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ZUSAMMENFASSUNG 

M2-Projekt 

Im Verlauf des ersten Projekts dieser Arbeit wurden drei potenzielle Inhibitoren synthetisiert, 

die auf einem bereits hergestellten aktiven Modulator für den muskarinischen M2-Rezeptor 

basieren. Diese Inhibitoren wurden mittels eines FRET-Assays auf ihre Aktivität gegenüber 

dem Rezeptor getestet. Alle zeigten eine gewisse Aktivität, die jedoch geringer war als die des 

ursprünglichen Modulators. 1 

Zusätzlich sollte die allosterische Bindung des ursprünglichen Modulators bestätigt oder zu-

mindest gestärkt werden. Da der ursprünglich synthetisierte Inhibitor möglicherweise an 

seinem Imidazol protoniert und in der orthosterischen Tasche des M2-Rezeptors binden 

könnte, war es erforderlich, dieses Imidazol durch eine andere Gruppe zu ersetzen. Ein ent-

sprechendes Pyrazolderivat sowie ein bei der Synthese isoliertes Regioisomer dieses Derivats 

wurden im Verlauf dieser Arbeit synthetisiert und getestet (Abbildung 0.1). 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 0.1: Dargestellte Derivate 36 und 65 des aktiven M2-Modulators 2 neben dem aktivsten synthetisier-
ten Modulators 1. 

 

Da beide isolierten Derivate jedoch keinerlei Aktivität im verwendeten Assay zeigten, konnte 

der Beweis der allosterischen Bindung nicht erbracht werden. Anschließend wurde versucht, 

ein genaues Pyrazolderivat des aktivsten Modulators 1 zu synthetisieren. Trotz zahlreicher 

Syntheseversuche unter Verwendung verschiedenster Synthesemethoden und -wege gelang 

dies im Laufe dieser Arbeit jedoch nicht. 
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IX  

 

GLUE-Projekt 

Im zweiten Projekt wurden eine Vielzahl strukturell höchst unterschiedlicher Modulatoren für 

verschiedene GPCRs hergestellt. Zunächst wurden sechs verschiedene Modulatoren für die G-

Protein-Bindetasche des ETB-Rezeptors synthetisiert. Auch für den GPRC5b-Rezeptor erfolgte 

die Synthese zweier strukturell unterschiedlicher Modulatoren. Zusätzlich konnten für eine 

neu identifizierte Bindetasche innerhalb des ETB-Rezeptors zwei strukturell unterschiedliche 

Modulatoren ausgewählt, ein Syntheseweg entworfen und synthetisiert werden. Auf diese 

Weise konnten im Laufe dieser Arbeit zehn grundlegend verschiedene potenzielle Modulato-

ren mit entsprechenden strukturell ähnlichen Derivaten synthetisiert und für die biologische 

Testung bereitgestellt werden (Abbildung 0.2). Leider erwies sich keiner der synthetisierten 

Modulatoren als aktiv an dem entsprechenden Rezeptor.  

Zusätzlich zur Synthese neuartiger Modulatoren wurden zwei bekannte allosterische Modula-

toren synthetisiert um das verwendete FRET-Assay zu validieren. 

Zuletzt wurde im Rahmen des GLUE-Projekts ein Fluoreszenzmarker für die Arbeitsgruppe DO-

ETSCH synthetisiert. Dieser Marker sollte im Rahmen eines dortigen Projektes zur Optimierung 

der zellfreien Expression des FFAR1 verwendet werden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 0.2: Auswahl der strukturell unterschiedlichen synthetisierten Modulatoren ohne ihre synthetisierten 
Derivate. 
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SUMMARY 

M2 project 

Over the course of the first project of this work, three potential inhibitors, based on an already 

synthesized active modulator for the muscarinic M2 receptor, were synthesized and tested 

for their activity against the receptor in a FRET assay. These also showed activity against the 

receptor, although this activity was lower than the activity of the previously synthesized mod-

ulator 1. 

Furthermore, evidence for the allosteric binding of the original modulator was to be provided, 

or at least the proposed bindingmode was to be substantiated. Since the originally synthesized 

inhibitor could possibly bind in its protonated imidazole form in the orthosteric pocket of the 

M2 receptor, this imidazole was to be replaced. A corresponding pyrazole derivative and a 

regioisomer of this derivative isolated during the synthesis were synthesized and tested in the 

course of this work (figure 0.1). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 0.1: Derivatives 36 and 65 of the active M2 modulator 2 shown besides the most active previously syn-
thesized modulator1. 

 

However, since both isolated derivatives showed no activity in the assay used, this evidence 

of allosteric binding could not be provided. Subsequently, an attempt was made to synthesize 

a precise pyrazole derivative of the most active modulator 1, which, despite numerous syn-

theses using various synthetic methods and approaches, was not successful during this work. 
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XI 

 

 

GLUE project 

In the second project, a variety of structurally diverse modulators for various GPCRs were syn-

thesized. Initially, six different modulators for the G-protein binding pocket of the ETB 

receptor were synthesized. Additionally, two structurally different modulators were synthe-

sized for the GPRC5b receptor. Furthermore, for a newly identified binding pocket within the 

ETB receptor, two structurally different modulators were selected, a synthetic route was de-

signed, and they were synthesized. In this way, ten fundamentally different potential 

modulators with corresponding structurally similar derivatives were synthesized and made 

available for biological testing during the course of this work (figure 0.2).  

Unfortunately, none of the synthesized modulators proved to be active on the respective re-

ceptor. 

Finally, within the framework of the GLUE project, a fluorescence marker for the DOETSCH 

group was synthesized, which was to be used in a project there to optimize the cell-free ex-

pression of FFAR1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 0.2: Selection of the structurally different synthesized modulators without their synthesized derivatives. 
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Kapitel 1 

EINLEITUNG 

1. EINLEITUNG 

 



1.1 |  HINTERGRUND DER ANGEFERTIGTEN ARBEIT 

 

2 
 

1.1 HINTERGRUND DER ANGEFERTIGTEN ARBEIT 

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des Loewe GLUE-Projekts angefertigt. Ziel dieses 

Projekts war es neue, allosterische Bindestellen in G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren auszu-

machen und Modulatoren für diese Bindestellen zu finden. Die Untersuchungen dieses 

Projekts wurden an drei pharmakologisch relevanten und möglichst unterschiedlichen Rezep-

torklassen durchgeführt: den metabotropen free fatty acid-Rezeptoren, welche relevant für 

die Diabetesforschung sind, den Endothelin-Rezeptoren, welche bei pulmonaler Hypertonie 

eine wichtige Rolle spielen und einem orphan-Rezeptor, welcher also keinen endogenen Lig-

anden besitzt, dem GPRC5b, welcher einen Einfluss auf Bluthochdruck hat. Zusätzlich wurde 

in einem angefügten Projekt die Synthese und Derivatisierung eines allosterischen M2-Rezep-

tors angestrebt. Diese Rezeptorklasse spielt bedeutende Rolle bei der Regulation des 

Herzschlags, der Kontraktion glatter Muskulatur, der Drüsensekretion sowie bei zahlreichen 

grundlegenden Funktionen des zentralen Nervensystems und ist somit ebenfalls von beson-

derer klinischer Relevanz[1ς4] 

In den folgenden Kapiteln wird daher auf die Rolle der GPCRs in der Zelle und die Interaktion 

dieser Rezeptoren mit ihren namensgebenden Proteinen eingegangen. Hierbei wird ein be-

sonderes Augenmerk auf die für die durchgeführten Projekte relevanten Rezeptoren und 

deren Klassen gelegt, jedoch zuvor eine allgemeine Einführung in die GPCRs und deren Entde-

ckung gegeben. 
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1.2 GPCRS: EINE WICHTIGE REZEPTORKLASSE  

1.2.1 Die Geschichte der Untersuchung von Rezeptoren 

Die Faszination der Wissenschaft für Rezeptoren, die für Medikamente, Hormone und Neuro-

transmitter sensitiv sind, ist kein Phänomen der letzten Jahre. Bereits in den frühen 1900er 

Jahren beschrieben J. LANGLEY und sein damaliger Student H. DALE erstmals die Existenz von 

receptive substances auf reaktiven Zellen. [5] Ihre Schlussfolgerungen stützen sich auf physio-

logische und pharmakologische Experimente mit Muskelproben und Speicheldrüsen-

präparaten, bei denen sie die Wirkung von Agonisten und Antagonisten der Adrenozeptoren 

und Acetylcholinrezeptoren untersuchten. [5ς7] LANGLEY und Mitarbeiter analysierten dabei un-

wissentlich zwei der bedeutendsten und größten Rezeptorfamilien: die 7-Transmembranhelix-

Rezeptoren (7TM)  auch bekannt als  G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren (GPCR) und die Ionen-

Kanal-Rezeptoren. [5]  

In den nachfolgenden Jahrzehnten wurde das Wissen über das Konzept von Rezeptoren ver-

tieft und ein Zusammenhang zwischen Affinität und Wirksamkeit etabliert. 1964 zeigte R. F. 

FURCHGOTT, dass die Wirkung von Medikamenten auf verschiedene Mechanismen von Rezep-

toren mit diesen Stoffen zurückzuführen war. Zu dieser Zeit konnten jedoch noch keine 

adressierten Rezeptoren identifiziert oder chemische und physiologische Änderungen bei In-

teraktion von Medikamenten mit diesen Rezeptoren untersucht werden. [8] Die ersten 

detaillierten Studien zur Hormon- und Medikament-Rezeptor-Interaktion auf molekularer 

Ebene wurden in den späten 1960er und frühen 1970er Jahren durchgeführt. Ein bedeutender 

Meilenstein war die Entdeckung des zyklischen Adenosinmonophosphats (cAMP) durch E. W. 

SUTHERLAND und kurz darauf die Untersuchungen der cAMP-abhängigen Proteinkinasen durch 

E. G. KREBS. [9,10]  

Im Jahr 1971 schlugen RODBELL et al. die Existenz eines Guanin-Nukleotid-Regulatorproteins 

vor, welches als Vermittler zwischen Hormonrezeptoren und Adenylylzyklasen fungieren 

sollte. Diese Hypothese wurde von GILMAN et al. bestätigt, die das Protein, welches später als 

Gs bezeichnet wurde, isolierten und charakterisierten. Diese Entdeckungen legten den Grund-

stein für das Verständnis der Signalübertragung von der Zellmembran bis ins Zellinnere. [5,11] 
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1.2.2 GPCRs: Die Entdeckung einer riesigen Rezeptorklasse 

Die Entwicklung des Konzepts der GPCRs als eigenständige Rezeptorklasse reicht ebenfalls 

weit in die Vergangenheit zurück. Als Grundstein für die Einordnung von Rezeptoren in diese 

Klasse gilt eine Untersuchung von DIXON et al. aus dem Jahr 1986. [12] Diese stellten bei Unter-

suchungen des ̡2-Adrenorezeptors eine erhebliche Ähnlichkeit dieses Rezeptors mit den 

Opsinen fest, welche ebenfalls strukturell auf einer 7-Transmembranhelix-Domäne basieren. 

[12] Aufgrund der Tatsache, dass beide dieser Rezeptoren bis auf die Bindung zu G-Proteinen 

keinerlei Gemeinsamkeiten hatten, gab diese Entdeckung den Startschuss zum Konzept einer 

Rezeptorfamilie, welche diese beiden Eigenschaften aufwies.  

Das Konzept der sogenannten GPCRs entwickelte sich rasch weiter, insbesondere nachdem 

HALL et al. 1987 zeigten, dass metabotrope Rezeptoren anderer Neurotransmitter wie Acetyl-

cholin und Serotonin ebenfalls dieser neuen Familie zugeordnet werden konnten. [12,13] Neben 

den strukturellen Ähnlichkeiten dieser Rezeptoren wurde Mitte der 1980er Jahre eine weitere 

mechanistische Ähnlichkeit zwischen dem 2̡-Adrenorezeptor und Rhodopsin entdeckt: der 

Mechanismus der Rezeptorfunktionsregulierung durch Phosphorylierung unter anschließen-

der Bindung von Arrestin. In beiden Fällen konnte diese Deaktivierung der Rezeptoren durch 

Phosphorylierung auf die Interaktion von entsprechenden Kinasen zurückgeführt werden. [5] 

Diese sogenannten GPCR-Kinasen (GRKs) bilden eine eigene Unterklasse von Serin/Threonin-

Kinasen, die ȊǳǎŀƳƳŜƴ Ƴƛǘ ŘŜǊ .ƛƴŘǳƴƎ Ǿƻƴ ʲ-Arrestinen für die Regulierung aller Rezeptoren 

der GPCR-Familie verantwortlich sind. [5,14] 

 

1.2.3 Erste Strukturaufklärungen im Feld der GPCRs 

Trotz des wachsenden Verständnisses der Mechanismen der Signalübertragung von GPCRs 

und weiterer Untersuchungen bezüglich der grundlegenden strukturellen Eigenschaften die-

ser Rezeptorklasse, gelang es erst zur Jahrtausendwende die erste Struktur eines GPCRs 

erfolgreich zu lösen. Im Jahr 2000 veröffentlichten PALCZEWSKI et al. schließlich die Kristallstruk-

tur des Rinderrhodopsin. [15] Diese Struktur zeigte Rhodopsin in seinem Grundzustand, 

stabilisiert durch seinen Liganden 11-cis-Retinal. Aufgrund der leichten Stabilisierung dieses 

Rezeptors und der damit verbundenen vergleichsweise einfachen Kristallisation des Rezeptors 

dauerte es weitere 7 Jahre bis die zweite Struktur eines anderen GPCRs erhalten werden 
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konnte. [15] CHEREZOV et al. gelang es im Jahr 2007, eine hochaufgelöste Kristallstruktur des 

menschlichen ̡2-Adrenorezeptors mit einer Auflösung von 2.4 Å zu erhalten. Um die Kristall-

bildung und Qualität der erhaltenen Kristalle zu verbessern, wurde einerseits ein 

Fusionsprotein des Rezeptors mit T4-[ȅǎƻȊȅƳ όʲ2AR-T4L), welches am 3. Intrazellulären Loops 

befestigt wurde, erstellt und zusätzlich der partielle inverse Agonist Carazolol zugegeben, des-

sen Interaktion mit dem Rezeptor durch die Kristallstruktur ebenfalls untersucht werden 

konnte. [16] Nach der anfänglichen langsamen Entwicklung war es so möglich, bis 2020 Struk-

turen von über 70 GPCRs zu erhalten. [15,17] 

 

Abbildung 1.1: Abbildung von QU et al. zum Fortschritt in der Strukturaufklärung von GPCRs. Die gezeigten Struk-
turen sind in chronologischer Reihenfolge entsprechend ihrem Aufklärungsjahr zugeordnet. Die Rezeptoren sind 
in violettem Cartoon gezeigt, die entsprechenden Liganden sind als gelbe Sphären dargestellt. Die h -Σ ʲ-Σ ǳƴŘ ʴ-
Untereinheit sind jeweils in Orange, Cyan und Magenta hervorgehoben. (Abbildung unverändert entnommen 
aus der Publikation von QU et al.) [15] 

1.2.4 GPCRs als Ziel potentieller Wirkstoffe 

Durch die Analyse von über 70 Strukturen verschiedener GPCRs und mehr als 370 Ge-

samtstrukturen, die verschiedene Liganden einbeziehen, konnten von verschiedenen 

Arbeitsgruppen mehrere strukturbasierte Ansätze zur Identifikation potentieller GPCR-adres-

sierender Arzneimittel verfolgt werden. [17,18] Damit einhergehend ist die Entwicklung von 

neuen Arzneimitteln unter Zuhilfenahme bereits bekannter Strukturen bereits im Gange. Auf-

grund der Vielzahl verschiedener GPCRs, die vom menschlichen Genom kodiert werden 

(ungefähr 800), machen niedermolekulare Arzneimittel, welche an GPCRs binden, etwa 34% 

der entwickelten Arzneimittel aus (Stand 2017). [17,18]  



1.2 |  GPCRS: EINE WICHTIGE REZEPTORKLASSE 

 

6 
 

Obwohl eine Vielzahl verschiedener Medikamente in die Funktionsweise von GPCRs eingrei-

fen, wird bisher nur ungefähr ein Viertel aller GPCRs durch Wirkstoffe adressiert. Nur 103 

GPCRs von 403 möglichen Rezeptoren werden nach Zahlen der U.S Food and Drug Administ-

ration (FDA) von mindestens einem vermarkteten Wirkstoff adressiert. Bei diesen Wirkstoffen 

handelt es sich um 41 Agonisten, 27 Antagonisten und bei 35 Rezeptoren werden sowohl von 

agonistischen als auch durch antagonistische Wirkstoffe adressiert. [17] Aufgrund der 403 po-

tentiellen Wirkstoffziele, die jeweils durch Agonisten und Antagonisten moduliert werden 

können, ergibt sich so eine noch lange nicht ausgeschöpfte Auswahl an Strukturen für neue 

Medikamente.  Ein möglicher Grund für das Ausbleiben neuer Arzneistoffe für viele der adres-

sierbaren Rezeptoren sind fehlende Strukturen dieser Rezeptoren. So zeigt sich, dass es 

zwischen den erhaltenen GPCR-Strukturen und den zugelassenen Arzneien oder Wirkstoffe in 

einer klinischen Testphase signifikante Überschneidungen gibt (Abbildung 1.2). [17] 

Der Erhalt weiterer Strukturen mithilfe der weit etablierten Röntgenkristallographie oder der 

in der letzten Zeit immer populärer werdenden Cryo-Elektronenmikroskopie könnte daher der 

Schlüssel zur Entwicklung neuer Agonisten oder Antagonisten für noch nicht adressierte 

GPCRs sein. Diese Vermutung ist jedoch schwer zu belegen, da die Entwicklung neuer poten-

tieller Medikamente viel Zeit in Anspruch nimmt, wobei die Durchführung der klinischen 

Studien mit Abstand den größten Teil ausmacht (7 - 10 von 10 - 15 Jahren). Obwohl in den 

letzten Jahren viele GPCR-adressierende Arzneimittel auf den Markt gekommen sind, wurde 

keiner dieser Wirkstoffe entwickelt, nachdem die Struktur des Rezeptors zur Verfügung stand. 

[17] Dies könnte sich aber in den kommenden Jahren aufgrund des zeitlichen Rahmens und der 

erhöhten Anzahl publizierter Strukturen bisher nicht analysierter GPCRs durchaus ändern. 
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Abbildung 1.2: (A) Darstellung veröffentlichter GPCR-Strukturen im phylogenetischen Baum. Blaue Kreise zeigen 
Strukturen mit gebundenem Antagonisten, rote Kreise stehen für gebundenen Agonisten und gelbe Kreise zeig-
ten Rezeptoren mit beiden vorliegenden Strukturen. Rezeptoren mit vorliegender Struktur ohne vermarktetes 
Arzneimittel oder Wirkstoff in einer klinischen Studie besitzen einen roten Namen. (B) GPCRs die von FDA-ge-
prüften Medikamenten adressiert werden unter Verwendung desselben Farbschemas wie in A (rote Namen 
bedeuten hier, dass keine Rezeptorstruktur vorliegt). (C) GPCRs welche von Wirkstoffen in klinischen Studien 
adressiert werden. Identisches Farbschema wie A. Rote Namen bedeuten auch hier, dass keine Rezeptorstruktur 
vorhanden ist. (Abbildung unverändert aus der Publikation von CONGREVE et al. entnommen.) [17ς21] 
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1.3 GPCRS: AUFBAU, STRUKTURELLE ÄHNLICHKEITEN UND UNTERSCHIEDE 

1.3.1 Die Familie der G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren 

G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren (GPCRs) sind integrale Membranproteine, die extrazellu-

läre Signale in die Zelle übertragen und somit als regulatorische Schnittstelle zwischen der 

Zelle und der extrazellulären Umgebung dienen. Sie reagieren auf eine Vielzahl verschiedener 

Signale, die von Photonen bis hin zu small molecules reichen. [22] Diese Rezeptoren sind in viele 

verschiedene Signalwege und Kontrollmechanismen, vom visuellen bis zum olfaktorischen Sig-

nalweg, des menschlichen Körpers eingebunden und spielen eine große Rolle in der 

Funktionalität des menschlichen Organismus. [23]  

Alle Mitglieder dieser Rezeptorfamilie können einer der fünf bekannten Klassen eines phylo-

genetischen Baums zugeordnet werden (Abbildung 1.3). Von den etwa 800 GPCRs, die durch 

das menschliche Genom kodiert sind, gehören die meisten zur Rhodopsin-Klasse (Klasse A) 

mit etwa 672 verschiedenen Rezeptoren. Die weiteren Klassen umfassen die Secretin-Klasse 

(Klasse B) mit 15 Rezeptoren, die Glutamat-Klasse (Klasse C) mit 22 Rezeptoren, die frizzled-

taste 2-Klasse mit 38 Rezeptoren und die adhesion-Klasse (Klasse B2) mit 33 Rezeptoren. [24,25]  

Nicht alle der über 800 verschiedenen GPCRs wird in gleichem Maß im menschlichen Körper 

exprimiert. Rhodopsin ist der am meisten exprimierte GPCR und spielt eine wichtige Rolle in 

der Signalübertragung während des Sehprozesses. Ein niedrigeres Expressionsniveau bedeu-

tet jedoch nicht zwangsläufig eine geringere Bedeutung der Rezeptoren. So werden 

beispielsweise die metabotropen Glutamatrezeptoren ausschließlich von Purkinjezellen im 

Kleinhirn exprimiert, spielen aber eine wichtige Rolle in der synaptischen Funktion. Sie fungie-

ren als präsynaptische Modifikatoren von ɹ-Aminobuttersäure (GABA) welche als 

Neurotransmitter eine inhibitorische Wirkung auf die im zentralen Nervensystem befindlichen 

GABA-Rezeptoren hat. [26ς28] 
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Abbildung 1.3: Darstellung des phylogenetischen Baums der GPCR-Familien unter Hervorhebung der 5 verschie-
denen Klassen Für die grün bis rot gefärbten Rezeptoren liegen Daten über das Expressionslevel basierend auf 
dem FPKM-Wert vor. FPKM: fragments per kilobase per million mapped fragments. (Abbildung unverändert aus 
der Publikation von CHEN et al. entnommen) [29] 

 

1.3.2 Aufbau und Struktur von GPCRs 

Alle GPCRs weisen drei grundlegende Charakteristiken auf. Sie besitzen eine extrazelluläre N-

terminale Domäne, eine intrazellulare C-terminale Domäne sowie sieben transmembrane h-

Helices, weshalb sie auch als 7-Transmembranhelix-Rezeptoren (7TM) bezeichnet werden. 

Diese sieben Transmembranhelices sind wiederum durch intra- und extrazelluläre Schleifen 

miteinander verbunden (Abbildung 1.4).  

 



1.3 |  GPCRS: AUFBAU, STRUKTURELLE ÄHNLICHKEITEN UND UNTERSCHIEDE 

 

10 
 

 

Abbildung 1.4: Darstellung der sieben Transmembranhelix am Beispiel des 2̡-Adrenorezeptors unter Bindung 
des partiellen inversen Agonisten Carazolol (PDB: 2RH1) aus zwei Sichtwinkeln. Links: Seitliche Sicht des Rezep-
tors, rechts: Sicht des Rezeptors von der extrazellulären Domäne aus. TM1-7: Transmembranhelix 1-7, ED: 
extrazelluläre Domäne, ID: intrazelluläre Domäne. [30] 

 

Die orthosterische Bindestelle dieser Rezeptoren, an der typischerweise der Agonist des ent-

sprechenden Rezeptors bindet, befindet sich in der Regel in Form einer tiefen Tasche auf der 

extrazellulären Seite des Rezeptors. Diese Gegebenheit erleichtert die Entwicklung neuer or-

thosterischer Liganden, da neu entworfene Liganden nur beschränkte Zellpermeabilitäts-

eigenschaften aufweisen müssen. Innerhalb einer Klasse oder Unterfamilie dieser Rezeptoren 

gibt es eine Reihe von Motiven, deren chemische und strukturelle Eigenschaften äußerst kon-

serviert sind. Zwischen den verschiedenen Klassen können jedoch große Unterschiede 

festgestellt werden. Ein GPCR kann auch ohne die Anwesenheit potentieller Agonisten in ei-

nen aktiven Zustand wechseln. In diesem Zustand binden G-Proteine an die G-Protein-

Bindestelle, welche sich auf der intrazellulären Seite des Rezeptors befindet. Diese Bindestelle 

wird in der Regel durch die nach außen gewandte Bewegung der Helices H5 und H6 gebildet. 

[17,31] 
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1.3.3 Strukturelle Ähnlichkeiten und Unterschiede der GPCR-Klassen 

Wie bereits erwähnt, weisen alle G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren eine grundlegende 

strukturelle Ähnlichkeit auf. Innerhalb einer Klasse teilen diese Rezeptoren viele Gemeinsam-

keiten in der Aminosäuresequenz sowie bei der Bindung entsprechender G-Proteine oder 

second messenger. Allerdings gibt es signifikante strukturelle Unterschiede zwischen den ver-

schiedenen bekannten Unterklassen. Natürlich ist die Rhodopsin-Klasse (Klasse A) die am 

besten strukturell erforschte und verstandene Klasse der GPCRs. Die beiden ersten von GPCRs 

erhaltenen Kristallstrukturen stammen von Klasse A-GPCRs (Rhodopsin 2000 und 2̡-Adreno-

rezeptor 2007). Bis 2015 wurden bereits Strukturen von über 20 unterschiedlichen 

Rezeptoren der Klasse A veröffentlicht. Erst im Jahr 2013 wurden Strukturen von zwei Secre-

tin-Klasse (Klasse B) Rezeptoren von HOLLSTEIN et al. und eine Struktur der frizzled-taste 2-

Klasse von WANG et al. erhalten. Strukturen für die Glutamat-Klasse (Klasse C) folgten kurz 

darauf in 2014 von DORE et al. und WU et al. Mit der zunehmenden Anzahl an jährlich veröf-

fentlichten GPCR-Strukturen wächst das Verständnis für die Unterschiede zwischen einzelnen 

Rezeptoren und Rezeptorklassen kontinuierlich. Obwohl die Aktivierungsmechanismen der 

verschiedenen Unterklassen variieren und signifikante Unterschiede in den Aminosäurese-

quenzen der Rezeptoren festgestellt werden können, gibt es ein universelles Motiv der 

Aktivierung von GPCRs. Die auswärtige Bewegung und Rotation der Transmembranhelix 6, die 

die G-Protein-Bindetasche öffnet, scheint eine entscheidende Rolle im Aktivierungsmechanis-

mus aller GPCR-Rezeptoren zu spielen. Hierbei bewegt sich die intrazelluläre Seite der Helix 

um 7 ς 19 Å nach außen und rotiert um 38 ς 39 °, während auch die extrazelluläre Seite der 

Transmembranhelix 6 eine Verschiebung von 2 ς 6 Å zeigt (Abbildung 1.5). [32ς37] 
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Abbildung 1.5: Darstellung der Verschiebung von TM5, 6 und 7 nach Aktivierung des Rezeptors durch einen ent-
sprechenden Agonisten unter Öffnung der G-Protein Bindetasche. Abkürzungen: RRCS: residue-residue contact 
score, TM: Transmembranhelix. (Abbildung unverändert aus der Publikation von ZHOU et al. entnommen) [38] 

 

1.3.4 Die Rhodopsin-Klasse (Klasse A) 

Die Rezeptoren der Rhodopsin-Klasse bestehen wie alle GPCRs aus sieben transmembranen 

-hHelices. Zusätzlich verfügen die Rezeptoren der Rhodopsin-Klasse über je drei extrazelluläre 

und intrazelluläre Schleifen, die den die sieben Transmembranhelices miteinander verbinden. 

[32] Die Liganden-Bindetasche befindet sich bei diesen Rezeptoren in einer Kavität der extra-

zellulären Domäne, während die intrazelluläre Domäne eine Kavität zur Bindung von G-

Proteinen aufweist. Diese Klasse umfasst eine Vielzahl medizinisch bedeutsamer Rezeptoren 

wie den Rhodopsin-, Serotonin- oder den Adrenorezeptor. Rund ein Drittel aller vermarkteten 

Medikamente adressiert ein Mitglied dieser Unterklasse. [38]  

Der Aktivierungsmechanismus der Rezeptoren innerhalb dieser Unterklasse ist ähnlich und 

involviert wichtige, konservierte Aminosäuren aus den Transmembranhelices, welche in über 

80% der Rezeptoren dieser Klasse erhalten sind. Diese Aminosäuren modulieren die Helix-He-

lix-Interaktion innerhalb des Rezeptors und stabilisieren so die inaktive Konformation. Bei 

Bindung eines Liganden oder anderweitiger Aktivierung des Rezeptors kommt es zu einer In-

teraktion zwischen den Helices TM5, TM6 und TM7. Dies führt wiederum zu einer 
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strukturellen Änderung der dritten intrazellulären Schleife, welche TM5 und TM6 verbindet. 

[39]  

Um eventuelle Bewegungen und Interaktionen der Transmembranhelices während der Akti-

vierung der Klasse A-Rezeptoren zu untersuchen, haben ZHOU et al. eine Methode entwickelt, 

Interaktionen zwischen Resten zu quantifizieren und statistisch signifikante Konformationsän-

derungen abzuleiten. Ihre Untersuchungen bestätigen die Bildung der G-Protein 

Bindungstasche nach Aktivierung des Rezeptors. Über die Quantifizierung der Wechselwir-

kung der Aminosäurereste konnte so die Bewegung von TM6 nach außen und die 

Verschiebung von TM7 nach innen in Richtung TM3 bestätigt werden. [38] 

 

1.3.5 Die Endothelin-Rezeptoren 

Das Endothelin-System besteht aus zwei verschiedenen G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren 

der Rhodopsin-Unterklasse (Klasse A), dem ETA-R und dem ETB-R, sowie drei endogenen Lig-

anden, den Endothelinen (ET-1, ET-2 und ET-3), peptidische Agonisten mit jeweils 21 

Aminosäuren. Die Stimulation der ET-Rezeptoren durch ET-1 erhöht den intrazellulären Ca2+-

Gehalt und reguliert dadurch eine Vielzahl physiologischer und pathophysiologischer Pro-

zesse. [40,41] 

Der ETB-Rezeptor zeigt eine gleich starke Affinität für alle drei endogenen Liganden, während 

der ETA-Rezeptor eine hohe Affinität nur für ET-1 und ET-2 besitzt. Die beiden menschlichen 

Endothelin-Rezeptoren weisen, hauptsächlich in der Transmembranregion, eine Sequenzähn-

lichkeit von 51% auf, insbesondere in den Domänen TM2 und TM5, die eine Schlüsselrolle in 

der ligandenunabhängigen Bindung spielen. [40,41] 

Der ETA-Rezeptor wird vorwiegend in glatten Gefäßmuskulaturzellen exprimiert und führt 

nach Aktivierung zu einem Anstieg des intrazellulären Kalziums und einer lang anhaltenden 

Kontraktion der Muskelzellen. Im Gegensatz dazu ist der ETB-Rezeptor hauptsächlich in En-

dothelzellen lokalisiert, wo er die Freisetzung von Stickstoffmonoxid stimuliert und somit zu 

einer Entspannung der glatten Gefäßmuskelzellen führt. [40,41] 

Eine Verringerung der Endothelin-Rezeptor Aktivität durch die Gabe eines geeigneten Anta-

gonisten kann beispielsweise bei der Pulmonalen arteriellen Hypertonie von Vorteil sein. Bei 
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dieser Erkrankung kommt es zu einer Überlastung des Herzens durch einen zu hohen Blut-

druck in den Arterien in der Lunge. Hier werden Medikamente wie Bosentan® von HOFFMAN-

LA ROCHE ein ETB- und ETA-Antagonist oder Abrosentan® von MYOGEN INC. Ein reiner ETA-Anta-

gonist zur Behandlung der Symptome dieser Krankheit eingesetzt. [2,42] 

Obwohl die Verteilung beider Rezeptortypen recht unterschiedlich scheint, kommt es in glat-

ten Muskelzellen, Astrozyten, Epithelzellen und in Zellen des Plexus choroideus auch zu einer 

Koexpression beider Rezeptoren. Neben einer parallelen Expression beider Rezeptoren zeigte 

sich in ETA-Rezeptor transfizierten menschlichen Girardi-Herzzellen, welche normalerweise 

nur ETB-Rezeptoren exprimieren, eine Verringerung der Affinität des ETB-Rezeptors gegenüber 

sowohl dem Agonisten BQ-3020 als auch dem Antagonisten BQ-788. Dies deutet auf mögliche 

intrazelluläre Wechselwirkungen zwischen beiden Rezeptoren hin.[40,41] 

1.3.6 Die free fatty acid-Rezeptoren 

Unter dem Namen free fatty acid-Rezeptoren (FFAR) werden vier lipidische Rezeptoren 

(FFAR1-FFAR4) der Klasse A GPCRs zusammengefasst. Die Klasse der FFARs galt lange Zeit als 

orphan-Rezeptors, also als Rezeptoren ohne endogenen Liganden, was jedoch in neueren Stu-

dien widerlegt wurde. Während FFAR1 und FFAR3 eine große Überlappung ihrer 

Aminosäuresequenz aufweisen, zeigt sich für FFAR4 keine strukturelle Relation zu den ande-

ren Rezeptoren. Sie interagieren mit den namengebenden freien Fettsäuren, welche sowohl 

als Energie-generierende Nährstoffe als auch als Signalübertragungspartner in verschiedenen 

zellulären Prozessen fungieren. Diese freien Fettsäuren sind vor allem im Zusammenhang mit 

kardiovaskulärer Erkrankungen, dem Stoffwechsel und Entzündungen von besonderem Inte-

resse für die Gesundheitsforschung. FFAR1 und FFAR4 interagieren mit langkettigen 

Fettsäuren (Kettenlänge über 12 Kohlenstoffe), wohingegen FFAR2 und FFAR3 von kurzketti-

gen Fettsäuren (Kettenlänge unter 6 Kohlenstoffe) aktiviert werden.[1,43,44] 

Die Signalübertragung des FFAR1, welche durch langkettige Fettsäuren aktiviert wird, führt in 

-̡Zellen des Pankreas zur verstärkten Insulinsekretion. Dies macht diesen Rezeptor zu einem 

interessanten Ziel für die Medikamentenforschung in Bezug auf Typ 2 Diabetes. FFAR4, wel-

ches vermehrt in adsipösem Gewebe und Makrophagen exprimiert ist, scheint antiinfektive 

Eigenschaften in diesen Zellen zu beeinflussen. Außerdem gilt auch dieser Rezeptor als poten-

tielles Ziel für die Behandlung von Diabetes.[1] 
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Auch FFAR2 und FFAR3 gelten als interessante Ziele der Medikamentenforschung. Beide Re-

zeptoren werden in Adipozyten und anderen Immunzellen exprimiert. Aufgrund ihrer 

Präferenz für kurzkettige Fettsäureliganden, welche hauptsächlich durch die Fermentation 

von Ballaststoffen im Darm produziert werden, ergibt sich für diese Rezeptoren eine Verbin-

dung mit der Behebung von Entzündungen und Unterdrückung von Fettansammlungen. Sie 

dienen demnach als therapeutische Ziele für Stoffwechselstörungen, Fettleibigkeit und eben-

falls Diabetes. [1,45] 

Der Signalweg aller FFARs führt über die Aktivierung entsprechender G-Proteine verschiede-

ner Unterklassen und zur Aktivierung ähnlicher second messenger-Moleküle. Während die 

Aktivierung von FFAR1,2 und 4 zur Ausschüttung von Ca2+-Kationen führen kann, zeigen sich 

sowohl für FFAR2 und 4 ebenfalls eine Aktivierung der ERK1/2-Kinase. Eine detaillierte Auf-

stellung der unterschiedlichen Signalwege wurde von KIMURA et al. erstellt und ist in Abbildung 

1.6 zu sehen. [1,45] 

 

Abbildung 1.6: Signaltransduktionswege der verschiedenen FFAR unter Aktivierung der entsprechenden langket-
tigen Fettsäuren (LCFA) und kurzkettige Fettsäuren (SCFA). Abkürzungen: AC: Adenylatzyklase, DAG: 
Diacylglycerol, IP3: Inositol Triphosphat, LPS: Lipopolysaccharid, Pl3K: Phosphatidylinositol 3-Kinase, PKC: Pro-
teinkinase C, PKD: Proteinkinase D, PLC Phospholipase C, TNF: Tumornekrosefaktor. (Abbildung unverändert aus 
der Publikation von KIMURA et al. entnommen) [45] 
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1.3.7 Die muskarinischen Rezeptoren 

Die muskarinischen Acetylcholinrezeptoren (mAChRs) sind eine Unterfamilie aus dem -hZweig 

der Klasse A GPCRs. Diese Unterfamilie umfasst fünf unterschiedliche Rezeptoren, die als M1-

M5 bezeichnet werden. Ihre Klassifizierung erfolgt anhand ihrer Interaktion mit verschiede-

nen G-Proteinen. Spezifisch koppeln die Untertypen M1, M3 und M5 mit G-Proteinen der 

D qh/11-Familie, während M2 und M4 bevorzugt über G-tǊƻǘŜƛƴŜ ŘŜǊ Dʰi/o-Familie Signale über-

tragen. Die Signalübertragung dieser Rezeptoren erfolgt durch die Bindung des 

Neurotransmitters Acetylcholin (ACh), der mit seinem positiv geladenen quartären Stickstoff 

agonistisch in die orthosterische Bindungstasche nahe des C-Terminus dieser Rezeptoren bin-

det. Auf physiologischer Ebene spielen die mAChRs eine bedeutende Rolle bei der Regulation 

des Herzschlags, der Kontraktion glatter Muskulatur, der Drüsensekretion sowie bei zahlrei-

chen grundlegenden Funktionen des zentralen Nervensystems. Neben der Interaktion mit 

verschiedenen G-Proteinen zeigen die unterschiedlichen Rezeptoren auch einzigartige Expri-

mierungsmuster im zentralen Nervensystem und den peripheren Organen wie dem Herzen 

und der glatten Muskulatur. Trotz ihrer Einbindung in eine Vielzahl physiologischer Prozesse 

wird die Entwicklung von Medikamenten, welche diese Rezeptoren als Ziel haben, hauptsäch-

lich durch den Mangel an spezifischen niedermolekularen Liganden (agonistisch oder 

antagonistisch) mit hoher Selektivität erschwert. [3,4] 

Der muskarinische M2-Rezeptor im Spezifischen hat einen großen Einfluss auf die physiologi-

sche Kontrolle der kardiovaskulären Funktion des menschlichen Körpers. Dies geschieht durch 

die Aktivierung von Kaliumkanälen über die Signalübertragung durch G-Proteine. Strukturell 

wird die orthosterische Bindungstasche des M2-Rezeptors aus Aminosäuren gebildet, welche 

über alle muskarinischen Rezeptoren konserviert sind und zeigt ebenfalls strukturelle Ähnlich-

keiten zu den Bindungstaschen anderer Acetylcholin-bindender Proteine. Eine der möglichen 

allosterischen Bindetaschen befindet sich genau am Eingang der orthosterischen Tasche in der 

Nähe der aromatischen Kappe. Die allgemeine Struktur des M2-Rezeptors ist strukturell ähn-

lich zu Rhodopsin, wobei die größten Unterschiede dieses Rezeptors in der extrazellulären 

Domäne liegen. Der M2-Rezeptor besitzt eine relativ offene extrazelluläre Oberfläche mit ei-

ner längeren extrazellulären Schleife (ECL2), welche durch eine konservierte Disulfidbrücke 

stabilisiert ist. Ein struktureller Überblick von HAGA et al. ist in Abbildung 1.7 dargestellt. [46] 
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Abbildung 1.7:  Kristallstruktur des muskarinischen M2-Rezeptors mit dem Antagonisten QNB. Darstellung des 
Rezeptors in Blau und des Antagonisten in Orange. In Grün hervorgehoben ist ein Kanal welcher sich von der 
extrazellulären Oberfläche mit einer kleinen Unterbrechung durch drei hydrophobe Reste bis in die intrazelluläre 
Seite zieht. TM: Transmembranhelix, EL extrazelluläre Schleife. (Abbildung unverändert aus der Publikation von 
HAGA et al. entnommen) [46] 

 

1.3.8 Die Secretin-Klasse (Klasse B) 

Rezeptoren der Secretin-Klasse spielen eine große Rolle in der hormonalen Homöostase und 

sind ein interessantes Ziel für die Behandlung von verschiedenen metabolischen Erkrankun-

gen wie Typ-2-Diabetes (GIP, GCGR, AMY) und Osteoporose (CT, PHTH1) sowie von 

Krankheiten des Nervensystems wie Migräne (CGRP), Depressionen (CRF1) und Angstzustän-

den (CRF1). Die verschiedenen Rezeptoren der Secretin-Familie lassen sich aufgrund ihrer 

physiologischen Rolle im menschlichen Körper in fünf Unterklassen einteilen. [47]  

Strukturell besitzen Klasse B-GPCRs ähnlich wie Klasse A-GPCRs einen extrazelluläre N-Termi-

nus und einen intrazellulären C-Terminus. Stand 2017 konnten die Strukturen von 11 der 15 

Rezeptoren aufgeklärt und somit einige gute generelle Struktureigenschaften dieser Klasse 

identifiziert werden. So besteht die ungefähr 120 Aminosäuren lange extrazelluläre Domäne 

in allen gelösten Strukturen aus einer -h -̡ -̡ -hFaltung. Diese wird durch drei Disulfidbrücken 

stabilisiert. Bei der Interaktion von peptidbasierten Liganden bindet diese extrazelluläre Do-

mäne an die C-terminale -hHelix des Liganden. Dies initiiert einen Zwei-Domänen-
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Bindungsmodus, bei dem der C-Terminus des Peptids mit der Liganden-Bindungstasche inter-

agiert und so die Signaltransduktionskaskade startet. Aufgrund der konservierten 

extrazellulären Domäne tritt diese Interaktion für alle Klasse B-Rezeptoren auf und erweitert 

somit die Aktivierungsmöglichkeit der Rezeptoren neben der Bindung niedermolekularer Lig-

anden in der orthosterisschen Bindetasche des Rezeptors. Obwohl die Sequenzähnlichkeit 

zwischen den verschiedenen Klasse B-Rezeptoren nur 20-45% beträgt, zeigt auch diese Klasse 

von Rezeptoren eine ähnliche Verschiebung der Transmembranhelix 6 bei Aktivierung des Re-

zeptors. Die aktive Konformation von Klasse B Rezeptoren weist eine charakteristische V-Form 

auf. (Abbildung 1.8) Durch die nach innen gerichtete Bewegung der Helices 1, 2 und 7 zur 

Erleichterung der Peptidbindung kommt es zu einer Kontraktion des Helixbündelkerns, ver-

bunden mit einer Auswärtsbewegung der Helices 5 und 6. Dies ermöglicht die G-Protein-

Bindung und führt zu der charakteristischen Ausbildung der V-förmigen Konformation. [32,33,48] 

 

Abbildung 1.8: Links: Darstellung der Transmembrandomäne des Klasse B-CRF1-Rezeptors ohne die 120 Amino-
säuren lange extrazelluläre Domäne. Rechts: Überlagerung des CRF1-Rezeptors mit dem Klasse A-Dopamin-D3-
Rezeptor unter Hervorhebung der unterschiedlichen Positionen der Antagonisten-Bindungstasche beider Rezep-
toren. Auch die ausgeprägte V-förmige Struktur der Klasse B-Rezeptoren ist im Vergleich zu den Klasse A-
Rezeptoren gut erkennbar. (Abbildung editiert aus der Publikation von LEE et al. entnommen) [32] 
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1.3.9 Die adhesion-Klasse (Klasse B2) 

Die Rezeptoren der adhesion-Klasse, auch als Klasse B2-Rezeptoren bezeichnet, spielen eine 

wichtige Rolle in Nerven-, Immun- und kardiovaskulären Systemen. Diese 33 im Menschen 

vorkommenden Rezeptoren die oft auch als ADGRs bezeichnert werden, werden aufgrund ih-

rer Sequenzidentität in neun Unterklassen namens ADGRA-G, ADGRL und ADGRV unterteilt. 

Ein charakteristisches Merkmal dieser Rezeptoren ist eine, oftmals zwischen 100 und über 

1000 Aminosäuren lange Domäne am N-Terminus des Rezeptors. Diese zusätzliche Domäne 

kann Zell-Zell-Interaktionen vermitteln und enthält außerdem eine GPCR-Proteolyse-induzie-

rende Region (GAIN) (Abbildung 1.9). Unter Bindung eines Liganden, einer Proteininteraktion 

oder mechanischer Stimulierung wird eine Autoproteolyse durch die GAIN-Region eingeleitet. 

Dabei wird der Rezeptor in der über die Rezeptorklasse stark konservierten GPCR-Proteolyse-

region in ein N-terminales (NTF) und ein C-terminales Fragment (CTF) gespalten. Adhesion-

GPCRs können nach der Signalaktivierung nicht nur G-Proteine binden und deren Aktivierung 

einleiten, sondern auch mit verschiedene Liganden über den N-Terminus interagieren und so-

mit alternative Signalwege aktivieren. Diese These wurde durch verschiedene Studien belegt, 

in denen eine Verkürzung des N-Terminus und somit die Entfernung des sonst abgespaltenen 

N-terminalen Fragments ebenfalls zu einer Aktivierung des Rezeptors als Schlüsselereignis für 

die Stimulierung des Rezeptors führte. [49ς51] 

 

Abbildung 1.9: Schematische Darstellung von adhesion-GPCRs mit ihrer verlängerten extrazellulären Domäne 
und Cartoon-Darstellung der GAIN-Autoproteolyseregion mit einer Unterteilung in GAINB und GAINA (blau) unter 
Hervorhebung des sich selbst abspaltenden Linkers der Transmembranregion (orange). (Abbildung editiert aus 
der Publikation von VIZURRAGA et al. entnommen) [49] 
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1.3.10 Die Glutamat-Klasse (Klasse C) 

Im Gegensatz zu den Klasse B-Rezeptoren werden die Rezeptoren der Glutamat-Klasse haupt-

sächlich durch kleinere Moleküle wie Aminosäuren und Ionen aktiviert. [52] Wichtige Vertreter 

dieser Klasse sind die acht metabotropen Rezeptoren für den Neurotransmitter Glutamat, die 

GABA-Rezeptoren und einige Geschmacksrezeptoren. Strukturell ähnelt die extrazelluläre 

Seite dieser Rezeptorklasse der der Klasse B. Sie besitzen ebenfalls eine extrazelluläre Domäne 

zusätzlich zur sieben Transmembrandomäne, jedoch ist diese deutlich größer und besitzt eine 

eigene Bindetasche für orthosterische Liganden (Abbildung 1.10). [32] 

 

Abbildung 1.10: Darstellung zweier extrazellulärer Domänen des mGlu1-Rezeptors mit gebundenem Agonisten 
in der orthosterischen Liganden-Bindetasche. (Abbildung unverändert aus der Publikation von LEE et al. entnom-
men)  [32] 

 

Diese extrazelluläre Domäne besitzt eine Struktur, die einer Muschelschale oder einer Venus-

fliegenfalle ähnelt, in deren Mitte sich die orthosterische Bindetasche befindet. Diese Domäne 

kann sowohl eine offene als auch eine geschlossene Konformation einnehmen. Die offene 

Konformation wird durch die Interaktion mit Agonisten, die geschlossene Konformation durch 

Antagonisten stabilisiert. [32,53,54] 

Ein weiteres charakteristisches Merkmal der Klasse C-Rezeptoren, mit der Ausnahme des 

GABA-Rezeptors, ist die cysteinreiche Domäne, die die Transmembrandomäne, welche in Kon-

trast zu den bisherigen Klassen lediglich eine allosterische Bindetasche besitzt, mit der 

muschelartigen Venusfliegenfallen-Domäne verbindet. [55] Im Gegensatz zu den bisher vorge-

stellten Rezeptorklassen liegen die Klasse C-Rezeptoren an der Zelloberfläche als Dimere vor. 
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Die Dimerisation folgt dabei keinem festen Schema. Manche der Rezeptoren liegen als Homo-

dimere (wie mGlu und CaS) und andere als Heterodimere (wie GABAB und T1RS) vor  

(Abbildung 1.11). Die als Homodimer vorliegenden Rezeptoren sind kovalent über Disulfid-

brücken in der Venusfliegenfallen-Domäne verbunden, wohingegen die Heterodimere keine 

kovalente Bindung aufweisen, jedoch notwendig für die funktionale Aktivierung des Rezeptors 

sind. Eines der beiden Dimere besitzt hierbei die Bindungsseite für den Liganden, während die 

andere Seite die Signaltransduktion vermittelt. [56] 

 

Abbildung 1.11: Schema der Dimerisierung der verschiedenen Klasse C-Rezeptoren. Organisiert nach ihren Ago-
nisten erkennbar in der Mitte der Abbildung. Über eine Disulfidbrücke verbundene Homodimere sind in 
derselben Graustufe dargestellt, während Heterodimere in unterschiedlichen Graustufen abgebildet sind. (Ab-
bildung unverändert aus der Publikation von KNIAZEFF et al. entnommen) [56] 

 

Wie zuvor erwähnt, ist die Dimerisierung der Rezeptoren dieser Klasse unabdingbar für ihre 

Funktionalität. Dabei beeinflussen sich die Bindungsdomänen der Dimere gegenseitig, 

wodurch diese Rezeptoren zu einem äußerst komplexen Proteinkomplex werden. Darüber 

hinaus wird angenommen, dass die cysteinreiche Domäne nicht nur als Linker zwischen Trans-

membrandomäne und Venusfliegenfallen-Domäne fungiert. Sie soll eine zentrale Rolle bei der 
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Übertragung konformationeller Veränderungen von der Venusfliegenfallen-Domäne zur 

Transmembrandomäne spielen. [56] 

 

1.3.11 Der G-Protein-gekoppelte-Rezeptor Klasse C Gruppe 5 Mitglied B (GPRC5b) 

Der GPRC5b ist ein orphan-Rezeptor der Klasse C GPCRs. Er gehört zu der GPRC5-Unterklasse, 

die wiederum insgesamt fünf alphabetisch sortierte Rezeptoren umfasst (GPRC5a-d). Sie sind 

übermäßig in den Langerhans-Inseln des Pankreas vorhanden und zeigen ebenfalls eine 2.5-

fache Exprimierung im Pankreas von Typ 2 Diabetes-Patienten. Studien und Experimente mit 

knock-out Mäusen haben gezeigt, dass die Tyrosin-Phosphorylierungskaskade dieses Rezep-

tors ebenfalls eine Rolle in der Entwicklung von Adipositas und Insulinresistenz spielt. GPRC5-

Rezeptoren besitzen im Vergleich zu anderen Rezeptoren der Klasse C eine deutlich kürzeren 

N-Terminus[57,58] 

GPRC5b wird neben dem Pankreas und adipösem Gewebe auch im Cerebellum stark expri-

miert. Studien an Mäusen deuten darauf hin, dass dieser Rezeptor mit der Entwicklung 

neuronaler Schaltkreise im Kleinhirn und dem motorischen Lernen in Verbindung steht. Zu-

sätzlich wird GPRC5b mit Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitätsstörung (ADHS), Bipolarität 

und Depressionen in Verbindung gebracht. [57,58] 

 

1.3.12  Die frizzled-taste 2-Klasse 

Die frizzled-taste 2-Klasse, oft auch als Klasse F bezeichnet, ist eine der fünf großen Unterklas-

sen der GPCR-Familie mit ungefähr 40 verschiedenen Rezeptoren. Zu ihnen gehören unter 

anderem 10 frizzled-Rezeptoren (hFZD1-10), ein smoothened-Rezeptor (hSMO) und 25 taste 

2- oder bitter taste-Rezeptoren (hTAS2Rs). Abgesehen von der Konservierung einiger Motive 

in den Helices TM2, TM5 und TM7 zeigen die beiden Rezeptorgruppen (frizzled und taste-

Rezeptoren keine offensichtlichen Ähnlichkeiten. Aufgrund der niedrigen Sequenzidentität 

der Rezeptoren dieser Klasse (> 20%) und ihrer strukturellen Unterschiede werden die taste 

2-Rezeptoren als eigene Unterklasse betrachtet oder zur Klasse A gezählt. Während bis 2019 

mehr als 30 verschiedene Kristallstrukturen von frizzled-Rezeptoren vorlagen, konnte noch 

keine Struktur von taste 2-Rezeptoren erhalten werden. [59] 
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Aufgrund der fehlenden aufgeklärten Strukturen und der niedrigen Sequenzidentität sind Aus-

sagen über die Struktur der taste 2-Rezeptoren schwierig zu treffen. Dies stellt auch eine große 

Herausforderung für die Verwendung von Homologiemodellen in computergestützten Do-

ckingstudien dar. [59] Diese Gruppe von Rezeptoren wird hauptsächlich in sogenannten bitter 

taste-Rezeptorzellen auf der Zunge und dem Gaumenepithel exprimiert. [60] Sie spielen eine 

wichtige Rolle im Signaltransduktionsweg, der für die Wahrnehmung des bitteren Geschmacks 

verantwortlich ist. Dies gilt als wichtiger Verteidigungsmechanismus gegen potentiell toxische 

Substanzen. Eine große Menge strukturell unterschiedliche Verbindungen können die taste 2-

Rezeptoren aktivieren, darunter pflanzenbasierte und synthetische Verbindungen wie Amide, 

Peptide, Heterozyklen und Glycoside. [61] 
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1.4 G-PROTEINE: PROTEINE ZUR SIGNALÜBERTRAGUNG 

1.4.1 Generelle Struktur und Aufbau von G-Proteinen 

Guanosintriphosphat-bindende-Proteine (G-Proteine) sind signalübertragende Proteine, die 

durch die Interaktion mit aktivierten G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren Signale an viele Hor-

mone, Neurotransmitter, Chemokine und autokrine sowie parakrine Faktoren übermitteln. [62] 

Sie werden auch als heterotrimerische Proteine bezeichnet und bestehen aus drei nicht gleich-

artigen Untereinheiten, der h -Σ ʲ- ǳƴŘ ŘŜǊ ʴ-Untereinheit. Die Klassifizierung der 

verschiedenen G-Proteine erfolgt basierend auf ƛƘǊŜǊ ʰ-Untereinheit (Abbildung 1.12). 

 

Abbildung 1.12: Darstellung eines heterotrimeren G-Proteins (6KPF) unter farblicher Differenzierung der drei 
Untereinheiten als Cartoon- und Oberflächendarstellung. [63] 

 

Obwohl eine große Anzahl an G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren bekannt ist, interagieren sie 

mit einer vergleichsweise begrenzten Anzahl von G-Proteinen. Im Jahr 1999 waren im Ver-

gleich zu 900 verschiedenen 7TMs nur 21 unterschiedliche -hUntereinheiten, 6 -̡

¦ƴǘŜǊŜƛƴƘŜƛǘŜƴ ǳƴŘ мн ʴ-Untereinheiten identifiziert. [64,65] 
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1.4.2 Aufbau von G-Proteinen 

G-Proteine werden, wie oben erwähnt, aufgrund ihrer h -Untereinheit in vier verschiedene 

¦ƴǘŜǊƪƭŀǎǎŜƴ ǳƴǘŜǊǘŜƛƭǘΥ Dʰi/oΣ DʰsΣ Dʰq/11 ǳƴŘ Dʰ12/13. 5ƛŜǎŜ ʰ-Untereinheiten bestehen ihrer-

seits aus zwei Domänen: der GTPase-Domäne, die für die Bindung und Hydrolyse von 

Guanosintriphosphat (GTP) verantwortlich ist, und der helikalen Domäne, die eine hohe Diver-

ǎƛǘŅǘ ȊǿƛǎŎƘŜƴ ŘŜƴ ǾŜǊǎŎƘƛŜŘŜƴŜƴ ʰ-Untereinheiten aufweist und bei der Interaktion des G-

Proteins mit entsprechenden Rezeptoren eine Rolle spielt. Die GTPase-Region ähnelt struktu-

rell derjenigen der monomeren G-tǊƻǘŜƛƴŜ ǳƴŘ ōŜǎǘŜƘǘ ŀǳǎ ŜƛƴŜƳ ǎŜŎƘǎŦŀŎƘŜƳ ʲ-Faltblatt, 

Řŀǎ Ǿƻƴ ŦǸƴŦ ʰ-Helices umgeben ist. Darüber hinaus konnte durch den Vergleich der inaktiven 

D ih-GDP-YǊƛǎǘŀƭƭǎǘǊǳƪǘǳǊ Ƴƛǘ ŘŜǊ ŀƪǘƛǾŜƴ Dʰi-GTP-Struktur die Anwesenheit von drei flexiblen 

wŜƎƛƻƴŜƴ ƛƴƴŜǊƘŀƭō ŘŜǊ ʰ-Untereinheit nachgewiesen werden, die bei Bindung von GTP eine 

rigide, geordnete Struktur annehmen. [66,67] 

 

1.4.3 G-Protein-Aktivierung 

Nach Interaktion von G-Proteinen mit dem aktivierten Rezeptor kommt es beim G-Protein zur 

Dissoziation von GDP, welches an das inaktive G-Protein gebunden ist. Dieser geschwindig-

keitsbestimmende Schritt der Aktivierung von G-Proteinen ist abhängig von der 

entsprechenden h-Untereinheit. Zusätzlich wird die inaktive Form des G-Proteins von der In-

ǘŜǊŀƪǘƛƻƴ ŘŜǊ ʲʴ-UnterŜƛƴƘŜƛǘ Ƴƛǘ ŘŜǊ ʰ-Untereinheit beeinflusst. Auch die Mutation wichtiger 

Aminosäuren im TCAT-GuaninnukleotidbindungsmotiǾ ŘŜǊ ʲс-ʰр-Schlaufe der GTPase-Seite 

Ǿƻƴ Dʰ ŦǸƘǊǘ ǳƴŀōƘŅƴƎƛƎ Ǿƻƴ Rezeptorbindung zur Aktivierung des G-Proteins und zur Frei-

setzung von D5tΦ 5ƛŜǎŜ aǳǘŀǘƛƻƴ ƛƴ Dʰs ist vor allem bei männlichen Patienten mit 

tǎŜǳŘƻƘȅǇƻǇŀǊŀǘƘȅǊƻƛŘƛǎƳǳǎ Ȋǳ ŦƛƴŘŜƴ ǳƴŘ ƪŀƴƴ ŦǸǊ ŘƛŜ ŀƴŘŜǊŜƴ Dʰ-Untereinheiten eben-

falls erzeugt werden. Damit ist bewiesen, dass diese Region eine Schlüsselrolle im Austausch 

von GDP darstellt. Auch in anderen helikŀƭŜƴ wŜƎƛƻƴŜƴ ŘŜǊ ʰ-Untereinheit kommt es bei der 

Mutation verschiedener Aminosäuren zu einer drastischen Steigerung der spontanen GDP-

Freisetzung. Ebenso führen geeignete Mutationen bestimmter Aminosäuren in der IV-helika-

ƭŜƴ 5ƻƳŅƴŜ ŘŜǊ Dʰ-Untereinheit zur einer rapiden Reduktion der GDP-Abspaltung. Die 

Aktivierung und Deaktivierung von G-Proteinen ist somit ein komplexes Zusammenspiel ver-

schiedener Aminosäuren und konformationeller Änderungen. [66] 
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Strukturelle Änderungen treten nicht nur innerhalb der einzelnen Untereinheiten auf. Nach 

Stimulierung des G-Proteins durch den aktivierten Rezeptor wird die Abgabe von GDP aus der 

.ƛƴŘŜǘŀǎŎƘŜ ƛƴƴŜǊƘŀƭō ŘŜǊ ʰ-Untereinheit ermöglicht. Nach der Rekrutierung von GTP in die 

nun freie Bindetasche erfolgt eine konformationelle Änderung innerhalb des G-Proteins, die 

Ȋǳ ŜƛƴŜǊ &ƴŘŜǊǳƴƎ ƛƴ ŘŜǊ ²ŜŎƘǎŜƭǿƛǊƪǳƴƎ ȊǿƛǎŎƘŜƴ ŘŜǊ ʰ-¦ƴǘŜǊŜƛƴƘŜƛǘ ǳƴŘ ŘŜƳ ʲʴ-Dimer 

führt. Dabei ƪƻƳƳǘ Ŝǎ ƛƴ ŘŜǊ wŜƎŜƭ Ȋǳ ŜƛƴŜǊ !ōǎǇŀƭǘǳƴƎ ŘŜǊ ʰ-Untereinheit. Nach der Signal-

ǸōŜǊǘǊŀƎǳƴƎ ŘǳǊŎƘ Dʰ ǳƴŘ ŘŜƳ ŘŀƳƛǘ ŜƛƴƘŜǊƎŜƘŜƴŘŜƴ !ǳǎǘŀusch des GTP gegen GDP erfolgt 

der Wiederaufbau des Heterotrimers (Abbildung 1.13). [68,69] 

 

Abbildung 1.13: Darstellung der strukturellen Änderungen im G-Protein unter Aktivierung durch einen GPCR. 
(Abbildung unverändert aus der Publikation von NGUYENF et al. entnommen) [69] 

 

1.4.4 Der Einfluss des ̡ -ɹDimers 

Strukturell besteht die ̡-Untereinheit des G-Proteins aus einer N-terminalen h -Helix und sie-

ben viersträngigen antiparallelen ̡ -Faltblättern. Diese Untereinheit bildet, unter 

²ŜŎƘǎŜƭǿƛǊƪǳƴƎ ȊǿŜƛŜǊ ʰ-Helices, Ŝƛƴ 5ƛƳŜǊ Ƴƛǘ ŘŜǊ ʴ-Untereinheit. 5ƛŜ ʴ-Untereinheit ist da-

bei wichtig für die richtige CŀƭǘǳƴƎ Ǿƻƴ DʲΦ Unter physiologischen Bedingungen kommt es zu 

keiner Dissoziation dieser beiden Untereinheiten voneinander. Bei Interaktion des Dimers mit 

ŘŜǊ ʰ-Untereinheit des G-Proteins kommt es zu zwei wichtigen Kontakten. Der erste Kontakt 

erfolgt zwischen der ʰн-Helix und der 3̡/ 2h-{ŎƘƭŜƛŦŜ Ǿƻƴ DʰΣ ǿŜƭŎƘŜ Ǿƻƴ ŘŜƴ ǎƛŜōŜƴ ǾƛŜǊπ

strängigen Faltblättern (WD40 repeat) eingeschlossen werden. 5ƛŜ ȊǿŜƛǘŜ ʰκʲ-
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LƴǘŜǊŀƪǘƛƻƴǎǎǘŜƭƭŜ ōŜŦƛƴŘŜǘ ǎƛŎƘ ȊǿƛǎŎƘŜƴ ŘŜƳ ʰ-helikalen N-¢ŜǊƳƛƴǳǎ Ǿƻƴ Dʰ ǳƴŘ ŘŜƳ ŜǊǎǘŜƴ 

-̡Cŀƭǘōƭŀǘǘ Ǿƻƴ DʲΦ [69]  

bƛŎƘǘ ƴǳǊ ŘƛŜ ʰ-Untereinheit interagiert nach Aktivierung mit Effektormolekülen wie Phos-

pholipasen oder Ionenkanälen. !ǳŎƘ Řŀǎ ʲʴ-Dimer wechselwirkt im fortlaufenden Signalweg 

mit anderen Molekülen. Aufgrund der fehlenden katalytischen Seite und moduliert es die Sig-

nalübertragung über reine Protein-Protein Interaktion.[70] 
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1.5 GRKS UND ARRESTINE ALS ALTERNATIVE SIGNALPARTNER 

1.5.1 Eigenschaften und Aufgaben dieser Proteine 

Um sich an die extrem große Bandbreite an extrazellulären Signalen anzupassen, haben Zellen 

eine Vielzahl an Systemen entwickelt, um auf diese zu reagieren. Dies gilt insbesondere für 

Membranrezeptoren, die eine wichtige Rolle in der Übertragung dieser Signale spielen. Neben 

den im obigen Kapiteln beschriebenen, der Rezeptorklasse ihren Namen gebenden, G-Protei-

nen gibt es nur zwei weitere Proteinklassen, die nicht nur mit einigen wenigen, sondern mit 

einer großen Anzahl an aktivierten GPCRs interagieren können. Hierbei handelt es sich um G-

Protein-gekoppelte-Rezeptorkinasen (GRKs) und -̡Arrestine, welche die Diversität der ver-

schiedenen GPCR-Signalwege nochmals drastisch erhöhen.[71] 

Die GRK-Familie besteht aus sieben verschiedenen Genen. Die Expression von GRK1 und -7 

beschränkt sich jeweils auf die retinalen Stäbchen und Zapfen, während GRK4 eine geringe 

Expression im Kleinhirn, den Hoden und den Nieren aufweist. Im Gegensatz dazu werden die 

GRKs -2, -3, -5 und -6 in einer Vielzahl verschiedener Gewebe von Säugetieren exprimiert. 

Diese sieben Proteine werden aufgrund ihrer Aminosäuresequenz nochmals in drei verschie-

dene Unterfamilien unterteilt. Alle GRKs sind Multidomän-Prtoteine, die eine ungefähr 30 

Aminosäuren umfassende N-terminale Region besitzen. Dieser folgt bei allen GRKs eine soge-

nannte regulator of G protein signaling (RGS) homology domain (RH) und eine Ser-Thr-

Proteinkinase-Domäne. Diese 500-520 Aminosäuren lange Sequenz ist in allen GRKs konser-

viert und der C-Terminus dieser Proteine enthält weitere strukturelle Merkmale, die wichtig 

für die Membran-Adressierung sind.[71,72] 

Die Familie der Arrestine besteht aus vier Mitgliedern. Die Expression von Arrestin 1 und Ar-

restin 4, den sogenannten x-Arrestinen, ist auf die retinalen Stäbchen und Zapfen beschränkt. 

Arrestin 2 und 3 hingegen, welche ofǘ ŀǳŎƘ ŀƭǎ ʲ-!ǊǊŜǎǘƛƴ м ǳƴŘ ʲ-Arrestin 2 bezeichnet wer-

den, sind ubiquitär vertreten. SǘǊǳƪǘǳǊŜƭƭ ōŜǎǘŜƘŜƴ !ǊǊŜǎǘƛƴŜ ŀǳǎ ȊǿŜƛ ƘŀƭōƳƻƴŘŦǀǊƳƛƎŜƴ ʲ-

Sandwiches, die auch als die N- und die C-terminale Domäne bezeichnet werden. Durch die 

seitliche Anordnung dieser beiden Regionen ergibt sich eine zentrale Linie, die sich aus der 

Fingerschleife, der mittleren Schleife und der C-Schleife zusammensetzt. Die Fingerschleife 

scheint wichtig für die Bindung und Interaktion mit dem Rezeptorkomplex zu sein, während 

die gesamte Schleifenregion zur Stabilisierung der Arrestinstruktur beiträgt. Die Schnittstelle 
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zwischen den beiden N- und C-terminalen Domänen wird durch hydrophobe Wechselwirkun-

gen und ein Netzwerk aus Wasserstoffbrückenbindungen stabilisiert. Zu diesem Netzwerk 

gehört auch der hydrophobe Kern, ein zentrales Strukturmerkmal von Arrestinen. Der sche-

matische Aufbau mit allen wichtigen strukturellen Teilen des Arrestins ist nach SCHEERER et al. 

in Abbildung 1.14 dargestellt. [71,73] 

 

Abbildung 1.14: Schematische Darstellung der Struktur des basalaktivierten Arrestins unter Hervorhebung aller 
wichtigen strukturellen Merkmale. (Abbildung unverändert aus der Publikation von SCHEERER et al. entnommen) 
[73] 

 

1.5.2 Die Rolle von GRKs und ̡-Arrestinen in der GPCR-Signaldämpfung 

Die Interaktion von GRKs und Arrestinen ist eine von mehreren Möglichkeiten die Signaltrans-

duktionskaskade zu unterbrechen oder die Signalstärke zu dämpfen. Dies geschieht auf 

Rezeptorebene, indem die GRKs agonistisch aktivierte Rezeptoren an Serin oder Threoninres-

ten in der C-terminalen Domäne phosphorylieren. Nach der Phosphorylierung erfolgt die 

wŜƪǊǳǘƛŜǊǳƴƎ Ǿƻƴ ʲ-Arrestin, was zu einer sterischen Hinderung der G-Protein-Kopplung führt. 

Selbst in Anwesenheit von G-Proteinen und dem damit einhergehenden Wettbewerb um die 
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G-Protein-Bindetasche kommt es zu einer erfolgreichen Signaldämpfung des aktivierten Re-

zeptors. Dies liegt vor allem daran, dass die erfolgreich gebundenen G-Proteine in 

Anwesenheit von GTP dissoziieren und im Anschluss die Bindetasche freigeben. Im Gegensatz 

dazu, kommt es nach der Bindung des Arrestin an den phosphorylierten Rezeptor nicht so 

leicht zur Dissoziation des Rezeptor-Arrestin-Komplexes.[71,74] 

 

1.5.3 GRKs und Arrestine und ihre Rolle im Rezeptortransport 

Auch wenn die Endozytose von Rezeptoren nicht direkt entscheidend für die Signaldämpfung 

von GPCRs zu sein scheint, spielen die GRK-vermittelte Phosphorylierung und anschließende 

Rekrutierung von ̡-Arrestin eine wichtige Rolle in der Clathrin-abhängigen Internalisierung, 

die von der Mehrheit der 7TMR als Methode zur Endozytose benutzt wird. Die Endozytose 

wird somit als wichtige Methode zur reversiblen oder irreversiblen Entfernung von Rezepto-

ren aus der Zellwand betrachtet. Mechanistisch verläuft der Clathrin-abhängige Transportweg 

immer nach dem gleichen Schema. Phosphorylierte und an Arrestin gebundene Rezeptoren 

werden in Clathrin-beschichtete Gruben (clathrin-coated pits CCP) geleitet. Hier bindet der 

Arrestin-GPCR Komplex Clathrin und das Adapter-Protein 2 (AP 2) Dies führt zur Internalisie-

rung des Rezeptors, welcher im Folgenden sortiert und entweder an die Zellmembran 

zurückgebracht oder für die Degradierung freigegeben wird. [75,76] 
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2.1 AUFGABENSTELLUNG 

Basierend auf einem aktiven M2-Modulator 1 (Abbildung 2.1), den ich im Rahmen meiner 

Masterarbeit dargestellt habe, sollten nun weitere ,wenn möglich aktivere, Derivate syntheti-

siert werden. Diese potentiellen Derivate wurden durch in silico-Docking-Studien von der AG 

KOLB vorgeschlagen.  

 

Abbildung 2.1: Dockingpose des aktivsten bisher synthetisierten M2-Modulators (AG KOLB). 

 

Zusätzlich sollte der durch das Docking vorhergesagte Bindungsmodus bewiesen werden. Hierzu wur-

den von der AG HILGER in Kooperation mit der AG KOLB Versuche zur Kristallisation des Rezeptors und 

später zur Erstellung einer CryoEM-Struktur durchgeführt. Da die Kristallisation eines GPCRs immer 

noch eine große Herausforderung darstellt, sollte parallel zu diesen strukturellen Untersuchungen ein 

synthetischer Ansatz zum Beweis des Bindungsmodus angetreten werden.  

1 
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2.2 DARSTELLUNG VON DERIVATEN DES BEKANNTEN M2-MODULATORS 

Auf der Grundlage des Modulators 1 (Abbildung 2.1), den ich im Rahmen meiner Masterarbeit 

durch die Verwendung einer neuartigen Alkyl-Stickstoff-Kupplungsreaktion unter ULLMANN-

GOLDBERG-Bedingungen synthetisiert habe, wurden durch die AG KOLB neue alternative Modu-

latoren für den M2-Rezeptor vorgeschlagen.  

 

 

 

 

 

Abbildung 2.2: Modulator 1 und darauf aufbauende identifizierte Derivate. Die Bindungspose des aktiven M2-

Modulators 1 diente dabei als Vorlage für die Vorschläge von A. FLOESER aus der AG KOLB. 

 

2.2.1 Syntheseplanung 

Basierend auf der bereits etablierten Synthese des Modulators 1 sollte die Darstellung der in 

Abbildung 2.2 gezeigten Derivate über die in Schema 2.1 gezeigte Route erfolgen. 

 

 

Schema 2.1: Synthesestrategie für die Darstellung der Derivate 2 - 4. 

 

Im ersten Schritt konnte das 4-Methoxybenzaldehyd 5 unter Verwendung von BLANC-Bedin-

gungen mit einer quantitativen Ausbeute zu 6 chlormethyliert werden. Die milden und 

robusten Reaktionsbedingungen ermöglichten zudem, dass diese Reaktion auch in einem gro-

ßen Maßstab von 10 bis 15 g ohne Ausbeuteverlust durchführbar war. 

1                                      2                                     3                                   4 

5                                6                                         7                                         8                                           9 
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Schema 2.2: Darstellung des chlormethylierten para-Methoxybenzaldehyds 6 unter Verwendung von BLANC-

Chlormethylierungsbedingungen mit anschließender nukleophiler Substitution des Chloratoms durch Pyrazol.. 

 

Durch die nachfolgende mikrowellenunterstützte nukleophile Substitution des Chloratoms 

durch Pyrazol, die mit einer Ausbeute von 60-70% durchgeführt werden konnte, erhält man 

7. Da sich beide Reaktionen gut upscalen lassen, ist die Darstellung des Grundkörpers 7 in 

großem Maßstab möglich.  

Die Einführung des Imidazolrings wurde zuvor im Arbeitskreis in einer zweistufigen Synthese 

aus Reaktion des Aldehyds mit Ethylendiamin und darauffolgender Oxidation des Imidazolins 

mit Kaliumpermanganat von Dr. L. DEMPWOLFF etabliert. In dieser Arbeit erfolgte der Imida-

zolaufbau basierend auf dem in meiner Masterarbeit verbesserten, einstufigen 

Reaktionsablauf unter Verwendung des Aldehyds, Glyoxal und wässrigem Ammoniak in Etha-

nol (Schema 2.3). 

 

 

 

 

 

Schema 2.3: Darstellung des Imidazolderivats 8 unter Verwendung von Glyoxal und wässrigem Ammoniak in 
Ethanol. 

 

Eine Steigerung der Ausbeute auf über 20% gelang trotz mehrerer Optimierungsversuche der 

Reaktionsbedingungen nicht. Jedoch konnte aufgrund der beobachteten Umsetzung des Edu-

kts von maximal 50% und der einfachen Rückgewinnung des verwendeten Aldehyds 7 mittels 

Säulenchromatographie dieser erneut in der Imidazolsynthese eingesetzt werden, sodass sich 

5                                                                 6                                                                         7 

7                                                                                     8 
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eine Ausbeute von 40% basierend auf der Menge des reisolierten Startmaterials ergibt. Der 

unvollständige Umsatz und die geringe Ausbeute der Reaktion sind vermutlich auf den Me-

chanismus und die damit verbundenen Nebenreaktionen zurückzuführen. Der vermutete 

Mechanismus der Reaktion ist in Schema 2.4 postuliert. [77] 

 

Schema 2.4: Reaktionsmechanismus des Imidazol-Aufbaus unter Verwendung von Glyoxal. [77] 

 

Zunächst bildet sich aus Glyoxal 10 und zwei Äquivalenten Ammoniak das zweifache Halbami-

nal 12. Durch anschließende Wasserabspaltung bildet sich das Bis-Imin 14, welches mit dem 

eingesetzten Aldehyd zur Zwischenstufe 15 weiterreagiert. Im letzten Schritt erfolgt der säu-

rekatalysierte Ringschluss zum Imidazol 16. 

Betrachtet man den Reaktionsmechanismus und vor allem die möglichen Nebenreaktionen, 

welche bei der Bildung des Imidazolrings ablaufen können, lässt sich eine Erklärung für die 

geringe Ausbeute des Produkts finden. KUA et al. zeigen in ihren computergestützten Unter-

suchungen, dass die Bildung von, auf Glyoxal basierenden Oligomeren, ein möglicher Grund 

für die geringe Ausbeute sein könnte (Schema 2.5). [77] 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schema 2.5: Mögliche Oligomerbildung als Grund für den Ausbeuteverlust. [77] 

10                                      11                                        12                                         13 

16                                        15                                           14 

10                                         17                                          18 

17 

21                                            20                                   19 
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YU et al. hingegen zeigen in ihren Langzeitstudien über die Produkte und Kinetik von Glyoxal 

in wässrigen Ammoniumsulfat-Lösungen, dass keine Bildung von Oligomeren stattfindet. 

Stattdessen führt die Reaktion von Glyoxal und Ammoniak in wässriger Lösung zu einer Viel-

zahl an möglichen Nebenprodukten ohne die Einbindung einer weiteren Aldehyd Quelle. Hier 

sind vor allem Imidazol, Imidazol-3-carboxaldehyd und deren hydrierten Varianten als Neben-

produkte von Bedeutung (Schema 2.6). [78] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schema 2.6: Darstellung der gebildeten Hauptprodukte bei der Reaktion von Glyoxal und Ammoniak. 

 

Die anschließende Substitution am Imidazolring unter Bildung der Endstufen erfolgte in allen 

drei Fällen unter der Verwendung von ULLMANN-GOLDBERG-Kupplungsbedingungen (Schema 

2.7). 

 

 

 

 

Schema 2.7: Allgemeine Reaktionsbedingungen der Synthese der Imidazolderivate. 

 

Bei dieser Reaktion erfolgt eine Kupfer-vermittelte Knüpfung einer C-N-Bindung. Hierbei wer-

den in der Regel 10 mol% des Kupferkatalysators und 20 mol% des Liganden verwendet.[79] 

8                                                                                                 9 

10                                             22                                       23 

23 

26                                           27 

24                                                      25 
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Der Mechanismus dieser Reaktion ist nicht endgültig belegt, jedoch wird ein Ablauf, wie er in 

Schema 2.8 abgebildet ist, angenommen. [79] 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schema 2.8: Angenommener Mechanismus der ULLMANN-GOLDBERG-Reaktion. [79] 

 

Im ersten Schritt des Mechanismus erfolgt die Aktivierung des Kupferkomplexes unter Ver-

wendung einer Base. Anschließend lagert sich der aktivierte Kupferkomplex an das Amin 28 

an. Dieser Komplex I wird von der vorhandenen Base deprotoniert und anschließend erfolgt 

der geschwindigkeitsbestimmende Schritt, die Reaktion des Arylhalogenids mit dem aktivier-

ten Komplex II. Der reagierte Kupfer-Ligand-Komplex wird hierbei wieder frei und kann erneut 

in den Reaktionszyklus eintreten. Aufgrund des möglichen Auftretens des in Schema 2.8 ge-

zeigten Equilibriums, wird eine große Menge Ligand verwendet, um der Ausbildung des 

inaktiven Katalysatorkomplexes III entgegenzuwirken. [79] 

Für alle im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten ULLMANN-GOLDBERG-Reaktionen, wurde CuI 

als Kupferquelle und trans-N,N'-Dimethylcyclohexan-1,2-diamin als Ligand verwendet (Ta-

belle 2.1). Alle drei in Abbildung 2.2 gezeigten Modulatoren konnten auf diese Art und Weise 

synthetisieret werden. 

 

 

 

28 29 
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Tabelle 2.1: Durchgeführte ULLMANN-GOLDBERG-Reaktionen unter Verwendung von Aryl/Alkylhalogenid (1.20 eq), 
Amin (1.00 eq), CuI (0.20 eq),  Cs2CO3 (2.00 eq) und trans-N,NΨ-Dimethylcyclohexan-1,2-diamin (0.40 eq). 

Molekül Reaktionszeit [h] Temperatur [°C] Ausbeute [%] 

Derivat 2 72 110 36 

Derivat 3 16 140 79 

Derivat 4 16 140 38 

 

2.2.2 Biologische Testung der Modulatoren 

Alle synthetisierten Derivate wurden im Anschluss an die Charakterisierung auf ihre biologi-

sche Aktivität getestet. Hierfür wurden die Derivate in der AG BÜNEMANN in einem FRET-

basierten Assay hinsichtlich ihrer Aktivität am muskarinischen M2-Rezeptor untersucht.  

Bei dem verwendeten FRET-Assay wird die Rezeptor-G-Protein-Interaktion untersucht und an-

hand der Interaktion die Aktivität des Rezeptors gemessen. FRET steht in diesem Fall für 

fluorescence resonance energy transfer und wird oft auch als FÖRSTER resonance energy trans-

fer, benannt nach THEODOR FÖRSTER, welcher dieses Phänomen erstmals beschrieben hat, 

bezeichnet. Mittels der FRET-Mikroskopie können Informationen über die Annäherung und 

räumliche Nähe von Molekülen im Nanometerbereich erhalten werden. Dazu wird ein Fluoro-

phor durch die Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Wellenlänge angeregt. Wenn der 

Fluorophor aus dem angeregten Zustand in den Grundzustand zurückfällt, gibt er Energie in 

Form von Licht einer charakteristischen Wellenlänge ab. Befindet sich dieser Fluorophor (Do-

nor) in räumlicher Nähe (< 10 nm) zu einem weiteren Fluorophor (Akzeptor), welcher eine 

ausreichende spektrale Überlappung aufweist, kommt es durch eine nicht radikale dipol-dipol 

Wechselwirkung zu einem Energietransfer zwischen beiden Fluorophoren. Da die Wellenlänge 

des Lichts, welches bei der Relaxation aus dem angeregten in den Grundzustand emittiert 

wird, charakteristisch ist, kann über die reduzierte beobachtete Fluoreszenz des Donors oder 

die angestiegene beobachtete Fluoreszenz des Akzeptors eine entsprechende räumliche An-

näherung quantifiziert werden. [80] 

Um die Interaktion zu messen, wurden jeweils ein Fluoreszenzmarker am C-Terminus des Re-

zeptors und am N-Terminus der -ɹUntereinheit des G-Proteins eingefügt. Beim 
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muskarinischen M2-Rezeptor handelte es sich hierbei um das yellow fluorescent protein (YFP), 

bein G-Protein um das cyan fluorescent protein (CFP) (Abbildung 2.3). Gemessen wurde in 

dem von der AG BÜNEMANN durchgeführten Assay die Interaktion dieser beiden Makromole-

küle in permeabilsierten Zellen unter Anregung mit monochromatischem Licht einer 

Wellenlänge von 430 nm. Die Interaktion wurde anschließend über die gleichzeitige Beobach-

tung der YFP- und CFP-Emission quantifiziert und gegen die Zeit aufgetragen. Eine Zunahme 

der CFP-Emission konnte somit mit einer gleichzeitigen räumlichen Annäherung des G-Pro-

teins an den entsprechenden Rezeptor gleichgesetzt werden. [81,82] 

 

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen Agonist, GPCR und G-Protein unter Verdeut-
lichung dieser Interaktion mittels Anbringung von Fluoreszenzmarkern an Rezeptor und G-Protein. (Abbildung 
unverändert aus der Publikation von JELINEK et al. entnommen) [82]

 

 

Die Restaktivität des Rezeptors unter Einfluss der dargestellten Modulatoren (2, 4) ist in der 

folgenden Abbildung 2.4 dargestellt. Die Aktivität von Modulator 3 konnte aufgrund unzu-

reichender Löslichkeit im verwendeten Assay-Puffer nicht bestimmt werden. 
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Abbildung 2.4: Messung der beiden Derivate durch die AG BÜNEMANN im Vergleich zu 1.. Die Messung von Ver-
bindung 3 konnte aufgrund von Löslichkeitsproblemen nicht erfolgen. Verbindung 2 und Verbindung 4 zeigten 
eine Verringerung der Rezeptoraktivität, welche signifikant, jedoch nicht vergleichbar mit dem beobachteten 
Effekt des ursprünglichen Modulators Verbindung 1 war. 

 

Die Auswertung der Assay-Ergebnisse ergab, dass bei alle getesteten Inhibitoren eine signifi-

kante Verringerung der Rezeptoraktivität einhergehend mit einer verringerten G-

Proteinbindung hervorrufen. Jedoch zeigt sich auch, dass der ursprünglich synthetisierte Inhi-

bitor 1 weiterhin den stärksten Effekt auf die Aktivität des muskarinischen M2-Rezeptor hatte.  

Aufgrund der potenten Inhibition der Verbindung 1 und der postulierten allosterischen Bin-

dung des Liganden sollte im Anschluss durch die Synthese entsprechender Derivate versucht 

werden, einen Beweis für die allosterische Bindung des Liganden anzutreten. 

 

2.2.3 Beweis des postulierten Bindungsmodus 

Um den postulierten Bindungsmodus eines in silico-Hits beweisen zu können gibt es verschie-

dene Möglichkeiten, wobei durch die Röntgenkristallographie die tatsächlichen 

Bindungsverhältnisse wiedergegeben werden und daher diese die bevorzugte Methode ist. 

[83] Jedoch stellt die Kristallisation von GPCRs mit ihren gebundenen Modulatoren noch eine 

sehr große Herausforderung dar. Dies hat unter anderem den Grund, dass viele GPCRs unter 
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den, für die Kristallisation benötigten Bedingungen, instabil sind. [84] Zusätzlich zur Anfertigung 

einer Röntgenkristallstruktur steigt die Anzahl hochaufgelöster Strukturen von GPCRs, welche 

mittels CryoEM (Cryo-Elektronenmikroskopie) aufgenommen werden in letzten Jahren immer 

weiter an. Aufgrund der deutlich einfacheren Probenvorbereitung dieser Messmethode und 

der immer weiter steigenden möglichen Auflösung der Strukturen hat das CryoEM mittler-

weile die klassische Röntgenkristallographie als Methode der Wahl zum Erhalt von GPCR-

Strukturen abgelöst. Die drastische Erhöhung der potentiellen Auflösung dieser Strukturen 

liegt hauptsächlich an der Verbesserung der computergestützten Bildanalysemethoden und 

der Entwicklung von sogenannten direct electron detectors, welche zu einer verbesserten Auf-

lösung dieser Strukturen im niedrigen Å-Bereich führt. [84,85] 

In Zusammenarbeit mit der AG HILGER und der AG KOLB wurde im Verlauf der Anfertigung dieser 

Arbeit die Strukturaufklärung der Bindung des Modulators 1 mittels Erstellung einer CryoEM-

Struktur angestrebt. Hierfür war es notwendig, den gewünschten Inhibitor nochmals zu syn-

thetisieren um ihn in größeren Mengen für die anschließende Testung verfügbar zu machen. 

Diese Synthese erfolgte nach Schema 2.9. 

 

 

 

 

Schema 2.9: Darstellung des Modulators 1 unter Verwendung von ULLMANN-GOLDBERG-Reaktionsbedingungen. 

 

In der AG HILGER wurden von Z. PIÓREK verschiedene Methoden zur Stabilisierung des Rezeptors 

getestet. Nachdem eine geeignete Methode gefunden war, erfolgte die Anbringung des ge-

wählten extrazellulären Nanobody am Rezeptor, damit dieser nicht mit möglichen 

alternativen Bindestellen des eingefügten Liganden überlappte. Die Messung der Rezeptor-

Nanobodyfusion und das Prozessieren der Daten wurde im Anschluss von G. HAGELÜKEN an der 

Universität Bonn durchgeführt. Zum Ende der Verfassung dieser Arbeit konnte bereits eine 

Struktur des Rezeptors mit einer Auflösung von 6.5 Å vorhergesagt werden (Abbildung 2.5). 

8                                                                                             1 
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Abbildung 2.5: Vorhersage der Rezeptorstruktur auf Basis der aktuellen Auflösung (6.5 Å) der CryoEM Struktur. 
Die Darstellung des Rezeptors basiert auf einem Modell der AG KOLB unter Verwendung der Struktur (4MQS) von 
KRUSE et al. Struktur und Bindungsmodus des extrazellulären Nanobodys wurden unter Verwendung von Alpha-
Fold2 vorhergesagt und mit Hilfe von ChimeraX in die erhaltene Dichte eingebaut. [86] 

 

Da abzusehen war, dass sich die Aufklärung des Bindungsmodus mittels CryoEM schwierig ge-

stalten könnte, sollte parallel versucht werden, den Bindungsmodus durch die Synthese 

entsprechender Derivate zu entschlüsseln. Dabei sollte vor allem eine, aufgrund der Struktur 

des endogenen Liganden vermutete, orthosterische Bindung ausgeschlossen werden. 

 

2.2.4 Synthetischer Beweis des Bindungsmodus 

Bei Betrachtung des vorhergesagten Bindungsmodus der synthetisierten M2-Modulatoren 

zeigen sich zwei Kerninteraktionen, welche laut Docking hauptverantwortlich für die Aktivität 

sind. Hierbei handelt es sich um zwei Wasserstoffbrückenbindungen, die sich zwischen Arginin 

121 in der G-Protein Bindetasche des M2-Rezeptors und jeweils einem Stickstoff des Pyrazols 

und Imidazol-Ringsystems dieser Modulatoren ausbilden (Abbildung 2.6). Aufgrund des pKS-

Werts des Imidazols (7.0), liegt hier jedoch die Vermutung nahe, dass der Stickstoff des Imida-

zols unter physiologischen Bedingungen zumindest teilweise protoniert vorliegt. Somit würde 

die positive Ladung des Imidazols in Verbindung mit dem ebenfalls protoniert vorliegenden 
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Arginin zu zwei positiven Ladungen und zu einer abstoßenden Wechselwirkung zwischen dem 

Liganden und dem Rezeptor führen. Nun wäre eine beobachtete Aktivität eines teilweise pro-

tonierten Liganden nur durch eine orthosterische Bindung im protonierten Zustand zu 

erklären. Dies ist besonders kritisch zu betrachten, da der orthosterisch bindende Agonist des 

M2-Rezeptors Acetylcholin mit seinem quartären Stickstoff ebenfalls eine positive Ladung 

trägt.  

 

Abbildung 2.6: Allosterische Interaktion des aktivsten Modulators 1 mit Arginin 121 in der G-Protein-Bindetasche 
des muskarinischen M2-Rezeptors (Dockingpose von A. FLOESER aus der AG KOLB).  

 

Eine orthosterische Bindung der synthetisierten Modulatoren unter Protonierung des Imida-

zolstickstoffs konnte aus den oben genannten Gründen nicht ausgeschlossen werden. Deshalb 

sollte parallel zu der Strukturaufklärung mittels CryoEM eine Möglichkeit gefunden werden, 

synthetisch eine allosterische Bindung der Modulatoren zu bekräftigen oder sogar zu bewei-

sen. Hierfür war es wichtig, die in Abbildung 2.6 gezeigten Interaktionen beizubehalten und 

zeitgleich eine mögliche Protonierung des Moleküls zu verhindern. Weiterhin durfte die räum-

liche Struktur des Modulators nicht zu stark beeinflusst werden, da sonst keine eindeutige 

Aussage hinsichtlich einer möglichen Veränderung der Aktivität des Derivats im Vergleich zum 

Ursprungsmolekül möglich wäre. Die Wahl einer Ersatzfunktionalität wurde somit auf andere 

5-Ring-Heteroaromaten eingeschränkt. Eine genaue Betrachtung aller synthetisch verfügba-

ren und kommerziell erhältlichen Heteroaromaten ergab, dass Pyrazol ein geeigneter 

Kandidat ist. 
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Abbildung 2.7: Substitution des Imidazolrests gegen einen Pyrazolrest zur Verringerung der Basizität des ent-
sprechenden Heterozyklus. [87,88] 

 

Wie in Abbildung 2.7 erkennbar, ist es aufgrund des deutlich niedrigeren pKS-Wertes des Py-

razols (2.1) nicht mehr möglich, dieses unter in vitro Bedingungen zu protonieren. Durch die 

fehlende Basizität und zeitgleiche Aufrechterhaltung der postulierten Wasserstoffbrückenbin-

dungen zu Arginin 121 sollte durch eine vergleichbare Aktivität des Pyrazolderivats die 

vorhergesagte Bindung des Modulators bestätigt und ein Argument für eine mögliche orthos-

terische Bindung entkräftet werden. 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2.8: Aufrechterhaltung des Wasserstoffbrücken-Akzeptor-Donor Verhältnisses durch Austausch des 
Imidazols gegen ein Pyrazol. 

 

2.2.5 Synthese des pyrazolbasierten Modulators 

Die retrosynthetischen Beobachtungen zu Derivat 30 zeigten, dass die Einführung zwei ver-

schieden substituierter Pyrazolreste sich schwierig gestalten könnte. Aufgrund der 

beobachteten Aktivität der in Abbildung 2.2 gezeigten Modulatoren und der einfacheren 

Knüpfung einer Aryl-Aryl-Bindung im Vergleich zu einer Aryl-Alkyl Bindung wurde Modulator 

2, mit einer 4-Methoxybenzylgruppe in 5-Position des neu etablierten Pyrazolrings, als Model-

system für das zu synthetisierende Derivat ausgewählt und daher wie in Schema 2.10 geplant 

dargestellt.  

9                                             30 
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Schema 2.10: Geplante Synthese des Pyrazolderivats unter Aufbau des substituierten Pyrazols. 

 

Durch die bereits etablierte Chlormethylierung nach BLANC sollte Molekül 32 zugänglich ge-

macht werden. Dieses sollte im Folgenden in einer nukleophilen Substitution mit Pyrazol 

umgesetzt und anschließend reduziert werden. Das Anilinderivat 34 sollte zum Hydrazin 35 

umgesetzt und unter Ringschluss zum 5-substituierten Pyrazol 30 umgesetzt werden. Das an-

gestrebte Derivat im Vergleich zum aktiven Modular ist in Abbildung 2.9 dargestellt. 

 

 

 

 

Abbildung 2.9: Aktiver M2-Modulator und sein entsprechendes zu synthetisierendes Pyrazolderivat. 

 

Im ersten Schritt der geplanten Synthese sollten die bereits etablierten Chlormethylierungs-

bedingungen (Schema 2.2) genutzt werden um Intermediat 32 zu synthetisieren. Nachdem 

unter den etablierten Reaktionsbedingungen wider Erwarten kein Umsatz des Edukts beo-

bachtet werden konnte, folgten zwei weitere Testansätze bei verschiedenen Reaktions-

temperaturen und Zeiten. Jedoch konnte auch hier kein Produkt isoliert werden. Da das ein-

geführte Halogenid lediglich als Abgangsgruppe für die nachfolgende nukleophile Substitution 

dienen sollte, wurde alternativ zunächst die Einführung einer Brommethylgruppe unter ähnli-

chen Bedingungen untersucht. Die Zugabe von NaBr, HOAc und H2SO4 hingegen führte zu der 

2                                              36 

31                                                  32                                            33 

34                                                                35                                                            30 
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Umsetzung des Edukts zum gewünschten Methylhalogenid. Alle getesteten Reaktionsbedin-

gungen und die entsprechenden Ausbeuten sind in Tabelle 2.2 abgebildet. 

 

Tabelle 2.2: Ansätze zur Halomethylierung des para-Methoxynitrobenzols unter Variation der Temperatur und 
Reaktionsführung. a: Zugabe von HOAc und H2SO4 erfolgte Tropfenweise über 3 h. 

Ansatz-Nr. Methylierungsart 

und Reagenzien 

Temperatur [°C] Reaktionszeit [h] Ausbeute [%] 

1 Chlormethylierung 
Paraformaldehyd, 
ZnCl2, konz. HCl 

75 2 0 

2 Chlormethylierung 
Paraformaldehyd, 
ZnCl2, konz. HCl 

80 3 0 

3 Chlormethylierung 
Paraformaldehyd, 
ZnCl2, konz. HCl 

95 72 0 

4 Brommethylierung, 
Paraformaldehyd, 
NaBr, HOAc und 
konz. H2SO4 

85 3 33 

5a Brommethylierung, 
Paraformaldehyd, 
NaBr, HOAc und 
konz. H2SO4 

85 Ą rt 3 Ą 16 30 

6 Brommethylierung, 
Paraformaldehyd, 
NaBr, HOAc und 
konz. H2SO4 

85 Ą rt 3 Ą 16 65 

 

Im zweiten Schritt erfolgte die nukleophile Substitution des Bromatoms durch Pyrazol. Hierbei 

konnte das gewünschte Produkt 33 unter Mikrowellenbedingungen mit DIPEA als Base in Ace-

tonitril bei 120 °C mit einer Ausbeute von 82% erhalten werden (Schema 2.11). 
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Schema 2.11: Darstellung des Nitrobenzolderivats 33 über zwei Stufen. 

 

Durch Reduktion der Nitrogruppe unter Verwendung von Eisen/HOAc konnte das primäre aro-

matische Amin 34 mit einer Ausbeute von 92% erhalten werden (Schema 2.12).  

 

 

 

 

Schema 2.12: Reduktion der Nitrofunktion mit Eisen in Essigsäure. 

 

Für den Aufbau von Pyrazolen werden oftmals Hydrazine eingesetzt. Als Reaktionspartner 

kommen hierbei verschiedene Funktionalitäten in Frage. SLOOP et al. und YAYLAYAN et al. be-

schreiben zum Beispiel den möglichen Einsatz verschiedener 1-3 Diketone für die Bildung von 

N-Arylpyrazolen (Schema 2.13). [89,90] 

 

 

 

Schema 2.13:  Pyrazolaufbau durch die Verwendung von 1,3-Diketonen unter Hervorhebung der möglichen Re-

gioisomere. [89,90] 

 

Der beobachtbare Mechanismus verläuft wie bei der MAILLARD-Reaktion und liefert bei der 

Verwendung von Glycin und Glycinaldehyd den entsprechenden 1,5-substituierten Pyrazol-

ring. [90]  

38                                                            39                             40 

31                                                             37                                                                   33 

33                                                                     34 
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BAGLEY et al. postulieren eine vielversprechende Methode zum Aufbau von Pyrazolen unter 

der Nutzung von Ethinylketonen. [91] Diese Methode ermöglicht darüber hinaus die Darstel-

lung verschiedener stickstoffhaltiger Heterozyklen wie Pyridine, Pyrazole, Isoxazole und 

Triazole. [91] Ein Problem, welches bei beiden hier beschriebenen Methoden auftritt, ist die 

Regioselektivität der Reaktion. Diese ist oftmals schwer kontrollierbar, sodass es zu einer Mi-

schung beider Regioisomere kommen kann. [91]  

Aufgrund der ausgiebig getesteten Reaktionsbedingungen des Pyrazolaufbaus durch BAGLEY et 

al. sollte für den Aufbau des Pyrazols die folgende Reaktionsführung verwendet werden: 

 

 

 

 

Schema 2.14: Angestrebter Pyrazolaufbau unter Verwendung eines Ethinylaldehyds. 

 

Bei der einstufigen Eduktsynthese nach FRIMPONG et al. wurde Ethinanisol unter Verwendung 

von n-Buthyllithium zunächst deprotoniert und anschließend mit Dimethylformamid als Car-

bonylquelle umgesetzt. Das Produkt konnte in einer Ausbeute von 85% erhalten werden 

(Schema 2.15). 

 

 

 

 

Schema 2.15: Darstellung des Ethinylaldehyds nach FRIMPONG et al. [92] 

 

Für die Umsetzung des zuvor synthetisierten Amins zum entsprechenden Hydrazin wurden die 

Bedingungen von BRUEL et al. verwendet. [93] Hierbei erfolgt die N-N-Bindungsknüpfung unter 

Verwendung von NaNO2 und die Reduktion mittels Zugabe von SnCl2 (Schema 2.16). [93] 

42                                                                                                41 

41                                  35                                                                    36 
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Schema 2.16: Verwendete Reaktionsbedingungen zur Hydrazinsynthese nach BRUEL et al. [93] 

 

Bei der Nutzung der obigen Reaktionsbedingungen konnten nach mehreren Syntheseansätzen 

jedoch lediglich Spuren des Produkts isoliert werden, sodass die verwendeten Reaktionsbe-

dingungen zunächst an Anilin als Modell System getestet wurden, um die Reaktionsführung 

zu validieren. Die Verwendung von Anilin führte zur Bildung des Phenylhydrazins, was belegt, 

dass die Umsetzung eines primären aromatischen Amins zum Hydrazin mittels der verwende-

ten Reaktionsbedingungen möglich ist, sich jedoch nicht auf die Umsetzung von 34 übertragen 

lässt. (Schema 2.17). [94] 

 

 

 

Schema 2.17: Reaktionsbedingungen der Testreaktion mit Anilin. [94] 

 

Daher wurde anschließend die Einführung eines Hydrazins nach KUMAR et al. unter Verwen-

dung von Hydrazin Hydrat und Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) (Schema 2.18) 

getestet, wobei hier das eingesetzte Arylbromid reisoliert werden konnte. [95] 

 

 

 

 

Schema 2.18: Arylhydrazinsynthese nach KUMAR et al. [95] 

 

34                                                                                35 

43                                                                 44 

45                                     46                                                                                   35 
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Nachdem der Aufbau des Pyrazolringsystems aus dem entsprechenden Hydrazinderivat 35 

nicht erfolgreich war, sollte in einem alternativen Syntheseansatz ein bereits zuvor hergestell-

ter Pyrazolrest eingeführt und im letzten Schritt mit der entsprechenden para-

Methoxybenzolverbindung umgesetzt werden (Schema 2.19). 

 

 

 

 

Schema 2.19: Geplante Synthese unter Einführung eines substituierten Pyrazols.  

 

Das bromierte Derivat 45 war in einer dreistufigen Synthese aus 48 zugänglich. Zunächst er-

folgte die Reduktion der Carbonsäurefunktion von 48 zum entsprechenden Alkohol 49. Hierfür 

wurde ein Boran-THF Addukt bei 0 °C unter Inert-Atmosphäre zur Carbonsäure getropft und 

anschließend 2 h bei Raumtemperatur gerührt. Im folgenden Schritt war die Umsetzung des 

Alkohols in eine Abgangsgruppe nötig. Um dies zu ermöglichen wurde der Alkohol 49 in einer 

APPEL-Reaktion unter Verwendung von Tetrabrommethan und Triphenylphospin zu dem ent-

sprechenden Brom-Derivat  50 umgesetzt: [96] Anschließend an die Synthese des 4-Brom-2-

(brommethyl)-1-methoxybenzols 50 wurde dieses in einer nukleophilen Substitution mit Py-

razol umgesetzt um Molekül 51 in guter Ausbeute zu erhalten  (Schema 2.20). [97] 

 

Schema 2.20: Reaktionsbedingungen zur Darstellung von 45. [97] 

 

47                                                         30                                                             36 
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Parallel zur Synthese des Intermediats 51 wurde das substituierte Pyrazol in einer zweistufigen 

Synthese dargestellt (Schema 2.21). [98] 

 

 

 

Schema 2.21: Synthese des trimethylsilylierten Pyrazols. [98] 

 

Im ersten Schritt wurde das geschützte Pyrazol 52 mittels n-Buthyllithium deprotoniert und 

anschließend mit TMSCl umgesetzt, um Pyrazol 53 in einer sehr guten Ausbeute zu erhalten. 

Die Abspaltung der Schutzgruppe mittels konzentrierter HCl verlief in quantitativer Ausbeute. 

Das TMS-Pyrazol 54 wurde nachfolgend mit Brombenzol 51 unter Palladiumkatalyse in einer 

BUCHWALD-HARTWIG-Reaktion umgesetzt (Schema 2.22). [98] 

 

 

 

 

Schema 2.22: Darstellung von 55 aus 51  mittels BUCHWALD-HARTWIG-Reaktion. 

 

Die anschließende von ONODERA et al. beschriebene Substitution der TMS-Gruppe durch ein 

Halogenid unter Verwendung von CBr4 als Bromquelle zum gewünschten Produkt 56 blieb er-

folglos (Schema 2.23). [99] 

 

 

 

 

Schema 2.23: Umsetzung des TMS-Pyrazols zum entsprechenden Brompyrazol. [99] 

 

52                                                                   53                                                               54 

51                                                                               55 

55                                                                                  56 
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Es lässt sich vermuten, dass die 5-Position des alkylisch verknüpften Pyrazols unter basischen 

n-BuLi-Bedingungen ebenfalls deprotoniert werden kann was Nebenreaktionen mit diesem 

hochreaktiven deprotonierten Kohlenstoff begünstigen könnte. Weiterhin führt die Deproto-

nierung des unsubstituierten Pyrazols als Nebenreaktion mit dem in lediglich 1.10 eq 

zugegebenen n-Buthyllithium zu einer geringeren Deprotonierung in der gewünschten Posi-

tion und somit zu einer fehlenden Reaktivität des Edukts.  

Aufgrund dessen sollte in einem nächsten alternativen Syntheseansatz der Alkohol 49 

(Schema 2.20) unter Verwendung einer BUCHWALD-HARTWIG-Reaktion  in das entsprechende 

Pyrazolderivat überführt und anschließend die Alkoholfunktion 57 geschützt werden. Hierbei 

sollte nach der Schützung der entsprechende Pyrazolrest in 4-Position zur Methoxyfunktion 

substituiert werden, bevor die Schutzgruppe des Alkohols entfernt wurde (Schema 2.24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schema 2.24: Geplante Synthese des Pyrazolderivats unter Verwendung einer Schutzgruppenstrategie. 

 

Im ersten Schritt erfolgte die C-N-Bindungsknüpfung  zwischen dem entsprechenden Arylbro-

mid 49 und Pyrazol unter Verwendung von ULLMANN-GOLDBERG-Reaktionsbedingungen Schema 

2.25). [100] 

Im zweiten Schritt der geplanten Synthese sollte die reaktive Alkoholfunktion geschützt wer-

den. Hierfür wurde aufgrund der harschen Bedingungen in der Folgereaktion eine äußerst 

robuste Silyl-Schutzgruppe gewählt. 

Unter Variation der sterischen und polaren Eigenschaften der Substituenten des Siliziu-

matoms, kann sowohl die Reaktivität als auch die Stabilität der Silyl-Schutzgruppe beeinflusst 

49                                                     57                                                    58 
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werden. [101] Somit können, falls benötigt, auch in einer Synthese mehrere Alkohol-Funktionen 

mit verschiedenen Silyl-Schutzgruppen geschützt und selektiv entschützt werden. [102,103] Auf-

grund ihrer hohen Stabilität unter basischen Bedingungen und der dennoch guten Spaltbarkeit 

unter Verwendung von TBAF eignet sich die TBDPS-Schutzgruppe für besonders harsche basi-

sche Reaktionsbedingungen. [104]  

Daher wurde TBDPSCl verwendet um den Alkohol unter Erhalt von Molekül 60 zu schützen 

(Schema 2.25). 

 

Schema 2.25: TBDPS-Schützung des Alkohols unter Verwendung von Imidazol als Base in sehr guter Ausbeute. 

 

Im nächsten Schritt sollte nun die Substitution des Pyrazols erfolgen. Hierzu war zunächst eine 

C-H Aktivierung des entsprechenden Pyrazols nötig.  

Betrachtet man ein N-substituiertes Pyrazolmolekül (Abbildung 2.10) so ist die Abstufung der 

CH-Acidität wie folgt: C5 > C4 > C3. Bei der C5-Position handelt es sich, aufgrund der Nähe zum 

entsprechenden sp3-hybridisierten Stickstoffatom, welches sein Elektronenpaar für die Bil-

dung der aromatischen Struktur bereitstellt, um die elektrophilste Stelle und somit um den 

besten Angriffspunkt für eine C-H Aktivierung oder Funktionalisierung. [105,106] Die C4-Position 

hingegen ist die nukleophilste Stelle des Pyrazols und somit der Ausganspunkt für elektrophile 

aromatische Substitutionsreaktionen. Das freie Elektronenpaar des benachbarten Stickstoffs 

an der 2-Position bedingt eine hohe Aktivierungsbarriere, welche die C3-Position zur unreak-

tivsten Stelle des Pyrazols macht. [106,107] 

 

 

 

 

Abbildung 2.10: Darstellung der Reaktivitäten der C-Positionen im N-substituierten Pyrazolring. [108] 
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Basierend auf der, in Abbildung 2.10 gezeigten Reaktivität, sollte im Folgenden die entspre-

chende C5-Position unter Verwendung von n-Buthyllithium lithiiert und anschließend nach 

MARKOVIC et al. zu einem entsprechenden heterozyklischen Allylsulfon umgesetzt werden. Die-

ses sollte in einer folgenden Kreuzkupplungsreaktion zum gewünschten Produkt reagieren 

(Schema 2.26). [109] 

 

 

 

 

Schema 2.26: Geplante Umsetzung des Pyrazols mit Diallylsulfid zur Darstellung des Edukts für die sich anschlie-
ßende Kreuzkupplung. [109] 

 

Trotz Erhöhung Reaktionszeit auf 25 h, konnte unter den obigen Bedingungen die Bildung des 

gewünschten Produkts nicht beobachtet werden. Daher wurde im Anschluss eine erneute Ak-

tivierung des Pyrazols durchgeführt, Diesmal jedoch elementares Iod zur Synthese des 

entsprechenden Edukts 63 der anschließenden Kreuzkupplung verwendet. (Schema 2.27) 

 

 

 

 

Schema 2.27: Testansatz der Umsetzung des aktivierten Pyrazols mit elementarem Iod zum Erhalt des entspre-
chenden Aryliodids. 

 

Da dieser erste Testansatz in einem kleinen mg-Maßstab durchgeführt wurde, konnte bei die-

sem Ansatz lediglich die Bildung des Produkts via Massenspektrometrie und NMR-

Spektroskopie bestätigt werden. Parallel dazu erfolgte die Umsetzung eines bereits substitu-

ierten Pyrazols mit einem entsprechenden Arylbromid zur Bildung des gewünschten Produkts. 

Da das 5-(4-Methoxybenzyl)-pyrazol 64 kommerziell erhältlich war, musste  im letzten Schritt 

lediglich die C-N Bindungsknüpfung unter Kupplungsbedingungen realisiert werden, sodass 

die obige Synthesesequenz zunächst zurückgestellt wurde (Schema 2.28). 
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Schema 2.28: C-N-Verknüpfung zur Synthese des gewünschten Derivats. 

 

Die Knüpfung der C-N-Bindung erfolgte unter Verwendung von Pd(dba)2 als Katalysator und 

tBuBrettPhos als Ligand in einer BUCHWALD-HARTWIG-Kreuzkupplung. Aufgrund der möglichen 

Tautomerie substituierter Pyrazolderivate (Schema 2.29) wurde erwartet, dass sich ein Pro-

duktgemisch aus zwei Regioisomeren bildet. [110] Jedoch ergaben die anschließenden 

Untersuchungen per LCMS sowie die NMR-spektroskopischen Untersuchungen, dass eines der 

beiden Regioisomere entstanden ist. 

 

 

 

Schema 2.29: Mögliche Tautomerie von substituierten Pyrazolderivaten. [110] 

 

Im Folgenden sollte sichergestellt werden, dass das gewünschte, in der C5-Position substitu-

ierte, Pyrazolderivat gebildet wurde. Hierfür erfolgte zunächst die Auswertung des 

aufgenommenen 1H-NMR-Spektrums, welches in Abbildung 2.11 gezeigt ist. 
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Abbildung 2.11:  Darstellung des aromatischen Bereichs unter Hervorhebung der beiden Protonsignale (Kopp-
lungskonstante rotes Signal 2.3 Hz, Kopplungskonstante blaues Signal: 2.6 Hz) des entsprechenden 
funktionalisierten Pyrazolrests für beide potentiellen Regioisomere. 

 

Aufgrund der in Abbildung 2.11 gezeigten, sehr ähnlich erwarteten  chemischen Verschiebung 

der Pyrazolprotonen in beiden Regioisomeren konnte durch die Analyse des 1H-NMR-Spekt-

rums noch keine Aussage getroffen werden welches Regioisomer vorliegt. Unter Verwendung 

aufgenommener 2D-Spektren konnten alle erhaltenen Signale mit Sicherheit ihren entspre-

chenden Protonen zugeordnet werden. Hierbei war die Auswertung des NOESY-Spektrums 

von besonderer Wichtigkeit.  

NOESY steht für nuclear OVERHAUSER effect specroscopy und wird genutzt, um die räumliche 

Beziehung und Wechselwirkung verschiedener magnetisch aktiver Kerne zu untersuchen. [111] 

Diese Technik wird zum Beispiel verwendet, um glykosylische Bindungen zwischen Zuckerres-

ten zu untersuchen. [112ς114] Hierbei werden intra- und interresiduale Wechselwirkungen 

untersucht und somit die Strukturaufklärung von Micro- und  Makromolekülen erleichtert. 

[112ς114] Das NOESY Spektrum stützt sich auf den sogenannten NOE-Effekt (nuclear OVERHAUSER 

enhancement-effect). Dieser ermöglicht eine Aussage über die wechselwirkende Relaxation 
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(Kreuzrelaxation) zweier Kerne zu geben. Beeinflussen sich die untersuchten Kerne durch Di-

pol-Dipol-Wechselwirkung oder durch unmittelbare räumliche Nähe (< 5 Å), kommt es im 

NOESY Spektrum zu einer Kopplung beider Kerne.[115,116]  

Bei der Betrachtung des NOESY-Spektrums war eine Interaktion von besonderer Bedeutung. 

Hierbei handelte es sich um eine Kopplung über den Raum von dem Protonensignal H12 des 

3-substituierten Pyrazolderivats mit den Protonensignalen H3 oder H5 des Benzolrings. Weder 

H13 noch H14 des 5-substituierten Pyrazolderivats sollten aufgrund der räumlichen Entfer-

nung dazu in der Lage sein, eine Interaktion mit den Protonen H3 oder H5 des Benzolrings 

auszubilden. Daher war eine potentielle Kopplung der jeweiligen Pyrazolprotonensignale mit 

den Benzolprotonen ein definitiver Beweis dafür, dass in der Synthese das 3-substituierten 

Pyrazolderivat entstanden wäre.  

 

Abbildung 2.12: Darstellung des aromatischen Bereichs von Derivat 65 unter Hervorhebung der wichtigen Pro-

tonensignale im 1H-Spketrum und Interaktionen dieser Signale im NOESY-Spektrum. Rot: Kopplung von 

Protonensignal 12 mit den Protonen 5 und 3 des Benzolrings über den Raum, Blau: Kopplung der beiden Proto-

nensignale 12 und 13 des Pyrazolrings untereinander. 
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Wie der Abbildung 2.12 zu entnehmen ist, zeigte das Signal welches dem H12-Proton im 3-

substituierten Pyrazolderivat zugeordnet werden konnte eine klar erkennbare, in Rot mar-

kierte, Wechselwirkung mit sowohl dem H3 als auch H5 Proton des Benzolrings. Aufgrund der 

räumlichen Entfernung des entsprechenden Protons im 5-substituierten Pyrazolderivat 

konnte somit, in Verbindung mit dem Vorhandensein der in Blau markierten Kopplung der 

beiden Pyrazolprotonen H12 und H13 untereinander, die alleinige Bildung des 3-substituier-

ten Pyrazols und folglich des ungewünschten Regioisomers bewiesen werden. Dennoch wurde 

das entsprechende Derivat isoliert, charakterisiert und für die Testung seiner Aktivität gegen 

den M2-Rezeptor vorbereitet. 

Aufgrund der Reaktivität des unsubstituierten Pyrazols (Schema 2.23) und der Bildung des un-

gewollten Regioisomers (Schema 2.28), wurde im Folgenden die Substitution des Arylpyrazols 

in 5-Position und die anschließende Einführung eines unsubstituierten  Alkylpyrazols in der 

letzten Stufe  angestrebt (Schema 2.30). 

 

 

 

 

 

 

 

Schema 2.30: Geplante Syntheseroute unter late stage-Einführung des unsubstituierten Pyrazols. 

 

Ausgehend von dem zuvor synthetisierten Alkohol 49 erfolgte die Substitution des Bromatoms 

mit dem unsubstituierten Pyrazol unter Bildung des Arylpyrazols 57 nach Schema 2.23. An-

schließend war die Schützung des Alkohols geplant. Aufgrund der leichteren Spaltbarkeit der 

Gruppe im Vergleich zur TBDPS-Gruppe aber dennoch erforderlichen Stabilität gegenüber 

starken Basen wie n-Buthyllithium fiel die Wahl dieses Mal auf die verwandte TBDMS-Schutz-

gruppe. Die Schützung erfolgte mit Reaktionsbedingungen analog zur TBDPS-Schützung mit 

einer Ausbeute von 71% (Schema 2.31). 
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Schema 2.31: Schützung des Alkylalkohols 57 unter Verwendung von TBDMSCl. 

 

Da die Umsetzung des TBDPS-Arylpyrazols mit n-Buthyllithium und die anschließende Reak-

tion des lithiierten Pyrazols zu 63 (Schema 2.27) schon erfolgreich durchgeführt wurde, 

erfolgte nun die Umsetzung des Arylpyrazols 67 in einer one pot Reaktion zum 5-substituierten 

Pyrazol 70. Die Reaktion wurde zunächst mittels einer NEGISHI-Kupplung unter Verwendung 

von 5 mol% Pd2(dba)3 als Katalysator und 10 mol% BrettPhos als Ligand durchgeführt. Unter 

den gewählten Reaktionsbedingungen konnte jedoch keinerlei Umsatz des Edukts beobachtet 

werden. Im Anschluss daran wurde der gewählte Ligand gegen die Ligand-Pd Katalysatorkom-

bination RuPhos Pd G3 ausgetauscht. Hierbei konnte bei der Reaktionsführung nach Schema 

2.32 ein Umsatz des Edukts beobachtet werden. 

 

Schema 2.32: Darstellung des 5-Arylpyrazols unter Verwendung von NEGISHI-Kupplungsbedingungen in einer 
mehrstufigen one pot-Reaktion. 

 

Im ersten Teilschritt wurde die 5-Position des Pyrazols deprotoniert und lithiiert. Anschließend 

erfolgte der Austausch des Lithiums gegen die Zinkchlorid-Gruppe, welche im letzten Schritt 

unter Verwendung von 5 mol% Pd2(dba)3 und 10 mol% RuPhos Pd G3 substituiert wurde. Hier-

bei konnte eine Ausbeute von 50% erzielt werden und somit das gewünschte Regioisomer in 

einer moderaten Ausbeute erhalten werden. 
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Die nachfolgende Entschützung des Alkohols zu 71 verlief in einer moderaten Ausbeute unter 

Verwendung von TBAF. Der entschützte Alkohol konnte so in einer Ausbeute von 59% erhalten 

werden (Schema 2.33). 

 

 

 

 

Schema 2.33: Entschützung des Silyl-geschützten Alkohols unter Verwendung von TBAF. 

 

Um im letzten Schritt Pyrazol als Nukleophil einführen zu können, musste die nukleophile Al-

koholfunktion zunächst umgepolt werden. Dies geschah unter der Verwendung bereits 

etablierten APPEL-Reaktionsbedingungen (Schema 2.34). 

 

Schema 2.34: Anwendung der APPEL-Reaktionsbedingungen mit anschließender mikrowellengestützter nukleo-
philer Substitution zum gewünschten Derivat 36. 

 

Das isolierte Bromid 72 wurde im Folgenden direkt in der mikrowellengestützten nukleophilen 

Substitutionsreaktion mit Pyrazol zu Modulator 36 eingesetzt. Da auch die Reaktionsbedin-

gungen für die Substitution dieses Alkylbromids durch Pyrazol im Verlauf dieser Arbeit bereits 

etabliert wurden, mussten diese lediglich auf das hier vorliegende Alkylbromid 72 angewendet 

werden. 

Um sicherzustellen, dass es sich in diesem Fall tatsächlich um das gewünschte Regioisomer 

handelte, wurde neben der Charakterisierung des Moleküls per 1H/13C-NMR-Spektroskopie 

und Massenspektrometrie zusätzlich ein NOESY Spektrum aufgenommen (Abbildung 2.13). 
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Abbildung 2.13: NOESY Spektrum des passenden Regioisomers unter Hervorhebung der einzigen Kopplungen 
des Protons H13. 

 

Bei Betrachtung des NOESY-Spektrums zeigte sich im Gegensatz zum ungewünschten Regio-

isomer keinerlei Kopplung mit den Protonen des Benzolrings. Die einzige sichtbare Kopplung, 

welche das Proton H13 zeigte, war die mit dem benachbarten Protonensignal H14 (rote Mar-

kierung). 

Da der ursprüngliche Modulator 1, wie in Kapitel 2.2.2 bereits erwähnt, die größte Inhibition 

gegenüber der G-Protein Bindung des M2-Rezeptors zeigte, wurde im Folgenden zusätzlich 

die Synthese des pyrazolbasierten Derivats von Modulator 1 angestrebt (Abbildung 2.14). 

 

 

 

 

Abbildung 2.14: Aktivster Modulator und des entsprechenden pyrazolbasierten Derivats. 

 

Die Wahl einer passenden Methode zur C-C-Bindungsknüpfung war im Folgenden von ent-

scheidender Wichtigkeit.  

Da die in Schema 2.32 dargestellte NEGISHI-Kupplung lediglich Acyl-, Aryl-, Benzyl- und Vinyl-

halogenide als Kupplungspartner toleriert und so die Aktivierung des Pyrazols unter Bildung 

36 
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eines 5-Pyrazol-Zinkchloridkomplexes und anschließende Kupplung mit einem entsprechen-

den Cyclopentylhalogenid nicht möglich war, konnten diese Reaktionsbedingungen nicht auf 

die geplante Synthese angewendet werden. [117] Aufgrund der in Schema 2.27 bereits be-

schriebenen Funktionalisierung des Pyrazols in 5-Position wurde eine umgepolte Variante der 

zuvor durchgeführten NEGISHI-Kupplung getestet. Hierfür erfolgte zunächst die Synthese des 

durch Iod funktionalisierten Pyrazols nach Schema 2.35 im Gramm-Maßstab. 

 

 

 

 

Schema 2.35: Synthese des Iodpyrazols in einer zweistufigen Synthese unter Lithiierung des Pyrazols durch n-
Buthyllithium. 

 

Da das, für die Synthese benötigte, NEGISHI-Salz käuflich erworben werden konnte, wurde im 

Folgenden die NEGISHI Kupplung unter Verwendung von Cyclopentylzinkbromid durchgeführt 

(Schema 2.36). 

 

 

 

 

Schema 2.36: NEGISHI-Kupplung mit umgepolter Reaktionsführung aufgrund der fehlenden Reaktivität von Alkyl-
halogeniden in der Kupplungsreaktion. 

 

Nach der obigen Reaktionsführung wurden für die NEGISHI Kupplung verschiedene Katalysato-

ren und Liganden getestet, und in Tabelle 2.3 zusammengefasst. 
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Tabelle 2.3: Screening der verschiedenen NEGISHI Kupplungsbedingungen zur Alkyl-Aryl Bindungsknüpfung. 

Ansatznummer Katalysator Ligand Ausbeute 

1 Pd(dppf)Cl2 - - 

2 Tetrakis - - 

3 RuPhos Pd G3 - - 

4 Pd2(dba)3 BINAP - 

5 XPhos Pd G4 XPhos Spuren (LCMS)  

 

Wie der Tabelle zu entnehmen ist, konnten lediglich unter Verwendung der Bedingungen aus 

Testansatz 5 Spuren des gewünschten Produkts gefunden werden. Die Detektion des Umsat-

zes erfolgte mittels LCMS. Es konnte jedoch auch nach erneuter Durchführung der Reaktion 

und Anpassung der Reaktionstemperatur auf 80 °C kein Produkt isoliert werden. 

Aufgrund der hohen Toleranz gegenüber Kupplungspartnern der SUZUKI-Kupplung, welche 

eine Verknüpfung von C(sp2)-C(sp3) Bindungen oder sogar C(sp3)-C(sp3) Bindungen ermöglicht, 

und der damit einhergehenden recht einfachen Synthese der entsprechenden Boronsäuren, 

sollte sich die SUZUKI-Kupplung sehr gut für die Applikation in der Verknüpfung von Cyclopen-

tylgruppen mit einem entsprechenden aktivierten Pyrazolring eignen.[118,119] 

Da in diesem Fall die benötigte Cyclopentylboronsäure käuflich erworben werden konnte, 

wurde im Folgenden die Etablierung einer SUZUKI-Kupplung unter Verwendung von Cyclopen-

tylboronsäure getestet (Schema 2.37). 

 

 

 

 

Schema 2.37: SUZUKI-Kupplungsbedingungen zur Alkyl-Aryl Bindungsknüpfung nach MADER et al. [120] 

 

Auch die im Anschluss durchgeführte SUZUKI-Kupplung führte unter den angegebenen Reakti-

onsbedingungen nicht zur Bildung des gewünschten Produkts. Aufgrund der erhöhten 
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Reaktivität eines C(sp2)-Zentrums im Vergleich zu einem C(sp3) Zentrum wurde zusätzlich die 

Umsetzung einer Cyclopentenylboronsäure in der SUZUKI-Kupplung leider ohne Erfolg getestet 

(Schema 2.38). 

 

 

 

 

Schema 2.38: Kupplung des Cyclopentenyls unter SUZUKI-Bedingungen. 

 

Neben Kreuzkupplungen wie der hier verwendeten NEGISHI- und SUZUKI-Kupplung gibt es noch 

weitere Möglichkeiten eine C-C-Bindung zu knüpfen. Eine dieser Methoden ist die sehr gut 

erforschte GRIGNARD-Reaktion, bei der eine Carbonylfunktion mit dem GRIGNARD-Reagenz, bei 

dem es sich um eine Organomagnesium-Spezies handelt, umgesetzt wird. Die GRIGNARD-Reak-

tion toleriert im Fall der eingesetzten Carbonylfunktion eine Bandbreite verschiedener Reste 

von Wasserstoff- über Alkyl- bis hin zu Vinyl- oder Arylresten am Carbonylkohlenstoff. [121] 

Im Fall der Umsetzung von alkylischen Carbonylen folgt der Mechanismus vermutlich einer 

polaren nukleophilen Route. Der während der Reaktion gebildete Übergangszustand wird 

hierbei durch die Wahl eines geeigneten Lösungsmittels, wie zum Beispiel Tetrahydrofuran 

stabilisiert. [121,122] 

Das GRIGNARD-Reagenz kann jedoch nicht nur mit Carbonylfunktionen unter Bildung des ent-

sprechenden Alkohols umgesetzt werden, sondern auch die Umsetzung mit Alkyl- und 

Arylhalogeniden unter Bildung einer C-C-Bindung ist ein mögliches Anwendungsgebiet. 

Daher wurde auch die Umsetzung des 5-Iodpyrazolderivates 74 mit Cyclopentylbromid unter 

Verwendung von Isopropylmagnesiumchlorid getestet (Schema 2.39). 

 

 

 

 

Schema 2.39: Testansatz der Isopropylmagnesiumchlorid vermittelten Umsetzung eines Aryliodids mit Cyclopen-
tylbromid. 
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Jedoch führte auch die Verwendung des GRIGNARD-Reagenz nach mehrmaligen Testansätzen 

der Reaktion und Variation der Reaktionstemperatur von rt bis 80 °C nicht zum gewünschten 

Produkt. 

Durch erneute Recherche nach möglichen Reaktionsbedingungen zur Bildung des gewünsch-

ten Pyrazolderivats, wurde eine direkte radikale Alkylierung nach LIU et al. unter Verwendung 

von 1,4-Dihydropyridinen gefunden und im Anschluss getestet. [123] 

LIU et al. zeigen, dass es möglich ist, 2H-Indazole in der zum entsprechenden Pyrazol vergleich-

baren 8-Position zu alkylieren. Das 1,4-Dihydropyridin 78 fungiert hierbei als Überträger des 

gewünschten Rests nach Schema 2.40. [123] 

 

 

 

 

Schema 2.40: Umsetzung von Indazolen mit zuvor hergestellten 1,4-Dihydropyridinen zur Substitution der 8-
Position des Indazols. [123] 

 

Unter den umgesetzten R3-Resten befinden sich neben Isopropyl- und Isopentylgruppen auch 

zyklische Alkyle wie ein Tetrahydropyran, Cyclohexan und ein Cyclopentylring. [123] 

Aufgrund der hohen Ähnlichkeit des umgesetzten Indazols zu dem umzusetzenden Pyrazol 

wurden diese Reaktionsbedingungen auf das vorliegende synthetische Problem angewendet. 

Zunächst erfolgte die Synthese des 1,4-Dihydropyridins in einer Stufe unter Verwendung von 

Cyclopentylaldehyd nach WANG et al. (Schema 2.41). [124] 

 

 

 

 

Schema 2.41: Bildung des 1,4-Dihydropyridins in einer Stufe nach WANG et al. [124] 

 

Im Anschluss wurde das synthetisierte 1,4-Dihydropyridin in der Umsetzung mit dem zu sub-

stituierenden Pyrazol 67 eingesetzt (Schema 2.42). [123] Jedoch konnte bei der Verwendung 
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des 1,4-Dihydropyridins mit dem Pyrazolderivat kein Umsatz des Edukts 67 beobachtet wer-

den. Stattdessen wurde nur das Edukt und das oxidierte Pyridin mit fehlendem 

Cyclopentylring isoliert. 

 

 

 

 

Schema 2.42: Geplante Synthese der Umsetzung des Cyclopentyl 1,4-Dihydropyridins nach WANG et al. [124] 

 

Obwohl eine Vielzahl verschiedener Methoden zur Aryl-Alkyl-Bindungsknüpfung jeweils in 

mehreren Ansätzen getestet wurden, konnte das gewünschte Cyclopentylderivat 75 im Rah-

men dieser Arbeit nicht dargestellt werden. 

 

2.2.6 Testung der beiden Pyrazolderivate 

Nachdem sowohl das gewünschte Pyrazolderivat 36 als auch das Regioisomer 65 synthetisiert, 

aufgereinigt und charakterisiert waren, erfolgte die Testung der Derivate in der AG BÜNEMANN 

in einem FRET-Assay unter den gleichen Bedingungen wie die Derivate in Kapitel 2.2.2 be-

schrieben. In der folgenden Abbildung 2.15 ist die Aktivität der gemessenen Derivate im 

Vergleich zum ursprünglichen imidazolbasierten Inhibitor 1 dargestellt. 
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Abbildung 2.15: Messung der Aktivität des Imidazolderivats 2, des αfalschenά Regioisomers 65 und des Pyrazol-
derivats 36 im FRET-Assay der AG BÜNEMANN.  

 

Bei Betrachtung der Diagramme, der von der AG BÜNEMANN durchgeführten FRET-Assays, zeigt 

sich, dass sowohl das αfalscheά Regioisomer 65 als auch das Pyrazolderivat 36 keine Inhibition 

der Rezeptoraktivität im Rahmen der im FRET Assay messbaren Aktivität aufzeigen. Im Fall des 

Regioisomers 65 ist diese Beobachtung keine Überraschung, da die Änderung der Geometrie 

des Liganden durch die Änderung der Substitution von der 5-Position zum entsprechenden 3-

Pyrazol eine enorme Änderung der möglichen Interaktion in der vorhergesagten Bindetasche 

hervorruft. Eine fehlende Aktivität des Pyrazolderivats mit der gewünschten Substitution in 5-

Position legt jedoch nahe, dass die postulierte Bindungspose, welche in Abbildung 2.1 gezeigt 

ist, eventuell nicht dem tatsächlichen Bindungsmodus des Imidazolderivats 1 entspricht. Da 

sich die beiden Derivate lediglich in Position eines Stickstoffes unterscheiden und somit so-

wohl die Aromatizität als auch die Geometrie der beiden Derivate identisch sein sollten, lässt 
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sich nicht ausschließen, dass die Aktivität des imidazolbasierten Modulators doch auf die Pro-

tonierbarkeit des Imidazolstickstoffs zurückführen ist, sich aber eventuell eine 

ladungsunterstützte Wasserstoffbrückenbindung zwischen Arg121 und dem Imidazolderivat 

ausbildet. 
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2.3 FAZIT 

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit konnten erfolgreich drei weitere Derivate des M2-Mo-

dulators 1 gefunden und biologisch auf ihre Aktivität getestet werden. Diese wiesen eine 

signifikante Inhibition des Rezeptors auf, stellten jedoch keine Verbesserung im Vergleich zum 

Ausgangsmodulator 1 dar. 

Um eine Möglichkeit zum Beweis des Bindungsmodus zu finden, konnte ein Derivat dargestellt 

werden. Bei der Modifikation des Moleküls handelte es sich um den Austausch des Imidazol-

Strukturmotivs gegen ein ebenfalls aromatisches Pyrazol. Diese Änderung sollte die vorherge-

sagten Wasserstoffbrückenbindungen zwischen Arginin 121 der G-Protein-Bindetasche und 

dem Liganden nicht beeinflussen. Gleichzeitig sollte die Veränderung des pKS-Werts des Stick-

stoffatoms eine Absenkung der in vitro Basizität zur Folge haben. Der entsprechend 

entworfene, synthetisch sehr aufwendige Modulator konnte erfolgreich mit einem, während 

einer alternativen Route entstandenen, Regioisomer (Abbildung 2.16) synthetisiert und unter 

der Verwendung verschiedener Analysemethoden vollständig charakterisiert und anschlie-

ßend an die AG BÜNEMANN zur Testung gegeben werden. 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2.16: Getestete pyrazolbasierte Derivate der aktiven M2-Modulatorserie. 

 

Beide Pyrazolderivate wurden unter denselben Assaybedingungen wie das korrelierende 

Imidazolderivat auf eine Aktivität gegenüber dem M2-Rezeptor getestet, zeigten jedoch kei-

nerlei Aktivität im verwendeten FRET-Assay. Ein synthetischer Beweis des vorgeschlagenen 

Bindungsmodus war also durch die Synthese dieses Derivats nicht möglich, jedoch legte die 

fehlende Aktivität des passenden Regioisomers nahe, dass das Imidazolderivat nicht in der 

postulierten Art und Weise mit dem Rezeptor interagiert. Da die erwartete CryoEM Struktur 
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des M2-Rezeptors mit dem Liganden 1 zur Zeit der Anfertigung dieser Arbeit noch nicht ii einer 

für eine Interpretation ausreichenden Auflösung vorlag, können hier noch keine Aussage ge-

troffen werden. Parallel zur versuchten Strukturaufklärung per CryoEM wurde zusätzlich 

versucht das exakte Pyrazolderivat des potentesten Modulators darzustellen. Hier wurden im 

Laufe der Arbeit vier verschiedene Synthesesequenzen unter Verwendung verschiedener Re-

aktionsbedingungen getestet. Hierbei fanden sowohl die NEGISHI- als auch die SUZUKI-Kupplung 

Anwendung. Auch die Synthese mittels eines GRIGNARD-Reagenzes und der Umsetzung eines 

1,4-Dihydropyridins wurden in dieser Arbeit getestet. Leider war die Synthese des Derivats 

unter keiner der angewendeten Bedingungen erfolgreich. 

Da im Rahmen des Kooperationsprojekts allosterische Inhibitoren entwickelt werden sollten, 

ist die Aufklärung des Bindungsmodus unabdingbar für die weitere Optimierung des Modula-

tors 1. Ohne strukturelle Information und Absicherung des vorhergesagten Bindungsmodus 

erscheint die Synthese weiterer Derivate zu diesem Zeitpunkt nicht sinnvoll. 
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3.1 AUFGABENSTELLUNG 

Dieser Teil der Arbeit zielte darauf ab, in Zusammenarbeit mit der AG KOLB und der AG BÜNE-

MANN, im Rahmen des LOEWE-GLUE Projekts neuartige allosterische Modulatoren für 

verschiedene G-Protein-gekoppelte Rezeptoren zu finden. Hierbei sollten entsprechende Mo-

lekülvorschläge, welche durch in-silico Docking der AG Kolb entstanden sind zunächst 

hinsichtlich der Synthetisierbarkeit evaluiert werden und anschließend für die vielverspre-

chenden Derivate eine entsprechende Syntheseroute geplant und umgesetzt werden. Die 

dargestellten Liganden sollten dann unter Verwendung verschiedener Assaymethoden durch 

die AG Bünemann getestet und bei vorhandener Aktivität eine Optimierung der Hit-Strukturen 

durchgeführt werden. 
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3.2 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Im Verlauf des vorliegenden Projekts wurden in verschiedenen Docking- und Synthesezyklen 

unterschiedliche potentielle Modulatoren für GPCRs identifiziert und synthetisiert. Bei den 

priorisierten GPCRs handelte es sich um den ETB-(Endothelin B), den GPRC5b- und den FFA-

Rezeptor (free fatty acid). Im Folgenden wird die Synthese der, in den verschiedenen Docking-

zyklen entstandenen Moleküle dargelegt, diskutiert und auf die biologische Testung der 

Moleküle eingegangen. 

 

3.2.1 Synthese der von den M2-Inhibitoren abgeleiteten ETB-Modulatoren 

Angelehnt an die, in Kapitel 2.2 gezeigten Modulatoren des muskarinischen M2-Rezeptors, 

sollten im ersten Dockingzyklus Modulatoren für den ETB-Rezeptor gedockt, ausgewählt und 

synthetisiert werden. In Absprache mit der AG KOLB, welche das computergestützte Docking 

durchführte, war das Ziel, eine Reihe neuartiger ETB-Inhibitoren zu finden. Hierbei sollte der 

Kern der in Kapitel 2.2 gezeigten Modulatoren erhalten und lediglich das Substitutionsmuster 

der Kernstruktur geändert werden (Abbildung 3.1). 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.1:  Erstes Set potentieller Modulatoren für den ETB-Rezeptor in Anlehnung an die Grundstruktur der 
M2-Modulatoren.  

 

Nach Erhalt der Dockingergebnisse wurden diese zunächst auf ihre chemische Zugänglichkeit 

hin geprüft. Dabei stand vor allem die Entwicklung einer möglichst effizienten Synthesefüh-

rung, der Ausschluss ungewollter Nebenreaktionen und die kommerzielle Erhältlichkeit der zu 

verwendenden Edukte von besonderer Bedeutung. Aufgrund der strukturellen Unterschiede 

1                                       83                                     84                                            85 
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der beiden Rezeptoren, war der Erhalt einer exakt gleichen Dockingpose, wie sie bei Modula-

tor 1 erhalten wurde, nicht zu erwarten. Dennoch sollte die Kernstruktur als Leitmotiv für die 

neuen Modulatoren dienen. 

Molekül 83: Zunächst wurde die Dockingpose des potentiellen Inhibitors 83 analysiert und die 

wichtigsten Wechselwirkungen mit dem Rezeptor identifiziert (Abbildung 3.2).  Hierbei zeig-

ten sich vor Allem zwei wichtige Interaktionen mit dem Rezeptor. Bei der ersten Interaktion 

handelte es sich um eine Wasserstoffbrückenbindung des Pyrimidinrings als Akzeptor mit der 

Alkoholfunktion von Thr324 als Donor. Weiterhin bildet sich eine weitere Wasserstoffbrü-

ckenbindung mit Arg392 als Donor und dem Imidazolstickstoff des Liganden als Donor aus. 

 

Abbildung 3.2: Dockingpose des ersten zu synthetisierenden ETB-Modulators nach dem Vorbild der M2-Modula-
toren. 

 

Aufgrund der retrosynthetischen Überlegungen wurde das Molekül 83 als synthetisierbar be-

trachtet und eine Synthese ausgehend von Aldehyd 88 wie in Schema 3.1 geplant, dargestellt. 

Die Einführung des Pyrimidinrings soll im Anschluss über eine Etherbrücke erfolgen bevor das 

Imidazol unter den etablierten Bedingungen in einem Schritt in Imidazol 86 überführt werden 

soll. Den letzten Schritt stellt die Einführung der N-Methylimidazolgruppe dar. 

 

 

 

 

 

Schema 3.1: Retrosynthetische Betrachtung zur Darstellung von Molekül 83 in drei Stufen. 

83

44

44 

83                                           86                                   87                                  88 
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Im ersten Schritt der geplanten Synthese sollten zwei Aromaten über eine Etherbrücke ver-

bunden werden. Da die, häufig zur Synthese von Ethern verwendete, MITSUNOBU-Reaktion bei 

der Verknüpfung zweier Aromaten nicht anwendbar ist, wurde auf eine von CHEN et al. be-

schriebene Cu-katalysierte ULLMANN-Kondensation zurückgegriffen und das Produkt 87 in sehr 

guter Ausbeute erhalten(Schema 3.2). [125] 

 

Schema 3.2: Bildung der Etherbrücke unter Kupferkatalyse in NMP mit anschließender Bildung des Imidazolring-
systems aus Glyoxal. [125] 

 

Im zweiten Schritt erfolgte der Aufbau des Imidazolringsystems 86 welches analog zu den be-

reits in Kapitel 2.2.1 etablierten Bedingungen unter Verwendung von Glyoxal allerdings nur in 

mäßiger Ausbeute von 10 - 15% dargestellt werden konnte (Schema 3.2). 

Um den geplanten Modulator 83 zu finalisieren, musste im letzten Schritt die N-Methylimida-

zolgruppe eingefügt werden. Das dafür benötigte Edukt 92 sollte ausgehend von 90 dargstellt 

werden Zunächst wird die Methylalkohol-Funktion eingefügt und anschließend sollte der Al-

kohol 91 in Form eines Mesylats aktiviert werden (Schema 3.3). 

 

 

 

Schema 3.3: Geplante Synthese des Methylimidazols zur Anbringung am Imidazol des Modulators. 

 

Trotz mehrerer Versuche konnte das Mesylat 92 nur in geringen Mengen isoliert werden. Da 

auch die erste Stufe der Synthesesequenz nur in geringer Ausbeute verlief, konnte die fol-

gende Reaktion von 86 mit 92 lediglich als Testansatz durchgeführt werden. Unter 

88                   89                                                                           87                                                         86 

90                                                        91                                                             92 
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Verwendung von nukleophilen Substitutionsbedingungen mit Kaliumcarbonat als Base wurde 

die Bildung des gewünschten Produkts 83 jedoch nicht beobachtet . Nachdem auch die Um-

setzung des Alkohols 91 in einer APPEL-Reaktion nicht zum gewünschten Produkt führte, wurde 

die Umsetzung eines alternativen 5-Ring Heterozyklus in Betracht gezogen. Da der unsubsti-

tuierte Stickstoff laut Docking als Wasserstoffbrückenakzeptor fungierte und somit die 

Substitution durch ein Pyrazol oder Triazol kein Problem darstellen sollte, wurde dieser Struk-

turvorschlag an die AG KOLB weitergegeben, welche durch ein durchgeführtes Docking, den 

Austausch als problemlos bestätigte. Aufgrund der kommerziellen Erhältlichkeit eines ent-

sprechenden Chlormethyl-1,2,4-triazols als HCl Salz wurde die Synthese des finalen Inhibitors 

mit diesem Edukt unter Standard-Reaktionsbedingungen durchgeführt und den Inhibitor 93 

in allerdings moderater Ausbeute erhalten (Schema 3.4). 

 

 

 

 

 

Schema 3.4: Finalisierung des alternativen Moleküls unter Anbringung des Methyltriazols. 

 

Molekül 84: Für die Synthese des zweiten Modulators wurden nach erster Betrachtung der 

Dockingpose (Abbildung 3.3) keinerlei Änderungen am Molekül vorgenommen.  

 

Abbildung 3.3: Dockingpose des Modulators 84 mit beiden wichtigen Interaktionen zu Arginin 199 und Lysin 303. 
Eine potentielle Wechselwirkung der Chloratome mit dem Rezeptor ist nicht ersichtlich. 

86                                                                                                    93 

84 
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Die Dockingpose zeigt in diesem Fall zwei Wasserstoffbrückenbindungen. Die erste Wechsel-

wirkung bildet sich zwischen Arginin 199 und dem Pyrazolstickstoff des Liganden während 

eine zweite Wasserstoffbrückenbindung zwischen Lysin 303 und der Methoxyfunktion des Lig-

anden ausgebildet wird. 

Bei der Betrachtung des vorgeschlagenen Moleküls fiel direkt die potentiell einfache Synthe-

tisierbarkeit in zwei bis drei Schritten auf. Die Darstellung des Modulators 84 wurde angelehnt 

an die Synthese der M2-Modulatoren, zum Aufbau des Imidazolringsystems geplant. Die Ein-

führung des Methylpyrazols sollte hierbei im letzten Syntheseschritt erfolgen (Schema 3.5). 

 

 

 

 

 

 

Schema 3.5: Retrosynthetische Überlegungen zur Darstellung von Molekül 84. 

 

Da das Ausgangsmolekül 95 kommerziell erhältlich war, konnte im ersten Schritt der Imida-

zolaufbau durchgeführt werden (Schema 3.6). 

 

 

 

 

Schema 3.6: Geplanter Imidazolaufbau nach Schema 2.3. 

 

Nach ersten Testreaktionen bei Raumtemperatur unter den in Schema 3.6 angegebenen Re-

aktionsbedingungen zeigte sich jedoch wider Erwarten keinerlei Umsatz des Edukts. Daraufhin 

wurde die Reaktionstemperatur auf 50 °C erhöht, wobei auch bei dieser Anpassung der Reak-

tionsbedingungen keine Produktbildung zu beobachten war. Nach weiteren Testansätzen mit 

84                                              94                                       95 

95                                                                   94 
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verschiedenen Reaktionstemperaturen wurde die Durchführung aufgrund der fehlenden Re-

aktivität abgebrochen. Alternativ zum glyoxalbasierten Aufbau des Imidazols wurde in diesem 

Fall die zweistufige Umsetzung des Aldehyds zum Imidazol verwendet. Hierbei wurde der Al-

dehyd im ersten Schritt mit Ethylendiamin umgesetzt und im zweiten Schritt das zunächst 

gebildete Imidazolin 96 zum Imidazol 94 oxidiert (Schema 3.7). 

 

 

 

 

Schema 3.7: Alternative Syntheseroute zur Bildung des gewünschten Imidazols über zwei Stufen. 

 

Im letzten Schritt sollte nun die Verknüpfung des Propylpyrazols mit der Imidazolstruktur 94 
erfolgen. Hierfür wurde zunächst 1,3-Dibrompropan mit Pyrazol in einer nukleophilen Substi-

tution umgesetzt, wobei unter den gewählten Reaktionsbedingungen überwiegend die 

zweifache Substitution der Bromatome beobachtet wurden. Im nächsten Ansatz sollte daher 

3-Brompropan-1-ol zunächst mit Pyrazol umgesetzt werden und anschließend die Umwand-

lung des Alkohols in das Mesylat erfolgen. Das entsprechende 3-(1H-Pyrazol-1-yl)propan-1-ol 

konnte in einer Ausbeute von 54% synthetisiert werden. Die Umsetzung zum Mesylat 97 er-

folgte unter Verwendung von Mesylchlorid in einer Ausbeute von 100%. Im finalen Schritt 

musste die Umsetzung des gebildeten Imidazols mit dem Mesylat erfolgen (Schema 3.8). 

 

 

 

 

Schema 3.8: Umsetzung des Mesylats mit Imidazol als Nukleophil unter Verwendung von Kaliumcarbonat als 
Base. 

 

Die im obigen Schema gezeigten Reaktionsbedingungen führten allerdings nicht zur Umset-

zung des Edukts 94. Da die fehlende Reaktivität auf die beiden Chloratome zurückgeführt 

werden konnte und diese in der Dockingpose (Abbildung 3.3) keinerlei Interaktionen mit dem 

94                                   97                                                                   84 
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Rezeptor zeigten, wurde das analoge Molekül ohne die beiden Chloratome synthetisiert. In 

diesem Fall erfolgte die Synthese des Imidazols unter Verwendung von Glyoxal und wässrigem 

Ammoniak in Ethanol mit einer Ausbeute von 12% (Schema 3.9).  

 

 

 

 

 

Schema 3.9: Zweistufige Anbringung der Propylpyrazolgruppe unter Verwendung von nukleophilen Substituti-
onsbedingungen. 

 

Der Propylpyrazolsubstituent wurde in einer zweistufigen Synthese eingefügt, wobei 98 zu-

nächst mit 1-Brom-3-chlorpropan in einer Ausbeute von 73% zu 99 umgesetzt wurden. Die 

anschließende Substitution des Chloratoms durch Pyrazol gelang unter Basenkatalyse (K2CO3) 

in DMF bei erhöhter Temperatur und führte zum Modulator 100 in moderater Ausbeute. 

 

Molekül 85: Bei einer ersten Betrachtung wirkte das dritte Molekül, welches sich am meisten 

von dem ursprünglichen M2-Modulator unterschied, als am aufwendigsten zu synthetisieren. 

Jedoch wies das ursprünglich gedockte Molekül keine funktionellen Gruppen auf, die durch 

ihre fehlende Synthetisierbarkeit ausgetauscht werden mussten. Aufgrund dessen wurde di-

rekt mit den retrosynthetischen Überlegungen zu Molekül 85 begonnen (Schema 3.10). 

Hierbei erschien die Verknüpfung des Pyrazols mit dem Aromaten in 3-Position des Pyrazols 

schwierig, jedoch war das Edukt 3-(3-Bromphenyl)-1H-pyrazol 102  kommerziell erhältlich. 

 

 

 

 

Schema 3.10: Geplante Retrosynthese des Inhibitors ausgehend von 3-(3-Bromphenyl)-1H-pyrazol. 

 

85                                                     101                                                102 

98                                                                       99                                                                   100 
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Zu Beginn der Synthese des Modulators 85 musste die C-N-Benzylbindung geknüpft werden. 

Aufgrund der nukleophilen Eigenschaften des zu verknüpfenden Pyrazols 102 wurde ein Elekt-

rophil in benzylischer Position benötigt. Da ein entsprechendes 1-(Halogenmethyl)-3-

methoxybenzol nicht kommerziell erhältlich war und eine Chlor-/Brommethylierung nach 

BLANC wie in Schema 2.2 aufgrund fehlender Selektivität nicht anwendbar war, sollte im ersten 

Schritt eine Seitenkettenbromierung von 2-Methoxytoluol versucht werden (Schema 3.11). 

 

 

 

Schema 3.11: Geplante Seitenkettenbromierung des 2-Methoxytoluols unter Verwendung von NBS als Brom-
quelle.  

 

Nachdem bei dieser Reaktionsführung eine Ausbeute von 94% erzielt werden konnte, zeigte 

sich bei der Auswertung des NMR-Spektrums des isolierten Produkts jedoch, dass eine Kern-

bromierung stattgefunden hatte (Schema 3.12). Dies war aufgrund der gewählten 

Reaktionsbedingungen nicht zu erwarten, weshalb die Bromierung des 2-Methoxytoluols un-

ter Verwendung von NBS und einer externen Lichtquelle, mit dem Ziel, die 

Seitenkettenbromierung zu verstärken, erneut durchgeführt wurde. Jedoch wurde auch unter 

diesen Reaktionsbedingungen ausschließlich die Kern-bromierte Verbindung 105 isoliert. 

 

 

 

 

 

 

Schema 3.12: Beobachtete Kernbromierung des 2-Methoxytoluols unter Seitenketten-bromierungsbedingun-
gen. 

 

Alternativ zur Herstellung des Bromderivats wurde daher die Synthese eines Mesylats als Ab-

gangsgruppe in Betracht gezogen, Dieses konnte ausgehend von 106 in einer Stufe 

synthetisiert werden (Schema 3.13). 

103                                              104 

103                                                  104 
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Schema 3.13: Synthese des Mesylchlorids als Abgangsgruppe für die nachfolgende nukleophile Substitution. 

 

Die Umsetzung des Mesylats 107 mit dem Pyrazol 102 verlief unter Standardbedingungen, 

sodass im letzten Reaktionsschritt die Aryl-Aryl-Bindungsknüpfung unter NEGISHI-Kupplungs-

bedingungen nach Schema 3.14 umgesetzt werden konnte. 

 

Schema 3.14: Nukleophile Substitution des Mesylats durch Pyrazol unter Bildung des Moleküls 101 mit anschlie-
ßender Aryl-Aryl-Bindungsknüpfung zur Bildung von Modulator 85. 

 

Nachdem alle drei geplanten Modulatoren mit teils kleinen Veränderungen synthetisiert wer-

den konnten, wurden diese zur Testung der Aktivität gegen den ETB-Rezeptor an die AG 

BÜNEMANN gegeben.  

Leider zeigte keiner der drei synthetisierten Modulatoren zeigte eine Aktivität gegenüber dem 

ETB-Rezeptor, weshalb eine weitere Optimierung durch die unter Synthese verschiedener De-

rivate an dieser Stelle nicht vorgenommen wurde.  

3.2.2 Synthese neuartiger ETB -Modulatoren 

M. PERSECHINO der AG KOLB führte anschließend ein weiteres computergestütztes Docking für 

die G-Protein Bindetasche des ETB -Rezeptors durch und gab 24 vielversprechende potentielle 

Modulatoren an die an der Synthese beteiligten drei Arbeitsgruppen weiter, die jeweils zwei 

bis drei Moleküle auswählten. Die drei aufgrund ihres interessanten postulierten Bindungs-

modus ausgewählten Inhibitoren sind in  Abbildung 3.4 dargestellt. 

106                                                        107 
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Abbildung 3.4: Ausgewählte potentielle Modulatoren unter Berücksichtigung der Bindepose und der Syntheti-
sierbarkeit. 

 

Molekül 108: Bei der ersten Analyse des vorgeschlagenen Moleküls wurde die potentielle Syn-

these des Modulators abgeschätzt und eine einstufige Synthese unter Voraussetzung der 

kommerziellen Erhältlichkeit der benötigten Edukte unter Ausbildung der Esterfunktion ange-

strebt.  

Bei Betrachtung der Dockingpose (Abbildung 3.5) zeigte sich, dass nur der Carbonylkohlen-

stoff der Esterfunktion in eine Wasserstoffbrückenbindung eingebunden ist. Deshalb sollte 

aufgrund der erhöhten Stabilität in vitro zusätzlich zu dem Esterderivat das entsprechende 

Amidderivat synthetisiert werden., auch wenn dies die Einführung eines zusätzlichen Wasser-

stoffbrückendonors zur Folge hatte. 

 

Abbildung 3.5: Dockingpose des ersten Modulators mit drei Wasserstoffbrücken zu Asparaginsäure 198, Tyrosin 
387 und Asparagin 143 als Hauptinteraktionen. 

 

Zur Darstellung der angestrebten Modulatoren wurde die Carbonsäure 111 zunächst mit 

Thionylchlorid in das entsprechende Säurechlorid überführt und dieses mit dem Alkohol bzw. 

108                                                109                                                      110 
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dem Amin umgesetzt. Diese Inhibitoren 112a+b konnten in mäßigen Ausbeuten von 18% und 

21% erhalten werden Schema 3.15 angestrebt. 

 

 

 

 

Schema 3.15: Umsetzung der Edukte unter Aktivierung der Carbonsäure durch Thionylchlorid zur Bildung des 
Esters und des Amids. 

 

Leider kann aufgrund der direkten Umsetzung des Säurechlorids nicht gesagt werden ob schon 

in dieser Stufe eine vollständige Umsetzung der Säure erfolgte oder ob die schlechte Ausbeute 

an der Umsetzung des Säurechlorids liegt. Hier könnte eine Steigerung der Ausbeute durch 

die Verwendung von alternativen Kupplungsbedingungen erreicht werden. 

Zusätzlich zu diesen beiden Derivaten wurde, aufgrund des noch vorhandenen Platzes in der 

Bindetasche die Synthese eines 4-Methoxybenzolderivats des Amids 112b nach Schema 3.16 

durchgeführt. Dieses konnte in einer Ausbeute von 11% erhalten werden. 

 

Schema 3.16: Synthese des Methoxyderivats unter analogen Reaktionsbedingungen. 

 

Molekül 109:  Bei Betrachtung der Dockingpose des zweiten Moleküls zeigten sich drei als 

wichtig erachtete Wechselwirkungen mit dem Rezeptor, welche von dem Amid und dem Mor-

pholinring des Moleküls ausgebildet wurden (Abbildung 3.6). Dabei kristallisierte sich bereits 

an diesem Punkt heraus, dass eventuell synthetisierte Derivate des Modulators eine Verände-

rung der Thiomethylfunktion beinhalten würden. 

111                                                                                         112a/b 
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Abbildung 3.6: Dockingpose des zweiten potentiellen Modulators unter Hervorhebung der drei Interaktionen 
mit dem Rezeptor.  

 

Nach Recherche zum Aufbau des in Abbildung 3.6 gezeigten Heterozyklus wurde eine Syn-

these des Modulators wie in Schema 3.17 gezeigt, wobei der Aufbau des Pyridazin-3-(2H)-

onrings zuerst geplant ist. Im Anschluss soll der Morpholinsubstituent unter Erhalt des Modu-

lators eingeführt 109 werden. 

 

 

 

 

Schema 3.17: Retrosynthese des Derivats unter Aufbau des Pyridazin-3-(2H)-onrings in zwei Schritten. 

 

Durch Reaktion des substituierten Acetophenons 116 mit Glyoxalsäure und im zweiten Schritt 

mit Hydrazin konnte der Pyridazinonring 115 nach XU et al. durchgeführt (Schema 3.18). [126] 

 

 

 

Schema 3.18: Synthese des Pyridazin-3-(2H)-ons nach XU et al. [126] 

 

109 

109                                                         115                                          116 

116                                                                                             115 



ERGEBNISSE UND DISKUSSION |  0 

 

85 

 

Im ersten Schritt des Mechanismus erfolgt der nukleophile Angriff des Enols, welches unter 

Tautomerie aus dem Keton entsteht. Dieser Schritt kann durch die Verwendung einer Base 

begünstigt werden. Eine Erhöhung der Elektrophilie des angegriffenen Carbonyls ist hier durch 

die Verwendung einer Säure möglich. Im nächsten Schritt erfolgt die zweifache Kondensation 

des Hydrazins auf die beiden Carbonylfunktionen von 118. Zuletzt bildet sich das Pyridazinon 

120 unter Abspaltung von Wasser aus der Zwischenstufe 119. [127] 

 

 

 

 

 

 

 

Schema 3.19: Mechanismus der Pyridazinon-Synthese unter Verwendung einer Alpha-Ketocarbonsäure und 
Hydrazin. [127] 

 

Bei dieser Synthese wurde in Alpha-Position zur Carbonylfunktion lediglich ein Wasserstoff-

atom benötigt. Jedoch wäre eine Funktionalisierung des Moleküls in dieser Position einfach 

durchzuführen. Wie im Mechanismus der Reaktion (Schema 3.19) ersichtlich, ist diese Funkti-

onalisierung durch die Wahl einer anderen Alpha-Ketocarbonsäure möglich. Auf diese Art 

können vor allem Alkylsubstituenten, Phenyl- oder Benzylgruppen eingeführt werden. Im Fall 

des Acetophenylrests wird jede Arylgruppe toleriert, die nicht bei der hier vorliegenden Aldol-

reaktion stört. [128,129] 

Durch die Reaktion von Morpholin und 2-Chloracetylchlorid wurde die Zwischenstufe 122 er-

halten. Diese wurde im letzten Schritt in einer nukleophilen Substitutionsreaktion mit 115 in 

moderater Ausbeute zum Modulator 109 umgesetzt werden  (Schema 3.20). 

116                                              116                  117                                               118 

119                                                            120 
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Schema 3.20: Darstellung des potentiellen Inhibitors 109 unter Verwendung des in einer Stufe synthetisierten 
Morpholinrests 122 und Pyridazinon 115. 

 

Aufgrund der fehlenden Interaktion des Methylsulfans wurde im Folgenden die Synthese mit 

4-Nitrobenzophenon 123 unter Verwendung der gleichen Reaktionsbedingungen zum analo-

gen Inhibitor 125 durchgeführt (Schema 3.21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schema 3.21: Analoge Synthese des Nitroderivats mit ähnlichen Ausbeuten in beiden Reaktionsschritten. 

 

Molekül 110: Das dritte ausgewählte Molekül enthielt ein Stereozentrum, welches die Syn-

these deutlich erschweren würde. Deshalb wurde zunächst anhand der Dockingpose geprüft, 

ob eine racemische Synthese des Moleküls mit einer deutlichen Verringerung der potentiellen 

Aktivität einhergehen könnte. (Abbildung 3.7). 

121 

115                                   122                                                                                109 

123                                                                                             124 
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Abbildung 3.7: Docking des letzten potentiellen Modulators mit Oberflächendarstellung der G-Protein Bindeta-
sche unter Hervorhebung der Ausrichtung der Methylgruppe im gedockten Enantiomer. 

 

Da das entsprechende Enantiomer ebenso in der Lage sein sollte, die polare Interaktion aus-

zubilden, könnte ein Aktivitätsverlust entweder durch ungünstige Van-der-Vaals-

Wechselwirkungen oder aber durch ein Clash mit dem Protein hervorgerufen werden. Da die 

Ausrichtung der Methylgruppe in den offenen Raum nicht zu abstoßenden Wechselwirkungen 

mit dem Rezeptor führen sollte, wurde zunächst die racemische Synthese des Moleküls ge-

plant wobei die Amidbindung als Verknüpfungspunktdienen sollte und die beiden Fragmente 

126 und 127 als Edukte zum Einsatz kommen sollten (Schema 3.22). 

 

 

 

Schema 3.22: Retrosynthetische Teilung des Modulators in seine beiden Bruchstücke. 

 

Bei Überprüfung der Synthetisierbarkeit beider Fragmente und der möglichen weiteren Zer-

legbarkeit dieser zeigte sich, dass beide Fragmente kommerziell erhältlich waren, wobei 

Fragment 126 als Racemat verfügbar war. Da die Synthese des Racemats für eine erste biolo-

gische Testung als ausreichend erachtet wurde und ein entsprechendes enantiomerenreines 

Derivat bei gezeigter Aktivität des Racemats synthetisiert werden könnte, wurden beide Frag-

mente gekauft. Die Synthese des Modulators gelang in einem Schritt unter der Knüpfung der 

110 
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Amid-Bindung nach Aktivierung der Carbonsäure 126 als Säurechlorid, in einer Ausbeute von 

79% (Schema 3.23). 

 

 

 

Schema 3.23: Durchgeführte Synthese zur Amid-Bindungsknüpfung unter Aktivierung der Carbonsäure als Säu-
rechlorid. 

 

Während der Auswertung des 1H-NMR-Spektrums und einhergehender Zuordnung aller Pro-

tonensignale fiel jedoch auf, dass ein Protonensignal fehlte (Abbildung 3.8).  

 

Abbildung 3.8: Darstellung des aliphatischen Bereichs unter Hervorhebung des symmetrischen Multiplets des 
Piperidinrings. Gleichzeitig ist hier die Abwesenheit des in rot markierten Protonsignals zu beobachten. 

 

Nachdem alle zu erwartenden aromatischen und aliphatischen Signale zugeordnet waren, ent-

hielt das Spektrum nur ein weiteres Signal, welches einem CH-Protonensignal in 

Nachbarschaft einer CH2- und CH3-Gruppen zuzuordnen war. Aufgrund der Verschiebung und 

der Aufspaltung des entsprechenden Signals (Abbildung X), konnte es sich hierbei nur um das 

CH-Signal am Piperidinring handeln. Ein entsprechendes erwartetes Signal für das erwartete 

110 
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Proton würde hierbei ein Triplett von Quartett ergeben und würde sich bei einer ungefähren 

Verschiebung von 3 bis 3.5 ppm befinden. Auch das Massenspektrums fiel sofort die erhöhte 

Masse, einhergehend mit einem Isotopenmuster des Massenspektrums passte nicht zur pos-

tulierten Struktur. Die Masse war höher und zudem war ein Isotopenmuster sichtbar. Da die 

erhaltene Masse genau dem Austausch eines Protons gegen ein Chloratom entsprach und 

auch das Isotopenmuster für die Anwesenheit eines Chloratoms im Molekül sprach, wurde 

davon ausgegangen, dass es während der Aktivierung der Carbonsäure durch Thionylchlorid 

ebenfalls zu einer Chlorierung in Alpha-Position der Carbonsäure kam. Die HRMS bestätigte 

die Annahme, dass ein Proton gegen ein Chloratom ausgetauscht wurde. 

Die Reaktion der Alpha-Chlorierung von Carbonsäuren unter Verwendung von Thionylchlorid 

scheint von photochemischer Natur zu sein und ist eine in der Literatur beschriebene Neben-

reaktion bei der Chlorierung von Carbonsäuren in Thionylchlorid bei hohen 

Reaktionstemperaturen. Der Mechanismus der Reaktion wird wie in Schema 3.24 dargestellt 

vermutet. [130] 

 

Schema 3.24: Reaktionsmechanismus der Alpha-Chlorierung eines Carbonsäurechlorids nach dem Reaktions-
schema von HELL-VOLLHARDT-ZELINSKI. [130] 

 

Im hier vorliegenden Fall entsteht bei hohen Temperaturen unter Lichteinfluss elementares 

Cl2. Dieses wird im Folgenden von der Enol-Doppelbindung angegriffen. Der Mechanismus die-

ser Reaktion läuft nach HELL-VOLLHARDT-ZELINSKI ab und bildet normalerweise unter wässrigen 

Bedingungen die Alpha-chlorierte Carbonsäure. 

128 129                                      I                                                     130 
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Da im Falle dieser Reaktionsführung unter Wasserausschluss gearbeitet wurde, erfolgte ein 

nukleophiler Angriff des Piperidins 127. Dies führte zur Bildung des unerwünschten Produkts 

(Schema 3.25). 

 

Schema 3.25: Abgelaufene Reaktion unter Bildung des beobachteten Alpha-chlorierten Produkts. 

 

Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit des Derivats zum gewünschten Produkt, wurde ent-

schieden dieses ebenfalls in die biologische Testung an die AG BÜNEMANN zu geben. Parallel 

dazu wurde eine alternative Synthese des gewünschten Produkts unter Peptid-Kupplungsbe-

dingungen durchgeführt (Schema 3.26). 

 

 

 

Schema 3.26: Synthese der Amid-Bindung unter Verwendung von Peptidkupplungsbedingungen. 

 

Das unter den obigen Bedingungen in moderater Ausbeute isoliert Produktwurde mittels 1H-

NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie charakterisiert (Abbildung 3.9).  

126                                            132                                                                                         133 
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Abbildung 3.9: Aliphatischer Bereich des durch Peptidkupplung synthetisierten Derivats unter Hervorhebung der 
wichtigen Protonensignale. 

 

Aufgrund der richtigen Protonenanzahl und des zuvor nicht vorhandenen Protonensignals am 

Alpha-Kohlenstoff bei einer Verschiebung von 3.43 ppm konnte davon ausgegangen werden, 

dass unter dieser Reaktionsführung das gewünschte Produkt entstanden war. Auch die ande-

ren analytischen Daten wie 13C-NMR und HRMS stützten den Strukturvorschlag. 

 

3.2.3 Synthese potentieller GPRC5b-Modulatoren 

Neben der Synthese potentieller Modulatoren des Endothelin B-Rezeptors, sollten auch Mo-

dulatoren für andere Rezeptoren synthetisiert werden. Hierbei wurden Modulatoren für die 

G-Protein Bindetasche des GPRC5b-Rezeptors von der AG KOLB vorgeschlagen und anschlie-

ßend zwei Moleküle anhand der potentiellen Interaktionen und der Synthetisierbarkeit 

ausgewählt (Abbildung 3.10). 
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Abbildung 3.10: Auswahl potentieller Modulatoren, bereitgestellt von M. PERSECHINO aus der AG KOLB unter Her-
vorhebung der ausgewählten Derivate. 

 

Molekül 134: Bei Betrachtung der Dockingpose des ersten potentiellen Inhibitors (Abbildung 

3.11), zeigte sich, dass die polaren Interaktionen des Moleküls mit dem Rezeptor sowohl vom 

Amid-Sauerstoff als auch von dem Stickstoff des Pyridinrests des Moleküls ausgebildet wur-

den.  

 

Abbildung 3.11: Vorgeschlagener Bindungsmodus des potentiellen Inhibitors in der G-Protein Bindetasche des 
GPRC5b-Rezeptors. 
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Die Synthese des potentiellen Inhibitors wurde, ausgehend  von der Vorarbeit von Dr. L. DEMP-

WOLFF, welcher die Synthese sehr ähnlicher Thiazol-Isoxazol Moleküle bereits im Arbeitskreis 

etabliert hatte, wie in Schema 3.27 dargestellt, geplant.  

 

Schema 3.27: Geplante Retrosynthese nach der etablierten Synthesemethode von Dr. L. DEMPWOLFF. 

 

Wegen der vorhergesagten Synthetisierbarkeit des Moleküls wurde die Synthese des Inhi-

bitors ohne weitere Anpassungen durchgeführt. Im ersten Schritt erfolgte die Umsetzung des 

Acetylthiophens 143 mit Oxalsäuredimethylester zum Intermediat 142. Die Zyklisierung zum 

Isoxazol 144 erfolgte unter Verwendung von Hydroxylamin als Stickstoffquelle in MeOH als 

Lösungsmittel. Die anschließende Esterspaltung zur Carbonsäure 141 gelang durch die Zugabe 

von NaOH. Unter Verwendung von NaOH bei Raumtemperatur. Für die Darstellung des Mo-

dulators 134 wurde die Carbonsäure 141 zunächst in das Säurechlorid 145 überführt und 

dieses dann in situ mit 3-Aminopyridin umgesetzt Schema 3.28. 

 

Schema 3.28: Darstellung des Inhibitors 134 über 5 Stufen.. 

 

Aufgrund des vorhandenen Platzes in der Bindetasche und zur Ausbildung weiterer polarer 

Wechselwirkungen mit dem Rezeptor wurden über die Einführung verschiedener Amine in der 

late stage Amidbindungsknüpfung drei weitere Derivate synthetisiert. Der erste Inhibitor 

134                                                      141                                               142                                       143 

143                                                                                 142                                                                     144 

141                                                          145                                                       134 



3.2 |  ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

 

94 

 

wurde ebenfalls unter Verwendung des Pyridin-3-ylmethylamins und der Carbonsäure in einer 

Ausbeute von 15% hergestellt.  

Die zwei weiteren Derivate des ursprünglichen Moleküls wurden unter Verwendung zweier 

Benzylamine analog zu den bisherigen Inhibitoren synthetisiert (Schema 3.29). 

 

Schema 3.29: Synthese der alternativen Derivate 146 und 147 unter Verwendung des Säu-

rechlorids 145. 

 

Molekül 140: Dieser Vorschlag zeigte bei Betrachtung der Dockingpose (Abbildung 3.12) le-

diglich eine polare Interaktion mit Tyrosin 254. Da das Molekül ausgehend von 2-

Cyanobenzofuran und nachfolgendem Aufbau des 1,2,4-Oxadiazolringsystems gut synthetisch 

zugänglich sein sollte, wurde die Synthese des initialen Vorschlags ohne weitere strukturelle 

Änderungen geplant (Schema 3.30). 

 

Abbildung 3.12: Dockingpose des potentiellen GPRC5b-Inhibitors unter Hervorhebung der polaren Interaktion 
mit Tyrosin 254 in der G-Protein-Bindetasche. 
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