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ZUSAMMENFASSUNG
M2-Projekt

Im Verlauf des ersteRrojekts dieser Arbeit wurden drei potenzielle Inhibitoren synthetisiert,

die auf einem bereits hergestellten aktiven Modulator fir den muskarinischefRBiZptor
basieren. Diese Inhibitoren wurden mittels eines FREJays auf ihre Aktivitat gegenuber
dem Rezeptor getestet. Alle zeigten eine gewisse Aktivitat, die jedoch geringer war als die des

ursprunglichen Modulatorsl

Zusitzlich sollte die allosterische Bindung des urspriinglichen Modulators bestétigt oder zu-
mindest gestarkt werden. Da der urspringlich synthetisierte Inhibitor mdglicherweise an
seinem Imidazol protoniert und in der orthosterischen Tasche desRE#ptors liden

konnte, 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 getegi&ibbildung 0.1).

AbbildungO0.1: Dargestellte Derivat86 und 65 des aktiven M2Modulators2 neben dem aktivstenysithetisier-
ten Modulatorsl.

Da beide isolierten Derivate jedoch keilee Aktivitat im verwendeten Assay zeigten, konnte
der Beweis der allosterischen Bindung nicht erbracht werden. Anschliel3end wurde versucht,
ein genaues Pyrazolderivat des aktivsten Modulatbmii synthetisieren. Trotz zahlreicher
Syntheseversuche unter Verwendung verschiedenster Synthesemethodefnwagéd gelang

dies im Laufe dieser Arbeit jedoch nicht.

Vil



GLUEProjekt

Im zweitenProjekt wurden eine Vielzahl strukturell héchst unterschiedlicher Modulatoren fur
verschiedene GPCRs hergestellt. Zunachst wurden sechs verschiedene Modulatorenfir die G
ProteinBindetasche des EFRezeptors synthetisiert. Auch fiir den GPRB8bkzeptor efiolgte

die Synthese zweier strukturell unterschiedlicher Modulatoren. Zusatzlich konnten fir eine
neu identifizierte Bindetasche innerhalb des ERd&eptors zwei strukturell unterschiedliche
Modulatoren ausgewahlt, ein Syntheseweg entworfen und synthetisierden. Auf diese
Weise konnten im Laufe dieser Arbeit zehn grundlegend verschiedene potenzielle Modulato-
ren mit entsprechenden strukturell &hnlichen Derivaten synthetisiert und fir die biologische
Testung bereitgestellt werderAbbildung0.2). Leider ewies sich keiner der synthetisierten

Modulatoren als aktiv an dem entsprechenden Rezeptor.

Zusatzlich zur Synthese neuartiger Modulatoren wurden zwei bekannte allosterische Modula-

toren synthetisiert um das verwendete FRESSay zu validieren.

Zuletzt wude im Rahmen des GLiPEojekts ein Fluoreszenzmarker flr die Arbeitsgruppe
ETscynthetisiert. Dieser Marker sollte im Rahmen eines dortigen Projektes zur Optimierung

der zellfreien Expression des FFAR1 verwendet werden.
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Abbildung0.2: AuswahMder strukturell unterschiedlichen synthetisierten Modulatoren ohne ihre synthetisierten
Derivate.



UMMARY
M2 project

Overthe 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 alsodshotiaty against the
receptor, althougkhthis activitywas 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 theproposed bindingmoderas to be substantiated. Since the originally synthesized
inhibitor could possibly bind in its protonated imidazole fornthia 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 sied i@ the

course of this workfigure0.1).

\
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Figure0.1: Derivatives36 and 65 of the active M2 modulato? shownbesidesthe most active previously syn-
thesized modulatat.

However, since both isated 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 moduldtowhich, despite numerous syn-

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



GLUE project

In the second project, a variety of structurally diverse modulators for various GPCRs were syn-
thesized. Initially, six different modulators for th&-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 diffient 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 &ing during the course of this workqure 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 ¢éoDdETSCH
group was synthesized, which was to be used in a project there to optimize tHeeeetx-

pression of FFARL.
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Figure0.2: Selectionof the structurally different synthesized modulators without their synthesized derivatives.
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Kapitel 1

BENLEITUNG



1.1| HINTERGRUND DER ANEFEFGTERRBEIT

1.1 HINTERGRUND DER ANEEAGTERRBEIT

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des Loewe GlOfgkts agefertigt. Ziel dieses
Projeks war es neue, allosterische Bindestellen iRrGteingekoppeltenRezeptoren auszu-
machen und Modulatoren fiir diese Bindestellen zu find®me Untersuchungen dieses
Projekts wurden an drei pharmakologisch relevanten und rabigl unterschiedlichen Rezep-
torklassen durchgefuhrt: den metabotropdree fatty acidRezeptoren, welche relevanir
die Diabetesforschung sind, den Endothdlazeptoren, welche bei pulmonaler Hypertonie
eine wichtige Rolle spielen und eineasrphan-Rez@tor, welcher also keineendogenerLig-
anden besitzt, dem GPRC5b, welcher einen Einfluss auf Bluthochdru@usaizlich wurde
in einem angefligten Projekt die Synthese und Derivatisierung eines allosterischRe24p-
tors angestrebt. Diese Rezeptorklasspielt bedeutende Rolle bei der Regulation des
Herzschlags, der Kontraktion glatter Muskulatur, der Driisensekretion sowie bei zahlreichen
grundlegenden Funktionen des zentralen Nervensystems und ist somit ebenfalieson-

dererklinischer Relevahz4

In den folgenden Kapiteln vdidaher auf die Rolle der GRE€ in der Zelle und die Interaktion
dieser Rezeptoren mit ihren namensgebenden Proteinen eingegamterbei wird ein be-
sonderes Augenmerk auf die fureddurchgefiihrten Projeke relevanten Rezeptoren und
deren Klassen gelegt, jedoch zuvor eine allgemEinéihrung in die GPCRs und deren Entde-

ckung gegeben.



GPCR ENE WICHTIAREZEPTORKLA$SE2

1.2 GPCR BNE WICHTIGREZEPTORKLASSE

1.2.1 DieGeschichte delUntersuchung von Rezeptoren

Die Faszination der Wissenschatft fir Rezeptoren, die fir Medikamente, Hormone und Neuro-
transmitter sensitiv sind, idtein Ph&dnomen der letzten Jahiereits in den frihen 1900er
Jahren beschriebed. LANGLEWNd sein damaliger Student BaLEerstmalsdie Existenz von
receptive substancesuf reaktiven Zeller® lhre Schissfolgerungerstiitzensich auf physio-
logische und pharmakologisch&xperimente mit Muskelproben und Speicheldrisen
praparaten, bei denen sie die Wirkung vAgonisten und Antagonistetier Adrenozeptoren

und Acetylcholinrezeptoreantersuchten 3¢l LANGLEUNd Mitarbeiteranalysierten dabain-
wissentlich zwei devedeuterdstenund gro3terRezeptorfamiliendie 7-Transmembranhix-
Rezeptoren (7TMauchbekannt alsG-Protein-gekoppelteRezeptora (GPCR)nd die lonen

KanaiRezeptoren®!

In dennachfolgendenahrzehnten wurdelas Wissen tber das Konzept von Rezeptoan
tieft und ein Zusammenhang zwischaffinitat und Wirksamkeittabliert. 1964 zeigteR. F.
FURCHGOT™asgdie Wirkung von Medkamentenauf verschiedene Mechanismen von Rezep-
toren mit diesen Stoffernzuriickzufihrenwar. Zu dieser Zeit konnten jedoamoch keine
adressierten Rezeptoren identifiziert oder chemische und phygische Anderungen bei In-
teraktion von Medikamenten mit dsen Rezeptoren untersucht werdelf! Die ersten
detaillierten Studien zur Hormerund MedikamentRezeptofinteraktion auf molekularer
Ebenewurdenin denspaten 1960er undriihen1970er Jahredurchgefihrt Einbedeuender
Meilenstein war die Entdeckung degklischen Adenosinmonophosphats (CAMgch E. W.
SUTHERLANDNA kurz darautlie Untersuchungen der cAMBbhangigen Proteinkinasedurch
E. GKREBS10]

Im Jahr 1971 schleg RobeELket al. die Existenz eineGuaninNukleotidRegulatorproteins
vor, welches als/ermittler zwischen Hormonrezeptoren und Adenylylzyklasangieren
sollte. DieseHypothesewurde vonGLMANet al. bestétigt die das Proteinwelchesspaterals
Gsbezeichnet wurdeisolierten und charakterisierterDiese Entdeckungdegtenden Grund-

stein fur das Verstandnised Signallibertragung voder Zellmembran bis ins Zellinnefe!'!!



1.2| GPCR ENE WICHTIAREZEPTORKLASSE

1.2.2 GPCRDie Entdeckung einer riesigen Rezeptorklasse

Die Entwicklung des Konzepts der GPCRsigénstandigeRezeptorklasse reicht ebenfalls
weit in die Vergangenheit zuriicklsGrundstein fur die Einordnung von Rezeptoren in diese
Klasse gilt eine Untersuchung vbrxonet al. aus dem Jahr 19882 Diese stellten bei Unter-
suchungen des >-Adrenorezeptors eineerhebiche Ahnlichkeit dieses Rezeptors mit den
Opsirenfest, welche ebenfalls strukturediuf einer 7Transmembranheltdoménebasieen.

[12] Aufgrund der Tatsache, dass beide dieser Rezeptorerubidi@ Bindung zu ®Broteinen
keinerlei Gemeinsamkeiten hatten, gab diese Entdeckung dersSiarisszum Konzept einer

Rezeptorfamilie, welche diese beiden Eigenschaften aufwies.

Das Konzept der sogenannten GPCRs entwickeltaasch weiter insbesondee nachdem
HaLLet al. 1987zeigten dassmetabotrope Rezeptoren anderer Neurotransmitter wie Acetyl-
cholin und Serotonin ebenfalls dieser neuen Familie zugeordnet werden kofitEhiNeben

den strukturellen Ahnlichkeiten dieser Rezeptoren wukditle der 1980er Jahreine weitere
mechanistische Ahnlichkeit zwischen démAdrenorezeptor und Rhodopsin entdeckier
Mechanismus der Rezeptorfunktionsregulierung durch Phosphorylierung unter anschlieRen-
der Bindung von Arrestinin beiden Fallen konnte die§keaktivierung der Rezeptoren durch
Phosphorylierung auf die Interaktion von entsprechenden Kinasen zurtickgeféhdem ®!

Diese sogenannte@GPCHinasen (GRKs) hela eine eigene Unterklass®n Serin/Threonin
Kinasendiel dza I YYSY YA G RAMNStinedfly dedr¢glierdr?) lleriRezeptoren

der GPCHRamilie veantwortlich sind 514

1.2.3 Erste Strukturaufklarungen im Feld der GPCRs

Trotz des wachsenden Verstandnisses der Mechanismen der Signaltibertragung von GPCRs
und weiterer Untersuchugen bezuglich der grundlegendstrukturellen Eigenschaften die-

ser Rezeptorklassegelang es erst zur Jahrtausendwende die erste Struktur eines GPCRs
erfolgreich zu l6senm Jahr 200@ero6ffentlichtenPaLczewsgt al.schlief3lich di«ristallstruk-

tur des Rinderrhodopsini’®! Diese Struktur zeigte Rhodopsin in seinem Grundzustand,
stabilisiert duch seinen Liganden idisRetinal.Aufgrund derleichten Stabilisierunglieses
Rezeptoraind der damit verbundenen vergleichsweise einfachen Kristallisation des Rezeptors

dauerte es weitere 7 Jahre bis die zweite Struktur eiaederen GPCRs erhalten wezd
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konnte. 1% GHEREZO®t al. gelang esm Jahr 2007gine hochaufgkste Kristallstruktur des
menschlichen »-Adrenorezeptors mit einer Aufldsung von 24u erhalten. Um die Kristall-
bildung und Qualitdt der erhaltenen Kiristallgeu verbessern wurde einerseits ein
Fusionsprotein deRezeptos mit T4[ & & 2 1ARWAL)pwelches am 3. Intrazellularen Loops
befestigt wurde, erstellt und zusatzlider partielleinverse AgonisCarazolokugegebendes-

sen Interaktion mit dem Rezeptor durch die Kristallstruktur ebenfalls untersucht werden
konnte.[*8l Nach der anfanglichelangsamen Entwicklung war esmsdglich, bis 2020 Struk-
turen von ber70 GPCRs zu erhaltef17]

Rhodopsin CXCR4 CRF.R-TMD mGIuR -TMD P2Y R GLP-1R-Gs HOR-Gi
v )

SMO-TMD mGIuR,-TMD SMO GCGR  5-HT,R-miniGo

Abbildung1.1: Abbildung vorQu et al. zum Fortschritt in der Strukturaufklarung von GPCRsgéieigten Struk-
turen sind in chronologischer Reihenfolge entsprechend ihnrem Aufklarungsjgkordnet. Die Rezeptoren sind

in violettem Cartoon gezeigt, die entsprechenden Liganden sind als gelbe Sphéren dargéstell. Di  dzy R ¢
Untereinheit sind jeweils in Orange, Cyan und Magdrga/orgehoben (Abbildungunverandertentnommen

aus der Phlikation vonQu et al.) 3

1.2.4 GPCRs als Ziel potentieller Wirkstoffe

Durch die Analyse voniber 70 Strukturen verschiedener GPCRs omehr als370 Ge-
samtstrukturen die verschiedeneLiganden einbeziehen, konnten von verschiedenen
Arbeitsgruppemmehrerestrukturbasierte Ansatze zur Identifikation potentiel@PCRadres-
siererder Arzneimittel verfolgt werden.[*”*8 Damit einhergehendst die Entwicklung von
neuenArzneimittelnunter Zuhilfenahmebereits bekannter Strukturen bereits im Gangdeif-
grund der Vielzahl verschiedener GPCR& vom menshlichen Genom kodiert werden
(ungefahr 800)machenniedermolekulareArzneimittel, welche an GPCRs bindetwa 34%

der entwickelten Arzneimittel aus (Stand 201718l
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Obwohl eineVielzahl verschiedener Medikamenite die Funktionsweise voBPCRsingrei-
fen, wird bisher nurungefahr ein Viertel alleGPCRslurch Wirkstoffe adressiertNur 103
GPCRs von 403 mdglichen Rezeptoren werdah Zahlen de.S Food and Drug Administ-
ration (FDA)on mindestens einem vermarkteten Wirkstoff adressiBei diesen Wirkstoffen
handelt es sich um 4Agonisten, 27 Antagonisten urizki 35 Rezeptoremverden sowohl von
agonistischen als auch durch antagonistische Wirkstoffe adres$i€Aufgrund der 4030-
tentiellen Wirkstoffzielg die jeweils durch Agonisten und Antagonisten moduliert werden
kdnnen, ergibt sich so eingoch lange nichausgeschopfte Auswahl @trukturenfir neue
Medikamente.Ein moéglicheGrund fir das Ausbleiben neuer Arzteife fir viele der adres-
sierbaren Rezeptoresind fehlendeStrukturen dieser Rezeptoren. So zeigt sidass es
zwischen dererhaltenen GPCRStrukturenund den zugelassenekrzneienoder Wirkstoffe in

einer klinischerTestphase signifikante Uberschneidunggiot (Abbildung1.2). (7]

Der Erhalt weiterer Strukturemithilfe der weit etablierten Rntgenkristallographie oder der

in der letztenZeitimmer popularer werdende@ryo-Elektronenmikroskopie konntdaherder
Schlussel zur Entwicklung neuer Agonisten oder Antagoni§temoch nicht adressierte
GPCRs seibbiese Vermutung ist jedodthwerzu belegen, da die Entwicklung neuer poten-
tieller Medikamenteviel Zeit in Anspruch nimmtwobei die Durchfiihrung der klinischen
Studien mit Abtand den gréf3ten Teil ausmacft- 10 von 10- 15 Jahren). Obwohl in den
letzten Jahren viele GP@Rressierende Arzneimittel auf den Markt gekommen sind, wurde
keiner dieser Wirkstoffe emtickelt, nachdem die Struktur des Rezeptors zur Verfligung stand.
[17] Dies konnte sich aber in den kommenden Jahren aufgrund des zeitlichereRsiand der

erhohten Anzahpublizierter Strukturen bisher nicht analysierter GPCRs durchaus andern.
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A GPCR structures in the PDB B GPCRs targeted by approved drugs
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Abbildung1.2: (A) Darstellung veréffentlichter GP&GRukturen im phylogenetischen Baum. Blaue Kreise zeigen
Strukturen mit gebundenem Antagonistamte Kreise stehefiir gebundenen Agonisten urgklbe Kreise zeig-
ten Rezeptoren mit beiden vorliegenden Strukturen. Reaegrt mit vorliegender Struktur ohne vermarktetes
Arzneimittel oder Wirkstoff in einer klinischen Studiiesitzen einenaten Namen (B) GPCRfe von FDAje-
pruften Medikamenten adressiert werden unter VerwendudgsselbenFarbschemas wie in Aofe Namen
bedeuten hier, dass keine Rezeptorstruktur vorliegt). GBICRs welche von Wirkstoffen in klinischen Studien
adressiert werdenldentisches Farbschema wie At&Namen bedeuten auch hier, dass keine Rezeptorstruktur
vorhanden ist (Abbildungunverandertaus der Publikation vo@ONGREVEt al. entnommen. J7¢21



1.3|] GPCR AUFBAYSTRUKTUREIABNLICHKEITEN UNNITERSCHIEDE

1.3 GPCR AUFBAUYSTRUKTURELABNLICHKEITEN UNINTERSCHIEDE

1.3.1 Die Familie delG-Protein-gekoppelen-Rezeptoren

G-Proteingekoppelen-Rezeptoren (GPCRShd integrale Membranproteinajie extrazellu-

lare Signalen die Zellelibertragen undsomit alsregulatorischeSchnittstelle zwischeder
Zelleundder extrazellulareddmgebung dienerSiereagieren auf ein&ielzahiverschiedener
Signaledie von Photonen bis hin zmall moleculeseichen.[??1 Diese Rezeptoresind inviele
verschiedene&ignalwege und Kontrollmechanism&om visuellen bis zum olfaktorischen Sig-
nalweg des menschlichen Korpers eingebunden und spielen eine groRe Rolle in der

Funktionalitat des menschlichen Organismiéid.

Alle Mitglieder dieser Rezeptaamilie kdnnen einer der funf bekannten Klasss#nesphylo-
genetischen Bausrzugeordnet werderfAbbildung1.3). Von den etwa 800 GPCRs, die durch
das menschliche Genom kodiert sind, gehdren die meisten zur Rhod€lasise (Klasse A)
mit etwa 672 verschiedenen Rezeptordie weiteren Klassemmfassendie SecretinKlasse
(Klasse B) mit 15 Rezeptoralie GlutamatKlassgKlasse Qnit 22 Rezeptorendie frizzled

taste 2-Klasse mit 38 Rezeptoren udi adhesiorKlassdKlasse B2hit 33 Rezeptorerf?429]

Nichtalle der tber 800 verschiedenen GPGKgl in gleichem Mal3 im menschlichen Kdrper
exprimiert. Rhodopsimst der am meisten exprimierte GPGRJ spielt eine wichtige Rolle in
der Signaltbertragung wahrend des Sadgasses. Ein niedrigeres Expressiovesau bedeu-

tet jedoch nicht zwangslaufigeine geringereBedeutung der Rezeptoren.So werden
beispielsweise dienetabotropen Glutamatrezeptoren ausschlie3lich von Purkinjezellen im
Kleinhirn exprimiert, spielen aber eiméchtige Rlle in der synaptischen Funktio8ie fungie-

ren als prasynaptische Modifikatoren von-Aminobuttersdure (GABA) welche als
Neurotransmitter eine inhibitorische Wirkung auf die im zentralen Nervensystem befindlichen

GABARezeptoren hat26¢28]
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Abbildung1.3: Darstellung deslpylogenetischen Bausder GPCHramilien unter Hervorhebung der 5 verschie-
denen Klassen Fir dgun bisrot gefarbten Rezeptoren liegen Daten Uber das Expressionslevel basierend auf
dem FPKMNert vor.FPKMfragments per kilobase per million mapped fragmef#sbildungunverdndertaus

der Publikation vortHENet al. entnommer) 29

1.3.2 Aufbau und Struktur von GPCRs

Alle GPCRseisendrei grundlegende Charakteristiken auf. Sie besitzen eine extrazellutare N
terminale Domane eine intrazelllare Gterminale Domanesowie sieben transmembrane-
Helices weshalb sie auch als&TransmembranheltRezeptoren (7TM) bezeichnet werden.

Diese sieben Transmembranhelices sind wiederum durch-iotrd extrazellulare Schleifen

miteinander verbunder{Abbildung 1.4).
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ZellauBeres

Abbildung 1.4: Darstellung der sieben Transmembranhelix am Beispiel géglrenorezeptors unter Bindung

des partiellen inversen Agonistéarazolo(PDB: 2RH1) aus zwei Sichtwinkeln. Links: Seitliche Sicht des Rezep-
tors, rechts: Sicht des Rezeptors von der extrazetuldDoméane aus. TMZ1: Transmembranhelix-Z, ED:
extrazellulare Domane, ID: intrazellulare Domad#fé.

Die orthosterische Bindestelle dieser Rezeptoren, an der typischerweise der Agonist des ent-
sprechenden Rezeptors bindet, befindet sich in der Regel in Form einer tiefen dasdee
extrazellularen Seite des RezeptdbseseGegebenheit erleichtertie Entwicklung neuer or-
thosterischer Ligandenda neu entworfene Ligandenur beschrankteZellpermeabilitéats
eigenschaften aufweisen mussdnnerhalb einer Klasse oder Unterfamilie dieser Rezeptoren
gibt es eine RBe von Motiven, deren chemische und strukturdigienschaften aul3erst kon-
serviert sind. Zwischen deverschiedenen Klassen konngedoch grof3e Unterschiede
festgestellt werdenEn GPCRKann auch ohne die Anwesenheit potentieller Agonisten in ei-
nen aktiven Zustandwechseln In diesem Zustand binde@-Proteine an de G-Protein
Bindestelle, welche sich auf der intrazellularen Seite des Rezeptors befindet. Diese Bindestelle

wird in de Regel durch die nach auf3en gewandte Bewegung der Helices H5 und H6 gebildet.

[17,31]

10
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1.3.3  Strukturelle Ahnlichkeiten undUnterschiede der GPCRlassen

Wie bereits erwahnt, weisen alleGProteingekoppelen-Rezeptoren eine grundlegende
strukturelle Ahnlichkeit aufinnerhalb einer Klasse teilen diese Rezeptoren viele Gemeinsam-
keiten in der Aminosauresequenz sowie bei der Bindung entsprechendotéine oder
second messengehllerdings gibt esignifikante strukturelle Unterschiedavischen den ve
schiedenen bekannten UnterklasseMaturlich ist die Rhodopsidlasse (Klasse A) die am
bestenstrukturell erforschte und verstandene Klasse der GPOR$eiden ersten von GPCRs
erhaltenenKristalktrukturen stammen von Klasse@PCRs (Rhodopsin 2000 uneAdreno-
rezeptor 2007). Bis 201%vurden bereits Strukturenvon uGber 20 unterschiedlichen
Rezeptoren der Klassevaroffentlicht Erst im Jahr 2013 wued Strukturen von zwei Secre-
tin-Klasse (Klasse B) Rezeptoren tAmmLsTEIRt al. und eine Struktur defrizzledtaste 2-
Klasse volWaNGet al. erhalten.Strukturen fir die GlutamakKlasse (Klasse @jgten kurz
darauf in 2014von Doreet al. undWu et al. Mit der zunehmenden Anzahl an jahrlich verof-
fentlichten GPCIStrukturenwaclst das Verstandnifiir die Unterschiede zwischen einzelnen
Rezeptoren und Rezeptorklasskantinuierlich Obwohl die Aktivierungmechanismerder
verschiedenen Unterklasserariierenund signifikanteUnterschiedein den Aminoséurese-
guenzen derRezeptoren festgestellt werden kdnnen, gibt es einniversellesMotiv der
Aktivierung vorGPCR®ie auswartige Bewegunond Rotationder Transmembranhelix,@lie

die GProteinBindetasche 6ffnetscheint eine entscheidende Rolle im Aktivierungsmechanis-
mus aller GPCGRezeptoren zu spieleiierbei bewegt sicldie intrazellulare Seiteer Helix

um 7 ¢ 19 A nachauRRen und rotiert um 38 39°, wahrend aucltlie extrazellulareSeiteder

Transmembranheti 6eine Verschiebung von &6 A zeigt(Abbildung1.5). [3%37]

11



1.3| GPCR AUFBAYSTRUKTUREIABNLICHKEITEN UNNTERSCHIEDE

b Upon activation
— RRCST RRCS |

TM6 TM5 ™7  TM3

Agonist

WG <48

£

44

G protein

Abbildung1.5: Darstellung der Verschiebung von TM5)nd 7 nach Aktivierunges Rezeptordurch einen ent-
sprechenden Agonisten unter Offnung deiP@tein BindetascheAbkiirzungen: RRC@sidueresidue contact
scorg TM: TransmembranheligAbbildungunverandertaus der Publikation voAHouet al. entnommer) 381

1.3.4 Die RhodopsirKlasse (Klasse A)

Die Rezeptone der RhodopsiKlasse bestehen wie alle GP@Rs sieben transmembranen
h-HelicesZusatzlich verfiigedie Rezeptoren deRhodopsirKlasse libeje drei extrazellulare
und intrazellulére Schleifen, die ddie sieben Transmembranhelices miteinander verbinden
[32 Die LigadenBindetasche befindet sich bdiesen Rezeptoren in einer Kavitat der extra-
zellularen Domanewahrend die intrazellulare Domane eine Kavitat zur Bindung ven G
Proteinen aufweistDiese Klassemfassteine VielzahimedizinischbedeutsamerRezeptoren
wie den Rhodopsinr, Serotoninoder den AdrenorezeptorRund ein Drittel aller vermarkteten

Medikamente adressiert ein Mitglied dieser Unterkladd@.

Der Aktivierungsmechanismus der Rezeptoren innerhadsett Unterklasseist &hnlich und
involviert wichtige konservierteAminosauen aus den Transmembranheliceglchein Uber
80%der Rezeptorerdieser Klasse erhaltesind. Diese Aminosgéen modulieren die Helikle-
lix-Interaktion innerhalb des Rezeptors usthbilisierenso dieinaktive Konformation. Bei
Bindung eines Ligandexder anderweitiger Aktivierunges Rezeptorkommt es zu einer In-

teraktion zwischen den Hels TM5, TM6 und TM7. Dies fuhrt wiedarm zu einer

12
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strukturellen Anderung der dritten intrazellularen Schleife, wel@is und TM6 verbindet.

(39]

Um eventuelle Bewegungen und Interaktionen der Transmembranhelices ndlaer Akti-
vierung der Klasse-Rezeptoren zu untersuchehabenzHouet al. eine Methode entwickelt,
Interaktionen zwischen Resten zu quantifizieren und statistisch signié Konformationsan-
derungen abzuleiten. lhre Untersuchungen bestatigen die Bildung der-Pf®tein
Bindungstasche nach Aktivierung des Rezeptors. Uber die Quantifizierung der Wechselwir-
kung der Aminoséaurereste konnte so die Bewegung von TM6 nach aul3endiand

Verschiebung von TM7 nach innen in Richtung TM3 bestatigt wekden

1.3.5 Die EndothelirRezeptoren

Das Endothel#Bystem besteht aus zwei verschiedene?1Gteingekopelten-Rezeptoren

der RhodopsifUnterklasse (Klasse A), demnRTund dem IR, sowie drei endogenen Lig-
anden, den Endothelinen (HT ET2 und ET3), peptidische Agonisten mit jeweils 21
Aminosauren. Die Stimulation der-EEzeptoren durch ET erhoht den intrazellularen Ca-
Gehalt und reguliert dadurch eine Vielzahl physiologischer und pathophysiologischer Pro-

zessel40:41]

Der EE-Rezeptor zeigt eine gleich starke Affinitat fir alle drei endogenen Liganden, wahrend
der E'R-Rezeptor eine hohe Affinitat nur fur ETund ET2 besitzt. Die beiden menschlichen
EndothelinrRezeptoren weisen, hauptsachlich in der Transmembranregion, eine Sequenzahn-
lichkeit von 51% auf, insbesondere in den Domanen TM2 und TM5, die eine Schligsselroll

der ligandenunabhangigen Bindung spieléty!]

Der EX-Rezeptor wird vorwiegend in glatten Gefalmuskulaturzellen exprimiert und fihrt
nach Aktivierung zu einem Anstieg des intrazellularen Kalziums und einer lang anhaltenden
Kontraktion der Muskelzellen. Im Gegensatzulé&t der Eg-Rezeptor hauptsachlich in En-
dothelzellen lokalisiert, wo er die Freisetzung von Stickstoffmonoxid stimuliert und somit zu

einer Entspannung der glatten GefalRmuskelzellen fiitrt!]

Eine Verringerung der EndotheliRezeptor Aktivitat durch die Gabe eines geeign Anta-

gonisten kann beispielsweise bei der Pulmonalen arteriellen Hypertonie von Vorteil sein. Bei

13
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dieser Erkrankung kommt es zu einer Uberlastung des Herzens durch einen zu hohen Blut-
druck in den Arterien in der Lungeier werden Medikamente wie Bosem® vOrHOFFMAN
LARocHeein ETBund ETAANntagonist oder Abrosentan® viiiyOGENNC Ein reiner ET-Anta-

gonist zur Behandlung der Symptome dieser Krankheit einge&efit.

Obwohl die Verteilung beider Rezeptortypen recht unterschiedlich scheint, kommt es in glat-
ten Muskelzellen, Astrozyten, Epithelzellen und in ZellenRlesus choroidewsuch zu einer
Koexpression beider Rezeptoren. Neleemer parallelen Expression beider Rezeptoren zeigte
sich in EA-Rezeptor transfizierten menschlichen Girartérzzellen, welche normalerweise
nur EB-Rezeptoren exprimieren, eine Verringerung der Affinitat desHekzeptors gegeniber
sowohl dem AgonisteBQ3020 als auch dem Antagonisten-B8B. Dies deutet auf mdgliche

intrazellulare Wechselwirkungen zwischen beiden RezeptoreHiH.

1.3.6 Diefree fatty acidRezeptoren

Unter dem Namenfree fatty acidRezeptoren (FAA werden vier lipidische Rezeptoren
(FFARFFAR4) der KlasseGPCRzsusammengefassDie Klasse der FFARs galt lange Zeit als
orphanRezeptors, also als Rezeptoren ohne endogenen Liganden, was jedoch in neueren Stu-
dien widerlegt wurde. Wahrend FFAR1 und FFAR3 eine groRe Uberlappung ihrer
Aminosauresequenz aufweisezeigt sich fur FFAR4 keine strukturelle Relation zu den ande-
ren RezeptorenSie interagieren mit den namengebenden freien Fettsauren, welche sowohl
als Energigyenerierende Nahrstoffe als auch als Signalibertragungspartner in verschiedenen
zellularenProzessen fungieren. Diese freien Fettsauren sind vor allem im Zusammenhang mit
kardiovaskularer Erkrankungen, dem Stoffwechsel und Entziindungen von besonderem Inte-
resse fiur die Gesundheitsforschung. FFAR1 und FFAR4 interagieren mit langkettigen
Fettsauren(Kettenlange tber 12 Kohlenstoffe), wohingegen FFAR2 und FFAR3 von kurzketti-

gen Fettsauren (Kettenlange unter 6 Kohlenstoffe) aktiviert weféi&irl

Die Signalubertragung des FFAR1, welche durch langkettige Fettsduren aktiviert wird, fuhrt in

i -Zellen des Pankreas zur verstarkten Insulinsekretion. Dies macht diesen Rezeptor zu einem
interessanten Ziel fur diMedikamentenforschung in Bezug auf Typ 2 Diabetes. FFAR4, wel-
ches vermehrt in adsipdsem Gewebe und Makrophagen exprimiert ist, scheint antiinfektive
Eigenschaften in diesen Zellen zu beeinflussen. Aul3erdem gilt auch dieser Rezeptor als poten-

tielles Ziel fii1 die Behandlung von Diabetés.
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Auch FFAR2 und FFARS3 gelten als interessante Ziele der Medikamentenforschung. Beide Re-
zeptoren werden in Adipozyten und anderen Immunzellen exprimiert. Aufgrund ihrer
Praferenz fur kurzkéige Fettsaureliganden, welche hauptsachlich durch die Fermentation

von Ballaststoffen im Darm produziert werden, ergibt sich fur diese Rezeptoren eine Verbin-
dung mit der Behebung von Entziindungen und Unterdriickung von Fettansammlungen. Sie
dienen demnactals therapeutische Ziele fiir Stoffwechselstérungen, Fettleibigkeit und eben-

falls Diabeteg!!4°!

Der Sigalweg aller FFARSs fuhrt Gber die Aktivierung entsprechenera@ine verschiede-
ner Unterklassen und zur Aktivierung ahnliclkecond messengdfolekile. Wahrend die
Aktivierung von FFAR1,2 und 4 zur Ausschittung véhKasonen fihren kann, zeigen sich
sowohl fir FFAR2 und 4 ebenfalls eine Aktivierung der ERdri#a3e. Eine detaillierte Auf-
stellung der unterschiedlichen Signalwege wurde KaurAet al. erstellt und ist irAbbildung

1.6 zu sehen(1:49]

| l_éiiii_l |

GPR40/FFAR1 GPR41/FFAR3 GPR43/FFAR2 GPR120/FFAR4 LPS TNFa
TLR4 TNFR
(a\
-arr J) J -arr V) arr
AN ﬁ Ga\B Ga\JB P Ga B
VRN | /\ T
& & @ @ @ @ ex—@ |—<

! XX

ACt ACl PLC ACl PLC ACl PLC AL PIB PLC IKK-B MKK4

b/ \ S /N ¥ X

cAMPT CcAMPl IP3 DAG, PKC cAMP} PKC cAMP){ IP3 IP3 DAG,PKC NF-xB JNK
[Cal2'],¢ F-alctin ER}L/Z [cjz'], [C}Z’], ERI1(112

remodeling

Abbildungl.6: Signaltransduktionswege der verschégen FFAR unter Aktivierung der entsprechenden langket-

tigen Fettsduren (LCFA) und kurzkettige Fettsduren (SCFA). Abkirzungen: AC: Adenylatzyklase, DAG:
Diacylglycerol, ¥ Inositol Triphosphat, LPS: Lipopolysaccharid, PI3K: Phosphatidylinesitesg PKC: Pro-
teinkinase C, PKD: Proteinkinase D, PLC Phospholipase C, TNF: Tumornekrdsdfaikdoing unverandert aus

der Publikation vorkKiMURAet al. entnommer) 1451
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1.3.7 Die muskarinischen Rezeptoren

Die muskarinischen Acetylcholinrezeptoren (MAChRS) sind eine Unterfamilie atisdieen

der Klasse A GPCRs. Diese Unterfamilie umfasst finf unterschiedliche Rezeptaisryidie

M5 bezeichnet werden. Ihre Klassifizierung erfolgt anhand ihrer Interaktion mit verschiede-
nen GProteinen. Spezifisch koppeln die Untertypen M1, M3 und M5 rr@einen der

D hy11-Familie, wahrend M2 und M4 bevorzugt tbet NE (0 S A yj.SFarilié Signddehiiber-
tragen. Die Signalubertragung dieser Rezeptoren erfolgt durch die Bindung des
Neurotransmitters Acetylcholin (ACh), der mit seinem positiv geladenen quartaren Stickstoff
agonistisch in die orthosterische Bindungstasche nahe desr@inus éeser Rezeptoren bin-

det. Auf physiologischer Ebene spielen die mMAChRs eine bedeutende Rolle bei der Regulation
des Herzschlags, der Kontraktion glatter Muskulatur, der Drisensekretion sowie bei zahlrei-
chen grundlegenden Funktionen des zentralen Nervengyst®&leben der Interaktion mit
verschiedenen @roteinen zeigen die unterschiedlichen Rezeptoren auch einzigartige Expri-
mierungsmuster im zentralen Nervensystem und den peripheren Organen wie dem Herzen
und der glatten Muskulatur. Trotz ihrer Einbindungeine Vielzahl physiologischer Prozesse
wird die Entwicklung von Medikamenten, welche diese Rezeptoren als Ziel haben, hauptsach-
lich durch den Mangel an spezifischen niedermolekularen Liganden (agonistisch oder

antagonistisch) mit hoher Selektivitat erschmve®

Der muskarinische MRezeptor im Spezifischen hat einen grof3en Einfluss auf die physiologi-
sche Kontrolle der kardiovaskularen Funktion des menschlichen Koépessgeschietdurch

die Aktivierung von Kaliumkanalen Uber die Signallibertragung dwetotgine.Strukturell

wird die orthosterische Bindungstasche des-R@zeptors aus Aminosauren gebildet, welche
uber alle muskarinischen Rezeptoren konserviert sind und zeigt eksestialkturelle Ahnlich-
keiten zu den Bindungstaschanderer AcetylcholifbindenderProteine. Eine der moglichen
allosterischen Bindetaschen befindet sich genau am Eingang der orthosterischen Tasche in der
Néahe der aromatischen Kappe. Die allgemeine Stiuttes M2Rezeptors ist strukturell ahn-

lich zu Rhodopsin, wobei die gro3ten Unterschiede dieses Rezeptors in der extrazellularen
Domane liegen. Der MRezeptor besitzt eine relativ offene extrazellulare Oberflache mit ei-
ner langeren extrazellularen SchéeifECL2), welche durch eine konservierte Disulfidbriicke

stabilisiert ist. Ein struktureller Uberblick véfacaet al. ist inAbbildungl.7 dargestellt.[*6]
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™3

T™6 7 EL3

Extracellular surface

Intracellular surface
™4

Abbildung1.7: Kristallstruktur des muskarinischen MRezeptors mit dem Antagonisten QNB. Darstellung des
Rezeptors in Blau und des Antagonisten in Orange. In Griin hervorgehoben ist ein Kanal welcher sich von der
extrazellularen Oberflache mit einer kleinen Unterbrechuturch drei hydrophobe Reste bis in die intrazellulare
Seite zieht. TM: Transmembranhelix, EL extrazellulare Scliielifieildungunverandertaus der Publikation von

Hacaet al. entnommer) 461

1.3.8 Die Seretin-Klasse (Klasse B)

Rezeptorerder Seretin-Klasse spielen eine grof3e Rolle in der hormonalendéstas und

sind ein interessantes Ziel fiur die Behandlung von verschiedenen metaboligckemkun-
gen wie Typ2-Diabetes (GIP, GCGRAMY} und Osteoporose (CT, PHTH1¥owie von
Krankheiten des Nervensystems wie Migrd@&RR)DepressionefCRE) und Angstzustan-
den (CRB). Die verschiedenen Rezeptoren der Secr&iamilielassen sichaufgrund ihrer

physiologischen Rolle im menschlichen Korpédiiinf Unterklassereinteilen [47]

StrukturellbesitzenKlasseB-GPCRé&hnlichwie KlasseA-GPCRs einen extrazellularerBrmi-
nus und einen intrazelluldren-Cerminus. Stand 2017 kotam die Struktuenvon 11 der 15
Rezeptoren aufgeklart und somit einige gute generelle Struktureigenschaftenr ditssse
identifiziert werden.So besteht dieingefahr 120 Aminosauren langetrazellulare Doméane
in allen gelésten Strukturen aus eirfes - -h-Faltung Diese wird durch drei Disulfidbriicken
stabilisiert.Beider Interaktion vonpeptidbasierten Ligandebindet diese extrazellulare Do-

mane an die Germinale "-Helix des Liganden. Dies initiiert einefwei-Domanen
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Bindungsmodusbei demder GTerminus des Peptids mit der Liganel®imdungstasche inter-
agiert und so die Signaltransduktionskaskade start@ufgrund der konservierten
extrazellularen Domane tritt diese Interaktion fur alle KlasdeeBeptoren aufind erweitert
somit die Aktiverungsmaoglichkeit der Rezeptoren neben der Bindung niedermolekularer Lig-
anden in der orthosterisschen Bindetasche des Rezep@ipsvohl die Sequenzahnlichkeit
zwihen den verschiedenen Klass&Bzeptoren nur 2@5% betragtzeigtauchdieseKlasse
von Reeptoren einéihnlicheVerschiebung der Transmembranhelilzdd Aktivierung des Re-
zeptors.Die aktive Konformation von Klasse B Rezeptoren weist eine charakteristischienV
auf. (Abbildung 1.8) Durchdie nach innen gechtete Bewegung der Helices 1, 2 uidzur
Erleichterungder Peptidbindundkommt es zu einer Kontraktion des Helixblindelkenes-
bunden mit einer Auswartsbewegung der Helices 5 uhdDies ermdglichdie GProtein

Bindung und fuihrt zu der charakteristisch@nsbildung der Mormigen Konformation(32.33:48]

CRF1
receptor

D3R

Abbildung1.8: Links: Dar&llung der Transmembrandoméne des Klas€eRB-1Rezeptors ohne die 120 Amino-
sauren lange extrazellulare Doméne. Rechts: UberlagerungGB&dRezeptors mit dem KlasseDopaminD3-
Rezeptor unter Hervorhebung der unterschiedéa Positionen der AntagonisteBindungstasche beider Rezep-
toren. Auch die ausgepragte-firmige Struktur der Klasse-Rezeptoren ist inVergleichzu den Klasse-A
Rezeptoren gut erkennbagAbbildung editiert aus der Publikation vbeeet al. entnommer) 52
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1.3.9 DieadhesionKlasse (Klasse B2)

Die Rezeptoren demdhesionKlasseauch als Klasse BRezeptorerbezeichnet spielen eine
wichtige Rolle in NervenImmun und kardiovaskularen SystemeDiese 33m Menschen
vorkommenderRezeptorerdie oft auchalsADGR&ezeichnert werdepwerden aufgrund ih-

rer Sequenzidentitat in neun Unterklassen namens ADGRADGRL und ADGRYV unterteilt.
Ein charakteristisches Merkmal dies®ezeptorenist eine, oftmalszwischen100 und Uber
1000 Aminosauren lange Doméane arT&rminus des RezeptorBiese zusatzliche Doméane
kann ZeHlzellinteraktionen vermitteln und enthélt auRerdem eine GFRIBteolyseinduzie-
rende Region (GAINAbbildung1.9). Unter Bindung eines Liganden, einer Proteininteraktion
oder mechanischer Stimulierungrd eine Autopoteolyse durch die GAIRegioreingeleitet
Dabeiwird der Rezeptor in deiber die Regptorklasse stark konservierté€aPCHProtedyse-
region in ein Nlerminales(NTF) und ein -@rminales Fragment (CTF) gespalt@ahesion
GPCRs kénnarachder Signalaktivierung nicht nur-&oteine biden undderen Aktivierung
einleiten, sondern auchit verschiedene Liganden tber derMdrminugnteragierenund so-

mit alternative Signalwege aktiviereDiese These wurde durch verschiedene Studien belegt,
in denen eine Verkirzung desT™érminus und somiie Entfernungles sonst abgespaltenen
N-terminalen Fragments ebenfalls zu einer Aktivierung des Rezeptors als Schliisselereignis flr

die Stimulierungdes Rezeptors flihrté!%51

N
' \ N-terminal
- Variable length fragment/
' — adhesion domains Extracellular
o region
Tethered- GPCR autoproteolysis (NTF/ECR)
peptide- inducing domain (GAIN)
agonist _
Self-cleavage 2l
™1 Plasma C-terminal
membrane fragment
(CTF/GPCR)

Dissociated
receptor

Holoreceptor

Abbildung 1.9: Schematische Darstellungn adhesionGPCRs mit ihrer verlangerten extrazellularen Doméne
und CartoorDarstellung der GAHdutoproteolyseregiomit einerUnterteilung in GAIbund GAINM (blau) unter
Hervorhebung des sich selbst abspaltenden Linkers der Transmembranregion (ofAbb#jlungeditiert aus

der Publikation voivizurRAGSt al. entnommer) 4
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1.3.10 Die GlutamatKlasse (Klasse C)

Im Gegnsatz zu den KlasseR&zeptoren werden die Rezeptoren der Glutasd&sse haupt-
sachlichdurch kleinere Molekllavie Aminosauren und lonen aktiviel#? Wichtige Vertreter

dieser Klasse sind die acht metabgiem Rezeptoren fir den Neurotransmitter Glutamat, die
GABARezeptorenund einige Gescimacksrezeptoren. Strukturell &hnelt die extrazellulare
Seite dieser Reeptorklasse der der KlasseSe besitzen ebenfalls eine extrazellulare Doméane
zusatzlich zur sieben Transmembrandomane, jedoch ist diese deutlich grof3er und besitzt eine

eigeneBindetasche fir orthosterische Ligand@bbildung1.10). (32

Abbildung1.10: Darstellung zweier extrazellularer Doménen des ni®lezeptors mit gebundenem Agonisten
in der orthosterischen LigandeBindetasche(Abbildungunverandertaus der Publikation vokeeet al. enthnom-
men) 32

Diese extrazellulare Domane besitzt eine Struktur, die einer Muschelschale oder einer Venus-
fliegenfalle &hn#, in deren Mitte sicldie orthosterischaBindetasche befindeDiese Domane

kann sowohleine offeneals aucheine geschlossene Konformati@mnnehmen Die offene
Konformation wird durch die Interaktion mit Agonistehe geschlossene Konformatidarch

Antagonisten stabilisiert32.53.54

Ein weiteres charakteristisches Merkmal der Klasdeegeptoren mit der Ausnahme des
GABARezeptorsist diecysteirreiche Domanegie die Transmembrandomane, welche in Kon-
trast zu den bisherigen Klassen lediglich eine allosterische Bindetasche besitzt, mit der
muschelatigen Venusfliegenfalleoméaneverbindet 5% Im Gegensatz zu den bisher vorge-

stellten Rezeptorklassen liegen die Klasdee@eptoren an der Zelloberflache als Dimere vor.
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Die Dimerisation folgtlabei keinenfesten Schemavianche der Rezeptoren liegen als Homo-
dimere (wie mGlu und CaS) und andere atterbdimere (wie GABAund T1R) vor
(Abbildung 1.11). Dieals Homodimeworliegenden Rezeptoren sind kovalaitier Disufid-
briicken in der Venusfliegenfalldbomane verbundepwohingegen die Heterodimere keine
kovalente Bindung aufweisen, jedoch notwendig fir die funktionale Aktivierung des Rezeptors
sind.Eines der beiden Dimeleesitzt hierbei die Bidungsseitdur den Ligandeypwahrend die

andere Seite die Signaltransduktieermittelt. (5]

mGilu

GPRC6A GABA,
59 Ly GABA;, GABAg,

group-l === group-lll

mGlu, mGlus mGlu, mGlug ﬂ
group-ll mGlu, mGlug
mGlu, mGlu,

2
& £
'S
“om, g G@F
"c/% =) T1R
T1R1 T1R2
oty T1R3
c a-zh %‘od/u,"
"’%
¢
Orphan
RAIG, RAIG,
HAIG3 RAIG,
GPR158
GPR156 GPR179

Abbildung1.11: Schema der Dimerisierung der verschiedenen Klag3ezéptoren. Organisiert nach ihren Ago-
nisten erkennbar in der Mitte der Abbildung. Uber eine Disulfidbriicke verbundene Homodimere sind in
derselbenGraustufedargestellt, wahrend Heterodimere in unterselllichenGraustufenabgebildet sind(Ab-
bildungunverandertaus der Publikation vokNIAZEFEL al. entnommer) (561

Wie zuvor erwahntist die Dimerisierung der Rezeptoren dieser Klasse unabdingbdréir
Funktioralitat. Dabei beenflussen sich die Bindungsdomanen der Dimergegenseitig
wodurch diese Rezeptoren zu einem aul3erst komplexen Proteinkomptsden Dartber
hinaus wird angenommerdass dieysteinreiche Doméane nicht nur als Linker zwischen Trans-

membrandomane und VenusfjenfallenDomane fungiert. Sie soll eine zentrale Rbéeder
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Ubertragung konformationeller Veranderungen von der VenusfliegenfalBomane zur

Transmembrandomane spieleff]

1.3.11 Der GProtein-gekoppelteRezeptor Klasse C Gruppe 5 Mitglied B (GPRC5b)

Der GPRC5Db ist emnphanRezeptor der Klasse C GPCRs. Er gehort zu der-GRi@dasse,

die wiederum insgesamt fuinf alphabetisch sortierte Rezeptoren umfe@d23RC54d). Sie sind
Ubermalfiig in den Langerhaisseln des Pankreas vorhanden und zeigen ebenfalls eire 2.5
fache Exprimierung im Pankreas von Typ 2 DiabRtgenten. Studien und Experimente mit
knockout Mausen haben gezeigt, dass die TyreRimosphorykerungskaskade 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 kirzeren

N-Terminu&7:8l

GPRC5b wird neben dem Pankreas und adipésem Gesawatieim Cerebellum stark expri-
miert. Studien an Mausen deuten darauf hin, dass dieser Rezeptor mit der Entwicklung
neuronaler Schaltkreise im Kleinhirn und dem motorischen Lernen in Verbindung steht. Zu-
satzlich wird GPRC5b mit Aufmerksamkeitsdefigpperdtivitatsstorung (ADHS), Bipolaritat

und Depressionen in Verbindung gebrad>8l

1.3.12 Diefrizzledtaste 2-Klasse

Diefrizzledtaste 2-Klasse, oft auch als Klasse F bezeighstetine der finf grof3en Unterklas-
sen der GPCGRamilie mit ungefahr 40 verschiedenen Rezeptoém.ihren gehéren unter
anderem10 frizzledRezeptoren (hFZDB10), ein snoothenedRezeptor (hRSMO) und 2&ste

2- oder bitter taste-Rezeptoren (hTAS2RAbgesehen von der Konservierung einiger Motive
in den Helices TM2, TM5 und TM7 zeigen die beidereptorgrupperffrizzledund taste-
Rezeptorenkeine offensichtlichen Ahnlichkeiteufgrund der niedrigen Sequenzidentitat
der Rezeptoren dieser Klasse (> 20%) iinek strukturellen Unterschiedeverden dietaste
2-Rezeptoren als eigene Unterklagsstrachtetoder zur Klasse A gezahWWahrend bis 2019
mehr als 30 verschiedene Kristallstrukturen foazledRezeptorenvorlagen,konnte noch

keine Struktur vonaste 2-Rezeptoren erhalten werdei?!
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Aufgrund der fehlenden aufgeklarten Strukturen und der niedrigen Sequenzidentitat sind Aus-
sagen Uber die Struktur déaste2-Rezeptoen schwierig zu treffen. Dies stellt auch eine grof3e
Herausforderung fur die Verwendung von Homologiemodellen in computergestutzten Do-
ckingstudien dar®® Diese Gruppeon Rezeptoren wird hauptsachliah sogenannterbitter
taste-Rezeptorzellen auf der Zunge und dem Gaumenepithel exprinfidrgie spielen eine
wichtige Rollem Signaltransduktionsweger fur dieWahrnehmungles bitteren Geschmacks
verantwortlich ist Diesgilt alswichtiger Verteidigungsmechanismus gegetentiell toxische
Subsanzen Eine grof3e Mengstrukturell unterschiedliche Verbindungen kdnnen thiste 2-
Rezeptoren aktiviererdarunter pflanzenbasierte und synthetische Verbindungen wie Amide,

Peptide, Heterozyklen und Glycosidél
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1.4 G-PROTEINEPROTEINE ZUBRGNALUBERTRAGUNG

1.4.1 Generelle Struktur und Aufbau von-Broteinen

GuanosintriphosphabindendeProteine (GProteine) sindsignallibertragende Proteinelie
durchdie Interaktion mitaktivierten G-Protein-gekoppelen-Rezeptoren Signale an vidior-
mone, Neurotransmitter, Chemokine und autokrine sowie parakrine Faktoren tbermil&gin.
Sie werderauch als heterotrimascheProteine bezeichnaindbestehen aus drei nicht gleich-
artigen Untereinheiten, derh-X - dzy R RUhteeinkeit Die Klassifizierung der
verschiedenerG-Proteineerfolgt basierend auk K NBmidrenheit(Abbildung1.12).

Abbildung 1.12: Darstellung eines heterotrimeren-Broteins(6KPFunter farblicher Differenzierung der drei
UntereinheitenalsCartoon und Oberflachendarstellung®!

Obwohl eine grolRe Anzahl &Proteingekoppelen-Rezeptoren blannt ist,interagieren sie
mit einer vergleichsweise begrenzten Anzahl veRrGteinen.Im Jahr 1999 waren im Ver-
gleich zu 900 verschiedenen 7TMs nur 21 unterschiedlicHgntereinheiten, 61 -

Ly il SNB A Y K S UintSegihheilyl iBentifiziert.[54.65]
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1.4.2 Aufbau von GProteinen

G-Proteine verden wie oben erwahntaufgrund ihrerh-Untereinheit invier verschiedene
Py GSNY fF &a Sy dayimng B &85 ¥ S Bbterdinheiten bestehen ihrer-
seits aus zwei Domanen: der GTRBsenane, die fur die Bindung und Hydrolyse von
Guanaintriphosphat (GTP) verantwortlich ist, und der helikalen Domane, die eine hohe Diver-
AAGNG T 6Aa0KSyYy -Brfepeinh@i®iNauf@dish UbdRIBiy& yhteraktion des G

Proteins mit entsprechenden Rezeptoren eine Rolle spidadt. GTPasRegiorahnet struktu-

rell derjenigen der monomeren-GNR 0 SAY S dzy R 0 S & SKi-Faltbtgg SAy S

RIa @2 yielidedungeben isDariiber hinaus konnte durch den Vergleich der inaktiven
Dh-GDRY NRA a i I f £ & (0 NHz] O e@NPSKuktir diRAWdsrhdit iroh gré& flexitilen
wS3IA2Yy Sy A yuyhemikheithathgéwiedeiwerden,die bei Bindung von GTP eine

rigide, geordnete Struktur annehmeifs:67]

1.4.3 G-Protein-Aktivierung

Nach Interaktion von @roteinen mitdem aktivierten Rezeptor kommt es beirREotein zu
Dissoziatiorvon GDP welches an das inakévG-Protein gebunden ist. Dies geschwindig-
keitsbestimnende Schritt der Aktivierung von -&oteinen ist abhangig von der
entsprechendert -Untereinheit.Zusatzlich wird die inaktive Form desP@teinsvon der In-

0 S NI 1 G A@nerS R § IKISIA i -UnitekeinheRiEB&idflusst. Auch die Mutation wichtige
Aminosauren im TCAGuaninnukleotidbindungsma@i R ShN@Sdhlaufe der GTPaSeite
@2y Dh  FNKNI Rdz¢ptobikoNng Zuhldivie@agytes @roteins und zuFrei-
setzungvon D5t ® 5A S&S  asdsil Voii dll@ybei mghnliddén Pgenten mit

t aSdZR2Ke LR LI N i KENRBARAAYdza 1 daUnfereiyhRi®yebar/ R
fallserzeugtwerden.Damit ist bewiesengass diese Region eine Schlisselrolle im Austausch
von GDP drstellt. Auch in anderen hédi € Sy w S 3 AUnhtgr&inheit Rddnini e bei der
Mutation verschiedener Aminosauren einer drastischen Steigerung dspontanen GDR
FreisetzungEbensdihren geeigneteMutationen bestimmter Aminosauren in dév-helika-

f Sy 52 YN y-Unter&irfhéit) zud iner rapiden Reduktion der GBREspaltung.Die
Aktivierungund Deaktivierunggon GProteinen ist somit ein komplexes Zusammenspiel ver-

schiedener Aminosauren und konformationeller Anderund®h.
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1.4| G-PROTEINEPROTEINE ZURGNALUBERTRAGUNG

Strukturelle Anderungen treten nicht nur innerhalb der einzelnen UntereinheiteihNach
Stimulierung des @roteins durch den aktivierten Rezeptoird die Abgabe von GDP aus der

. AYRSGI 40KS -WnereishéiKernioglichik$abld der Rekrutierung von GTP in die

nun freie Bindetasche erfolgt eine konformationelle Anderung ihath des @roteins, die

1Tdz SAYSN) &Y RSNHzy3d AY RSNI ySOKABEY & S NI RT RS
fuhrt. Dabeil 2 YY(d S& Ay RSNJ wS3S Untdreilzhef. NatlBadSignal-a LI £ { c
No SNI NI 3dzy3 RdzZNOK Dh dzy R &s&h\desiBTPgegen GDP ¢ridiGt NH S K
der Wiederaufbau des HeterotrimerAlgbildung1.13). [68.6]

’n’ > MQonist

GTPase activity of Ga subunit

Reassembly of G protein heterotrimer

Abbildung 1.13: Darstellung der strukturellen Anderungen imP@otein unter Aktivierung durch einen GPCR.
(Abbildungunverandertaus der Publikation vONGUYENEt al. entnommer) 69

1.4.4 Der Einfluss dek ‘Dimers

Strukturell besteht dié -Untereinheit des @roteins aus eine-terminalenh -Helix und sie-

ben vierstrangigen antiparallelen -Faltblattern Diese Untereinheit bildet, unter

2 SOK&STt 6 A NJ-HelcesS Rk ¥ S 5 § NS Naterehtieit ;RS Matereinheit istda-

bei wichtig fur die richtigeC I (i dzy" AUn@rdlisiodgisethen Bedingungen kommt es zu

keiner Dissoziation dieser beiden Untereinheiten voneinanBer Interaktion des Dimers mit

R S NJntereinheit des @roteins kommt es zu zwei wichtigen Kontakten. Der erstetdkt

erfolgt zwischen der HHelix und dei 3/h2-{ OKf SAFS @2y Dh I $St OKS ¢«

strangigen Falblattern (WD40 repeal) eingeschlossen werden5AS 1T 6S-AGS  h
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LYGSNI(1iA2yaadsSttsS ohSlikkeyNeSNYANOEK 10@2ya DR S zyRS
i-CHtaofl B @2y Di o
bAOKUG yutmddeirRdt Biterdgiert nach Aktivierung mit Effektormolekiilen wiedgh
pholipasen oder lonenkanaleh. dzO K ®imér wechselwirkim fortlaufenden Signalweg

mit anderen Molekulen. Aufgrunder fehlenderkatalytischerSeite und modulieres dieSig-

nallbertragung tber reine ProteiArotein Interaktion’°!
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1.5| GRIS UNDARRESTINE ALS ALTHRMASGNALPARTNER

15 GRIS UNDARRESTINE ALS ALTERMESGNALPARTNER

1.5.1 Eigenschéen und Aufgaben dieser Proteine

Um sich an die extrem gro3e Bandbreite an extrazellularen Signalen anzugedsem Zellen
eine Vielzahl an Systemen entwickelm auf diese zu reagieremies gilt insbesondere fur
Membranrezeptorendieeine wichtige Blle in der Ubertragung dieser Signale spielaben
den im obigen Kapiteln beschriebenen, der Rezeptorklasse ihren Namen gebeHrdmies
nen gibt es nur zwei weitere Proteinklassete nicht nur mit einigen wenigen, sondern mit
einer groRerAnzahlan aktiviertenGPCRs interagieren konnen. Hierbei handelt es sic&um
Proteingekoppele-Rezeptorkinasen (GRKSs) und\rrestine, welche die Diversitat der ver-

schiedenen GPGHignalwege nochmals drastisch erhohéh.

Die GRK-amilie bestehtaussiebenverschiedenen Genen. Diexpressiorvon GRK1 uner
beschranktsich jeweilsauf die retinalen Stabchen und Zapfemihrend GRK4 eine geringe
Expressionm Kleinhirn, den Hoden und dexieren aufweist. Im Gegensattazuwerden die
GRKs2, -3, -5 und-6 in einerVielzahlverschiedene Gewebevon Saugetiererexprimiert
Diese sieben Proteineexdenaufgrund ihrer Aminosauresequemochmals in drei verschie-
dene Unterfamilien unterteiltAlle GRKs sind Multidom#®rtoteine, die eine ungefahr 30
AminosaurerumfassendeN-terminale Region besitzemieser folgt bei allen GRKs eine soge-
nannte regulator of G protein signalingRGShomology domain(RH) und eine Sérhr-
ProteinkinaseDomane. Diese 50820 Aminoséauren langBequenist in alen GRKs konser-
viert und der €Terminus dieser Proteine enthalt weitere strukturelle Merkmalie, wichtig

fur die MembranAdressierung sind%72

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

restin 4, den sogenanntenArrestinen, ist auf die retinalen Stadbchen und Zapfen beschrankt.
Arrestin 2 und 3 hingegen, welcheiof | dzO-K NNJ & (i A-rrestin dagzRichhet wer-

den, sind ubiquitar vertreten9i NHz] G dzNBf f 06SaiSKSy | NNBalGAyS |
Sandwicles, dieauch als die Nund die Gterminale Doméane bezeichneterden Durch die

seitliche Anordnunglieser beiden Regionen ergibt sich eine zentrale Linie, die sich aus der
Fingerschleife, der mittleren Schleife und deS€hleife zusammensetdDie Fingerschleife

scheint wichtig fur didBindung und Interaktion mit dem Rezeptorkomplex sein wahrend

die gesamteSchleifenregion zur Stabilisierung der Arrestinstruktur beitrBig. Schnittstelle
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zwischen den beiden-Nind Gterminalen Domanenvird durch hydrophobe Wechselwirkun-
gen und ein Netzwerk aus Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert. Zu dieseawexde
gehort auch dehydrophobe Kernein zentrales Strukturmerkmal von Arrestinen. Der sche-
matische Aufbau mit allen wichtigen strukturellen Teilen des Arrestimaidt SCHEERES al.

in Abbildung1.14 dargestellt.["%.73l

Finger loop .__OGO
Co===s . ) Ges-s78 %
b . / /O
Distal C-tail % Middle loop™ &
\‘ Q133-S142 1“‘}'
: 344-loop
160-I00p A = Theiiiaees T\ 5336-5344

H155-P165 .
v

.....

8 Loop17-18
Pus Gate loop N2s7-p317

N D296-N305
Polar core

Abbildung1.14: Schematische Darstellung der Struktur des basalaktivierten Arrestins unter Hervorhebung aller

wichtigen strukturellen MerkmalgAbbildungunverandertaus der Publikation voBCHEERE® al. enthommern)
[73]

1.5.2 Die Rolle von GRKs undArrestinen inder GPCFSignaldampfung

Die Inter&tion von GRKs und Arrestinen ist eirmey mehreren Moglichkeitenlie Signaltrans-
duktionskaskade zwnterbrechen oder die Signalstarke zu dampfen. Dies geschieht auf
Rezeptorebengindem die GRKs agonistisch aktivierte Rezeptoren an Serin oder Threoninres-
ten in der G@erminalen Doméne phosphorylieretNach der Phosphorylierung erfolgt die

w S 1 NHzi A S-Wiksfid wad 2uyeiner sterischen Hinderung dé?réteinKopplung fiihrt.

Selbst in Anwesenheit von&oteinen und dem damit einhergehend®vettbewerb um die
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1.5| GRIS UNDARRESTINE ALS ALTHRMASGNALPARTNER

G-ProteinBindetasche kommt es zu einer erfolgreichen Signaldampfung des aktivierten Re-
zeptors. Dies liegt vomrllem daran, dass die erfolgreich gebundenenP@teine in
Anwesenheit von GTP dissoziieren und im Anschluss die Bindetasigaebdén. Im Gegensatz
dazu, kommt es nacter Bindung des Arrestian den phospbrylierten Rezeptonicht so

leicht zur Dissoziation des RezepfarestinKomplexed’t74l

1.5.3 GRKs und Arrestine uhihre Rolle im Rezeptortransport

Auch wenn die Endozytose von Rezeptoren nicht deekscheidendur die Signaldampfung
von GPCRs zu sein scheint, spielen diev@RHKittelte Phosphorylierung und anschliel3ende
Rekrutierung von -Arrestin eine wichtige Rolle in d€lathrirabhangigen Internalisierung

die von der Mehrheit der 7TMR als Methode zur Endozytose benutzt Wisd Endaytose

wird somitals wichtige Methode zur reversiblen oder irreversiblen Entfernung von Rezepto-
ren aus der Zellwanbletrachtet Mechanistisch verlauft der Clathrabhangige Transportweg
immer nach dem gleichen Schenthosphorylierte und aArrestn gebundene Rezeptoren
werden inClathrinbeschichtete Grubeirfclathrin-coated pis CCP) geleitet. Hier bindet der
ArrestinGPCR Komplex Clathrin und das Adapratein 2 (AP 2Dies fuhrt zur Internalisie-
rung des Rezeptors, welcher im Folgenden sortignld entweder an die Zellmembran

zuriickgebracht oder fir die Degradierung freigegeben witd®!
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2.1| AUFGABENSTELLUNG

2.1 AUFGABENSTELLUNG

Basierend auf einem aktivek2-Modulator 1 (Abbildung 2.1), den ich im Rahmen meiner
Masterarbeit dargestellt hahesolltennunweitere ,wenn maoglich aktivereDerivate syntheti-
siert werden. Disepotentiellen Derivate wurdemurchin siliceDockingStudienvon derAG

KoLevorgeschlagen.

Q,N N

-

\
\_N

Abbildung?2.1: Dockingpose des aktivstehishersynthetisierten M2Modulators (AGKOLB.

Zusatzlicksollte derdurch dasDockirg vorhergesagte Bindungsmodbswiesen werdenHierzu wur-
denvon der AGHILGERN Kooperationmit der AGKoLBVersuche zur Kristallisation des Rezeptors und
spater zurErstellung einer CryoEBtruktur durchgefuhrtDa die Kristallisation eines GPQRmer
nocheine grof3e Herausforderung darstellt, soltarallelzu dies@ strukturellen Untersuchungegin

synthetischerAnsatz zunBeweis des Bindungsmodus angetreten werde
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DARSTELLUNG VDERIVATEN DES BEK/AANMM2-MODULATORS2.2

2.2 DARSTELLUNGONDERIVATE DESBEKANNTEM2-MODULATORS

Auf der GrundlagelesModulators1 (Abbildung2.1), den ich im Rahmen meiner Masterarbeit
durch dieVerwendung eier neuartigen AlkyiStickstoffKupplungsreaktion unteltULLMANN-
GoLbBER®Bedingungersynthetisierthabe wurdendurch die AGoLBneue alternative Modu-

latoren fur den M2Rezeptorvorgeschlagen

/\ /\ /\ = /\
N__N N __N N N N N
O | O O QDY
(o] Cl N
=N =N =N =N
Ch Ci Ch Ch
o\ 0\ 0\ 0\
1 2 3 4

Abbildung2.2: Modulator 1 und darauf aufbauende identifiziert®erivate Die Bindungspose des aktiven M2

Modulators1 diente dabei als Vorlage fur die Vorschlage »oR_OESERUS der AGKOLB

2.2.1 Syntheseplanung

Basierend aufler bereitsetablierten SynthesaedesModulators 1 sollte die Darstellungder in

Abbildung 2.2 gezeigterDerivatetber die inSchema2.1 gezeigte Rote erfolgen

o =\ =\

Ox Ox N HN__N r-N__N
=D GO T a0 Tt
¢ N\_N \_N
o o o
~ ~ ~ o< RN
5 6 7 8 9

Schema2.1: Synthesestrategie finlie Darstellung deDerivate?2 - 4.

Im ersten Schritt konnte da&-Methoxybenzédehyd5 unter Verwendung vorBLANGBedin-
gungen mit einer quantitativen Ausbeuteu 6 chlormethyliert werden. i@ milden und
robusten Reaktionsbedingungenmdglichten zudemdass diese Rétion auch in einem gro-

Ren Mal3stab von 10 bis Thohne Ausbeuteverlust durchfiihrbar war.
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Paraformaldehyd, ZnCl, Pyrazol, DIPEA

Y

Y
@
Z2-2Z

konz. HCI, 75°C, 1.5 h Cl MeCN, MW, 120 °C, 2 h
100% 70%

Schema2.2: Darstellung des chlormethyliertepara-Methoxybenzaldehyd$ unter Verwendung vorBLANG

Chlormethylierungsbedingunganit anschlieBender nukleophiler Substitution des Chloratoms durch Pyrazol.

Durch die nachfolgendenikrowellenunterstiitze nukleophileSubstitution des Chloratoms
durch Pyrazoldie mit einer Ausbeute von 600% durchgefihrt werden konnte, erhélt man
7. Da sich beide Reaktionen gut upscalen lassen, ist die Darstellung des GrundKdmers

grol3em Mal3stab moglich.

Die Einfuhrungles Imidazolrings wurde zuvor im Arbeitskreis in einer zweistufigen Synthese
aus Reaktion des Aldehyds mit Ethylendiamin dachuffolgender Oxidation des Imidazolins

mit Kaliumpermanganaton Dr. L. DEmPwoLFetabliert. In dieser Arbeiterfolgte der Imida-
zolaufbau basierend auf dan in meiner Masterarbeit verbesserten einstuigen
Reaktionsablaufinter Verwendung des Aldehyds, Glyoxal wiksrigem Ammoniak in Etha-
nol (Schema2.3).

39% aq. Glyoxal, 25% aq. NH;

=N
C| > =N
NN EtOH, rt, 16 h N ,‘1

20%

Schema2.3: Darstellung des Imakolderivats8 unter Verwendung von Glyal und wassrigemdmmoniak in
Ethanol.

Eine Steigerung der Ausbeute auf Uber 2§8tangtrotz mehrere Optimierungsversuchder
Reaktionsbedingungemicht. Jedoch konnte aufgrunder beobachtetermsetzung des Edu-
kts von maximal 50% und der einfachen Riickgewinnungel@gendetenAldehyds 7 mittels

Saulenchromatographidiesererneut in der Imidazolsynthese eingesetzt werdsadass sich
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eine Ausbeute von 40% basierend auf der Menge des reisolierten Startmategdls Brer
unwlistandige Umsatz und die geringe Ausbeute der Reaktion sind vermutlich auf den Me-
chanismus und i@ damit verbundenen Nebenreaktionen zurtckzufihréder vermutete

Mechanismus der Reaktidst in Schema2.4 postuliert. [/”]

NH, NH,
o +NH; = OH + NH; oH ~H,0
oAF’ —— © [, — > wo > WOy
2 NH, NH
10 11 12 13
o - H,0
i +H* +RCHO
HN” R NH
- -
[ )R HNENZ
N —H,0 X NH2
16 15 14

Schema2.4: Reaktionsmechanismus des Imida2elfbaus unter Verwendung vonyekal.[’”]

Zunéchst bildet sich aus Glyogélund zwei Aquivalenten Ammoniak das zweifache Halbami-
nal 12. Durch anschlie#hde Wasserabspalturigldet sich daBisImin 14, welches mit dem
eingesetzten Aldehyd zur Zwischenstdfeweiterreagiert. Im letzten Schritt erfolgt der sau-

rekatalysierte Ringschluss zum Imidakz@l

Betrachtet man den Reaktionsmechanismus wnd allemdie mdglicherNeberreaktionen,
welche bei der Bildung des Imidazolrirgdaufenkdnnen lasst sich eine Erklarung fur die
geringe Ausbeuteles Produktginden. KuAet al. zeigen in ihr@ computergestitzten Unter-
suchungen, dasdie Bildung von, auf Glyoxal basierenden Oligomeen mdglicher Grund

fur die geringe Ausbeutsein konnte(Schena 2.5). [77]

o +H,0 OH +NH; OH
AN ———— Ho)vo —> Ho

OH

NH,
10 17 18
OH

HO

OH OH OH on 17

OH OH

-
-€——— HO NH - HOINH

OH
R[N
H
HO_ _NH
OH
H
HO” N N
N Y HO” NH, HO” “NoH
OH ©O
n
21 20 19

Schema?.5: Mogliche Oligomerbildungls Grund fiir den Ausbeuteverlugt]
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YU et al. hingegen zeigen in ihrebbangzeitstudien tUber die Produkte und Kinetik von Glyoxal

in wassriga Ammoniumsilfat-Losungen, dass keine Bildung von Oligomeren stattfindet.
Stattdessen fiihrt die Reaktion von Glyoxal und Ammoniak in wassriger Loésung zu einer Viel-
zahl an moglichen Nebenpdukten ohne die Einbindung einer weiter@&tdehyd QuelleHier

sind vor allem Imidazol, Imidaz®&lcarboxaldehyd und deren hydrierten Variantde Bleben-

produkte von Bedeutun¢Schema2.6). [78]

OH
—_— N
2NH; + ONO e [/WJ\OH —> [ >—<
\NHOH

o N® oH
10 22 23
N
EjN ~ 2H N\> + GlyoxallH,0 [ \>
' —_— [ +HCOOH —|(————— = N
\N\ H OH H* N - GlyoxallH,0 >\(°H
- oxal
H H Y 2 HO

OH

N@ OH

23 [,\

/
[ >—< | 24 25
\ N\ OH +H,0 N\ /0
N H oH —H> [HHOH = | H>_/

-H,0

I 26 27

Schema.6: Darstellung der gebildeten Hauptprodukte bei der Reaktion von Glyoxal und Ammoniak.

Die anschlieRende Substituti@am Imidazofing unter Bildung der Endstufegrfolgte in allen
drei Fallen unter der Verwendung vasLMANNGOLDBER&Upplungsbedingunge(Gchema
2.7).

HN N ~N N
2 Arylhalogenid, Cul, trans-N,N- R Z
Dimethylcyclohexan-1,2-diamin, Cs,CO;

A\ _N DMF, 140 °C, 16 h N\ _N

Schema2.7: Allgemeine Reaktionsbedingungen der Synthese der Imidazolderivate.

Bei dieser Reaktion erfolgine Kupfervermittelte Knipfung einer ©l-BindungHierbei wer-

denin der RegellOmol% desKupferkatalysators und 200l% des Liganden verwendét.
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Der Mechanismus dieser Reaktion ist nicht endgtiépgt, jedoch wird ein Ablaudvie er in

Schema2.8 abgebildet ist, angenommef?!

B =Base [Cu'L,] ©
LH =Ligandenpréakursor BH
GBS = geschwindigkeitsbesti ler Schritt
R (€]
| B> +LH H
AR [Cu'L] rR-NSR
Aktiv
29 28
Ar—I GBS
N e
. N B
Inaktiv © R° R 4 o
R R 28 R R
\ / / /
N—LCu'—N —_— LCu'—N LCu'—N
R R ® R HR
Il t I [
Equilibrium \—/
BH g®

Schema?.8: Angenommener Mechanismus dek LMANNGOLDBER®eaktion [

Im ersten Schritt des Mechanismus erfolgt die Aktivierung des Kupferkomplexes unter Ver-
wendung einer BaséAnschliel3end lagert sich der aktivierte Kenxomplex an das Ami28

an. Dieser Komplewird von der vorhandenen Base deprotoniert und anschlieBend erfolgt
der gesbwindigkeitsbestimmende Schritt, dReaktion des Arylhalogenids mit dem aktivier-
ten Komplexl. Der reagierte KupfeLigandkomplex wird hierbei wieder frei und kann erneut

in den Reaktionszyklus eintreteAufgrund des mdglichen Auftretens desSohema2.8 ge-
zeigten Equilibriumswird eine grofe Menge Ligand verwendatn der Ausbildung des

inaktiven Katalysatorkomplexél entgegenzuwirken??l

Fur alleim Rahmerdieser Arbeit durchgeflhrtelLLMANNGOLDBER®eaktionen, wrde Cul
als Kupferquelle undrans-N,N-Dimethylcyclohexai,2-diamin als Ligand verwendefTa-
belle 2.1). Alle dreiin Abbildung2.2 gezeigten Modulatoren konnten auf diese Art und Weise

synthetisieret werden
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Tabelle2.1: DurchgefuhrtdJLLMANNGOLDBER®eaktionen unter 8rwendung vorAryl/Alkylhalogenid (1.2@q),
Amin (1.0Ceq), Cul (0.2@q), C#CQ (2.00eq) undtrans-N,N4Dimethylcyclohexai,2-diamin(0.40eq).

Molekdil Reaktionszeit [h] Temperatur [°C]  Ausbeute [%)]
Derivat2 72 110 36
Derivat3 16 140 79
Derivat4 16 140 38

2.2.2 Biologische Testung der Modulatoren

Alle synthetisierten Derivate wurden im Anschluss anGharakterisierung auf ihreiologi-
sche Aktivitat getestet. Hierfir wurden die Derivaia der AG BUNEMANNINn einem FRET

basierten Assakinsichtlich ihrer Aktivitat anmuskarinischen M:Rezeptomuntersucht

Bei demverwendetenFREFAssaywird die RezeptoiG-Proteininteraktion untersucht unén-
hand der Interaktion die Aktivitat des Rezeptors gemesseERET stehin diesem Falftr
fluorescence resonance energy transfed wird oft auchalsFORSTERRSONance energy trans-
fer, benannt nachTHEODORFORSTERwelcher dieses Rimomen erstmals besclaben hat
bezeichnet Mittels der FREMikroskopie knnen Informationen Gber die Annaherung und
raumliche Nahe von Molekllen im Nanometerbereich erhalten wer@azuwird ein Fluoro-
phor durch die Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Wellenlange angei&fginn abr
Fluorophor aus dem angeregten Zustand in den Grundzustand Zaltiaibt er Energie in
Form von Licht einer charakteristischen WellenlangeBsdindet sich diesg-luoroplor (Do-
nor) in raumlicher Nah¢< 10nm) zu einem weiteren Fluorophor (Akzeptpwelcher eine
ausreichendespektrale Uberlappung aufweistpmmt es durch eine nicht radikale dipdipol
Wechselwirkungu einem Energietransfewischen beiden FluorophoreDa die Wellenléange
des Lichts, welchelsei der Relaxatioraus dem angeregten in den Grundzustand emittiert
wird, charakteristisch ist, kann tUbeie reduzierte beobachtete Fluoreszenz des Donors oder
die angestiegene beobachtete Fluoreszales Akzeptorsiee entsprechende rdumliche An-

naherung quantifiziert werderié®!

Um die Interaktion zu messewurden jeweils ein Fluoreszenzmarkean GTerminus des Re-

zeptors und am MNerminus der ‘-Untereinheit des GProteirs eingefiigt Bem
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muskarinischen MERezepto handele es sich hierbei um da=llow fluoresent protein(YFP)

bein G-Proteinum dascyan fluoresent protein (CFP)Abbildung 2.3). Gemessen wurde in
dem von der AGBUNEMANNIurchgefiihrten Assay die Interaktion dieser beiden Makromole-
kiule in permeabilsierten Zellen unteAnregung mit monochromatischem Licht ein
Wellenldnge von 43Am. Die Interaktion wurde anschlie3end Uber die gleichzeitige Beobach-
tung der YFPund CFHEmissiorguantifiziert und gegen die Zeit aufgetragen. Eine Zunahme
der CFFEmission konnte somit mit einer gleichzeitigen rdaumlichen AnnédtgedesG-Pro-

teins an den entsprechenden Rezeptor gleichgesetzt werdets!

. 0“
(s
ge

saponin
washing G
| ¥ B
PR
- :
0000 7

- J
A/- GDP
Ooo

washout of

e F -
the agonist - CFP (emission)

- 420-450 nm (excitation)
stable ternary complex

Abbildung?2.3: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen Agonist, GPCRRimudeinunter Verdeut-
lichungdieser Interaktion mittels Anbringung von Fluoreszenzmarkern an RezeptoGrdtein (Abbildung
unverandert aus der Publikation vaaLINElet al. entnonmen) 2]

Die Restaktivitat des Rezeptors unter Einflussd#gestelltenModulatoren (2, 4) ist in der
folgendenAbbildung 2.4 dargestellt Die Aktivitat von ModulatoB konnte aufgrund unzu-

reichender Loslichkeit im verwendetéssayPuffernicht bestimmt werden.
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1.5+
— — — — Derivat 1
g §~ 1.0 — ACh 1M
L2 Derivat 1 100 uM
C g 05 /\ — Derivat 1 100 M
< 2 ( \M\M +ACh  1uM
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Abbildung2.4: Messung der beiden Derivatiurch die AGUNEMANNM Vergleich zd.. Die Messung von Ver-
bindung3 konnte aufgrund von Loéslichkeitsproblemen nicht erfolgen. Verbinduagd Verbindung4 zeigten
eine Verringerung der Rezeptoraktivitét, welche signifikardp@h nichtverglechbar mit dem beobachteten
Effekt des urspriinglichen Modulators Verbinduhgar.

Die Auswertungler AssayErgebnissergab,dass bei allgetesteten Inhibitoren eine signifi-
kante Verringerung der Rezeptoraktivitit einhergehend mit einer verringerten
Proteirbindunghervorrufen Jedoch zeigt sich auch, dass der urspringlich synthetisierte Inhi-

bitor 1 weiterhin den stéarksten Effekt auf die Aktivitat des muskarinischerRé2eptor hate.

Aufgrund der potenten Inhibition deverbindungl und der postulierten allsterischen Bin-
dung des Ligandesollte im Anschlusgurch die Synthese entsprechender Derivaggsucht

werden,einen Beweis fur die alsterische Bindung des Ligandamzutreten.

2.2.3 Beweis des postulierten Bindungsmodus

Um denpostulierten Bindungsmodus ein@ssilicoHitsbeweisen zu kdénnen gibt es verschie-
dene Moglichkeiten wobei durch die Rontgenkristallgraphie die tatséchlichen
Bindungsverhaltnisse wiedergegeben werden und daher diese die bevorzugte Methode ist
[83] Jedochstellt die Kristallisation von GPCRs mit ihren gebundenen Modulatooen eine

sehr grofRe Herausforderung dddies hat unter anderem den Gryndiass viele GPCRs unter
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den, fur die Kristallisation benétigten Bedingungiastabil sind!® Zusatzlich zur Anfertigung
einer Rontgenkristallstruktusteigt die Anzahl hochaufgeldster@turen von GPCRs, welche
mittels CryoEMQrycElektronenmikroskopieaufgenommen werden in letzten Jahren immer
weiter an.Aufgrund der deutlich einfacheren Probenvorbereitung dieser Messmethode und
der immer weiter steigenden mdoglichen Auflésung &rukturen hat das CryoEM mittler-
weile die klassische Rontgenkristallographie als Methode der Wahl zum Erhalt von GPCR
Strukturen abgel6st. Die drastische Erhdhung der potentiellen Auflosung dieser Strukturen
liegt hauptséachlich an deverbesserung decomputergestitzten Bildanalysemethoden und

der Entwicklung vosogenannterdirect electron detectorsvelchezu einer verbesserten Auf-

l6sung dieser Strukturen im niedrigéaBereich fuihrt[84.85]

In Zusammenarbeit mit der A@LGERIND derAGKoLBwurdeim Verlauf der Anfertigung dieser
Arbeit die Strukturaufklarung der Bindung des Modulatbrsittels Erstellung einer CrybE
Struktur angestrebt. Hierflr war esotwendig, den gewinschten Inhibitor nochmals zu syn-
thetisieren um ihn in groReren Mengen fur die anschliel3ende Testarfggbarzu machen.

Diese Synthese erfolgteachSchema2.9.

—\ —\
HN__N NN
Cyclopentylbromid, Cul,
trans-N,N-Dimethylcyclohexan-1,2-diamin
CN =N
! DMF, 140 °C, 16 h |
N\_N 22% N\_N
O\ O\
8 1

Schema2.9: Darstellung des Modulaterl unter Verwendung volJLLMANNGOLDBER®eaktionsbedingungen.

In derAGHILGERvurden von ZPOReErerschiedene Methoderur Stabilisierung des Rezepsor
getestet. Nachdem eine geeignete Methode gefunden weaiglgte die Anbringung dege-
wahlten extrazellulare Nanobody am Rezeptor,damit dieser nicht mit mdglichen
alternativen Bindetellen des eingefligten Ligandérberlappte. DieMessung delRezeptor
Nandbodyfusionund das Prozessieren der Daten wurde im Anschlus&vidnGELUKESN der
UniversitatBonndurchgefuhrt Zum Endeder Verfassung dieser Arbeit konnte bereits eine

Struktur des Rezeptors mit einer Auflésung von& borhergesagt werderApbildung2.5).
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Abbildung2.5: Vorhersage der Rezeptorstruktur auf Basis der aktuellen Auflo&iBéh) der CryoEM Struktur.
DieDarstellungles Rezeptors basiert auf einem Modell derk&GBunter Verwendung der Struktur (4MQS) von
KrRuseet al. Struktur und Bindungsmodus des extrézi@dren Nanobodys wurden unter Verwendung von Alpha-
Fold2 vorhergesagt und mit Hilfe von ChimeraX in die erhaltene Deaigebaut ©6!

Da abzusehen war, dass sich die Aufklarung des Bindwaysnmittels CryoEM schwierig ge-
stalten konnte, sollte parallel versuchverden, den Bindungsmodus durch die Synthese
entsprechender Derivate zu entschlisseln. Dabei sollte vor allem eine, aufdgear8truktur

des endogenen Liganden vermutete, orthostehie Bindung ausgeschlossen werden.

2.2.4  Synthetischer Beweis des Bindungsmodus

Bei Betrachtung desorhergesagta Bindungsmodus der synthetisierten Modulatoren
zeigen sich zwei Kerninteraktionen, weldhaat Dockinghauptverantwortlichfiir die Aktivitat
sind. Hierbei handelt es sich urwei Wasserstoffbriickenbindungen, dieeh zwischen Arginin
121 in der Grotein Bindetasche des MRezeptors unjeweils einem Stickstoffes Pyrazols
und ImidazolRingsystemslieser Modulatoren ausbilderApbildung2.6). Aufgrund de9Ks
Werts des Imidazolg’.0) liegt hier jedoch die Vermutung nahegss der Stickstoff ddmida-
zols untemphysiologischemledingungerzumindest teilweisgrotoniert vorliegt.Somit wiirde

die positive Ladung des Imidazolsvarbindungmit dem ebenfalls protoniert vorliegenden
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Arginin zu zwei positiven Ladungen und zu einer abstoRewderhselwirkung zwischen dem
Liganden und @m Rezeptor fuhrerNun ware eine beobachtete Aktivitat eines teilweise pro-
tonierten Liganden nur durch eine orthosterische Bindung im protonierten Zustand zu
erklaren. Dies ist besonders kritisch zu betrachtingder orthosterisch bindende Agonist des
M2-Rezeptors Acetylcholin mit seinem quartaren Stickstoff ebenfalls eine positive Ladung

tragt.

Allosterische Interaktion

Abbildung2.6: Allosterische Interaktion des aktivsten Modulatdmnit Arginin 121 in de@&-ProteinBindetasche
des muskarinischen MRezeptorgDockingpose von ALOESERuUS der AGKOLB.

Eineorthosterische Bindung der synthetisierten Modulatonenter Protonierung des Imida-
zolstickstof§konnte aus den oben genannten Grinden nicht ausgeschlossen wébdshalb
sollte parallel zu der Strukturaufklarung mittels CryoEM eine Méglichkeit gefumdaden,
synthetisch eine allosterische Bindung der Modulatoren zkréiigenoder sogar zu bewei-
sen Hierfur war es wichtigdie in Abbildung2.6 gezeigten Interaktionen beizubehaltemd
zeitgleich eine magliche Protonierung déslekilszu verhindern. Weiterhin durfte digum-
liche Struktur des Modulators nicht zu stark banflusst werden, daonstkeine eindeutige
Aussage hinsichtlichrer moglichen Veranderung der Aktivitat des Derivats im Vergleich zum
Ursprungsmolekil méglich warBie Wahl einer Ersatzfunktionalitat wurde somit auf andere
5-RingHeteroaromaten eingeschrankiEine genaudetrachtungaller synthetisch verfliigba-
ren und kommerziell erhaltlichen Heteroaromatenergab, dassPyranl ein geeigneter

Kandidatist.
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Abbildung 2.7: Substitution des Imidazolrests gegen einen Pyrazolrest/erringerungder Basizitatdes ent-
sprechenderHeterozyklus®7:88l

Wie inAbbildung2.7 erkennbar ist es aufgrund des deutlich niedrigerenspiertes des Py-
razols(2.1) nicht mehr méglich dieses unter in vitro Bedingungen i protonieren. Durch die
fehlendeBasizitaund zeitgleiche Aufrechterhaltung dpostuliertenWasserstoffbriickenbin-
dungen zu Arginin 121 sollte durch eine vergleichbare Aktivitat des Pyrazolderivats die
vorhergesagte Bindung des Modulators bestatigt und ein Argument fur eine mégliche orthos-

terische Bindungentkréaftet werden.

ﬁ
N
\
~0 ~o0

Abbildung 2.8: Aufrechterhaltung des WasserstoffbriickékzeptorDonor Verhéltnisses durch Austausch des
Imidazols gegen ein Pyrazol.

2.2.5 Synthese degyrazolbasierten Modulators

Die retrosynthetischen Beobachtungen Derivat30 zeigten, dassdie Einfihrung zwei ver-
schieden substituierter Pyrazolreste sich schwierig gestalten konnteAufgrund der
beobachteten Aktivitat der irAbbildung 2.2 gezeigten Modulatoren und deginfacheren
Knupfung eineArykArytBindung im Vergleich zu einérylAlkyl Bindung wurde Modulator
2, mit einer 4Methoxybenzylgruppe in-Position des neu etablierten Pyrazolrggls Model-
system fur @s zu synthetisierendBerivatausgewahlt und daher wie tichema2.10 geplant

dargestellt.
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NO, NO, NO,
Blanc Reaktion Sn2 =N Reduktion
..................... \ ceeeeeeeaaa
> cl > QN >
o\ 0\ 0\
31 32 33
H,N /N
NH, 2T SNH RSN
=N Hydrazinbildung N Ringschluss
L | B I » = NNl e » =N
QN Qr‘q C\
N\_N
(0]
~N (0]
~N 0\
34 35 30

Schema2.10: Geplante Synthese des Pyrazolderivats unter Aufbau des substituierten Pyrazols.

Durch die bereits etablierte Chlormethylierung na@mNcsollte Molekiil32 zuganglich ge-
macht werden. Dieses sollte im Folgenden in einer nukleophilen Substitution mit Pyrazol
umgesetzt und anschlieRend reduziert werden. Das AnilindeB¥¢aollte zum Hydrazi85
umgesetzt und unter Ringschluss zuraubstituierten Pyrazd0 umgesetzt werdenDas an-

gestrebte Derivaim Vergleich zum aktiven Modular istAibildung2.9 dargestellt.

N__N N
\0/®/ No

Abbildung?2.9: Aktiver M2Modulator und sein entsprechendes zu synthetisierendes Pyrazolderivat

Im ersten Schrittder geplanten Synthessolltendie bereits etabliertea Chlormethylierung-
bedingungen $chema2.2) genutztwerdenum Intermediat 32 zu synthetisierenNachdem
unter den etablierten Reaktionsbedingungevider Erwartenkein Umsatz des Edukts beo-
bachtet werden konntefolgten zwei weitere Testansatzebei verschiedenen Reaktions
temperaturen und Zeitenkdochkonnte auch hiekein Produkisoliert werden.Da das ein-
gefuhrte Halogenid lediglich als Abgangsgruppe fir dehfolgende nukleophile Substitution
dienen sollte, wurde alternatizunachsdie Einfihrung einer Brommethylgruppe untdrrdi-

chen Bedingungen untersuchie Zugabe von NaBr, HOAc ungsSBA hingegen fihrtezuder

45



2.2| DARSTELLUNG VDERIVATEN DES BEKARNN2-MODULATORS

Umsetzung des Edukts zum gewilnschten Mbthlogenid Alle getesteten Reaktionsbedin-

gungen und die entsprechenden Ausbeuten sindabelle2.2 abgebildet.

Tabele 2.2: Ansatze zur Halomethylierung dpara-Methoxynitrobenzols unter Variation der Tenmagur und
Reaktionsfiihrung. &ugabe von HOAc und$0 erfolgte Tropfenweise tber B.

AnsatzNr.  Methylierungsart Temperatur [°C] Reaktionszeit [n] Ausbeute [%]

und Reagenzien

1 Chlamethylierung 75 2 0
Paraformaldehyd,
ZnC4, konz. HCI

2 Chlormethylierung 80 3 0
Parabrmaldehyd,
ZnC4, konz. HCI

3 Chlormethylierung 95 72 0
Paraformaldehyd,
ZnC}4, konz. HCI

4 Brommethylierung 85 3 33
Paraformaldehyd,
NaBr, HOAc un
konz.HSQ

52 Brommethylierung 85A rt 3A 16 30
Paraformaldehyd,
NaBr, HOAc un
konz. HSQ

6 Brommethylierung 85A rt 3A 16 65
Paraformaldehyd,
NaBr, HOAc un
konz. HSQ

Im zweitenSchritt erfolgte die nukleophile Substitutiaies Bromatoms durch Pyrazblierbei
konnte das gewtuinschte Produg8 unter Mikrowellenbedingungemit DIPEA als Base in Ace-

tonitril bei 120°C mit einer Ausbeute va82% erhalten werder{fSchema2.11).
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NO, NO, NO,
NaBr, Paraformaldehyd, Pyrazol, DIPEA CN
o |
HOAc, konz, HCI, Br. MeCN, MW, 120 °C, 1 h NN
85°C,3h -rt,16 h 82%
N 65% N o<
31 37 33

Schema2.11: Darstellung des Nitrobenzolderivad8 Giber zwei Stufen.

DurchReduktionder Nitrogruppe unter Verwendung vdtisediHOAckonntedas primére aro-

matische Amir84 mit einer Ausbeute vor92%erhaltenwerden(Schema2.12).

NO, NH,
C"f Eisen, HOAc C"#
NN H,O/EtOH, 90 °C, 2 h NN
92%
0\ O\

33 34

Schema2.12: Reduktion der Nitrofunktion mit Eisen in Essigsaure.

Fur den Aufbau von Pyrazolen werden oftmals Hydrazine eingesetzt. Als Reaktionspartner
kommen hierbei verschiedenéunktionalitatenin Frage S.ooret al. und YAYLAYArt al. be-
schreiberzum Beispiel den méglichen Einsatz verschiederDiketonefir die Bildung von

N-Arylpyrazolen $chemaR.13). [69:90]

IAr IAr
(o] (o] Maillard-Reaktion N’N N’N
PN - R * ) )R
R, R, | /R yJ
R R
38 39 40

Schema2.13: Pyrazolaufbaudurch die Verwendung von EB3iketonen unter Hervorhebung der mdglichen Re-

gioisomere 89901

Der beobachtbare Mechasmus verlauft wie bei deMAlLLARBReaktionund liefert bei der
Verwendung von Glycin und Glycinaldehyd den entsprechendesubstituierten Pyrazol-

ring. [
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BAGLE et al. postuliereneine vielversprechende Methode zum Aufbau von Pyrazolen unter
der Nutzung von Ethinylketoneif! Diese Methodeerméglichtdartiber hinauslie Darstel-
lung verschiedene stickstoffhaltige Heterozyklen wie Pyridine, Pyrazole, Isoxazole und
Triazole P!l Ein Problem, welches bei beiden hier beschriebenen Methoden tufst die
Regioselektivitat der Reaktion. Diese ifhmals schwer kontrollierbar, sodass es zu einer Mi-

schung beider Regioisomere kommen kaf.

Aufgrund der ausgiebig getesteten Reaktionsbedingungen des PyrazolaufbauBssiretet

al. sollte fur den Aufbau des Pyrazols die folgende Reaktionsfiihrung verwendet werden:

0 HaNG I\
konz. HCI \o N
Z . Cw ------------ - =N
- N\ _N MeOH, 0 °C Qh
(0] o
~ oL
41 35 36

Schema2.14: Angestrebter Pyrazolaufbau unter Verwendung eines Ethinylaldehyds.

Bei dereinstufigenEduktynthesenachFriMPONGet al. wurde Ethinanisolinter Verwendung
von n-Buthyllithium zunachstdeprotoniert undanschlieendnit Dimethylformamid als Car-
bonylquelle umgesetzt Das Produkt konnte in einer Ausbeute von 85% erhalten werden

(Schema2.15).

AN

// 1. n-BuLi,. DMF, THF, -78 °C - rt, 20 min
\0 2.10% KH,PO,4-L6sung, 0 °C, 30 min

85%

42 41

Schema?.15: DarstellungdesEthinylaldehyd nachFriMPoONGt al. 192

Fur die Umsetzung des zuvor synthetisierten Amins zutispeechenden Hydrazin wurdelie
Bedingungen voBRUELet al. verwendet [°3l Hierbei erfolgtdie N-N-Bindungskntipfung unter

Verwendung von NaN@ind die Reduktion mittels Zugabe von Sri{Ethema2.16). [*°]
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NH, HaN h
=N 1. NaNO,, konz. HCI, 0 °C, 15 min
3 =N
O - )
2. SnCl,, konz. HCI,0°C, 4 h NN
O\ O\
34 35

Schema2.16: Verwendete Reaktionsbedingungen zur Hydrazinsynthese Brichiet al. [°°]

Bei deNutzung der obigeReaktionskedingungerkonnten nachmehrerenSyntheseansatzen
jedochlediglich Spugn des Produkts isoliert werdespdassdie verwendeten Reaktionsbe-
dingungenzunachstan Anilin aldModell Systengetestet wurden, undie Reaktionsflihrung
zuvalidieren. Die Verwendung voAnilinfihrte zur Bildung des Phenylhydrazins, was belegt,
dass die Umsetzung eines primaren aromatischen Amins zum Hyariials der verwende-
ten Reaktionsbedingungendglichist, sich jedoch nicht auf die Umsetzung Bdrubertragen

lasst.(Schema2.17). 94

H,N
NH 2N
2 1. NaNO,, konz. HCI, 0 °C, 15 min NH
2.SnCly, konz. HCI, 0°C, 4 h @
43 44

Schema2.17: Reaktionsbedingungen der Tesdtgion mit Anilin (4

Daher wurde anschlieRerdie Einfihrung eines Hydrazins nagbmaret al. unter Verwen-
dung von Hydrazin Hydratund Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)chema2.18)

getestet wobei hierdaseingesetzte Arylbromid reisoliert werden konnt&!

H,N
Br 1. K3P0O,, Cul, CTAB, ZTSNH
N 0w H,0, 80 °C, 15 min
= | + N : =N
N\ _N N QN
H & 2. H,NNH, H,0, H,0, 80 °C, 7h
[o]
~ oL

45 46 35

Schema?.18: Arylhydrazinsynthese nadumAret al. 19
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Nachdem der Aufbades Pyrazalingsystens aus dem entsprechenden Hydradarivat 35
nicht erfolgreich war, sollten einem alternativen Syntheseansain bereits zuvohergestell-
ter Pyrazolrest eingefiihrtund im letzten Schritt mit der entsprechendepara

Methoxybenzolverbindung umgesetzt werdeS8¢hema2.19).
R/@N (

X
=N \/© C-N Kupplung C-C Kupplung \0
G - QLD T LD
\_N N\
o\

N <

47 30 36

N =
4

z-Z

Schema2.19: Geplante Synthese unter Einfuhrung essubstituierten Pyrazols.

Das bromierte Derivad5 war in einer dreistufjen Synthese au&8 zuganglichZunachst er-
folgte die Reduktionler Carbonsaurtinktionvon48_zum entsprechenden Alkohd®. Hierfur
wurde ein BoraATHF Addukbei 0°Cunter InertAtmospharezur Carbonsaure getropft und
anschlieBend B bei Raumtemperatur gertihrtm folgenden Schritt war die Umsetzung des
Alkohols in eine Abgangsgruppétig. Um dies zu ermdglichen wurde der Alko#®in einer
ApPEtReaktion unter Verwendung von Tetrabrommethan und Triphenylphospin zu dem ent-
sprechenden BronDerivat 50 umgesetzt:°¢l AnschlieBend an die Synthese deBrém-2-
(brommethyl)1-methoxybenzol$0 wurde dieses in einer nukleophilen Substitution mit Py-

razol umgesetzt um Molek@l1in guter Ausbeute zu erhalte(Schema2.20). [°7]

Br Br Br Br
BH,-THF CBry, PPh; Pyrazol, DIPEA CN
t > |
HO THF, 0°C -rt,2 h HO DCM,0°C -rt,16 h Br MW, MeCN, 120 °C, 2 h NN
o o 74% o 100% o 84% o
~ ~N ~N ~
48 49 50 45

Schema?2.20: Reaktionsbedingungerur Darstellung vo#d5. [°7]
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Parallel zur Synthestesintermedias 51 wurdedassubstituierte Pyrazol in einenzistufigen

Syntheseadargestellt(Schema2.21). [°8]

Q 1. n-BuLi, THF, -35°C, 1 h Q konz. HCI ™S
= TMS -

Z\Z’ZI

N, 2. TMSCI, rt, 2.5 h N, H,O/EtOH 1:1, 50 °C, 3 h
E//N 86% | N 100%
52 53 54

Schema.21: Synthese detrimethylsilylierten Pyrazol£®

Im ersten Schritt wurdelas gesclitzte Pyrazob2 mittels n-Buthyllithium deprotoniert und
anschlieBend mit TMSCI umgesetrin Pyrazob3in einer sehr guten Ausbeute zu erhalten.
Die Abspaltung der Schutzgruppaittels konzentrierter HCVerliefin quantitativer Ausbeute
Das TMSPyrazob4 wurde nachfolgendnit Brombenzol51 unter Palladiumkatalyse in einer

BucHwALEHARTWIEReaktion umgesetzSchema2.22). [%8]

TMS

Br ]\
Z _N
~N Pd(dba),, tBuBrettPhos, K;PO, N
| >
Ch

1,4-Dioxan, 70 °C, 24 h \’{
70% N\ _N

51 55

Schema2.22: Darstellung vorb5aus51 mittels BucHWALEHARTWIEReaktion.

Die anschliel3endevzon ONODER£t al. beschriebeneSubstitution der TM&ruppe durch ein
Halogenid unter Verwendung von GBIs Bromquelle zum gewtinschten Prod&Btblieb er-
folglos(Schema2.23). [°9

TMS

Br/[Ni\N

Z \(
/ /N .
N 1. n-BuLi, THF, -40 °C, 2 h

N -
> =N
~N 7< \
\ 2.CBr, THF, -60°C -rt, 2 h N\_N
NN 3. KHF, MeOH, 70 °C, 3 h
N

55 56

Schema?2.23: Umsetzung des TMByrazols zum entsprechenden Brompyra#3l
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Eslasst sich vermutendass di&-Position deslkylischverknipftenPyrazols untebasischen

n-BuLiBedingungen ebdalls deprotoniert werden kanmwas Nebenreaktionen mit diesem

hochreaktiven deprotonierten Kohlenstdfegunstigen kdonnteWeiterhin fihrt die Deproto-

nierung des unsubstituierten Pyrazods Nebenreaktion mit dem in lediglich 1.4§

zugegebenem-Buthyllithiumzu einer geringeren Deprotonierunig der gewinschtenPosi-

tion und somit zweinerfehlenden Reaktivitatles Edukts.

Aufgrund dessersollte in einem nachsten alternativen Synthessatz der Alkohol49

(Schema2.20) unter Verwendungeiner BucHWALEHARTWIGReaktion in dasentsprechende

Pyrazallerivat tberfuhrt ud anschliel3end die Alkoholfunktid&y geschitzt werdenHierbei

sollte nach der Schitzung der entsprechende Pyrazolrestfiastion zur Methoxyfunktion

substituiert werden bevor die Schutzgruppe des Alkohols entfesmtrde (Schema2.24).

Br @\N

N
Substitution
Ho. M ) mmmmmmmeees
HO

0
RN

57

59

58

30

Schema2.24: Geplante Synthese déyrazolderivatsinter Verwendung einer Schutzgruppenstrategie.

Im erstenSchritt erfolgte die=N-Bindungsknupfung zwischen dem entsprechenden Arylbro-

mid 49und Pyrazol unter Verwendung vblLMAN-GOLDBER®ReaktionskdingungerSchema

2.25). 1100

Im zweitenSchritt dergeplanten Synthessollte die reaktive Alkohofunktion geschttztwer-

den. Hierfir wurde aufgrund der harschen Bedingungen in der Folgereaktion eine aul3erst

robuste S¥l-Schutzgruppe gewabhlt.

Unter Variation der sterischen und polaren Eigenschaftien Substituenten des Siliziu-

matoms, kaan sowohl die Reaktivitat als auch die Stabilitat der-Sitylutzgruppe beeinflusst
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werden.%1 Somit konnen, falls bendtigauch in einer Sythese mehrere AlkohefFunktionen
mit verschiedenen SikBchutzgruppen geschiitzt uiselekiv entschiitzt werdenl1921931Ayf-
grund ihrer hoherStabilitatunter basischen Bedingungen und der dennocleg@altbarkeit
unter Verwendung von TBAF eignet sich die TBRP8tzgruppdir besondersarsche basi-

sche Reaktionsbedjungen [1%4

Daherwurde TBDPSIverwendet um den Alkohalnter Erhalt von Moleki®0 zu schiitzen
(Schema2.25).

Br Q\N [N}\N

Pyrazol, Cul, Cs,CO;
trans-N,N-Dimethylcyclohexan-1,2-diamin TBDPSCI, Imidazol,
HO DMF, 150 °C, 16 h DCM, rt,16 h
) 91% HO 98% TBDPSO

~N
0\ o\

49 57 60

Schema2.25: TBDPSschitzung des Alkohols unter Verwendung von Imidazol alsiBae&r guter Ausbeute

Im né&chsten Schritt sollte nun die Substitution des Pyrazols erfolgen. Hierzu war zunéchst eine

GH Aktivierung des entsprechenden Pyrazols notig.

Betrachtet man eirN-substituiertes Pyrazolmolek{#\bbildung2.10) soist die Abstufung der
CHAciditatwie folgt: (5> C4 > & Beider C5Positionhandelt es sich, aufgrund der Nahe zum
entsprechendersp’-hybridisierten Stickstoffaom, welches sein Elektronenpaar fir die Bil-
dung der aromatischen Struktur bereitstelitin die elektrophilste Stelle und somit um den
besten Angriffspunkt fur eine-8 Aktivierung odeFunktionalisierung'°>1%€1Dije C4Position
hingegen ist die nukleophilste Stelle des Pyrazols und somit der Ausganspunkt fiir elektrophile
aromatischeSubstitutionsreaktionenDas freie Elektronenpaar des benachbarten Stickstoffs
an der 2Position bedingt eine hohe Aktivierungsbarriere, welche@dosition zumunreak-

tivsten Selle des Pyrazolsiacht [106.107]

nukleophilste

Position unreaktivste

4 3
/ \ Position
C-H acideste 5 [N,N
|
R

Position
61

Abbildung?2.10: Darstellung der Reaktivitaten derRdsitionen im Nsubstituierten Pyrazolring!®!
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Basierend auf delin Abbildung2.10 gezeigten Reaktivitagollte im Folgendenlie entspre-
chende CHosition unter Verwendung von-Buthyllithium lithiiert und anschliel3end nach
MARKoOVIet al. zu einem entsprechenden hetexgklischen Allylsulfon umgesetzt werddbie-

ses solltein einerfolgenden Kreuzkupplungsreaktion zum gewiinschten Produkt reagieren
(Schema2.26). [109]

1. n-Buthyllithium, Diallylsulfid

THF, -78°C -rt,2.5h
--------------------------- P
TBDPSO 2. mCPBA,DCM,0°C-rt,13 h TBDPSO

o_ N
60 62

N

Schema2.26: Geplante Umsetzung des Pyrazols mit Diallylsulfid@anstellungdes Edukts fir ig sichanschlie-
Rende Kreuzkupplung®

Trotz Erhéhundreaktionszeituf 25 h, konnte unter den obigen Bedingungen die Bildung des
gewulnschten Produkts nicht beobachtet werd&aher wurdem Anschlusgineerneute Ak-
tivierung des Pyrazoldurchgefihrt, Diesmal jedoch elementares lod zur Synthese des

entsprechenden Eduk&3 der anschlieRenden Kreuzkupplung verwend8thema2.27)

L A

N N

1. n-BuLi, THF, -78 °C,1h
TBDPSO 2.1, THF, -78-0°C,1h TBDPSO

BN N

60 63

Schema2.27: Testansatz der Umsetzung des aktivierten Pyrazols mit elementarem lod zum Erhalt des entspre-
chenden Aryliodids.

Dadieser erste Testansatz in einem kleinen-mgl3stab durchgefuhrt wurdéonntebei die-
sem Ansatzlediglich die Bildung des Produkts via Massenspektrometrie und -NMR
Spektroskopie bestatigterden Paralleldazuerfolgte die Umsetzung eines bereits substitu-
ierten Pyrazols mit einem entsprechenden Arylbromid zur Bildungeesinschten Produkts

Da das-(4-Methoxybenzybpyrazol64 kommerziellerhaltlichwar, musste im letzten Schritt
lediglich die €N Bindungsknupfung unter Kupplungsbedingungen realisiert werdedass
die obige Synthesesequenz zunachstiickgestellt wurd¢Schema2.28).
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\
o]
Br o / }N
=N Pd(dba),, tBuBrettPhos, K;P0O, o / \
Q | + > =N + N
N = 1,4-Dioxan, 70 °C, 24 h Ql“l N
HN<,// 57%

0\ N o =N
\
~ Ch

o<

51 64 36 65

Schema2.28: GN-Verknipfung zuSynthesales gewlnschten Derivats.

Die Knupfung der-@-Bindungerfolgte unter Verwendung von Pd(dbsals Katalysator und
tBuBrettPhos als Ligand in einBwcHWALEHARTWIEKreuzkupplungAufgrund der moglichen
Tautomeriesubstituierter Pyrazolderivate§chema2.29) wurde erwartet, dass siclein Pro-
duktgemisch aus zwei Regioisomere bildet. 1% Jedoch ergaben die anschlieRenden
Untersuchungen per LCM8wie die NMRspektroskopischen Untersuchungen, desees der

beiden Regioisonre entstanden ist.

64a 64b

Schema2.29: Mégliche Tautomerie von substituierten Pyrazolderivaféti!

Im Folgenden sollte sichergestellt werdelass das gewlnschte, in der-Bésition substitu-
ierte, Pyrazolderivat gebildet wurde. Hierflr erfolgte zunadchst die Auswertung des

aufgenommena 1H-NMR Spekrums, welches imAbbildung2.11 gezeigt ist.
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& a3 14 13| = 2 &
v AR H H| X X T
16
17 \
= 19 15/ N
18 12°N
= o7, 160 |4
—~n'7 3 5
|
1°QN 6
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Abbildung2.11: Darstellung des aromatischen Bereichs unter Hervorhebung der beiden Protongi§oale
lungskonstante rotes Signal %, Kopplungskonstante blaues Signal: Hzp des entsprechenden
funktionalisierten Rrazolrests fiir beide potentiellen Regioisomere.

Aufgrund deiin Abbildung2.11 gezeigtensehr @hnlich erwarteterchemischerVerschiebung
der Pyrazolprotonen in beiden Regioisometamnte durch die Angke des 1IHNMRSpek-
rumsnoch keine Aussage getroffen menwelches Regioisomer vorliedginter Verwendung
aufgenommene2D-Spektrenkonnten alle erhaltenen Signale mit Sicherheit ihren entspre-
chenden Protonen zugeordnet werdeHlierbei war die Auswertung des NOESp€éktrums

von besonderer Wichtigkeit.

NOESYteht fir nuclear OvErRHAUSEEfect specroscopynd wird genutztum die rdumliche
Beziehung und Wechselwirkung verschiedener magnetisch aktiver Kerne zu unterstiéhen.
DieseTechnikwird zum Beispielerwendet,um glykosylische Bindungen zwisa Zuckerres-
ten zu untersuchen!%114 Hierbei werdenintra- und interresidualeWechselwirkungen
untersuchtund somitdie Strukturaufklarung von Micround Méeromolekilen erleichtert
112114 Das NOESY Spektrum gtigich auf den sogenannten N@&Eekt (uclearOVERHAUSER

enhancementeffect). Dieser ermdglichéine Aussage Uber die wechselwirkende Relaxation
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(Kreuzrelaxation) zweier Kerze gebenBeeinflussersichdie untersuchten Kerndurch Di-
pol-DipoFWechselwirkung oder durch unttélbare raumliche Nahe (< A), kommt es im

NOES$8pektrum zu einer Kopplung beider KeFié!1€l

Bei der Betrachtung des NOESpektrums war eine Interaktion von besonderer Bedeutung.
Hierbei handek es sich um eine Kopplung Uber den Raum ¢em Protonensignal H12 des
3-substituierten Pyrazolderivats mit den Protonensignalen H3 oder H5 des Benzolrings. Weder
H13 noch H14 des-&ubstituierten Pyrazolderivats sollten aufgrund der raumlichen Entfer-
nung dazu in der Lage sein, eine Interaktion deih ProtonenH3 oderH5 des Benzolrings
auszubilden. Daher war eine potentielle Kopplung der jeweiligen Pyrazolprotonensignale mit
den Benzolprotonen ein definitiver Bewadsafiur, dass in der Synthesias 3substituierten

Pyrazolderivat entstandewére.

H12 H5
JJ\LN_ "

abundance

69 68 67 |p 20 40 60
i L A e A A e el

Y : parts per Million : 1H

86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 7.1 70

H12

83 82 81
X : parts per Million: 1H

T
8.0

79

70

6.9

T
6.

1020 30 40 50 60 70
bundance

Abbildung2.12: Darstellung des aromatischen Bereichs von De&ainter Hervorhebung der wichtigen Pro-
tonensignale im 1kSpketrum und Interaktionen dieser Signale im NGO&&ktrum. Rot: Kopplung von
Protonensignal 12 mit den Protonen 5 und &denzolrings Uber den Raum, Blau: Kopplung der beiden Proto-

nensignale 12 und 13 des Pyrazolrings untereinander.
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Wie der Abbildung2.12 zu entnehmen istzeigte das Signal welchédsm H12Proton im 3
substituierten Pyrazolderivatugeordnet werden konnteine klar erkennbare, in Rot mar-
kierte, Wechselwirkung mit sowohl dem H3 als auchR46ton des Benzolrings. Aufgrund der
raumlichen Btfernung des entsprechenden Protons ims@bstituierten Pyrazolderivat
konnte somit in Verbindung mit dem Vorhandensein der in Blau markierten Kopplung der
beiden Pyrazolprotonen H12 und H13 untereinandkge, alleinige Bildung dessubstituier-

ten Pyrazols untblglichdes ungewtinschten Regioisomers bewiesen werden. Dennoch wurde
dasentsprechendeDerivat isoliert charakterisiert undir die Testung seiner Aktivitat gegen

den M2Rezeptoworbereitet

Aufgrund der Reaktivitat des unsubstituierten PyraZ8ishema2.23) und der Bildung des un-
gewollten Regioisomei&chema.28), wurde im Folgendedie Substitution des Arylpyrazols
in 5Position und dieanschlieRenddinfiihrungeinesunsubstituierten Alkylpyrazols in der
letzten Stufeangestrebt §chema2.30).

Br Br @\N

N
Reduktion Substitution Schiitzung
o M) -mmmmeeeees > o M J memmmmeeeee- > A - >
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Schema2.30: GeplanteSyntheseroute untedate stage-Einfiihrung desinsubstituierten Pyrazols.

Ausgehend von dem zuvor synthetisierten Alkotfaérfolgtedie Substitution des Bromatoms
mit dem unsubstituierten Pyrazol unter Bildung des Arylpyragdlsach Schema2.23. An-
schliel3endvar die Schitzung des Alkohols geplafuifgrund der leichtererfaltbarkeit der
Gruppe im Vergleich zur TBDB&ippe aber dennoch erforderlichen Stabiligegentber
starken Basen wie-Buthylithium fiel die Wahldieses Mal auf digerwandte TBDMSchutz-
gruppe. Die Schitzung etfppe mit Reaktonsbedingungen analog zur TBEER®BiUtzung mit
einer Ausbeute voi1% Schema2.31).
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A/—)\N [}\N

N N
TBDMSCI, Imidazol,
DCM, 16 h, rt
HO. 71% TBDMSO
O\ O\
57 67

Schema2.31: Schiitzung des Alkylalkoh&@3g unter Verwendung von TBDMSCI.

Da die Wnsetzung des TBD#8ylpyrazolamit n-Buthyllithium unddie anschlieRenddreak-

tion des lithiierten Pyrazolzu 63 (Schema2.27) schon erfolgreich durchgefihrt wurde,
erfolgtenundie Umsetzung des Arylpyrazéisin eineronepot Reaktion zum Substituierten
Pyrazol70. Die Reaktiorwurde zunachstmittels einerNeGisHKupplung unter Verwendung

von 5mol% Pd(dba)s als Katalysator und 1@0l% BrettPhos als Ligaddrchgefuhrt Unter

den gewahlten Reaktionsbedingungen konnte jedoch keinerlei Umsatz des Edukts beobachtet
werden. Im Anschluss daran wurde der gewahlte Ligand gegen die ikgladtalysatdkom-
bination RuPhos Pd G3 ausgetauscht. Hierbei konnte bei der Reaktionsfiiachgchema

2.32ein Umsatz des Edukts beobachtet werden.

Br

)
4 )N CIZn/[}\N h / }N

N N N N
1. n-BuLi, THF, -78 °C, 1 h 69  Pd,dba; RuPhos Pd G3 (o)
TBDMSO\/@ 2.ZnCl, -78°C -rt,1-5h o TBDMSO\/© THF, 7:0:/2:, 16h o TBDMSO\/@
0\ 0\ O\
67 68 70

Schema2.32: Darstellung des Brylpyrazols unter Verwendung va¥eGISHKupplungsbedingungem ieiner
mehrstufigenone pot-Reaktion.

Im ersten Teilschritt wurddie 5Position des Pyrazols deprotoniert ulitthiiert. Anschlie3end
erfolgte der Austausch des Lithiums gegka ZinkchloridGruppe welche im letzten Schritt
unter Verwendung von Bol%Pd(dba)s und 10mol% RuPhos Pd G@bstituiert wurde Hier-
bei konnte eine Ausbeute von 50% erzielt werden und solast gewiinschte Regioisomier

einer moderaten Ausbeuterhaltenwerden.
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Die nachfolgend&ntschiitzung des Alkohdaa 71 verliefin einer moderaten Ausbeutenter
Verwendung von TBAFebentschiitzteAlkohol konnte so in einer Ausbeute von 58ftalten
werden Schema2.33).

\ \

I\ I\

N N

\O TBAF \0
—_—
THF, 0°C,2.5h
TBDMSO 59% HO
0\ o\
70 71

Schema2.33: Entschiitzung deSilytgeschitztemilkahols unter Verwendung vomBAF.

Um im letzten Schritt Pyrazol als Nuddil einfiihrenzu kdnnen, musstdie nukleophile Al-
koholfunktion zundchstumgepolt werden.Dies geschah unter der Verwendutgreits

etablierten ApPEtReaktionsbedingungers¢hema2.34).

\ \ \
/ N / N / N
\ N N\ N \ N
[0} CBry, PPh, (o] Pyrazol, DIPEA 0
—_— * =N
HO DCM, rt,4h Br MW, MeCN, 120 °C,1.5h Qh
39%
0\ 0\ O\
71 72 36

Schema2.34: Anwendung deArPPEtReaktionsbedingungemit anschlieRender mikrowellengestitzter nukleo-
philer Substitution zum gewtinschten Deriag

DasisolierteBromid72wurde im Folgenden direkt in der mikrowellengestutzten nukleophilen
Substitutiorsreaktion mit Pyrazol zu Modulat@6 eingesetzt. Da auch die Reaktionsbedin-
gungen fur die Substitution dieses Alkylbromids durch Pyrazol im Verlauf dieser Arbeit bereits
etabliert wurden, mussten diese lediglich auf dé vorliegendelkyllromid 72angewendet

werden.

Um sicherzustellen, dass es sich in diesemt&aiichlichum das gewtinschte Regioisomer
handelte, wurde neben der Charakterisierung déslekils per H13GNMRSpeltroskopie
und Massengektrometrie zusatzlich ein NOESY Spektrum aufgenommbbildung2.13).
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Abbildung 2.13: NOESY Spektrum des passenden Regioisomers unter Hervorhebung der einzigen Kopplungen
des Protons H13.

Bei Betrachtung des NOES}ektrums zeigteich im Gegensatz zum ungewtiinschten Regio-
isomer keinerlei Kopplung mit den Protonen des Benzolrings. Digyeisichtbare épplung,
welche dafProtonH13zeigte, war die mit dem benachbartérotonensignaH14(rote Mar-

kierung).

Da derurspriingliche Moduler 1, wie inKapitel 2.2.2ereits erwahnt die grof3te Inhibition
gegentber der @rotein Bindung des MRezeptors zeigf wurde im Folgenden zusatzlich

die Synthese des pyrazolbasmmtDerivatsszon Modulatorl angestrebt(Abbildung2.14).

Oy '

-4

Abbildung?2.14: Aktivster Modulator undlesentsprechenda pyrazolbasierta Derivas.

Die Wahl einepassenderMethode zur @GBindungsknipfung war inkolgendenvon ent-

scheidendeiVichtigkeit.

Da die inSchema2.32 dargestellteNeGIsHKupplunglediglich Acyl Aryt, Benzy und Vinyl-

halogende als Kupplungspartner toleriert und so die Aktivierung des Pyrazols unter Bildung
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eines 5PyrazolZinkchloridkomplexes whanschlieRend&upplung mit einem entsprechen-
den Cyclopentylhalogenid nicht mogliatar, konnten diese Reaktionsbedingungen nicht auf
die geplante Synthese angewendet werd&d’l Aufgrund der inSchema2.27 bereits be-
schriebenerFunktionalisierung des Pyaals in 5Position wurde eine umgepolte Variante der
zuvor durchgefuhrterNeGisHKupplunggetestet Hierfurerfolgte zunéchst & Synthese des

durch lod funktionalisierte Pyrazad nachSchema2.35im GrammMal3stab.

1. n-BuLi, THF, -78 °C, 2 h
TEDMSO 2.NIS, THF,Q;to/- 80°C,16 h TBDMSO
A

o< <

67 74

Schema2.35: Synthese des lodpyrazols in einer zweistufigen Synthese unter Lithiierung des Pyrazols durch
Buthyllithium.

Da das, fur die Synthese bendtigeGISHSalz kauflich erworben werden konnte, wurde im
Folgenden dieNeGisHKupplung unter Verwendung vory€opentylzinkbromid durchgefuhrt
(Schema2.36).

) /N
| N i . N
Cyclopentylzinkbromid, 4

N N

Katalysator + Ligand
--------------------- P
TBDMSO THF, 80°C,16 h TBDMSO

BN BN

74 75

Schema2.36: NEGISHKupplung mit umgepolter Reaktionsfiihrung aufgrdet fehlenden Reaktivitéat von Alkyl-
halogeniden in der Kupplusgeaktion.

Nach der obigen Reaktionsfuhlmg wurden fur dieNEGISHKupplung verschiedene Katalysato-

ren und Ligandegetestet und inTabelle2.3 zusammengefasst
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Tabelle2.3: Screening der verschieden®&&cisHKupplungsbedingungen zéAtkylAryl Bindungskniipfung.

Ansatznummer Kaalysator Ligand Ausbeute

1 Pd(dppHG - -

2 Tetrakis - -

3 RuPhos Pd G3 - -

4 Pab(dba)s BINAP -

5 XPhos Pd G4 XPhos Spuren (LCMS)

Wie der Tabelle zu entnehmen ikbnnten lediglich unter Verwendung der Bedingungen aus
Testansatz 5 Spuren des gewinschten Prodgétsndenwerden.Die Detektion de®&Jmsat-
zeserfolgte mittels LCMSEskonnte jedoch auch nach erneuter Durchfiihrung der Reaktion

und Anpassung der Reaktionstempienaauf 80°Ckein Produkt isoliert werden

Aufgrund der hohen TolerangegentberKupplungspartnen der SuzukiKupplung,welche
eine Verknulipfung von C&pC(spP) Bindungen oder sogar CE€(sp) Bindungen erméglicht,
und der damit einhergehenden rechirdachenSyntheseder entsprechenden Boronsauren
sollte sichdie SuzukiKupplungsehr gut fur die Applikation in der Verknipfung von Cyclopen-

tylgruppen mit einem entsprechenden aktivierten Pyrazolemgnen(18.119]

Da in diesem Fall dieendiigte Cyclopentylboronsaure kauflich erworben werden konnte,
wurde im Folgenden die Etablierung eirgzukiKupplung unter Verwenehg von Cyclopen-

tylboronsauregetestet Schema2.37).

AL [\

N N

Cyclopentylboronséure, Tetrakis, K,CO3
AV4 -
N\ -
TBDMSO Dioxan/H,0 4:1, 100 °C, 16 h TBDMSO.
(o] o

~N ~N

74 75

Schema2.37: LzukiKupplungsbedingungen zur Ayl Bindumskniipfung nactMADERet al. [120

Auch dieim Anschluss durchgefuhrt@szuk-Kupplungfiihrte unter den angegebenen Reakti-

onsbedingungen nicht zur Bildung des gewlnschten Produkiggrund der erhdhten
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Reaktivitat eine€(p?)-Zentrums im Vergleich zu eine@6p°) Zentrum wurde zusatzlich die
Umsetzung einer Cyclopentenylboronséin derSuzukiKupplungdeider ohne Erfolg getestet

(Schema2.38).

! I,

N

Cyclopentenylboronsaure, Pd(dppf)Cl;, Cs,CO;
>
/N [
TBDMSO\/© Dioxan, 100 °C, 16 h TBDMSO\/©

< o<

74 76

Schema2.38: Kupplung des Cyclopentenyls unfizukiBedingungen.

Neben Kreuzkupplungen wie der hier verwendeMaGisHiund SuzukiKupplung gibt es noch
weitere Mdglichkeiten eine -GBindung zu knupferkine dieser Mthoden ist diesehr gut
erforschte GRIGNAREReaktion bei der eire Carbonyfiunktion mit dem GRIGNAREReagenzbei
dem es sich um eine Organomagnesi8pezies haralt, umgesetzt wirdDieGRIGNAREReak-
tion toleriert im Fall deeingesetzterCarbonylfunktion eine Bandbreite verschiedener Reste

von Wasserstoffuiber Alkyd bis hin zwinyt oder Arylresteram Carbonylkohlenstafft21]

Im Fall der Umsetzung von alkylischen Carbonylen folgt der Mechanismus vermutlich einer
polaren nukleophilen RouteDer wahrend der Reaktiogebildete Ubergangszustand wird
hierbei durch die Wahl eines gegeaeten LosungsmitteJsvie zum Beispiel Tetrahydrofuran

stabilisiert.[121.122]

DasGRrIGNAREReagenz kann jedoch nicht nur mit Carbonylfunktionen uBi&tungdes ent-
sprechendenAlkohobk umgesetzt werden, sondern auahe Umsetzungmit Alkyt und

Arylhalgyeniden unter Bildung einer-GBindung ist ein mogliches Anwendungsgebiet

Daher wurde aucklie Umsetzungles 5lodpyrazolderivate¥4 mit Cyclopentylbromid unter

Verwendungvon Isopropylmagnesiumchlorgketestet Gchema2.39).

0 I,

N

1.iPrMgCl, THF, -9°C,1h
AV4 e
/N [
TBDMSO 2. Cyclopentylbromid, Cul, rt - 80 °C, 16 h TBDMSO

SN N

74 75

Schema.39: Testansatz der Isopropylmagnesiumchlar@mittelten Umsetzung eines Aligldidsmit Cyclopen-
tylbromid.
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Jedochfihrte auchdie Verwendung de$RIGNAREReagenziach mehrmalige Testansatzen
der Reaktion und Variation der &dionstemperatur von rt bis 80Cnicht zumgewinschta

Produkt

Durch erneute Recherche nach méglichen Reaktionsbedingungen zur Bildung des gewinsch-
ten Pyrazolderivatayurde eine direkte radikale Alkylierung nativ et al. unter Verwendung

von 1,4-Dihydropyridinengefunden und im Anschluggtestet.[123]

Liuet al. zeigen, dass es moglich Bt-Indazole in der zum entsprechenden Pyrazol vergleich-
baren8-Positon zu alkylieren. &8s 1,4-Dihydropyridin78 fungiert hierbei als Ubertrager des

gewlinschten Rests nadthema2.40. [123]

= Alkyl, Acyl
R3

N= Et0OC COOEt Radikal
R'— N—RZ + | =
=
\ N H \NI
7 78

Schema2.40: Umsetzung on Indazlen mit zuvorhergestelltenl1,4-Dihydropyridinenzur Substitution der 8
Position des Inaizls. 12

Unter denumgesetzen R-Resten befinden sich neben Isoproayhd Isopentylgruppen auch

zyklische Alkyle wie ein Tetrahydropyran, Cyclohexan und ein Cyclopent{fthg.

Aufgrund der hohen Ahnlichkeit des umgesetztenamis zu dem umzusetzenden Pyrazol
wurden diese Reaktionsbedingungeauf das vorliegende synthetische Problangewendet.
Zunéchsterfolgte die Synthese dels4-Dihydropyridingn einer Stufe unter Verwendung von
Cyclopentylaldehyd nadlWancet al. (Schema2.41). [124]

NH40Ac

)]\/U\ O_/ EtOOC COOEt
EtOH, 80 °C, 16 h I |

71%
N
H

80 81 82

Schema?.41: Bildung ded,4-Dihydropyridinsn einer Stufe nachvancet al. 124

Im Anschluss wde dassynthetisiertel,4-Dihydropyridinin der Umsetzung mit dem zu sub-

stituierenden Pyrazob7 eingesetzt Schema2.42). (1231 Jedoch konnte bei deverwendung
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des1,4-Dihydropyridinamit dem Pyrazolderivat kein Umsatz des Edukidbeobachtet wer-
den. Stattdessen wurde nur das Edukt urdhs oxidierte Pyridinmit fehlendem

Cyclopentylring isoliert

L\ [\
N AgNO;, K;S,0, TFA N
+ Et0OC COOEt V2 >
TBDMSO | ] iPrOH/H,0 1:1,50°C, 2 h TBDMSO
N
g H

<

67 82 75
Schema2.42: Geplante Synthese der Umsetzung des Qyasityl 1,4-DihydropyridinsnachWancet al. 124

Obwohl eine Vielzahl versigilener Methoden zur AryhlkytBindungsknipfung jeweils in
mehreren Anséatzen getestet wurdekonnte das gewtnschte Cyclopentylderivad im Rah-

mendieser Arbeit nichtlargestellt werden

2.2.6 Testung der beiden Pyrazolderivate

Nachdem sowohl dagewlnschte Pyrazolderiv@6 als auch das Regioisonmtés synthetsiert,
aufgereinigt und charakterisiewaren, erfolgte die Testung der Derivaie der AGBUNEMANN
in einem FREAssay unteden gleichen Bedingungen wie die Derivate in Kapit@l.2 be-
schrieben In der folgendenAbbildung 2.15 ist die Aktivitdt der gemessenen Derivate im

Vergleich zum urspringlichen imidazolbasierbehibitor 1 dargestellt.
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Derivat 2
pm— — S = 1uM ACh
1.0+ —— 100 pM Derivat 2
—~ =
% 2 — 100 pM Derivat 2
w5 +1 uM ACh
o < 0.5 H
I o
>_ -——
i, £
< 2
0.0-
\ T T \ \
60 120 180 240 300 360 420
time [s] n=3
Derivat 67 Derivat 30
—_ — — — 1puM ACh - - - A
1.04 — 100 uM D67 b _ L uM AC
=3 — 100uM D67 5 I — 100uMD30
O E +1uMACh S 3 100 uM D30
‘é;os w_.;gos +1 pM ACh
£ f £
0.0+ 0.0
6’0 120 150 24‘10 360 360 42‘0 65 120 1;30 21;0 360 360 420
time [s] n=7 time [s] n=5

Abbildung2.15: Messung der Aktivitat des Imidazolderiv@sdesofalscherftRegioisomer§5 und desPyrazol-
derivats36im FRERAssay der ABUNEMANN

Bei Betrachtung der Diagramne, der von der ABUNEMANNDUrchgefiihrten FREAssays, zeigt
sich, dass sowohl dafalschéiRegioisomeb5als auch das Pyrazolderiv&t keine Inhibition
der Rezeptoraktivitat im Rahmen der im FRET Assay messbaren Aktivitat aulreigalhdes
Regioisomer$5 ist diese Beoachtung keine Uberraschung, da die Anderdeg Geometrie
des Liganden durch die Anderuder Substitutionvon der5-Positionzum entsprechenden-3
Pyrazol eine enorme Anderung der mdglichen Interakiiomer vorhergesagten Bindetasche
hervorruft. Eine fellende Aktivitat des Pyrazolderivats mit der gewiinschten Substitution in 5
Position legt jedoch nahe, dadie postulierte Bindungsposeavelche inAbbildung2.1 gezeigt

ist, eventuell nicht dem tatsachlichen Bindungsmodus des Imidazoldsrlvantspricht Da
sichdie beidenDerivate lediglich ifPositioneines Stkstoffesunterscheidenund somit so-

wohl die Aromatizitatals auch di€seometrieder beiden Derivate identisch sein sollidasst
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sich nicht ausschlief3en, dass die Aktivitdt des imidazolbasierten Moduthtohsuf die Pro-
tonierbarkeit des Indazolstickstoff zurlickfihren ist, sich aber eventueeine
ladungsunterstitzte Wasserstoffbrickenbindung zwischen Arg121 und dem Imidazolderivat

ausbildet.
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2.3 FaziT

Im ersten Teiter vorliegenden Arbeitonnten erfolgeich drei weitere Derivate deg2-Mo-
dulators 1 gefundenund biologisch auf ihre Aktivitat getestet werden. Diese wiesen eine
signifikante Inhibition des Rezeptors astkllten jedoch keine Verbesserung im Vergleom

Ausgagsmodulatorl dar.

Um eine Méglichkeit zum Beweis des Bindungsmodus zu fikkdenteein Derivat dargestellt
werden. Bei der Mdifikation des Molekils handelte es sich um derstausch des Imidazol
Strukturmotivsgegen ein ebenfalls aromatischegiazol Diese Anderung sollte di@rherge-
sagten WasserstoffbriickenbindungewischenArginin 121 deiG-ProteinBindetascheund
dem Ligindennicht beeinflussenQeichzeitigsolltedie Veranderung depKsWertsdes Stick-
stoffatoms eine Absenkung derin vitro Basizitat zur Folge habenDer entsprechend
entworfene, synthetischsehraufwendige Modulator konnterfolgreichmit einem, wahrend
einer alternativen Route entstandengRegioisomerAbbildung2.16) synthetisiertund unter
der Verwendung verschiedener Analysemethodenistdndg charakterisiertund anschlie-

Rend an die ABUNEMANNzUr Testung gegeben werden.

\
0

I\ [\
\0
= =
Ch i
O\ 0\

ungewiinschtes gewiinschtes
3-Pyrazol substituiertes 5-Pyrazol substituiertes
Regioisomer Regioisomer

Abbildung?2.16: Getestete pyrazolbasiert®erivate der aktiven MModulatorserie

Beide Pyrazolderivate wurden unter denselben Assaybedingungen widalesierende
Imidazolderivat auf eine Aktivitdt gegenuber dem dR2zeptor getestet, zeigten jedoch kei-
nerlei Aktivitatim verwendeten FREAssay Ein synthetischer Bewetles vorgeschlagenen
Bindungsmodusvar also durch die Synthese dieses Derivats nicht mdglich, jedoch legte die
fehlende Aktivitat des passenden Regioisomers nahe, dass das Imidazolderivat nicht in der

postulierten Art und Weise mdem Rezeptor interagierDa dieerwartete CryoEM Struktur
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des M2Rezeptors mit dem Ligandérzur Zeit der Anfertigung dies Arbeit noch nichti einer

fur eine Interpretationausreichenden Auflosungprlag,kénnenhier noch keine Aussage ge-
troffen werden. Parallel zur versuchten Strukturaufklarung per CryoEM wurde zusatzlich
versuchtdas exaktéPyrazolderivatdes potentesterModulatorsdarzustellen Hier wurden im
Laufe der Arbeit vier verschiedene Synthesguenzerunter Verwendungverschiedeer Re-
aktionsbedingungen getestet. Hierbei fanden sowohiNtieisHials auch di€uzukiKupplung
Anwendung. Auch die Synthese mittels eit®3GNAREReagenzesnd der Umsetzung eines
1,4-Dihydropyridinswurden in dieser Arbeigetestet. Leidewar die Syntheseles Derivas

unter keiner der angewendeten Bedingungenfolgreich

Da im Rahmen deKooperationsprojekts allosterische Inhibitoren entwickelt werden sollten,
ist die Aufklarung des Bindungsmodus unabdingbar fur die weitere Optimierung des Modula-
tors 1. Ohne strukturelle Information und Absicherung deshergesagten Bindungsmodus

erscheint die Synthese weiterer Derivate zu diesem Zeitpunkt nicht sinnvoll.
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3.1| AUFGABENSTELLUNG

3.1 AUFGABENSTELLUNG

Dieser Teil der Arbeit zielte darauf,ah Zusammenarbeit mit der AdLBUNd der AGBUNE-
MANN, im Rahmen desLOEwWeGLUE Projektsieuartige allosterische Modulatoren fir
verschiedends-Proteingekoppele Rezeptorerzu finden Hierbei sollten entsprechende Mo-
lektlvorschlage welche durchin-silico Docking der AG Kolb entstanden sindunachst
hinsichtlich derSynthetisierbarkeitevaluiert werden und anschliel3end fir die vielverspre-
chenden Derivateeine entsprechende Syntheseroute geplant und umgese&tden. Die
dargestellten Liganden solltetann unterVerwendung verschiedener Assaymethoden durch
die AG Bunemann getestet und bei vorhandener Aktivitéat eine Optimierung d&titdkturen

durchgeftihrt werden.

72



ERGEBNISSE URISKUSSIONS.2

3.2 BERGEBNISSBENDDISKUSSION

Im \erlauf desvorliegendenProjekts wurderin verschiedenemocking und Syntheseyklen
unterschiedliche potentielléModulatoren fir GPCRdentifiziert und synthetisiert Bei den
priorisierten GPCRs handelte es sich um Ba&n(Endottelin B), den GPRC5bund den FFA
Rezeptof(free fatty acid. Im Folgenden wird diyntese der, in den verschieden®wocking-
zyklen entstandenenMolekiile dargelegt, dkutiert und auf die biologische Testung der

Molekile eingegangen.

3.2.1 Syntheseder von denM2-Inhibitoren abgeleiteten Eg-Modulatoren

Angelehnt an die, in Kapitel 2g&zeigten Modulatoren des muskarinischen &zeptors
sollten im ersterDockingyklus Modulatoren fur deikB-Rezeptorgedockt ausgewahlt und
synthetisiert werden. In Absprache mit der KGLg welche das computergestutzi@ocking
durchfuihrte war das 4il, eine Reihe neuartiger Enhibitoren zu findenHierbei sollte der
Kern der in Kapitel 2.2 gezeigten Modulatoren erhalten und ledighshSubstitutionsmuster

der Kernstruktugeandert werdenAbbildung3.1).

Y

1
— N — pr—
=LV N AN
CI\é/CI Q\
N
o\ NS
o —=

Oy
=N
Ch
o N
N =~
1 83 84 85

Abbildung3.1: Erstes 8t potentieller Modulatoren fir deie B-Rezeptor in Anlehung an die Grundstruktur der
M2-Modulatoren

Nach Erhalt deDockingergebnisse wurdahese zunéchst auf ihre chemische Zuganglichkeit
hin geprift Dabeistandvor allem dieEntwicklung einer moglichst effizienten Synthesefiih-
rung,der Ausschluss ungewollter Nebenreaktionen und die kommerzielle Erhaltliclekeit

verwendendenEdukte von besonderer Bedeutunufgrund der strukturellen Unterschiede
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der beiden Rezeptoren, war der Erhalt einer exakt gleichen Dockingpose, wie Kiedwta-
tor 1 erhalten wurde, nicht zu erwartemennoch sollte die Kernstruktur als Leitmotiv fur die

neuen Modulatoren dienen.

Molekil 83: Zunachst wurde diBockingpose des potentiellen Inhibitoi®3 analysiertund die
wichtigsten Wechselwirkungen mit dem Rezeptientifiziert (Abbildung3.2). Hierbei zeig-
ten sich vor Allem zwei wichtige Interaktionen mit dem Rezeptor. Bei der ersten Interaktion
handelte es sich um eine Wasserstoffbrickenbindung des Pyrimidinrs@&kzaéptor mit der
Alkoholfunktion von Thr324 als Donor. Weiterhin bildet sich eine weigesserstoffbri-

ckenbindungmit Arg392 als Donor und dem Imidazolstickstoff des Liganden als Donor aus.

Abbildung3.2: Dockingose des ersten zu synthetisierenders#odulators nach dem Vorbild der M2odula-
toren.

Aufgrund demetrosynthetischen Uberlegungen wurdias MolekiiB3 als synthetisierbar be-
trachtet und eine Synthesasusgehend von Aldehy@Bwie inSchema3.1 geplant, dargestellt.
Die Einflhrung des Pyrimidinrings soll im Anschluss Uber eine Etherbrickgeeri@vor das
Imidazol unter den etablierten Bedingungen in einem Schritt in ImicB&oberfihrt werden

soll. Den letzten Schritt stellt die EinflUhrung déiMethylimidazolgruppe dar.

N

I
N/ N/

83 86 87 88
SchemaB.1: Retrosynthetische Betrachtung zDarstellungvon Molekil83in drei Stufen
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Im ersten Schritt der geplanten Synthesaltenzwei Aromaten Uber eine Ethenticke ver-
bunden werden. Da djdaufig zur Synthese von Ethern verwendeéieTsunosdReaktion bei
der Verknlipfung zweier Aromaten nicahwendbar istwurde auf eine vorCHeNet al. be-
schriebeneCukatalysierteULLMANNKoNndensatiorzuriickgegriffen und das Produkt in sehr

guter Ausbeute erhaltefSchemas.2). [129]

0x HN_ N
0\
Cl Cul, Cs,CO3, 39% aqg. Glyoxal,
)\ 2,2,6,6-Tetramethylheptan-3,5-dion 25% aq. NH3
+ N~ N > ’
v NMP, 120 °C, 24 h EtOH, rt, 16 h
92% o N 10%
N (o] N

OH T Y S

N~ |
N~

88 89 87 86

SchemaB.2: Bildung der Etherbriicke unter Kupferkatalyse in NiiPanschlieRender Bildung des Imidazolring-
systems aus Glyox&ksl

Im zweiten Schritt erfolgte der Aufbau des Imidairgsystems86 welches analog zu den be-
reits in Kapitel 2.2.1 etablierteBedingungen unter Verwendung von Glyaaigrdings nur in

mafigerAusbeute von 10 15%dargestellt werden konntéSchema3.2).

Um den geplanten Modulatd3 zu finalisierenmusste im letzten Schritt dig-Methylimida-
zolgruppeeingefugtwerden.Das daftir benétigte EduRR sollte ausgehend vof0 dargstellt
werden Zunéchst wird didvlethylalkohotFunktioneingefligt und anschlie3end sollte der Al-

kohol91in Form eines Mesylats aktiviert werdédchemas.3).

Paraformaldehyd MsCI, NEt;

N/ o N/ OH _ N/ OMs
[N/> DMSO, 110 °C, 48 h [N/> DCM,0°C-rt,2h [N/>

26%

90 91 92

Schema3.3: GeplanteSynthesales Methylimidazols zur Anbringung am Imidazol des Modulators.

Trotzmehrera Versuchekonnte das Mesyla®2 nur in geringen Mengen isoliert werdeDa
auch die erste Stufe der Synthesesequenz nur in geringer Ausbeute verliete ldbarfol-

gende Reaktion vorB6 mit 92 ledigich als Tesinsatz durchgefihr werden. Unter
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Verwendungvon nukleophilerSubstitutionsbedingungen mit Kaliumcarbonat als Basele

die Bildung des gewiinschten Produl@3 jedochnicht beobachtet Nachdem auch die Um-
setzung des Alkoho®l in einerApPEtReaktion nicht zum gewunschten Produkt fihrteyrde

die Umsetzung eines alternativerRing Heterozyklus in Betracht gezogBa. der unsubsti-
tuierte Stickstoff lautDocking als Wasserstoffbrickexkzeptor fungierte und somit die
Substitution durch ein Pyrazol oder Triazol kein Problem darstellen sollte, wiesier Struk-
turvorschlag an die A®LBweitergegeben, welche durch edturchgefiihrtesDocking den
Austausch als problemlos bestatigte. Aufgrund der kommerzidhidr@ltlichkeiteines ent-
sprechenderChlormethyil,2,4triazols als HCI Salz wurde die Synthese des finalen Inhibitors
mit diesem Eduktnter StandareReaktionsbedigungendurchgefihrtund den Inhibitoro3

in allerdings moderater Ausbeute erhaltédchemas.4).

— NN
/\ \ =
HN__N \,N\/N N
1.NaH, THF, 65°C, 1 h
2. Chlormethyl-1,2,4-triazol HCI, THF, 60 °C, 16 h
31%
O Ny Oo__N
N >
Z N~
86 93

Schema3.4: Finalisierung des alternativen Molekuls unter Anbringung des Methyltriazols.

Molekul 84: Fur die Synthese des zweiten Mdaliors wurden nach erster Betrachturgr

Dockingpose Abbildung3.3) keinerlei Anderungeam Molekiil vorgenommen

Abbildung3.3: Dockingpose des Modulator84 mit beidenwichtigen Interaktionen zu Arginin 199 und Lysin 303.
Eine potentielleNechselwirkung der Chloratome mit dem Rezepsbnicht ersichtlich
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Die Dockingpose zeigt thesem Fall zwei Wasserstoffbriickenbindungen. Die erste Wechsel-
wirkung bildet sich zwischen Arginin 199 und dem Pyrazolstickstoff des Liganden wahrend
eine zweite Wasserstoffbrickenbindung zwischen Lysin 303 und der Methoxyfunktion des Lig-

anden ausgebildewird.

Bei der Betrachtung des vorgeschlagenen Molekdls fiel direkt die potentiell einfache Synthe-
tisierbarkeit in zwei bis drei Schritten alfie Darstellung dedlodulators84 wurde angelehnt
an die Synthese der Mlodulatoren zum AufbawdesImidazolringsystemgeplant Die Ein-

fuhrung des Methylpyrazols sollteerbeiim letztenSyntheseshritt erfolgen (Schema.5).

XN
Q'i 4\ HN/=\N o
SN [ cl ) cl

CI\é/CI I:> “ “ |:>
)
~N

N °~
84 94 95

SchemaB.5: Retrosynthetische Uberlegungemr Darstellung voiviolekiil 84.

Da das Ausgangsmolel@b kommerziell erhalich war, konnte im ersten Schritt der Imida-

zolaufbau durchgefihrt werders€hemas.6).

0x HN__N
| | o o
c C 39% Glyoxal, 25% NH; cl ¢l
-------------------- P
EtOH, rt, 16 h
o]
~
SN
95 94

Schema3.6: Geplanter Imidazolaufbau nackchema?.3.

Nach ersten Testreaktiondmei Raumtemperatur unter dem Schema3.6 angegebeen Re-
aktionsbedingungeneigte sichledoch wider Erwartekeinerlei Umsatz des Edukts. Daraufhin
wurde die Reaktionstemperatur auf 3C erh6ht, wobei auch bei diesgnpassungler Reak-

tionsbedingungen kem Produktbildungu beobachten warNach weiteren Testansatzen mit
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verschiedenen Reaktionstemperaturen wurde Bierchfihrungaufgrund der fehlenden Re-
aktivitat abgebrochenAlternativ zum glyoxalbasierten Aufbau des Imidazols wurde in diesem
Fall die zweistufige Umsetrag des Aldehyds zutmidazolverwendet Hierbeiwurde der Al-
dehyd im ersten Schritt mit Ethylendiamin umgesaintd im zweiten Schrittdas zunachst

gebildetelmidazolin96 zum Imidazo94 oxidiert (Schema3.7).

S HN _N HN__N
Cl Cl 1. Ethylendiamin, MeCN, 0 °C, 20 min Pd(OAc)z K,CO; cl cl
2.NBS, 80°C,16 h DMSO rt,18 h
38% 84%
o
~
o<
95 96 94

Schema3.7: Alternative Syntheseroute zur Bildung des gewlinschten Imidazols Uber zwei Stufen.

Im letzten Schritt sollte nun die Verknipfudgs Propylpyrazolsiit der Imidazostruktur 94
erfolgen. Hierfur wurde zunach&t3-Dibrompropanmit Pyrazol in einer nukleophilen Substi-
tution umgesetzt, wobei unter den gewéhlten Reaktionsbedingungen lberwiegeinsl
zweifache Substitution der Bromatome beobachtairden. Im néchsten Ansatz sollti@her
3-Brompropanl-ol zunéchstmit Pyrazol umgesetzt werden und anschlie3elel Umwand-
lung des Aohols indasMesylat erfolgenDas entsprechende-8lH-Pyrazoll-yl)propanl-ol
konntein einer Ausbeute von 54%ynthetisiert werdenDie Umsetzung zum Mesylat er-
folgte unter Verwendung/on Mesylchlorid in einer Ausbeute von 100% finalen Schritt

musstedie Umsetzung degebildeten Imidazos mit dem Mesylaerfolgen(Schemea3.8).

HN__N HN__N

K,CO
cl cl MsO™ N\ N N cl cl
+ A\ *

= DCM, 0°C -rt, 16 h

o< RN

94 97 84

Schema3.8: Umsetzung des Mesylats mit Imidazol als Nukleophil unter Verwendung von Kaliumcarbonat als
Base

Die im obigen Schema gezeigten Reaktionsbedingungen flhlemlingsnicht zur Umset-
zung des Edukt94. Da die fehlende Reaktivitat auf die beiden Chloratome zigéfikhrt

werden konnte und diesim derDockingpose(Abbildung3.3) keinerlei Interaktionen mit dem
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Rezeptor zeigterwurde das analog®lolekll ohne die beiden Chloratome synthetisidr
diesem Fall erfolgte di8yntheseales Imidazols unteverwendung von Glyoxal und wassrigem

Ammoniak in Ethanahit einer Ausbeute voi2%(Schema3.9).

~N
—/\ Cl [\ C;
HN__N NNCN__N \_n /\
\/\/N P N
1-Brom-3-Chlorpropan, NaH Pyrazol, K,CO3
—_—
THF, rt,1h DMF, 80°C,16 h
73% 52%
[o] o
~N ~
o\
98 99 100

Schema3.9: Zweistufige Anbringung der Propylpyrazolgruppe unter Verwendung von nukleophilen Substituti-
onsbedingungen.

Der Propylpyrazolsubstituent wurde in einer zweistufigen Syntleesgefligt, wobeiB8 zu-
nachst mit 2Brom3-chlorpropan in einer Ausbeute von 7326 99 umgesetztwurden. Die
anschlieRende Substitution des Chloratoms durch Pyrazol gelang unter Basenkatgly3e (K

in DMFbei erhéhter Temperatur und fihrte zum Modtda 100in moderater Ausbeute.

Molekil 85: Bei einer ersten Betrachtung wirkte das dritte Molekul, welches sich am meisten
von dem urspringlichen MRIodulator unterschied, als am aufwendigsten zu synthetisieren
Jedochwiesdas urspriinglich gedockte Nekil keine funktionellen Gruppeauf, diedurch

ihre fehlende Synthetisierbarkeit ausgetauscht weraenssten Aufgrund dessemvurde di-

rekt mit den retrosynthetischen Uberlegungen zu MoleB3 begonnen (Schema3.10).
Hierbei erschien die Verknupfung des Pyrazols mit dem AromatefPosiBion des Pyrazols

schwierigjedoch war das Eduld(3-Bromphenyh1H-pyrazol102 kommerziell erhaltlich.

—\
_N__N
N
N o >‘-N' =
o\ NS \
85

101 102

Schema3.10: Geplante Retrosynthese des Inhibitors ausgehend @ Bromphenyl1H-pyrazol.
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Zu Beginrder Synthese deModulators85 musstedie CGN-Benzylbindung geknipft werden.
Aufgrund demukleophilen Eigenschaftedes zu verknipfendeRyrazold 02wurdeein Elekt-
rophil in benzylischer Position bendtigDa ein entsprechendesl1-(Halayermethyl)-3-
methoxybenzolnicht kommerziell erhaltlich warund eine ChlofBrommethylierung nach
BLANawie inSchemeR.2 aufgrundfehlender Selektivitamichtanwendbar warsollteim ersten
Schritteine Seitenkettenlbomierungvon 2-Methoxytoluolversucht werder(Schema3.11).

~N, ~N

0 NBS, AIBN e
©/ """""""" »> ©/\Br
CCly, 80°C, 16 h
103 104

Schema3.11: Geplante Seitenkettenbromierunges 2Methoxytoluols unterVerwendung von NBS als Brom-
quelle.

Nachdem bei dieser Reaktionsfiihrung eine Ausbeute948aerzieltwerden konnte zeigte
sichbei derAuswertungdes NMRSpektumsdes isolierten Produkts jedogclkdasseine Kern-
bromierung stattgefunden hatte (Schema 3.12). Dies war aufgrund der @&hlten
Reaktionsbedingungemicht zu erwarten, weshalb die Bromierung deslthoxytoluols un-
ter Verwendung von NBS und einer externen Lichtquellanit dem Ziel die
Seitenkettenbromierung zu verstarken, erneluitrchgefihrtwurde. Jedoch wurdeuchunter

diesen Reaktionsbedingungansschliel3lich diedfn-bromierte VerbindunglO5isoliert

~ ~
o NBS, AIBN o
>< > Br
CCl,,80°C, 16 h
103 104
o
NBS, AIBN
cCl,, 80°C, 16 h
94%
Br
105

Schema3.12: Beobachtete Kernbromierung desMethoxytoluols unter Seitenkettebromierungsbedingun-
gen.

Alternativ zu Herstellung de8romderivatsvurde daherdie Synthese eines Mesylats als Ab-
gangsgruppe in Betracht gezogebjeses konnte ausgehend vaol06 in einer Stufe

synthetisiert werdenScheme3.13).
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o o

MsCl, NEt;
©/\OH S ©/\OMS
DCM, 0°C,2h
76%
106 107

Schema3.13: Synthese des Mesylchlorids als Abgangsgruppe fur die nachfolgende nukleophile Substitution.

Die Umsetzung dellesylats107 mit dem Pyrazol102 verlief unter Standardbedgungen,
sodass im letzten Reaktionsschuit ArytArytBindungsknupfung unteeGisHKupplungs-

bedingungen naclschema.14 umgesetzt werden konnte

} - ‘
Br . . _N__N
107 1. 1-Methylimidazol, n-BulLi,
K,CO; THF, -70°C, 2 h
>
Ns MeCN, 80 °C, 72 h o N 2. ZnCl,, Pd(dppf)Cl,,
HN 41% \ N THF, 70°C, 16 h o N
— — 13% \ N
—
85

102 101

\

SchemaB.14: Nukleophile Substitution des Mesylats durch Pyrazol unter Bildung des MoléKisit anschlie-
Render AryArylBindungskniipfung zur Bildung von Modula8:

Nachdem alle drei geplanten Modulatoren mit teils kleinen Veranderungen synthetisiert wer-
den konnten, wurdendiese zur Testung der Aktivitdt gegen demns-R&zeptor an die AG

BUNEMANNgegeben.

Leider zeigte éiner der drei synthetisierten Modulatorezeigteeine Aktivitat gegentber dem
E®-Rezeptor, weshalb eingeitere Optimierungdurch dieunter Synthese verschiedener De-

rivate an dieser Stelle nicht vorgenommen wurde.

3.2.2 Synthe® neuartiger Es -Modulatoren

M. PERseECHINder AGKoLBflihrte anschliel3end eiweiterescomputergesttitztes Docking fur
die GProtein Bindetasche ddsk-Rezeptors durch und gab 24 vielversprechende potentielle
Modulatoren an diean der Synthese beteiligh drei Arbeitsgruppen weiter, die jeweils zwei
bis drei Molekile auswahlterDie drei aufgrund ihregteressaten postulierten Bindungs-

modusausgewahken Inhibitoren sind inAbbildung 3.4 dargestellt
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yZ (o]
o \N,N o
“ 1 h C( Q
O/\O ~s (\N o N\ _N N o
N~
NH, 0\) o)
108 109 110

Abbildung 3.4: Ausgewahlte potentiellélodulatorenunter Berlicksichtigung der Bindepose und der Syntheti-
sierbarkeit.

Molekil 108 Beider erstenAnalyseales vorgeschlagenen Molekinsirdedie potentielle Syn-
these des Modulators abgeschatzt uethe einstufige Synthese unter Voraussetzung der
kommerzielle Erhaltlichkeit der benétigten Eduktenter Ausbildung derdterfunktionange-

strebt.

Bei Betrachtung deDockingpose Abbildung 3.5) zeigte sich, dassur der Carbonylkohlen-

stoff der Esterfunktionin eine Wasserstoffbriickenbindung eingebunden B¢shalb sollte
aufgrundder erhohten Stabilitdin vitro zusatzlch zu dem Esterderivat das entsprechende
Amidderivat synthetisiert werden., auch wenn dies die Einfihrung eines zusatzlichen Wasser-

stoffbriickendonors zur Folge hatte.

\ Q

Abbildung3.5: Dockingpose des ersten Modulators mit drei Wasserstoffbriicken zu Asparaginsaure 198, Tyrosin
387 und Asparagin 143 dfauptinteraktionen.

Zur Darstellung der angestrebten Modulatoren wurde die Carbonsadfdezunachst mit

Thionylchlorid irdas entsprechende Séurechlorid Uberflhrt und dieses mit détohol bzw.
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dem Amin umgesetzt. Diese InhibitorgéfiZa+bkonnten in maiigen Ausbeuten von %ind

21% erhalten werdeschema3.15 angestrebt.

[o] (o]
1.S0ClI, 80°C,3 h
O,N 2 ’ O,N
2 OH - XN
2. Nukleophil, Base, THF, rt, 16 h N~
NH, NH,

111 112a/b

X = O: Base NaH, Ausbeute: 18%
X = NH: Base DIPEA, Ausbeute: 21%

Schema3.15: Umsetzung deEdukteunter Aktivierungder Carbonsaurelurch Thionylchloridzur Bildung des
Esters und des Auis.

Leider kann aufgrund der direkten Umsetzung 8ésrechlorids nicht gesagt werden ob schon
in dieser Stufe eine vollstdndige Umsetzung der Saure erfolgte oder ob die schlechte Ausbeute
an der Umsetzung des Saurechlorids liegt. Hier kdnnte eine Steigerung der Ausbeute durch

die Verwendung von alternativeKupplungsbedingungen erreicht werden.

Zusétzlich zdiesenbeiden Derivaten wurde, aufgrund des noch vorhandenen Platzes in der
Bindetasche die Synthese einedMthoxybenzolderivats des Amid42b nachSchema3.16
durchgefihrt. Dieses konnte in einer Ausbeuteid % erhalten werden.

o

(¢]
1.S0Cl,, 80 °C,3 h
O,N 2, , O,N
2. Nukleophil, Base, THF, rt, 16 h N
NH HN™ S NH, ZNo”
N
114

2
— v
111 ©

113
Schema.16: Synthese des Methoxyderivats unter analogen Reaktionsbedingungen.

Molekil 109 Bei Betrachtung deDockingpose des zweiten MolekUlls zeigten sdiei als
wichtig erachtetéNechselwirkungen mit dem Rezeptor, welche wiam Amid und denvior-
pholinring des Molekiils ausgebildet wurde®\pbildung3.6). Dabei kristallisierte sich bereits
an diesem Punkt heraus, dasgentuell synthetisierte Derivate des Modulators eine Verande-

rung derThiomethyfunktion beinhalten wirden.
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Abbildung 3.6: Dockingrose des zweiten gientiellen Modulators unteHervorhebungder drei Interaktionen
mit dem Rezeptor.

Nach Recherche zum Aufbau desAinbildung 3.6 gezeigten Heterozyklusurde eine Syn-
these des Modulatorsvie in Schema3.17 gezeigt, wobei der Aufbau des Pyrida3#2H)-
onrings zuerst geplant ist. Im Anschluss soll der Morpholinsubstituent unter Erhalt des Modu-

lators eingefuhrtl09 werden.

109 115 116

Schema3.17: Retrosynthese des Derivats unter Aufbau des PyridaZ£#iH)-onringsin zwei Schritten.

Durch Reaktion des substituierten Acetophen@d$ mit Glyoxalsaure und im zweiten Schritt

mit Hydrazn konnte der Pyridazinonrintyl5nachXu et al. durchgefiihrt chemaB.18). [126]

o a o
1. Glyoxalsaure, AcOH, 90 °C, 4 h
> X, . NH
- N
2. NH,OH, N,H, H,0, 100 °C, 2h
g 53% ~
S
116 115

SchemaB.18: Synthese des Pyridaz8(2H)-ons nachxu et al. 12!
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Im ersten Schritt des Mechanismus erfolgt der nukleophile Angriff des Enols, welches unter
Tautomerie aus dem Keton entsteht. Dieser Schritt kdarch die Verwendung einer Base
begunstigt werdenEine Erhéhung der Elektrophilie des angegriffenen Carbonyls ist hier durch
die Verwendung einer Saure miidp. Im nachsten Schritt erfolgt die zweifache Kondensation
des Hydrazins auf die beiden CarboagKtionen von118. Zuletzt bildet sich das Pyridazinon

120unter Abspaltung von Wasser aus der Zwischenstafg 1271

(o) OH

(o}
/\ . R
\S/©)k @ 7‘)]\OH /©)‘\IOH
118

Schema3.19: Mechanismus der Pyridinon-Synthese unter Verwendung einer AlpKatocarbonsaure und
Hydrazin [127]

Bei dieser Synthese wurde in AlpRasition zur Carbonylfunktion lediglich ein Wasserstoff-
atom bengtigt. Jedoch wére eine Funktaisierung des Molekils in dieser Position einfach
durchzufihren. Wie im Mechanismus der Reakti®ohemaB.19) ersichtlich, ist gese Funkti-
onalisierung durch die Wahl einer anderen Algtetocarbonsaure maoglich. Auf dieset A
konnen vor allem Alkylsubstienten, Phenyloder Benzylgruppen eingefiihrt werden. Im Fall
des Acetophenylrests wird jede Arylgruppe toleriert, die nichtdegihier vorliegenden Aldol-

reaktion stort.[128.129]

Durch die Reaktion valorpholin und 2Chloracetylchloridvurde die Zwischenstufé22 er-
halten. Diese wurde im letzten Schritt in einer nukleophilen Substitutionsreaktiod I6iin

moderater Ausbeute zum Modulatdi09umgesetzt werden(Schema3.20).
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o NEt,
a
Cl DCM,0°C-rt,2h
100%
121
o A °
Z

N

MW, DMF, 120 °C, 2 h ~
~ I\/o 62% S (\

115 122 109

(o)
K,CO4 x> N
X _NH + Cl N/\ > N L
N o

Schema3.20: Darstellungdes potentiellen Inhibitord 09 unter Verwendungles in einer Stufe synthetesten
Morpholinrests122und Pyridazinori15.

Aufgrund der fehlenden Interaktion des Methylsulfans wurde im Folgenden die Synthiese
4-Nitrobenzophenoril23unter Verwendung der gleichen Reaktionsbedingenzum analo-

gen Inhibitorl25durchgefihrt Schemad.21).

o = o
1. Glyoxalséure, AcOH, 90 °C, 4 h
> \N,NH
2. NH,4OH, N,H, H,0, 100 °C, 2h
30%
O,N ° O,N
123 124
[0}
[o) =z
Z o K,CO X N
C|\)L 27 o N~
\N,NH " N/\ >
I\/O MW, DM%el/fo C,2h O,N N o

O,N o(\)

124 122 125

SchemaB.21: Analoge Synthese des Nitroderivats mit &hnlichen Ausbeuten in beiden Reaktionsschritten.
Molekil 110 Das dritte ausgewéhlte Molekil enthielt ein Stereozentrum, welches die Syn-
these deutlich erschweren wirde. Deshalb wumiméachst anhand dddockingose gepruft

ob eine racemische Synthese des Molekiils mit einer deutlichen Verringerungadentiellen

Aktivitat einhergehen kdnnte Apbildung3.7).
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Abbildung3.7: Dockingdes letzten potentiellen Modulators mit Oberflachendarstellung @eProteinBindeta-
scheunter Hervorhebung der Ausrichturtgr Methylgruppeim gedocktenEnantiomer

Da das entsprechende Enantiomer ebenso in der Lage sein sollte, die polare Interaktion aus-
zubilden, konnte ein Aktivitatsverlustentweder durch unglnstige Vatter-Vaals
Wechselwirkungen oder aber durch ein Clash mit dem Prdteiaorgerufen werdenDa de
Ausrichtung der Methylgruppe in den offenen Raum nicht zu abstol3enden Weatkselgen

mit dem Rezeptor fuhresollte, wurde zunachst die racemische Slgase des Molekils ge-
plantwobeidie Amidbindung als Verknipfungspunktdiensollte und die beiden Fragmente

126und 127als Edukte zum Einsatz kommen soll(8ohema3.22).

0 =N

T Q, = Gl °

N\ N\/'\rrN o~ |:> + ""O/ \©\ _

o o

0
110 126 127

Schema3.22: Retrosynthetische Teilung désodulatorsin seine beiden Bruchstiicke.

Bei Uberpriifung der Synthetisierbarkeit beider Fragmente und der méglichen weiteren Zer-
legbarkeit dieser zeigte sich, dass beide Fragteekommerziell erhaltlich warenwobei
Fragmentl26als Racematerfligbar war Da die Synthese des Racemats fir eine erste biolo-
gische Testung als ausreichend erachtatde und ein entsprechendesantiomerenreines
Derivat bei gezeigter Aktivitat des Racemats synthetisiert werdente, wurden beide Frag-

mente gekauftDie Synthese des Modulatogelangin einem Schritt unter der Kntipfung der
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Amid-Bindungnach Aktivierug der Carbonsaurg26als Saurechlorid, in einer Ausbeute von

79%(Schema.23).
1.50C1,80°C, 2 h O/ \©\
C\/if( O/\©\ 2NEt3THFrt16h C\/i[(
126 127 110

Schema3.23: Durchgefiihrte Synthese zémid-Bindungknipfung unter Aktivierung der Carbonsaure als Sau-
rechlorid.

Wahrend der Auswertundes 1IHNMRSpeltrums und einhergehender Zuordnung aller Pro-

tonensignale fiel jedoch auf, dass €&mtonensignal fehltéAbbildung3.8).

H
(o}
=N
Tl T
OMe
H
o
110

>-1461

Abbildung 3.8: Darstellung desliphatischen Bereichs untddervorhebungdes symmetrischen Multiplets des
Piperidinrings. Gleichzeitig ist hier die Abwesenheitidest markierten Protonsignals zu beobachten.

Nachdenalle zu erwartenden aromatischen und aliphatischen Signale zugeordnet waren, ent-

hielt das Spektrum nur einweiteres Signal welches einem CHProtonensignal in
Nachbarschaft eine€H- und CH-Gruppenzuzuordnen warAufgrund der Verschiebungmd
der AufspaltunglesentsprechendersignalgAbbildung X)konntees sich hierbei nur um das

CHSignal am Piperidinring handelgin entsprechendes erwartetes Signal flr das erwartete
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Proton wirde hierbeein Triplett vonQuartett ergeben und wirde sich bei einer ungefahren
Verschiebung von 3 bis 3#pm befinden Auch dasvlassenspektrums fiel sofort die erhéhte
Masse einhergehend mit einem Isotopenmuster des Massenspektrpasste nicht zur pos-
tulierten Struktur. Die Masse war hoher und zudem war ein Isotopenmuster sichibadie
erhaltene Masse genadem Austausch eines Protogggen einChloratomentsprachund

auch das Isotopenmuster fiir die Anwesenheit eines Chloratoms im Molekul sprach, wurde
davonausgegangen, dass es wahrend der Aktivierung der Carbonséure durch Thionylchlorid
ebenfalls zu einer Chlorierung in AlpRasition der Carbonséaure kaiie HRM®estétigte

die Annahme, dass ein Proton gegen ein Chloratom ausgetauscht wurde.

Die Reaktion der Alph@hlorerung von Carbonséauren unt®ferwending von Thionylchlorid
scheint vorphotochemischer Natur zu sein und ist eine in der Literatur beschriebene Neben-
reaktion bei der Chlorierung von Carbonséauren in Thionylchlorid bei hohen
Reaktionstemperaturen. Der Mechanismus der Reaktion wird wBchena 3.24 dargestellt

vermutet. [130]

H
~0 )
5 > o -HCI cl
I —_— —_—
R on * Sock R -— R Vo oD R @/Nu
|

[o]
Cl
128 reflux l Licht 129 130

cl, l- HCI
o
cl
R/\‘)j\Nu

131

Schema3.24: Reaktionsmechanismused AlphaChlorierungeines Carbonsaurechlorids naatem Reaktions-
schema VOrHELEVOLLHARBZELINSKH2!

Im hier vorliegenderFallentsteht bei hohen Temperaturen unter Lichteinfluss elementares
Cb. Dieses wird im Folgenderon der EneDoppelbindungngegriffen. Der Mechanismus die-
ser Reaktion lauft ndcHELEVOLLHARBZELINSKab und bildet normalerweise unter wassrigen

Bedingungen die Alphehlorierte Carbonsaure.
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Da im Falle dieseReaktionsfihrung unter Wasserausschluss gearbeitet wiwedelgte ein

nukleophiler Angriff de®iperidirs 127. Dies fihrte zurBildung desinerwiinschtenProdukts

(Schemas.25).
o
H£i::]/ \I:::l\o//
=N =N ~ o
Atz Ao T O (T QL
o CIo

80°C,2h cl THF, rt, 16 h
o 79%

126 132 133

SchemaB.25: Abgelaufene Reaktion unter Bildung des beobachteten Atgtiarierten Produkts.

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit des Derivats zum gewiinschten Produkt, vemtee
schiedendiesesebenfallsin die bblogische Testung an die ABBNEMANNzU geben. Parallel
dazu wurde eine alternative Synthese des gewiinschten Produkts BefidKupplungsbe-

dingungendurchgefihrt(Schema.26).

HBTU, NEt3
Cl e acy Ch mef L
DMF rt 16h
126 127 110

SchemaB.26: Synthese der AmiBindungunter Verwendung vorPeptidlupplungsbedingungen.

Dasunter den obigen Bedingungen in moderater Ausbeute isofeoduktwurde mittels 1H

NMRSpelkroskopie und Massenspektrometrie charakterisigkbbildung3.9).
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H
(o]
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\ N\%‘/N o~
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o
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Abbildung3.9: Aliphatischer Bereich dekirch Peptidkupplungynthetisierten Derivats unter Herwdnebung der
wichtigen Protonensignale.

Aufgrund der richtigerProtonenanzahl und des zuvor nicht vonldi@nen Protonensignals am
AlphaKohlenstoff bei einer Verschiebung von 3pf8n konnte davon ausgegangen werden,
dass unter dieser Reaktionsfihrung das gewiinschte Prazhiktanden warAuch die ande-

ren analytischematen wie 13€NMR und HRMS&tUtzten den Strukturvorschlag.

3.2.3 Synthese potentieller GPRCB3Wodulatoren

Neben der Synthese potentied Modulatoren des EndotheliB-Rezeptorssollten auch Mo-
dulatoren flr andere Rezeptoren synthetisiert werden. Hierbei wartodulatoren fir die
G-ProteinBindetasche des GPRCRBbzeptorsson der AGoLBvorgeschlagemnd anschlie-
Rend zwei Molekileanhand der potentiellen Interaktionen und der Synthetisierbarkeit

ausgewahlt Abbildung3.10).
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Abbildung3.10: Auswahl potentieller Modulatoren, bereitgestellt von PERSECHINaus der AGKoLBunter Her-
vorhebung der ausgewahlten Derivate.

Molekil 134: Bei Betrachtung debockingpose des erstepotentiellen Inhibitors Abbildung
3.11), zeigte sichdass digolaren hteraktionen des Molekils mdem Rezeptosowohl vom

Amid-Sauerstoff als auch von de8tickstoff desPyridinress des Molekilsausgebildet wur-

den.

Abbildung3.11: VorgeschlageneBindungsmodusles potentiellen Inhibitors in der-Brotein Bindetasche des
GPRC5iRezeptors.
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Die Synthese des potentiellen Inhibitors wurdasgehendvonder Vorarbeit von Dr. IDEMP-
woLFFwelcher die Synthese sehr &hnlicher Thidgokazol Molekile bereitisn Arbeitskreis

etabliert hatte,wie in SchemaB.27 dargestellt,geplant.

| s, O~y s, Oy | s. 0
Van S [;;-4lew/ / OH s, 9
OH —
\C? — —> J —> E/)_(
= o o
142

(o]
134 141 143

SchemaB.27: Geplante Retrosynthese nach der etablierten Synthesemethode von DEMBWOLFF

Wegender vorhegesagtenSynthetisierbarkeit des Moleklls wurde die 8yse des Inhi-

bitors ohne weitere Anpassungelurchgefihrt Im ersten Schritt erfolgte die Umsetzung des
Acetylthiophensl43 mit Oxalsdauredimethylestezum Intermediatl42 Die Zyklisierung zum
Isoxazoll44 erfolgte unter Verwendung von Hydroxylamin als Stickstoffquelle in MeOH als
Losungsntiel. Die anschliel3ende Esterspaltung zur Carbonsidigelang durch die Zugabe

von NaOH. Unter Verwendung von NaOH bei Raumtemperatur. Fur die Darstellung des Mo-
dulators 134 wurde die Carbonsaurd41l zunachst in das Saurechlord5 tberfuhrt und

dieses dannn situmit 3-Aminopyridin umgesetzbchema3.28.

S (o}

S O«
S (o] Oxalsauredimethylester, NaOMe | Y/ OH Hydroxylamin HCI | |N
| g — > Y \ o
Y MeOH, 65 °C, 16 h 0/ MeOH, 65 °C, 16 h N
75% d 24% 0o
143 142 144
S O‘N S O\N 3-Aminopyridin, S, O\N
DIPEA
NaOH | > | oy | )\ | o LU H
_— _— e —
MeOH, rt, 16 h 70°C, 2 h THF, rt, 16 h i SN
39% 0 o 53% o P
141 145 134

SchemaB.28: Darstellungdes Inhibitorsl 34 Gber 5 Stufen.

Aufgrund des vorhandenen Platzes in der Bindetaseit zur Ausbildung weiterer polarer
Wechselwirkungen mit dem Rezepigurden Uber die Einfihrung verschiedammine in der

late stage Amidbindungsknipfurdyei weitere Derivate synthetisiertDer erste Inhibitor
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wurde ebenfallainter Verwendung de Pyridin3-ylmethylamins und de€Carbonsaure in einer

Ausbeute von 15% hergestellt.

Die zwei weitererDerivatedes ursprunglichen Molekulsurden unterVerwendungzweier

Benzylamine analog zu den bisherigen Inhibitasgnthetisiert Schema3.29).

141 145 146

147

Schema3.29: Syntheseder alternativen Derivate 146 und 147 unter Verwendung de§au-

rechlorids145.

Molekil 140 Dieser Vorschlag zeigte bei Betrachtung Beckingose Abbildung3.12) le-
diglich eine polare Interaktion mit Tyrosin 254Da das Molekul ausgehend von 2
Cyanobenzofuran und nachfolgendem Aufbau des iC%ddiazolringsystems gut synthetisch
zugénglich sein sollte, wurde die Synthese des initialen Vorschlagsaaiieee strukturelle

Anderungen geplantSchema3.30).

140

Abbildung 3.12: Dockingpose des potentiellen GPRCBthibitors unter Hervorhebung degolaren Interaktion
mit Tyrosin 254 in der @roteinBindetasche.
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