711 (FMI GmbH, Seeheim, Deutschland)
gemessen und einem 6-Kanal-x/t-Kompensograph C1015 (Siemens, Deutschland)
aufgezeichnet. Nach einer 30-minutigen Equilibrierungs-Phase wurden die Organe
drei bis viermal mit Histamin (1 M und 10 M) vorstimuliert. Nach jeder Stimulation
wurde das Histamin wieder ca. 8 min ausgewaschen und es folgte eine 10-minutige
Equilibrierungs-Phase. Anschliel3end wurden in kumulativer Technik an jedem Organ
mit Histamin Konzentrations-Wirkungskurven aufgenommen. Dieses wurde wie nach

der Vorstimulation wieder ausgewaschen. Nach einer weiteren Ruhephase wurde der
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Antagonist in gewlnschter Konzentration 15 min prainkubiert. Im Anschluss erfolgte
die Aufnahme einer weiteren kumulativen Konzentrations-Wirkungs-Kurve fur
Histamin (10 nM - 10 mM). Fur jede Verbindung wurden mindestens 20 Kurven erstellt.
Die pECso-Werte sind unkorrigiert. Die Steigung und der pA2-Wert wurden durch
lineare Regression der Datenpunkte unter Verwendung von GraphPad Prism 5.01
(GraphPadSoftware Inc., San Diego, USA) berechnet.
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4.4 Pharmakologische Ergebnisse

4.4.1 Chlor-substituierte Doxepin-Liganden

Insgesamt siebzehn Dibenzo[b,e]oxepin abgeleitete Verbindungen 38a-q (Tabelle 6)
wurden in Radioligand-Bindungs-Assays am hHiR und hHs4R charakterisiert [106].
Davon waren 13 Verbindungen (38 a-e, h, i, k, |, n, 0, q) im Rahmen der Masterarbeit

getestet worden.

Tabelle 6: Substitutionsmuster der Verbindungen 38a-q [108].

)

R’ R®
R! R? R3 R4 RS R® X Verbindung
H H H H H @) 38a
Cl H H H @) 38b
H Cl H H H @) 38c
H H Cl H H H @) 38d
H H H Cl H H @) 38e
H H H H Cl H @) 38f
H H H H Cl @) 389
Cl H H Cl @) 38h
Cl H H H Cl @) 38i
cl H H H H Cl o) 38]
H Cl H Cl H H @) 38k
H Cl H H Cl H @) 38|
H Cl H H H Cl @) 38m
H H Cl Cl H H @) 38n
H H Cl H Cl H @) 380
H H Cl H H Cl @) 38p
H H H H H H CH:> 38q
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Tabelle 7: Bindungsaffinitdten der Verbindungen 38a-q, bestimmt in Radioligand-Kompetitions-
Bindungs-Assays [108].

Verbindung pKi (hHiR) pKi (hH4R)
38a 8.12 + 0.032 <5
38b 7.13+0.04 <4
38c 8.71+£0.13 <4
38d 8.48 £ 0.09 <4
38e 8.42 + 0.04 (gpH1R: 8.24 + 0.09)° <5

(R)-38e 8.83 £ 0.09 (gpH1R: 8.82 + 0.13)2 <5

(S)-38e 7.63 + 0.042 (gpH1R: 7.41 £ 0.03)2¢ <5
38f 8.47 +0.08¢ <5
38¢g 7.70+0.112 <4
38h 7.06 £0.10 <5
38i 7.42 £0.07 <5
38j 6.83 + 0.09 <5
38k 8.50 + 0.16¢ <5
38l 8.44 +£0.10 5.27 £0.02
38m 7.40 £ 0.06 <5
38n 8.65+0.16 <4
380 8.56 + 0.03 <5
38p 7.10 £ 0.07 <5
38q 8.06 £ 0.04 <4

a: Anzahl an Experimenten n=5, b: n=7, c: Spuren von (R)-38e, die in der CE nachgewiesen wurden kénnen einen

leicht erhéhten pK; fir das S-Enantiomer verursachen, d: n=4, e: n=6

Am hHiR lagen die pKi-Werte der Verbindungen 38a-g in Anhangigkeit vom
Substitutionsmuster im Bereich von 6.8 - 8.7 (Tabelle 7). Ein Chloratom am R?! oder
R® fluhrte zu einer Abnahme der Affinitat im Vergleich zur unsubstituierten Verbindung
38a (38b: 10-fach, 38g: 3-fach), ein Chlor-Atom am R? fihrte zu einer
Affinitatssteigerung (c: 4-fach). Ein Chloratom am R3, R* oder R® fiihrte zu einer
leichten Erhdhung der Affinitat im Vergleich zur unsubstituierten Verbindung 38a.
Innerhalb der monosubstituierten Verbindungen nahm die Affinitdt in folgender
Reihenfolge ab: R? (38c) > R? (38d) > R® (38f) > R* (38e) > R® (38g) > R? (38b). Die
Affinitat der Oxepin-Verbindung 38a lag zudem im gleichen Bereich wie die des Carbo-
Analogons 38q, was vermuten lasst, dass der Sauerstoff in Position X keinen
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nennenswerten Einfluss auf die Affinitdt zum hHiR hat [108]. Die zweifache Chlor-
Substitution an R, R? oder R3® bzw. R* R® oder R® fiihrte zu den disubstituierten
Verbindungen 38h—p. Die Affinitaten am hHiR der Verbindungen 38k, I, n und o lagen
im gleichen Bereich wie die der monosubstituierten Verbindungen 38c, d, e und f. Die
anderen disubstituierten Verbindungen zeigten eine Affinitatsabnahme. Alle
Verbindungen 38a-q zeigten nur sehr schwache Affinitdten am hH4R, lediglich bei 38|

lag der pKi > 5. Somit waren alle Derivate selektive hHiR-Liganden.

hH,R gpH4R
100: < Racemat 100: < Racemat
| +  (R)-38e | -+ (R)-38e
T 751 -+ (8)-38e T 754 -+ (8)-38e
S 50~ n_ﬁ 504
o’ T
= 254 E 25
T r |
= 04- = (1 PPN
41 40 9 8 -7 -6 5 -4 41 40 9 8 -7 -6 5 -4
log (c) log (c)

Abbildung 51: Reprasentative Verdrangungskurven im Kompetitions-Bindungs-Assay am hH:iR und
gpH1R von 38e, (R)-38e und (S)-38e.

Bei den beiden Enantiomeren der Verbindung 38e erwies sich, wie in vorherigen
Modelling-Experimenten vermutet [108], das R-Enantiomer als Eutomer (Abb. 51). Der

pKi am hHiR sowie am gpHiR lag um etwa eine Gréf3enordnung hoher als der des S-

Enantiomers.

Tabelle 8: pECso-Werte aus dem GTPyS-Assay am hH4R fir die Verbindung 38l, 38e sowie deren

Enantiomere [108].

Verbindung pPECso Emax
Histamin 8.08 £ 0.15 1
38l <5 inv. ag
38e <5 inv. ag.
(R)-38e <5 inv. ag.
(S)-38e <5 inv. ag.
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GTPyS

100+ ¢ HIS
754 m 38l-Racemat
4 38e-Racemat
504 v (R)-38e
¢ (S)-38e

[*3SIGTPYS 4 [%]
o
L

-25

-50-

Abbildung 52: Reprasentative Kurven im GTPyS-Assay am hH4R der Verbindungen 38l, 38e, (R)-38e
und (S)-38e.

Um zudem Informationen Uber die Funktionalitat der Oxepin-Derivate zu erhalten,
wurden das Racemat 38l, das Racemat 38e sowie die entsprechenden Enantiomere
am hH4R im GTPyS-Assay untersucht (Tabelle 8). Dabei wurden sehr moderate
PECso-Werte bestimmt (pECso<5), allerdings erwiesen sich die Verbindungen im

Gegensatz zu Oxazepin-Derivaten als inverse Agonisten [108] (Abb. 52).

Tabelle 9: pAx-Werte aus dem lleums-Assay am gpH:R fir die Verbindung 38e sowie deren

Enantiomere [108]

Verbindung Depression Konzentrationsbereich pA2 Steigung?
der Schild-Analyse

38e 21 M 3.16 nM -1 uM 8.55+0.30 0.94 + 0.042

(R)-38e 2316 M 1nM-1pM 8.68+021 0.78+0.03

(S)-38e 316 nM 10 nM - 3.16 UM 8.03+023 0.78+0.03°

a aus der Schild-Analyse ermittelte Steigung

b Steigung signifikant von 1 verschieden, p<0.001

Die Verbindungen wurden zunachst als stille Antagonisten identifiziert. Ohne die
Prainkubation mit Histamin war kein Effekt durch die Erhéhung der
Ligandkonzentration messbar. Am isolierten Meerschweinchen-lleum wurden
Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Histamin unter Prainkubation mit 38e bzw. (R)-
38e und (S)-38e aufgenommen. Die ermittelten pA>-Werten lagen im Bereich von 8.03
- 8.68 (Tabelle 9). Beispielhaft sind einige dieser Kurven sowie die entsprechenden
Schild-Plots gezeigt (Abb. 53). Die Steigung der beiden Enantiomere ist weitgehend
identisch, jedoch signifikant von 1 verschieden, zudem ist in den Kurven bei héherer

Antagonist-Konzentration eine Depression zu verzeichnen.
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Dies fiihrt zu der Schlussfolgerung, dass diese am gpH1R nicht als reine kompetitive
Antagonisten wirken. Die Steigung des Racemats unterschied sich deutlich von der
Steigung der Enantiomere, es konnte jedoch keine eindeutige Erklarung dafur
gefunden werden. Wie bei den Kompetitions-Bindungs-Assays erwies sich das R-

Enantiomer als das Eutomer [108].

—= 1004 -+ Ohne Antagonist
=
= v > -& Racemat 38e, 10 nM
- 754 —+ Racemat 38e, 31.6 nM
t —
| -* Racemat 38e, 100 nM b
e =
2 %0 -+~ Racemat 38e, 316 nM %
-
E 25 -8 Racemat 38e, 1 pM :> 2
s
g . :
T L) T T T L] -1 I I I !
8 7 6 5 4 3 9 8 -7 -6 -5
HIS, |
» log {e) 38e, log ()
= 1004 -~ Ohne Antagonist 3
=
z -8 (R)-38e, 1nM
E 754 - (R)-38e, 10 M -
] -+ (R)-38e, 31 6 nM L
C S
g % > (R)-38e, 100 nM ]
x 254 - (R)-38e, 316 nM :> -
E = (R)-38e, 1M
Qo
= 0+ -1 T T T T
E 7 & 5 1 3 9 8765
HIS, log (c) (R)-38e, log (c)
—= 1004 -+ Ohne Antagonist 3
=
= . - (5)-38e, 10 nM
- —
¥ 751 - (S5)-38e, 31.6 nM -
=5 - (S5)-38e, 100 nM X
R -+ (S)-38e, 316 nM :> 8’
7 . -8 (S)38e 1M =
g 25‘_ & (S)38e, 3.16 uM
g o 1= T 1
r ' . . r 9 8 -7 6 -5
-8 7 6 5 4 3
HIS, log (c) (S)-38e, log (c)

Abbildung 53: Konzentrations-Wirkungskurven (links, représentative Kurven): Kontraktion des
Meerschweinchen-lleums, verursacht durch Histamin in Abwesenheit und bei Prainkubation der
Antagonisten 38e, (R)-38e und (S)-38e. Daraus wurden die entsprechenden Schildplots erstellt (rechts,

Gesamtauswertung) [108].

67



Pharmakologischer Teil

4.4.2 Variationen an der basischen Struktureinheit
4.4.2.1 Austausch des Piperazin-Rings an der Doxepin-Leitstruktur

Ausgehend vom Doxepin-Derivat 38e wurde eine weitere Reihe von Substanzen
synthetisiert.

Vs
S

N
(0]

Abbildung 54: Piperazin-Stickstoff bei 38e, der fir die Bindungsaffinitéat als essenziell angesehen wird

Dabei wurde der der Einfluss der Ringvergré3erung von Piperazin zu Homopiperazin,
der Einfluss der Methylierung am Piperazin-Stickstoff sowie dessen Einfluss in Position
4 (Abb. 54) untersucht (Tabelle 10).

Tabelle 10: pKi-Werte aus Kompetitions-Bindungs-Assays am hHiR und hH4R sowie pA;-Werte der
Verbindungen 39a-d und 38e.

R Cl
L,
Verbindung R pK(hH,R) pAz(gpH1R) pK(hH,R)
HN
39a N 7.84 +0.27 7.41 +0.08 <5
L o
38 \N/\ 8.42 + 0.04 8.55 + 0.30 5
e N 42+ 0. .55+0. <
(N
39b HN@ 7.39+0.12 7.48 +0.08 <5
\/N\;
39¢ ‘Nﬁ\ 7.44 +0.18 8.21+0.05 <5
\/N\;

39d [121] Oq\f <5 6.40 £ 0.14 <5
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Eine RingvergroRerung vom Piperazin (39a) zum Homopiperazin (39b) bzw. vom
Methylpiperazin (38e) zum Methylhomopiperazin (39c) fuhrte am hHiR zu einer
Abnahme der Affinitat, im zweiten Fall sogar zu einer Abnahme um den Faktor 10. Am
gpH1R war dieser Effekt nicht zu beobachten. Der Austausch der methylierten
Piperazin-Verbindung (38e) zur Piperazin-Verbindung (39a) fuhrte sowohl am hHiR
als auch am gpHiR zu einer starken Affinitatsabnahme. Beim Vergleich von
Methylhomopiperazin (39c) und Homopiperazin (39b) war dieser Effekt nur am gpHi1R
zu verzeichnen. Die Verbindung mit Piperidin (39d) war &ufRerst schwach affin am
hH1R und magig affin am gpHiR. Daher konnte die Vermutung, dass die Basizitat des
Piperazin-Stickstoffs in Position 4 (Abb. 54) essenziell fir die Rezeptoraffinitat ist,
weiter bestarkt werden. Unterschiede zwischen pA2 und pKi-Werten sind auf Spezies-
abhangige Rezeptorunterschiede sowie den unterschiedlichen Assay-Typ
zurtckzufiuhren. Alle Verbindungen 39a-d zeigten nur schwache Affinitaten am hH4R,
womit die Verbindungen 39a-c als selektive hHiR-Liganden bezeichnet werden

kdénnen.

4.4.2.2 Oxepin-Liganden mit weiteren Variationen des basischen Zyklus

In der darauffolgenden Oxepin-Serie wurde der Einfluss eines Linkers zwischen
Piperazin-Ring und Trizyklus 39e bzw. zwei kurzen Kohlenstoffketten am basischen
Stickstoff des Piperazin-Rings (39f, 39g) untersucht, des Weiteren eine Verbindung
mit einem aliphatischen, basischen Amin (39h) und eine Verbindung mit einem Pyridin-
Ring an Stelle des Piperazin-Rings (39i) (Tabelle 11). Der Linker zwischen Piperazin-
Ring und Trizyklus bei 39e fuhrte zu einem Affinitatsverlust am hHiR um etwa den
Faktor 10 im Vergleich zu der Verbindung 39a. Der grof3ere Abstand zwischen den
beiden Struktureinheiten ist fur die Affinitat an diesem Rezeptor offenbar nachteilig.
Eine moderatere Affinititsabnahme liel3 sich fur die Verbindungen mit den Linkern am
basischen Stickstoff des Piperazin-Rings verzeichnen. Als aul3erst unginstig erwies
sich der Austausch des Piperazin-Rings gegen ein aliphatisches Amin, hier wurde nur
noch eine moderate Affinitat zum hHi1R festgestellt. Die Rigiditat des Piperazins tragt
offensichtlich zu einer besseren Ligand-Rezeptor-Bindung bei. Der Austausch gegen
den Pyridin-Ring bei 39i fuhrte zum kompletten Affinitatsverlust. Alle Verbindungen
39e-i zeigten nur schwache Affinitdt zum hH4R, der Abstand zwischen Trizyklus und

Piperazin-Ring verbesserte die Affinitat im Vergleich zu 39a nicht. Bei 39i war
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Uberhaupt keine Affinitat feststellbar. Damit fihrte der Austausch des Piperazin-Rings

gegen die untersuchten Substituenten zu keiner Affinitatssteigerung am hH4R.

Tabelle 11: pK;-Werte aus Kompetitions-Bindungs-Assays am hHiR und hH4R der Verbindungen 39e-
39i.

R Cl
C OO
Verbindung R pK(hH,R) pK(hH,R)
®
39 NS 6.89 + 0.13 <5
ITIH
7
N\
30f H 7.49+0.11 <5
)
o
H/NH2
39g [N] 7.22 +0.15 <5
N
o
NH,
39h KL 5.95 + 0.03 <5
ITIH
N
| _N
39i inaktiv inaktiv
HN

4.4.3 Homobivalente Liganden

Drei homodimere Verbindungen 46a-c wurden synthetisiert und in Kompetitions-
Bindungsstudien am hHiR und hH4R untersucht. Die resultierenden pKi-Werte sind in
Tabelle 12 dargestellt.
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Tabelle 12: pKi-Werte aus Kompetitions-Bindungs-Assays am hH:R und hH4R der Verbindungen 46a-c

d6a-c

Verbindung n pK(hH,R) pK(hH,R)
38l 8.44 £0.10 5.27 £0.02
46a 4 7.08 £0.04 537012
46b 6 6.68 £ 0.05 <5
46¢C 8 6.70+£0.13 <5

Fur die drei Verbindungen wurde 38l als Pharmakophor zum Vorbild genommen, die
Wahl der drei Spacer orientierte sich an Studien von McRobb et al. [134] zu
homobivalenten Dopamin-Liganden. Fur alle drei Verbindungen wurde ein
Affinitatsverlust am hHiR im Vergleich zum Monomer verzeichnet, die geringste
Abnahme fir 46a mit dem kirzesten Spacer. Auch am hH4R fuhrten die beiden
langeren Spacer zu einer Affinitatssenkung, bei 46a mit dem kirzesten Spacer blieb
die Affinitat im Bereich des monomeren Pharmakophors. Aus diesen Ergebnissen liel3
sich die Annahme ableiten, dass nur eines der Pharmakophore an den Rezeptor
bindet, wahrend das andere ungebunden bleibt. Die Ergebnisse liefern daher keinen
Anhaltspunkt fir eine allosterische Bindungsstelle an den beiden Rezeptoren. Um eine
solche Bindungsstelle ganzlich auszuschliel3en, missten jedoch noch weitere Studien

mit verschiedenen Spacerlangen durchgefihrt werden.

4.4.4 Imidazol-Verbindungen

Bei verschiedenen Quinazolin-Verbindungen hatte die Verbindung der
Pharmakophore mit einem Imidazol-Ring zu einer Erhéhung der Affinitdt am hH4R
gefuhrt (Kapitel 1, 21, 22) [109]. Daher wurden ausgehend von Histamin oder von der
Urocaninsaure verschiedene Dibenzosuberon-Imidazol-Verbindungen synthetisiert
(Kapitel 3) und in Kompetitions-Bindungs-Assays am hHiR und hH4R untersucht
(Tabelle 13).
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Tabelle 13: pKi-Werte aus Kompetitions-Bindungs-Assays am hHiR und hHsR der Dibenzosuberon-

Verbindungen mit einem Imidazol-Ring

v
x’Z
O
Verbindung X Z pKi(hHiR) pKi(hH4R)
48a -NH-(CHz)2-NH- %ﬁ\/\ v <5 <4
48b “NH-(CH2)3-NH- %j\/\j{ 5.01 +0.15 <4
48c “NH-(CH2)7-NH- hj\/\j{ 5.53 +0.14 <5
48d N N BN . 5852015 <5
49a -NH-(CHz2)2-NH- mj\/\f 5.73 +0.30 <5
49b “NH-(CHz2)s-NH- mj\/\ﬁ 5.72+0.27 <5
49c -NH-(CHz2)7-NH- mj\/\f 525+0.06 5.07%0.04
49d E—N/\:/\N—E mj\/\ y <5 <4
50 -NH-(CHz2)7-NH- (CHa)s- 553+028  6.35%0.30
54 -NH-(CHz)7-NH- -(CH2)2- <5 6.28 +0.19
55 -NH-(CHz)2-NH- -(CH2)2- 674+021 5.44%0.04
61[154] N N -(CH2)s- 879+030 5.25%0.10
62 N N (CH2)- 8.93+0.11 <5
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Bei der Betrachtung der pKi-Werte am hHiR fallt auf, dass Verbindungen mit einer
Amidfunktion am Piperazin-Ring oder am Amin-Spacer (48a-d, 49a-d) nicht toleriert
wurden. Der Grund dafir liegt wahrscheinlich in den veranderten S&ure-Base-
Eigenschaften der Amid-Funktion verglichen mit dem Amin. Alle Verbindungen mit
einer Amid-Funktion wiesen deutlich erniedrigte pKi-Werte im Vergleich zu 38q auf.
Auch der lange Aminoheptan-Linker bei 50 und 54 zeigte sich ungunstig fur die
Affinitat. Ein kurzer aliphatischer Linker (55) erniedrigte die Affinitat weniger stark.
Verbindungen mit einem verbriickten Piperazin-Ring zwischen Trizyklus und Imidazol-
Ring (61, 62) hingegen wiesen hohe Affinitat am hHiR auf. Hier wurde die Affinitat
durch den Imidazol-Ring sogar leicht erhéht im Vergleich zu 38q (Faktor 1.1). Fur den
hHsR-Rezeptor hingegen galt das entgegengesetzte Prinzip. Hier wiesen
Verbindungen mit dem langsten aliphatischen Linker die hochste Affinitdt zum hH4R
auf (50, 54). Mit einem relativ langen Linker zwischen Piperazin-Ring und Imidazol-
Ring wie bei 61 wurde auch der Piperazin-Ring eher toleriert. Trotz der
Affinitatssteigerung durch den mit langen aliphatischen Linkern verbundenen Imidazol-
Ring lag der pKi-Wert dennoch im eher moderat affinen Bereich. Der kurze Linker bei
62 fuhrte zu sehr niedrigen Affinititen am hHs4R. Verbindungen mit Amid-
Funktionalitaiten am Piperazin-Ring (48a-d, 49a-d) waren auch am hH4R wenig affin.
Durch die Gegensatzlichkeit der Affinitatssteigerung am hHiR und hH4R erwies sich
der Weg, Imidazol mit Dibenzosuberon zu verknipfen, als schwierig, um hierbei
ausgewogene Affinitdten zu erzielen (Abb. 55). Durch langere Linker am Piperazin-

Ring kénnte an beiden Rezeptoren eine ausgewogene Affinitat erzielt werden.

hH{R hH,R

100+ v 38q

e 54
¥ 62

1004

751 754

50+ 50

[PHIMEP ¢, %
[*H] HISyep, [%]

254 254

Abbildung 55: Kompetitions-Bindungskurven am hH:R und hH4R zweier Imidazol-Dibenzosuberon-
Verbindungen sowie deren Vergleich zu 38q
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Die Verbindungen 50, 55 und 61 mit einer vergleichsweise hohen Affinitat am hH4R
und moderaten bis hohen Affinitat am hHiR wurden zudem am hH3R getestet
(Tabelle 14).

Tabelle 14: pKi-Werte aus Kompetitions-Bindungs-Assays am hHsR ausgewahlter Imidazol-Doxepin-
Derivate

Verbindung pK(hH,R)
50 5.86
55 5.95
61 5.80

Bei Wan korrelierte die Affinitat am hH4R mit der Affinitat zum hHsR [109]. Wie es auch
bei den dort beschriebenen Liganden der Fall war, zeigten die Liganden mit langen
Linkern zwischen Imidazol-Ring und eigentlichem Pharmakophor (50, 55, 61, Abb. 56)
am hHsR eine héhere Affinitat als die Verbindung 38| mit einem pKi-Wert von 5.08
[108].

100 s 50
< A 55
= 75+ A 61
>
§ 50+
o
"E. 25+

0 T

N

8 -7 -I6 5
log (c)

Abbildung 56: Kompetitions-Bindungskurven am hHsR ausgewahliter Imidazol-Doxepin-Derivate

-3

4.4.5 Carbazol-Liganden

Die am hH4R gescreenten Carbazol-Derivate 63 und 64 [113] dienten als Leitstruktur
fur die vier im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Carbazol-Verbindungen. Diese
wurden in Kompetitions-Bindungs-Assays am hHiR und hH4R analysiert. Am hHiR
zeigten alle Verbindungen eine geringe (65, 68, 72 und 74) bis gar keine Affinitat
(Tabelle 15).
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Tabelle 15: pKi-Werte aus Kompetitions-Bindungs-Assays am hHiR und hHsR der Carbazol-

Verbindungen

X
/
(L
A
Verbindung X Z pKi(hHiR)  pKi(hH4R)
\N
65[155] Y H 5.63 + 0.02 <5

68

HN
L
N
72 H <5 5.67+£0.10

0]
74 _CH-CHs J‘J\HJ\/\EN\> <5 5.71 + 0.07
NH

Im Gegensatz zu den bisherigen Trizyklen scheint das komplette aromatische

H 5.64 £0.28 <5

Ringsystem durch seine raumliche Struktur nicht in die Bindungstasche zu passen.
Eine Verknlipfung des Imidazol-Rings mit dem Stickstoff im zentralen Ring des
Trizyklus wurde am hHsR nicht toleriert, die Verknifung mit dem &uRReren
aromatischen Ringsystem (74) fuhrte zu einer moderat affinen Verbindung. Vermutlich
lieRRe sich die Affinitat hier weiter durch die Synthese von Verbindungen ohne Amid-
Funktionalitdt steigern, jedoch ware am hHiR vermutlich weiterhin keine Affinitat
gegeben. Verbindung 74 wurde zudem am hHsR untersucht und wies mit einem pKi-
Wert 5.76 eine moderate Affinitat auf, wodurch diese im gleichen Bereich lag wie der
pKi-Wert am hH4R.
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4.4.6 Alcaftadinliganden

4.4.6.1 Offenkettige Alcaftadin-Liganden

Die Strukturverwandtschaft zu JNJ7777120 [160] und die Idee eines Fragment-

Screenings zur nachfolgenden Synthese von verschieden substituierten Alcaftadin-

Derivaten [114] gaben Anstol3 zur Synthese der vier Verbindungen 81, 86a, 86b und

90a (Tabelle 16).

Tabelle 16: pKi-Werte aus Kompetitions-Bindungs-Assays am hHiR und hH4R der offenkettigen

Alcaftadin-Verbindungen.

\
N
N 9 )
N
[ \>—X — N\/\\\/N\ /l/
N‘z NH N—\=o0
81, 86a, 86b, 90a  Cl INJ7777120 Alcaftadin. 75
Verbindung X Z pK(hH,R) pK(hH,R)
N
81 [165] % H <4 <4
K ’
86a U,\ <5 <4
Y ’
86b iR <4 <4
0 &
90a [159] * 5.88 + 0.30 <5
N\
Alcaftadin [114] 8.32 +0.23 <5
JNJ7777120 <5* 7.27 £ 0.39**

* Thurmond et al. [161] **Wagner et al. [105]
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Alle vier untersuchten Verbindungen zeigten eine sehr deutliche Affinitditsabnahme im
Vergleich zu Alcaftadin am hHiR. Dies machte ein Fragment-Screening nicht méglich.
Die Verbindung 90a war mit einem pK;-Wert von 5.88 als einzige moderat affin. Am
hH4R war keine Affinitat vorhanden.

4.4.6.2 Substituierte Alcaftadin-Derivate

Basierend auf einem Patent von Berrebi-Bertrand et al. [115] wurden finf verschieden
substituierte Alcaftadin-Derivate synthetisiert (Tabelle 17).

Tabelle 17: pKi- Werte aus Kompetitions-Bindungs-Assays am hHiR und hH4R der Alcaftadin-Derivate

sowie der Dibenzosuberon-Verbindung 96

Z—
~

Oslia®s

Alcaftadin, 75 91a-d R3 95

N R1IN o " 0’@“’ OCN'
9

Verbindung R R? R3 R4 pK(hH,R)  pK(hH,R)
Alcaftadin H -CHO H H 8.32+0.23 <5
91a [159] H H H H 884011 <5
91b 4-F-Phe- H H H 9.08+0.01 6.44+0.10
91c [159] H H Me H  965+0.18 <5
91d [159] H H H Me  8.87+0.14 <5
91e [159] H -CH20H H H 7.66 £0.16 <5
95 [113] 9.13+0.01 5.58+0.08
96 [172] 10.08 £+ 0.25 5.93+0.15

In dem Patent werden die Alcaftadin-Derivate mit Sauerstoff-Linker als hH4R-Liganden
beschrieben, deren Substituenten Einfluss auf die Affinitat nehmen. Diese werden
jedoch lediglich drei verschiedenen Gruppen (A: Ki< 1000, B: Kj< 300, C: Kj< 30)
zugeteilt, weshalb ein gezieltes Herausgreifen von Substituenten erschwert wird. Auch
bei den daran anlehnend synthetisierten Alcaftadin-Derivaten 91a-e konnte der
Substituenten-Einfluss auf die Rezeptoraffinitat nachgewiesen werden. Fir Alcaftadin
wurde eine niedrigere Affinitat zum hH4R bestimmt als in der Literatur beschrieben
(pKi(hH4R) = 5.58 [161]).
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Abbildung 57: Kompetitions-Bindungsstudien am hHiR und hHsR zweier verschieden substituierter
Alcaftadin-Derivate 91b und 95 im Vergleich mit Alcaftadin

Bei dem unsubstituierten Derivat (91a) nahm die Affinitat im Vergleich zu Alcaftadin
mit der Aldehyd-Funktionalitdt am hHiR zu, eine Alkohol-Funktionalitéat (91e) hingegen
erniedrigte diese deutlich. Am hH4R waren auch diese beiden Verbindungen wenig
affin. Ein Methylsubstituent am R3 (91c) erhohte die Affinitait am hHiR um mehr als
eine Zehnerpotenz, am R*(91d) in schwacherem MafRe, keinen signifikanten Einfluss
hatten die beiden Substituenten auf die hH4R-Affinitat. Der 4-Fluorophenyl-Ring erwies
sich als forderlicher Substituent, am hHiR und am hH4R konnte eine deutliche
Erh6hung des pKi-Werts festgehalten werden, am hH4R lag dieser bei 6.44 (Abb. 57).
Bei Berrebi-Bertrand et al. wurden stets Alcaftadin-Derivate mit Sauerstoff-
Einfachbindungen untersucht [115]. Daher wurde mit 95 eine Verbindung getestet, bei
der auch die Doppelbindung zum Piperidin-Ring gegen eine Sauerstoff-
Einfachbindung ausgetauscht wurde. Am hHiR sowie am hH4R konnte eine deutliche
Affinitatssteigerung vermerkt werden (Abb. 57). Zudem wurde die Verbindung 96
untersucht. Diese baut auf dem Dibenzosuberon-Trizyklus auf und der basische
Piperidin-Ring ist ebenso wie in den Alcaftadin-Verbindungen bei Berrebi-Bertrand et
al. Uber einen Sauerstoff mit dem Trizyklus verbunden. Diese Verbindung zeichnete
sich im Vergleich zu der Verbindung 38q ebenso durch eine Affinitatssteigerung an
beiden Rezeptoren aus. Besonders am HiR konnte mit einem pK; von 10.08 eine

enorm starke Affinitat verzeichnet werden.

Da diese Alcaftadin-Derivate sich als vielversprechende Substanzklasse fur potentielle
Hi/Hs-Rezeptorliganden erwiesen, wurden diese auch am hH2R und hH3R auf ihre

Affinitaten hin getestet, um die Rezeptorselektivitat zu untersuchen (Tabelle 18).
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Tabelle 18: pKi-Werte aus Kompetitions-Bindungs-Assays am hH2R und hHsR der Alcaftadin-Derivate
sowie des Dibenzosuberon-Derivats 96

Verbindung pK(hH,R) pK(hH,;R)
Alcaftadin 7.44 <5
91a 6.74 <5
91b 6.42 <5
91c 6.48 <4
91d 7.15 <4
91e 6.15 <4
95 5.65 <4
96 5.95 <4

n=1 am hH2R und hH3R

Alcaftadin zeigte wie in der Literatur beschrieben am hHsR kaum Affinitat, am hH2R
wurde auch hier ein hoher pKi-Wert ermittelt [114]. Fur die dualen Hai/Has-
Rezeptorliganden ist diese Affinitat unerwinscht. Alle synthetisierten Verbindungen
wiesen im Vergleich zum Alcaftadin erniedrigte pKi-Werte am hH2R auf und lagen in
einem Bereich von 5.65 - 7.15. Den niedrigsten Wert zeigte die Sauerstoff-verbrickte
Verbindung 95 (Abb. 58). Die Dibenzosuberon-Verbindung 96 fiel ebenso in diesen
Bereich. Am hHsR waren alle Verbindungen genau wie die Leitstruktur Alcaftadin nicht

affin.

hH,R

\?100- e Alcaftadin
PT: v 91b
'\g) 75+ ® 95
7o) ® 9
o 504
(@]
T 25-
.

0

9 8 7 6 5 -4 -3
log(c)

Abbildung 58: Kompetitions-Bindungsstudien am hHzR von 91b und 95 im Vergleich mit Alcaftadin
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4.4.6.3 DMR-Assay an hH1R-HEK293T und hH4R-HEK?293T-Zellen von 91b

Da die Verbindung 91b am hH4R eine relativ hohe Affinitat im Vergleich zu den
anderen Verbindungen zeigte, sollte diese im funktionellen DMR-Assay an hH4R-
HEK293T-Zellen untersucht werden (durchgefiihrt von U. Seibel, Universitat
Regensburg, Lehrstuhl Prof. Buschauer 1). Dabei konnte in einer Dreifachbestimmung

am hHiR ein pECso-Wert von 6.93 + 0.13 ermittelt werden (Tabelle 19). Dieser liegt
unter dem bestimmten pKi-Wert.

Tabelle 19: pECso-Werte aus funktionellen DMR-Assays am hHiR und hH4R des Alcaftadin-Derivats
91b

hHiR hH4R
pPECso Emax pPECso Emax
HIS 7.51+0.27 100 7.30£0.17 100
91b 6.93 +0.13 -33.3+2.22 n.d. n.d.

Bei der Auswertung der Messung stach ins Auge, dass dieser Ligand im Vergleich zu
Histamin zwar am hHiR invers agonistisches Verhalten, am hH4sR jedoch
agonistisches Verhalten zeigt (Abb. 59).

HEK293T-hH,R HEK293T-hH4R
125- 175+
100 o HIS 150 - HIS
£ 5] = 91b & 1254 = 9b
€ £
S 5 & 100-
E T E 75_
c c
< 254 < 50
g g
E -25+ E 0
-50- 25
I M 1 v 1 v 1 M 1 v 1 M 1 I v 1 v 1 M 1 v 1 v 1
M 40 9 8 T £ 5 40 9 8 I 6 5
log (c) log (c)

Abbildung 59: DMR-Kurven am hH:iR und hHs4R von 91b Vergleich mit Histamin.
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4.7 Diskussion

Eine Ubersicht der synthetisierten Oxepin-Derivate ist in Abb. 60 gegeben.

R= Piperidin: | hH;R
R cl

N

i .

B R“ | hH,R: R oder R® = Cl
N / ThHRR2 R3, R* oder R® = CI
fLinker: | HH,R, 42 L R2 R

thH,R R R®
“ % f cl
; 9 (L

o 1 )
O.O 0 J cl

NH
0

r/'NH tLinker: |hH4R, hH,R
-

o

Abbildung 60: Ubersicht zu den synthetisierten Oxepin-Derivaten

T1hHR, ThHR

Cl

Ein verandertes Chlor-Substitutionsmuster beeinflusste die Affinitdt am hHiR enorm
(Abb. 61). Ein Chlor-Atom in Position R* oder R® erwies sich dabei als nachteilig (38b,
38g-j, 38m und 38p), wohingegen bei den anderen Derivaten héhere Affinitaten als
beim unsubstituierten Oxepin-Derivat (38a) gemessen wurden. Das Dibenzosuberon-

Derivat 38q lag im gleichen Bereich.

pKi(hH4R) der Oxepin-Derivate 38a-q

5 4
o) 3 (A - B D g D o
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Abbildung 61: Ubersicht der pKi-Werte am hH1R der Chlor-substituierten Oxepin-Derivate
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Am hH4R zeigten die Derivate keine oder nur maRige Affinitdt. Wie erwartet wurde im
GTPyS-Assay von 38e bzw. den Enantiomeren inverser Agonismus nachgewiesen. In
der Literatur gibt es Vermutungen, dass eine Konformationsanderung, die durch die
Ligandbindung am hochkonservierte Trp®48 initiiert wird, dies verursacht [201]. Durch
Veranderung des Substitutionsmusters am Trizyklus konnte anders als fur die zum
Vorbild genommenen Oxazepin-Derivate nur eine moderate Affinitatssteigerung am

hH4R erreicht werden.

Abbildung 62: Bindung der Oxepin-Derivate an den hHiR, dabei wird ein Uberlapp aller Derivate 38a-p
gezeigt [108].

Far den hHi- und den hHs-Rezeptor wurde fur den inaktiven Zustand ein Homologie-
Modell generiert, wobei die Kristallstruktur des hHiR mit dem gebundenen Doxepin als
Templat verwendet wurde [108]. Dabei wurden Bindungsmodi fur alle Chlor-
substituierten Doxepin-Derivate in der orthosterischen Bindungstasche des hHiR
berechnet (Abb. 62). Diese ahneln dem hHiR in der Kristallstruktur im Komplex mit
dem Antagonisten Doxepin. Dabei bildet das N-Methylpiperazin in Sesselkonformation
eine stabile elektrostatische Wechselwirkung mit dem Asp332. Sowohl am hH1R als
auch am hH4R wird der Trizyklus in die orthosterische Bindungstasche zwischen
TM III, TM V und TM VI eingebettet, die hauptsachlich von den Aminosauren Tyr3-33,
Thr337, Thr>42, Phe>47 sowie Phe®44 und Trp®4® (fur hHiR und hH4R identisch), und
[le340, Trp*56, Lys®39, Ala>43, Asn>46 und Phe®>2im Fall von hH1R bzw. Val34°, Val*6,

Leu®39, Ser>43,Glu®4¢ und Ser®52im Fall von hHa R gebildet wird.
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Basierend auf den Simulationen fir (R)-38e und (S)-38e, wurden auch flir die
Enantiomere (R)-38a - (R)-38p und (S)-38a - (S)-38p Docking-Modelle generiert [108].
Fir jeden der Liganden wurden dabei drei leicht unterschiedliche Bindungszustande
untersucht und die jeweilige mittlere Dockingenergie ermittelt, wobei die Gleichung
AE= -RT In (Y2 exp(-AEPerechnet. (R)-Enantiomer/(RT)) + 14 exp(—AEberechnet, ()-Enantiomer/(RTY)))
verwendet wurde. Im Fall der beiden untersuchten Enantiomere (R)-38e und (S)-38e
korrelierte diese mit den bestimmten pKi-Werten und das (R)-Enantiomer konnte auch
hier als Eutomer bestimmt werden. Eine Strukturanalyse des Ligand-Rezeptor-Modells
fur das unsubstituierte Derivat 38a ergab, dass der Sauerstoff des Liganden im Fall
des (S) -Enantiomers nédher am Sauerstoff des Rezeptors angelagert ist. Daraus
resultiert eine abstoRende elektrostatische Wechselwirkung. Daher wurde auch hier

fur das (R)-Enantiomer eine hohere Affinitat vorhergesagt.

L 5539 " b 55‘39
¥> Phess2 ¥ bhess?
S T4 O
) s 2
Trp"ss"‘Hzo R? \5)
- R :
Thss2 Jff 1) \ (H20 (H.0
Tyr3.33 —— / j ’H s
Asn5-48 o (8) N N Asp™=2
\—/ CH,
Thi33? J) e
R® Rf-d
3’c‘\ T
lle34
Phe544

Abbildung 63: Strukturwirkungsbeziehungen der Oxepin-Derivate 38a-p am hH:1R [108]

Diese Beobachtung gilt fur die meisten Oxepin-Derivate, Ausnahmen bilden 38d, g, o
und p (Abb. 63). Im Fall von 38d wurde dem (S)-Enantiomer eine héhere Affinitat als
dem (R)-Enantiomer zugeschrieben, da bei diesem die Chlor-Substitution am R3 die
energetisch nachteilige abstol3ende Wechselwirkung der Sauerstoff-Atome ausgleicht.
Auf Grund der Daten aus der Kristallstrukturanalyse und den berechneten Daten aus
den Modelling-Studien kann davon ausgegangen werden, dass die Enantiomere der
Oxepin-Derivate sich in ihrer Orientierung in der Bindungstasche unterscheiden. Beim
(R)-Enantiomer ist das Chlor-Atom in den Positionen R#4, R® und R® zum Thr542, Trp*56,
Lys®>3° sowie zu Wassermolekiilen benachbart. Beim (S)-Enantiomer hingegen ist

dieses in Nachbarschaft zu Thr337, lle34°, Phe®44 und Trp848. Fir Derivate mit einem
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Chlor-Atom am R?, R? oder R?3 kehrt sich dieser Effekt um. Vermutlich fillt das Chlor-
Atom am R* oder R® beim (R)-Enantiomer bzw. am R? und R® beim (S)-Enantiomer
die Bindungstasche des hHiR am Lys®3° und Phe®%2 optimaler aus, was zu einer
Affinitatssteigerung fuhrt. Ein Chlor-Atom in Position R® beim (R)-Enantiomer bzw. R*
beim (S)-Enantiomer hat eine sterische AbstoRung zum Thr>42 zur Folge. Ist hingegen
das Chloratom in Position R! beim (R)-Enantiomer bzw. in Position R® beim (S)-
Enantiomer, fiihrt das zu sterischer AbstoRung mit dem Thr337, was eine Verschiebung
des aromatischen Ringsystems von 0.7-0.9 A in Richtung TM VI zur Folge hat. Des
Weiteren fuihrt ein Chlor-Atom in Position R? oder R® beim (R)-Enantiomer bzw. R*
oder R® beim (S)-Enantiomer zu sterischen AbstoRungen mit lle34° und Trp®48.
AulRerdem lassen die Daten aus den Modelling-Experimenten vermuten, dass der
Sauerstoff bei den (S)-Enantiomeren naher an negativ geladenen Partien des
Rezeptors angelagert sind als beim (R)-Enantiomer, woraus wiederum eine

AbstoRung resultiert.

pKi(hHR) der Oxepin-Derivate 38a-q

39a 39b 39c 3%e 39f 39 35h

Abbildung 64: Ubersicht der pKi-Werte am hHiR der Oxepin-Derivate mit Variationen der basischen

Struktureinheit

Ebenso wie die Chlor-substituierten Oxepin-Derivate zeigten alle anderen Oxepin-
Derivate mit einem basischen Amin am Piperazin-Ring hohe Affinitaten am hH1R, ein
Homopiperazin-Ring wurde ebenfalls toleriert (Abb. 64, 39a-c, 39e und 39f). Fehlte
dieses zweite basische Amin jedoch, fuhrte dies zu einem Affinitatsverlust. Auch der
Austausch des Piperazin-Rings gegen eine aliphatische Kette hatte eine
Affinitditsabnahme zur Folge (Abb. 64, 39h).
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pK;(hH;R) und pK;(hH,4R) der Dibenzosuberon-
Derivate 50, 54, 55, 61 und 62

10 -

i -

50 54 55 61 62

B pKi(hH1R) pKi(hH4R)

Abbildung 65: Ubersicht der pKi-Werte am hHiR und hH4R der Dibenzosuberon-Derivate, verlinkt mit

einem Imidazol-Ring

Ein Imidazol-Ring, welcher Gber einen langen Linker mit dem Trizyklus verbunden war,
fuhrte zu einer leichten Affinitatssteigerung am hH4R (Abb. 65, 50, 54). Diese ging
jedoch mit einer Affinititsabnahme am hHiR einher. Verbindungen mit kirzeren
Linkern und einem darin enthaltenen Piperazin-Ring waren hingegen am hH1iR affiner
(61 ,62). Ein kurzer aliphatischer Linker fihrte sowohl am hHi1R als auch am hH4R nur
zu moderater Affinitat (55).

Anders als am hHiR tragt der Piperazin-Ring beim hHs4R anscheinend nicht zur
Rezeptoraffinitat bei. Vermutlich ist bei den langen Linkern nur der Imidazol-Ring in die
Bindungstasche eingebettet. Am hHiR hingegen ist dieser lange Linker anscheinend
hinderlich, wodurch es zu der Affinitatsabnahme kommt. Da der hHiR und der hH4R
eine geringe Homologie aufweisen, ist es schwierig, beiden gerecht zu werden. Durch
diese Studie konnten jedoch wichtige Einsichten in die Strukturwirkungsbeziehungen
der beiden Rezeptoren gewonnen werden. Eine Amid-Bindung am Piperazin-Ring
wurde an keinem der beiden Rezeptoren akzeptiert. Dies deckt sich mit bisherigen
Studien [80, 110, 112, 203] in denen ein basischer Stickstoff als notwendig fur die
Affinitat am hHs4R beschrieben wird. Die Liganden mit langen Linkern zwischen
Imidazol-Ring und eigentlichem Pharmakophor (50, 55 und 61) zeigten im Vergleich
zu 38| mit einem pKi;-Wert von 5.08 [108] am hHsR hdhere Affinitdt. Die dimeren
Ligand-Verbindungen fuhrten sowohl am hHiR als auch am hH4R zu einer
Affinitatsabnahme im Vergleich zum Monomer 38|, weshalb diese keinen Nachweis fur

etwaige allosterische Bindungsstellen lieferten.
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Abbildung 66: Ubersicht zu den synthetisierten Alcaftadin-Derivaten

Bei den trizyklischen Alcaftadin-Derivaten zeigte sich, dass diese wie die Oxepin-
Derivate am hHiR &aufRerst affin waren. Offenkettige Derivate hingegen wurden nicht
toleriert (Abb. 66).

pKi(hH;R) und pK;(hH4R) der Alcaftadin-Derivate
91a-d und 95 sowie der Verbindung 96
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91b 91c 91d 91e 95 96

Alcaftadin 91a

B pKi(hH1R) pKi(hH4R)

Abbildung 67: Ubersicht der pKi-Werte am hH;R und hH4R der Alcaftadin-Derivate sowie der
Verbindung 96

Durch Variation des Substitutionsmusters konnte eine enorme Anderung des
Affinitatsprofils am hH4R erreicht werden (Abb. 67). Dieser Trizyklus scheint besser
als der Oxepin-Trizyklus bzw. dessen Carbo-Analogon in die Bindungstasche des
hH4R zu passen. Es bleibt die Frage offen, ob durch die Entfernung der Aldehyd-
Funktionalitat, die am Alcaftadin vorhanden ist, die geringe Affinitat zu den anderen
GPCRs erhalten bleibt. Beim Screening verschiedener Substituenten erwies sich ein
4-Fluorophenyl-Substituent am Imidazol-Ring des Trizyklus (91b) als Affinitats-

forderlich. Der Austausch der Doppelbindung gegen eine Sauerstoff-verbriickte
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Einfachbindung war fur die Affinitat an beiden Rezeptoren ginstig. Dies galt auch fir

das Dibenzosuberon-Derivat 96.

Am hHsR wiesen alle Alcaftadin-Verbindungen nur eine schwache Affinitat auf, am
hH2R waren alle Verbindungen schwacher affin als Alcaftadin, jedoch wurden bei
diesen Substituenten-abhangig moderate pKi-Werte bestimmt.

Alcaftadin wird in der Literatur als Antagonist am hHiR und am hH4R beschrieben
[114]. Im funktionellen DMR-Assay zeigte sich das untersuchte Derivat 91b, welches
unter den Alcaftadin-Derivaten die htchste Affinitat gegenuber dem hH4R hatte, nicht
wie erwartet als Antagonist. Stattdessen wurde mit diesem Liganden ein inverser
Agonist am hHiR und ein Agonist am hH4R gefunden. Vermutlich fuhrt der grof3e 4-
Fluorophenyl-Rest zu einer Umorientierung in der Bindungstasche im Vergleich zum

Alcaftadin.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

In den letzten Jahren wurden erwdhnenswerte Fortschritte bei der Suche nach dualen
Histamin-Rezeptorliganden fur den hHiR und den hHs4R gemacht. So konnte bei
Clozapin-abgeleiteten Liganden die Substituenten-Abhangigkeit am hHiR und hH4R
gezeigt werden und die an beiden Rezeptoren affine Verbindung 26 veroffentlicht
werden [108]. Die Clozapin-Derivate haben jedoch den Nachteil, dass diese am hH4R
agonistisches Verhalten zeigen. Wan gelang es, ausbalancierte Liganden mit
agonistischem Verhalten an beiden Rezeptoren zu synthetisieren (27, 28), jedoch
zeigten diese kaum Rezeptorselektivitat am hH4R gegeniiber dem hHsR [109].

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Verbindungsklassen untersucht, bei denen
die trizyklischen Verbindungen Doxepin, Carbazol und Alcaftadin als Vorbild fir das
Grundgerust dienten. Fur die Doxepin-abgeleiteten Oxepin-Derivate (Abb. 68) konnte
der Substituenten-Einfluss am hHiR wie bei den Clozapin-Derivaten gezeigt werden.
Das optimalste Substitutionsmuster wurde fir den hHiR mit einem Chlor-
Substituenten am R? gefunden, am hH4R konnte ein moderat affiner Ligand durch die
Chlor-Substitution am R? und R® synthetisiert werden. Dieser Ligand wies am hHiR
einen hohen pKi-Wert von 8.44 auf, am hH4R einen pKi-Wert von 5.27. Im Gegensatz
zu den Clozapin-Derivaten wurden die Doxepin-Derivate im funktionellen Assay am
hH4R jedoch als inverse Agonisten identifiziert. Da der Wert am hH4R niedriger ist als
bei den Clozapin-Derivaten, scheint der Oxepin-Trizyklus schlechter als der Oxazepin-

Trizyklus in die hH4R-Bindungstasche zu passen.
I
()
N

R® R*
R’ X Re
Abbildung 68: Synthetisierte Oxepin-Derivate 38a-q

Alle synthetisierten Chlor-substituierten Doxepin-Derivate lagen vermutlich racemisch
vor. In Modelling-Experimenten wurde fur die beiden Enantiomere unterschiedliche
Orientierungen in der orthosterischen Bindungstasche berechnet. Daher wurde fir das
Chlor-substituierte  Oxepin-Derivat 38e exemplarisch eine Racemat-Trennung
durchgefthrt. Diese wurde durch die Messung des Drehwinkels des Racemats sowie
der beiden erhaltenen Enantiomere verfolgt und durch die Messung der Kristallstruktur
bestétigt. Dabei konnte in Kompetitions-Bindungsstudien das R-Enantiomer als
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Eutomer bestimmt werden, was im ,Molecular Modelling“ bereits vorhergesagt worden
war [108].

Durch Variationen an der basischen Struktureinheit konnte gezeigt werden, dass das
basische Zentrum in Position 4 im Piperazin-Ring fur die Affinitat zu beiden Rezeptoren
ein entscheidendes Strukturmerkmal ist, da das Fehlen desselben zu komplettem
Affinitatsverlust fihrte. Die affinste Verbindung am hHiR aus dieser Reihe war die
Verbindung mit einem Methylpiperazin. Am hH4R waren auch diese Derivate nur
mafig affin.

Da fur viele andere GPCRs allosterische Bindungsstellen bekannt sind und somit
homodimere Liganden zu affineren Verbindungen im Vergleich zu den Monomeren
fuhrten, wurden mit dem in Position R? und R® Chlor-substituierten Oxepin-Derivat ein
dualer hHiR/hH4R-Antagonist als Pharmakophor zur Synthese verschiedener
homodimerer Liganden eingesetzt. Im Vergleich zu der entsprechenden monomeren
Verbindung 38l wurde jedoch eine Affinitatsabnahme am hH1iR und hH4R verzeichnet.
Daher wurde vermutet, dass nur eines der Pharmakophore des homodimeren
Liganden zur Bindung an den Rezeptor beitrug, wahrend das andere Pharmakophor
ungebunden blieb. Entweder war demnach keine allosterische Bindungsstelle
vorhanden, das Pharmakophor wies zu geringe Affinitat auf, um an diese mutmaliliche
Bindungsstelle zu binden, oder die gewéhlten Spacerlangen waren ungeeignet.

&

Z
X

QY

Abbildung 69: Synthetisierte Imidazol-Dibenzosuberon-Liganden

Bei Wan wurden affine Liganden zum hH4R dadurch synthetisiert, dass ein Imidazol-
Ring mit einem Ligandbaustein verknlpft wurde. Daher wurden auch von
Dibenzosuberon ausgehend, welches dem Oxepin-Grundgerust ahnelt, Imidazol-
verbriickte Liganden synthetisiert (Abb. 69). Besonders bei den Derivaten, die einen
langen Diaminoheptan-Linker enthielten, wurde eine Affinitatssteigerung am hH4R
beobachtet. Gleichzeitig wurde jedoch eine Affinitatsabnahme am hHiR verzeichnet.
So wurde fur die Verbindung 50 (X = -NH-(CH2)7-NH-, Z= -(CHz2)3-) am hHiR ein pK;-
Wert von 5.53, am hH4R ein pKi-Wert von 6.35 bestimmt. Da der hHiR und der hH4R
eine geringe Homologie aufweisen, waren am HiR-affine Liganden hingegen am hH4R
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wiederum nur schwach affin. Zudem konnte fur diese Verbindungen eine hdhere
Affinitdt zum hHsR nachgewiesen werden als beispielsweise fir das Oxepin-Derivat

38l [108].

N\
N

Co

Abbildung 70: Strukturformel des am hH:R affinen Liganden 96

Mit der Verbindung 96 (Abb. 70) konnte der am hHiR besonders affine Ligand
synthetisiert werden, indem ein Sauerstoff-Atom zwischen dem basischen Ring und
dem Trizyklus eingefihrt wurde. Dieser wies einen pKivon 10.08 auf. Am hH4R lag der
pKi-Wert bei 5.93.

Die zweite untersuchte Verbindungsklasse waren Carbazol-Derivate. Dieser Trizyklus
war in Modelling-Experimenten als potentieller HsR-Ligand gescreent worden [113].
Die synthetisierten Derivate erwiesen sich jedoch an beiden Rezeptoren als kaum
affin. Der planare Trizyklus scheint nicht in die orthosterische Bindungstasche beider

Rezeptoren zu passen.
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Alcaftadin, 75

Abbildung 71: Strukturformel von Alcaftadin sowie der synthetisierten Alcaftadin-Derivate

Die dritte untersuchte Substanzklasse waren Alcaftadin-Derivate (Abb. 71). Dabei
konnte bei Verbindung 95 gezeigt werden, dass der Austausch der Doppelbindung
gegen eine Sauerstoff-enthaltende-Einfachbindung wie bei 96 zu einer
Affinitatssteigerung im Vergleich zu Alcaftadin fihrte, am hHiR lag der pKi-Wert bei
9.13, am hH4R bei 5.58. Am hHiR waren zudem Methyl-Substituenten in Position R3
oder R* forderlich fur die Affinitat, und auch das unsubstituierte Derivat wies einen
hoheren pKi-Wert als Alcaftadin auf, wohingegen eine Hydroxymethyl-Gruppe in
Position R? bei 91e den pKi-Wert senkte. Bei Verbindung 91b mit einem Fluorophenyl-

Substituenten konnte mit einem pKi-Wert von 6.44 die hdchste Affinitatssteigerung am
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hH4R erzielt werden, am hHiR lag der pKi-Wert bei 9.08. Daher wurde dieser Ligand
im funktionellen DMR-Assay am hHiR und hHsR an HEK298T-Zellen untersucht.
Alcaftadin selbst wird in der Literatur als Antagonist am hHiR, hH2R und hH4R
beschrieben [114]. Bei den DMR-Studien wurde der Ligand 91e jedoch als inverser
Agonist am hHiR und als Agonist am hH4R identifiziert. Vermutlich fihrt der grol3e
Fluorophenyl-Ring zu einer anderen Orientierung des Trizyklus in der Bindungstasche
als bei Alcaftadin. Dieser Wirkmechanismus misste in Zukunft genauer untersucht
werden. Am hHsR waren alle untersuchten Alcaftadin-Derivate wie das Alcaftadin
selbst nicht affin, am hH2R zeigten sie geringere Affinitdt als das Alcaftadin, jedoch
lagen hier die pKi-Werte dennoch im Bereich von 5.65-7.15. In nachfolgenden
Projekten ware es sinnvoll, eine grof3ere Substanzbibliothek von Alcaftadin-Derivaten
mit unterschiedlichsten Substituenten am hHiR und hH4R zu screenen. Fir Derivate
mit einer Sauerstoff-enthaltenden Einfachbindung ist zudem, wie fir die Chlor-
substituierten Doxepin-Derivate interessant, ob die vermutlich als Racemat
vorliegenden Verbindungen getrennt werden koénnen und ob diese ebenso
unterschiedliche Affinitdten zu den Rezeptoren zeigen. Dariber hinaus musste
untersucht werden, ob die Alcaftadin-Derivate ebenso wie Alcaftadin selbst eine
ebenso geringe Affinitdt zu anderen GPCRs aufweisen, da diesen im Unterschied zu
Alcaftadin die Aldehydfunktion fehlt, oder ob diese entscheidend fir die
Rezeptorselektivitat ist. Falls dieser Substituent eine so entscheidende Struktureinheit
darstellt, muisste eine Substanzbibliothek mit verschiedenen Substituenten

synthetisiert werden, die zudem die Carbonyl-Funktionalitat als Struktureinheit tragen.

Alle synthetisierten Liganden filhren zu einem besseren Verstandnis des hHiR und
des hH4R auf molekularer Ebene. Die beiden vielversprechendsten Molekile sind
jedoch die Verbindungen 95 und 96, da bei diesen ein sehr hoher pKi-Wert am hHiR
und moderate pKi-Werte am hH4R erzielt werden konnte. Am hHsR weisen diese kaum
Affinitat auf. Am hH2zR liegt die Affinitat in einem ahnlichen Bereich wie die am hH4R.
Da der hHz2R jedoch keine Homologie zum hH4R aufweist, bieten diese beiden

Molekiile einen guten Ausgangspunkt fur die Synthese affiner dualer Liganden.
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6. Experimenteller Teil

6.1 Allgemeine Angaben

Chemikalien und Losungsmittel

Kommerziell erhaltliche Chemikalien und Losemittel wurden von folgenden Herstellern
bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet: Acros Organics (Geel, Belgien),
Activate Scientific  GmbH (Prien, Deutschland), Merck KGaA (Darmstadt,
Deutschland), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Miunchen, Deutschland) und TCI Europe
GmbH (Eschborn, Deutschland). Deuterierte Losemittel zur NMR-Spektroskopie
wurden von der Firma Deutero GmbH (Kastellaun, Deutschland) bezogen. Alle
Reaktionen unter Wasserausschluss wurden unter Stickstoff oder Argon in
ausgeheizten Kolben durchgefihrt. Fur die Herstellung von Puffern, HPLC Eluenten
und Probenstammldsungen zur pharmakologischen Testung wurde Millipore-Wasser

verwendet.
Dunnschichtchromatographie

Reaktionskontrollen wurden mittels Dinnschichtchromatographie (DC) durchgefihrt.
Hierzu wurden vorbeschichtete Folien (ALUGRAM Xtra SIL G/ UV254, Fa. Macherey-
NAGEL GmbH & Co. KG, Duren, Deutschland) verwendet. Die Detektion erfolgte unter
UV-Licht (A = 245 nm und 366 nm) und mit Joddampf.

Elementaranalyse

Die  Elementaranalyse (CHN) wurde mit dem Vario micro cube
(Elementaranalysensysteme GmbH, Deutschland) durchgefihrt.

NMR

Die Spektren der kernmagnetischen Resonanz (*H-NMR und 13C-NMR) wurden mit
einem Brucer Avance 300-, 400- oder Il 600-Spektrometer unter Verwendung von
deuterierten LOsungsmitteln (CDCls, MeOH-d4, DMSO-ds) aufgenommen. 2D-
Kernspinresonanzspektren wurden mit einem Avance Il HD 400 aufgenommen. Alle
Spektren wurden mit dem Programm MestReNova (Mestrelab Research®, S. L.,
Santiago de Compostela, Spanien) ausgewertet. Die chemische Verschiebung &
wurde in ppm angegeben, bezogen auf die chemische Verschiebung des protischen

Lésungsmittels im Vergleich zu Tetramethylsilan (& = 0 ppm).
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Die Kopplungskonstanten J wurden in Hertz (Hz) berechnet. Die Multiplizitaten wurden
wie folgt angegeben: s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), dd (Dublett vom Duplett), dt
(Dublett vom Triplett), td (Triplett vom Dublett) und m (Multiplett). Die Multiplizitat der
Kohlenstoffatome (*3C-NMR) wurde durch **C-DEPT 135 und C-DEPT 90
(verzerrungsfreie Verstarkung durch Polarisationstransfer) bestimmt: "+" primares und
tertiares  Kohlenstoffatom  (positives DEPT  135-Signal), "-" sekundares

Kohlenstoffatom (negatives DEPT 135-Signal), "quat" quaternares Kohlenstoffatom.
Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie (MS) wurde mit den Geraten Finnigan MAT 95, Finnigan
SSY 710A, Agilent Q-TOF 6540 UHD, MAT SSQ 710 A und TSQ 7000 durchgefiihrt.
Hochaufloésende Massenspektren wurden an einem Agilent 6540 UHD Accurate-Mass
QTOF LC/MS-System (Agilent Technologies, Santa Clara, Kanada) inklusive

Elektrosprayionisation gemessen.

Die Elementaranalyse (CHN) wurden am Heraeus Elementar Vario EL Il bzw.
Heraeus CHN Rapid (Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland) durchgefiihrt. Die
optische Drehung wurde mit einem Polarimeter P8000-PT (Kriuss, Deutschland)
gemessen. Die chemischen Namen wurden mit ChemBioDrawUltra 12.0
(CambridgeSoft, Cambridge, USA) bestimmt.

Die Gefriertrocknung der Verbindungen wurde am Christ alpha 2-4 LD-Gerat mit einer
Vacuubrand RZ 6 Drehschieber-Vakuumpumpe durchgefihrt.

Mikrowellenreaktionen

Fur Mikrowellenreaktionen wurde das Gerét Initiator 2.0 synthesizer (Biotage,

Uppsala, Schweden) verwendet.
Polarimeter

Die optische Drehung wurde mit einem Polarimeter P8000-PT (Kriss, Deutschland)

bestimmt.
Praparative und analytische HPLC

Praparative HPLC wurde an einer Knauer-HPLC (Berlin, Deutschland) durchgefihrt,
bestehend aus zwei K-1800-Pumpen und einem K 2001 Detektor. Als stationére

97



Experimenteller Teil

Phase wurde die Saule Phenomenex Kinetex 5u XB-C18 (250 x 21.2 mm)
(Aschaffenburg, Deutschland) mit einer Flussrate von 15 ml/min oder 20 ml/min
verwendet. Die UV-Detektion erfolgte bei 220 nm. Als mobile Phase wurde ein
Eluentengemisch aus 0.1% TFA in Millipore Wasser und MeCN verwendet. Zur
Probenvorbereitung wurden alle in Eluenten geldste Verbindungen mittels PTFE-Filter
(25 mm, 0.2 ym) der Firma Phenomenex Ltd. (Aschaffenburg, Deutschland) filtriert.
Die analytische HPLC wurde mit einem HPLC-System von Agilent Technologies (Serie
1100) bestehend aus einer bindren Pumpe, einem Entgaser (G1312A), einem
Autosampler (ALS, G1329A), einem thermostatisiertes Saulenfach (COLCOM,
G1316A) und einem Diodenarray-Detektor (DAD, G1315B) durchgefihrt. Als
stationére Phase wurde die Sdule Phenomenex Kinetex 5u XB-C18 (250mm x 4.6 mm,
5 um) (Aschaffenburg, Deutschland) mit einer Flussrate von 1 ml/min verwendet. Die
UV-Detektion erfolgte bei 220 nm. Als mobile Phase diente 0,05% TFA in Millipore
Wasser und MeCN. Vor der Verwendung war bei allen HPLC-Messungen eine
ausreichende Entgasung der Eluenten mit Helium notwendig. Die Reinheit der Proben
wurde anhand des prozentualen Anteils der Flachenpeaks bei 220 nm bestimmt. Der

Kapazitatsfaktor berechnet sich gemaf k =(tr-to)/to.
Saulenchromatographie

Die Saulenchromatographie wurde unter Verwendung von Merck-Kieselgel Geduran
60 (0.063-0.200 mm) (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Die
Flash-Chromatographie wurde an einer Intelli Flash- 310 Flash-Chromatography

Workstation von Varian Deutschland (Darmstadt, Deutschland) durchgefuhrt.
Schmelzpunkte

Alle Schmelzpunkte wurden mit einem Stuart Melting Point SMP 30-Gerat gemessen

und wurden nicht korrigiert.
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6.2 Synthese der Chlor-substituierten Doxepin-Derivate

Die allgemeinen Versuchsvorschriften A-G entsprechen literaturbekannten Synthesen
[108, 117].

Allgemeine Versuchsvorschrift A fur die Verbindungen 31a und 31c

2-Methylbenzoesaure bzw. 4-Chlor-2-methylbenzoesaure (1 Aquivalent) wurde bei
Raumtemperatur in DMF gelost. 3.5 Aquivalente K2COz und ein dreifacher Uberschuss
an Ethyliodid wurden zugegeben. Die resultierende Mischung wurde 22 h lang bei
Raumtemperatur gerthrt. Nach der Zugabe von Toluol wurde die Mischung zuerst mit
Wasser, dann mit einer gesattigten NaCl-Losung gewaschen. Nach Entfernen des
Lésungsmittels unter vermindertem Druck wurden die Titel-Verbindungen 31a bzw.

31c erhalten.

Ethyl-2-methylbenzoat (31a) [202]

(0]
dj)ko/\

C10H1202 (M = 164.20 g/mol)

31a wurde nach der allgemeinen Vorschrift A aus 2-Methylbenzoeséaure (6.81 g,
50.02 mmol) in DMF (250 ml) hergestellt und als farbloses Ol (6.50 g, 39.59 mmol,
79%) erhalten.

C10H1202 (M = 164.20 g/mol). *H-NMR (300 MHz, CDCls) & 7.97 - 7.81 (m, 1H), 7.41 -
7.33 (M, 1H), 7.29 - 7.11 (m, 2H), 4.36 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 2.60 (s, 3H), 1.39 (t, J= 7.1
Hz, 3H). 13C-NMR (75 MHz, CDCl3) & 167.68 (Cquat), 140.01 (Cquar), 131.82 (+, Ar-CH),
131.65 (+, Ar-CH), 130.50 (+, Ar-CH), 129.94 (Cquar), 125.67 (+, Ar-CH), 60.67 (-, CH2),
21.73 (+, CHa), 14.33 (+, CHz). EI-MS m/z 164.1 M* (51), 119.1 (100), 118.1 (73), 91.1
(53).
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Ethyl-4-chloro-2-methylbenzoat (31c)

o)
o

Cl

C10H11CIO2 (M = 198.65 g/mol)

31c [203] wurde nach der allgemeinen Vorschrift A aus 4-Chlor-2-methylbenzoeséaure
(10.00 g, 58.62 mmol) in DMF (290 ml) hergestellt und als gelbliches Ol erhalten
(11.12 g, 55.98 mmol, 96%).

C10H11CIO2 (M = 198.65 g/mol). 'H-NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.86 (t, J = 5.7 Hz, 1H),
7.33-7.14 (m, 2H), 4.34 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 2.57 (s, 3H), 1.38 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 13C-
NMR (75 MHz, CDCl3) & 166.79 (Cquat), 142.17 (Cquat), 137.82 (Cquar), 132.03 (+, Ar-
CH), 131.56 (+, Ar-CH), 128.23 (Cquat), 125.91 (+, Ar-CH), 60.93 (-, CH2), 21.69 (+,
CHs), 14.31(+, CHa). EI-MS m/z 200.1 M* (12), 198.1 M*' (36), 155.1 (30), 154.1 (27),
153.1 (100), 152.1 (50).

Allgemeine Versuchsvorschrift B fur die Verbindungen 32a und 32c

Zu einer Losung von 31a bzw. 31c in CCls oder Benzol wurden der 1.1-fache
Uberschuss an NBS und der Radikalstarter AIBN gegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde 3 h bei 85° C unter Riickfluss geriihrt. Der Uberstand wurde durch Filtration vom
Feststoff getrennt und mit Wasser und einer gesattigten wassrigen Lésung von NacCl
gewaschen. Die erhaltenen Titel-Verbindungen 32a bzw. 32c wurden unter Vakuum

getrocknet und ohne weitere Aufreinigung in der nachsten Stufe eingesetzt.

Ethyl-2-(bromomethyl)benzoat (32a) [204]

B
' 0

o

C10H11BrO2 (M = 243.10 g/mol)

32a wurde nach der allgemeinen Vorschrift B aus 31a (6.15 g, 37.45 mmol) in CCls
(150 ml) hergestellt und als gelbliches Ol erhalten (7.84 g, 32.25 mmol, 86%).
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C10H11BrOz (M = 243.10 g/mol). *H-NMR (300 MHz, CDClz) & 7.99-7.96 (m, 1H); 7.50-
7.44 (m, 2H); 7.40 - 7.35 (m, 1H); 4.96 (s, 2H); 4.42 (g, J = 7.1 Hz, 2H); 1.43 (t, J =
7.1 Hz, 3H). 8C-NMR (75 MHz, CDCls) & 166.67, (Cqua), 139.07 (Cquar), 133.15 (+, Ar-
CH), 132.42 (+, Ar-CH), 131.65 (+, Ar-CH), 131.28 (+, Ar-CH), 128.54 (Cquar), 61.73 (-
, CH2), 31.64 (-, CH2), 14.26 (+, CH3). EI-MS m/z 244.0 M* (7), 242.0 (6), 163.1 (40),
135.1 (100).

Ethyl-2-(bromomethyl)-4-chlorobenzoat (32c) [205]

Br

Cl

C10H10BrCIlO2 (M = 277.54 g/mol)

32c wurde nach der allgemeinen Vorschrift B aus 31c (6.15 g, 30.96 mmol) in CCls
(150 ml) hergestellt und als gelbliches Ol erhalten (7.84 g, 28.25 mmol, 91%).

C10H10BrCIO2 (M = 277.54 g/mol). H-NMR (300 MHz, CDCls) & 7.92 (d, J = 8.4 Hz,
1H), 7.27 - 7.17 (m, 2H), 4.90 (s, 2H), 4.35 (g, 7.1 Hz, 2H), 1.40 (t, J = 7.1 Hz, 3H).13C-
NMR (75 MHz, CDCls) & 165.77 (Cquar), 141.03 (Cquat), 138.42 (Cqua), 132.77 (+, Ar-
CH), 131.61(+, Ar-CH), 128.63 (Cqua), 127.69 (+, Ar-CH), 61.57 (-, CH2), 30.49 (-,
CHz), 14.21 (+, CHs). EI-MS m/z 277.9 M* (12), 276.0 M* (9), 171.1 (41), 169.0 (100),
89.1 (44).

Allgemeine Versuchsvorschrift C fur die Verbindungen 33g und 33m

Zu einer Losung des entsprechenden Chlorphenols und 20%igem NaOEt in Ethanol
wurden 32a bzw. 32c langsam zugetropft. Es wurde ein weil3-braunlicher Niederschlag
beobachtet. Das Gemisch wurde 8 h unter Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurde Wasser zugegeben und das Produkt mit Toluol aus der
wassrigen LOsung extrahiert. Die organische Phase wurde mit Wasser und einer
gesattigten NaCl-Losung gewaschen und Uber Na2SO4 getrocknet. Nach Entfernen
des Losungsmittels wurde das Rohprodukt erhalten. Nach der Aufreinigung mittels
Saulenchromatographie (PE/DCM 1/1 v/v) wurden die Titel-Verbindungen 33g bzw.
33m erhalten.
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Ethyl-2-((2-chlorophenoxy)methyl)benzoat (33g) [108]

C16H15CIO3(290.74 g/mol)

33g wurde nach der allgemeinen Vorschrift C aus 32a (5.59 g, 22.99 mmol) und 2-
Chlorphenol (2.96 g, 23.02 mmol) hergestellt und als weil3er Feststoff erhalten (5.00 g,
17.20 mmol, 75%).

C16H15ClO3 (M = 290.74 g/mol), Smp. 44 °C. H-NMR (400 MHz, CDClIz) 5 8.06 (dd, J
=7.8,1.2Hz, 1H), 7.92 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.63 - 7.55 (m, 1H), 7.42 - 7.36 (m, 2H),
7.23 - 7.13 (m, 1H), 7.02 (dd, J = 8.3, 1.2 Hz, 1H), 6.96 - 6.87 (m, 1H), 5.58 (s, 2H),
4.37 (9, J = 7.1 Hz, 2H), 1.40 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 13C-NMR (101 MHz, CDCls) 5 166.91
(Cquat), 154.16 (Cquat), 139.22 (Cquat), 132.78 (+, Ar-CH), 130.72 (+, Ar-CH), 130.31 (+,
Ar-CH), 127.78 (+, Ar-CH), 127.66 (Cquat), 127.29 (+, Ar-CH), 127.17 (+, Ar-CH),
123.00 (Cquat), 121.52 (+, Ar-CH), 113.72 (+, Ar-CH), 68.86 (-, CHz), 61.10 (-, CH2),
14.31 (+, CHz). GC-MS m/z 290.1 M* (<1), 163.0 (38), 135.0 (100). CHN (C16H15ClO3)
berechnet: C 66.10, H 5.20; gefunden: C 66.31, H 5.30.

Ethyl-4-chloro-2-((2-chlorophenoxy)methyl)benzoat (33m) [108]

Cl

C16H14Cl203 (M= 325.19 g/mol)

33m wurden nach der allgemeinen Vorschrift C aus 32c¢ (9.13 g, 32.90 mmol) und 2-
Chlorphenol (4.45 g, 34.61 mmol) hergestellt und als weil3er Feststoff erhalten (6.63 g,
20.39 mmol, 62%).
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C16H14Cl203 (M = 325.19 g/mol), Smp. 81 °C. H-NMR (300 MHz, CDCls) & 8.12 - 7.89
(m, 2H), 7.47 - 7.11 (m, 3H), 7.09 - 6.81 (m, 2H), 5.53 (s, 2H), 4.37 (q, J = 7.1 Hz, 2H),
1.40 (t, J = 7.1 Hz, 3H).13C-NMR (75 MHz, CDCls) & 166.01 (Cquat), 153.86 (Cquat),
141.48 (Cquat), 139.46 (Cquat), 132.16 (+, Ar-CH), 130.39 (+, Ar-CH), 127.82 (+, Ar-CH),
127.45 (+, Ar-CH), 127.35 (+, Ar-CH), 125.66 (Cquat), 123.10 (Cquat), 121.83 (+, Ar-CH),
113.72 (+, Ar-CH), 68.36 (-, CH2), 61.32 (-, CHz), 14.28 (+, CHs). EI-MS m/z 326.0 M*
(<1), 324.0 M* (<1), 199.1 (15), 197.0 (51), 171.1 (32), 169.0 (100). CHN
(C16H14CI203) berechnet: C 59.10, H 4.34; gefunden: C 59.22, H 4.34.

Allgemeine Vorschrift D zur Herstellung der Verbindungen 34g und 34m

Zu einer Lésung von 33g bzw. 33m in Ethanol wurde eine 5%ige wassrige Lésung von
Natriumhydroxid gegeben. Das Gemisch wurde 1 h bei 100°C unter Ruckfluss erhitzt.
Nachdem das LOsungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert worden war,
wurde zuerst Wasser zugesetzt. Dann wurde 10%ige Salzsaure zugegeben, sodass
weille Kristalle ausfielen. Diese wurden abfiltriert, in DCM geldst und Uber Na2SOa4
getrocknet. Nach Entfernen des LOsungsmittels wurde das reine Produkt 34g bzw.
34m erhalten.

2-((2-Chlorophenoxy)methyl)benzoesaure (34g) [206]

A

0]
0]

OH

C14H11ClO3 (262.69 g/mol)

34g wurden nach der allgemeinen Vorschrift D aus 33g (5.00 g, 17.20 mmol) in 40 ml
Ethanol hergestellt und als weil3er Feststoff erhalten (4.50 g, 17.13 mmol, 100%).

C14H11ClOz (M = 262.69 g/mol), Smp. 164 °C. 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 13.09
(s, 1H), 7.96 (dd, J = 7.7, 1.0 Hz, 1H), 7.76 - 7.69 (m, 1H), 7.67 - 7.60 (m, 1H), 7.50 -
7.43 (m, 2H), 7.33 - 7.28 (m, 1H), 7.16 - 7.11 (m, 1H), 7.00 - 6.95 (m, 1H), 5.54 (s,
2H).13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 168.45 (Cquat), 154.06 (Cquat), 138.46 (Cquar),
132.76 (+, Ar-CH), 131.07 (+, Ar-CH), 130.49 (+, Ar-CH), 129.64 (Cquat), 128.87 (+, Ar-
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CH), 128.23 (+, Ar-CH), 128.01 (+, Ar-CH), 122.19 (+, Ar-CH), 122.00 (Cquat), 114.51
(+, Ar-CH), 68.80 (-, CH2). ESI-MS m/z 261.0 [M-H]". CHN (C14H11CIlO3) berechnet: C
64.01, H 4.22; gefunden: C 63.90, H 4.39.

4-Chloro-2-((2-chlorophenoxy)methyl)benzoesaure(34m) [108]

AL

0]

OH

Cl

C14H10CI203 (297.13 g/mol)

34m wurde nach der allgemeinen Vorschrift H aus 33m (6.53 g, 20.08 mmol) in 48 m|

Ethanol hergestellt und als weil3er Feststoff erhalten (5.45 g, 18.34 mmol, 91%).

C14H10CI203 (M = 297.13 g/mol), Smp. 193.6 °C. 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds)
13.35 (s, 1H), 7.98 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.78 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.59 - 7.42 (m, 2H),
7.37 - 7.28 (m, 1H), 7.15 (dd, J = 8.3, 1.3 Hz, 1H), 7.05 - 6.94 (m, 1H), 5.53 (s, 2H).
13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 166.94 (Cquat), 153.16 (Cquat), 140.59 (Cquat), 137.08
(Cquat), 132.57 (+, Ar-CH), 129.97 (+, Ar-CH), 128.40 (+, Ar-CH), 127.58 (+, Ar-CH),
126.97 (+, Ar-CH), 121.89 (+, Ar-CH), 121.42 (Cquat), 113.99 (+, Ar-CH), 67.63 (-, CH2).
ESI-MS m/z 295.0 [M-H]. CHN (C14H10Cl203) berechnet: C 56.59, H 3.39; gefunden:
C 56.64, H 3.38.

Allgemeine Vorschrift E: Herstellung der Verbindungen 35g und 35m

Eine Mischung aus 34g oder 34m und dem 1.6-fachen Uberschuss an Thionylchlorid
wurde bei 75° C 1 h unter Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkthlen auf Raumtemperatur
wurde Toluol zugegeben und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Der Rickstand wurde in DCM gel6st, auf 0° C abgekuhlt und mit 2.2 Aquivalenten
wasserfreiem AlCls versetzt. Nach 15-mindtigem Rihren wurde Eiswasser zugegeben.
Das Produkt wurde mit Toluol extrahiert und Uber Na2SOas getrocknet. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck abdestilliert und das Rohprodukt

mittels Saulenchromatographie und Toluol als Eluent aufgereinigt.
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4-Chlorodibenzo[b,e]oxepin-11(6H)-on (35g) [206]

)

SO

C14HeCIO2 (244.67 g/mol)

35g wurde nach der allgemeinen Vorschrift E aus 349 (4.50 g, 17.13 mmol) hergestellt
und als weil3er Feststoff erhalten (0.90 g, 3.68 mmol, 22%).

C14HsClO2 (M = 244.67 g/mol), Smp. 100 °C. IH-NMR (300 MHz, CDClz) & 8.15 (dd, J
=8.2, 1.8 Hz, 1H), 7.92 - 7.82 (m, 1H), 7.63 - 7.53 (m, 2H), 7.53 - 7.44 (m, 1H), 7.43 —
7.37 (m, 1H), 7.12 - 6.99 (m, 1H), 5.31 (s, 2H).13C-NMR (75 MHz, CDCls) & 190.40
(Cquat), 156.78 (Cquat), 140.12 (Cquat), 135.63 (+, Ar-CH), 135.10 (Cquat), 133.02 (+, Ar-
CH), 130.78 (+, Ar-CH), 129.52 (+, Ar-CH), 129.50 (+, Ar-CH), 127.94 (+, Ar-CH),
126.95 (Cquat), 125.38 (Cquat), 122.08 (+, Ar-CH), 74.19 (-, CH2). GC-MS m/z 246.03
M* (33), 244.03 M* (100), 243.02 (30), 215.03 (33). 209.06 (44), 181.06 (35), 152.06
(37). CHN (C14HoCIO2) berechnet: C 68.73, H 3.71; gefunden: C 68.98, H 3.76.

4,8-Dichlorodibenzo[b,e]oxepin-11(6H)-on (35m) [108]

C14HsCl202 (279.12 g/mol)

35m wurde nach der allgemeinen Vorschrift E aus 34m (5.39 g, 18.14 mmol)

hergestellt und als weil3er Feststoff erhalten (3.96 g, 14.19 mmol, 78%).

C14HsC1202 (M = 279.12 g/mol), Smp. 185 °C. H-NMR (300 MHz, CDCl3) & 8.15 (dd,
J=8.2,1.7 Hz, 1H), 7.86 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.61 (dd, J = 7.7, 1.8 Hz, 1H), 7.49 - 7.44
(m, 1H), 7.40 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.12 - 7.04 (m, 1H), 5.26 (s, 2H). 3C-NMR (75 MHz,
CDCls) & 188.79 (Cquar), 156.69 (Cquar), 139.18 (Cquat), 138.10 (Cquat), 136.86 (Cauar),
135.83 (+, Ar-CH), 131.38 (+, Ar-CH), 130.85 (+, Ar-CH), 129.66 (+, Ar-CH), 127.96
(+, Ar-CH), 126.90 (Cquat), 125.55 (Cquar), 122.45 (+, Ar-CH), 73.70 (-, CH2). EI-MS m/z
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280.0 M* (47), 278.0 M* (81), 245.1 (34), 243.0 (100), 215.1 (40), 152.1 (44). CHN
(C14HsCI202) berechnet: C 60.25, H 2.89; gefunden: 60.48, H 2.92.

Allgemeine Vorschrift F: Herstellung der Verbindungen 36g, 36j, 36m und 36p

35g, 35m, 35] (Synthese: J. Spindler), 35p (Synthese: J. Spindler) bzw.
Dibenzosuberon (35q) (1 Aquivalent) wurde in trockenem Methanol gelost. Unter
Eiskiihlung wurde langsam ein 1.4-facher Uberschuss an NaBHs zugegeben. Das
Gemisch wurde 2 h im Eisbad gerthrt. Nach Zugabe von Wasser fiel ein weil3er
Feststoff aus, der abgesaugt, in DCM aufgenommen und mit Wasser gewaschen
wurde. Die organische Phase wurde abgetrennt und tUber Na2SO4 getrocknet. Nach
Entfernen des Losungsmittels wurde das Rohprodukt erhalten. Aus diesem wurden
nach Aufreinigung mittels Saulenchromatographie (DCM) die Titel-Verbindungen 36g,
36j, 36m, 36p und 36q erhalten.

4-Chloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]Joxepin-11-ol (36g) [206]

R

O] Cl

C14H11CIO2 (M = 246.69 g/mol)

36g wurde nach der allgemeinen Vorschrift F aus 35g (0.90 g, 3.68 mmol) in 8 ml
Methanol hergestellt und als weilRer Feststoff erhalten (0.31 g, 1.26 mmol, 34%).

C14H11CIO2 (M = 246.69 g/mol), Smp. 142 °C. 'H-NMR (300 MHz, CDCI3) 5 7.48 - 7.16
(m, 6H), 6.98 - 6.90 (m, 1H), 5.91 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 5.69 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 5.18
(d, J =13.6 Hz, 1H). 3C-NMR (75 MHz, CDCls) & 152.23 (Cquat), 139.60(Cquat), 134.59
(Cquat), 132.01 (Cquat), 130.64 (+, Ar-CH), 128.95 (+, Ar-CH), 128.53 (+, 2 Ar-CH),
128.30 (+, Ar-CH), 128.03 (+, Ar-CH), 125.39 (Cquat), 122.76 (+, Ar-CH), 76.57 (+, CH),
71.64 (-, CH2). EI-MS m/z 248.1 M* (28), 246.1 M** (91), 245.1 (34), 231.1 (24), 230.1
(46), 229.1 (45), 228.1 (94), 217.1 (34), 215.1 (100), 194.2 (34), 155.0 (54), 152.1 (48),
91.1 (53), 90.2 (33), 89.1 (34), 63.1 (33). CHN (C14H11CIO2) berechnet: C 68.16, H
4.49; gefunden: C 68.28, H 4.57.
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4,7-Dichloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]oxepin-11-ol (36j) [108]

IR

O Cl

Cl

C14H10Cl202 (M = 281.13 g/mol)

36j wurde nach der allgemeinen Vorschrift F aus 35j (1.98 g, 7.09 mmol) in 10 ml
Methanol hergestellt und als weiler Feststoff erhalten (1.96 g, 6.97 mmol, 98%).

C14H10Cl202 (M = 281.13 g/mol), Smp. 138 °C. H-NMR (300 MHz, CDCl3) d 7.44 -
7.38 (m, 1H), 7.38 - 7.30 (m, 2H), 7.26 - 7.19 (m, 2H), 7.06 - 6.99 (m, 1H), 5.74 (d, J =
6.4 Hz, 1H), 5.64 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 5.35 (d, J = 15.6 Hz, 1H). 33C-NMR (75 MHz,
CDCI3) 6 151.47 (Cquat), 141.06 (Cquat), 136.24 (2 Cquat), 132.70 (Cquat), 132.20 (Cquat),
130.34 (+, Ar-CH), 129.84 (+, Ar-CH), 128.74 (+, Ar-CH), 126.81 (+, Ar-CH), 126.17
(+, Ar-CH), 124.65 (+, Ar-CH), 75.01 (+, CH), 70.05 (-, CH2). EI-MS m/z 282.0 M*" (49),
280.0 M* (76), 264.0 (42), 262.0 (63), 250.0 (34), 248.9 (45), 245.1 (58), 210.1 (69).
199.1 (35), 181.1 (38). CHN (C14H10Cl202) berechnet: C 59.81, H 3.59; gefunden: C
60.01, H 3.59.

4,8-Dichloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]oxepin-11-ol (36m) [108]

C14H10Cl202 (M = 281.13 g/mol)

36m wurde nach der allgemeinen Vorschrift F aus 35m (3.86 g, 13.83 mmol) in 23 ml
Methanol hergestellt und als weil3er Feststoff erhalten (3.37 g, 11.99 mmol, 87%).

C14H10Cl202 (M = 281.13 g/mol), Smp. 139 °C. H-NMR (300 MHz, CDCl3) d 7.41 -
7.32 (m, 2H), 7.31 - 7.18 (m, 3H), 7.02 - 6.91 (m, 1H), 5.78 (d, J = 14.0 Hz, 1H), 5.73
- 6.64 (M, 1H), 5.14 (d, J = 14.0 Hz, 1H). 3C-NMR (75 MHz, CDCl3) 5 151.89 (Cqua),
137.99 (Cquat), 136.30 (Cquat), 134.55 (Cquat), 132.49 (Cquat), 130.70 (+, Ar-CH), 129.34
(+, Ar-CH), 128.32 (+, Ar-CH), 128.10 (+, Ar-CH), 127.92 (+, Ar-CH), 125.60 (Cquat),
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123.26 (+, Ar-CH), 75.32 (+, CH), 71.09 (-, CH2). EI-MS m/z 282.1 M* (34), 280.1 M*™
(57), 264.1 (22), 262.1 (32), 249.0 (35), 227.0 (34), 210.2 (38), 199.0 (33), 181.0 (30),
165.2 (35), 155.0 (100), 154.1 (69), 153.1 (44), 152.1 (75), 125.1 (40), 99.1 (36), 89.1
(59), 82.2 (43), 76.1 (45), 63.1 (43). CHN (C14H10CI202) berechnet: C 59.81, H 3.59;
gefunden: C 59.81, H 3.58.

4,9-Dichloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]oxepin-11-ol (36p) [108]

CI

) Cl

C14H10Cl202 (M = 281.13 g/mol)

36p wurde nach der allgemeinen Vorschrift F aus 35p (0.52 g, 1.86 mmol) in 10 ml
Methanol hergestellt und als weiRer Feststoff erhalten (0.51 g, 1.81 mmol, 97%).

C14H10Cl202 (M = 281.13 g/mol), Smp. 152 °C. H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 5 7.56
(d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.44 - 7.39 (m, 2H), 7.38 - 7.33 (m, 1H), 6.99 - 6.92 (m, 1H), 6.44
(d, J=4.5Hz, 1H), 6.08 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 5.59 (d, J = 13.1 Hz, 1H), 5.49 (d, J = 13.1
Hz, 1H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) 8 150.38 (Cquat), 144.82 (Cquat), 132.95 (Cquat),
131.96 (Cquat), 131.65 (Cquat), 130.34 (+, Ar-CH), 129.52 (+, Ar-CH), 127.48 (+, Ar-CH),
127.40 (+, Ar-CH), 125.05 (+, Ar-CH), 122.95 (Cquat), 121.64 (+, Ar-CH), 69.93 (+, CH),
69.21 (-, CH2). EI-MS m/z 282.1 M* (43), 280.1.0 M*" (63), 264.1 (42), 262.0 (56),
249.0 (95), 245.1 (42), 228.2 (35), 227.1 (44), 210.2 (32), 199.1 (41), 181.1 (48), 165.2
(36), 163.1 (32), 155.1 (100). CHN (C14H10Cl202) berechnet: C 59.81, H 3.59;
gefunden: C 59.91, H 3.84.

Allgemeine Vorschrift G zur Herstellung der Verbindungen 38g, 38j, 38m, 38p,
39a-f, 39h und 39i

Die Verbindung 36g, 36j, 36m, 36p bzw. 36q wurde in DCM geldst. Uber einen
Zeitraum von 30 min wurde eine Lésung von Thionylchlorid (2.06 Aquivalente) in DCM
unter Eiskihlung in die Losung getropft. Das Gemisch wurde 1 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das
resultierende Zwischenprodukt wurde sofort ohne weitere Aufreinigung fiir die nachste
Stufe verwendet.
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Eine Losung des entsprechenden reaktiven Zwischenprodukts in Chloroform wurde zu
einer Losung des 2.5-fachen Uberschusses von N-Methylpiperazin bzw. des
entsprechenden Amins in Chloroform zugetropft. Das Gemisch wurde 2 h bei
Raumtemperatur gerthrt. Dann wurde das Reaktionsgemisch in 5%ige wassrige
NaHCOs -Ldsung gegossen. Das Produkt wurde mit Chloroform extrahiert, mit Wasser
gewaschen und unter Vakuum getrocknet. Die Aufreinigung erfolgte mittels
Saulenchromatographie unter Verwendung von verschiedenen Losungsmitteln
(allméhliche Modifikation des Losungsmittels innerhalb eines
Saulenchromatographielaufs (1: DCM, 2: Ethylacetat 3: Ethylacetat/7 M NHs in MeOH
9/1 viv). Die Verbindungen 38g, 38j, 38m, 38p, 39a-f, 39h und 39i wurden als weil3e

oder leicht gelbe Feststoffe erhalten.

1-(4-Chloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]oxepin-11-yl)-4-methylpiperazin (38g) [108]
\
.
N

R

Ci9H21CIN20 (M = 328.84 g/mol)

Das Zwischenprodukt 37g wurde nach der allgemeinen Vorschrift G aus 369 (0.30 g,
1.22 mmol) in DCM (5 ml) mit einer Lésung von Thionylchlorid (0.18 ml, 2.51 mmol) in
2 ml DCM hergestellt und als violettes Ol (0.32 g, 1.20 mmol) erhalten. 38g wurde nach
der allgemeinen Vorschrift G aus dem Zwischenprodukt 37g (0.32 g, 1.20 mmol) in
Chloroform (4 ml) mit einer Losung von N-Methylpiperazin (0.30 g, 3.00 mmol) in
Chloroform (8 ml) hergestellt und als hellgelber Feststoff erhalten (0.29 g, 0.88 mmol,
72%).

Ci9H21CIN20 (M = 328.84 g/mol), Smp. 132 °C. 'H-NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.35 -
7.19 (m, 5H), 7.03 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 6.79 - 6.71 (m,
1H), 4.90 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 3.93 (s, 1H), 3.01 - 1.81 (m, 11H). 13C-NMR (101 MHz,
CDCl3) & 151.98 (Cquat), 140.37 (Cauat), 133.77 (Cauat), 131.98 (+, Ar-CH), 130.64 (+,
Ar-CH), 129.90 (+, Ar-CH), 128.98 (+, Ar-CH), 128.83 (+, Ar-CH), 128.48 (+, Ar-CH),
125.49 (Cquat), 124.55 (Cquat), 119.75 (+, Ar-CH), 76.20 (+, CH), 70.09 (+, CHz), 55.38
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(-, 2 CHz), 51.49 (-, 2 CH2), 45.85 (+, CH3). HR (ESI-MS) m/z berechnet flr
C19H22CIN20* [M+H]* 329,1415; gefunden: 329.1419. CHN (C19H21CIN20) berechnet:
C 69.40, H 6.44, N 8.52; gefunden: C 69.21, H 6.32, N 8.18.

1-(4,7-Dichloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]oxepin-11-yl)-4-methylpiperazin
(38)) [108]

®
OO

O Cl

Cl

Ci19H20CI2N20 (M = 363.28 g/mol)

Das Zwischenprodukt 37j wurde nach der allgemeinen Vorschrift G aus 36j (1.90 g,
6.76 mmol) in 25 ml DCM mit einer Losung von Thionylchlorid (1.02 ml, 13.9 mmol) in
10 ml DCM hergestellt und als violettes Ol (2.38 g, 7.94 mmol) erhalten. 38j wurde
nach der allgemeinen Vorschrift G aus dem Zwischenprodukt 37j (2.38 g, 7.94 mmol)
in 13 ml Chloroform mit einer Lésung von N-Methylpiperazin (1.99 ml, 19.85 mmol) in
26 ml Chloroform hergestellt und als beiger Feststoff erhalten (1.31 g, 3.61 mmol,
53%).

C19H20CI2N20 (M = 363.28 g/mol), Smp. 167 °C. *H-NMR (400 MHz, CDCIz) d 7.36
(dd, J=8.0,1.1 Hz, 1H), 7.30 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H), 7.20 - 7.15 (m, 1H), 7.14 - 7.09
(m, 1H), 7.01 (dd, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H), 6.85 (d, J = 12.2 Hz, 1H), 6.78 - 6.72 (m, 1H),
5.52 (d, J = 12.2 Hz, 1H), 3.94 (s, 1H), 2.82 - 2.06 (m, 11H). 13C-NMR (101 MHz,
CDCls) & 152.06 (Cquat), 142.23 (Cquat), 134.51 (Cquat), 131.95 (+, Ar-CH), 131.63
(Cquat), 130.88 (+, Ar-CH), 129.63 (+, Ar-CH), 129.48 (+, Ar-CH), 127.87 (+, Ar-CH),
124.86 (Cquat), 124.71 (Cquat), 120.06 (+, Ar-CH) , 76.13 (+, CH), 64.92 (-, CH2), 55.29
(-, 2 CH2), 51.55 (-, 2 CHz), 45.85 (+, CHs). HR (ESI-MS) m/z berechnet fir
C19H21CI2N20*  [M+H]* 363.1025; gefunden: 363.1045. CHN (Ci9H20CI2N20)
berechnet: C 62.82, H 5.55, N 7.71; gefunden: C 62.69, H 5.48, N 7.57.
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1-(4,8-Dichloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]Joxepin-11-yl)-4-methylpiperazin
(38m) [108]

o

C19H20CI2N20 (M = 363.28 g/mol)

Das Zwischenprodukt 37m wurde nach der allgemeinen Vorschrift G aus 36m (0.80 g,
2.85 mmol) in DCM (9 ml) mit einer L6sung von Thionylchlorid (0.43 ml, 5.87 mmol) in
DCM (4.5 ml) hergestellt und als violettes Ol (0.84 g, 2.80 mmol) erhalten. Aus dem
Zwischenprodukt 37m (0.84 g, 2.80 mmol) in Chloroform (5 ml) wurde nach der
allgemeinen Vorschrift G mit einer Losung von N-Methylpiperazin (0.70 g, 7.00 mmol)
in Chloroform (10 ml) das Produkt 38m hergestellt und als gelber Feststoff erhalten
(0.86 g, 2.37 mmol, 83%).

C19H20CI2N20 (M = 363.28 g/mol), Smp. 159 °C. *H-NMR (300 MHz, CDCIls3) 5 7.35 -
7.27 (m, 2H), 7.27 - 7.22 (m, 1H), 7.16 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.02 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz,
1H), 6.85 (d, J = 11.8 Hz, 1H), 6.77 - 6.70 (m, 1H), 4.84 (d, J = 11.8 Hz, 1H), 3.93 (s,
1H), 2.92 - 2.04 (m, 11H). $3C-NMR (75 MHz, CDCIlz) & 151.79 (Cquat), 138.61 (Cquat),
135.38 (Cquat), 134.22 (Cquat), 131.93 (+, Ar-CH), 130.87 (+, Ar-CH), 130.38 (+, Ar-CH),
130.00 (+, Ar-CH), 128.71 (+, Ar-CH), 124.88 (Cquat), 124.66 (Cquat), 120.12 (+, Ar-CH),
75.27 (+, CH), 69.31 (-, CH2), 55.20 (-, 2 CH2), 51.20 (-, 2 CH2), 45.65 (+, CH3). HR
(ESI-MS) m/z berechnet fur CigH21Cl2N20 [M+H]" 363.1025; gefunden: 363.1029.
CHN (C19H20CI2N20 - 0.1 EtOACc) berechnet: C 62.20, H 5.60, N 7.64; gefunden: 61.88,
H5.63, N 7.71.
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1-(4,9-Dichloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]Joxepin-11-yl)-4-methylpiperazin (38p)
\
)
N

C19H20CI2N20 (M = 363.28 g/mol)

Das Zwischenprodukt 37p wurde nach der allgemeinen Vorschrift G aus 36p (0.44 g,
1.57 mmol) in 6 ml DCM mit einer Losung von Thionylchlorid (0.23 ml, 3.23 mmol) in
2.5 ml DCM hergestellt und als violettes Ol (0.45 g, 1.50 mmol) erhalten. 38p wurde
nach dem allgemeinen Verfahren K aus dem Zwischenprodukt 37p (0.45 g, 1.50 mmol)
in 13 ml Chloroform mit einer Losung von N-Methylpiperazin (0.38 g, 3.75 mmol) in
26 ml Chloroform hergestellt und als beiger Feststoff erhalten (0.34 g, 0.94 mmol,
60%) [108].

C19H20CI2N20 (M = 363.28 g/mol), Smp. 121 °C. *H-NMR (400 MHz, CDCIls) 5 7.32 -
7.26 (m, 2H), 7.26 (dd, J = 7.8, 4.7 Hz, 2H), 7.23 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.01 (dd, J = 7.8,
1.7 Hz, 1H), 6.85 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 6.79 - 6.74 (m, 1H), 4.88 (d, J = 11.7 Hz, 1H),
3.87 (s, 1H), 2.84 - 2.07 (m, 11H). 13C-NMR (101 MHz, CDClz) 8 151.79 (Cquat), 142.11
(Cquat), 134.53 (Cquat), 132.19 (Cquat), 131.90 (+, Ar-CH), 131.28 (+, Ar-CH), 130.90 (+,
Ar-CH), 128.93 (+, Ar-CH), 128.40 (+, Ar-CH), 124.81 (Cquat), 124.65 (Cquat), 119.99 (+,
Ar-CH), 75.73 (+, CH), 69.28 (-, CH2), 55.29 (-, 2 CH2), 51.54 (-, 2 CH2), 45.85 (+, CH3).
HR (ESI-MS) m/z berechnet fir C19H21CI2N20* [M+H]* 363.1025; gefunden: 363.1030.
CHN (C19H20CI2N20) berechnet: C 62.82, H 5.55, N 7.71; gefunden: C 62.45, H 5.79,
N 7.43.
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6.3 Chirale Trennung der racemischen Verbindung 38e [108]

o
OO

0

C19H21CIN20 (M = 328.84 g/mol)

Das racemische 1-(2-Chlor-6,11-dihydrodibenzol[b,e] oxepin-11-yl)-4-methylpiperazin
38e (synthetisiert von J. Spindler nach den allgemeinen Versuchsvorschriften A-G)
und (+)-O,0'-di-p-toluoyl-D-weinsdure (Acros Organics, Geel, Belgien) (molares
Mischungsverhaltnis 1/1) wurden durch Erwarmen der Mischung in Methanol gelost.
Die gesattigte Mischung wurde auf Raumtemperatur abgekuhlt, um das (+)-O, O'-Di-
p-toluoyl-D-weinsauresalz (1/1) zu ergeben. Die Kristalle wurden filtriert, die (S) -
Enantiomere mit einer Reinheit S/R = 87/13 wurden erhalten (der
Enantiomereniberschuss wurde mit 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt). Das
Weinsaure-Derivat selbst diente als Shift-Reagenz. Die Kristalle wurden in DCM geldst
und die Base mit Hilfe von 25% Ammoniakldsung freigesetzt. Die Kristallisation wurde
wiederholt, wobei ein Verhaltnis S/IR = 98/2 erreicht wurde. Nach der dritten
Kristallisation wurde ein Enantiomereniberschuss von 93.4 (gemaR CE) fur die freie
Base erhalten. Um die Eignung dieser Methode zu Beginn zu bestéatigen, wurden
zusatzlich Spektren mit dem Shift-Reagenz (S)-(+)-2,2,2-Trifluor-1-(9-anthryl)ethanol
gemessen, was zu den gleichen Ergebnissen fihrte.

Das (+)-O,0'-Di-p-toluoyltartratsalz aus der Losung der ersten Kristallisation (so)
enthielt die Enantiomeren mit einem Enantiomerenverhaltnis R/S = 68/32. Die Base
wurde analog zum (S) -Enantiomer freigesetzt und die Kristallisation mit (-)-O,0O'-Di-p-
toluoyl-L-weinsaure (Acros Organics, Geel, Belgien) durchgefuihrt. Die erhaltenen
Kristalle lieferten das (R) -Enantiomer mit einem Verhéltnis R/S = 96/4. Nach der
zweiten Kristallisation wurde ein Enantiomerentberschuss von 93.6 (gemald CE) fur

die freie Base erhalten [108].
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6.4 Synthese der Doxepin-Derivate mit verschiedenen Amin-Substitutions-

mustern

2-Chloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]oxepin-11-ol (36e) [108]

HO c

O

C14H11CIO2 (M = 246.69 g/mol)

Verbindung 36e wurde nach den allgemeinen Versuchsvorschriften synthetisiert. Die

NMR-Spektren entsprachen der Literatur.

1-(2-Chloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]Joxepin-11-yl)-piperazin (39a)

o
OQ

O

C18H19CIN20 (M = 314.81 g/mol)

Das Zwischenprodukt 37e wurde nach der allgemeinen Vorschrift G aus 36e (0.3 g,
1.22 mmol) in 3.6 ml DCM mit einer Lésung von Thionylchlorid (0.18 ml, 2.5 mmol) in
1.84 ml DCM hergestellt und als violettes Ol (0.33 g, 1.25 mmol) erhalten. 39a wurde
gemal der allgemeinen Vorschrift G aus dem Zwischenprodukt 37e (0.33 g,
1.25 mmol) in 1.8 ml Chloroform mit einer Lésung von Piperazin (0.27 g, 3.15 mmol)
in 4 ml Chloroform hergestellt und als weiRer Feststoff (0.15 g, 0.48 mmol, 38%)

erhalten.

CisH1sCIN20 (M = 314.81g/mol), Smp. 153-156°C, *H-NMR (300 MHz, CDCI3) & 7.36
-7.22 (m, 3H), 7.22 - 7.16 (m, 1H), 7.14 - 7.06 (m, 2H), 6.81 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 6.76
- 6.67 (M, 1H), 4.70 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 3.80 (s, 1H), 3.01 - 2.75 (m, 4H), 2.64 - 2.20
(M, 4H). 3C-NMR (75 MHz, CDCI3) & 155.04 (Cqua), 140.13 (Cquat), 133.94 (Cquar),
132.55 (+, Ar-CH), 129.85 (+, Ar-CH), 129.62 (+, Ar-CH), 129.07 (+, Ar-CH), 128.75
(+, Ar-CH), 128.52 (+, Ar-CH), 124.92 (Cquat), 124.09 (Cquat), 121.94 (+, Ar-CH), 76.21
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(+, CH), 69.44 (-, CH2), 52.55 (-, 2 CH2), 46.14 (-, 2 CH2). HR (ESI-MS) m/z berechnet
fur CisH20CIN20* [M+H]* 315.1263, gefunden: 315.1259 (100), 317.1235 (34). CHN
(C18H19CIN20-0.25 EtOAc) berechnet: C 67.47, H 6.35, N 8.14; gefunden: C 67.29, H
6.00, N 8.32.

1-(2-Chloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]Joxepin-11-yl)-diazepan (39b)

C19H21CIN20 (M = 328.13 g/mol)

Das Zwischenprodukt 37e wurde nach der allgemeinen Vorschrift G aus 36e (0.30 g,
1.25 mmol) in 3.6 ml DCM mit einer Losung von Thionylchlorid (0.18 ml, 2.5 mmol) in
1.84 ml DCM hergestellt und als violettes Ol (0.33 g, 1.25 mmol) erhalten. 39b wurde
nach der allgemeinen Vorschrift G aus dem Zwischenprodukt 37e (0.33 g, 1.25 mmol)
in 1.8 ml Chloroform mit einer L6sung von Homopiperazin (0.31 g, 3.15 mmol) in 4 ml
Chloroform hergestellt und als weil3er Feststoff erhalten (0.14 g, 0.42 mmol, 34%).

C19H21CIN20 (M = 328.13 g/mol), Smp. 183.5°C, H-NMR (300 MHz, CDCls) & 7.38 -
7.15 (m, 3H), 7.14 - 7-03 (m, 2H), 6.77 - 6.55 (m, 3H), 4.76 (d, J = 11.8 Hz, 1H), 4.16
(s, 1H), 3.30 - 3.10 (m, 2H), 3.10 - 2.75 (m, 4H), 2.75 - 2.51 (m, 2H), 1.99 - 1.83 (m,
2H), 1.36 - 1.09 (m, 2H). **C-NMR (75 MHz, CDCI3) d 154.73 (Cquat), 141.32 (Cquat),
133.56 (Cquat), 132.31 (+, Ar-CH), 130.00 (+, Ar-CH), 129.49 (+, Ar-CH), 128.79 (+, Ar-
CH), 128.72 (+, Ar-CH), 128.36 (+, Ar-CH), 126.64 (Cquat), 124.14 (Cquat), 121.99 (+,
Ar-CH), 74.54 (+, CH), 69.53 (-, CH2), 55.63 (-, CH2), 51.99 (-, CH2), 49.20 (-, CH>),
47.23 (-, CHz), 30.41 (-, CH2). HR (ESI-MS) m/z berechnet fir C19H22CIN20* [M+H]*
329.1421; gefunden: 329.1421. CHN (CisH19CIN20 - 0.4 Acetamid) berechnet: C
67.47, H 6.58, N 9.54; gefunden: C 67.31, H 6.55, N 9.11.
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1-(2-Chloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]Joxepin-11-yl)-4-methyl-1,4-diazepan (39c)

Oy
OO

O]

C20H23CIN20 (M = 342.87 g/mol)

Das Zwischenprodukt 37e wurde nach der allgemeinen Verfahren G aus 36e (0.30 g,
1.25 mmol) in 3.6 ml DCM mit einer Losung von Thionylchlorid (0.18 ml, 2.5 mmol) in
1.84 ml DCM hergestellt und als violettes Ol (0.33 g, 1.25 mmol) erhalten. 39¢ wurde
nach der allgemeinen Vorschrift G aus dem Zwischenprodukt 37e (0.33 g, 1.25 mmol)
in 1.8 ml Chloroform mit einer Losung von 1-Methylhomopiperazin (0.35 g, 3.0 mmol)

in 4 ml Chloroform hergestellt und als gelbes Ol erhalten (0.20 g, 0.58 mmol, 46%).

C20H23CIN20 (M = 342.87 g/mol), *H-NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.34 - 7.17 (m, 3H),
7.13 - 7.04 (m, 2H), 6.87 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 6.71 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.74 (d, J =
11.5 Hz, 1H), 4.11 (s, 1H), 2.76 - 2.55 (m, 6H), 2.52 - 2.39 (m, 2H), 2.31 (s, 3H), 1.81
- 1.69 (m, 2H). ¥*C-NMR (101 MHz, CDCI3) & 154.78 (Cquat), 141.30 (Cquat), 133.61
(Cquat), 132.31 (+, Ar-CH), 129.93 (+, Ar-CH), 129.46 (+, Ar-CH), 128.76 (+, Ar-CH),
128.71 (+, Ar-CH), 128.34 (+, Ar-CH), 126.60 (Cquat), 124.12 (Cquat), 121.93 (+, Ar-CH),
74.76 (+, CH), 69.53 (-, CH2), 58.39 (-, CH2), 56.51 (-, CH2), 52.19 (-, CH2), 51.71 (-,
CH2), 46.96 (+, CHzs), 27.45 (-, CH2). HR (ESI-MS) m/z berechnet fir C20H24CIN20*
[M+H]* 343.1572; gefunden: 343.1573.

1-(2-Chloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]oxepin-11-yl)-piperidin (39d) [123]

(s

Y,

)

C19H20CINO (M = 313.83 g/mol)

Das Zwischenprodukt 37e wurde nach der allgemeinen Vorschrift G aus 36e (0.30 g,
1.25 mmol) in 3.6 ml DCM mit einer L6ésung von Thionylchlorid (0.18 ml, 2.5 mmol) in
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1.84 ml DCM hergestellt und als violettes Ol (0.33 g, 1.25 mmol) erhalten. 39d wurde
nach der allgemeinen Vorschrift G aus dem Zwischenprodukt 37e (0.33 g, 1.25 mmol)
in 1.8 ml Chloroform mit einer Losung von (0.31 g, 3.15 mmol) Homopiperazin in 4 mi
Chloroform hergestellt und als weil3er Feststoff erhalten (0.19 g, 0.60 mmol, 48%).

C19H20CINO (M = 313.83 g/mol), Smp. 147.5-148.5°C, *H-NMR (300 MHz, CDClz) &
7.33-7.21 (m, 3H), 7.21 - 7.14 (m, 1H), 7.12 - 7.04 (m, 2H), 6.89 (d, J = 11.5 Hz, 1H),
6.76 - 6.66 (m, 1H), 4.69 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 3.76 (s, 1H), 2.56 - 2.05 (m, 4H), 1.52 -
1.31 (m, 6H). 13C-NMR (75 MHz, CDCl3) 8 154.89 (Cquat), 141.11 (Cquat), 133.87 (Cqua),
132.51 (+, Ar-CH), 129.79 (+, Ar-CH), 129.34 (+, Ar-CH), 128.85 (+, Ar-CH), 128.61
(+, Ar-CH), 128.23 (+, Ar-CH), 125.89 (Cquat), 123.89 (Cquat), 121.81 (+, Ar-CH), 76.54
(+, CH), 69.40 -, (CH2), 52.86 (-, 2 CH2), 26.31 (-, 2 CH2), 24.56 (-, CH2). HR (ESI-MS)
m/z berechnet fur CigH21CINO* [M+H]" 314.14; gefunden:314.13 (100%). CHN
(C19H20CINO) berechnet: C 72.72, H 6.42, N 4.46; gefunden: C 72.49, H 6.24, N 4.33.

2-Chloro-N-(2-(piperazin-1-yl)ethyl)-6,11-dihydrodibenzo[b,e]Joxepin-11-amin
(39e)

" NH
N
J

CI

C20H24CIN3O (M = 357.88 g/mol)

Das Zwischenprodukt 37e wurde nach der allgemeinen Vorschrift G aus 36e (0.30 g,
1.25 mmol) in 3.6 ml DCM mit einer Losung von Thionylchlorid (0.18 ml, 2.5 mmol) in
1.84 ml DCM hergestellt und als violettes Ol (0.33 g, 1,25 mmol) erhalten. 39e wurde
nach der allgemeinen Vorschrift G aus dem Zwischenprodukt 37e (0.33 g, 1.25 mmol)
in 1.8 ml Chloroform mit einer Losung von 1-(2-Aminoethyl)piperazin (0.26 g,
3.05mmol) in 4ml Chloroform hergestellt. Eine saulenchromatographische
Aufreinigung des entstandenen Produktgemisches war nicht mdéglich (0.15 g,
0.43 mmol, 34%). Daher wurde dieses in Chloroform (5 ml) gelést und mit
Phtalsaureanhydrid (66 mg, 0.45 mmol) und TEA (60 pL, 0.43 mmol) 15 h refluxiert,
wobei 39e als solches unverandert blieb. Der Ansatz wurde in Eiswasser gegossen
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und mit DCM extrahiert. Die organische Phase wurde mit einer gesattigten
Natriumcarbonatldsung gewaschen, Uber Na2SOa4 getrocknet und das Lésungsmittel
wurde entfernt. Eine saulenchromatographische Aufreinigung war nach Vorschrift G
maglich. 39e wurde als weil3er Feststoff erhalten (0.06 g, 0.17 mmol, 14%).

C20H24CIN3O (M = 357.88 g/mol), Smp. 108-110°C, *H-NMR (300 MHz, CDClz) 5 7.33
-7.26 (m, 2H), 7.25 - 7.16 (m, 2H), 7.12 (dd, J = 8.6, 2.6 Hz, 1H), 6.84 (d, J = 8.6 Hz,
1H), 6.22 (d, J = 13.0 Hz, 1H), 5.34 (bs, 1H), 4.86 (d, J = 13.0 Hz, 1H), 4.51 (s, 1H),
2.85 (t, J = 4.9 Hz, 2H), 2.38 - 2.04 (m, 2H), 2.41 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.33 - 2.06 (m,
6H), 1.31 - 1.16 (m, 1H). **C-NMR (75 MHz, CDCIl3) d 155.82 (Cquat), 139.70 (Cquat),
135.41 (Cquat), 130.86 (+, Ar-CH), 130.74 (Cquat), 129.35 (+, Ar-CH), 129.05 (+, Ar-CH),
128.62 (+, Ar-CH), 128.24 +, Ar- (CH), 128.22 (+, Ar-CH), 126.21 (Cquat), 122.14 (+,
Ar-CH), 71.20 (-, CHz), 67.71 (+, CH), 58.09 (-, CH2), 54.28 (-, 2 CH2), 45.96 (-, 2 CHy),
44.36 (-, CH2). HR (ESI-MS) m/z berechnet fir C2oH2sCIN3O* [M+H]" 358.1681;
gefunden: 358.1691 (100).

3-(4-(2-Chloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]oxepin-11-yl)piperazin-1-yl)-N,N-
dimethylpropan-1-amin (39f)

N; \
CJ) .
» W

O

C23Ha0CIN3O (M = 399.21 g/mol)

Das Zwischenprodukt 37e wurde nach der allgemeinen Vorschrift G aus 36e (0.30 g,
1.25 mmol) in 3.6 ml DCM mit einer Losung von Thionylchlorid (0.18 ml, 2.5 mmol) in
1.84 ml DCM hergestellt und als violettes Ol (0.33 g, 1.25 mmol) erhalten. 39f wurde
nach der allgemeinen Vorschrift G aus dem Zwischenprodukt 37e (0.50 g, 1.89 mmol)
in 2.4 ml Chloroform mit einer Lésung von 1-(3-Dimethylamino)propylpiperazin (0.81 g,
4.73 mmol) in 4.8 ml Chloroform hergestellt und wurde als klares Ol erhalten (70 mg,
0.18 mmol, 14%).

118



Experimenteller Teil

C23H30CIN3O (M = 399.21 g/mol), *H-NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.37 - 7.22 (m, 3H),
7.19 (d, J=6.3 Hz, 1H), 7.14 - 7.03 (m, 2H), 6.79 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 6.76 - 6.67 (m,
1H), 4.69 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 3.81 (s, 1H), 2.65 - 2.07 (m, 18H), 1.76 - 1.55 (m, 2H).
13C-NMR (75 MHz, CDClz) 6 155.05 (Cquat), 140.32 (Cquat), 133.98 (Cquat), 132.49 (+,
Ar-CH), 129.78 (+, Ar-CH), 129.55 (+, Ar-CH), 128.96 (+, Ar-CH), 128.74 (+, Ar-CH),
128.45 (+, Ar-CH), 125.21 (Cquat), 124.05 (Cquat), 121.89 (+, Ar-CH), 75.94 (+, CH),
69.44 (-, CH2), 57.90 (-, CH2), 56.53 (-, CH2), 53.51 (-, CH2), 51.61 (-, CH2), 45.49 (+,
2 CHs), 25.15 (-, CH2). HR (ESI-MS) m/z berechnet fur C23H31CIN3O* [M+H]*
400.2157, gefunden: 400.2157.

3-(4-(2-Chloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]oxepin-11-yl)piperazin-1-yl)propan-1-
amin (399)

NH,

/

O,
OO

o

C21H26CIN3O (M = 371.91 g/mol)

39a (0.30 g, 0.96 mmol), 3-Brompropylaminhydrobromid (0.21 g, 0.96 mmol), DIPEA
(0.5 g, 3.82 mmol) und Nal (143 mg, 0.96 mmol) wurden 2 h in Chloroform unter
Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde die Mischung in
Wasser gegossen und das Produkt mit DCM extrahiert. Die organische Phase wurde
mit Na2S0Oa4 getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Das weil3e feste Produkt 39g
wurde mit S&ulenchromatographie (Ethylacetat/7 M NHsz in MeOH 10/1 v/v) gereinigt
(40 mg, 0.11 mmol, 12%).

C21H26CIN3O (M = 371.91g/mol), Smp. 78-80°C, 'H-NMR (300 MHz, CDCls) & 7.32 -
7.22 (m, 3H), 7.22 - 7.16 (m, 1H), 7.13 - 7.04 (m, 2H), 6.78 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 6.75
- 6.68 (M, 1H), 5.55 (bs, 1H), 4.68 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 3.82 (s, 1H), 2.79 - 2.10 (m,
12H), 1.69 - 1.53 (m, 2H), 1.26 (bs, 1H). 3C-NMR (75 MHz, CDCls) & 155.05 (Cquat),
140.29 (Cquat), 133.98 (Cquar), 132.49 (+, Ar-CH), 129.79 (+, Ar-CH), 129.57 (+, Ar-CH),
128.98 (+, Ar-CH), 128.76 (+, Ar-CH), 128.49 (+, Ar-CH), 125.19 (Cquat), 124.09 (Cqua),
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121.89 (+, Ar-CH), 75.90 (+, CH), 69.45 (-, CHz), 56.46 (-, CHz), 53.52 (-, 2 CH2), 51.60
(-, 2 CH2), 40.82 (-, CH2), 29.85 (-, CH2). HR (ESI-MS) m/z berechnet fur C21H27CIN3O*
[M+H]* 372.1845, gefunden: 372.1837.

N-(2-Chloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]oxepin-11-yl)propan-1,3-diamin (39h)

H,N
HN cl
‘ o}

C17H19CIN20 (M = 302.80 g/mol)

Das Zwischenprodukt 37e wurde nach der allgemeinen Vorschrift G aus 36e (0.30 g,
1.25 mmol) in 3.6 ml DCM mit einer Losung von Thionylchlorid (0.18 ml, 2.5 mmol) in
1.84 ml DCM hergestellt und als violettes Ol (0.33 g, 1.25 mmol) erhalten. 39h wurde
nach der allgemeinen Vorschrift G aus dem Zwischenprodukt 37e (0.50 g, 1.89 mmol)
in 2.4 ml Chloroform mit einer Losung von Diaminopropan (0.81 g, 4.73 mmol) in 4.8 ml
Chloroform hergestellt und als weil3er klebriger Feststoff erhalten (0.40 mg, 0.13 mmol,
10%).

C17H19CIN20 (M = 302.80/mol), *H-NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.36 - 7.26 (m, 3H), 7.24
-7.17 (m, 2H), 7.16 - 7.09 (m, 1H), 6.85 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.28 (d, J = 13.0 Hz, 1H),
4.85 (d, J = 13.0 Hz, 1H), 4.51 (s, 1H), 2.77 - 2.47 (m, 4H), 1.61 (m, 2H). 3C-NMR (75
MHz, CDCls) & 155.79 (Cquat), 152.79 (Cquat), 139.56 (Cquat), 135.40 (Cquat), 130.85 (+,
Ar-CH), 130.51 (Cquat), 129.43 (+, Ar-CH), 129.15 (+, Ar-CH), 128.67 (+, Ar-CH),
128.30 (+, Ar-CH), 128.27 (+, Ar-CH), 122.21 (+, Ar-CH), 71.12 (-, CH2), 68.03 (+, CH),
46.01 (-, CH2), 40.44 (-, CH2), 33.21 (-, CH2). HR (ESI-MS) m/z berechnet fir
C17H19CIN20: [M+H]* 303.1262, gefunden: 303.1259.
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2-Chloro-N-(pyridin-3-yl-methyl)-6,11-dihydrodibenzo[b,e]oxepin-11-amin (39i)

7

S

HN Cl
l O

C20H17CIN20 (M = 336.82 g/mol)

Das Zwischenprodukt 37e wurde nach der allgemeinen Vorschrift G aus 36e (0.30 g,
1.25 mmol) in 3.6 ml DCM mit einer Losung von Thionylchlorid (0.18 ml, 2.5 mmol) in
1.84 ml DCM hergestellt und als violettes Ol (0.33 g, 1.25 mmol) erhalten. 39i wurde
nach der allgemeinen Vorschrift G aus dem Zwischenprodukt 37e (0.33 g, 1.25 mmol)
in 1.8 ml Chloroform mit einer Lésung von 3-Pycolylamin (0.33 g, 3.0 mmol) in
Chloroform (4 ml) hergestellt und als weil3er Feststoff erhalten (195 mg, 0.58 mmol,
46%).

C20H17CIN20 (M = 336.82 g/mol), Smp. 91-93°C, H-NMR (300 MHz, CDCls) & 8.57 -
8.41 (m, 2H), 7.67 - 7.61 (m, 1H), 7.36 - 7.18 (m, 5H), 7.17 - 7.09 (m, 2H), 6.91 - 6.82
(m, 1H), 6.35 (d, J = 13.0 Hz, 1H), 4.87 (d, J = 13.0 Hz, 1H), 4.56 (s, 1H), 3.85 - 3.54
(m, 2H). 13C-NMR (75 MHz, CDCls) 8 155.96 (Cquat), 149.65 (+, Ar-CH), 148.54 (+, Ar-
CH), 138.75 (Cquat), 135.87 (+, Ar-CH), 135.56 (Cquat), 135.22 (Cqua)), 130.90 (+, Ar-
CH), 129.69 (Cquat), 129.61 (+, Ar-CH), 129.45 (+, Ar-CH), 128.85 (+, Ar-CH), 128.61
(+, Ar-CH), 128.38 (+, Ar-CH), 126.28 (Cquat), 123.43 (+, Ar-CH), 122.35 (+, Ar-CH),
71.14 (-, CH2), 67.15 (+, CH), 49.22 (-, CH2). HR (ESI-MS) m/z berechnet fur
C20H18CIN20* [M+H]* 337.1107; gefunden: 337.1102. CHN (C20H17CIN20-0.14 DCM):
C, 69.37; H, 5.00; N, 8.03 gefunden: C 69.77, H 5.20, N 7.64.
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6.5 Synthese der dimeren Ligand-Verbindungen

1-(3,8-Dichloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]Joxepin-11-yl)piperazin (40)
H

C)
N

C1sH1sCI2N20 (M = 348.26 g/mol)

40 wurde nach der allgemeinen Vorschrift G aus dem Chlorid-Zwischenprodukt 37e
(2.14 g, 7.11 mmol) in 9ml Chloroform mit einer Lésung von Piperazin (1.53 g,
17.80 mmol) in 19 ml Chloroform hergestellt und als weil3er Feststoff erhalten (0.89 g,
2.56 mmol, 36%).

C1sH18CI2N20 (M = 348.26g/mol), Smp. 153.3-155.4°C, 'H-NMR (400 MHz, CDClz) &
7.43 - 7.38 (m, 1H), 7.35 (dd, J = 8.0, 2.2 Hz, 1H), 7.25 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.12 (d, J
= 8.2 Hz, 1H), 6.97 - 6.86 (m, 3H), 4.77 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 3.96 (s, 1H), 2.90 (t, J =
4.8 Hz, 4H), 2.65 - 2.21 (m, 4H), 1.83 (s, 1H). 13C-NMR (75 MHz, CDCls) & 156.89
(Cquat), 138.71 (Cquat), 135.58 (Cquat), 135.19 (Cquat), 134.38 (+, Ar-CH), 134.13 (Cquat),
130.37 (+, Ar-CH), 129.97 (+, Ar-CH), 128.62 (+, Ar-CH), 121.54 (Cquat), 120.43 (+, Ar-
CH), 120.18 (+, Ar-CH), 75.20 (+, CH), 68.84 (-, CH2), 52.31 (-, 2 CHz), 46.03 (-, 2
CH2). ESI-MS m/z 349.09 [M+H]* (100), 265.00 [M+H]* (43). CHN (C1sH1sCl2N20 - 0.1
EtOAc) berechnet: C, 61.72; H, 5.29; N, 7.82 gefunden: C 61.44, H 5.16, N 7.88.

2-(3-Bromopropyl)isoindolin-1,3-dion (43) [147]

O Br

el

O

C11H10BrNO2 (M = 268.11 g/mol)

3-Brompropylaminhydrobromid (2.80 g, 12.8 mmol), Phthalsdureanhydrid (1.95 g,
13.4 mmol) und TEA (1.25 g, 12.8 mmol) wurden in Chloroform (50 ml) 15 h unter

Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde die Mischung in
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kaltes Wasser gegossen und das Produkt mit DCM extrahiert. Die organische Phase
wurde mit einer Losung von Na2COs (5%) gewaschen. Nach dem Trocknen mit MgSOa4
und Entfernen des Losungsmittels wurde das Rohprodukt mittels
Saulenchromatographie (Losungsmittel EtOAc/7 M NHs in MeOH 9/1 v/v) gereinigt. 43
wurde als weil3er Feststoff erhalten (1.15 g, 4.29 mmol, 34%).

C11H10BrNO2 (M = 268.11 g/mol), Smp. 82.7-83.4°C, 'H-NMR (300 MHz, CDClz) &
7.88 - 7.81 (m, 2H), 7.75 - 7.68 (m, 2H), 3.84 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.41 (t, J = 6.8 Hz,
2H), 2.32 - 2.18 (m, 2H). 3C-NMR (75 MHz, CDCl3) & 167.08 (2 Cquai), 132.89 (+, 2
Ar-CH), 130.77 (2 Cquat), 122.16 (+, 2 Ar-CH), 37.44 (-, CHz), 31.36 (-, CH2), -0.01 (-,
CH2). EI-MS m/z 268.99 M* (4), 266.99 M* (4), 188.07 (47), 160.04 (100). CHN
(C11H10BrNO2 - 0.6 DCM) berechnet: C, 43.67; H, 3.54; N, 4.39 gefunden: C 43.48, H
3.54, N 4.39.

2-(3-(4-(3,8-Dichloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]Joxepin-11-yl)piperazin-1-yl)
propyl)isoindolin-1,3-dion (44)

)

Néo
G/

C29H27CI2N303 (M = 536.45 g/mol)

40 (0.65 g, 1.86 mol), 43 (0.50 g, 1.86 mmol), DIPEA (0.56 g, 7.44 mmol) und Nal
(0.27 g, 1.86 mol) wurden 2 h in MeCN unter Rickfluss erhitzt. Nach dem Abkuhlen
auf Raumtemperatur wurde das Losungsmittel entfernt, die Mischung in Wasser
gegossen und das Produkt mit DCM extrahiert. Nach dem Trocknen Uber Na2SOa4
wurde das Produkt durch Sdulenchromatographie (DCM/MeOH 9/1 v/v) gereinigt und
44 als weil3er Feststoff erhalten (0.50 g, 0.93 mmol, 50%).
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C29H27CI2N203 (M = 536.45 g/mol), Smp. 98-100°C, *H-NMR (300 MHz, CDCls) & 7.91
-7.79 (m, 2H), 7.78 - 7.66 (M, 2H), 7.30 - 7.16 (m, 2H), 7.13 - 7.01 (m, 1H), 6.95 - 6.89
(m, 1H), 6.83 - 6.74 (m, 2H), 6.70 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 4.60 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 3.81
-3.62 (M, 3H), 2.94 - 1.90 (M, 10H), 1.90 - 1.79 (m, 2H). 3C-NMR (75 MHz, CDCls) &
168.46 (2 Cquat), 156.87 (Cquat), 138.80 (Cquat), 135.61 (Cquar), 135.11 (Cquat), 134.28 (+,
Ar-CH), 134.06 (Cquat), 133.86 (+, 2 Ar-CH), 132.33 (2 Cquat), 130.24 (+, Ar-CH), 129.89
(+, Ar-CH), 128.58 (+, Ar-CH), 123.23 (+, 2 Ar-CH), 121.71 (Cquat), 120.35 (+, Ar-CH),
120.14 (+, Ar-CH), 74.91 (+, CH), 68.80 (-, CHz), 55.71 (-, CH2), 53.18 (-, CH»), 51.27
(-, 2 CH2), 36.50 (-, 2 CH2), 25.16 (-, CHz). ESI-MS m/z 538.15 [M+H]* (65), 536.15
[M+H]* (100).

3-(4-(3,8-Dichloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]oxepin-11-yl)piperazin-1-yl)propan-
1-amin (45)

NH»

;
)

C21H25CI2N30O (M = 406.35 g/mol)

44 (0.50 g, 0.93 mmol) wurde in Ethanol (10 ml) geldst. Nach Kiihlung auf 0 °© C wurde
Hydrazin (0.18 g, 3.6 mmol) zugetropft. Das Gemisch wurde 30 min gerihrt, dann
wurde das Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde in DCM geldst und mit
Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde mit Na2SO4 getrocknet und das
Ldsungsmittel wurde unter Vakuum entfernt. 45 wurde durch Saulenchromatographie
(DCM/MeOH 9/1 viv) gereinigt und als weil3er Feststoff erhalten (0.34 g, 0.84 mmol,
90%).

C21H25C12N30 (M = 406.35 g/mol), Smp. 100.3-103.4°C, H-NMR (300 MHz, CDCls) &
7.31-7.27 (m, 1H), 7.25 - 7.20 (m, 1H), 7.14 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.00 (d, J = 8.0 Hz,
1H), 6.82 - 6.76 (m, 3H), 4.63 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 3.84 (s, 1H), 2.76 (t, J = 6.7 Hz,
2H), 2.52 - 2.23 (m, 6H), 2.16 - 2.01 (m, 4H), 1.69 - 1.53 (m, 2H). 3C-NMR (75 MHz,
CDCls) & 156.91 (Cquar), 138.92 (Cquat), 135.63 (Cquat), 135.11 (Cauat), 134.33 (+, Ar-
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CH), 130.28 (+, Ar-CH), 129.91 (+, Ar-CH), 128.61 (+, Ar-CH), 121.83 (Cquat), 120.36
(+, Ar-CH), 120.17 (+, Ar-CH), 118.22 (Cquat), 74.95 (+, CH), 68.85 (-, CH2), 56.49 (-,
CHgz), 53.49 (-, 2 CH), 51.58 (-, CH), 40.89 (-, 2 CH2), 29.86 (-, CH2). ESI-MS m/z
406.15 [M+H]* (100). CHN (C21H25CI2N3O - 0.4 EtOAc) berechnet: C, 57.32; H, 6.08;
N, 8.68 gefunden: C 57.31, H 6.25, N 8.63.

Allgemeine Versuchsvorschrift H fir die Verbindungen 46a-c

45 (2 Aquivalente) wurden in trockenem THF unter Argon-Atmosphare geldst. TEA (4
Aquivalente) und das entsprechende Saurechlorid (1 Aquivalent) wurden zugegeben
und das Gemisch 2 h bei Raumtemperatur gerihrt. Nach dieser Zeit wurde das
Lésungsmittel unter Vakuum entfernt und Wasser zu der Mischung gegeben. Das
Produkt wurde mit DCM extrahiert. Die organische Phase wurde getrocknet und die
Produkte 46a-c wurden durch Saulenchromatographie (EtOAc/7 M NHs in MeOH 10/1

v/v) gereinigt.

N,N-Bis(3-(4-(3,8-dichloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]Joxepin-11-yl)piperazin-1-
yl)propyl)adipoyldiamid (46a)

« O
CI ﬁN/\/\”J\/\/\H/N\/\/NJ CI

CasHs6ClaNeO4 (M = 922.81 g/mol)

46a wurde nach der allgemeinen Versuchsvorschrift H aus 45 (0.50 g, 1.23 mmol),
TEA (0.24 g, 2.47 mmol) und Adipoyldichlorid (0.11 g, 0.62 mmol) hergestellt. Das
Produkt wurde als weil3er Feststoff erhalten (0.17 g, 0.18 mmol, 30%).

CasHs6ClaNsO4 (M = 922.81 g/mol), Smp. 107-109°C, *H-NMR (300 MHz, CDCl3) &
7.30 - 7.20 (m, 4H), 7.16 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.12 - 7.04 (m, 2H), 7.02 (d, J = 8.0 Hz,
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2H), 6.82 - 6.76 (m, 2H), 6.73 (d, J = 11.7 Hz, 2H), 4.64 (d, J = 11.7 Hz, 2H), 3.86 (s,
2H), 3.29 (dd, J = 11.7, 5.9 Hz, 4H), 2.70 - 2.07 (m, 24H), 1.71 - 1.55 (m, 8H). 13C-
NMR (75 MHz, CDCl3) & 172.66 (2 Cquat), 156.91 (2 Cquat), 138.75 (2 Cquat), 135.60 (2
Caquat), 135.18 (2 Cquat), 134.34 (+, 2 Ar-CH), 134.14 (2 Cgquat), 130.36 (+, 2 Ar-CH),
129.94 (+, 2 Ar-CH), 128.68 (+, 2 Ar-CH), 121.73 (2 Cquat), 120.41 (+, 2 Ar-CH), 120.25
(+, 2 Ar-CH), 74.77 (+, 2 CH), 68.86 (-, 2 CHz), 57.16 (-, 4 CH2), 53.40 (-, 4 CH2), 51.64
(-, 2 CH2), 39.32 (-, 2 CH2), 36.45 (-, 2 CH2), 25.24 (-, 2 CH2), 22.66 (-, 2 CH2). HR
(ESI-MS) m/z berechnet fur CasHs7ClaNeO4* [M+H]* 921.3189, gefunden: 921.3190.
CHN (CusHs6ClaNeO4 - 0.8 DCM) berechnet: C, 59.16; H, 5.86; N, 8.48 gefunden: C
58.77, H 6.10, N 8.85.

N,N-Bis(3-(4-(3,8-dichloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]Joxepin-11-yl)piperazin-1-
yl)propyl)octanoyldiamid (46b)

cl Q H N
O ﬁN/\/\HJ\/\/\/\WN\/\/NJ c:|

CsoHsoClaNsO4 (M = 948.34 g/mol)

46b wurde nach der allgemeinen Versuchsvorschrift H aus 45 (0.50 g, 1.23 mmol),
TEA (0.24 g, 2.47 mmol) und Octanoyldichlorid (0.96 g, 0.62 mmol) hergestellt. Das
Produkt wurde als weil3er Feststoff erhalten (170 mg, 0.18 mmol, 29%).

CsoHeoClaNsOa (M = 948.34 g/mol), Smp. 84 - 86°C, 'H-NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.29
(d, J = 2.1 Hz, 2H), 7.27 - 7.20 (m, 4H), 7.13 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.98 - 6.76 (M, 4H),
6.71 (d, J = 11.7 Hz, 2H), 4.62 (d, J = 11.7 Hz, 2H), 3.83 (s, 2H), 3.62 (d, J = 1.7 Hz,
2H), 3.26 (dd, J = 11.7, 6.0 Hz, 4H), 2.53 - 2.23 (m, 10.0 Hz, 18H), 2.16 - 2.06 (m, 4H),
1.68 - 1.52 (m, 8H), 1.38 - 1.29 (M, 4H). 3C-NMR (75 MHz, CDCl3) & 173.05 (2 Cqua),
156.91 (2 Caquat), 138.72 (2 Cquat), 135.60 (2 Caua), 135.17 (2 Cauat), 134.27 (2 Cquar),
134.14 (+, 2 Ar-CH), 130.30 (+, 2 Ar-CH), 129.95 (+, 2 Ar-CH), 128.66 (+, 2 Ar-CH),
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121.72 (2 Cquat), 120.42 (+, 2 Ar-CH), 120.22 (+, 2 Ar-CH), 74.83 (+, 2 CH), 68.86 (-, 2
CH2), 56.94 (-, 4 CH), 53.35 (-, 4 CH2), 51.58 (-, 2 CH2), 39.09 (-, 2 CH2), 36.73 (-, 2
CH2), 28.95 (-, 2 CH2), 25.61 (-, 2 CH2), 25.33 (-, 2 CH2). HR (ESI-MS) m/z berechnet
fur CasHs3ClaNsO4™ [M+H]" 949.3487, gefunden: 949.3503. CHN (CasHs2Cl4N6O4 - 3
H20, Acetamid) berechnet: C, 58.70; H, 6.73; N, 9.22, gefunden: C 57.88, H 6.70, N
9.25.

N,N-Bis(3-(4-(3,8-dichloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]Joxepin-11-yl)piperazin-1-
yl)propyl)sebacoyldiamid (46¢)

Cl

(o

0 " (N
CI NﬁN/\/\ﬂJ\/\/\/\/\gN\/\/NJ CI
)

Cs2H25Cl4N6O4 (M = 978.92 g/mol)

46¢ wurde nach der allgemeinen Versuchsvorschrift H aus 45 (0.60 g, 1.48 mmol),
TEA (0.18g, 0.74 mmol) und Sebacoyldichlorid (0.18 g, 0.74 mmol) hergestellt. Das
Produkt wurde als weil3er Feststoff erhalten (0.21 g, 0.21 mmol, 29%).

Cs2H25ClaNeO4 (M = 978.92 g/mol), Smp. 166-168°C, *H-NMR (300 MHz, CDCls) &
7.30 - 7.18 (m, 4H), 7.13 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 6.99 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.86 - 6.67 (m,
6H), 4.65 (d, J = 11.7 Hz, 2H), 3.84 (s, 2H), 3.30 (dd, J =11.7, 5.9 Hz, 4H), 2.81 - 2.19
(m, 20H), 2.20 - 2.07 (m, 4H), 1.75 - 1.51 (m, 8H), 1.39 - 1.19 (m, 8H). 33C-NMR (75
MHz, CDCIz) & 172.89 (2 Cquat), 156.92 (2 Cquat), 138.66 (2 Cgquat), 135.60 (2 Cquat),
135.23 (2 Cquat), 134.24 (+, 2 Ar-CH), 134.18 (2 Cquat), 130.27 (+, 2 Ar-CH), 129.99 (+,
2 Ar-CH), 128.68 (+, 2 Ar-CH), 121.64 (2 Cquat), 120.47 (+, 2 Ar-CH), 120.22 (+, 2 Ar-
CH), 74.90 (+, 2 CH), 68.85 (-, 2 CH), 57.13 (-, 4 CH2), 53.37 (-, 4 CH2), 51.61 (- 2
CH2), 39.18 (-, 2 CH), 37.02 (-, 2 CH2), 29.39 (-, 2 CH2), 29.33 (-, 2 CH2), 25.88 (-, 2
CHy), 25.24 (-, 2 CH2). HR (ESI-MS) m/z berechnet fur CisH26N3O* [M+H]* 979.3809,
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gefunden: 977.3816. CHN (Cs2H25ClaNeOs - 1.2 Acetamid - 1 H20) berechnet: C,
61.19; H, 6.80; N, 9.44, gefunden: C 61.40, H 6.74, N 9.09.

6.6 Synthese der Imidazol-Doxepin-Liganden

10,11-Dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-ol (36q) [108]

O

C1sH140 (M = 210.28 g/mol)

360 [207] wurde nach den allgemeinen Vorschriften F aus Dibenzosuberon hergestellt.

Die NMR- Daten entsprachen der Literatur.

N!-(10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-yl)ethane-1,2-diamin (47a) [150]

NH,

@Y

C17H20N2 (M = 352.36 g/mol)

Das Zwischenprodukt 37g wurde nach der allgemeinen Vorschrift G aus 36q (5.00 g,
20.3 mmol) hergestellt. Aus dem Zwischenprodukt (5.38 g, 20.52 mmol) in 30 ml
Chloroform wurde nach der allgemeinen Vorschrift G mit einer LOsung von
Ethylendiamin (8.58 g, 142.8 mmol) in 15 ml Chloroform das Produkt 47a hergestellt
und als weilRer Feststoff (4.09 g, 11.6 mmol, 57%) erhalten.

Ci7H20N2 (M = 352.36 g/mol), Smp. 111.7-112.8°C, 'H-NMR (300 MHz, CDCI3) & 7.37
- 7.00 (m, 8H), 4.81 (s, 1H), 3.83 - 3.57 (m, 2H), 3.12 - 2.86 (m, 2H), 2.68 (dt, J = 11.3,
5.4 Hz, 4H). 3C-NMR (75 MHz, CDCl3) & 140.33 (2 Cquat), 139.95 (2 Cquar), 130.44 (+,
2 Ar-CH), 129.17 (+, 2 Ar-CH), 127.47 (+, 2 Ar-CH), 125.88 (+, 2 Ar-CH), 51.26 (-,
CH2), 42.14 (-, CHa), 32.43 (-, 2 CHy). (CH-Singal fehlt). ESI-EIC-MS m/z 253.17
[M+H]* (18), 193.10 (100).
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N-(10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-yl)propane-1,3-diamin (47b) [148]

CisH22N2 (M = 266.39 g/mol)

Das Zwischenprodukt 37g wurde nach der allgemeinen Vorschrift G aus 36q (5.0 g,
23.8 mmol) hergestellt. Aus dem Zwischenprodukt (2.27 g, 10.0 mmol) in 30 ml
Chloroform wurde nach der allgemeinen Vorschrift G mit einer Lésung von
Diaminopropan (4.45 g, 60.0 mmol) in 15 ml Chloroform das Produkt 47b hergestellt
und als weil3er Feststoff (2.56 g, 9.61 mmol, 40%) erhalten.

CisH22N2 (M = 266.39 g/mol), Smp. 133.1-134.2°C, H-NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.30
- 7.22 (m, 2H), 7.21 - 7.06 (m, 6H), 4.78 (s, 1H), 3.85 - 3.51 (m, 2H), 3.07 - 2.85 (m,
2H), 2.73 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.60 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.67 - 149 (m, 2H). 3C-NMR (75
MHz, CDCls) & 140.45 (2 Caquat), 139.93 (2 Cquat), 130.43 (+, 2 Ar-CH), 129.06 (+, 2 Ar-
CH), 127.43 (+, 2 Ar-CH), 125.86 (+, 2 Ar-CH), 46.29 (-,CH2), 40.50 (-, CHz), 34.06 (-
,CH2), 32.38 (-, 2 CH2). (CH-Signal fehlt). ESI-EIC-MS m/z 267.19 [M+H]* (16), 193.10
(199).

N-(10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-yl)heptane-1,7-diamin (47c)

HoN

o

C22H30N2 (M = 322.50 g/mol)

Das Zwischenprodukt 37g wurde nach der allgemeinen Vorschrift G aus 36q (5.0 g,

23.8 mmol) hergestellt. Aus dem Zwischenprodukt (2.27 g, 10.0 mmol) in 30 ml
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Chloroform wurde nach der allgemeinen Vorschrift G mit einer Lésung von
Diaminoheptan (7.81 g, 60.0 mmol) in 60 ml Chloroform das Produkt 47c hergestellt
und als weil3er Feststoff (3.47, 10.76 mmol, 45%) erhalten.

C22Hs0N2 (M = 322.50 g/mol), IH-NMR (300 MHz, CDCls) 8 7.32 - 7.22 (m, 2H), 7.20 -
7.07 (m, 6H), 4.81 (s, 1H), 3.84 - 3.59 (m, 2H), 3.11 - 2.86 (m, 2H), 2.65 (t, J = 6.9 Hz,
2H), 2.52 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 1.47 - 1.19 (m, 10H). 13C-NMR (75 MHz, CDCls) 5 140.64
(2 Cquat), 139.86 (2 Cquat), 130.38 (+, 2 Ar-CH), 128.90 (+, 2 Ar-CH), 127.33 (+, 2 Ar-
CH), 125.82 (+, 2 Ar-CH), 48.53 (-, CH2), 42.13 (-, CH2), 33.56 (-, CH2), 32.37 (-, 2
CHz), 30.23 (-, CH2), 29.36 (-, CH2), 27.34 (-, CH2), 26.84 (-, CH2). (CH-Signal fehlt).
ESI-EIC-MS m/z 323.25 [M+H]* (15), 193.10 (100). CHN (C22H30N2 - 0.24 SOCI2 - 0.2
Toluol) berechnet: C, 76.07; H, 8.62; N, 7.58; gefunden: C 76.38, H 8.27, N 7.77.

1-(10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-yl)piperazin (47d) [149]
H
»)
; v

Ci9H22N2 (M = 278.40 g/mol)

Das Zwischenprodukt 47g wurde nach der allgemeinen Vorschrift G aus 36q (5.0 g,
23.8 mmol) hergestellt. Aus dem Zwischenprodukt (2.27 g, 10.0 mmol) in 30 ml
Chloroform wurde nach der allgemeinen Vorschrift G mit einer L6sung von Piperazin
(5.16 g, 60.0 mmol) in 60 ml Chloroform das Produkt 47d hergestellt und als weil3er
Feststoff erhalten (1.98 g, 7.10 mmol, 30%).

C19H22N2 (M = 278.40 g/mol), Smp. 112-113°C, *H-NMR (300 MHz, CDCI3) & 7.20 -
7.01 (m, 8H), 4.07 - 3.90 (m, 3H), 2.87 - 2.80 (m, 4H), 2.79 - 2.72 (dd, J = 9.9, 5.3 Hz,
2H), 2.41 - 2.20 (m, 4H). 33C-NMR (75 MHz, CDClIz) 6 139.66 (2 Cquat), 139.05 (2 Cquat),
130.84 (+, 2 Ar-CH), 130.76 (+, 2 Ar-CH), 127.70 (+, 2 Ar-CH), 125.44 (+, 2 Ar-CH),
79.40 (+, CH), 52.74 (-, CH2), 46.15 (-, 2 CH2)., 31.71 (-, 2 CH2). ESI-EIC-MS m/z
279.19 [M+H]" (68), 193.10 (100). CHN (Ci9H22N2) berechnet: C, 81.97; H, 7.97; N,
10.06; gefunden: C 81.78, H 7.83, N 9.97.
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Allgemeine Versuchsvorschrift | fir die Verbindungen 48 a —d

Die entsprechende Verbindung 47a-d (2 Aquivalente), Urocaninsaure (1 Aquivalent),
BOP (Benzotriazolyloxytris(dimethylamino)phosphoniumhexafluoridphosphat) (1.2
Aquivalente) und DIPEA (3 Aquivalente) wurden in THF gelost und 24 h bei
Raumtemperatur gerthrt. Zur Aufarbeitung wurde Wasser hinzugegeben und der pH-
Wert wurde mit 25% NHs alkalisch eingestellt. Die wassrige Phase wurde mit DCM
extrahiert. Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel entfernt. Nach Aufreinigung mittels Saulenchromatographie (DCM/7 M
NHz in MeOH 10/1 v/v) wurde das Produkt erhalten.

N-(2-((10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-yl)amino)ethyl)-3-(1H-
imidazol-5-yl)acrylamid (48a)

N4\

—

NH

C23H2aN4O (M = 372.47 g/mol)

48a wurde nach der allgemeinen Versuchsvorschrift | aus 47a (1.0 g, 3.96 mmol),
Urocaninsaure (0.27 g, 1.98 mmol), BOP (1.05 g, 2.38 mmol) und DIPEA (0.77 g,
5.94 mmol) hergestellt und als weil3er Feststoff erhalten (0.54 g, 1.4 mmol, 71%).

C23H24N4O (M = 372.47 g/mol), Smp. 180-182°C, *H-NMR (300 MHz, MeOD) & 7.74
(s, 1H), 7.46 - 7.26 (m, 4H), 7.17 - 7.05 (m, 6H), 6.46 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 4.86 (s, 1H),
3.71 - 3.55 (m, 2H), 3.37 (t, 6.2 Hz, 2H), 2.98 - 2.86 (m, 2H), 2.69 - 2.64 (m, 2H). 13C-
NMR (101 MHz, MeOD) & 167.92 (2 Cquat), 139.70 (2 Cquat), 136.98 (+, Ar-CH), 130.06
(+, 2 Ar-CH), 128.96 (+, Ar-CH), 127.30 (+, 2 Ar-CH), 125.60 (+, 2 Ar-CH), 117.84 (+,
2 Ar-CH), 47.89 (+, CH), 47.02 (-, CH)., 38.95 (-, CH2)., 32.07 (-, 2 CH2). (2 Cquat-, 2
CH-Signale fehlen). HR (ESI-MS) m/z berechnet fir C23H2sN4O* [M+H]* 373.2026,
gefunden: 373.2023 (100). CHN (C23H24N4O - 0.2 DCM) berechnet: C, 71.55; H,
6.32N, 14.39; gefunden: C 71.94, H 6.06, N 14.62.
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N-(3-((10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-yl)amino)propyl)-3-(1H-
imidazol-4-yl)acrylamid (48b)

Q N
Y AN
w L,

f

0

C24H26N4O (M = 386.50 g/mol)

48b wurde nach der allgemeinen Versuchsvorschrift | aus 47b (0.58 g, 2.18 mmol),
Urocaninsaure (0.15 g, 1.09 mmol), BOP (0.75 g, 1.70 mmol) und DIPEA (0.42 g,
3.27 mmol) hergestellt und als weil3er Feststoff erhalten (0.44 g, 1.13 mmol,

quantitativ).

C24H26N4O (M = 386.50 g/mol), Smp. 88-90°C, *H-NMR (300 MHz, MeOD) & 7.74 (s,
1H), 7.39 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 7.32 (s, 1H), 7.30 - 7.25 (m, 2H), 7.14 - 7.08 (m, 6H),
6.42 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 4.85 (s, 1H), 3.66 - 3.52 (m, 2H), 3.36 - 3.23 (m, 2H), 3.03 -
2.89 (m, 2H), 2.62 - 2.53 (m, 2H), 1.79 - 1.59 (m, 2H). 3C-NMR (75 MHz, MeOD) &
169.09 (Cquat), 148.92 (Cqua)), 141.64 (2 Cquat), 140.89 (2 Cquat), 138.40 (+, Ar-CH),
131.40 (+, 2 Ar-CH), 130.01 (+, Ar-CH), 128.50 (+, 2 Ar-CH), 126.97 (+, 2 Ar-CH),
119.38 (+, 2 Ar-CH), 46.53 (-, CH2), 38.66 (-, CHz), 36.80 (+, CH), 33.52 (-, 2 CH2),
30.52 (CH2). (2 CH-Signale fehlen). CHN (C24H26N4O - 0.08 DCM - 0.1 Acetamid)
berechnet: C, 72.99; H, 6.75; N, 14.42; gefunden: C 72.67, H 6.46, N 14.58. HR (ESI-
MS) m/z berechnet fiir C24H27N4O* [M+H]* 387.2184, gefunden: 387.2179 (100).
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N-(7-((10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-yl)amino)heptyl)-3-(1H-
imidazol-4-yl)acrylamid (48c)

Q N
Vi Q
HNWRH

O

C2sH34N4O (M = 442.61 g/mol)

48c wurde nach der allgemeinen Versuchsvorschrift | aus 47c (1.29 g, 4.17 mmol),
Urocaninsaure (0.29 g, 2.10 mmol), BOP (1.10 g, 2.45 mmol) und DIPEA (0.81 g,
6.26 mmol) hergestellt und als weil3er zah-klebriger Feststoff erhalten (0.30 g,
0.68 mmol, 32%).

C28H34N4O (M = 442.61 g/mol), *H-NMR (300 MHz, DMSO) & 12.22 (s, 1H), 7.95 (s,
1H), 7.69 (s, 1H), 7.48 - 7.21 (m, 4H), 7.16 - 7.04 (m, 6H), 6.52 (d, J = 15.2 Hz, 1H),
4.87 (s, 1H), 3.72 - 3.36 (m, 2H), 3.10 (dd, J = 12.7, 6.6 Hz, 2H), 3.04 - 2.84 (m, 2H),
2.42 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 1.50 - 1.32 (m, 4H), 1.31 - 1.16 (m, 6H). 33C-NMR (75 MHz,
CDCls) 6 166.70 (Cquat), 139.88 (2 Cquat), 139.81 (2 Cquat), 136.80 (Cquat), 130.45 (+, 2
Ar-CH), 129.16 (+, Ar-CH), 127.57 (+, 2 Ar-CH), 125.93 (+, 2 Ar-CH), 121.62 (CH),
118.50 (+, 2 Ar-CH), 77.24 (+,CH). 48.37 (-, CHz), 39.67 (-, 2 CH2), 36.86 (-, CH2),
29.77 (-, CHz), 29.50 (-, CH2), 29.05 (-, CH2), 27.13 (-, CH2), 26.75 (-, CH2). (2 CH-
Signale fehlen). HR (ESI-MS) m/z berechnet fir C2sHssN4O* [M+H]* 443.2809,
gefunden: 444.2836 (32), 443.2805 (100).
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1-(4-(10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-yl)piperazin-1-yl)-3-(1H-
imidazol-4-yl)prop-2-en-1-on (48d)

N

—

H

\

)
O3

C25H26N4O (M = 398.51 g/mol)

48d wurde nach der allgemeinen Versuchsvorschrift | aus 47d (1.16 g, 4.17 mmol),
Urocaninsaure (0.29 g, 2.10 mmol), BOP (1.10 g, 2.45 mmol) und DIPEA (0.81 g,
6.26 mmol) hergestellt und als weil3er zah-klebriger Feststoff erhalten (0.46 g,
1.13 mmol, 54%).

C25H26N4O (M = 398.51 g/mol), Smp. 202.8-204 °C, *H-NMR (300 MHz, MeOD) & 7.75
(s, 1H), 7.48 (d, J = 15.2 Hz, 1H), 7.35 (s, 1H), 7.27 - 6.90 (m, 9H), 4.06 (s, 1H), 4.04
-3.81 (m,2H), 3.61 - 3.44 (m, 4H), 2.91 - 2.72 (m, 2H), 2.32 - 2.09 (m, 4H). 3C-NMR
(75 MHz, CDCI3) 6 165.94 (Cquat), 139.68 (2 Cquat), 138.60 (Cquat), 138.55 (2 Cquat),
136.80 (+, Ar-CH), 133.31 (+, Ar-CH), 130.90 (+, 2 Ar-CH), 127.98 (+, 2 Ar-CH), 125.65
(+, 2 Ar-CH), 114.59 (+, 2 Ar-CH), 78.88 (+, CH), 52.24 (-, 2 CH2), 45.98 (-, 2 CH2),
42.55 (-, 2 CH2), 31.80. (2 CH-Signale fehlen). HR (ESI-MS) m/z berechnet fur
Ca2sH26N4O* [M+H]* 399.2182, gefunden: 399.2182 (100).

Allgemeine Versuchsvorschrift J fur die Verbindungen 49 a-d

Die entsprechende Verbindung 48a-d wurde in Methanol geldst, Pd/C wurde in einem
Verhaltnis von 5% w/w zugegeben und der Ansatz wurde 19 h bei Raumtemperatur in
einem Autoklaven unter Hz-Atmosphéare (5 bar) geruhrt. Danach wurde der Feststoff
abfiltriert, das Losungsmittel abrotiert und das Produkt mittels Saulenchromatographie
aufgereinigt (DCM/7 M NHs in MeOH 20/1 v/v). Die Verbindungen 49a-d wurden als
weil3er Feststoff erhalten.
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N-(2-((10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-yl)amino)ethyl)-3-(1H-
imidazol-5-yl)propanamid (49a)

A
HNY

—

C23H26N4O (M = 374.49 g/mol)

49a wurde aus 48a (0.18 g, 0.46 mmol) und Pd/C (18 mg) in 5 ml MeOH hergestellt
und als weil3er Feststoff erhalten (90 mg, 0.24 mmol, 50%).

C23H26N4O (M = 374.49 g/mol), Smp. 121.5-123-5°C, H-NMR (300 MHz, CDClz) &
7.37 -7.27 (m, 3H), 7.23 - 7.07 (m, 6H), 6.68 (s, 1H), 4.98 (s, 1H), 3.70 - 3.58 (m, 2H),
3.32 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 3.02 - 2.91 (m, 2H), 2.88 - 2.82 (m, 2H), 2.73 (t, J = 5.6 Hz,
2H), 2.48 - 2.38 (m, 2H). 13C-NMR (101 MHz, CDCI3) 8 173.19 (Cquat), 172.84 (Cquat),
139.94 (2 Cquat), 139.57 (2 Cquat), 134.58 (+, 2 Ar-CH), 130.56 (+, 2 Ar-CH), 129.55 (+,
Ar-CH), 127.78 (+, 2 Ar-CH), 126.03 (+, 2 Ar-CH), 118.84 (+, Ar-CH), 77.27 (+, CH),
47.13 (-, CH2), 39.36 (-, CH2), 36.10 (-, CH2), 32.42 (-, 2 CH2), 22.64 (-, CH2). HR (ESI-
MS) m/z berechnet fir C2sH27N4O* [M+H]* 375.2185, gefunden: 375.2179 (100).

N-(3-((10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-yl)amino)propyl)-3-(1H-
imidazol-4-yl)propanamid (49b)

Q N
w0

20X

C24H28N4O (M = 388.52 g/mol)
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49b wurde aus 48b (0.24 g, 0.62 mmol) und Pd/C (24 mg) in 5 ml MeOH hergestellt
und als weil3er Feststoff erhalten (120 mg, 0.31 mmol, 50%).

C24H28N4O (M = 388.52 g/mol), Smp. 87-89°C, 'H-NMR (400 MHz, CDCI3) & 7.59 (s,
1H), 7.39 - 7.35 (m, 2H), 7.32 - 7.20 (m, 6H), 6.83 (s, 1H), 4.89 (s, 1H), 3.95 - 3.67 (M,
2H), 3.37 (dd, J =12.2, 6.2 Hz, 2H), 3.14 - 3.00 (m, 2H), 2.96 - 2.89 (m, 2H), 2.72 (t, J
= 6.3 Hz, 2H), 2.47 (dd, J = 13.4, 7.0 Hz, 2H), 1.76 - 1.68 (m, 2H). *3C-NMR (101 MHz,
CDCls) 6 172.96 (Cquat), 139.88 (2 Cquat), 139.48 (2 Cquat) 134.44 (+, 2 Ar-CH), 133.79
(Cquat), 130.55 (+, 2 Ar-CH), 129.49 (+, Ar-CH), 127.79 (+, 2 Ar-CH), 126.05 (+, 2 Ar-
CH), 126.05 (+, Ar-CH), 77.25 (+, CH) 46.16 (-, CH2), 38.27 (-, CH2), 35.87 (-, CH2),
32.51 (-, 2 CH2), 28.94 (-, CH2), 21.67 (-, CH2). HR (ESI-MS) m/z berechnet fur
C24H26N4O* [M+H]* 389.2340, gefunden: 389.2336 (100).

N-(7-((10,11-Dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-yl)amino)heptyl)-3-(1H-
imidazol-4-yl)propanamid (49c)

Q N
HNW?H

O

C2sH3sN4O (M = 444.62 g/mol)

49c¢ wurde aus 48c (0.20 g, 0.45 mmol) und Pd/C (20 mg) in 5 ml MeOH hergestellt
und als weilRer zah-klebriger Feststoff erhalten (130 mg, 0.29 mmol, 64%).

C2sHasN4O (M = 444.62 g/mol), *H-NMR (300 MHz, MeOD) & 7.53 (d, J = 1.1 Hz, 1H),
7.32-7.20 (M, 2H), 7.19 - 7.01 (M, 6H), 6.77 (s, 1H), 4.85 (s, 1H), 3.66 - 3.46 (M, 2H),
3.10 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 3.05 - 2.91 (m, 2H), 2.85 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.57 - 2.34 (m,
4H), 1.60 - 1.33 (m, 4H), 1.32 - 1.12 (m, 6H). 3C-NMR (75 MHz, MeOD) & 175.00
(Cquat), 141.48 (2 Cquar), 140.80 (2 Cquat), 135.91 (Cquar), 131.43 (+, 2 Ar-CH), 130.02
(+, 2 Ar-CH), 128.57 (+, 2 Ar-CH), 127.01 (+, 2 Ar-CH), 49.32 (+, CH), 49.14 (-, CH2),
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40.35 (-, CH2), 36.89 (-, CH2), 33.52 (-, 2 CH2), 30.55 (-, CH2), 30.34 (-, CH2), 30.19 (-,
CH2), 28.40 (-, CH2), 27.86 (-, CH2), 26.70 (-, CH2). HR (ESI-MS) m/z berechnet fiir
C2sHa7N4O* [M+H]* 445.2962, gefunden: 445.2965 (100), 446.2993 (32).

1-(4-(10,11-Dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-yl)piperazin-1-yl)-3-(1H-
imidazol-4-yl)propan-1-on (49d)

Né\

—

)
o0

C2sH28N4O (M = 400.53 g/mol)

49d wurde aus 48d (0.12 g, 0.30 mmol) und Pd/C (12 mg) in 5 ml MeOH hergestellt

und als weilRer Feststoff erhalten (70 mg, 0.17 mmol, 58%).

C25H28N4O (M = 400.53 g/mol), Smp. 110-112°C, *H-NMR (300 MHz, CDCI3) & 6.83 -
6.55 (m, 1H), 6.55 - 5.95 (m, 8H), 5.95 - 5.79 (m, 1H), 3.38 - 2.97 (m, 3H), 2.93 - 2.20
(m, 4H), 2.08 - 1.63 (m, 6H), 1.45 - 1.09 (m, 4H), 0.73 - 0.30 (m, 1H). 13C-NMR (75
MHz, CDCls) 8 171.12 (Cquat), 141.57 (Cquat), 139.66 (2 Cquat), 138.51 (2 Cquat), 134.53
(+, 2 Ar-CH), 133.73 (+, Ar-CH), 130.90 (+, 2 Ar-CH), 127.99 (+, 2 Ar-CH), 125.64 (+,
2 Ar-CH), 120.59 (+, Ar-CH), 78.85 (+, CH), 51.87 (-, CH2), 51.52 (-, CH2), 45.64 (-,
CH2), 42.02 (-,CH2), 33.25 (-,CH2), 31.77 (-, 2 CH2), 21.18 (-, CH2). HR (ESI-MS) m/z
berechnet fiur Ca2sH2sN4O* [M+H]* 401.2341, gefunden: 401.2340 (100). CHN
(C25H2s8N4O - 1.0 DCM) berechnet: C 64.33; H, 6.23; N, 11.54, gefunden: C 63.61, H
5.98, N 11.71.
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6.7 Synthese der Imidazol-verbrickten Verbindungen ohne Amid

N-(3-(1H-imidazol-4-yl)propyl)-N’-(10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-
yl)heptane-1,7-diamin (50)

N
HN%RH

O

C2sHssN4 (M = 430.64 g/mol)

49c¢ (100 mg, 0.22 mmol) wurde in THF gel6st, unter Eisbadkihlung wurde
portionsweise LiAlH4 zugegeben. Nach 1 h Rihren wurde die Losung filtriert und durch
Zugabe von einigen Tropfen Wasser wurde die Reaktion gestoppt. Das Losungsmittel
wurde am Rotationsverdampfer entfernt, das Produkt wurde mittels
Saulenchromatographie aufgereinigt (DCM/7 M NHs in MeOH 30/1 v/v) und als weil3er
Feststoff erhalten (10 mg, 11%).

C2sH3sN4 (M = 430.64) 'H-NMR (300 MHz, MeOD) & 7.55 (s, 1H), 7.38 - 7.26 (m, 2H),
7.26 - 7.03 (m, 6H), 6.78 (s, 1H), 5.04 (s, 1H), 3.59 - 3.38 (m, 2H), 3.15 - 3.05 (m, 2H),
3.05-2.92 (m, 2H), 2.89 - 2.74 (m, 2H), 2.72 - 2.52 (m, 4H), 2.52 - 2.38 (m, 2H), 1.75
- 1.48 (m, 4H), 1.35 - 1.16 (m, 6H). 3C NMR (75 MHz, CDCIls) & 141.56 (+, Ar-CH),
139.93 (Cquat), 139.72 (Cquat), 134.52 (+, 2 Ar-CH), 130.48 (+, 2 Ar-CH), 127.59 (+, 2
Ar-CH), 125.96 (+, 2 Ar-CH), 77.26 (+, CH), 62.58 (-, 2 CH2), 61.76 (-, 2 CH2), 48.37 (-
, CH2), 36.14 (-, CH2), 34.07 (-, CH2), 32.43 (-, CH2), 29.99 (-, 2 CH2), 28.96 (-, CH2),
27.08 (-, CH2) (CH- und Cquat-Signal fehlen). HR (ESI-MS) m/z [M]+ berechnet fur
Ca2sHaoN4* [M+H]* 431.1375, gefunden: 431.1241 (100).
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4-(2-Bromoethyl)imidazol Hydrochlorid (51) [109]

CsH7BrN2 (M = 175.03 g/mol)

Histamin-Dihydrochlorid (5.34 g, 28.9 mmol) und Kaliumbromid (11.52 g, 96.0 mmol)
wurden in 42.4 ml 1,5 M Schwefelsaure geldst. Unter Kiihlung auf -15°C wurde eine
gesattigte Losung von Natriumnitrit (2.58 g, 37.2 mmol) in 3.8 ml Wasser zugetropft.
Dabei konnte ein Farbumschlag von farblos nach orange-braun und eine
Gasentwicklung beobachtet werden. Nach 30 min wurde die Mischung auf
Raumtemperatur erwarmt und weitere 2 h gerihrt. Dann wurde sie erneut auf -15°C
gekuhlt und der pH-Wert wurde durch Zutropfen einer 5 M NaOH-Ldsung auf 10
eingestellt. Das Produkt wurde mit Chloroform aus der wéassrigen Phase extrahiert. Zu
der farblosen Chloroform- Phase wurden 26.7 ml 5 M HCI in Isopropanol gegeben.
Nach Entfernen des L&sungsmittels wurden braunliche Kristalle erhalten, die nach
Umkristallisation aus Acetonitril 51 als weiRen Feststoff ergaben (2.79 g, 13.1 mmol,
45%).

CsH7BrN2 (M = 175.03), H-NMR (300 MHz, DMSO) & 9.06 (s, 1H), 7.53 (s, 1H), 4.00
-3.69 (M, 2H), 3.22 - 3.06 (M, 2H). 3C-NMR (75 MHz, CDCls) & 135.39 (Cquat), 134.65
(+, Ar-CH), 116.54 (+, Ar-CH), 31.94 (-, CH2), 30.79 (-, CH2). ESI-MS m/z 176.98
[M+H]* (99), 174.99 [M+H]* (100).

4-(2-Bromoethyl)-1-trityl-1H-imidazol (52) [109]

Trt

Sy,

Br
C24H21BrN2 (M = 417.35 g/mol)

Eine Mischung von 4- (2-Bromethyl)imidazolhydrochlorid 51 (0.9 g, 4.8 mmol),
Triphenylmethylchlorid (1.97 g, 7.15 mmol) und TEA (1.46 g, 14.4 mmol) in DMF (8 ml)
wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Das Gemisch wurde in NaCl-Lésung

gegossen, mit DCM (90 ml) extrahiert und, nachdem das Losungsmittel entfernt wurde,

139



Experimenteller Teil

mittels Saulenchromatographie (PE/EE 2/1 v/v) aufgereinigt. 52 wurde als weil3er
Feststoff erhalten (0.46 g, 1.11 mmol, 23%).

C24H21BrN2 (M = 417.35), Smp. 143°C. H-NMR (300 MHz, CDCls) & 7.39 (d, J = 1.3
Hz, 1H), 7.37 - 7.30 (m, 9H), 7.18 - 7.10 (m, 6H), 6.65 (s, 1H), 3.87 - 3.53 (m, 2H), 3.17
- 2.89 (M, 2H). 13C-NMR (75 MHz, CDCls) & 142.36 (2 Cquat), 138.53 (+, Ar-CH), 138.33
(Cquat), 137.58 (Cquar), 129.80 (+, 6 Ar-CH), 128.07 (+, 9 Ar-CH), 119.40 (+, Ar-CH),
75.30 (Cquar), 44.06 (-, CH2), 32.11 (-, CHo).

N-(10,11-Dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-yl)-N’-(2-(1-trityl-1H-imidazol-2-
ylhethyl)heptan-1,7-diamin (53)

R,

=

HN

o0

CasHsoNa4 (M = 658.39 g/mol)

47¢ (0.30 g, 0.94 mmol), 52 (0.39 g, 0.94 mmol), K2COs (0.39 g, 0.94 mmol) wurden
3 h bei 50-60°C in 20 ml Acetonitril refluxiert. Nach dem Abkihlen wurde die
organische Phase mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen, Uber Na2SO4 getrocknet
und das Lésungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt. 53 wurde mittels
Saulenchromatographie aufgereinigt (DCM/7 M NHsz in MeOH 30/1 v/v) und als weil3er
Feststoff erhalten (0.18 g, 0.28 mmol, 30%).

CasHsoN4 (M = 658.39g/mol), Smp. 92-96°C, 'H-NMR (300 MHz, CDCls) & 7.39 - 7.22
(m, 12H), 7.19 - 7.03 (m, 12H), 6.58 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 4.80 (s, 1H), 3.82 - 3.59 (m,
2H), 3.10 - 2.81 (m, 4H), 2.73 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.63 - 2.54 (m, 2H), 2.50 (t, 7.0 Hz,
4H), 1.50 - 1.36 (M, 4H), 1.29 - 1.21 (m, 6H). 3C-NMR (75 MHz, CDCl3) & 142.51 (3
Cquat), 140.65 (2 Cquat), 139.86 (Cquat), 139.58 (Cquar), 138.55 (2 Caquar), 130.37 (+, 2 Ar-
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CH), 129.77 (+, 6 Ar-CH), 128.89 (+, Ar-CH), 128.02 (+, 6 Ar-CH), 127.31 (+, 2 Ar-CH),
125.81 (+, 3 Ar-CH), 118.52 (Ar-CH), 77.26 (+, CH), 75.11 (-, CH2), 60.43 (-, CH2),
49.67 (-, CH2), 49.21 (-, CHz), 48.53 (-, CH2), 32.37 (-, 2 CH2), 30.24 (-, CH2), 29.92 (-
, CH2), 29.45 (-, CH2), 27.32 (-, CHz). ESI-MS m/z berechnet fir CasHsiN4* [M+H]*
659.41, gefunden:659.41 (9), 467.32 (81), 243.12 (92), 193 .10 (100).

Ni-(2-(1H-imidazol-2-yl)ethyl)-N7-(10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-
yl)heptan-1,7-diamine (54)

NER

5\/NH

HN

o0

C27H3sNa (M = 416.61 g/mol)

53 (0.15g, 0.23 mmol) wurde in 2 ml DCM geldst, 2 ml HClkonz. wurden dazu getropft.
Die Mischung wurde 3 h bei Raumtemperatur gerthrt, dann wurde das Losungsmittel
entfernt. Die Aufreinigung erfolgte mittels Saulenchromatographie (DCM/7 M NHs in
MeOH 10/1 v/v). 54 wurde als grauer Feststoff erhalten (20 mg, 0.05 mmol, 22%).

C27H3sN4 (M = 416.61 g/mol), tH-NMR (300 MHz, CDCI3) 6 7.63 - 7.35 (m, 1H), 7.33 -
7.21 (m, 3H), 7.20 - 7.06 (m, 5H), 6.85 (s, 1H), 4.80 (s, 1H), 3.84 - 3.54 (m, 4H), 3.14
- 2.88 (m, 4H), 2.73 - 2.39 (m, 4H), 1.57 - 1.36 (m, 4H), 1.34 - 1.06 (m, 6H). **C-NMR
(75 MHz, MeOD) & 139.47 (Cquat), 139.47 (2 Cquat), 139.23 (2 Cquat), 134.76 (+, 2 Ar-
CH), 130.10 (+, 2 Ar-CH), 128.71 (+, Ar-CH), 127.44 (+, 2 Ar-CH), 125.68 (+, 2 Ar-CH),
68.31 (+, CH), 47.62 (-, CH2), 39.37 (-, CH2), 32.08 (-, CH2), 30.98 (-, CH2), 28.71 (-,
CHy), 28.52 (-, CHz), 27.25 (-, CH2), 26.71 (-, CH2), 25.94 (-, CH). (CH-Signal fehlt).
HR (ESI-MS) m/z [M]+ berechnet fur C27Hs7N4* [M+H]* 417.3010, gefunden: 417.3013
(100), 418.3044 (31).
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Ni-(2-(1H-imidazol-5-yl)ethyl)-N?-(10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-
yl)ethan-1,2-diamin (55)

NH
N”//

C22H26N4 (M = 346.48 g/mol)

47a (330 mg, 0.94 mmol) wurde in Ethanol gelést und mit K2CO3 (0.13 g, 0.94 mmol)
20 min bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlie3end wurde 52 zugesetzt und der Ansatz
48 h bei 40°C geruhrt. Nach saulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/7 M NH3
in MeOH 9/0.5 v/v) wurde 55 als weil3er Feststoff erhalten (0.08 g, 0.23 mmol, 24%).

C22H26N4 (M = 346.48 g/mol) H-NMR (300 MHz, CDClI3) & 7.35 (d, J = 1.0 Hz, 1H),
7.24 (s, 1H), 7.20 - 7.08 (m, 7H), 6.74 (s, 1H), 4.78 (s, 1H), 3.74 - 3.53 (m, 6H), 3.00 -
2.87 (m, 2H), 2.82 - 2.65 (m, 4H). 13C-NMR (75 MHz, CDClIs) & 140.03 (2 Cquat), 139.89
(2 Cquat), 134.51 (+, Ar-CH), 130.53 (+, 2 Ar-CH), 129.89 (+, Ar-CH), 127.65 (+, 2 Ar-
CH), 126.00 (+, 2 Ar-CH), 121.99 (Cquat), 77.26 (+, CH), 48.89 (-, CH2), 48.68 (-, CH2),
47.38 (-, CH2), 32.44 (-, 2 CHz), 25.39 (-, CH2). HR (ESI-MS) m/z berechnet fir
C22H27N4* [M+H]* 347.2230, gefunden: 347.2238 (100). CHN (C25H2sN4O - 0.8 H20)
berechnet: C 73.22; H, 7.71; N, 15.52, gefunden: C 73.02, H 7.34, N 15.89.

Methyl-3-(1H-imidazol-5-yl)acrylat (56) [208]

(0]
H
\O == N
| )
N

C7HsN20 (M = 152.15 g/mol)

Urocaninsaure (4.0 g, 28.96 mmol) wurde in Methanol geldst. Dazu wurden 2 ml
Thionylchlorid zugetropft und die Mischung wurde 16 h refluxiert. Nach Entfernen des

Losungsmittels wurden zum festen Ruckstand 300 ml Ethylacetat gegeben. Der
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Reaktionsansatz wurde durch die Zugabe gesattigter Na2COs-Losung (200 ml)
neutralisiert. Die wassrige Phase wurde mit 3 x 100 ml Ethylacetat extrahiert. Nach
dem Trocknen der organischen Phase Uber Na:SOs4 wurde das Ldsungsmittel am
Rotationsverdampfer abdestilliert und 56 wurde als weil3er Feststoff erhalten (1.30 g,
8.54 mmol, 29%).

C7HsN20 (M = 152.15 g/mol), Smp. 91-93°C, H-NMR (400 MHz, MeOD) & 7.76 (s,
1H), 7.58 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.41 (s, 1H), 6.41 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 3.74 (s, 3H). 13C-
NMR (101 MHz, MeOD) & 168.13 (Cquat), 137.46 (+, Ar-CH), 135.13 (+, Ar-CH), 134.55
(Cquat), 122.61 (+, Ar-CH), 114.46 (+, Ar-CH), 50.63 (+, CHs3). ESI-MS m/z 153.08
[M+H]* (100).

Methyl-3-(1-trityl-1H-imidazol-5-yl)acrylat (57) [208]

O
Trt

N
| )
N

C26H22N202 (M = 394.47 g/mol)

56 (1.25 g, 6.63 mmol) wurde in THF suspendiert (50 ml). Der Ansatz wurde auf 0°C
im Eisbad gekdhlt und Triethylamin (2.3 ml, 16.6 mmol) wurde zugetropft.
Triphenylmethylchlorid (2.1 g, 7.53 mmol) wurde in 50 ml THF geldst und Uber einen
Tropftrichter zu der vorgelegten Mischung zugetropft. Der Ansatz wurde 1 h bei 0°C,
16 h bei Raumtemperatur gerthrt. Die erhaltene LOsung wurde am
Rotationsverdampfer eingeengt und der Ruckstand wurde in DCM gel6st (50 ml). Die
Losung wurde mit Wasser gewaschen (3 x 50 ml) und die organische Phase Uber
Natriumsulfat getrocknet. Das Ldsungsmittel wurde am Rotationsverdampfer
abdestilliert. 57 wurde aus EtOAc umkristallisiert und als weiler Feststoff erhalten
(2.30 g, 3.30 mmol, 50%).

C26H22N202 (M = 394.47 g/mol), Smp. 166.1 °C, 'H-NMR (400 MHz, CDCls) & 7.44 (s,
1H), 7.39 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.31 - 7.11 (m, 9H), 7.04 - 6.99 (m, 6H), 6.92 (s, 1H),
6.52 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 3.63 (d, J = 9.4 Hz, 3H). 3C-NMR (101 MHz, CDCls) & 167.82
(Cquat), 146.89 (Cquat), 141.64 (3 Cquat), 139.93 (Cquat), 129.67 (+, 6 Ar-CH), 128.52 (+,
Ar-CH), 128.47 (+, Ar-CH), 128.33 (+, 6 Ar-CH), 127.94 (+, 3 Ar-CH), 127.26 (+, Ar-
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CH), 123.97 (+, Ar-CH), 51.55 (+, CHzs). ESI-MS m/z 395.18 [M+H]* (100). CHN
(C26H22N202) berechnet: C 73.22; H, 7.71; N, 15.52, gefunden: C 73.02, H 7.34, N
15.89

3-(1-Trityl-1H-imidazol-5-yl)propan-1-ol (58) [208]

/Trt
HO N
W
N

C25H24N20 (M = 368.48 g/mol)

LiAIH4 (0.38g, 10 mmol) wurde in THF (25 ml) suspendiert. 57 (1.25 g, 3.16 mmol)
wurde unter Eisbadkihlung vorsichtig dazugegeben. Der Ansatz wurde fir 6 h
refluxiert. Nach dem Abkihlen wurde langsam gesattigte Natriumcarbonat-Lésung
zugegeben (5 ml) bis alles LiAlH4 abreagiert war. Der Feststoff wurde abfiltriert und
das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Rickstand wurde in 25 ml DCM
geldst und die Lésung wurde mit gesattigter Natriumcarbonat-Lésung gewaschen (3 x
50 ml) und Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Abrotieren des Lésungsmittels
wurde 58 als weil3er Feststoff erhalten (0.5 g, 1.36 mmol, 43%).

C2sH24N20 (M = 368.48 g/mol), Smp. 110.3-113°C, 'H-NMR (300 MHz, DMSO) & 7.40-
7.15 (m, 12H), 7.16 - 6.98 (m, 5H), 3.60 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.49 - 2.35 (m, 2H), 1.82 -
1.71 (m, 2H). 3C-NMR (75 MHz, CDCls) & 142.40 (3 Cquat), 140.87 (Cquat), 138.12 (+,
Ar-CH), 129.79 (+, 9 Ar-CH), 128.05 (+, 6 Ar-CH), 117.96 (+, Ar-CH), 75.22 (Cquat),
62.85 (-, CHz), 31.88 (-, CH2), 26.01 (-, CH2). ESI-MS m/z berechnet fiir C2sH24N20*
[M+H]* 369.19, gefunden:169.20 (74), 243.12 (100).

3-(1H-Imidazol-5-yl)propan-1-ol (59) [208]

HO N
W
N

CeH10N20 (M = 126.16 g/mol)

58 (0.5 g, 1.36 mmol) wurde in 1 M HCI (5 ml) gel6st und 5 h refluxiert. AnschlieRend
wurde die Mischung mit Ether (3 x 25 ml) gewaschen und die wéssrige Phase unter
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vermindertem Druck einrotiert. Das erhaltene Rohprodukt wurde aus EtOH/Ether

umkristallisiert. 59 wurde als gelber Feststoff erhalten (0.17g, 1.36 mmol, quantitativ).

CesH10N20 (M = 126.16 g/mol), Smp. 67-70.9°C, 'H-NMR (300 MHz, D20) & 8.43 (s,
1H), 7.08 (s, 1H), 3.55 - 3.42 (m, 2H), 2.74 - 2.54 (m, 2H), 1.83 - 1.65 (m, 2H). 13C-
NMR (75 MHz, D20) & 133.31 (Cquat), 132.73 (+, Ar-CH), 115.24 (+, Ar-CH), 60.42 (-,
CH2), 30.12 (-, CH2), 20.37 (-, CH2). ESI-MS m/z 127.09 [M+H]* (100).

5-(3-Bromopropyl)-1H-imidazolhydrobromid (60) [153]

H
Br/\/\[N
* HBr | N/>

CesHoBrN2*HBr (M = 189.06 g/mol)

Ein Gemisch aus 59 (2.29 g, 18.2 mmol) und wassriger HBr (48%, 30.9 ml) wurde Uber
Nacht unter Ruckfluss erhitzt. Nach der Aufkonzentration am Rotationsverdampfer
wurde 60 als braunes Ol erhalten (1.95 g, 10.4 mmol, 57%). Das Produkt wurde als
solches in die nachste Reaktion tberfihrt .

1H-NMR (300 MHz, D20) & 8.48 - 8.36 (m, 1H), 7.08 (s, 1H), 3.40 - 3.19 (m, 2H), 2.83
- 2.64 (M, 2H), 2.04 (m, 2H).

1-(3-(1H-Imidazol-5-yl)propyl)-4-(10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-
yl)piperazin (61)

ZT

| )

)
9@

C2sH30N4 (M = 386.54 g/mol)
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K2COs3 (0.61 g, 4.4 mmol) wurde zu einer Losung von 47d (1.11 g, 4.0 mmol) in MeCN
(20 ml) gegeben. Nach 10-mindtigem RUhren wurde 60 (0.76 g, 4.0 mmol)
hinzugegeben. Der Ansatz wurde 4 Tage bei Raumtemperatur gerthrt. Danach wurde
das Losungsmittel entfernt, der Rickstand in EtOAc (25 ml). Die organische Phase
wurde 3mal mit 10 ml Wasser, einmal mit 15 ml gesattigter NaCl-Lésung gewaschen,
Uber Na2SO4 getrocknet und das Losungsmittel wurde entfernt. 61 [154] wurde nach
Aufreinigung mittels S&ulenchromatographie und praparative DC (DCM/7 M NHs in
MeOH 9/1 v/v) als weil3er zah-klebriger Feststoff erhalten (15 mg, 0.04 mmol, 1%).

C2sHz30N4 (M = 386.54 g/mol), *H-NMR (300 MHz, CDClz) & 7.53 (s, 1H), 7.22 - 6.98
(m, 8H), 6.73 (s, 1H), 4.08 - 3.90 (m, 3H), 2.90 - 2.45 (m, 6H), 2.45 - 2.16 (m, 8H), 1.87
-1.71 (m, 2H). 13C-NMR (101 MHz, CDClIz) & 139.65 (2 Cquat), 139.05 (2 Cquat), 134.20
(+, 2 Ar-CH), 130.77 (+, 2 Ar-CH), 127.77 (+, 2 Ar-CH), 125.53 (+, 2 Ar-CH), 120.04
(Cquat), 79.05 (+, CH), 58.34 (-, 2 CH2), 53.47 (-, 2 CH2), 51.77 (-, CH2), 31.73 (-, 2
CH2), 25.54 (-, CH2), 24.80 (-, CH2). (2 CH-Signale fehlen) HR (ESI-MS) m/z berechnet
fur C2sHz1N4* [M+H]* 387.2547, gefunden: 387.2543 (100).

1-((1H-Imidazol-4-yl)methyl)-4-(10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-
yl)piperazin (62)

£
)
9@

C23H26N4 (M = 358.49 g/mol)

47d (0.5 g, 1.8 mmol) und 1H-Imidazol-4-carboxaldehyd (0.18 mg, 1.8 mmol) wurden
in Methanol (9 ml) gelost, MgSOa4 (0.44 mg) wurde zugegeben und 45 min bei
Raumtemperatur gerihrt. Dann wurde NaBHsCN (0.63 mg) nach literaturbekannter
Vorschrift zugegeben [155]. Nach 4 h Rihren bei Raumtemperatur wurden weitere
0.06 g 1H-Imidazol-Carboxaldehyd zugegeben und die Mischung 16 h gerthrt. Dann
wurde mit MeOH verdunnt, abfiltriert und das Filtrat eingedampft. Der Ruckstand
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wurde in DCM/MeOH (175/30 v/v) gelést und mit Wasser gewaschen. Die organische
Phase wurde mit Na2SOs getrocknet und eingedampft. 62 wurde nach der
Aufreinigung mittels Saulenchromatographie (DMC/7 M NHz in MeOH 9/1 v/v) als
weilRer Feststoff erhalten (0.23 mg, 0.63 mmol, 35%).

CasH26N4 (M = 358.49 g/mol), Smp. 158-159°C, *H-NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.69 (s,
1H), 7.41 - 7.15 (m, 8H), 7.02 (s, 1H), 4.20 - 4.06 (m, 3H), 3.64 (s, 2H), 3.01 - 2.84 (m,
2H), 2.52 (m, 8H). *C-NMR (101 MHz, CDCI3) & 139.65 (2 Cgquat), 139.09 (2 Cquat),
135.08 (Cquat), 130.75 (+, 2 Ar-CH), 130.73 (+, Ar-CH), 127.73 (+, 2 Ar-CH), 127.68 (+,
2 Ar-CH), 125.47 (+, 2 Ar-CH), 78.99 (+, CH), 53.73 (-, CH), 53.27 (-, 2 CH2), 51.55 (-
, 2CH2), 31.72 (-, 2 CH2) (1 CH-Signal fehlt). HR (ESI-MS) m/z berechnet fir C23H27N4*
[M+H]*, 359.2231, gefunden: 359.2230. CHN (C23H26N4 - 0.4 DCM) berechnet: C,
71.61; H, 6.88; N, 14.28; gefunden: C 71.67, H 7.27, N 14.16.

6.8 Synthese der Carbazol-Liganden

9-((4-Methylpiperazin-1-yl)methyl)-9H-carbazol (65)

CisH21N3 (M = 279.46 g/mol)

Carbazol (3.0 g, 17.9 mmol) und N-Methylpiperazin (3.87 g, 38.6 mmol) wurden in
Ethanol (10 ml) geldst. 3 ml 37%ige Formaldehydlésung wurden zugegeben und das
Gemisch 12 h unter Ruckfluss erhitzt [156]. Das Lésungsmittel wurde entfernt, das
Rohprodukt in EtOAc geldst und mit Wasser gewaschen. Die Reinigung erfolgte durch
Séaulenchromatographie (DCM/MeOH 10/1 v/v). 65 wurde als weil3er Feststoff erhalten
(2.23 g, 4.4 mmol, 25%).

CisH21Ns (M = 279.46 g/mol), Smp. 144-146°C, H-NMR (300 MHz, CDCls) & 8.14 -
8.03 (m, 2H), 7.58 - 7.41 (m, 4H), 7.31 - 7.18 (m, 2H), 4.92 (s, 2H), 2.90 - 2.31 (m, 8H),
2.27 (s, 3H). 13C-NMR (75 MHz, CDCls) & 141.15 (2 Cquat), 125.75 (+, 2 Ar-CH), 123.12
(2 Cquat), 120.20 (+, 2 Ar-CH), 119.40 (+, 2 Ar-CH), 109.68 (+, 2 Ar-CH), 65.28 (-, CH2),
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54.77 (-, 2 CHz), 50.80 (-, 2 CHy), 45.96 (+, CHa). HR (ESI-MS) m/z berechnet fiir
CisH22Na* [M+H]* 380.1808, gefunden: 380.1800. CHN (CisH2iNs - 0.023 DCM)
berechnet: C 76.94; H 7.54, N 14.97, gefunden: C 77.24, H 7.14, N 14.83.

9-(2-Chloroethyl)-9H-carbazol (66) [157]

Cl

N

C14H12CIN (M = 229.71 g/mol)

Carbazol (0.50 g, 3.0 mmol) KOH (1.68 g, 29.9 mmol), K2COs3 (4.13 g, 29.9 mmol,
Tetrabutylammoniumbromid (93 mg, 0.3 mmol) und 1- Brom-2-chlorethan (0.82 g,
5.7 mmol) wurden tber Nacht bei 60°C in Benzol (25 ml) geriihrt. Nach dem Abkuhlen
auf Raumtemperatur wurde Wasser zugegeben und das Produkt mit EtOAc extrahiert.
66 wurde mit Saulenchromatographie (PE/DCM 3/1 v/v) gereinigt und als weil3er
Feststoff erhalten (0.54 mg, 2.3 mmol, 77%)

C14H12CIN (M = 229.71 g/mol), Smp. 127.7-129.6°C. *H-NMR (300 MHz, CDCIl3) 5 8.11
(d, J=7.7 Hz, 2H), 7.60 - 7.37 (m, 4H), 7.34 - 7.21 (m, 2H), 4.65 (t, J = 7.1 Hz, 2H),
3.87 (t, J = 7.1 Hz, 2H). ¥3C-NMR (101 MHz, CDCls) & 140.14 (2 Cquat), 125.95 (+, 2
Ar-CH), 123.14 (2 Cquat), 120.54 (+, 2 Ar-CH), 119.55 (+, 2 Ar-CH), 108.46 (+, 2 Ar-
CH), 44.74 (-, CH2), 41.00 (-, CHz). EIC-MS m/z 229.07 M* (23), 180.08 (100). CHN
(C14H12CIN - 0.1 Hexan) berechnet: C 73.58; H 5.67, N 5.88, gefunden: C 73.85, H
5.26, N 5.85.

9-(2-(Piperazin-1-yl)ethyl)-9H-carbazol (67) [158]

)
)
(I

CisH21Ns (M = 279.39 g/mol)
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66 (1.0 g, 4.35 mmol), Piperazin (0.38 g, 4.35 mmol) und DIPEA (1.13 g, 8.71 mmol)
wurden in MeCN gel6st und in der Mikrowelle (120°C, 10 min) zur Reaktion gebracht.
Nach Entfernen des Ldsungsmittels wurde das Rohprodukt mittels
Saulenchromatographie (DCM/7 M NHz in MeOH 10/1 v/v) aufgereinigt. 67 wurde als
weil3er Feststoff erhalten (0.10 g, 0.36 mmol, 8%).

CisH21Ns (M = 279.39 g/mol), Smp. 200-206°C, 'H-NMR (400 MHz, MeOD) & 8.07 (d,
J = 7.8 Hz, 2H), 7.46 - 7.36 (m, 2H), 7.46 - 7.36 (m, 2H), 7.19 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 4.51
(t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.01 - 2.96 (m, 4H), 2.84 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.66 - 2.61 (m, 4H).
13C-NMR (101 MHz, MeOD) & 140.42 (2 Cqua)), 125.34 (+, 2 Ar-CH), 122.81 (2 Cqua),
119.76 (+, 2 Ar-CH), 118.68 (+, 2 Ar-CH), 108.58 (+, CH), 55.55 (-, 2 CH2), 50.43 (-, 2
CH2), 43.78 (CH2), 40.49 (CH2). HR (ESI-MS) m/z berechnet fir CisH22Ns* [M+H]*
280.1808, gefunden: 280.1808 (100).

9-(2-(4-((1H-Imidazol-4-yl)methyl)piperazin-1-yl)ethyl)-9H-carbazol (68)

:
)

)
(I

C22H2s5Ns (M = 359.48 g/mol)

67 (0.10 g, 0.35 mmol) und 1H-Imidazol-4-carboxaldehyd (45 mg, 0.35 mmol) wurden
in Methanol (2 ml) gelost, MgSO4 (0.28 g) wurde zugegeben und 45 min bei
Raumtemperatur gertihrt. Dann wurde NaBH3CN (71mg, 1.13 mmol) nach literatur-
bekannter Vorschrift zugegeben [155]. Nach 20 h Ruhren bei Raumtemperatur wurde
mit MeOH verdunnt, abfiltriert und das Filtrat eingedampft. Der Rickstand wurde in
DCM/MeOH (175/30 v/v) geldst und mit Wasser gewaschen. Die organische Phase
wurde Giber Na2SO4 getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde
mittels S&ulenchromatographie (DMC/7 M NHs in MeOH 9/1 v/v) aufgereinigt. 68

wurde als weil3er, z&h-klebriger Feststoff erhalten (20 mg, 0.06 mmol, 17%).
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C22H2sNs (M = 359.48 g/mol), Smp. 192-196°C. *H-NMR (300 MHz, CDClIz) & 8.09 (d,
J=7.8 Hz, 2H), (d, J = 0.9 Hz, 1H), 7.53 - 7.37 (m, 5H), 7.25 - 7.18 (m, 2H), 7.04 (s,
1H), 4.54 - 4.32 (m, 2H), 3.68 (s, 2H), 2.89 - 2.76 (m, 2H), 2.69 - 2.44 (m, 8H). 13C-
NMR (101 MHz, CDCls) & 140.29 (2 Cquar), 135.29 (+, Ar-CH), 125.75 (+, Ar-CH),
125.71 (+, 2 Ar-CH), 122.93 (2 Cquat), 120.43 (+, 2 Ar-CH), 119.02 (+, 2 Ar-CH), 108.53
(+, 2 Ar-CH), 56.01 (-, CH2), 53.75 (-, CH2), 53.19 (-, 2 CHz), 52.73 (-, 2 CHy), 41.04 (-
, CH2). (1 Cquar-Signal fehlt). HR (ESI-MS) m/z berechnet fir C22H2sNs* [M+H]*
360.2183, gefunden: 360.2185.

N-[2-(1-Triphenylmethylimidazol-4-yl)ethyl]phthalimid (69) [109]

C32H25N302 (M = 483.57 g/mol)

Ethylphtalimid-N-carboxylat (2.40 g, 11.0 mmol) wurde portionsweise zu einer
geruhrten Losung von Histaminhydrochlorid (1.84 g, 10 mmol) und Natriumcarbonat
(2.12 g, 10.0 mmol) in destilliertes Wasser (50 ml) gegeben. Die weil3e Suspension
wurde 90 min bei Raumtemperatur gerthrt. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit
kaltem Wasser (20 ml) gewaschen und der weil3e Feststoff in DMF (20 ml) gelost. TEA
(1.47 g, 14.6 mmol) und PhsCCl (3.0 g, 11.0 mmol) wurden zugegeben und die
Mischung Uber Nacht gerthrt. Dann wurde der Ansatz in eine NaCl-Losung gegossen
und mit DCM extrahiert. Das Losungsmittel wurde entfernt und nach Aufreinigung
mittels Sdulenchromatographie (PE/EE 1/1 v/v) wurde 69 als weil3er Feststoff erhalten
(4.33 g, 9 mmol, 82%).

Ca2H25N202 (M = 483.57 g/mol), Smp. 248.5 - 252°C, H-NMR (400 MHz, CDCls) &
7.83-7.75 (m, 2H), 7.72 - 7.62 (m, 2H), 7.31 (t, J = 4.2 Hz, 1H), 7.28 - 7.18 (m, 9H),
7.05 (td, J = 8.4, 3.6 Hz, 6H), 6.52 (s, 1H), 3.96 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.97 - 2.91 (m, 2H).
ESI-MS m/z 485.20 [M+H]* (35), 484.20 [M+H]* (99).
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2-(1-Trityl-1H-imidazol-4-yl)ethan-1-amin (70)

C24H23N3 (M = 353.47 g/mol)

69 (4.27, 8.83 mmol) wurde in EtOH gelost. Hydrazinhydrat (2.65 g, 53.00 mmol)
wurde zugegeben. Das Gemisch wurde 2 h geruhrt. Dann wurde vom Filtrat das
Losungsmittel entfernt und 70 als gelbes Ol erhalten [109] (2.10 g, 5.94 mmol, 67.3 %).

1H-NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.36 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 7.35 - 7.27 (m, 9H), 7.20 - 7.08
(m, 6H), 6.62 - 6.54 (m, 1H), 2.95 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.65 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 1.74 -
1.38 (m, 2H). ESI-MS m/z 354.20 [M+H]* (19), 243.12 (100).

N-(2-(1H-Imidazol-4-yl)ethyl)-2-(9H-carbazol-9-yl)ethan-1-amin (72)

H
N
<

N

NH

h

C19H20N4 (M = 304.40 g/mol)

66 (69 mg, 0.3 mmol), 70 (318 mg, 0.9 mmol) und DIPEA (39 mg, 0.3 mmol) wurden
in DMF (5 ml) gel6st und in die Mikrowelle (160°C, 10 min) zur Reaktion gebracht.
Dann wurde EtOAc zugegeben und die organische Phase wurde mit Wasser
gewaschen. Nach dem Trocknen mit MgSOa4 und Entfernen des Lésungsmittels wurde
der Ruckstand 71 in ca. 2 ml THF geldst und TFA (2 ml) wurde zugegeben. Das
Gemisch wurde 2 h geruhrt, das Lésungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt
wurde mittels praparativer Chromatographie (DCM/7 M NHs in MeOH 10/1 v/v)
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aufgereinigt 72 wurde als weil3er zéh-klebriger Feststoff erhalten (20 mg, 0.07 mmol,
23%).

C19H20Ns (M = 304.40 g/mol), *H-NMR (300 MHz, CDCI3) & 8.12 (d, J = 7.8 Hz, 2H),
7.47 (dd, J = 7.8, 4.2 Hz, 4H), 7.29 - 7.22 (m, 2H), 7.01 (s, 1H), 6.56 (s, 1H), 4.62 -
4.46 (m, 2H), 3.19 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 2.93 - 2.79 (m, 2H), 2.62 (t, J = 5.9 Hz, 2H). 13C-
NMR (75 MHz, CDCIs) 6 140.33 (2 Cquat), 126.00 (+, 2Ar-CH), 123.02 (2 Cquat), 120.48
(+, 2Ar-CH), 119.35 (+, 2Ar-CH), 108.70 (+, 2Ar-CH), 48.90 (-, CH2), 47.75 (-, CH2),
42.23 (-, CH2), 24.77 (-, CH2). (2 CH-Signale, 1 Cquat-Signal fehlen). HR (ESI-MS) m/z
berechnet fur CigH21N4* [M+H]* 305.1761, gefunden: 305.1766.

6.9 Synthese eines Carbazol-Liganden mit einer Seitenkette am Aromaten

N-(9-Ethyl-9H-carbazol-3-yl)-3-(1H-imidazol-4-yl)acrylamid (73)

g

N
[

N
H

C20H18N4O (M = 330.39 g/mol)

3-Amino-9-ethylcarbazol (1.0 g, 4.8 mmol), Urocaninsaure (331 mg, 2.4 mmol,), BOP
(1.17 g, 2.6 mmol) und DIPEA (464 mg, 3.6 mmol) wurden in THF (3 ml) 24 h bei
Raumtemperatur gerihrt. Dann wurde die Mischung in Wasser gegossen und das
Produkt mit DCM extrahiert, tber MgSO4 getrocknet und das Loésungsmittel wurde
entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie (DCM/MeOH 10/1
v/v) gereinigt und 73 wurde als griingelber Feststoff erhalten (1.26 g, 3.8 mmol, 79%).

C20H18N4O (M = 330.39 g/mol), Smp. 251.6-252.9°C. *H-NMR (300 MHz, MeOD) &
8.47 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 8.05 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.80 (s, 1H), 7.66 - 7.53 (m, 2H), 7.52
-7.35 (M, 4H), 7.22 - 7.12 (m, 1H), 6.74 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 4.43 (g, J = 7.2 Hz, 2H),
1.40 (t, J = 7.2 Hz, 3H). 3C-NMR (101 MHz, MeOD) & 165.66 (Cquat), 140.47 (Cqua),
137.12 (Cquat), 137.06 (+, Ar-CH), 131.32 (+, Ar-CH), 130.35 (Cquar), 125.59 (+, Ar-CH),
122.75 (Cauat), 122.67 (Cquat), 119.86 (+, Ar-CH), 119.18 (+, Ar-CH), 118.68 (+, Ar-CH),
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118.44 (+, Ar-CH), 112.11 (+, Ar-CH), 108.44 (+, Ar-CH), 108.33 (+, Ar-CH), 36.97 (+.
CHs), 12.67 (-. CH2). (1 CH-Signal fehlt). ESI-MS m/z 332.16 [M+H]* (31), 331.16
[M+H]* (100).

N-(9-Ethyl-9H-carbazol-3-yl)-3-(1H-imidazol-4-yl)propanamid (74)

//
(L
)
HN
/)
"
H

C20H20N4O (M = 332.41 g/mol)

73 (5.0 g, 15.0 mmol) wurde in Methanol (250 ml) geldst. Pd/C (250 mg, 5% w/w) und
Ammoniumformiat in hohem Uberschuss wurden zugegeben. Nach 3 h Riickfluss
wurde die Mischung filtriert und das Losungsmittel entfernt. Der Ruckstand wurde in
DCM gel6st und mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde mit MgSOa4
getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. 74 wurde mittels
Saulenchromatographie (DCM/MeOH 10/1 v/v) aufgereinigt und ergab einen
rosafarbenen Feststoff (0.56 g, 1.68 mmol, 11%).

C20H20N4O (M = 332.41 g/mol), Smp. 212-214°C. *H-NMR (300 MHz, MeOD) & 8.29
(d, J = 1.4 Hz, 1H), 8.03 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.62 (s, 1H), 7.52 - 7.35 (m, 4H), 7.22 -
7.10 (m, 1H), 6.88 (s, 1H), 4.41 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.02 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.74 (t, J
= 7.6 Hz, 2H), 1.38 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 3C-NMR (75 MHz, MeOD) & 171.92 (Cqua),
140.41 (Cquat), 137.09 (Cquat), 134.50 (+, Ar-CH), 129.99 (Cquat), 125.52 (+, Ar-CH),
122.65 (Cquat), 122.61 (Cquat), 119.80 (+, Ar-CH), 119.43 (+, Ar-CH), 118.36 (+, Ar-CH),
112.42 (+, Ar-CH), 108.38 (+, Ar-CH), 108.18 (+, Ar-CH), 36.90 (-, CH2), 36.20 (-, CH2),
22.55 (-, CH2), 12.62 (+, CHs) (1 CH-Signal fehlt). HR (ESI-MS) m/z berechnet flr
C20H20N4O* [M+H]* 333.1710, gefunden: 333.1716.
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6.10 Synthese der Alcaftadin-Derivate: Offenkettige Derivate

1-Trityl-1H-imidazol-2-carbaldehyd (77) [164]

N o

Trt

C23H1sN20 (M = 338.41 g/mol)

2-Imidazolcarboxaldehyd (5.0 g, 52 mmol), TEA (9.5 g, 94.0 mmol) und Trt-Cl (17.0 g,
62.0 mmol) wurden 27 h bei Raumtemperatur gerthrt. Dann wurde die Suspension in
100 ml Wasser gegossen und eine weitere Stunde gerihrt. Das Produkt wurde mit
Chloroform extrahiert, die organische Phase uber MgSOa4 getrocknet und das
Losungsmittel entfernt. 77 wurde mit Sadulenchromatographie (DCM/MeOH 10/1 v/v)
gereinigt und ergab einen weilR3en Feststoff (3.94 g, 11.6 mmol, 22%).

C23H1sN20 (M = 338.41 g/mol), Smp. 165-168°C, 'H-NMR (300 MHz, CDCls) & 9.22
(s, 1H), 7.36 - 7.29 (m, 10H), 7.19 - 7.07 (m, 6H), 7.02 (s, 1H). 3C-NMR (75 MHz,
CDCl3) & 178.70 (+, CHO), 142.11 (3 Cquat), 129.69 (+, Ar-CH), 129.56 (+, 6 Ar-CH),
128.23 (+, 3 Ar-CH), 128.11 (+, 6 Ar-CH), 127.94 (Cquar), 126.96 (+, Ar-CH), 76.94
(Cquat). ESI-MS: m/z 339.15 [M+H]* (4%), 243.11 (100).

1-Trityl-1H-imidazol-2-ylmethanol (78) [165]

N oH
>

Trt

C23H1sN20 (M = 340.43 g/mol)

77 (2.0 g, 5.9 mmol) wurde in Methanol (30 ml) gel6st. Nach Kiihlung im Eisbad wurde
langsam NaBHa4 (329 mg, 8.7 mmol) zugegeben. Nach einstiindigem Rihren wurden
50 ml Wasser zugegeben und ein weil3er Feststoff ausgefallt. Dieser Feststoff wurde
in 50 ml DCM gel6st und mit Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen tber MgSOa
wurde das Losungsmittel abgedampft und das Rohprodukt wurde mittels
Saulenchromatographie (DCM/7 M NHz in MeOH 10/1 v/v) aufgereinigt. 78 wurde als
weil3er Feststoff erhalten (0.30 g, 0.88 mmol, 15%).
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C2sH1sN20 (M = 340.43 g/mol), Smp. 163.3-164.6°C, 'H-NMR (300 MHz, CDCls) &
7.38 - 7.29 (m, 10H), 7.13 - 7.09 (m, 5H), 7.04 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 6.82 (d, J = 1.5 Hz,
1H), 3.68 (s, 2H). 3C-NMR (101 MHz, CDCls) & 145.12 (Cquar), 142.06 (3 Cquar), 129.68
(+, 6 Ar-CH), 128.33 (+, 6 Ar-CH), 128.24 (+, 3 Ar-CH), 127.24 (+, Ar-CH), 122.02 (+,
Ar-CH), 75.32 (Cquat), 38.75 (-, CHz). ESI-MS m/z 341.17 [M+H]* (0.17), 243.12 (100).

2-Chloromethyl-1-trityl-1H-imidazol (79) [162, 166]

N ¢
s

Trt

C23H19CIN2 (M = 358.87 g/mol)

78 (0.3 g, 0.83 mmol) wurde in 5 ml Toluol geldst und in einem Eisbad gekuhlt. TEA
wurde zugegeben (0.24 ml) und Thionylchlorid wurde langsam (0.01 ml) zugetropft.
Nach einstindigem Rihren wurde kaltes Wasser (50 ml) zugegeben und das Produkt
mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde mit Wasser gewaschen, tber
MgSOas getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Das reaktive Produkt 79 wurde

direkt fir den nachsten Schritt verwendet.

1-Methyl-4-((1-trityl-1H-imidazol-2-yl)methyl)piperazin (80) [163]

%
(\N
[LN\)

Trt

C2sH30N4 (M = 422.58 g/mol)

79 (0.30 g, 0.83 mmol) wurde bei Raumtemperatur in MeCN (7 ml) gelost. DIPEA (0.34
ml, 2.0 mmol) und 1-Methylpiperazin (1.5 ml) in DCM (2.6 ml) wurden zugegeben und
das Gemisch wurde 3 h bei 50° C gerihrt. Dann wurde es mit EtOAc verdinnt und mit
Wasser und gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
MgSOas getrocknet und das LOosungsmittel entfernt. Der erhaltene Feststoff wurde
mittels Saulenchromatographie (DCM/7 M NHs in MeOH 10/1 v/v) aufgereinigt und 80
wurde als weil3er Feststoff erhalten (0.14 g, 0.33 mmol, 40%).
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C2sHaoN4 (M = 422.58 g/mol), Smp. 119-123°C. 'H-NMR (300 MHz, CDClz) & 7.39 -
7.32 (M, 9H), 7.15 - 7.08 (m, 7H), 6.73 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 3.90 (s, 2H), 3.51 - 3.32 (m,
4H), 2.07 (s, 3H), 1.41 - 1.09 (m, 4H). ESI-EIC-MS m/z 423.25 [M+H]* (13), 243 (100).

1-((1H-Imidazol-2-yl)methyl)-4-methylpiperazin (81) [166]

N/
L
)

r
N
H

CoH16N4 (M = 180.26 g/mol)

TFA in DCM (50%) wurde unter Eisbadkihlung zu 80 (130 mg, 0.31 mmol) gegeben.
Nach 1h wurde das Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde in Wasser
aufgenommen und mit DCM gewaschen. Das zah-klebrige, weiRe Produkt 81 wurde

nach Lyophilisierung des Wassers erhalten (55 mg, 0.31 mmol, quantitativ).

CoH16N4 (M = 180.26g/mol), *H-NMR (300 MHz, CDCls) & 7.59 (s, 1H), 6.93 (s, 1H),
3.54 (s, 2H), 2.41 (m, 8H), 2.29 (s, 3H). 3*C-NMR (75 MHz, CDCIs) 75.03 (-, CH2),
69.33 (+, CH3), 59.20 (-, 2 CH2), 59.17 (-, 2 CH2). (2 CH-Signale, 1 Cquat-Signal fehlen).
HR (ESI-MS) m/z berechnet fur CoH17N4* [M+H]* 181.1448, gefunden: 181.1451.

Allgemeine Versuchsvorschrift K fur 82a,b und 88a-d

Imidazol bzw. Fluorphenylimidazol (2.14 Aquivalente) und Kaliumcarbonat (0.5
Aquivalente) wurden in THF geruhrt. Nach 10 min wurde 2-(Bromethyl)benzol (1
Aquivalent) bzw. Benzylbromid (1 Aquivalent) in THF zugegeben. Nach 14 h
Refluxieren wurde das Filtrat unter Vakuum eingeengt, das verbleibende Ol in DCM
geldst und zweimal mit Wasser gewaschen. Anschlie3end wurde die DCM-Phase mit
verdunnter HCI-Losung dreimal extrahiert. Die vereinigten HCI-Phasen wurden mit
Natriumhydrogencarbonat neutralisiert und das Produkt wurde dreimal mit DCM aus
der wassrigen Phase extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel wurde am Rotationsverdampfer
entfernt [168].
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1-Phenethyl-1H-imidazol (82a) [168]

C11H12N2 (M = 172.23 g/mol)

Imidazol (788 mg, 11.57 mmol) und Kaliumcarbonat (370 mg, 2.68 mmol) wurden in
THF (18 ml) geruhrt. Nach der allgemeinen Versuchsvorschrift K wurde
2-(Bromethyl)benzol (1.00 g, 5.40 mmol) in THF (1 ml) wurde zugegeben. 82a wurde
als klares Ol erhalten (330 mg, 1.9 mmol, 16%).

C11H12N2 (M = 172.23 g/mol), H-NMR (300 MHz, CDCls) & 7.51 - 7.19 (m, 3H), 7.09-
7.01 (m, 4H), 6.87 (s, 1H), 4.17 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 3.11 (t, J = 7.0 Hz, 2H). 13C-NMR
(75 MHz, CDCls) 8 137.27 (Cquat), 136.88 (Ar-CH),, 128.82 (+, 2 Ar-CH), 128.61 (+, 2
Ar-CH), 127.07 (Ar-CH), 118.99 (Ar-CH), 48.78 (-, CHz), 37.76 (-, CH2). (1 CH-Signal
fehlt). EI-MS m/z 172.10 M* (100), 172.10 M* (77), 91.06 (60).

1-Benzyl-1H-imidazole (82b) [169]

>

N

CioH10N2 (M = 158.20 g/mol)

Imidazol (47.2 g, 703.7 mmol) und Kaliumcarbonat (22.2 g, 160.6 mmol) wurden unter
Stickstoff-Atmosphare 10 min bei Raumtemperatur in THF (1l) gertuhrt. Nach der
allgemeinen Versuchsvorschrift K wurde eine LOsung von 2-(Brommethyl)benzol
(57.3 g, 329 mmol) in THF (60 ml) zugegeben. 82b wurde als weil3er Feststoff erhalten
(26.66 g, 168.52 mmol, 51%).

CioH10N2 (M = 158.20 g/mol), Smp. 63.9-65.9°C, 'H-NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.56 (s,

1H), 7.43 - 7.28 (m, 3H), 7.18 - 7.11 (m, 2H), 7.09 (s, 1H), 6.90 (t, J = 1.2 Hz, 1H), 5.12

(s, 2H). 3C-NMR (75 MHz, CDCls) & 137.44 (+, Ar-CH), 136.16 (Cquat), 129.73 (+, Ar-
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CH), 129.00 (+, 2 Ar-CH), 128.29 (+, Ar-CH), 127.29 (+, 2 Ar-CH), 119.32 (+, Ar-CH),
50.82 (CH2). EI-MS m/z berechnet fur CioHioN2*M* 158.08; gefunden: 158.08 (47),
91.06 (100). CHN (Ci0H1oN2 - 0.1 EtOAc, 0.1 H20) berechnet: C 73.99; H 6.57; N
16.59, gefunden: C 73.98; H 6.25; N 16.62.

(1-Phenethyl-1H-imidazol-2-yl)methanol (83a) [167]

[:\>_/OH

C12H14N20 (M = 202.26 g/mol)

82a (7.4 g, 43.0 mmol), wassrige Formaldehydldsung (37%, 27,3 ml), Eisessig (3,6 ml)
und NaOAc (4,77 g) wurden 12 h auf 140°C erhitzt. Danach wurde die Mischung mit
10 M NaOH auf einen alkalischen pH-Wert eingestellt und das Produkt mit
Isopropanol/CHCIsz 10/1 extrahiert. Das Losungsmittel wurde nach dem Trocknen tber
MgSOas entfernt und 83a mittels Saulenchromatographie (DCM/MeOH 10/1 viv)

gereinigt, um ein klares Ol zu erhalten (0.6 g, 2.97 mmol, 7%).

C12H1aN20 (M = 202.26g/mol), *H-NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.32 - 7.18 (m, 3H), 7.10
-7.02 (M, 2H), 6.81 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 6.70 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 4.41 (s, 2H), 4.23 (t,
J=17.1Hz, 2H), 3.05 (t, J = 7.1 Hz, 2H).13C-NMR (101 MHz, CDCl3) & 147.81 (Cqua),
137.73 (Cquat), 128.78 (+, 2 Ar-CH), 128.70 (+, 2 Ar-CH), 126.89 (+, Ar-CH), 126.58 (+,
Ar-CH), 120.07 (+, Ar-CH), 55.53 (-, CH2), 47.66 (-, CH2), 37.68 (-, CH2). APCI-EIC-
MS m/z 203.12 [M+H]* (100).

(1-Benzyl-1H-imidazol-2-yl)methanol (83b) [167]

[ :\>_/O H

C11H12N20 (M = 188.23 g/mol)
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82b (15.0 g, 94.8 mmol), wassrige Formaldehydlésung (37%, 60 ml), Eisessig (8 ml)
und NaOAc (10.5 g) wurden 12 h auf 140°C erhitzt. Danach wurde die Mischung mit
10 M NaOH auf einen alkalischen pH-Wert eingestellt und das Produkt mit
Isopropanol/CHCI3 10/1 extrahiert. Das Lésungsmittel wurde nach dem Trocknen tber
MgSOas entfernt. 83b wurde mittels S&ulenchromatographie (DCM/MeOH 10/1 v/v)

gereinigt und ergab einen weil3en Feststoff (0.7 g, 3.71 mmol, 4%).

C11H12N20 (M = 188.23 g/mol), Smp. 82.1-84.1°C, *H-NMR (300 MHz, CDCIs3) & 7.37
- 7.29 (m, 3H), 7.19 - 7.09 (m, 2H), 6.92 (t, J = 4.3 Hz, 1H), 6.84 (d, J = 1.3 Hz, 1H),
5.23 (s, 2H), 4.65 (s, 2H). 3C-NMR (75 MHz, CDCl3) 8 129.04 (Cquat), 128.98 (+, 2 Ar-
CH), 128.12 (+, Ar-CH), 127.28 (Cquat), 127.13 (+, 2 Ar-CH), 126.99 (+, Ar-CH), 120.85
(+, Ar-CH), 56.42 (-, CH2), 54.45 (-, CH), 49.67 (-, CH2). APCI-EIC-MS m/z 189.11
[M+H]* (100). CHN (C11H12N20 - 0.05 EtOAc) berechnet: C 69.83, H, 6.49, N, 14.54,
gefunden: C 70.01, H 6.52, N 14.23.

1-Methyl-4-((1-phenethyl-1H-imidazol-2-yl)methyl)piperazin (86a) [170]

f LN~

C17H24Na (M = 284.41 g/mol)

83a (0.5 g, 2.5 mmol) wurde durch Behandlung mit HCI in Isopropanol in das
Hydrochlorid 84a umgewandelt. Nach Entfernen des Ldsungsmittels wurde das
Hydrochlorid in DCM gel6st und im Eisbad auf 0°C abgekuhlt. Thionylchlorid (5 mmol)
in DCM wurde langsam zugegeben und das Gemisch 1 h geruhrt. Nicht umgesetztes
Thionylchlorid wurde unter Vakuum entfernt (85a). Methylpiperazin (1.0 g, 10 mmol)
wurde in Chloroform gelést und auf 0°C abgekihlt. Das zuvor erhaltene
Zwischenprodukt 85a wurde in Chloroform gel6st und langsam zugegeben. Nach 2 h
wurde eine gesattigte Losung von NaHCOs zugegeben und das Produkt mit DCM
extrahiert. Das Rohprodukt wurde mittels Saulenchromatographie (DCM/7 M NHs in
MeOH 20/1 v/v) gereinigt. 86a wurde als klares Ol erhalten (0.58 g, 2.0 mmol, 80%).
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Ci17H24N4 (M = 284.41 g/mol), IH-NMR (300 MHz, CDCls) & 7.44 - 7.22 (m, 3H), 7.19 -
7.07 (m, 2H), 6.91 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 6.79 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 4.28 - 4.21 (m, 2H),
3.53 - 3.34 (m, 2H), 3.17 - 2.96 (m, 2H), 2.46 (s, 8H), 2.26 (d, J = 6.2 Hz, 3H). 13C-
NMR (75 MHz, CDCl3) 8 144.55 (Cquat), 138.14 (Cquat), 128.80 (+, 2 Ar-CH), 128.73 (+,
2 Ar-CH), 127.30 (+, Ar-CH), 126.87 (+, Ar-CH), 120.27 (+, Ar-CH), 55.11 (-, 2 CHz),
54.93 (-, CH2), 52.95 (-, 2 CH2), 47.65 (-, CH2), 46.01 +, (CH3), 37.78 (-, CH2). HR (ESI-
MS) m/z berechnet fir Ci7H2sN4™ [M+H]* 285.2078, gefunden: 285.2074 (100).

1-((1-Benzyl-1H-imidazol-2-yl)methyl)-4-methylpiperazin (86b)

f LN~

CieH22N4 (M = 270.38 g/mol)

83b (0.4 g, 2.1 mmol) wurde wie 84a durch Behandlung mit HCI in Isopropanol in das
Hydrochlorid 84b umgewandelt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde das
Hydrochlorid in DCM gel6st und im Eisbad auf 0°C abgekunhlt. Thionylchlorid in DCM
wurde langsam zugegeben und die Mischung 1 h gerdhrt. Nicht umgesetztes
Thionylchlorid wurde verdampft (85b). Methylpiperazin (841 mg) wurde in Chloroform
geldst und auf 0°C abgekihlt. Das Zwischenprodukt 85b wurde in Chloroform geldst
und langsam zugegeben. Nach 2 h wurde eine geséttigte Losung von NaHCOs3
zugegeben und das Produkt mit DCM extrahiert. Das Produkt wurde mittels
Saulenchromatographie (DCM/7 M NHs in MeOH 20/1 v/v) gereinigt. 86b wurde als
klares Ol erhalten (0.45 g, 1.7 mmol, 81%).

C16H22N4 (M = 270.38g/mol), *H-NMR (300 MHz, CDCl3) 8 7.36 - 7.27 (m, 3H), 7.14 -
7.04 (m, 2H), 6.96 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 5.26 (s, 2H), 3.53 (s,
2H), 2.64 - 2.27 (m, 8H), 2.27 (s, 3H). 13C-NMR (75 MHz, CDClz) & 144.76 (Cquat),
136.99 (Cquat), 128.80 (+, 2 Ar-CH), 127.80 (+, Ar-CH), 127.44 (+, Ar-CH), 127.07 (+,
2 Ar-CH), 121.14 (+, Ar-CH), 55.02 (-, 2 CH2), 54.94 (-, 2 CH2), 52.77 (-, CH2), 49.63
(-, CH2), 45.89 (+, CH3s). HR (ESI-MS) m/z berechnet fir CisH23N4* [M+H]* 271.1922,
gefunden: 271.1917 (100).
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6.11 Synthese der Alcaftadin-Derivate mit geschlossenem Ringsystem

1-Methylpiperidin-4-carboxylséure (87) [209]

Os_OH

C7H13NO2 (M = 143.19 g/mol)

Zu einer geruhrten LOsung von Isonipecotinsaure (1.0 g 7.6 mmol) in 2.1 ml
Ameisensaure wurde bei Raumtemperatur tber einen Zeitraum von 30 min 37%ige
Formaldehydlésung (1.35 ml) zugetropft. Die Lésung wurde 16 h unter Ruckfluss
erhitzt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde eine sirupartige Substanz erhalten.
Der Sirup wurde in 50 ml konzentrierter Salzsaure gelést und die Losung erneut
aufkonzentriert, um eine halbfeste weil3e Substanz zu ergeben. Diese wurde mit
Aceton gewaschen. Man erhielt 1-Methylisonipecotinsdurehydrochlorid 87 als weil3e

Kristalle (1.1 g, 7.7 mmol, quantitativ).

C7H13NO2 (M = 143.19/mol), Smp. 232.1-234.6°C, 'H-NMR (300 MHz, MeOD) & 3.52
(m, 2H), 3.05 (m, 2H), 2.86 (m, 3H), 2.62 (M, 1H), 2.20 (M, 2H), 1.88 (M, 2H). 13C-NMR
(101 MHz, MeOD) & 174.86 (Cquat), 53.49 (+, CH), 42.53 (-, 2 CH), 37.71 (-, 2 CH),
25.82 (+, CH3). EI-MS m/z 143.10 M* (100). CHN (C7H13NO2 - 0.5 DCM) berechnet: C
46.71; H 7.74: N 7.26, gefunden: C 46.40, H 7.62, N 7.66.

Ethyl-1-methylpiperidin-4-carboxylat (88) [209]

CoH17NO2 (M = 171.24 g/mol)

Eine Mischung von 87 (20.0 g, 139.7 mmol) in EtOH (500 ml) und H2SOa4 (7 ml) wurde
Uber Nacht unter Rickfluss erhitzt. Nach dem Abkuhlen wurde das L&sungsmittel
entfernt und der Ruckstand in 1 M Na2COs -Lésung geldst. Aus dieser Losung wurde
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das Produkt mit Diethylether extrahiert. Nach dem Trocknen Uber MgSO4 und
entfernen des Losungsmittels wurde das 1-Methylpiperidin-4-carbonsaureethylester
88 als gelbes Ol erhalten (17.7 g, 103.1 mmol, 74%).

CoH17NO2 (M = 171.24/mol), *H-NMR (300 MHz, CDCl3) & 4.03 (g, J = 7.1 Hz, 2H),
2.79 - 2.63 (M, 2H), 2.16 (s, 3H), 2.00 - 1.58 (m, 6H), 1.15 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 13C-NMR
(75 MHz, CDCl3) & 175.08 (Cquat), 60.29 (-, CH2), 55.01 (-, 2 CH2), 46.40 (+, CHs3),
40.56(+, CH), 28.27 (-, 2 CH2), 14.20 (-, CHs). EI-MS m/z 171.13 [M+H]* (49), 170.11
(35), 142.09 (94), 126.09 (62), 98.10 (74), 96.08 (74), 71.07 (45), 70.07 (100), 55.05
(45), 44.05 (36), 43.04 (56), 42.03 (52).

Alcaftadin-Derivate mit unterschiedlichen Substituenten
Verbindung 89a: vgl. 82a.

4-(4-Fluorophenyl)-1-phenethyl-1H-imidazol (89b)

D

Ci17H15sFN2 (M = 266.32 g/mol)

89b wurde nach der allgemeinen Versuchsvorschrift K aus 4-(4-Fluorophenyl)-1H-
imidazol (0.71 mg, 4.38 mmol) und 2-Phenethylbromid (0.37 mg, 2.0 mmol) hergestellt

und als oranges Ol erhalten (0.66 g, 2.48 mmol, quantitativ).

C17H1sFN2 (M = 266.32), HCI-Salz: *H-NMR (300 MHz, CDCIls) d 9.65 (s, 1H), 7.92 -
7.73 (m, 2H), 7.42 - 7.05 (m, 7H), 6.89 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 4.62 (g, J = 6.9 Hz, 2H),
3.35-3.25 (t, J = 6.9 Hz, 2H). Freie Base: 'H-NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.75 - 7.64
(m, 2H), 7.37 - 7.24 (m, 4H), 7.13 - 6.99 (m, 5H), 4.17 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.07 (t, J =
7.1 Hz, 2H). 13C-NMR (75 MHz, CDCls) 8 163.54 (Cquat), 141.39 (Cqua), 137.38 (+, Ar-
CH), 137.33 (Cquat), 130.46 (Cquat), 128.86 (+, 2 CH), 128.66 (+, 2 Ar-CH), 127.11 (+,
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2 CH), 126.37 (+, Ar-CH), 115.58 (+, 2 Ar-CH), 115.29 (+, Ar-CH), 48.78 (-, CH2), 37.82
(-, CH2). ESI-EIC-MS m/z 267.13 [M+H]* (100).

1-(2-Methylphenethyl)-1H-imidazol (89c)

[y

Ci2H14N2 (M = 186.26 g/mol)

89c [171] wurde nach der allgemeinen Versuchsvorschrift K aus Imidazol (3.35 g,
50 mmol, 2-Methylphenethylbromid (5.0 g, 25 mmol) und K2COs (3.46 g, 25 mmol) in
100 ml THF hergestellt und als gelbes Ol erhalten (3.64 g, 19.5 mmol, 78%).

Ci2H1aN2 (M = 186.26), H-NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.32 (s, 1H), 7.18 - 7.09 (m, 3H),
7.05 - 6.96 (m, 2H), 6.82 (s, 1H), 4.23 - 4.02 (m, 2H), 3.05 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.21 (s,
3H). 13C-NMR (75 MHz, CDCls) & 137.07 (+, Ar-CH), 136.13 (Cquar), 135.72 (Cquat),
130.56 (+, Ar-CH), 129.48 (+, Ar-CH), 129.25 (+, Ar-CH), 127.15 (+, Ar-CH), 126.39
(+, Ar-CH), 118.89 (Ar-CH), 47.53 (-, CH2), 35.18 (-, CH2), 19.14 (+, CHs). ESI-MS m/z
187.12 [M+H]* (100).

1-(4-Methylphenethyl)-1H-imidazol (89d)

[y

Ci2H14N2 (M = 186.26 g/mol)

89d [160] wurde nach der allgemeinen Versuchsvorschrift K aus Imidazol (3.35 g,
50 mmol, 4-Methylphenethylbromid (5.0 g, 25 mmol) und K2COs (3.46 g, 25 mmol) in
100 ml THF hergestellt und als gelbes Ol erhalten (3.3 g, 17.7 mmol, 71%).
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Ci2H1aN2 (M = 186.26), H-NMR (300 MHz, CDCl3) 8 7.27 (s, 1H), 7.09 - 7.03 (m, 2H),
7.02 - 6.97 (m, 1H), 6.92 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 6.81 (t, J = 1.1
Hz, 1H), 4.11 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.97 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.29 (s, 3H). 3C-NMR (75
MHz, CDCls) & 137.13 (+, Ar-CH), 136.53 (Cquat), 134.37 (Cquat), 129.42 (2 Ar-CH),
129.38 (+, Ar-CH), 128.47 (2- Ar-CH), 118.79 (+, Ar-CH), 48.61 (-, CH2), 37.41 (-, CH2),
21.04 (+, CHa). ESI-MS m/z 187.12 [M+H]* (100).

Allgemeine Versuchsvorschrift L fir 90a-d

89a-d (1 Aquivalent)) wurde in einem Gemisch aus Toluol (15 ml) und THF (10 ml)
geldst. Die Lésung wurde auf -50° C abgekuhlt und dann mit einer Lésung von LDA 2
M in THF (2.2 Aquivalente) versetzt. Die Temperatur wurde 15 min bei -50°C gehalten,
dann wurde eine Loésung von N-Methylethylisonipecotat (88) (2.3 Aquivalente) in
Toluol (7 ml) zugegeben. Nach 1 h bei -50°C wurde die Reaktion durch Zugabe von
Wasser gestoppt. Nach dem Erwarmen auf Raumtemperatur wurden die Phasen
getrennt. Die wassrige Phase wurde mit Toluol extrahiert und das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Eine 5-6 M L6sung von HCI in Isopropanol (12 ml)
wurde zugegeben, gefolgt von Aceton (190 ml). Der gebildete Feststoff wurde
abfiltriert, mit kaltem Aceton gewaschen und getrocknet. Das Hydrochloridsalz wurde
als weil3e Kristalle erhalten. Dieses wurde mittels Saulenchromatographie (EtOAC/7
M NHs in MeOH 10/1 v/v) aufgereinigt und ergab ein klares Ol [210].

(1-Methylpiperidin-4-yl)(1-phenethyl-1H-imidazol-2-yl)methanon (90a) [210]

C1sH23N30 (M = 297.40 g/mol)

N-(2-Phenyl)ethylimidazol 89a (3.12 g, 18.1 mmol) wurde nach der allgemeinen
Versuchsvorschrift L in einem Gemisch aus Toluol (15 ml) und THF (10 ml) gel6st.
Nach der Reaktion mit LDA 2M in THF (20 ml, 40 mmol) und 88 (7,2 g, 42,2 mmol) in
Toluol (7 ml) wurde 90a als klares Ol erhalten (3.31 g, 11.1 mmol, 61%).
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HCI-Salz: *H-NMR (300 MHz, DMSO) & 10.3 (1H, bs), 7.52 (s, 1H), 7.33 - 7.18 (m,
5H), 7.14 (s, 1H), 4.59 (m, 2H), 4.18 - 3.64 (m, 1H), 3.42 d, J = 12.8 Hz, 2H), 3.16 -
2.81 (m, 4H), 2.72 (d, 5.4 Hz, 3H), 2.03-1.69 (m, 4H). Freie Base: 'H-NMR (300 MHz,
MeOD) & 7.26 - 7.15 (m, 4H), 7.13 - 7.03 (m, 3H), 4.65 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 3.57 - 3.40
(m, 1H), 3.09 - 2.85 (m, 4H), 2.29 (s, 3H), 2.15 (td, J = 11.9, 2.8 Hz, 2H), 1.93 (s, 1H),
1.88 - 1.78 (m, 2H), 1.78 - 1.65 (m, 2H). 3C-NMR (75 MHz, MeOD) & 193.82 (Cquat),
141.19 (Cquat), 137.60 (Cquat), 128.54 (+, 2 Ar-CH), 128.14 (+, 2 Ar-CH), 128.09 (+, Ar-
CH), 126.84 (+, Ar-CH), 126.33 (+, Ar-CH), 54.49 (-, 2 CH2), 49.56 (-, CH2), 44.93 (+,
CHs), 43.29(+, CH), 37.04 (-, CH2), 27.69 (-, 2 CH2). HR (ESI-MS) m/z berechnet fur
C18H24N30O* [M+H]* 298.1914, gefunden: 298.1918.

(4-(4-Fluorophenyl)-1-phenethyl-1H-imidazol-2-yl)(1-methylpiperidin-4-
yl)methanon (90b)

C24H26FN3O (M = 391.49 g/mol)

90b wurde nach der allgemeinen Versuchsvorschrift L aus 89b (0.10 g, 0.38 mmol)
und 88 (152 mg, 0.89 mmol) hergestellt und als klares Ol erhalten (0.08 g, 0.2 mmol,
54%).

C24H26FN3O (M = 391.49), 'H-NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.76 - 7.60 (m, 2H), 7.32 -
7.18 (m, 3H), 7.16 - 7.00 (m, 5H), 4.62 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 3.95 - 3.75 (m, 1H), 3.30 -
3.14 (m, 2H), 3.13 - 2.86 (m, 3H), 2.80 - 2.51 (m, 5H), 2.48 (s, 3H). ESI-EIC-MS m/z
393.22 [M+H]* (38), 392.22 [M+H]* (100).
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(1-(2-Methylphenethyl)-1H-imidazol-2-yl)(1-methylpiperidin-4-yl)methanon (90c)

C19H25N30 (M = 311.43 g/mol)

90c wurde nach der allgemeinen Versuchsvorschrift L aus 89c (2.08 g, 11.17 mmol)
und 88 (4.49 g, 26.16 mmol) hergestellt und wurde als orange-braunes Ol erhalten
(2.67 g, 8.6 mmol, 77%).

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.16 - 7.03 (m, 4H), 6.97 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 6.78 (d, J =
0.7 Hz, 1H), 4.58 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 3.04 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.97 - 2.85 (m, 3H), 2.29
(s, 3H), 2.21 (s, 3H), 2.09 (td, J = 11.8, 2.5 Hz, 2H), 2.03 - 1.70 (m, 4H). 3C-NMR (101
MHz, CDCls) & 195.03 (Cquat), 141.77 (Cquat), 136.42 (Cquat), 135.76 (Cqua), 130.38 (+,
Ar-CH), 129.54 (+, Ar-CH), 128.92 (+, Ar-CH), 126.95 (+, Ar-CH), 126.20 (+, Ar-CH),
126.16 (+, Ar-CH), 60.30 (-, CH2), 55.26 (-. 2 CH>), 49.12 (+, CH), 34.80 (-, CH2), 28.51
(-, 2 CH2), 19.04 (+, CHs), 14.22 (+, CHa). ESI-MS m/z 313.21 (31), 312.21 [M+H]"*
(100).

(1-(4-Methylphenethyl)-1H-imidazol-2-yl)(1-methylpiperidin-4-yl)methanon (90d)

C19H25N30 (M = 311.43 g/mol)

90d wurde nach der allgemeinen Versuchsvorschrift L aus 89d (1.83 g, 9.82 mmol)
und 88 (3.95 g, 23.00 mmol) hergestellt und wurde als orange-braunes Ol erhalten
(3.0 g, 9.6 mmol, 98%).
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1H-NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.31 - 7.21 (m, 3H), 7.15 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.02 (d, J =
0.7 Hz, 1H), 4.77 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 3.18 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.49 (s, 3H), 2.45 (s, 3H),
2.35 - 2.24 (m, 3H), 2.23 - 2.13 (M, 2H), 2.12 - 2.06 (m, 4H). 3C-NMR (101 MHz,
CDCl3) & 194.99 (Cquat), 141.71 (Cquat), 136.31 (Cquar), 134.39 (Cquar), 129.26 (+, 2- Ar-
CH), 128.82 (+, Ar-CH), 128.70 (+, 2 Ar-CH), 126.19 (+, Ar-CH), 60.28 (-, CHz), 55.26(-
, 2 CH2), 50.22 (-, CH2), 46.47 (CH), 28.51 (-, 2 CHz), 21.02 (+, CH3), 14.21 (+, CHa).
ESI-MS m/z 312.21 [M+H]* (100).

Allgemeine Versuchsvorschrift M far 91a-d [210]

Ein Gemisch aus Trifluormethansulfonsdure und 90a-d wurde 6 h auf 95°C erhitzt.
Nach dem Abklhlen auf Raumtemperatur wurde die Losung in eiskaltes Wasser (125
ml) gegossen. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von wassriger NaOH (50%) auf 9-10
eingestellt und das Produkt mit DCM extrahiert. Das Losungsmittel wurde abdestilliert.
Der Ruckstand wurde in Aceton (50 ml) verdiinnt, Fumarsaure wurde zugegeben und
das Gemisch wurde 1 h auf 50-55°C erwarmt. Das Losungsmittel wurde auf 25 ml
konzentriert. Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurde das erhaltene
Fumaratsalz abfiltriert, mit kaltem Aceton gewaschen und getrocknet. Anschlie3end
wurde eine Reinigung Uber Saulenchromatographie (DCM/7 M NHsz in MeOH 10/1 v/v)
durchgefihrt.

6,11-Dihydro-11-(1-methylpiperidin-4-yliden)-5-imidazo[2,1-b][3]-benzazepin
(91a) [210]

CisH21Ns (M = 279.39 g/mol)

Aus Trifluormethansulfonséaure (50 ml) und 90a (6.1 g Hydrochloridsalz, 18.3 mmol)
wurde nach der allgemeinen Versuchsvorschrift M 91a hergestellt. Dieses wurde als
weilder Feststoff erhalten (2.84 g, 10 mmol, 55%).

CisH21Ns (M = 279.39), Smp. 190.4-192.6 °C, *H-NMR (300 MHz, DMSO) & 7.41 - 7.32
(m, 1H), 7.30 - 7.18 (m, 2H), 7.11 - 7.04 (m, 1H), 7.01 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 6.88 (d, J =
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1.1 Hz, 1H), 4.45 - 4.33 (m, 1H), 4.00 - 3.84 (m, 1H), 3.25-3.34 (m, 1H), 3.06 - 2.86
(m, 1H), 2.85 - 2.53 (m, 4H), 2.39 - 2.25 (m, 1H), 2.22 - 1.94 (m, 3H), 2.24 - 1.90 (m,
3H). 13C-NMR (75 MHz, DMSO) 5 167.00 (Cquat), 142.48 (Cquat), 139.04 (Cquat), 137.00
(Cquat), 134.50 (+, Ar-CH), 128.28 (+, Ar-CH), 127.71 (+, Ar-CH), 126.99 (+, Ar-CH),
126.51 (+, Ar-CH), 125.20 (Cquat), 121.09 (+, Ar-CH), 54.59 (-, CH2), 54.40 (-, CH2),
48.12 (-, CH2), 43.36 (+, CHs), 30.16 (-, CH2), 28.83 (-, CH2), 28.77 (-, CH2). HR (ESI-
MS) m/z berechnet fir C1sH23N30* [M+H]* 280.1808, gefunden: 298.1911 (100). CHN
(C1sH21N3 -0.8 DCM) berechnet: C, 71.92; H, 7.60; N, 13.90 gefunden: C 72.09, H
7.38, N 13.63.

2-(4-Fluorophenyl)-11-(1-methylpiperidin-4-yliden)-6,11-dihydro-5H-
benzo[d]imidazo[1,2-a]azepin (91b)

C24H24FN3 (M = 373.48 g/mol)

Aus 90b (0.35 g, 0.89 mmol) wurde nach der allgemeinen Versuchsvorschrift M 91b
mit 2.44 ml Trifluormethansulfonsaure hergestellt. Die Aufreinigung erfolgte zusatzlich
uber HPLC. 91b wurde als weil3es TFA-Salz erhalten (86 mg, 0.18 mmol, 20%).

C24H24FN3 (M = 373.48), Smp. 161-162 °C, *H-NMR (300 MHz, CDClI3) & 12.73 (s, 1H),
7.77 (dd, J = 8.7, 5.0 Hz, 2H), 7.54 - 7.30 (m, 4H), 7.22 - 7.01 (m, 2H), 4.57 (d, J =
13.1 Hz, 1H), 4.15 (dd, J = 13.6, 10.6 Hz, 2H), 3.95 (s, 3H), 3.64 (d, J = 10.6 Hz, 2H),
3.52 - 2.28 (m, 8H). 3C-NMR (151 MHz, CDCl3) d 164.39 (Cquat), 162.73 (TFA-Cquat),
142.69 (Cquat), 141.95 (Cquat), 136.36 (Cquat), 134.65 (Cquat), 134.31 (Cquat), 129.76,
128.87,128.62, 128.08, 128.02, 122.41, 120.35 (Cquat), 116.93, 116.67, 116.52, 53.59,
53.17, 49.78, 43.11, 29.88, 28.63, 28.12. HR (ESI-MS) m/z berechnet fur C24H2sFN3s*
[M+H]* 374.2027; gefunden: 374.2029.
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7-Methyl-11-(1-methylpiperidin-4-yliden)-6,11-dihydro-5H-benzo[d]imidazo[1,2-
alazepin (91c) [160]

z—

C19H23N30 (M = 293.41 g/mol)

Aus 90c (2.67 g, 8.6 mmol) wurde nach der allgemeinen Versuchsvorschrift M 91c
hergestellt. Die Aufreinigung erfolgte zusatzlich tber HPLC. 91c wurde als weil3es
TFA-Salz erhalten (63 mg, 0.15 mmol, 2%).

C19H23N30 (M = 293.41), *H-NMR (300 MHz, CDClz) 6 13.11 (s, 1H), 7.36 (d, J = 1.3
Hz, 1H), 7.26 - 7.09 (m, 2H), 7.00 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 4.55 (d, J = 13.4 Hz, 1H), 4.20 -
3.99 (m, 1H), 3.84 - 3.53 (m, 3H), 3.51 - 3.34 (m, 1H), 3.35 - 3.06 (m, 2H), 3.04 - 2.77
(m, 6H), 2.76 - 2.55 (m, 1H), 2.40 (s, 3H). 33C-NMR (151 MHz, CDCl3) d 162.08 (TFA-
Cquat),, 142.05 (Cquat), 141.56 (Cquat), 136.85 (Cquat), 136.17 (Cquat), 132.51 (Cquat),
131.45 (+, Ar-CH), 128.12 (+, Ar-CH), 126.62 (+, Ar-CH), 121.81 (+, Ar-CH), 120.96
(Cquat), 120.49 (+, Ar-CH), 53.89 (-, CH2), 53.35 (-, CHz), 48.78 (-, CH2), 43.14 (+, CHs)
, 28.52 (-, CH2), 28.22 (-, CH2), 25.43 (-, CH2), 19.61 (+, CHs). HR (ESI-MS) m/z
berechnet fur Ci9H24Ns* [M+H]* 294.1965; gefunden:294.1964.

9-Methyl-11-(1-methylpiperidin-4-yliden)-6,11-dihydro-5H-benzo[d]imidazo[1,2-
alazepin (91d) [160]

zZ—

C19H23N30 (M = 293.41 g/mol)
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Aus 90d (3.0 g, 9.7 mmol) wurde nach der allgemeinen Versuchsvorschrift M 91d
(3.0 g, 9.66 mmol) hergestellt. Die Aufreinigung erfolgte zusatzlich tber HPLC. 91d
wurde als weil3es TFA-Salz erhalten (72 mg, 0.18 mmol, 2%).

Ci19H23N30O (M = 293.41), Smp. 133.3-135.6°C H-NMR (400 MHz, CDCls) & 7.37 (s,
1H), 7.18 (7.24 - 7.13 (m, 2H), 7.10 (s, 1H), 7.01 (s, 1H), 4.52 (d, J = 13.1 Hz, 1H),
4.20 - 3.98 (m, 1H), 3.86 - 3.42 (m, 4H), 3.28 - 3.06 (m, 1H), 3.07 - 2.78 (m, 7H), 2.73
- 2.56 (M, 1H), 2.35 (s, 3H). 13C-NMR (101 MHz, CDCls) & 162.02 (TFA-Cquat), 142.40
(Cquat), 141.37 (Cquat), 138.53 (Cquat), 136.15 (Cquat), 131.42 (Cquat), 130.49 (+, Ar-CH),
129.02 (+, Ar-CH), 128.88 (+, Ar-CH), 122.08 (+, Ar-CH), 120.61 (Cquat), 120.44 (+, Ar-
CH), 53.96 (-, CH2), 53.36 (-, CH2), 49.91 (-, CH2), 43.14 (+, CHa), 29.49 (-, CH2), 28.55
(-, CH2), 28.20 (-, CH2), 21.16 (+, CHs). HR (EI-MS) m/z berechnet fiir CigH23Ns*M*
293.1887; gefunden: 293.1890.

(11-(1-methylpiperidin-4-yliden)-6,11-dihydro-5H-benzo[d]imidazo[1,2-a]azepin-
3-yl)methanol (91e)

/
N
N\ /
et

C19H23N30 (M = 309.41 g/mol)

Ein Gemisch aus 91a (1.4 g der freien Base, 5.0 mmol), 40%igem wassrigem
Formaldehyd (9.2 ml) und Natriumacetat (0.65 g) wurde 20 h auf 95°C erhitzt. Nach
Abkihlen auf Raumtemperatur wurde der pH-Wert durch Zugabe von 50%iger
wassriger NaOH auf 9-10 eingestellt und das Produkt mit DCM extrahiert. Das
Losungsmittel wurde entfernt und auf ein Volumen von 12 ml in Aceton geéandert.
Fumarséaure wurde zugegeben (0.44 g, 3.8 mmol) und das Gemisch 1 h unter
Ruckfluss erhitzt. Die Suspension wurde auf 0°C abgekunhlt, filtriert und gewaschen,
um das Fumaratsalz zu erhalten. Die Reinigung erfolgte durch Sdulenchromatographie
unter Verwendung von DCM/7 M NHs in MeOH (10/1 v/v) als Losungsmittel. 91e wurde
als weil3e Kristalle erhalten [210] (1.23 g, 4.0 mmol, 80%).
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C19H23N30 (M = 309.41), Smp. 188.4-190°C, *H-NMR (300 MHz, DMSO) 5 7.48 - 7.31
(m, 1H), 7.30 - 7.18 (m, 2H), 7.12 - 7.01 (m, 1H), 6.79 (s, 1H), 4.98 (t, J = 5.2 Hz, 1H),
4.35 (s, 2H), 4.15 (q, J = 5.2 Hz, 1H), 4.00 - 3.80 (m, 1H), 3.17 (d, J = 4.9 Hz, 1H), 3.01
(d, J = 14.1 Hz, 1H), 2.85 - 2.52 (m, 4H), 2.41 - 2.24 (m, 1H), 2.22 - 2.11 (m, 3H), 2.08
(m, 1H), 2.00 (m, 1H). 3C-NMR (75 MHz, DMSO) & 143.58 (Cquat), 140.21 (Cquat),
139.66 (Cquat), 136.89 (Cquat), 136.89 (Cquat), 128.25 (+, Ar-CH), 128.16 (+, Ar-CH),
127.42 (+, Ar-CH), 126.38 (+, Ar-CH), 125.81 (+, Ar-CH), 124.07 (Cquat), 56.36 (-, CH2),
56.22 (-, CH2), 52.83 (-, CH2), 48.48 (-, CH2), 45.97 (-, CH2), 45.53 (-, CH2), 39.61 (+,
CHs), 30.69 (-, CH2). HR (ESI-MS) m/z berechnet fir CioH24N3* [M+H]* 310.1914;
gefunden: 310.1921 (100).

6.12 Synthese eines Alcaftadin-Derivats mit Sauerstoff-Verbrickung

1-Phenethyl-1H-imidazol-2-carbaldehyd (94) [211]

ng/\N
©/v o1 H

C12H12N20 (M = 200.24 g/mol)

Imidazol-2-carbaldehyd (3.33 g, 34.7 mmol) und K2COs (1.11 g) wurden 10 min bei
Raumtemperatur in DMF gerihrt. 2-Phenylethylbromid (3.0 g) wurde zugetropft. Das
Gemisch wurde 14 h unter Ruckfluss erhitzt. Ungelostes Material wurde abfiltriert und
das Losungsmittel abgedampft. Das erhaltene gelbe Ol wurde in DCM gelost und mit
Wasser gewaschen. Das Produkt wurde mit 1 M HCI (3x) extrahiert. Nach
Neutralisation der wassrigen Phase mit NaHCOs wurde das Produkt mit DCM
extrahiert. Die organische Phase wurde getrocknet und das Lésungsmittel entfernt. 94
wurde als klares Ol erhalten (1.80 g, 9 mmol, 26%).

1H-NMR (300 MHz, CDCl3) & 9.76 (s, 1H), 7.34 - 7.10 (m, 3H), 7.08 - 6.99 (m, 3H),
6.83 - 6.79 (M, 1H), 4.64 - 4.47 (m, 2H), 2.99 (t, J = 7.2 Hz, 2H). 13C-NMR (75 MHz,
CDCls) & 181.90 (carbonyl-C), 143.09 (Cquar), 137.14 (Cqua)), 131.31(+, Ar-CH), 128.78
(+, 2 Ar-CH), 128.67 (+, 2 Ar-CH), 126.93 (+, Ar-CH), 126.61 (+, Ar-CH), 49.26 (-, CH2),
37.43 (-, CH2). EI-MS m/z 200.09 [M+H]* (3), 104.06 (100).
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11-((1-Methylpiperidin-4-yl)oxy)-6,11-dihydro-5H-benzo[d]imidazo[1,2-a]azepin
(95) [115]

N\
N

=,
"o

C1sH23N30 (M = 297.40 g/mol)

94 (1.75 g, 8.74 mmol) wurde in Chloroform geldst und 4-Hydroxy-N-methyl-piperidin
(1.00 g, 8.74 mmol) wurde zugegeben. AnschlieBend wurde Methansulfonsaure bis
zur violett-Farbung der Losung zugetropft. Die Reaktion wurde bis zum vollstandigen
Umsatz refluxiert. Danach wurde der pH-Wert mit gesattigter Natriumcarbonat-Lésung
auf 10 eingestellt. Das Produkt wurde mit DCM extrahiert. Die organische Phase wurde
mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Ldsemittel wurde am Rotationsverdampfer
entfernt. Die Aufreinigung erfolgte séulenchromatographisch (DCM/MeOH/NH40OH
92.5/7.5/0.75 viviv). 95 wurde als klares Ol erhalten (0.70 g, 2.35 mmol, 27%).

C18H23N30 (M = 297.40), *H-NMR (300 MHz, CDCIl3) & 7.40 - 7.19 (m, 4H), 6.99 (d, J
= 1.1 Hz, 1H), 6.87 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 5.54 (s, 1H), 4.52 - 4.31 (m, 1H), 4.19 - 3.91
(m, 2H), 3.83 - 3.65 (m, 1H) 3.14 - 2.81 (m, 4H), 2.62 (s, 3H), 2.39 - 2.10 (m, 2H), 2.09
- 1.80 (m, 2H). 3C-NMR (101 MHz, CDClIs) d 145.19 (Cquat), 138.26 (Cquat), 137.43
(Cquat), 129.95 (+, Ar-CH), 129.68 (+, Ar-CH), 128.96 (+, Ar-CH), 127.85 (+, Ar-CH),
127.12 (+, Ar-CH), 121.61 (+, Ar-CH), 76.84 (+, CH), 53.42 (-, 2 CH2), 48.00 (-, 2 CH2),
46.10 (+, CHs), 31.41 (+, CH), 31.10 (-, 2 CH2) .HR (ESI-MS) m/z berechnet fir
C18H23N30 [M+H]* 298.1921, gefunden: 298.1914 (100).
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6.13 Synthese des Dibenzosuberonderivats mit Sauerstoff-Linker

4-((10,11-Dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulen-5-yl)oxy)-1-methylpiperidin
(96) [173]

Yy

C21H2sNO (M = 307.44 g/mol)

96 wurde nach der allgemeinen Versuchsvorschrift H aus 4-Hydroxy-1-methylpiperidin
(0.55 g, 4.8 mmol) und 37q (4.8 mmol) hergestellt. 96 wurde als weil3er Feststoff
erhalten (1.15 g, 3.7 mmol, 78%).

C21H2sNO (M = 307.44), Smp. 87-89°C, *H-NMR (400 MHz, CDCl3) 5 7.48 (d,J=6.4
Hz, 2H), 7.38 - 7.16 (m, 6H), 5.67 (s, 1H), 3.67 - 3.45 (m, 3H), 3.30 - 3.01 (m, 2H), 2.88
- 2.66 (m, 2H), 2.34 (s, 3H), 2.25 - 2.12 (m, 2H), 2.04 - 1.90 (m, 2H), 1.91 - 1.75 (m,
2H). 13C-NMR (101 MHz, CDCls) & 130.16 (+, 2 Ar-CH), 127.79 (+, 2 Ar-CH), 125.92
(+, 4 Ar-CH), 77.24 (+, CH3), 53.25 (-, 2 CH2), 46.14 (+, CH3), 32.18 (-, 2 CH2), 31.38
(-, 2 CH2). HR (ESI-MS) m/z [M]+ berechnet fur C21H26NO* [M+H]* 308.2009,
gefunden: 308.2015 (100). CHN (C1sH19CIN20 - 0.13 DCM) berechnet: C, 79.47; H,
7.98; N, 4.38; O, 5.01 gefunden: C 79.55, H 7.87, N 4.51.
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6.14 HPLC Reinheitsdaten

Die HPLC-Messungen wurden mit folgenden Methoden ausgefuhrt:

Solvens A: MeCN

Solvens B: H20 + 0,1% TFA

Methode A: 0-25 min: 10/90 - 95/5 (A/B), 25-35 min: 95/5, 35-36 min: 95/5 - 10/90,
36-45 min: 10/90. Flow = 1.0 ml/min.

Kapazitatsfaktor k = (tr-to)/to, tr = Retentionszeit, to = Totzeit = 2.57 min.

Verbindung A tr[mMin] k Reinheit [%]
39 220 nm 11.81 3.42 96.0
39%e 220 nm 9.52 2.70 95.5
39f 220 nm 11.49 1.65 98.4
399 220 nm 11.74 3.57 924
39h 220 nm 9.20 2.58 93.3
48d 220 nm 10.91 2.49 97.6
49a 220 nm 9.07 3.54 97.3
49b 220 nm 9.06 3.20 98.5
49c 220 nm 10.97 2.67 90.5
55 220 nm 11.29 1.28 90.0
66 220 nm 11.80 3.39 94.3
68 220 nm 10.69 3.59 100.0
86a 220 nm 6.28 2.95 99.2
86b 220 nm 5.46 1.42 97.4
90a 220 nm 10.26 2.48 98.4
91b 220 nm 9.54 3.16 954
91c 220 nm 6.89 1.70 954
91d 220 nm 7.02 2.71 99.9
9le 220 nm 5.85 3.27 90.8
95 220 nm 5.91 1.10 96.2
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6.15 Analytik des Racemats 38e und der Enantiomere (R)-38e and (S)-38e [108]
(R/S)-1-(2-Chloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]oxepin-11-yl)-4-methylpiperazine 38e

H-NMR Spektrum von (+)-O,0’-di-p-toluoyl-D-Tartrat ohne Racemattrennung

T T T T T T
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1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.86 (d, J = 8.1 Hz, 4H), 7.44 - 7.30 (m, 7H), 7.28 -
7.13 (m, 3H), 6.78 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 6.58 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 5.67 (s, 2H), 4.81 (d,
J=12.2 Hz, 1H), 4.01 (s, 0.5H), 3.97 (s, 0.5H), 2.47 (s, 6H), 2.37 (m, 11H).
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(R)-1-(2-Chloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]oxepin-11-yl)-4-methylpiperazin (R)-
38e

o
OO

0]

!H-NMR Spektrum von (-)-O,0’-di-p-toluoyl-L-tartrat nach der zweiten Kristallisation
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IH-NMR (300 MHz, DMSO-de) & 7.87 (d, J = 8.2 Hz, 4H), 7.46 - 7.28 (m, 7H), 7.26 -
7.20 (m, 2H), 7.15 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 6.78 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.57 (d, J = 11.6 Hz,
1H), 5.69 (s, 2H), 4.81 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 4.01 (s, 0.04H), 3.96 (s, 0.96H), 2.49 (d, J
= 1.8 Hz, 6H), 2.37 (m, 11H).

Optische Drehung a von (R)-38e (B = 0.01 g/ml (DMSO), d =0.5dm,): a =1.001 £
0.002°, [a]p?® = 200.2 + 0.38 ° ml / (g dm)
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(S)-1-(2-Chloro-6,11-dihydrodibenzo[b,e]Joxepin-11-yl)-4-methylpiperazin (S)-38e

H-NMR Spektrum von (+)-O,0’-di-p-toluoyl-D-tartrat nach der dritten Kristallisation:
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1H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.86 (d, J = 8.1 Hz, 4H), 7.44 - 7.30 (m, 7H), 7.28 -
7.13 (m, 3H), 6.78 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 6.58 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 5.67 (s, 2H), 4.81 (d,
J=12.2 Hz, 1H), 4.01 (s, 0.02H), 3.97 (s, 0.98H), 2.47 (s, 6H), 2.37 (m, 11H).

Optische Drehung a von (S)-38e (B = 0.01 g/ml (DMSO), d = 0.5 dm,): a =-0.906 +
0.001°, [a]p?®® =-181.1 £ 0.29 ° ml / (g dm)
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6.16 Kristallstrukturen der Enatiomere (R)-38e und (S)-38e [108]

Compound (R)-38e (S)-38e
CCDC 1477067 1477068
Formula C39H39CIN209 C39H39CIN209
Deac/ g cm® 1.295 1.297

wmm-1 1.402 1.403
Formula Weight  |715.17 715.17
Colour colourless clear colourless
Shape prism plate
Size/mm3 0.43x0.18x0.12  |0.23x0.18x0.04
T/IK 123.00(10) 123.01(10)
Crystal System orthorhombic orthorhombic
Flack Parameter |-0.020(13) 0.002(8)
Hooft Parameter |-0.037(9) -0.006(8)
Space Group P212121 P212121

a/A 9.9772(2) 9.97273(12)
b/A 11.4784(2) 11.46475(14)
c/A 32.0187(8) 32.0402(4)
al’ 90 90

B/ 90 90

178 90 90

V/IA3 3666.86(14) 3663.32(8)

VA 4 4

VA 1 1
Wavelength/A 1.54184 1.54184
Radiation type CuKa CuKa

Ominl’ 4.091 4.095

Omax!” 73.423 73.631
Measured Refl. 20343 26525
Independent Refl. |7185 7265
Reflections Used |6683 6838

Rint 0.0442 0.0385
Parameters 484 471
Restraints 6 0

Largest Peak 0.252 0.179
Deepest Hole -0.188 -0.183

GooF 1.022 1.036

WR: (all data) 0.1110 0.0906

WR: 0.1092 0.0886

R; (all data) 0.0450 0.0370

R 0.0420 0.0345
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6.17 Kapillarelektrophorese der Enatiomere (R)-38e und (S)-38e [108]

Die Enantiomerentrennung von 38e wurde an einem Biofocus 3000-
Kapillarelektrophor-System (Bio-Rad, Minchen, Deutschland) durchgefuhrt [26]. Die
Analysen wurden in einer unbeschichteten Quarzglaskapillare (MicroQuartz,
Munchen, Deutschland) mit einer Gesamtlange von 75 cm (effektive Lange: 70.4 cm)
und einem Innendurchmesser von 50 um durchgeftihrt. Die Kapillare wurde 5 min mit
NaOH (0.1 M), dann 2 min mit Wasser und schlie3lich 10 min mit Laufpuffer gespiilt.
Nach hydrodynamischer Injektion der Proben mit einem konstanten Druck-Zeit-
Integral (20 psi s) wurde eine Analyse bei einer Feldstéarke von 266.7 V/cm (positive
Mode: + — -) durchgefiihrt. Die UV-Detektion wurde bei 210 nm durchgefuhrt. Zur
Herstellung des Laufpuffers wurden NaH2PO4 (125 mM) und Harnstoff (5 M) in Wasser
gelost und der pH-Wert durch Zugabe von H3PO4 (85%) auf 2.5 eingestellt. In diesem
Puffer wurde y-Cyclodextrin (100 mM) gel6st. Die Verbindungen 38e, (R) -38e oder (S)
-38e wurden in MeOH/ HCI (10 mM) (80/20 v/v) in einer Konzentration von 10 mM
geldst. Aus diesen Stammldsungen wurden Probenlésungen in der Konzentration von
500 uM mit einer gepufferten Losung (NaH2PO4 15 mM, H20, Harnstoff 0.6 M, pH 2.5)
hergestellt.

Spiking-Experiment zur Uberprifung der Zuordnung von (R) -38e und (S) -38e zu
den Peaks in den CE-L&aufen:
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6.18 NMR-Spektren ausgewahlter Verbindungen

NMR-Spektren (HSQC, HMBC) von 39e
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NMR-Spektren (COSY, HMBC) von 40
COsY

— Wﬂh’ “

@
DCl3
— @ iy
- @ @ L
= gt "
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8 7 [ 5 F2 [ppm]
HMBC
h]_v_h U [ MM A M
FM118, cool3 E
W 13 {C:\Bruker\TopSpind.spl 1. _g
Lz
Fa
-8
L]
- § S
-
- e - -
-8
T T T T T T T T T T T T T
8 [ 4 2 F2 [ppm]

181

F1 [ppm]



Experimenteller Teil

NMR-Spektrum (COSY) von 86a
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NMR-Spektren (COSY, HMBC, NOESY) von 91b
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