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3.1 Allgemeine Angaben
3.1.1 Testmodelle

Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Verbindungen wurden an verschiedenen
funktionellen In-vitro-Testmodellen auf ihre Aktivitit am Histamin-H;-Rezeptor untersucht.
Hierfiir sind insbesondere Organpréparationen, die eine hohe Rezeptordichte sowie leicht

meBbare, rezeptorspezifische Effekte aufweisen, besonders gut geeignet.

Als Standardmodell fiir die routinemiflige Aktivitdtsbestimmung der neu entwickelten
Substanzen wurde das isolierte, von anhaftendem Mesenterial-Gewebe befreite,

Meerschweinchen-Ileum (MS-Ileum) verwendet.

Fiir agonistisch aktive Verbindungen wurde zusitzlich die Rezeptoraffinitidt des Standard-
H,;-Antagonisten Mepyramin bestimmt, um sicherzustellen, dal die durch die neuen
Verbindungen ausgeldsten Effekte auf eine reine Vermittlung tiber Histamin-H,;-Rezeptoren
zuriickzufithren sind. Diese wurde tiiber die Rechtsverschiebung der Konzentrations-

Wirkungskurve der Agonisten in Gegenwart variierender Mepyramin-Konzentrationen

bestimmt und als pA,-Wert angegeben.240

Partial agonistisch wirkende Substanzen wurden zusitzlich anhand der Dissoziationskonstante

des Partialagonist/Rezeptor-Komplexes (K;,) nach Kaumann und Marano pharmakologisch

charakterisiert. 241,242 Hierzu nutzte man die Féhigkeit der Substanzen, durch ihren
partiellen Antagonismus eine Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve eines
vollen Agonisten zu induzieren, da beide Verbindungen um dieselbe Bindungsstelle am
Rezeptor konkurrieren. Als voller Agonist wurde in diesem Testmodell Histamin verwendet.
Die Ermittlung des pK,-Wertes erfolgte hierbei durch Aufnahme einer zweiten
Konzentrations-Wirkungskurve fiir Histamin nach Zugabe einer definierten Konzentration des

partiellen Agonisten.

Die zusitzliche Bestimmung der Histamin-H;-Rezeptor-Aktivitit einiger neu entwickelter
Agonisten an der isolierten Meerschweinchen-Aorta (MS-Aorta) und der Ratten-Aorta lieferte
interessante Aufschliisse tiber die Wirkung der Verbindungen in verschiedenen Geweben und
Spezies.

Zur Absicherung der reinen H;-Rezeptor-Vermittlung der beobachteten Effekte wurde auch in

diesen beiden Testmodellen deren Mepyramin-Sensitivitét untersucht.
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AbschlieBend wurden einige ausgewdhlte, potente Verbindungen in verschiedenen
funktionellen [In-vitro-Testmodellen auf ihre Rezeptorselektivitit getestet. Fiir diese
Untersuchungen standen Modelle fiir den Histamin-H,-Rezeptor, den Histamin-Hs-Rezeptor
und den Muskarin-Ms-Rezeptor zur Verfiigung.

Die Féhigkeit dieser Verbindungen, mit dem Histamin-H,-Rezeptor zu interagieren, wurde
am spontan schlagenden rechten Meerschweinchen-Atrium bestimmt. Hierzu wurde das
Ausmal der Inhibierung der Histamin-induzierten Zunahme der Herzfrequenz gemessen.

Die Effektivitit am  Histamin-Hs-Rezeptor wurde {iiber die Inhibierung der
(R)-a-Methylhistamin-vermittelten =~ Relaxation elektrisch  stimulierter, longitudinaler
Muskelpriparate des Meerschweinchen-Ileums ermittelt.

Die Aktivitit am muskarinergen M3-Rezeptor wurde liber das Ausmal} der Kontraktion des
vom Mesenterial-Gewebe befreiten Meerschweinchen-lIleums im Vergleich zu Carbachol
bestimmt. Zur Maskierung H;-Rezeptor-vermittelter Effekte wurde der Referenz-

H;-Antagonist Mepyramin (1 pM) zugesetzt.

3.1.2 Statistische Absicherung
Unterschiede in der Wirkstérke (pECsg oder rel. Pot.) und der intrinsischen Aktivitét (Emax)
wurden auf ihre statistische Signifikanz untersucht. Dazu wurde zunichst ein F-Test auf

Varianzhomogenitit durchgefiihrt, gefolgt von einem zweiseitigen t-Test nach Student
(Irrtumswahrscheinlichkeit o < 0.05).243

Fiir die Mittelwerte der intrinsischen Aktivitit (Emax), der Wirkstdrke (pECsg) sowie der
pAz- bzw. pD’>-Werte wurde eine Normalverteilung angenommen.244 Die Berechnung der

95 %-Vertrauensbereiche dieser Mittelwerte erfolgte auf Basis der t-Wert-Verteilung nach
Student.
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3.1.3 Liste der verwendeten Abkiirzungen und Symbole

Abkiirzung Bedeutung

Ernax intrinsische Aktivitdt; Quotient aus dem Maximaleffekt der zu untersuchenden
Substanz und dem des jeweiligen Standardagonisten (synonym: Maximal-
effekt, Efficacy)

n.b. nicht bestimmbar

n.d. nicht bestimmt (not done)

ECsg Konzentration eines Agonisten, die einen halbmaximalen Effekt bewirkt; Mal3
fiir die Potenz eines Agonisten

pECso negativ dekadischer Logarithmus der Konzentration eines Agonisten, die einen
halbmaximalen Effekt bewirkt (= pD,)

Rel. Pot. relative Potenz des Agonisten gegeniiber Histamin als Referenzsubstanz am

pA2

-log ca

CR

KWK
SEM

jeweiligen Testorgan, dargestellt als Verhiltnis der ECso-Werte

negativ dekadischer Logarithmus der Dissoziationskonstante des Pharmakon/
Rezeptor-Komplexes (pA; = -log ca + log (CR-1))

negativ dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration des

Antagonisten (A)

Verhiltnis der Konzentrationen des Agonisten in An- und Abwesenheit des
Antagonisten, die zur Erzielung desselben Effektes erforderlich sind
(concentration ratio)

negativ dekadischer Logarithmus der molaren Konzentration des nicht-
kompetitiven Antagonisten, bei der der Agonist nur noch 50 % des maximal
erreichbaren Effektes bewirkt (pD"; = -log ca + log(x-1) mit X = Enax/Emax (a))
Dissoziationskonstante des Partialagonist/Rezeptor-Komplexes
Konzentrations-Wirkungskurve

Standardfehler des Mittelwerts (standard error of mean)



78 3 Pharmakologischer Teil

3.2 Bestimmungen im funktionellen Meerschweinchen-Ileum-

Assay

3.2.1 Aktivitat und Mepyramin-Sensitivitit

Zu Beginn dieser Arbeit existierten bereits mehrere potente N“-substituierte Histaprodifen-
Derivate. Erste Untersuchungen der Struktur-Wirkungsbeziehungen hatten gezeigt, daf3 bei
unverzweigten N°-alkylsubstituierten Verbindungen die Aktivitdt am Histamin-H;-Rezeptor

mit zunehmender Linge der Alkyl-Kette abnahm. Damit stellt Methylhistaprodifen (1) den

potentesten Vertreter dieser Reihe dar.168 Diese Entwicklung korreliert mit den Ergebnissen,
die bei N*-Alkylierung von Histaminen sowie 2-Phenylhistaminen beobachtet wurden; auch

hier war mit Einfilhrung ldngerer, raumerfiillender Alkyl-Ketten ein fortschreitender Abfall

der Aktivitit zu verzeichnen.34

Bei den N%-substituierten Histaminen konnte jedoch {iberraschend ein Anstieg der
H;-agonistischen Aktivitdt bei Einfilhrung lédngerkettiger w-Phenylalkyl-Substituenten am
N“-Stickstoff des Histaprodifens beobachtet werden, wobei bei Verwendung eines Butyl-

Spacers ein Optimum an Wirkung erreicht wurde (vgl. Kap. 1.2.1).82,83

Die Ubertragung dieser Ergebnisse auf die Klasse der Histaprodifene fiihrte zur Entwicklung
von N“-(4-Phenylbutyl)histaprodifen (2), einem partiellen Agonisten des Histamin-
H;-Rezeptors, der die Aktivitit von Methylhistaprodifen (1) etwa um den Faktor 3 iibertraf.
Damit lagen wichtige Anhaltspunkte fiir mogliche strukturelle Erfordernisse fiir potente und
selektive Histamin-H;-Rezeptor-Agonisten vor. Diese Anforderungen sollten durch
konsequente Variation der N®-Seitenkette herausgearbeitet und die Aktivitdt der
Verbindungen optimiert werden.

Alle neu dargestellten Substanzen wurden routineméfig am Meerschweinchen-Ileum auf ihre

H;-Aktivitdt untersucht.

Daneben wurde die Mepyramin-Sensitivitdt der Verbindungen untersucht. Hierbei konnte die
Zuordnung der beobachteten Effekte zum H;-Rezeptor iiber eine Rechtsverschiebung der
Konzentrations-Wirkungskurve eines Agonisten mit Hilfe definierter Mepyramin-
Konzentrationen bestitigt werden. Ein Vergleich der hieraus resultierenden pA,-Werte mit

den publizierten Affinititskonstanten fiir Mepyramin am  Histamin-H;-Rezeptor

(pA2=9.36,245 pA, = 8.89240) lieferte zusitzliche Hinweise auf das Wirkprinzip der

verschiedenen Agonisten.
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3.2.1.1 N*-Phenylalkyl-Histaprodifene

Zundchst sollte ausgehend von den potenten partiellen Histamin-H;-Rezeptor-Agonisten
N*-(3-Phenylpropyl)histaprodifen (PPH) und  N°-(4-Phenylbutyl)histaprodifen (2)  die
Kettenlinge der Phenylalkyl-Seitenkette optimiert und die Ubertragbarkeit der fiir
N*-substituierte Histamine82.83 etablierten Struktur-Wirkungsbeziechungen iiberpriift werden.
Dazu wurden Phenylalkyl-Verbindungen (44 - 47) mit einem Alkyl-Spacer mit
1 - 6 CH»-Einheiten dargestellt.

Die pharmakologischen Ergebnisse der Verbindungen im Meerschweinchen-Ileum sind in

Tabelle 3.2.1 aufgefiihrt.

Mit Ausnahme des Benzyl-Derivats 44, das antagonistische Aktivitit am Histamin-
H;-Rezeptor aufwies, verhielten sich alle neu synthetisierten Verbindungen im
Meerschweinchen-Ileum als partielle Agonisten des Histamin-H,;-Rezeptors mit intrinsischen
Aktivitdten zwischen 26 und 55 % und einer relativen Potenz von 85 - 955 % der Histamin-
Wirkung (HA, 100 %). Das Phenylethyl-Derivat 45 erwies sich mit einer Aktivitit von 350 %
dquipotent zu Methylhistaprodifen (1), einer der Leitverbindungen der N®-substituierten
Histaprodifene. Bei der homologen Phenylpropyl-Verbindung (PPH) dagegen wurde ein
Abfall in Potenz und intrinsischer Aktivitit etwa um den Faktor 2 beobachtet. Erneute
Kettenverlingerung zum Butyl-Derivat (2) bewirkte einen starken Anstieg der
Hj-agonistischen Potenz. Mit Verwendung lidngerer Alkyl-Ketten sank die Affinitdt zum
Histamin-H;-Rezeptor wieder ab. Wéihrend sich die Phenylpentyl-Verbindung 46 mit
anndhernd 4-facher Histamin-Wirkung noch als potenter partieller Agonist im
Meerschweinchen-Modell — erwies, ging die Aktivitit bei Verwendung eines
Hexyl-Spacers (47) nahezu verloren.

Ubereinstimmend mit frither erzielten Ergebnissen82:87 zeigte Verbindung2, deren
Phenyl-Ring einen Abstand von vier CHy-Einheiten zum N-Stickstoff besitzt, mit 10-facher
Histamin-Wirkung und einer intrinsischen Aktivitdt von 50 % in dieser Reihe die hdchste

Potenz am Histamin-H;-Rezeptor des Meerschweinchen-Ileums.
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Tab. 3.2.1 N*-Phenylalkyl-Histaprodifene 44 - 47

H
N_ _R
O e
N
o

Agonismus Mepyramin
Nr. R n | pECs0=SEM Rel. Pot. Epnax £ SEM pA; £ SEM
[“o] [“o]
44 1 pD’2=5.66 +0.05 -
45 2 7.24 £0.05 350 55+3 891 +0.12
PPH \@ 3 6.80 + 0.07 126 26+3 9.23+0.12
2 4 7.68 +0.04 955 49 +2 8.93+0.13
46 5 7.29 +£0.07 386 50+2 8.89+0.14
47 6 6.63 +£0.07 85 28 £2 8.71+0.17
111 \O 4 n.b. n.b. 6+3 n.b.
HA 6.70 £ 0.03 100 100 9.07£0.03
1° H 1 7.24 £ 0.02 343 99 + 1 9.13+0.06

* Fiir Struktur der Verbindung siehe Kap. 1.2.1, Tab. 1.2.1.

Die Abnahme von agonistischer Potenz und intrinsischer Aktivitit bei Ubergang von einem
Phenylethyl- (45) auf ein Phenylpropyl-Derivat (PPH) und der starke Anstieg von Potenz und
Maximaleffekt bei Kettenverlingerung um eine weitere CH,-Einheit (2) deutet auf eine
entscheidende Rolle der konformativen Ausrichtung des Phenyl-Rings fiir die

Rezeptorbindung hin.

Der nahezu vollstindige Wirkungsverlust bei Austausch des terminalen Phenyl-Rings der
potenten Verbindung 2 durch einen gesittigten Cyclohexan-Ring (111) lieferte einen ersten
Hinweis auf die Notwendigkeit einer aromatischen Struktur in der Seitenkette fiir Aktivitit

und Affinitit von N*-substituierten Histaprodifenen.
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Die kontraktilen Effekte aller agonistisch wirksamen N*-Phenylalkyl-Histaprodifene konnten
durch den Referenz-H;-Antagonisten ~Mepyramin inhibiert werden. Die hohe
Ubereinstimmung der hier fiir Mepyramin ermittelten pA,-Werte mit den Literaturwerten an
H;-Rezeptoren des Meerschweinchen-Ileums lieB auf eine ausschlieBlich durch

H;-Rezeptoren vermittelte agonistische Wirkung dieser Verbindungen schliefen.

3.2.1.2 N*-Thienylalkyl-Histaprodifene

Um die generelle Giiltigkeit der flir die Phenylalkyl-Histaprodifene erhaltenen Struktur-
Wirkungsbeziehungen zu iberpriifen, wurden in der Folge weitere Serien von
N“-substituierten Histaprodifenen mit variierender Lénge des Alkyl-Spacers und einem
w-stindigen aromatischen Rest dargestellt. Zugleich sollte untersucht werden, inwiefern die
Art des endsténdigen Aromaten die Rezeptorbindung beeinflu3t. Dazu wurde der Phenyl-Rest
durch eine bioisostere Thienyl-Gruppe substituiert. Die Darstellung von stellungsisomeren
2- und 3-verkniipften Thienyl-Reihen ermoglichte Riickschliisse auf den Einflu3 der Stellung
des Heteroatoms zur Alkyl-Kette auf die Hj-agonistische Aktivitit und Affinitdt der
Verbindungen.

Tabelle 3.2.2 gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse der pharmakologischen Testung dieser

Verbindungen.

Die neu  synthetisierten = Verbindungen 84 - 87 (2-Thienylalkane) und 88 -91
(3-Thienylalkane) verhielten sich im Meerschweinchen-Ileum als partielle Agonisten.

In Analogie zur Phenylalkyl-Reihe erreichte die Potenz der Verbindungen in beiden Reihen
bei Verwendung einer Butyl-Kette (86,90) ecin Optimum und fiel bei weiterer
Kettenverldngerung wieder ab. Auch der alternierende Aktivitdtsverlauf von einer Ethyl- {iber
eine Propyl- zur Butyl-Kette wurde bestétigt (Abb. 3.2-1).

Die Verbindungen der 2-Thienylalkyl-Reihe (84 -87) wiesen dabei gegeniiber den
Verbindungen der Phenylalkyl-Reihe (PPH,2und45-47) etwa um den Faktor3
abgeschwichte Potenzen auf. In dieser Reihe war der Einflul der Kettenldnge des Spacers
weniger stark ausgeprigt als in der Phenyl- und der isosteren 3-Thienyl-Reihe.

Die 3-Thienylalkyl-substituierten Derivate 88 - 91 dagegen erwiesen sich zu den
Phenylalkanen &quipotent bzw. konnten deren Potenz bei leicht erhohter intrinsischer

Aktivitét geringfligig libertreffen.
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Tab. 3.2.2 N*-Thienylalkyl-Histaprodifene 84 - 91

H S

O e
N
o

Agonismus Mepyramin
Nr. R n |pECsgy£SEM Rel.Pot.  Epu = SEM PA, = SEM
[%] [%]

84 2 7.25+0.07 352 53+3 8.90 +0.11

85 s 3 7.07 +0.04 235 41 +3 8.97 + 0.05

86 U 4 7.34+0.11 433 43 +3 9.16 + 0.09

87 5 7.22 4 0.06 327 29+ 4 8.62 +0.14%

88 2 7.57+0.10 733 61 +2 8.71+0.11

89 _ 3 6.90 + 0.08 158 24+2 8.95+0.12°

90 ES 4 7.71 +£0.08 1016 52+3 9.13 +0.07

91 5 7.27+0.10 372 38 +£4 9.35+0.10°

HA 6.70 + 0.03 100 100 9.07 + 0.03
2° 7.68 + 0.04 955 49 +2 8.93+0.13

* nicht-kompetitiver Antagonismus (pD’,)." Fiir Struktur der Verbindung siehe Kap. 3.2.1.1.1, Tab. 3.2.1.

Die im wesentlichen hohere Potenz der 3-substituierten Thienyl-Derivate gegeniiber ihren
2-Thienyl-Analogen 146t eine zusatzliche Stabilisierungsmdglichkeit der Rezeptorbindung fiir

dieses Stellungsisomer vermuten.

Wie bei den Phenylalkyl-Derivaten konnte auch bei allen Thienylalkyl-Verbindungen die
reine Histamin-H;-Rezeptor-Vermittlung der kontraktilen Effekte im Meerschweinchen-Ileum
durch ihre Inhibierbarkeit durch den Referenzantagonisten Mepyramin sichergestellt werden.
Die Effekte der Verbindungen 87, 89 und 91 beruhten auf einem nicht-kompetitiven
Mechanismus und wurden daher in Tab. 3.2.2 als pD’,-Werte angegeben.
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Abb. 3.2-1 N"-Phenylalkyl- und N*-Thienylalkyl-Histaprodifene: Kettenldnge und Aktivitét

3.2.1.3 N*-Pyridylalkyl-Histaprodifene

In der Klasse der N*-substituierten Histamine hatte sich gezeigt, daB die Einfithrung von

Imidazolylethyl-Substituenten gut toleriert wurde.82,83,87  Dije Ubertragung ~ dieser
Beobachtung auf die Histaprodifene fiihrte zur Entwicklung von Suprahistaprodifen (3), dem

bislang potentesten Histaprodifen-Derivat am Meerschweinchen-Ileum.94

Ahnlich positive Ergebnisse hatten sich bei Verwendung von schwicher basischen, lipophilen

2-Pyridylethyl-Resten ergeben.82983a87 Daher wurden analog zu diesen Verbindungen
Histaprodifen-Derivate mit Pyridylalkyl-Seitenkette dargestellt. Hierbei sollte die Synthese
stellungsisomerer ortho-, meta- und para-Pyridyl-Reihen AufschluB3 iiber die optimale
Position des Heteroatoms zur Alkyl-Seitenkette ermdglichen. Um zudem die Ubertragbarkeit
der optimalen Kettenldnge auf basisch substituierte Arylalkyl-Seitenketten zu iiberpriifen,
wurde die Lédnge des Alkyl-Spacers innerhalb der Pyridylalkyl-Reihen erneut von
1 - 5 CH,-Einheiten variiert.

Die Ergebnisse der routineméfigen Testung im Meerschweinchen-Ileum sind in Tabelle 3.2.3

aufgefiihrt.
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Tab. 3.2.3 N*-Pyridylalkyl-Histaprodifene 48 und 92 - 104

H N
O ppNen
N
o

Agonismus Mepyramin
Nr. R PECso+ SEM Rel. Pot.  Epax+ SEM PA; + SEM
[%] [%]

92 pA; < 6.0 ;
48 7.67 +0.05 923 92+ 1 8.76 + 0.06
93 | N/\ 7.67 % 0.04 930 80 + 2 8.78 + 0.05
94 8.17 = 0.06 2968 89+ 1 8.95 + 0.05
95 7.76 +0.03 1142 81 +2 8.72 +0.04
96 7.11 +0.03 254 64 +3 9.07 +0.11
97 N 6.93 + 0.06 169 48 + 4 8.74 + 0.09
98 = 7.87 = 0.05 1479 88+ 1 8.77 + 0.05
99 7.65 +0.05 885 80+ 2 8.83+0.11

100 pA; = 5.78 + 0.09 -
101 6.94 + 0.09 174 78 +3 8.83 +0.06
w02 | [ ], 6.67 + 0.07 92 3944 8.49 + 0.09°
103 7.66 = 0.10 912 83+ 1 8.95 + 0.06
104 7.14+0.07 273 47+5 8.63 +0.10"
HA 6.70 + 0.03 100 100 9.07 +0.03
2° 7.68 + 0.04 955 49 +2 8.93+0.13

* nicht-kompetitiver Antagonismus (pD’,). ° Fiir Struktur der Verbindung siehe Kap. 3.2.1.1.1, Tab. 3.2.1.
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Mit Ausnahme der Pyridylmethyl-Derivate 92 und 100 verhielten sich alle Verbindungen der
Pyridyl-Reihen als potente partielle Agonisten des Histamin-H,-Rezeptors.

In Analogie zur Benzyl-substituierten Verbindung 44 zeigten 92 und 100, bei denen der
Pyridin-Ring iiber eine Methylen-Briicke mit dem N®-Stickstoff des Histaprodifens verkniipft
ist, antagonistische Aktivitit am H;-Rezeptor. Somit scheint ein Abstand von mindestens
zwei CHp-Einheiten zwischen dem N®-Stickstoff und der aromatischen Funktion der
Seitenkette eine wichtige Voraussetzung flir eine agonistische Aktivitdt am Histamin-
H;-Rezeptor zu sein.

Das 2-Pyridyl-Derivat 48 erwies sich als dquipotent mit Phenylbutylhistaprodifen (2) und
dem Thienyl-Derivat 90, zeigte jedoch mit einem Ep,-Wert von 92 + 1 % deutlich erhohte
intrinsische Aktivitat.

In der 2-Pyridyl-Reihe war das Propyl-Derivat 93 dquipotent mit seinem kiirzerkettigen
Homologen 48, in der 3- und 4-Pyridyl-Reihe wurde bei Verwendung eines Propyl-Spacers
wie zuvor bei den Phenyl- und Thienyl-Derivaten ein Abfall von Potenz und intrinsischer

Aktivitit beobachtet.

8,4
82 _

g -
78 1 —
7,6
74 -
7.2 1

7
6,8
6,6
64
62

6 -

pEC;5

n (Kettenldnge)

| B Suprahistaprodifen O2-Pyridin 03-Pyridin B4-Pyridin |

Abb. 3.2-2 N*-Pyridylalkyl-Histaprodifene: Kettenlinge und Aktivitit
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In Analogie zu den ,,neutralen* Phenyl- und Thienylalkyl-Histaprodifenen wurde auch bei den
basischen Pyridyl-Derivaten unabhingig von der Position des Pyridin-Stickstoffs zur Alkyl-
Seitenkette ein Optimum bei Verwendung eines 4-gliedrigen Alkyl-Spacers beobachtet
(94, 98 und 103) (Abb. 3.2-2).

Das 2-Pyridylbutyl-Derivat 94 erwies sich als potentester partieller Agonist in der Reihe der
basisch substituierten N*-Arylalkyl-Histaprodifene. Mit etwa 30-facher Histamin-Wirkung
und einer intrinsischen Aktivitdt von 89 = 1 % ist diese Verbindung nahezu dquipotent mit der
Leitstruktur Suprahistaprodifen (3), dem potentesten bisher in der Literatur beschriebenen
partiellen Agonisten des Histamin-H;-Rezeptors im Meerschweinchen-Ileum.

Mit erneuter Kettenverldngerung zu einem Spacer mit fiinf CH,-Einheiten (95, 99 und 104)
wurde auch bei den Pyridyl-Derivaten unabhingig vom Substitutionsmuster ein Abfall von
agonistischer Potenz und Maximaleffekt beobachtet.

Die Potenz der Verbindungen nahm in der Reihenfolge ortho-Pyridyl > meta-Pyridyl >

para-Pyridyl ab. Die Ubereinstimmung dieser Ergebnisse mit fritheren Beobachtungen82
deutet darauf hin, daB sich eine Nachbarschaft des basischen Zentrums zur Alkyl-Seitenkette

besonders glinstig auf die Rezeptorbindung auswirkt.

100+

80

Kontraktion (%)
NN
T . 7

)
T

T
«

log;y c(Agonist)

Abb. 3.2-3 Konzentrations-Wirkungskurve von Histamin (m) und 94 in Abwesenheit (A ) und
Anwesenheit (¥ 3 nM, ¢ 10 nM, o 30 nM) von Mepyramin

Wie schon fiir die Verbindungen mit ,,neutralen* w-stdndigen Substituenten wurde auch hier
die Verdringung des Referenz-H;-Antagonisten Mepyramin am Meerschweinchen-Ileum
gemessen, um sicherzustellen, daf3 der beobachtete Effekt auf reiner H;-Rezeptor-Vermittlung
beruht. Wie aus Tab. 3.2.3 ersichtlich, erwiesen sich alle durch agonistisch aktive

Verbindungen ausgeldsten Effekte als Mepyramin-sensitiv. Die Ahnlichkeit der pA,-Werte
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dieser Reihe zu den Literaturwerten fir Mepyramin243,246 weist auf eine iiberwiegend
selektive Antagonisierung der vermittelten Effekte durch Mepyramin hin. Jedoch wurde bei
zahlreichen Verbindungen neben einer Rechtsverschiebung der Konzentrations-
Wirkungskurve auch eine konzentrationsabhingig zunehmende Depression des

Maximaleffektes beobachtet (Abb. 3.2-3).

Als Ursache fiir dieses Phidnomen, das hdufig bei Agonisten mit geringer intrinsischer
Aktivitit zu beobachten ist, kommt neben der Beteiligung anderer Rezeptor-Bindungsstellen
oder einer Abnahme der Rezeptor-Sensitivitit insbesondere eine pseudoirreversible
Hemmung des Rezeptors in Frage. Hierbei erfolgt die Dissoziation des Mepyramin/Rezeptor-
Komplexes verlangsamt, so daf3 die Assoziation des Agonist/Rezeptor-Komplexes gestort und

quasi nur ein ,Halbgleichgewicht“ zwischen Agonist und Antagonist am Rezeptor zu

beobachten ist.247
Fir die para-Pyridyl-Verbindungen 102 und 104 dagegen wurde eine nicht-kompetitive

Hemmung der agonistischen Effekte durch Mepyramin ermittelt.

3.2.1.4 N"-Imidazolylalkyl-Histaprodifene

Die Ergebnisse aus der Reihe der Pyridylalkane lieBen hoffen, dal die Potenz von
Suprahistaprodifen (3), des bislang potentesten Histamin-H;-Rezeptor-Agonisten, durch
Ersatz der Ethylen-Gruppe durch einen Butyl-Spacer nochmals erh6ht werden konnte. Daher
wurden in der Folge die zu3 homologen Verbindungen mit einem Propyl- (105) bzw.
Butyl-Spacer (106) synthetisiert (Tab. 3.2.4).

Auf die Synthese der Imidazolylmethyl- und der Imidazolylpentyl-Verbindung wurde

aufgrund der Ergebnisse der vorhergegangenen Reihen in dieser Serie verzichtet.

Interessanterweise lieBen sich die Ergebnisse der Phenyl-, Thienyl- und Pyridylalkane nicht
auf die Imidazolylalkyl-Histaprodifene iibertragen (Tab. 3.2.4).

Wihrend das Propyl-Derivat 105 mit einer Potenz von rund 1450 % relativ zu Histamin und
einer intrinsischen Aktivitit von 95 % noch einen sehr potenten Agonisten des Histamin-
H;-Rezeptors darstellte, wies das Butyl-Derivat 106 gegeniiber 3 eine um den Faktor 20
verringerte relative Potenz und deutlich niedrigere intrinsische Aktivitidt auf. Damit zeigte
diese Verbindung nur geringfiigig hohere Aktivitdt am Histamin-H;-Rezeptor als das biogene

Amin Histamin.
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Tab. 3.2.4 N*-Imidazolylalkyl-Histaprodifene 3, 105 und 106 im Vergleich zu verschiedenen

Mono- und Dimeren

H
) e
N
o

N=\
~__NH

Agonismus Mepyramin
Nr. n pECs)+ SEM  Rel. Pot.  Ep, +SEM pA; = SEM
[%] [%o]

383 2 8.26 + 0.06 3630 96 + 1 8.83 +0.04

105 3 7.87 +0.05 1468 95+ 1 8.73 +£0.08

106 4 6.91 +0.06 163 86 +4 8.77 £ 0.05

HA 6.70 = 0.03 100 100 9.07 +0.03
2-PEA* 5.45 5.6 n.b. n.b.

HP* 6.74 £ 0.05 111 100 9.11 +0.04

1° 7.24 +0.02 343 99 + 1 9.13 +0.06
BisHP* 7.93 +0.05 1679 69 + 2 9.05
BisMHP* 7.56 720 55 n.d.

48" 7.67 +0.05 923 92+ 1 8.76 + 0.06

* Fiir Struktur der Verbindung siehe Kap. 1.2.1, Tab. 1.2.1. ° Fiir Struktur der Verbindung siehe Kap. 3.2.1.2.1,

Tab. 3.2.3.

Die Uberpriifung der Mepyramin-Sensitivitit der erzeugten Effekte lieB auf eine reine

H;-Rezeptor-Vermittlung schlieen.

Die Ursachen fiir die massiven Potenzunterschiede zwischen Suprahistaprodifen (3) und
seinen ldngerkettigen Homologen koénnen kontrovers diskutiert werden.

3ist formal als Amalgam aus Histaprodifen und einem zusétzlichen Histamin bzw. als

substituiertes Dimer des biogenen Amins Histamin zu betrachten (Abb. 3.2-4).
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Damit stellt diese Verbindung eine Kombination der Strukturen zweier potenter Agonisten
des Histamin-H,-Rezeptors, den Pharmakophoren Histaprodifen und Histamin, dar, wobei sie

deutlich erhéhte Aktivitit aufweist.

Abb. 3.2-4 Strukturelemente des Suprahistaprodifens (3)

Eine Erklarungsmoglichkeit fiir dieses Phdnomen bietet die von Portoghese248 postulierte

sogenannte ,,bivalent ligand approach“.248-250 Entsprechend dieser Theorie beruht die
Potenzsteigerung einer bivalenten Verbindung im Vergleich zu ihren Monomeren auf einer
moglichen Besetzung von zwei sehr &dhnlichen oder identischen benachbarten
Erkennungsstellen. Als bivalente Liganden sind dabei nicht nur die Dimere von Agonisten
bzw. Antagonisten eines Rezeptors zu betrachten, sondern alle Verbindungen mit zwei

diskreten Erkennungsstellen (Pharmakophoren), die iiber einen Spacer miteinander verbunden

sind,248 wobei der Abstand zwischen den beiden Pharmakophoren von entscheidender

Bedeutung fiir die Potenz der Verbindungen ist. Die optimale Lénge des Spacers ist abhingig

vom Rezeptor(subtyp) und kann auch bei n = 0 liegen.248,249
Neben der Uberbriickung von zwei Erkennungsstellen ist eine Erhéhung der Aktivitit auch

durch Wechselwirkung des zweiten Pharmakophors mit einer fiir das jeweilige

Rezeptorsystem einzigartigen, akzessorischen Bindungsstelle méglich.248a249

Nach dieser Theorie wire die deutlich geringere Potenz der ldngerkettigen Homologen 105
und 106 des Suprahistaprodifens (3) durch das Fehlen einer bivalenten Struktur erklarbar.

Fiir ihre Anwendbarkeit auf Histamin-H;-Rezeptor-Agonisten vom Histaprodifen-Typ spricht,
daB auch die Dimere von Histaprodifen (HP) (N,N-Bis(2-(2-(3,3-diphenylpropyl)-
1 H-imidazol-4-yl)ethyl)amin, BisHP) und Methylhistaprodifen (1) (N-Methyl-N,N-bis-
(2-(2-(3,3-diphenylpropyl)-1 H-imidazol-4-yl)ethyl)amin, BisMHP) sowie Verbindung 48, die
ein Amalgam aus Histaprodifen (HP) und 2-Pyridylethanamin (2-PEA) darstellt, gegeniiber

ihren Monomeren deutlich erhdhte Potenz zeigen (Tab. 3.2.4).
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Nicht erkldrbar ist mit dieser Theorie jedoch die Verdreifachung der H;-agonistischen Potenz
des langerkettigen Homologen 94 der Pyridyl-Verbindung 48, die nur einen Pharmakophor
besitzt; moglich wire allerdings auch hier eine Wechselwirkung mit einer akzessorischen

Bindungsstelle.

Ein zweiter Erkldrungsansatz fiir das pharmakologische Verhalten der Imidazolylalkyl-
substituierten  Histaprodifene basiert auf der doppelten Histamin-Struktur des
Suprahistaprodifen (3) (Abb. 3.2-4).

Mit dem Vorhandensein von zwei Histamin-Partialstrukturen erhebt sich die Frage, iiber
welches dieser Elemente die Rezeptorbindung primér erfolgt. Theoretisch ist fiir diese
Verbindung neben dem in Kapitel 1.2.2.2 beschriebenen Bindungsmodell fiir Histaprodifen-
Derivate auch eine primire Bindung iiber das terminale Histamin-Element moglich, wodurch
der Bindungsmodus gegeniiber den iibrigen Histaprodifenen drastisch verdndert wire. In

diesem Fall konnte sich eine Verldngerung der Ethanamin-Seitenkette um eine (105) bzw.

zwei CHy-Einheiten (106) -wie schon bei Homohistamin beobachtet (Kap. 1.2.1)80— in einem
drastischen ~ Aktivititsabfall durch gestdrte Wechselwirkungen mit Asp'®”’  des
H;-Rezeptorproteins dullern.

Die bisherigen Ergebnisse sind jedoch nicht ausreichend, um diese Theorie eindeutig zu
belegen; zur Bestétigung ist die Darstellung zahlreicher Analoga des Suprahistaprodifens,
insbesondere die Modifizierung der Imidazolylethyl-Seitenkette, wie durch Alkylierung der
Seitenkette in o-Position, der Imidazol-Funktion in 2-Position oder des N‘-Stickstoffs,
erforderlich, um das Ausmal} der Auswirkungen kleiner struktureller Veranderungen auf die

Rezeptoraktivitdt und -affinitét zu erforschen.

Denkbar wire auch, daB die unterschiedlichen Struktur-Wirkungsbeziehungen auf
unterschiedliche Bindungseigenschaften des stirker basischen, hydrophileren und
bifunktionalen Imidazol-Rings (2 Stickstoff-Atome) im Vergleich zu den lipophileren,
maximal monofunktionalen Phenyl-, Thienyl- und Pyridyl-Analoga (0 - 1 Heteroatome) an
der Agonisten-Bindungsstelle des Histamin-H;-Rezeptors des Meerschweinchen-Ileums
zuriickzufiihren ist. In diesem Fall konnte Suprahistaprodifen (3) optimal an die Rezeptor-
Bindungsstelle angelagert werden, wéhrend weitere Kettenverldngerung (105, 106) die

Wechselwirkungen mit dem Rezeptorprotein negativ beeinflufit.
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3.2.1.5 N"-Aminoalkyl-Histaprodifene

Der Verlust agonistischer Potenz bei Substitution eines Aromaten durch einen gesittigten
Cyclohexan-Ring (Kap. 3.2.1) lieferte einen ersten Hinweis, dal} ein terminaler Aromat oder
Heteroaromat ein essentielles Strukturmerkmal fiir hohe agonistische Wirkung am Histamin-
H;-Rezeptor darstellen konnte. Da eine Erklarungsmdglichkeit fiir die Abnahme der Potenz in
der Reihe der Imidazolylalkane auf der groBeren Basizitit und geringeren Lipophilie des
Imidazol-Rests im Vergleich zu einem Pyridin-Ring basiert, sollte in der Folge die Bedeutung
des terminalen lipophilen Restes und der EinfluB der Basenstirke auf die Affinitdt der
Histaprodifene untersucht werden. Dazu wurde die Arylalkyl-Seitenkette durch eine
hydrophile, stark basische Aminoalkyl-Seitenkette ersetzt.

Die Ergebnisse der pharmakologischen Testung dieser Verbindungen sind in Tab. 3.2.5

zusammengefalt.

Tab. 3.2.5 N*-Aminoalkyl-Histaprodifene 107 - 110 und 112

H R
No, s N
/N\ﬂ/v (CH N
N
_ H
\_/

Agonismus Mepyramin
Nr.| R R’  n | pECsg+SEM Rel.Pot. E.,,+SEM | pA,+SEM
[%] [%]
107 H H 2 n.b. n.b. 19+5 n.b.
108| H H 3 5.50 +0.07 6.3 81+3 9.11 +0.03?
109| H H 4 547 +0.09 5.8 87 +2 9.08 +0.07
110| H H 5 5.84 +0.13 7.2 92+4 8.91 + 0.05
—H,C—H,C
112 CHy 4 pA2;=6.17+0.11 -
—H,C—H,C
HA 6.70 = 0.03 100 100 9.07 = 0.03

? nicht-kompetitiver Antagonismus (pD",).
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Die primdren Amin-Verbindungen 107 - 110 mit 2 - 5 CH,-Einheiten stellten schwache
Agonisten des Histamin-H,;-Rezeptors dar.

Die Potenz aller Verbindungen war gegeniiber Histamin etwa um den Faktor 20 verringert.
Aufgrund der geringen Aktivitdt war innerhalb dieser Reihe kein formaler Zusammenhang
zwischen Kettenldnge und Aktivitdt der Verbindungen bestimmbar. Trotz ihrer geringen
Potenz wiesen die Verbindungen mit einem 3 - Sgliedrigen Alkyl-Spacer (108 - 110) mit
Werten um 90 % eine hohe intrinsische Aktivitit auf.

Bei Einfiihrung einer lipophileren, aber ebenfalls stark basischen N-Piperidinobutyl-
Seitenkette verlor die Verbindung ihre agonistische Aktivitit. Verbindung 112 erwies sich als
schwacher Antagonist des Histamin-H;-Rezeptors.

Die Effekte aller primdren Amin-Verbindungen lieBen sich durch Mepyramin kompetitiv

inhibieren.

Diese Ergebnisse lassen wichtige Riickschliisse auf Struktur-Wirkungsbeziehungen zu.

Der deutliche Verlust an agonistischer Potenz bei Fehlen einer (hetero)aromatischen Funktion
in der Histaprodifen-Seitenkette zeigt die entscheidende Bedeutung dieser Funktion fiir die
Potenz der Verbindungen.

Eine basische Funktion in der Seitenkette scheint eine wichtige Voraussetzung fiir hohe

intrinsische Aktivitit zu sein.

3.2.1.6 Modifikationen des Spacers

Die Schaffung von polaren Zentren mittels Einfiilhrung von Heteroatomen in den Alkyl-
Spacer bietet zusidtzliche Moglichkeiten fir Wechselwirkungen mit dem Rezeptorprotein.
Potentiell kann hierdurch eine Steigerung von Aktivitit und Affinitit von Verbindungen zu
threm Rezeptor erzielt werden.

Mogliche positive Auswirkungen der Einfithrung polarer Elemente in den Spacer sollten auch
fir die Klasse der N"-substituierten Histaprodifene untersucht werden. Als
Ausgangsverbindung fiir diese Modifikationen wurde die potente Leitstruktur
4-Phenylbutylhistaprodifen (2) verwendet, da diese den optimalen Butyl-Spacer, jedoch keine
polaren Elemente in der N"-Seitenkette aufwies, die durch zusétzliche Wechselwirkungen mit
der Rezeptor-Bindungsstelle die Interpretation der Ergebnisse erschweren konnten. Durch
Substitution einzelner Methylen-Einheiten durch Sauerstoff- bzw. Stickstoff-Funktionen

entstanden die Ether- und Amin-Analoga 113 - 116 der Leitverbindung 2.
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Die Ergebnisse der Testung dieser Verbindungen am isolierten Meerschweinchen-Ileum sind

in Tab. 3.2.6 zusammengestellt.

Tab. 3.2.6 Histaprodifene mit modifiziertem Spacer

H
N N\/\/
W,

Agonismus Mepyramin
Nr. X Y pECso= SEM  Rel. Pot.  E, .+ SEM PA: £ SEM
[70] [70]
113 | -CH»- -O- 7.10+0.07 251 47 +2 >9.0
114 -O- -CH»- pA,=6.40+0.03 -
115 | -CH,-  -NH- 6.84 +0.07 148 45+3 >9.0
116 | -NH-  -CH,- pA2=5.94+0.05 -
1" 7.24 +0.02 343 9 +1 9.13+0.06
2° 7.68 + 0.04 955 49 +2 8.93+0.13

* Fir Struktur der Verbindung siehe Kap. 1.2.1, Tab. 1.2.1.

Die Phenolether-Verbindung 113 und die Anilin-Verbindung 115 erwiesen sich als potente
Agonisten des Histamin-H;-Rezeptors. Sie zeigten sich im Meerschweinchen-Ileum
anndhernd dquipotent mit Methylhistaprodifen (1). Gegeniiber ihrer Leitstruktur 2 wiesen sie
jedoch eine um den Faktor 3 geringere Potenz auf. Die intrinsische Aktivitdt wurde durch die
Einfiihrung der Heteroatome in Position Y kaum beeinfluBlt. Auffillig war, daB
Verbindung 115, die formal ein phenyl-substituiertes Analogon von 108 darstellt
(pECso=5.50 £ 0.07, Tab. 3.2.5), eine im Vergleich deutlich hohere Potenz am H;-Rezeptor
zeigte.

Die Verschiebung des Heteroatoms um eine CH,-Einheit in Richtung N%-Atom zur
Benzylether- (114) bzw. Benzylamin-Verbindung (116) dagegen wurde nicht toleriert. Die

Verbindungen verhielten sich im Meerschweinchen-Ileum als schwache Antagonisten.
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Im Gegensatz zu den zuvor erhaltenen Ergebnissen konnte die intrinsische Aktivitdt der
Verbindungen durch Einbau einer basischen Funktion in den Spacer nicht positiv beeinfluf3t

werden.

Die gute Ubereinstimmung der pAj-Werte, die fiir Mepyramin gegen die

Verbindungen 113 und 115  ermittelt wurden, mit den fiir Mepyramin publizierten

Literaturwerten245,246  am H;-Rezeptor lieB auf eine H,;-Rezeptor-Vermittlung der

ausgelosten Effekte schlieen.

3.2.1.7 Substituierte 4-Phenylbutyl-Histaprodifene

Die Aktivitit von Rezeptor-Liganden kann hdufig durch Einfiihrung von Substituenten in
vorhandene aromatische Funktionen positiv beeinflult werden. Diese Moglichkeit wurde an
der Leitverbindung 4-Phenylbutylhistaprodifen (2) untersucht. Die Aufklarung dieser
Struktur-Wirkungsbeziehungen erfordert die Darstellung einer Vielzahl substituierter
4-Phenylbutyl-Histaprodifene mit elektronenschiebenden und -ziehenden, polaren und
unpolaren Substituenten in ortho-, meta- und para-Position.

Im  Rahmen  dieser Arbeit wurden exemplarisch die  ortho- (117) und
para-Nitro-Verbindungen (118) und die para-Amino-Verbindung (119) dargestellt, um erste
Einblicke in die Auswirkungen von mesomeren oder induktiven Effekten sowie von basischer
Substitution auf Aktivitit und Affinitdt der Histaprodifene zu erhalten.

Die pharmakologischen Ergebnisse dieser Substanzen sind in Tab. 3.2.7 aufgefiihrt.

Die ringsubstituierten Verbindungen 117 — 119 erwiesen sich als partielle Agonisten des
Histamin-H;-Rezeptors.

Die Einflihrung einer Nitro-Funktion in ortho- oder para-Position des Phenyl-Rings zeigte
negative Effekte. Die Potenz beider Verbindungen war verglichen mit Phenylbutyl-
histaprodifen (2) etwa um den Faktor 10 abgesenkt und lag auf dem Niveau von Histamin.
Das ortho-Nitro-Derivat zeigte dabei tendenziell hdhere agonistische Aktivitét.

Nach Reduktion der para-Nitro-Funktion (118) zu einem Amin (119) war eine 10-fach hohere
Potenz zu beobachten, so dall 119 annidhernd dquipotent mit der Ausgangsverbindung 2 war.
Die intrinsischen Aktivititen dieser Verbindungen stimmten weitgehend mit dem Ep.-Wert
von Phenylbutylhistaprodifen (2) iiberein und blieben von der Einfiihrung einer Amin-

Funktion unbeeinflult.
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Tab. 3.2.7 Ringsubstituierte Phenylbutylhistaprodifene 117 — 119

H
N N
O ; TV “(CHp)s R
N
o

Agonismus Mepyramin
Nr. R PECsy£SEM  Rel. Pot.  Emn£SEM | pA,+SEM
[70] [70]
NO,
117 © 6.81 £ 0.04 130 4346 8.89 +0.03
118 Q 6.74 + 0.08 91 5742 >9.0°

NO,

119 \©\ 7.59+0.03 779 49 +2 8.85 + 0.04
NH,

HA 6.70 + 0.03 100 110 9.07+0.03

2 7.68 £ 0.04 955 49 42 8.93+0.13

* Fiir Struktur der Verbindung siehe Kap. 3.2.1.1, Tab. 3.2.1. ° pD",-Wert.

Die Uberpriifung der Mepyramin-Sensitivitit der ausgeldsten Effekte bestitigte deren

tiberwiegende Vermittlung iiber Histamin-H,;-Rezeptoren.

Die Beurteilung dieser Ergebnisse ist aufgrund der geringen Anzahl an Verbindungen
schwierig. Die hohere Aktivitit der ortho-Nitro-Verbindung 117 148t die Spekulation zu, ob
ein Substituent in ortho-Position besser toleriert wird als in para-Position. Zur Klérung dieser
Frage ist jedoch die Untersuchung einer Vielzahl weiterer, auch meta-substituierter

Verbindungen notig.
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3.2.2 Rezeptoraffinitit

Da pECso-Werte aufgrund des Phidnomens der Rezeptorreserve fiir Agonisten nur ein
ungefidhres MaB fiir die Agonist/Rezeptor-Dissoziationskonstante (K,) darstellen, wird zum
Ausdruck der Affinitdt eines Partialagonisten zu seinem Rezeptor hédufig zusitzlich die
Bestimmung der Dissoziationskonstanten des Partialagonist/Rezeptor-Komplexes (Kp)
herangezogen.

Bei der Bestimmung der Konzentrations-Wirkungskurve fiir Histamin in Gegenwart einer
definierten Konzentration eines partiellen Agonisten erfolgt eine Rechtsverschiebung der
Konzentrations-Wirkungskurve des vollen Agonisten. Diese wird durch die antagonistische
Wirkkomponente des Partialagonisten hervorgerufen, da beide Verbindungen um dieselben
Bindungsstellen am Rezeptor konkurrieren.

Zur Bestimmung dieser Affinititskenngrofle wurde zunéchst eine bekannte Konzentration des

zu bestimmenden partiellen Agonisten (94, A) als Einmalgabe oder in kumulativer Technik

im Organbad vorgelegt.

100
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log;y c(Agonist)

Abb. 3.2-5 Konzentrations-Wirkungskurve fiir Histamin in Abwesenheit (m) und

Anwesenheit von 94 (V) und fiir 94 (A)

Wie in Abb. 3.2-5 erkenntlich, sank der Maximaleffekt (o) nach Zugabe der letzten
Konzentration des partiellen Agonisten (94, A) zeitabhidngig ab (e). Nachdem der Effekt ein
Niveau von 40 - 60 % des Ausgangswertes erreicht hatte, wurde am selben Organ eine
Konzentrations-Wirkungskurve fiir den vollen Agonisten Histamin (V) aufgenommen und
die Histamin-Konzentration ermittelt, bei der in An- und Abwesenheit des partiellen

Agonisten der gleiche Effekt erzeugt wurde.
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Aus diesen Wertepaaren konnte der pK,-Wert mittels einer gewichteten linearen Regression

nach Kaumann und Marano241,242 ermittelt werden.

Tab. 3.2.8 gibt eine Ubersicht iiber die Aktivitits- und Affinititswerte verschiedener

N“-substituierter Histaprodifene:

Tab. 3.2.8 Aktivitit und Affinitdt N*-substituierter Histaprodifene

Nr. pECsy = SEM pK, £ SEM Nr. pECso = SEM pK, £ SEM
45 7.13 £0.06 6.35+0.08 96 7.11 £0.03 6.52 £0.07
46 7.29 £0.07 6.28 £0.11 97 6.93 £0.06 6.18 £0.06
47 6.63 £0.07 6.15+0.05 98 7.87 £0.04 6.88 £0.12
84 7.25+0.07 6.33 +£0.08 99 7.58 £0.04 6.61 £0.07
85 7.07 £0.04 6.10+0.09 101 6.94 £ 0.09 6.02 £0.06
86 7.34+0.11 6.42+£0.12 102 6.57 £0.05 5.69+0.10
87 7.22 +0.06 6.30+0.12 103 7.62 £0.06 6.56 £0.10
88 7.57+0.10 6.59+0.13 104 7.02 £0.05 5.90 +0.05
89 6.90 £ 0.08 6.53 +£0.09 3 8.26 + 0.06 7.67 £0.05
90 7.71 £0.08 6.77 £0.08 105 7.87 £0.05 7.14 £0.06
91 7.27+£0.10 6.39+0.03 106 6.91 £0.06 6.17+£0.14
48 7.67 £0.05 7.15+0.06 108 5.50+0.07 571 +0.10
93 7.67 £ 0.04 7.13+0.14 109 5.47 +0.09 4.60+0.10
94 8.16 £0.06 7.45+0.07 113 7.10+0.07 >9.0

95 7.81+0.02 6.74 £0.08 115 6.84 £0.07 6.06 £0.10

Beim Vergleich der Affinititen (pK,-Werte) der in dieser Arbeit beschriebenen Histaprodifen-

Derivate mit deren Aktivitit (pECso-Werte) am Histamin-H,-Rezeptor fiel auf, daB8 die

pK,-Werte zumeist deutlich niedriger (bis zu 1 log-Einheit) lagen als die entsprechenden

pECso-Werte.

Diese Beobachtung,

die mit frilheren Daten filir Histaprodifene

m
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Meerschweinchen-Ileum iibereinstimmt,92 verdeutlicht, dal pECso-Werte im Gegensatz zu

pAs-, pKi- oder pK,,-Werten nicht unbedingt die Affinitdt der Verbindungen reflektiert. 251
Jedoch fand sich eine gute Korrelation zwischen diesen Wertepaaren (r = 0.9074; r* = 0.8234;
P <0.0001; n = 28) ( Abb. 3.2-6).

pECs¢o-Werte

pK,-Werte

Abb. 3.2-6 Lineare Regression der am Meerschweinchen-Ileum ermittelten pECso-Werte mit

den entsprechenden pK,-Werten (- 95 %-Konfidenzintervall)
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3.3 Bestimmungen in weiteren funktionellen Testmodellen

3.3.1 Aktivitat an der isolierten Meerschweinchen-Aorta

Zur Uberpriifung der am Meerschweinchen-Ileum erhaltenen Daten auf gewebe-spezifische
Unterschiede wurden einige der potentesten Verbindungen zusitzlich an der thorakalen
Meerschweinchen-Aorta getestet.

Dazu wurde die iiber H;-Rezeptoren vermittelte Anderung der Kontraktionskraft der vom
Endothel befreiten Aorta in Anwesenheit von Prostaglandin F,, (PGF,,) bestimmt. Die durch
Zusatz dieses Sensitizers hervorgerufene Demaskierung ,,stiller Rezeptoren bewirkte tliber
eine Sensibilisierung der Aorta eine erhohte Empfindlichkeit des Organs gegeniiber Histamin

sowie H;-Agonisten.

Tab. 3.3.1 Aktivitit ausgewihlter Histaprodifene an der Meerschweinchen-Aorta

H
N\ —R
O e
N
o

Agonismus Mepyramin
Nr. R n pECso£SEM  Rel. Pot.  Ep.+ SEM pA; £ SEM
[%] [%]
\[N
\
3 | N> 2 8.01 £ 0.03 1660 93+3 8.49+0.10
H
48 N, 2 7.06 + 0.04 200 88+ 1 8.36+0.09
|
/
94 4 7.85+0.10 1175 89+4 8.79+0.15
96 \ /N 2 7.03 +0.05 195 73 +4 849 +0.11
HA 6.79 + 0.05 100 113+3 9.00 + 0.06
1? 7.40 +0.07 410 89 + 4 8.75+0.07

* Fir Struktur der Verbindung siehe Kap. 1.2.1, Tab. 1.2.1.
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Wie aus Tab. 3.3.1 ersichtlich, erwiesen sich die gewihlten Verbindungen auch an der
Meerschweinchen-Aorta als potente partielle Agonisten. Analog zum Meerschweinchen-
Ileum zeigten sie die fiir basisch substituierte Verbindungen typische hohe intrinsische
Aktivitét, wobei ein leichter Riickgang der Ey.x-Werte zu beobachten war.

Die Potenz der Verbindungen war im Vergleich zum Ileum-Assay zum Teil deutlich

abgesenkt, jedoch korrellierten die pECso-Werte gut mit den Ergebnissen fiir Histamin und

Methylhistaprodifen in diesem Assay.92 Eine Ausnahme bildete das meta-Pyridyl-Derivat 96,
fir das im Aorta-Modell eine vergleichsweise hohere Aktivitit ermittelt wurde.
Untersuchungen einiger Histaprodifen-Derivate, darunter Methylhistaprodifen (1) und

Suprahistaprodifen (3), in einem weiteren Meerschweinchen-Modell, der isolierten Trachea,

zeigen ebenfalls gute Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen.94
Die generelle Abnahme der Potenz kann unter anderem auf eine deutlich geringere Rezeptor-

dichte der Meerschweinchen-Aorta gegeniiber der [leum-Préparation zuriickgefiihrt werden.

Alle durch die Substanzen augelosten Effekte konnten durch den Referenz-H;-Antagonisten
Mepyramin inhibiert werden. Die hierbei ermittelten Affinitidtswerte zeigten gute Korrelation

mit den fiir Histamin publizierten Affinititswerten am Histamin-H;-Rezeptor (pA, = 9.0).

120
100—-
80-
60-
401

maximale Antwort (%)
PGFzq (10 pM)

20+

0_

-8 7 6 5 4 3
log; g c(Agonist)
Abb. 3.3-1 Kontraktion der Meerschweinchen-Aorta durch Histamin (4) und 48 in
Abwesenheit ( A ) und Anwesenheit (V) von Mepyramin (10 nM)

Abb. 3.3-1 zeigt die konzentrationsabhidngige Kontraktion von Ringen der Meerschweinchen-
Aorta relativ zum Maximaleffekt nach Vorstimulation mit einer Schwellenkonzentration
PGF,, durch Histamin (#) sowie den H;-Rezeptor-Agonisten 48 in Abwesenheit (A) und
Anwesenheit von 10 nM Mepyramin (V). Die Gegenwart von Mepyramin bewirkt auch hier

eine Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve.
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3.3.2 Aktivitat an der Ratten-Aorta mit intaktem Endothel

Die Histaprodifen-Derivate 3, 48 und 94 wurden zusitzlich an der Ratten-Aorta untersucht,
um AufschluB iiber spezies-spezifische Unterschiede im Wirkprofil der Substanzen zu

erhalten.

In diesem Modell wird die iiber H;-Rezeptoren vermittelte NO-Freisetzung durch
Endothelzellen der Ratten-Aorta zur Bestimmung der Rezeptoraktivitit herangezogen.
Histamin-H,;-Rezeptor-Agonisten l6sen tliber diesen Effekt konzentrationsabhidngig eine

Relaxation vorkontrahierter Organsegmente aus. Statt der sonst liblichen Vorstimulation mit

Noradrenalin252,253 oder Phenylephrin254 wurden die Organe in diesem Experiment mit
dem Thromboxan-A,-Rezeptor-Agonisten U46,619 vorkontrahiert. Die maximale Relaxation
(Emax = 100 %) wurde in dieser Organpréparation durch Zugabe von Carbachol ausgelost, da
sich sowohl Histamin als auch die getesteten Substanzen in diesem Modell als partielle
Agonisten verhielten. Zur besseren Vergleichbarkeit der Agonisten untereinander wurde in
Tab. 3.3.2 nicht die maximale Relaxation durch Carbachol, sondern der durch Histamin

ausgeloste Maximaleffekt gleich 100 % gesetzt.

Tab. 3.3.2 Aktivitit ausgewihlter Histaprodifene im Ratten-Modell

H
N_ _R
O p e
N
o

Agonismus Mepyramin
Nr. R n pPECso £ SEM  Rel. Pot. Enax £ SEM pA2 £ SEM
[%] [%]
3 TN\> 2 6.53 +0.07 1514 56+ 4 8.02 + 0.08
H
48 N, 2 6.28 +0.07 843 59+3 7.98 +£0.14
|

94 ~ 6.62 +0.04 1866 65+6 821 +0.14
HA 5.35+0.04 100 100 8.00 + 0.07

* Fir Struktur der Verbindung siehe Kap. 1.2.1, Tab. 1.2.1.
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Auch in diesem Modell zeigten alle untersuchten Verbindungen partiellen Agonismus am
Histamin-H;-Rezeptor. Die intrinsische Aktivitit war im Vergleich zum Meerschweinchen-
Assay in allen Fillen deutlich abgesenkt (En.x =~ 60 % der maximalen Histamin-Wirkung).
Insbesondere Suprahistaprodifen (3), das im Meerschweinchen-Ileum mit einem Ej.-Wert
von 96 % einen nahezu vollen Agonisten darstellte, wies mit 56 % deutlich niedrigere

intrinsische Aktivitét auf als die Pyridyl-Verbindungen 48 und 94.

Neben den E.-Werten war auch die Potenz der Verbindungen deutlich herabgesetzt. Auch
hier sank die Potenz von Suprahistaprodifen (3) am drastischsten ab, wihrend die Potenz der
Verbindung 48 gegeniiber dem Meerschweinchen-Ileum nur leicht abgesenkt war.

Auftillig war auch, dall 3 und 94, die in Meerschweinchen-Assays 10-fach hohere Potenz

als 1 aufwiesen, in der Ratte nur annidhernd dquipotent waren.

Die verminderte Aktivitdit der Verbindungen ist vermutlich auf spezies-spezifische

Unterschiede in Rezeptor-Empfindlichkeit fiir die jeweiligen Agonisten und in der

Rezeptordichte zuriickzufiihren.235

Die drastischen Aktivititsunterschiede zwischen 1 und den Verbindungen 3 und 94 konnten
jedoch auch auf unterschiedliche Struktur-Wirkungsbezichungen von N®-Arylalkyl-
Histaprodifenen am Ratten-H;-Rezeptor hindeuten. Ahnliche Unterschiede in den

pharmakologischen Eigenschaften verschiedener H;-Agonisten wurden fiir den humanen und

Meerschweinchen-H;-Rezeptor beschrieben.256
Der iiberdurchschnittliche Aktivititsverlust von Suprahistaprodifen (3) konnte jedoch auch
ein weiteres Indiz flir einen von den iibrigen Histaprodifen-Derivaten abweichenden

Bindungsmodus am Rezeptor darstellen.

Die von den Verbindungen ausgelosten Effekte konnten vollstindig durch Mepyramin
antagonisiert werden. Die in Tab. 3.3.2 angegebenen Affinititswerte fiir Mepyramin, die
durch Verdringung der Agonisten in der Ratten-Praparation ermittelt wurden, stimmen gut
mit den fiir dieses Modell publizierten Literaturwerten fiir Histamin am H;-Rezeptor

(pA, = 8.0) tliberein.
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Abb. 3.3-2 Relaxation von Aortenringen der Ratte durch Histamin (¢) und Verbindung 48 in
Abwesenheit (A ) und Anwesenheit (V) von Mepyramin (50 nM)

Abb 3.3-2 zeigt die Relaxation von Ringen der Ratten-Aorta mit intaktem Endothel nach
Vorkontraktion mit 15.8 nM U46,619 am Beispiel der Pyridyl-Verbindung 48. Sowohl
Histamin (#) als auch 48 (A) erzeugten konzentrationsabhidngig einen relaxierenden Effekt.
In Anwesenheit von Mepyramin (¥) war erneut eine Rechtsverschiebung sowie eine

Depression der Konzentrations-Wirkungskurve zu beobachten.
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3.4 Rezeptorselektivititen

Fir ausgewihlte Verbindungen der Pyridylalkyl- und Imidazolylalkyl-Reihen wurde
zusétzlich deren H;-Rezeptorselektivitdt in verschiedenen funktionellen /n-vitro-Testmodellen
ermittelt. Die Bestimmung der Potenz am Histamin-H,-Rezeptor erfolgte am spontan
schlagenden Meerschweinchen-Atrium; zur Bestimmung der Potenz am Histamin-Hs- und am
muskarinergen Mj-Rezeptor wurden verschiedene funktionelle Testmodelle des

Meerschweinchen-Ileums verwendet (Kap. 3.1 und Kap. 5.2.5 - 5.2.7).

Die pharmakologischen Ergebnisse der Verbindungen an den verschiedenen
Rezeptormodellen sind in Tab. 3.4.1 und Abb. 3.4-1 dargestellt.

Aufgrund der partialagonistischen Aktivitit der Substanzen wurde zur Charakterisierung des
H;-Agonismus der pK,-Wert herangezogen. Auf die Unterscheidung zwischen kompetitivem

und nicht-kompetitivem Antagonismus wurde in der Abbildung verzichtet.

Die Verbindungen der Pyridylalkyl-Reihen wiesen an allen untersuchten Rezeptorsubtypen
schwache bis moderate antagonistische Wirkung auf. Insbesondere die Wirkung am Histamin-
H,-Rezeptor war sehr gering (pD’,-Werte <5). Die Affinitdtswerte am H,-Rezeptor zeigten
innerhalb einer Reihe einen alternierenden Verlauf, wobei keine Korrelation zwischen der
Affinitdt zum H;- und H,-Rezeptor erkennbar wurde. Anders als am Histamin-H;-Rezeptor
scheint am Hj-Rezeptor kein linearer Zusammenhang zwischen Liange des Alkyl-Spacers und
Potenz der Verbindungen zu existieren.

Zum Muskarin-Ms-Rezeptor wiesen die meisten Pyridine méBige Affinitdt auf
(pAz2-Werte < 6.5). Diese bei allen Histaprodifen-Derivaten beobachtete, im Vergleich zu
anderen Klassen von Hj-Rezeptor-Agonisten relativ hohe muskarinerge Aktivitit ist
vermutlich auf den affinititsvermittelnden Diphenylpropyl-Rest der Histaprodifene
zuriickzufiihren.

Die relativ hohe muskarinerge Affinitit verhinderte die genaue Bestimmung der H3-Rezeptor-

Affinitit.

Auch die Verbindungen der Imidazolylalkyl-Reihe zeigten nur miBige Affinitit zum
Histamin-H,-Rezeptor, wobei Suprahistaprodifen (3), der bislang potenteste Histamin-
H;-Rezeptor-Agonist im Meerschweinchen-lIleum, durch seine agonistische H,-Aktivitit

auffiel.
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Tab. 3.4.1 Rezeptorselektivititen der Verbindungen 3, 48 und 93 - 106

H

N _R
e

N
H

H;-Rezeptor H,-Rezeptor H;-Rezeptor M;-Rezeptor
Nr. R pK, pD" PA2 PA2
3 7.67 pECs0=5.0 <6.0 5.32
N
105 tN\> 7.14 3.92 6.91 6.11
H
106 6.17 4.12 7.99 6.38
48 7.15 4.37 <6.3 5.30
93 N 7.13 4.96 <6.5 6.34
‘ N
94 = 7.45 4.78 <6.3 6.13
95 6.74 5.02 <6.5 6.29
96 6.52 4.62 <6.3 5.15
97 6.18 4.05 n.d. n.d.
)
98 = 6.88 4.77 n.d. n.d.
99 6.61 5.25 <6.5 6.25
101 6.2 4.37 <6.3 6.00
102 5.69 4.36 n.d. n.d.
X
|
103 N 6.56 4.59 nd. nd.
104 5.90 4.12 n.d. n.d.
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pK-Werte

3 105 106 48 93 94 95

pK-Werte
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OH, WEH, OH; B M

Abb. 3.4-1 Rezeptorselektivitiaten der Verbindungen 3, 48 und 93 - 106
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Zum Histamin-Hj;-Rezeptor wiesen die Imidazolyl-Derivate deutlich hohere Affinitét als ihre
Pyridyl-Analoga auf. Insbesondere die Imidazolylbutyl-Verbindung 106 zeigte eine
H;-Affinitit, die die Affinitdt zum H;-Rezeptor um mehr als eine log-Einheit iibertraf.

Wie die Verbindungen der Pyridyl-Reihen zeigten auch die Imidazole relativ hohe Affinitat
zum Muskarin-M;-Rezeptor, wobei diese mit zunehmender Kettenldnge tendentiell

anzusteigen scheint.

Aus den in Tab. 3.4.1 beschriebenen Selektivitiatsdaten wurden zur besseren Ubersichtlichkeit

die in Tab. 3.4.2 dargestellten Affinititsverhdltnisse berechnet.

Tab. 3.4.2 Affinititsverhdltnisse der Verbindungen 3, 48 und 93 - 106

Nr. Hy/H, Hy/H3 Hi/M3
3 468 : 1 >47:1 224 :1
105 1660 : 1 2:1 11:1
106 112:1 1:66 1:1
48 603 : 1 >7:1 71:1
93 148 : 1 >4:1 6:1
94 468 : 1 >14:1 21:1
95 52:1 >2:1 3:1
96 79 :1 >2:1 23:1
97 135:1 - -
98 129: 1 - -
929 23:1 >1:1 2:1
101 45:1 <1:2 1:1
102 21:1 - -
103 93:1 - -
104 60:1 - -
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Bei Betrachtung des Affinitdtsverhdltnisses H;/H, fiir die Pyridyl-Reihen fiel auf, daB in
Abhingigkeit von der Kettenldnge ein alternierender Verlauf erkennbar ist, dhnlich wie er
auch bei der Bestimmung der Affinitit zum Histamin-H,;-Rezeptor des Meerschweinchen-
Ileums beobachtet wurde. Sowohl in der ortho-Pyridyl-Reihe als auch etwas schwécher
ausgepragt in den meta- und para-Pyridyl-Reihen zeigten die Verbindungen mit einem Ethyl-
Spacer (48, 96 und 101) oder einem Butyl-Spacer (94, 98 und 103) deutlich groBere
Affinitdtsunterschiede als ihre Propyl-und Pentyl-Analoga. Insbesondere die Verbindungen
der ortho-Pyridylalkyl-Reihe (48 und 94) zeigten mit einem Affinitdtsverhidltnis > 400 : 1
hohe Selektivitdt zum H;-Rezeptorsubtyp.

Gegeniiber H3- und Mj-Rezeptoren war die Affinitdit zum Histamin-H;-Rezeptor deutlich
schwicher. Jedoch wiesen in der ortho-Pyridylalkyl-Reihe erneut die Verbindungen 48 und
94 mit einem zwei- bzw. viergliedrigen Spacer tendentiell hohere Affinitdtunterschiede zum
Histamin-H;-Rezeptor auf. In den meta- und para-Pyridylalkyl-Reihen scheint die Selektivitit

zum Histamin-H;-Rezeptor verloren zu gehen.

Auch in der Imidazolylalkyl-Reihe lieferte die Betrachtung des Affinitdtsverhdltnisses Hi/H;
eine deutlich hohere Affinitit zum Histamin-H,-Rezeptor. Hier fiel vor allem die hohe
Selektivitéit der Propyl-Verbindung 105 mit einem Affinitdtsverhéltnis von > 1000 : 1 auf.

Bei Vergleich der H;-Werte mit den Ergebnissen am Histamin-Hs-Rezeptor ergab sich eine
drastische Abnahme der Affinitdtsunterschiede mit zunehmender Kettenldnge. Wahrend
Suprahistaprodifen (3) mit einem Verhéltnis von 50 : 1 noch gute Selektivitit zeigte, wies die
Butyl-Verbindung 106 eine um den Faktor 66 hohere Affinitdt zum Histamin-Hs-Rezeptor als
zum Histamin-H;-Rezeptor auf. Mit einem pA,-Wert von 7.99 stellt diese Verbindung einen

potenten, nanomolar wirksamen Hj;-Antagonisten dar.



