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1 Einleitung 

Der Einsatz von chemischen Kampfstoffen als Massenvernichtungswaffen begann mit der 

Schlacht im belgischen Ypern im ersten Weltkrieg (1914-1918). Am 22. April 1915 wurde 

durch deutsche Streitkräfte mit 150 Tonnen Chlorgas erstmalig ein chemischer Kampfstoff 

eingesetzt, wobei mehrere hundert alliierte Soldaten getötet und mehr als 2500 verwundet 

wurden (Joy, 1997). Gefolgt von zahlreichen weiteren Giftgasangriffen (u.a. mit Chlor-, 

Phosgen- oder Senfgas) auf beiden Seiten der Front bezeichnen Historiker den ersten 

Weltkrieg auch heute noch als Chemikerkrieg, in dem es durch chemische Kampfstoffe bis 

zum Waffenstillstand am 11. November 1918 mehr als 1,3 Millionen Verletzte und etwa 90.000 

Tote gab (Fitzgerald, 2008). Die Verwendung von Giftgasen verstieß jedoch schon damals 

gegen die Haager Landkriegsordnung von 1899 (Segesser and Segesser, 2007). Zukünftige 

Einsätze von Chemiewaffen in zwischenstaatlichen Konflikten sollten durch das am 

17. Juni 1925 unterzeichnete Genfer Protokoll Ă¿ber das Verbot der Verwendung von 

erstickenden, giftigen oder ªhnlichen Gasen [é] im Kriegeñ reguliert werden (Eidgenössisches 

Departement für Verteidigung, 1925). Doch die fehlende Berücksichtigung von Forschung zu 

Kampfstoffen sowie deren Produktion und Lagerung in diesem Abkommen führte zu einem 

Wettrüsten. Als eine No-First-Use-Vereinbarung gesehen, wurde formell das Recht 

vorbehalten, Vergeltungsmaßnahmen zu ergreifen, falls ein Gegner widerrechtliche Schritte 

einlegen würde (Meselson and Robinson, 1980). So kam es in den folgenden Jahren zu 

regelmäßigen Einsätzen chemischer Kampfstoffe. Italienische Streitkräfte setzten Senfgas im 

Krieg gegen Abessinien (1935-1936) im Vorfeld des zweiten Weltkriegs ein (Grip and Hart, 

2009). Auch Japan setzte vor und während des zweiten Weltkriegs (1939-1945) im Krieg 

gegen China (1937-1945) bei über 2000 Gelegenheiten chemische Waffen, unter anderem 

Senfgas, ein (Friedrich et al., 2017). Aus Angst vor Vergeltung wurde auf den übrigen Schlacht-

feldern des zweiten Weltkriegs jedoch weitgehend auf Chemiewaffen verzichtet (van Courtland 

Moon, 1984). Der letzte große Einsatz von chemischen Kampfstoffen in einem zwischen-

staatlichen Konflikt erfolgte während des Iran-Irak-Krieges in den 1980er Jahren. Beide Seiten 

setzten zwischen 1980 und 1988 unter anderem Sarin, Tabun und Soman bei verschiedenen 

Angriffen ein (Ali, 2001). Im Jahr 1993, nach dem Zerfall der Sowjetunion und dem Ende des 

kalten Krieges, konnte dann schließlich ein umfassenderes UN-Chemiewaffenabkommen 

beschlossen werden, welches am 29. April 1997 völkerrechtlich verbindlich in Kraft trat 

(Thakur and Haru, 2007). Aktuell haben 193 Staaten das Abkommen der unabhängigen 

internationalen OPCW (Organisation for the Prohibition of Chemical Weapons) zur 

Vernichtung der aktuellen Chemiewaffenbestände sowie des Verbots von Entwicklung, 

Produktion, Ein- bzw. Verkauf, Lagerung und Einsatz von Chemiewaffen unterzeichnet 

(Pitschmann, 2014). Doch auch dieses Abkommen konnte den Einsatz von Chemiewaffen 

nicht gänzlich verhindern. Besonders hochtoxische phosphororganische Nervenkampfstoffe 
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werden weiterhin in Kriegssituationen eingesetzt. So zum Beispiel kostete der Sarin-Anschlag 

des syrischen Regimes auf die Hauptstadt Damaskus im August 2013 mehr als 

1000 Menschen, darunter zahlreiche Kinder, das Leben (Meier, 2016; Pita and Domingo, 

2014). Zunehmend kommt es auch in terroristischen Zusammenhängen zu einem Einsatz von 

Nervenkampfstoffen (Höfer, 2002; Vale et al., 2016). Mitte der 1990er Jahre verübte die Aum-

Sekte in der U-Bahn von Tokio einen Anschlag mit Sarin, in dessen Folge über 

5000 Menschen medizinisch behandelt werden mussten und zwölf von ihnen starben (Sidell 

et al., 1997). In den Jahren 2017 bis 2018 fanden mehrere gezielte, politisch motivierte Angriffe 

mit phosphororganischen Nervengiften statt. So erlag der Halbbruder des nordkoreanischen 

Diktators Kim Jong-Un, Kim Jong-Nam, einer VX-Vergiftung und Sergei Skripal, ein 

ehemaliger russischer Geheimdienstoffizier, und seine Tochter Yulia überlebten 2018 nur 

knapp einen Angriff mit dem Nervengift Novichok (Nakagawa and Tu, 2018; Vale et al., 2018). 

Zuletzt kam es im Jahr 2020 zu einer Vergiftung des russischen Regierungskritikers 

Alexei Nawalny. Dieser wurde bei einem Inlandsflug in Russland mit einem Novichok-

Nervengift vergiftet und überlebte ebenfalls nur knapp (Steindl et al., 2021).  

Vergiftungen mit phosphororganischen Nervengiften treten jedoch nicht nur in kriegerischen 

Auseinandersetzungen und im Zusammenhang mit terroristischen Anschlägen auf. Ein großes 

Problem stellen insbesondere in Ländern des globalen Südens umweltbedingte, aber auch in 

suizidaler Absicht unternommene Vergiftungen mit Pflanzenschutzmitteln auf Organo-

phosphatbasis dar. Schätzungen zufolge sind Selbstvergiftungen mit Pestiziden weltweit für 

etwa ein Drittel aller Suizide verantwortlich (Freire and Koifman, 2013). 
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1.1 Nervengifte als chemische Kampfstoffe 

Die Einteilung chemischer Kampfstoffe erfolgt über ihre Wirkungsweise in Lungen-, Blut-, 

Haut-, Nerven- und Psychokampfstoffe. Während Lungen-, Blut- und Hautkampfstoffe zur 

ersten Generation der Chemiewaffen zählen, welche vor allem im ersten Weltkrieg zum 

Einsatz kamen, zählen Nervenkampfstoffe, in der Regel Organophosphat- bzw. phosphonat-

Verbindungen, je nach Entwicklungsstadium, zur zweiten bis vierten Generation der Chemie-

waffen (Pitschmann, 2014). Zur zweiten Generation gehören dabei G- (German-) und V- 

(Venomous-) Kampfstoffe, während binäre GV- und Novichok-Kampstoffe zur dritten bzw. 

vierten Generation Chemiewaffen gezählt werden (Chauhan et al., 2008).  

Die erste Synthese eines Nervenkampfstoffes erfolgte per Zufall, als Gerhard Schrader 1936 

im Rahmen eines Forschungsprojekts der Firma I. G. Farben zu Organophosphat-basierten 

Insektiziden forschte, und nach versehentlicher Freisetzung einer Substanz für Nervengifte 

typische Vergiftungssymptome bei den Forschenden auftraten. Die dabei entdeckte 

Verbindung Dimethylphosphoramidocyanidsäureethylester, auch bekannt als Tabun (1), wirkt 

stark toxisch und wurde deshalb schnell als potenzielle Chemiewaffe erkannt (López-Muñoz 

et al., 2009). Diese Entdeckung legte den Grundstein für weitere phosphororganische 

Verbindungen, woraufhin in den folgenden Jahren Sarin (2), Soman (3) und Cyclosarin (4), die 

wie Tabun (1) zur G-Reihe der zweiten Generation gehören, entwickelt wurden (siehe 

Abbildung 1) (Pitschmann, 2014). 

 

Abbildung 1: Nervengifte der G-Reihe mit zwei-Buchstaben-NATO-Code: Tabun (1), Sarin (2), 
Soman (3), Cyclosarin (4). 

Alle Nervengifte der G-Reihe sind bei Raumtemperatur klare Flüssigkeiten mit einem Dampf-

druck von 0.037 mmHg (Tabun) bis 2.1 mmHg (Sarin), sodass sie bei Raumtemperatur leicht 

verdampfen und somit auch über die Atmung aufgenommen werden können. Durch die relativ 

hohe Wasserlöslichkeit sind G-Nervengifte allerdings nicht sehr persistent (Newmark, 2007). 

Die Weiterentwicklung der Substanzen führte zur V-Reihe, die wie die G-Reihe der zweiten 

Generation der Chemiewaffen zugeordnet wird. Das VX (5), zehnfach toxischer als die bisher 

genannten Vertreter der G-Reihe, wurde 1954 erstmals von Wissenschaftlern im Auftrag des 

britischen Militärs synthetisiert. Die ölige Substanz wirkt durch den deutlich geringeren Dampf-

druck von 0.0007 mmHg nicht primär als Inhalations-, sondern als Dermaltoxin. Zusätzlich ist 
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es durch seine höhere Hydrolysebeständigkeit, verglichen mit den G-Verbindungen, weitaus 

persistenter (Newmark, 2007; Spradling and Dillman, 2011). Zeitgleich wurden in der 

ehemaligen Sowjetunion und in China die strukturverwandten Toxine VR (6) (sowjetisch) und 

CVX (7) (chinesisch) entwickelt (siehe Abbildung 2) (Antonijevic and Stojiljkovic, 2007; Black, 

2016). 

 

Abbildung 2: Nervengifte der V-Reihe: VX (5), VR (6) und CVX (7). 

Unter den andauernden Spannungen des kalten Krieges wurde die Forschung an Nervengiften 

vorangetrieben. Dabei wurde der Fokus zunehmend auf weiterentwickelte phosphor-

organische Verbindungen gelegt, welche durch Kombinationen bestimmter Strukturelemente 

von G- und V-Agenzien hochtoxisch und gleichzeitig persistenter als Sarin und flüchtiger als 

VX (5) sein sollten (Wiener and Hoffman, 2004). Militärlabore der USA führten solche 

GV-Verbindungen der dritten Generation der Chemiewaffen unter der Bezeichnung IVA 

(Intermediate Volatility Agents) ein. Die Instabilität dieser Verbindungen erforderte jedoch die 

Anwendung einer neuen, besonderen Technik: Als binäre Munition werden dabei zwei 

ungiftige Vorläuferverbindungen getrennt in ein Projektil eingesetzt, sodass die hochtoxischen 

Endverbindungen erst beim Einsatz in situ gebildet werden (Pitschmann, 2014). Dies 

reduzierte die Vorsichtsmaßnahmen enorm, die beim Transport und der Lagerung der 

ursprünglichen Chemiewaffen getroffen werden mussten (Koelle, 1981). Zwischen 1970 und 

1980 wurden solch binäre Chemiewaffen, z.B. GB-2, VX-2, IVA-2, in den USA entwickelt 

(Black, 2016; Pitschmann, 2014). 

Die Sowjetunion reagierte darauf mit der Entwicklung binärer Kampfstoffe der vierten 

Generation. Dabei wurden im Rahmen des FOLIANT-Programms die sogenannten Novichok-

Substanzen mit nochmals erhöhter Toxizität entdeckt (Bolt and Hengstler, 2022; Nepovimova 

and Kuca, 2018; Pitschmann, 2014). Lange waren die genauen Strukturen dieser 

Verbindungen unbekannt, doch in den letzten Jahren konnten einige durch spektroskopische 

und massenspektrometrische Studien entschlüsselt werden, sodass nun die allgemeine 

Strukturformel 8 zur Beschreibung der Novichok-Verbindungen gilt (siehe Abbildung 3) 

(Bhakhoa et al., 2019; Jeong et al., 2021; Lee et al., 2021). 
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Abbildung 3: Allgemeine Strukturformel der Novichok-Reihe (8), sowie explizit dargestellt A-232 (9) 
und A-234 (10). 

Die Novichok-Verbindungen A-232 (9) bzw. A-234 (10), welche als binäre Kampfstoffe 

Novichok 5 bzw. Novichok 7 eingesetzt werden, sollen um ein Vielfaches toxischer sein als die 

Nervengifte Soman oder VX (Chai et al., 2018; Franca et al., 2019).   
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1.2 Vergiftungen mit phosphororganischen Verbindungen 

1.2.1 Das cholinerge System 

Das cholinerge System, das alle neuronalen Strukturen einschließt, die auf dem Neuro-

transmitter Acetylcholin (ACh) basieren (siehe Abbildung 4), spielt eine entscheidende Rolle 

im Nervensystem. Eine Vielzahl von physiologischen Prozessen, wie z.B. die Regulation der 

Herzfrequenz oder die Steuerung der Muskelkontraktion, wird durch cholinerge Rezeptoren, 

deren Verteilung sich sowohl über das zentrale als auch über das periphere Nervensystem 

erstreckt, beeinflusst. 

 

 

Abbildung 4: Vereinfachte Darstellung einer cholinergen Synapse nach Abreu-Villaça et al. (Abreu-
Villaça et al., 2011). 

Acetylcholin wird mit Hilfe der Cholinacetyltransferase (ChAT) enzymkatalysiert aus Cholin 

und Acetyl-Coenzym-A (Ac-CoA) im Cyctoplasma der Nervenzellen hergestellt. Dazu wird 

Cholin über Transporter (CHT) aus dem Extrazellulärraum in das Zytoplasma transportiert, 



1 Einleitung  7 
 

wohingegen Ac-CoA überwiegend aus dem Glucose- und Zitratstoffwechsel stammt. 

Anschließend wird das gebildete ACh über vesikuläre Acetylcholintransporter (VAChT) in die 

Vesikel aufgenommen. Bei der Reizübertragung, induziert durch Ca2+-abhängige Exozytose, 

wird vesikulär gespeichertes ACh in den synaptischen Spalt freigesetzt. Dort löst es durch 

Bindung an postsynaptische nikotinische bzw. muskarinische Acetylcholinrezeptoren (nAChR 

bzw. mAChR) Folgeprozesse aus (Böhm, 2016). Nikotinische Acetylcholinrezeptoren als 

ionotrope Rezeptoren führen bei einer Aktivierung zu einer Öffnung des Ionenkanals, während 

eine Aktivierung von muskarinischen Acetylcholinrezeptoren als metabotrope Rezeptoren eine 

G-Protein gekoppelte Signalkaskade auslöst (Abreu-Villaça et al., 2011). Um eine Dauer-

aktivierung der Rezeptoren zu verhindern, spaltet das im synaptischen Spalt lokalisierte 

Enzym Acetylcholinesterase (AChE) den Neurotransmitter ACh in einer extrem kurzen 

Reaktionszeit von nur 100 µs pro Molekül in die Bausteine Cholin und Acetat (Abreu-Villaça et 

al., 2011; Lawler, 1961; Zimmerman and Soreq, 2006). Die Hydrolyse wird durch eine 

katalytische Triade im aktiven Zentrum des Enzyms, bestehend aus den Aminosäuren Serin, 

Histidin und Glutamin, vermittelt.  
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1.2.2 Phosphororganische Vergiftungen und ihre Symptome 

Phosphororganische Verbindungen wie z.B. Soman greifen am Abbau von ACh durch die 

AChE in das cholinerge System ein. Sie inhibieren die AChE durch kovalente Bindung eines 

Phosphat- oder Phosphonatrestes an die Hydroxylgruppe des Ser203 im aktiven Zentrum des 

Enzyms (Sirin and Zhang, 2014). Diese Enzym-OP-Komplexe werden im Unterschied zu den 

acetylierten Komplexen unter physiologischen Bedingungen nicht hydrolysiert und hemmen 

so irreversibel die katalytische Aktivität des Enzyms. Bei einigen phosphororganischen 

Verbindungen kommt es darüber hinaus zur Abspaltung eines Alkylsubstituenten, ein 

Vorgang, der als Aging bezeichnet wird. Dabei bilden sich aus den ursprünglich vorliegenden 

Phosphonsäurediestern die entsprechenden Monoester, die unter physiologischen 

Bedingungen deprotoniert vorliegen (Barak et al., 2000; Soukup et al., 2010). Vor allem bei 

verzweigtkettigen Alkylresten, wie sie z.B. bei Soman vorliegen, erfolgt diese exotherme 

Reaktion innerhalb weniger Minuten (Nachon et al., 2005; Sirin et al., 2012). Der Mechanismus 

der Phosphonylierung mit Soman sowie der anschließenden Dealkylierung ist in Schema 1 

dargestellt. 

 

Schema 1: Mechanismus der Phosphonylierung des Ser203 im aktiven Zentrum der Acetylcholin-
esterase durch Soman sowie des anschließenden ĂAgingñ-Prozesses (Sirin and Zhang, 2014; Sirin et 
al., 2012). 
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Infolge der irreversiblen Inhibition der AChE durch kovalente Bindung von Organophosphaten 

und der daraus resultierenden fehlenden ACh-Spaltung kommt es zu einer Akkumulation des 

Neurotransmitters im synaptischen Spalt. Dabei werden alle postsynaptischen 

ACh-Rezeptoren mit ACh gesättigt, sodass es zu einer Überstimulation der Rezeptoren 

kommt. Dies wird auch als cholinerge Krise bezeichnet (Soukup et al., 2010). Dabei äußert 

sich eine erhöhte Aktivierung des Parasympathikus über die muskarinischen Acetylcholin-

rezeptoren unter anderem in übermäßiger Drüsensekretion, starker Bronchialsekretion und 

Bronchokonstriktion. Es sind jedoch vor allem die nikotinischen Effekte an der 

neuromuskulären Endplatte, die bei einer Vergiftung mit phosphororganischen Verbindungen 

lebensgefährlich sein können. Übermäßige nikotinische Stimulation führt zu einer raschen 

Depolarisation des Membranpotentials, was sich zunächst in Muskelfaszikulationen äußert. 

Bei anhaltender Stimulation verhindert eine Desensitisierung des Rezeptors eine Signal-

weiterleitung, sodass es neben Schwindelgefühlen bis hin zu komatösen Zuständen auch zu 

Lähmungserscheinungen kommt. Bei akuten Vergiftungen wird Atemlähmung als häufigste 

Todesursache genannt (Rusyniak and Nañagas, 2004; Schecter, 2004). 
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1.2.3 Behandlungsmöglichkeiten bei Vergiftungen mit phosphor-

organischen Verbindungen 

Aktuell werden drei verschiedene Klassen von Medikamenten zur Behandlung von 

Vergiftungen mit phosphororganischen Verbindungen eingesetzt: Parasympathomimetika, 

Oxime und Antikonvulsiva (Cannard, 2006). Direkt nach den ersten Maßnahmen, die bei 

Vergiftungsvorfällen mit phosphororganischen Verbindungen durchgeführt werden sollten 

(Entgiftung, Beatmung und Hämodialyse), wird Atropin verabreicht (Alozi and Rawas-Qalaji, 

2020; Cannard, 2006). Natürlich vorkommend in der Tollkirsche, ist Atropin (11) (siehe 

Abbildung 5) ein Antagonist am mAChR und wirkt so gegen die durch eine Überstimulation 

der mAChRs ausgelösten anfänglichen Vergiftungserscheinungen (Alozi and Rawas-Qalaji, 

2020; Böhm, 2016). 

 

Abbildung 5: Strukturformel von Atropin (11). 

Im Unterschied zu mAChR-Antagonisten sind kompetitive nAChR-Antagonisten aufgrund ihrer 

geringen therapeutischen Breite für die Behandlung von Nervenkampfstoffvergiftungen 

ungeeignet (Sheridan et al., 2005). Infolgedessen stellt die Reaktivierung inhibierter AChE 

durch Oxime, die zur Spaltung der Phosphat- bzw. Phosphonatester im aktiven Zentrum der 

AChE führen, den entscheidenden Schritt zur Beseitigung der nikotinischen Überstimulation 

dar. Unter den gebräuchlichen Oximen sind insbesondere das im Jahr 1955 entwickelte 

Pralidoxim (2-PAM) (12) und die strukturverwandte Bispyridinium-Verbindung Obidoxim (13) 

die bekanntesten Vertreter. Der Mechanismus der Spaltung der Phosphat- bzw. Phosphonat-

ester sowie die Strukturformeln der genannten Oxime sind in Schema 2 dargestellt (Mercey et 

al., 2012; Worek et al., 2004). 
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Schema 2: Mechanismus der Reaktivierung von inhibierter AChE durch Oxim-Phosphorylierung bzw. 
Phosphonylierung sowie die Strukturformeln der Oxime Pralidoxim (2-PAM) (12) und Obidoxim (13). 

Innerhalb der ersten Stunden nach einer Vergiftung mit phosphororganischen Verbindungen 

werden in der Regel zusätzlich Benzodiazepine verabreicht, welche als Antikonvulsiva gegen 

Krampfanfälle wirken (Amend et al., 2020; Marrs, 2004). Dabei wurde lange Diazepam (14) 

eingesetzt, welches durch das strukturverwandte Midazolam (15) nach dessen Freigabe durch 

die FDA 2022 ersetzt werden soll (siehe Abbildung 6) (Gerecke, 1983; Joint Program 

Executive Office for Chemical, 2022; Newmark, 2019). Es zeichnet sich durch eine im 

Vergleich zu Diazepam schnellere und länger anhaltende, krampflösende Wirkung aus 

(Newmark, 2019). 

 

Abbildung 6: Strukturformeln von Diazepam (14) und Midazolam (15). 

Zur Absicherung von Soldaten im Kampfeinsatz gegen Vergiftungen mit phosphororganischen 

Verbindungen werden unterschiedliche Strategien bzw. Entwicklungsansätze verfolgt. Ein 

erster Ansatz ist die Entwicklung von Bioscavengern, die die phosphororganischen 

Verbindungen entweder stöchiometrisch abfangen (z.B. Antikörper) oder sie katalytisch 

(Enzyme, wie z.B. Paraoxonasen) hydrolysieren. Dadurch wird eine Schädigung der AChE 
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durch Phosphorylierung oder Phosphonylierung bereits im Ansatz verhindert. Der zweite 

Ansatz basiert auf der Verwendung von indirekten Parasympathomimetika, die durch eine 

vorübergehende Bindung an die AChE eine irreversible Inhibition durch phosphororganische 

Verbindungen verhindern. Im militärischen Kontext werden hierfür Carbamate wie 

Pyridostigminbromid (16) oder Physostigmin (17) (siehe Abbildung 7) eingesetzt (Bajgar et al., 

2020; Layish et al., 2005). 

 

Abbildung 7: Pyridostigminbromid (16) und Physostigmin (17) als reversible AChE-Inhibitoren. 

Trotz der vorhandenen Behandlungsansätze und langjähriger Forschung gibt es noch 

zahlreiche Schwierigkeiten und ungelöste Probleme. So ist eine rein präventive Behandlung 

mit indirekten Parasympathomimetika für große, gefährdete Bevölkerungsgruppen kaum 

umsetzbar (Bajgar et al., 2020). Problematisch ist außerdem, dass trotz jahrzehntelanger 

Bemühungen für manche Organophosphat- bzw. Organophosphonatvergiftungen bisher noch 

keine geeigneten Oximwirkstoffe entwickelt werden konnten (Worek et al., 2020). So ist zum 

Beispiel die Reaktivierungsrate für Tabun-inhibierte AChE bei der Behandlung mit gängigen 

Oximen nicht ausreichend (Worek et al., 2004). Zudem verlieren die Oxime bei gealterten 

Enzym-OP-Komplexen, wie sie z.B. bei Soman vorliegen (siehe Kapitel 1.2.2, Schema 1), ihre 

Wirkung (Worek et al., 2016). Und obwohl zahlreiche neue AChE-Reaktivatoren entwickelt 

wurden, wurde bisher keine Verbindung gefunden, die alle relevanten Nervenkampfstoffe und 

phosphororganischen Pestizide abdeckt und somit als Breitspektrum-Therapeutikum 

verwendet werden könnte (Thiermann et al., 2013; Worek and Thiermann, 2013). Derzeit wird 

eine kombinierte Oximtherapie angewandt, bei der eine Mischung unterschiedlicher Oxime mit 

einem daraus resultierenden breiteren Wirkungsspektrum verabreicht wird (Alozi and Rawas-

Qalaji, 2020). Der therapeutische Wert von Atropin als Kompetitor von Acetylcholin an den 

Muskarinrezeptoren ist bis heute unumstritten und gehört deshalb zur Standardtherapie von 

phosphororganischen Vergiftungen. Die richtige Dosierung ist dabei jedoch von größter 

Bedeutung, da sich die Antagonisierung in einem schmalen therapeutischen Bereich bewegt: 

Atropin soll ACh von den muskarinischen Rezeptoren verdrängen, um eine normale Signal-

transduktion zu gewährleisten, darf aber den Rezeptor auch nicht zu stark inhibieren, um einen 

gegenteiligen Effekt zu vermeiden (Thiermann et al., 2013). 

Bei den nikotinischen Rezeptoren besteht nach wie vor eine große therapeutische Lücke. Ein 

erfolgversprechender Ansatzpunkt ist hier die direkte Adressierung der nAChRs durch 
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allosterische Modulatoren. Ziel ist es dabei, die überstimulierten Rezeptoren, die die post-

synaptische Signaltransduktion blockieren, mit Hilfe von allosterischen Modulatoren, 

sogenannten Resensitizern, wieder in einen aktiven Zustand zu überführen. Um 

entsprechende Modulatoren gezielt für diesen Zweck entwickeln zu können, ist die Kenntnis 

der Struktur und das Verständnis der Wirkungsweise der betroffenen nAChRs essentiell 

(Amend et al., 2020).  
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1.3 Der nikotinische Acetylcholinrezeptor als Target zur Behandlung von 

Vergiftungen mit phosphororganischen Verbindungen 

1.3.1 Aufbau und Struktur des nikotinischen Acetylcholinrezeptors 

Der nikotinische Acetylcholinrezeptor ist ein ionotroper Rezeptor, welcher ligandenabhängig 

Ionenströme ermöglicht (Changeux, 2020). Er gehört, wie die GABAA-, Glycin- und 

5-HT3-Rezeptoren, zu Rezeptoren der Cys-Loop-Superfamilie, welche alle aus fünf Unter-

einheiten bestehen. Die Untereinheiten des nikotinischen Acetylcholinrezeptors unterscheiden 

sich nicht nur untereinander, auch sind je nach Expressionsort verschiedene Zusammen-

setzungen dieser Untereinheiten bekannt. Jede der fünf Untereinheiten besteht aus einer 

extrazellulären Domäne, die hauptsªchlich aus ɓ-Faltblättern zusammengesetzt ist, einer 

Transmembrandomäne, die aus vier Ŭ-Helices gebildet wird, und einer kleinen intrazellulären 

Domäne, die im Wesentlichen aus einer Ŭ-Helix aufgebaut ist (Sine and Engel, 2006). Die 

kreisrunde Anordnung der fünf membrandurchspannenden Untereinheiten ermöglicht den 

Transport von Ca2+-, Na2+- oder K+-Ionen durch die dabei gebildete Pore (Miyazawa et al., 

2003; Sine and Engel, 2006).  

Nikotinische Acetylcholinrezeptoren lassen sich in verschiedenen Zellen und Organen, vor 

allem in muskulärem oder neuronalem Gewebe, aber auch in der Haut, in Leukozyten oder in 

der Niere finden, wobei sie an einer Vielzahl von Prozessen im Körper beteiligt sind (Hurst et 

al., 2013). Sie werden je nach Hauptexpressionsort in muskuläre oder neuronale Subtypen 

unterteilt und unterscheiden sich wie bereits erwähnt in ihrer Zusammensetzung der 

Untereinheiten, was auch maßgebliche Unterschiede in der Pharmakologie zu Folge hat 

(Millar, 2003; Millar and Gotti, 2009). So sind zum Beispiel die heteropentameren Muskeltyp-

nAChRs aus den Untereinheiten Ŭ1, ŭ, ɓ, Ŭ1 und ɔ bzw. Ů (bei der adulten Form des Rezeptors) 

aufgebaut (Mishina et al., 1986). Sie befinden sich an neuromuskulären Verbindungen der 

Skelettmuskulatur, wo sie neuromuskuläre Reize übertragen und damit die Kontraktion der 

Skelettmuskulatur ermöglichen. Die neuronalen nAChRs sind hingegen im peripheren und 

zentralen Nervensystem zu finden und damit Teil der schnellen synaptischen Übertragung von 

Reizen zur neuronalen Kommunikation. Neuronale nAChRs bestehen entweder aus 

verschiedenen Kombinationen der bisher identifizierten Untereinheiten Ŭ2, Ŭ3, Ŭ4, Ŭ5, Ŭ6, Ŭ7, 

Ŭ9, Ŭ10, ɓ2, ɓ3 oder ɓ4 und liegen damit als Heteropentamere vor, oder sind, wie im Fall des 

neuronalen (Ŭ7)5-Rezeptors, Homopentamere aus fünf identischen Untereinheiten 

(Albuquerque et al., 2009).  

Bisher ist es noch nicht gelungen, die detaillierte Struktur von humanen nAChRs zu 

analysieren. Die bisher einzige vollständige dreidimensionale elektronenmikroskopische 

Aufnahme eines Modellsystems gelang Unwin et al. im Jahr 2005. Durch die Aufnahme von 
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359 elektronenmikroskopischen Bildern mit einer Auflösung von 4 Å konnte eine Struktur-

analyse des Torpedo marmorata-nAChRs erstellt werden (siehe Abbildung 8) (Unwin, 2005). 

Der Torpedo-nAChR ist dem humanen Muskeltyp-nAChR (Ŭ1-Ů-Ŭ1-ŭ-ɓ) strukturell sehr 

ªhnlich (Ŭ1-ɔ-Ŭ1-ŭ-ɓ) und kommt in besonders hoher Expressionsdichte im Elektroorgan des 

Marmor-Zitterrochens der Familie Torpedinidae vor, was ihn zu einem geeigneten Modell-

system für in silico-Studien oder biologische Untersuchungen macht (Changeux, 2020).  

A B 

 
 

Abbildung 8: 3D-Strukturmodell des Ŭ1-ɔ-Ŭ1-ŭ-ɓ-nAChR (Muskeltyp) aus dem Zitterrochen 
Torpedo marmorata, erstellt mithilfe von Elektronenmikroskopie, in Draufsicht (A) und Seitenansicht (B), 
veröffentlicht von Unwin et al. (Unwin, 2005). Die Struktur mit der ID 2BG9 wurde mithilfe des 
NGL-Viewers der Protein Datenbank (PDB) erstellt (Berman et al., 2000; Rose and Hildebrand, 2015). 
Zwischen den Untereinheiten Ŭ-ɔ und Ŭ-ŭ sind die Bindungsstellen des Neurotransmitters Acetylcholins 
farblich hervorgehoben (Hurst et al., 2013). 
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1.3.2 Funktionsweise des nAChRs im cholinergen System  

Die orthosterischen Bindungsstellen für Acetylcholin bzw. Agonisten, wie z.B. Epibatidin oder 

Nikotin, befinden sich bei allen nAChR-Subtypen in einer hydrophoben aromatischen Tasche 

der extrazellulären Domäne, jeweils zwischen einer Ŭ-Untereinheit und einer benachbarten ŭ-, 

ɔ- oder Ů-Untereinheit. Die Anzahl der orthosterischen Bindungsstellen ist somit von der Anzahl 

der Ŭ-Untereinheiten abhängig. Folglich gibt es am Muskeltyp-nAChR zwei Bindungsstellen, 

jeweils zwischen der Ŭ- und ŭ-Untereinheit sowie zwischen der Ŭ- und ɔ- bzw. Ů-Untereinheit 

(Albuquerque et al., 2009; Papke, 2014).  

Agonisten lösen beim Binden an den geschlossenen Rezeptor eine strukturelle Veränderung 

aus (Hogg et al., 2003; Monod et al., 1965). Es kommt zu einer Rotation in den Ŭ-Unter-

einheiten, sodass die Helices der intrazellulären Domäne, die in der Pore eine Barriere bilden 

und damit für einen geschlossenen Zustand sorgen, eine alternative Konformation einnehmen, 

wodurch ein ionendurchlässiger Kanal entsteht (Miyazawa et al., 2003; Unwin et al., 2002). 

Sobald der Rezeptor in den offenen Zustand übergeht, befindet er sich in einer weniger 

stabilen Konformation. Bei geringer ACh-Konzentration im synaptischen Spalt kehrt der 

Rezeptor deshalb nach Freisetzung des Agonisten wieder in den geschlossenen Zustand 

zurück (Karlin, 2002). Die Rezeptorkonformation hängt demnach maßgeblich von der 

ACh-Konzentration ab. Bei einer über einen langen Zeitraum aufrechterhaltenen, aber auch 

bei einer nur kurzen, jedoch hohen ACh-Konzentration, wird der Rezeptor überstimuliert und 

verfällt in einen desensitisierten Zustand, in dem er trotz Bindung des Agonisten dauerhaft 

geschlossen und inaktiv ist. Sinkt die Agonist-Konzentration im synaptischen Spalt, löst sich 

der gebundene Agonist vom desensitisierten Rezeptor, wodurch dieser in einen reaktivierten 

Zustand zurückkehren kann (Giniatullin et al., 2005). Zudem scheint es zwischen den drei 

beschrieben Rezeptorkonformationen diverse, subtypenabhängige Zwischenzustände zu 

geben, sodass sich noch kein vollständig aufgeklärtes Bild des Desensitisierungs-

mechanismus zeichnen lässt (Corradi and Bouzat, 2016). Ein vereinfachtes Modell der drei 

beschriebenen nAChR-Zustände ist in Abbildung 9 dargestellt.  
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Abbildung 9: Darstellung der verschiedenen Konformationsänderungen des nAChRs in einem 
vereinfachten Modell nach Corradi et al. (Corradi and Bouzat, 2016). 

Auch die Rolle der Rezeptor-Desensitisierung unter normalen physiologischen Bedingungen 

ist bei weitem noch nicht vollständig erforscht. Es handelt sich jedoch um eine bemerkenswerte 

rezeptorspezifische Kinetik, die den zeitlichen Verlauf, die Häufigkeit und die Stärke der zu 

übertragenden Signale zu beeinflussen scheint (Jones and Westbrook, 1996). 
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1.3.3 Der nAChR als Target bei Vergiftungen mit phosphororganischen 

Verbindungen 

Bei Vergiftungen mit phosphororganischen Nervengiften kommt es, wie in Kapitel 1.2.2 und 

1.3.2 beschrieben, durch die andauernd hohe Konzentration von ACh im synaptischen Spalt 

und der damit verbundenen Desensitisierung der nAChRs zu einer Unterbrechung der 

cholinergen Neurotransmission. Eine spontane Resensitisierung, der Übergang des 

Rezeptors zurück in den aktiven Zustand, ist bei einer hohen Agonist-Konzentration nicht 

möglich. Ein neuer vielversprechender Ansatzpunkt zur Therapie von Nervenkampfstoff-

vergiftungen ist die Entwicklung von Verbindungen, die durch direkte Interaktion mit dem 

nAChR die Desensitisierung auch in Gegenwart hoher ACh-Konzentration aufheben und 

dadurch die Wiederherstellung der nikotinergen Neurotransmission bewirken können. Solche 

Verbindungen werden als positive allosterische Modulatoren (PAM) des Typs II bezeichnet. 

Durch Herabsetzen der Energiebarrieren zwischen den einzelnen Rezeptorkonformationen 

können sie eine Reaktivierung von desensitisierten Rezeptoren ermöglichen (Bertrand and 

Gopalakrishnan, 2007; Chatzidaki and Millar, 2015; Papke, 2014). Für neuronale nAChRs gibt 

es bereits eine Vielzahl von PAMs des Typs II, wie z.B. das auf den Ŭ7-Rezeptor selektiv 

wirkende PNU-120596, welches eine Resensitisierung desensitisierter Rezeptoren trotz hoher 

Agonist-Konzentration ermöglicht (Hogg et al., 2003; Hurst et al., 2005). Für die nAChRs des 

Muskeltyps ist bislang lediglich eine Substanzklasse bekannt, die einen positiv allosterischen 

Effekt auf den desensitisierten Rezeptor ausübt. Hierbei handelt es sich um Bispyridiniumsalze 

vom Typ des MB327, auf deren Grundlage bislang die Forschung an resensitisierenden 

Substanzen für desensitisierte muskuläre nikotinische Acetylcholinrezeptoren beruht. 
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1.4 Entwicklung von positiven allosterischen Modulatoren für den 

Muskeltyp-nAChR 

Die Entwicklung von Bispyridiniumverbindungen als allosterische Modulatoren des nAChR 

gründet auf einer Zufallsentdeckung im Zuge der Forschung an Reaktivatoren der Acetyl-

cholinesterase (AChE) in den 1970er Jahren. Dabei wurden zu Obidoxim (siehe Kapitel 1.2.3, 

Schema 2) strukturverwandte Verbindungen, die im Unterschied zu Obidoxim keine Oxim-

Teilstrukturen aufwiesen, wie z.B. das Bispyridiniumsalz SAD 128 (siehe Abbildung 10), auf 

ihre pharmakologischen Eigenschaften hin untersucht.  

 

Abbildung 10: Strukturformel von SAD-128. 

Entgegen den Erwartungen zeigte SAD-128, obwohl die für eine Reaktivierung von Organo-

phosphat-vergifteter AChE erforderliche Oximteilstrukur fehlt, bei Nervenkampfstoff-

vergiftungen einen positiven Effekt. Bei in vivo-Versuchen mit Soman-vergifteten Mäusen 

führte diese Verbindung in Kombination mit Atropin im Vergleich zu einer Behandlung nur mit 

Atropin zu einer höheren Überlebensrate der Mäuse. Der Wirkungsmechanismus war lange 

Zeit unklar. Die Schutzwirkung konnte weder auf eine Inaktivierung des eingesetzten Somans 

noch auf eine Reaktivierung der phosphonylierten AChE zurückgeführt werden (Oldiges and 

Schoene, 1970). Erst knapp 20 Jahre später wurde für SAD-128 auf der Grundlage von 

Einzelkanalmessungen an Muskelpräparationen von Fröschen eine direkte Interaktion mit dem 

nAChR postuliert (Alkondon and Albuquerque, 1989). In ex vivo-Experimenten an Muskel-

präparationen von Meerschweinchen, die mit Soman vergiftet wurden, konnte schließlich eine 

direkte pharmakologische Aktivität von Bispyridiniumverbindungen vom Typ des SAD-128 auf 

den Muskel nachgewiesen und damit der Muskeltyp-nAChR als Target für diese Klasse von 

Bispyridiniumverbindungen identifiziert werden (Tattersall, 1993). 
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1.4.1 Das Bispyridiniumsalz MB327 als Ausgangspunkt für die Entwicklung 

von positiven allosterischen Modulatoren für den Muskeltyp-nAChR 

MB327 ist eine weitere Verbindung aus der oben genannten Klasse von Bispyridinium-

verbindungen, die keine Oximfunktionen aufweisen. Sie unterscheidet sich von SAD-128 nur 

durch den Ersatz des Sauerstoffatoms im C3-Spacer durch eine Methylengruppe (siehe 

Abbildung 11). MB327 ist die hinsichtlich einer Interaktion mit dem nAChR bisher in in vitro-, 

ex vivo- und in vivo-Studien wohl am besten charakterisierte Verbindung.  

 

Abbildung 11: Die Bispyridiniumverbindungen MB327 und MB399. 

In vivo-Versuche haben gezeigt, dass MB399, das besser wasserlösliche Methansulfonat-

Analogon zu MB327 (siehe Abbildung 11), in Kombination mit muskarinischen Antagonisten 

und indirekten Parasympathomimetika die Überlebensrate von mit Sarin, Soman, oder Tabun 

vergifteten Meerschweinchen verbessern kann. Dieser Effekt ist sowohl im Vergleich zu 

Versuchen ohne MB399-Zusatz aber auch im Vergleich zu einer entsprechenden Dreifach-

therapie mit dem Oxim HI-6 anstelle von MB399 beobachtet worden (Timperley et al., 2012; 

Turner et al., 2011). Auch hier konnte, ähnlich wie im Falle von SAD-128 (s.o.), eine 

Reaktivierung der gehemmten AChE ausgeschlossen werden. Um die Wirkungsweise der 

Bispyridiniumverbindungen besser zu verstehen, wurde das Bindungsverhalten von MB327 

am Muskeltyp-nAChR untersucht. [3H]Epibatidin-Radioligand-Bindungsstudien, die an 

Torpedo californica-Präparationen durchgeführt wurden, zeigten dabei, dass MB327 in einem 

Konzentrationsbereich bis zu 100 µM keine wesentliche Affinität zur orthosterischen Bindungs-

stelle des nAChR aufweist (Niessen et al., 2011). Da für MB327 jedoch in 

ex vivo-Experimenten mit Soman-vergifteten Meerschweinchen- und Ratten-Diaphragmen 

sowie mit Soman-vergifteten humanen Interkostalmuskeln im entsprechenden 

Konzentrationsbereich eine signifikante Wiederherstellung der Muskelkraft gefunden wurde 

(Seeger et al., 2012; Turner et al., 2011), konnte ziemlich sicher ausgeschlossen werden, dass 

der reaktivierende Effekt durch Bindung an die orthosterische Bindungsstelle des nAChR 

hervorgerufen wird. 

In Experimenten, die mit Hilfe der Surface-Electrogenic-Event-Reader-Technologie 

(SURFE2R) durchgeführt wurden, konnte gezeigt werden, dass MB327 als positiver 
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allosterischer Modulator den Rezeptor aktiviert. So konnte MB327 bei zellfreien elektro-

physiologischen Untersuchungen mit festkörpergestützten Membranen (Solid Supported 

Membranes, SSMs), bei welchen eine Messung von Ladungstranslokationen erfolgt, einer 

Carbachol-vermittelten Desensitisierung von Torpedo califonica-nAChR entgegenwirken 

(Niessen et al., 2016). Die spezifische Bindung von MB327 an den nAChR wurde schließlich 

in unserer Arbeitsgruppe mit Hilfe von Sättigungsexperimenten an Torpedo-nAChRs in einem 

MS-basierten Bindungsassay nachgewiesen. Dabei wurde in Kompetitionsexperimenten mit 

[2H6]MB327 als Reporterligand eine Bindungsaffinität von Ki = 18.3 ± 2.6 µmol/L ermittelt 

(Sichler et al., 2018).  

Diese sehr vielversprechenden Ergebnisse wurden von in vivo-Versuchen getrübt, die zeigten, 

dass MB327 bei höheren Konzentrationen toxische Effekte aufweist. So führte die 

Verabreichung von 100 mg/kg MB327 bei gesunden Meerschweinchen zum Tod der Tiere 

(Price et al., 2016). Eine mögliche Erklärung hierfür ist die Inhibierung nikotinischer Acetyl-

cholinrezeptoren durch Bindung von MB327 an die orthosterischen Bindungsstellen. Zwar 

wurde, wie bereits oben beschrieben, von Niessen et al. im [3H]Epibatidin-Radioligand-

Bindungsassay in einem Konzentrationsbereich bis 100 µM keine signifikante Bindung von 

MB327 an die orthosterische Bindungsstelle gefunden. In weiteren Untersuchungen zeigte 

sich jedoch bei höheren Konzentrationen (> 100 µM) eine relevante Affinität für diese 

Bindungsstellen (Niessen et al., 2018). Daraufhin wurden in erneuten ex vivo-Experimenten 

an Soman-vergifteten Ratten-Diaphragmen auch höhere Substanzkonzentrationen (bis zu 

1000 µM) von MB327 untersucht. Dabei wurde bei Konzentrationen im Bereich von 

100-300 µM wieder eine Reaktivierung der Muskelkraft beobachtet. Bei höheren 

Konzentrationen (> 300 µM) wurde dagegen ein gegenläufiger Effekt ï eine Abnahme der 

Muskelkraft ï festgestellt (Niessen et al., 2018). Dieser biphasische Verlauf der 

Konzentrations-Wirkungskurve wurde mit der bei höheren Konzentrationen signifikanten 

Affinität zur orthosterischen Bindungsstelle in Verbindung gebracht.  

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass MB327 aufgrund einer zu geringen therapeutischen 

Breite für eine therapeutische Anwendung am Menschen nicht in Betracht kommt. Gleichwohl 

erschien die Verbindung als Ausgangspunkt für weitere Untersuchungen vielversprechend. So 

wurden ausgehend von MB327 weitere Bispyridiniumverbindungen untersucht, mit dem Ziel, 

Verbindungen mit einer höheren Affinität zur allosterischen Bindungsstelle zu entwickeln. 
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1.4.2 Entwicklung neuer Bispyridiniumverbindungen auf der Basis von 

MB327 als allosterische Modulatoren für den nAChR  

Die Entwicklung weiterer allosterischer Modulatoren für den nAChR beruhte auf der 

systematischen Variation der Molekülstruktur von MB327. Zur Bestimmung der Bindungs-

affinitäten sowie der intrinsischen Aktivitäten kamen dabei, wie in Kapitel 1.4.1 beschrieben, 

verschiedenste in vitro- und ex vivo-Assays zum Einsatz. Zusätzlich halfen in silico-Studien 

dabei, die Modulation des Rezeptors durch Ligandenbindung besser zu verstehen. Die 

Untersuchung vieler verschiedener Strukturanaloga mit vielfältigen Substitutionsmustern ist für 

die Ableitung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen als Grundlage für die zielgerichtete 

Entwicklung von neuen, höher aktiven Verbindungen unabdingbar. Erst wenn die Zusammen-

hänge zwischen der Molekülstruktur und der Wirkung im biologischen System verstanden 

werden, kann zielgerichtet eine Optimierung hin zu verbesserten Wirkstoffen erfolgen. 

Charakteristisch für die Struktur der Bispyridiniumverbindungen vom Typ des MB327 sind die 

beiden über die Ring-Stickstoffatome und einen Propan-1,3-diyl-Spacer (C3-Spacer) 

miteinander verbunden Pyridiniumringe. Erste Bestrebungen, verbesserte Modulatoren zu 

gewinnen, widmeten sich dem Abstand der kationischen Zentren und damit der Spacerlänge. 

So wurden MB327-Analoga mit C1- bis C10-Spacern in in vitro-Assays auf ihre Bindungs-

affinität zur orthosterischen Bindungsstelle und in elektrophysiologischen Assays sowie 

ex vivo-Assays mit Soman-vergifteten Ratten-Diaphragmen hinsichtlich ihrer intrinsischen 

Aktivität untersucht. Dabei wurden für MB327 Assay-übergreifend die vielversprechendsten 

Ergebnisse erzielt: das Bispyridiniumsalz mit dem C3-Spacer zeigte nicht nur die niedrigste 

Affinität zur orthosterischen Bindungsstelle, sondern auch die höchsten intrinsischen 

Aktivitäten. Sowohl eine Kettenverkürzung als auch eine Kettenverlängerung führte zu einer 

Abnahme der intrinsischen Aktivität (Niessen et al., 2016; Niessen et al., 2013; Seeger et al., 

2013).  

Daraufhin wurde in unserer Arbeitsgruppe im Rahmen eines Vorläuferprojektes eine große 

Vielfalt von symmetrischen MB327-Analoga mit Propan-1,3-diyl-Spacer (siehe Abbildung 12) 

synthetisiert und im [2H6]MB327-MS-Bindungsassay auf ihre Affinität zur allosterischen 

Bindungsstelle untersucht (Rappenglück et al., 2018b). Es wurden dabei anstelle der 

tert-Butyl-Reste in 4-Position der Pyridiniumringe andere apolare (18) aber auch polare (19) 

Reste in die 2-, 3- oder 4-Position der Pyridiniumringe eingeführt, um deren sterischen Einfluss 

und/oder die Fähigkeit zur Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen zur Bindungstasche 

zu untersuchen. Des Weiteren wurden von MB327 abgeleitete Verbindungen, die zusätzlich 

zu den tert-Butylresten in 4-Position Substituenten in der 2- oder 3-Position enthalten, 

synthetisiert (20). Um die strukturelle Vielfalt noch weiter zu erhöhen, wurden verschiedenste 
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N-Heterocyclen anstelle der für die Bispyridiniumverbindungen typischen Pyridiniumreste 

eingeführt (Verbindungen 21). 

 

Abbildung 12: Symmetrische MB327-Analoga. 

Insgesamt konnten für Verbindungen mit unpolaren Resten, die lipophile Wechselwirkungen 

erlauben (z.B. CſCH, Me, i-Pr, t-Bu, Ph), höhere Bindungsaffinitäten erzielt werden, als für 

entsprechende Verbindungen mit polaren Resten (z.B. OMe, CONMe2, COOEt). Die niedrigste 

Bindungsaffinität unter den untersuchten Verbindungen (pKi = 2.74 ± 0.13) wurde für die 

3-Carboxyl-4-tert-Butyl-substituierte Verbindung PTM0028 gefunden (siehe Abbildung 13). Im 

Gegensatz dazu konnte für die lipophilste Verbindung, das 3-Phenyl-4-tert-Butyl-substituierte 

Bispyridiniumsalz PTM0022 (siehe Abbildung 13) die höchste Bindungsaffinität der 

untersuchten Substanzen (pKi = 5.16 ± 0.07) gemessen werden, womit im Vergleich zu 

MB327 (pKi = 4.73 ± 0.03) eine Erhöhung der Affinität um mehr als 0.4 log-Einheiten erzielt 

wurde. Für eine Bindung zum Target scheinen demnach zusätzliche lipophile 

Wechselwirkungen wie z.B. Van-der-Waals-, ˊ-ˊ- oder Kation-ˊ-Wechselwirkungen relevant 

zu sein. Andererseits zeigte die in 3-Position NMe2-substituierte Verbindung PTM0007 (siehe 

Abbildung 13) mit einem pKi von 4.78 ± 0.05 als einzige der polar substituierten Verbindungen 

eine höhere Affinität als ein Großteil der unpolar substituierten Verbindungen, darunter auch 

das 3-tert-Butyl-substituierte Analogon PTM0001 (pKi = 4.44 ± 0.10, siehe Abbildung 13). Die 

stärker polare NMe2-Gruppe scheint damit als bioisosterer Ersatz für die tert-Butylgruppe 

geeignet zu sein.  
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Abbildung 13: Strukturformeln von PTM0001, PTM0007, PTM0022 und PTM0028. 

Erste Docking Studien mit MB327 an Torpedo-nAChR (Wein et al., 2018), die später nicht 

belegt werden konnten (Kaiser et al., 2023), legten nahe, dass die MB327-Bindungstasche im 

nAChR nicht, wie ursprünglich angenommen, symmetrisch aufgebaut ist, sondern eine eher 

polare und eine eher unpolare Seite aufweist. Von den daraufhin synthetisierten nicht-

symmetrischen MB327-Analoga, die jeweils eine weniger polare und eine stärker polare Teil-

struktur aufweisen (siehe Abbildung 14), wurden entsprechend höhere Bindungsaffinitäten 

erwartet (Rappenglück et al., 2018a). Die meisten Zielverbindungen wiesen zusätzlich zu 

einem 4-tert-Butylpyridiniumrest, unterschiedliche, überwiegend polar-substituierte 

Pyridiniumreste (22) oder N-Heterocyclen, wie z.B. N-Methylimidazolium-, 1,3-Thiazolium- 

oder Isoquinoliniumeinheiten (23) auf. Weitere Zielverbindungen (24) leiteten sich von 

3-Methoxypyridin und einem zweiten, in 4-Position substituierten, Pyridin ab. Außerdem wurde 

die monokationische Verbindung 25 untersucht, welche anstelle einer 4-tert-Butylpyridinium-

gruppe eine 4-tert-Butylphenylgruppe aufweist. 

 

Abbildung 14: Nicht-symmetrische MB327-Analoga. 

Obwohl einige der von Rappenglück et al. beschriebenen nicht-symmetrischen Verbindungen 

MB327 in seiner Affinität zur allosterischen Bindungsstelle übertrafen, erreichte keine eine 

vergleichbar hohe Bindungsaffinität wie die symmetrische Verbindung PTM0022 mit dem bis 

dato höchsten pKi-Wert. 
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Um im Falle der Verbindungen 22 und 23 den Einfluss des Substituenten bzw. des N-Hetero-

cyclus besser vergleichen zu können, wurde auch das MB327-Analogon PTM0029, das über 

eine unsubstituierte Pyridiniumeinheit verfügt, synthetisiert (siehe Abbildung 15). Für diese 

Verbindung konnte ein affinitätssteigernder Effekt von polaren Substituenten, wie z.B. 

NMe2-Gruppen, gezeigt werden. So wiesen die beiden Verbindungen PTM0030 

(pKi = 4.92 ± 0.09) und PTM0056 (pKi = 4.90 ± 0.06) im Vergleich zu PTM0029 

(pKi = 4.52 ± 0.06) eine höhere Affinität auf. Die NMe2-Gruppe von Verbindung PTM0056 

zeigte dabei auch einen etwas stärkeren Effekt als die entsprechende 4-tert-Butylgruppe von 

MB327 (pKi = 4.73 ± 0.03). Der Austausch der tert-Butylgruppe an der 4-Position des zweiten 

Pyridiniumrings von PTM0056 durch eine Methoxygruppe an der 3-Position erwies sich 

dagegen als nachteilig. Für die entsprechende Zielverbindung PTM0042 wurde im Vergleich 

zu PTM0056 eine geringere Bindungsaffinität (pKi = 4.40 ± 0.06) festgestellt. Für das nur 

einfach positiv geladene Desaza-Analogon von MB327, PTM0060 (25), mit einem 4-tert-Butyl-

phenylrest anstelle eines der beiden 4-tert-Butylpyridinium-Reste, wurde im Vergleich zu 

MB327 eine um knapp 0.4 log-Einheiten geringere Affinität gefunden (pKi = 4.34 ± 0.04), was 

die Bedeutung einer bis-kationischen Grundstruktur verdeutlicht. Unter den Verbindungen der 

allgemeinen Struktur 23, die anstelle eines der beiden 4-tert-Butylpyridiniumreste von MB327 

einen anderen N-Heterocyclus aufweisen, fanden sich ebenfalls Verbindungen mit etwas 

höherer Affinität als MB327. So wurde zum Beispiel für Verbindung PTM0054 mit einer Iso-

quinolinium-Teilstruktur ein pKi-Wert von 4.90 ± 0.06 gefunden. Zusammengefasst wiesen die 

zu Beginn meiner Arbeit zu den Struktur-Wirkungs-Beziehungen von MB327-Analoga 

vorliegenden Erkenntnisse auf günstige Effekte einer nicht-symmetrischen bis-kationischen 

Grundstruktur, mit einer mehr polaren und einer mehr apolaren Hälfte, hin. Das Vorhandensein 

einer der beiden 4-tert-Butylpyridinium-Teilstrukturen von MB327 erschien ebenfalls günstig. 

Eine Steigerung der Bindungsaffinitäten ließ sich schließlich mit der Einführung von 

Phenylsubstituenten in die 3-Position der Pyridiniumringe erwarten. 
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Abbildung 15: Strukturformeln der nicht-symmetrischen Bispyridiniumverbindungen PTM0029, 
PTM0030, PTM0042, PTM0054 und PTM0056. 

Vor dem Hintergrund der im Vorgängerprojekt gewonnen Erkenntnissen zu den Struktur-

Aktivitäts-Beziehungen der Bispyridiniumverbindungen bestand durchaus noch Entwicklungs-

potential, da keine der bisher untersuchten MB327-Analoga ï mit Ausnahme von PTM0022 ï 

eine im Vergleich zu MB327 deutlich höhere Affinität zur allosterischen MB327-Bindungs-

tasche am nAChR aufwies. Um Verbindungen mit höheren Bindungsaffinitäten zu erzeugen 

ist die Einführung von stärker mit der Bindungstasche interagierenden Substituenten 

essenziell. Vor allem die im polaren Bereich der Bindungstasche angenommenen Aspartat-, 

Threonin- oder Tyrosin-Reste erschienen als Ansatzpunkt. Aufgrund ihrer Wasserstoff-

brückendonor- und -akzeptor-Eigenschaften sind sie sehr wahrscheinlich von vielen Wasser-

molekülen umgeben (Kaiser et al., 2023; Wein et al., 2018). Idealerweise führt eine 

Verdrängung der Wassermoleküle aus der Bindungstasche durch polare Substituenten zu 

einer höheren Affinität. Die Herausforderung bei der Entwicklung von höher affinen Liganden 

bestand also darin, die Verbindungen so zu modifizieren, dass sie den polaren Teil der 

Bindungstasche möglichst vollständig ausfüllen.  

Doch nicht nur die Affinitäten zur allosterischen MB327-Bindungsstelle, die im Rahmen des 

Vorgängerprojektes von Rappenglück und Sichler et al. untersucht wurden, sind für eine 

Wirkstoffoptimierung relevant (Rappenglück et al., 2018a, b). Auch die für die potenziellen 

Resensitizer im Ratten-Diaphragma-Assay an Soman-vergifteten Muskeln ermittelte ex vivo-

Aktivität gibt wichtige Hinweise darauf, ob eine Verbindung als Startpunkt für eine weitere 

medizinalchemische Entwicklung von Interesse ist. So wurde kurz vor Projektstart für die 

4-N,N-Dimethylamino-substituierte Verbindung PTM0056 (siehe Abbildung 15) eine auffallend 

hohe Muskelkraftwiederherstellung an Soman-vergifteten Ratten-Diaphragmen festgestellt 



1 Einleitung  27 
 

(Bernauer et al., 2024). Trotz einer im Vergleich zu MB327 nur etwas höheren Bindungsaffinität 

scheint PTM0056 den Muskel effektiver zu reaktivieren als MB327. Diese vielversprechenden 

Ergebnisse machten PTM0056 zu einem interessanten Ausgangspunkt für die weitere 

Entwicklung von nicht-symmetrischen Bispyridiniumverbindungen als Modulatoren 

desensitisierter nAChR. 
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1.4.3 UNC0646 und A366 als neue Ansatzpunkte für die Entwicklung von 

allosterischen Modulatoren für den Muskeltyp-nAChR 

Neben der Entwicklung neuer Bispyridiniumverbindungen war das Screening von Substanz-

bibliotheken mit einem breiten Spektrum strukturell diverser, biologisch aktiver Verbindungen 

ein vielversprechender Ansatzpunkt für die Suche nach neuen Verbindungen mit einer 

möglichst hohen Affinität zur MB327-Bindungsstelle des nAChR. Neue Chemotypen, die im 

Vergleich zu MB327 idealerweise bereits eine deutlich höhere Affinität zur MB327-Bindungs-

stelle aufweisen, könnten eine günstigere Startposition für eine Wirkstoffentwicklung 

darstellen. 

So wurde im Rahmen des Vorgängerprojekts unter Verwendung des zuvor entwickelten 

[2H6]MB327-MS-Bindungsassays ein Screening zweier Substanzbibliotheken durchgeführt 

(Sichler et al., 2024). Dabei wurde ein Pool aus über 1300 verschiedenen biologisch aktiven 

Substanzen aus der Tocriscreen Plus- und der ChemDiv ion channel ligand-Substanz-

bibliothek hinsichtlich der Bindungsaffinität an die MB327-Bindungsstelle des Torpedo-nAChR 

untersucht. Zehn Verbindungen konnten dabei identifiziert werden, welche bei einer 

Testsubstanzkonzentration von 10 µM den deuterierten [2H6]MB327-Marker (10 µM Marker-

konzentration) zu mehr als 50% verdrängen konnten. Unter diesen als aktiv identifizierten 

Substanzen sind zwei Verbindungen besonders aufgefallen, UNC0646 und A366. 

Das Chinazolin UNC0646, welches in der 2-, 4- und 7-Position unterschiedliche basische 

Reste enthaltende Substituenten trägt (siehe Abbildung 16), wurde von Liu et al. als selektiver 

Inhibitor für die Histon Methyltransferase G9a entwickelt (Liu et al., 2011). Im 

MS-Bindungsassay am nAChR von Torpedo californica mit [²H6]MB327 als Reporterligand 

zeigte die Verbindung mit einem pKi-Wert von 6.23 ± 0.02 (Sichler et al., 2024) im Vergleich 

zu MB327 (pKi = 4.73 ± 0.03) (Rappenglück et al., 2018b) eine mehr als eine Zehnerpotenz 

höhere Bindungsaffinität. UNC0646 war zu Beginn dieser Arbeit tatsächlich der Ligand mit der 

höchsten bekannten Affinität zur MB327-Bindungsstelle und erschien damit als ein sehr 

vielversprechender Ansatzpunkt für weitere Untersuchungen. 

 

Abbildung 16: Strukturformel von UNC0646. 
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Der zweite vielversprechende Screening-Hit war das 2-Amino-3H-indol A366 (siehe 

Abbildung 17). Ursprünglich ebenfalls als Inhibitor der Methyltransferase G9a entwickelt 

(Sweis et al., 2014) fiel A366 durch eine im Vergleich zu MB327 um ca. 0.8 log-Einheiten 

höhere Affinität zur MB327-Bindungsstelle auf. Mit einem pKi-Wert von 5.52 ± 0.15 (Sichler et 

al., 2024) bleibt A366 zwar hinsichtlich der Affinität hinter UNC0646 (pKi = 6.23 ± 0.02) zurück, 

besitzt dafür aber eine deutlich geringere Molekülmasse (MW = 329.44 g/mol gegenüber 

621.90 g/mol bei UNC0646) und erfüllt damit eher das in der Wirkstoffforschung besonders 

wichtige Kriterium einer hohen ligand efficiency. Diese Eigenschaften machten A366 ebenfalls 

zu einem attraktiven Ausgangspunkt für eine Wirkstoffoptimierung.  

 

Abbildung 17: Strukturformel von A366. 
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2 Ziele der Arbeit 

Die Entwicklung von Resensitizern desensitisierter nikotinischer Acetylcholinrezeptoren ist ein 

vielversprechender neuer Ansatzpunkt zur Behandlung von Nervenkampfstoffvergiftungen. Da 

die prototypische Modellverbindung MB327 eine zu geringe Wirkstärke und entsprechend eine 

unzureichende therapeutische Breite aufweist, sollten im Rahmen meiner Arbeit ausgehend 

von 4-Amino-substituierten MB327-Analoga, wie z.B. PTM0056, und den beiden Screening-

Hits UNC0646 und A366, neue Resensitizer entwickelt werden 

 

2.1 Rationales Wirkstoffdesign 

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des Forschungsvorhabens E/U2AD/KA019/IF558, 

finanziert durch das Bundesamt für Ausrüstung, Informationstechnik und Nutzung der 

Bundeswehr (BAAINBw), von Oktober 2019 bis März 2023 an der Ludwig-Maximilians-

Universität München im Arbeitskreis von Prof. Dr. F. F. Paintner / Prof. Dr. K. T. Wanner im 

Bereich Medizinische Chemie angefertigt. Zusammen mit weiteren Forschungsarbeiten in 

unserer Arbeitsgruppe ist die vorliegende Arbeit Teil eines interdisziplinären Forschungs-

projekts zur Entwicklung neuartiger Modulatoren zur Behandlung von Nervenkampfstoff-

vergiftungen. In einem iterativen Prozess wurden aufeinander aufbauend in silico- (Molecular 

Modeling), präparativ-synthetische, biologische und pharmakologische Methoden 

(MS-Bindungsassay, Ratten-Diaphragma-Assay) genutzt, um zielgerichtet neue potente 

Wirkstoffe zu entwickeln (siehe Abbildung 18). 

 

Abbildung 18: Darstellung des iterativen Forschungsprozesses innerhalb dieses Projekts.  
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Der MS-Bindungsassay, der im Vorgängerprojekt von S. Sichler entwickelt worden war, stellte 

zu Beginn des Projektes die effizienteste Methodik zu Charakterisierung von Struktur-

Aktivitäts-Beziehungen von allosterischen Modulatoren an der MB327-Bindungsstelle des 

nAChRs dar (Sichler et al., 2018). Als Reporterligand zur Affinitätsbestimmung an Torpedo 

californica nAChR-Präparationen wurde dabei deuteriertes [2H6]MB327 verwendet. Im 

Rahmen des Forschungsprojekts sollte der Assay hinsichtlich seiner Effizienz und Robustheit 

weiterentwickelt werden. Sowohl die von mir synthetisierten Verbindungen als auch 

kommerziell verfügbare Analoga sollten damit im Verlauf des Projektes charakterisiert werden. 

Die Durchführung dieser biologischen Untersuchungen sollte an der Ludwig-Maximilians-

Universität München im Arbeitskreis von Prof. Dr. F. F. Paintner / Prof. Dr. K. T. Wanner 

durch V. Nitsche stattfinden. In den MS-Bindungsassays als besonders affin erkannte 

Verbindungen sollten anschließend in Ratten-Diaphragma-Assays auf ihre Fähigkeit zur 

Muskelkraftwiederherstellung bei Soman-vergifteten Muskelpräparationen untersucht werden. 

Dies sollte in der Arbeitsgruppe von Dr. T. Seeger am Institut für Pharmakologie und 

Toxikologie der Bundeswehr München (InstPharmToxBw) erfolgen. Zusätzlich dazu sollte die 

Auswahl der Zielstrukturen in jeder Phase des Optimierungsprozesses von den Erkenntnissen 

begleitender in silico-Untersuchungen, durchgeführt von J. Kaiser im Arbeitskreis von 

Prof. Dr. H. Gohlke an der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf, geleitet werden. Ziel war es, 

neue tiefere Einblicke in die Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu erhalten und auf dieser 

Grundlage mit Hilfe des Computer Aided Drug Design (CADD), Strukturvorschläge für die 

Weiterentwicklung der jeweiligen Hit-Substanzen, zu erzeugen. Die daran anknüpfenden 

chemischen Synthesen zur Darstellung neuer potenzieller Modulatoren wurden von mir 

geplant, durchgeführt und ausgewertet, und sind in dieser Arbeit niedergeschrieben. 
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2.2 Synthese nicht-symmetrischer MB327-Analoga  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit stand zunächst die Synthese von Bispyridinium-

verbindungen im Fokus. Dabei sollten für die Auswahl der Zielstrukturen sowohl Erkenntnisse 

zu Struktur-Wirkungs-Beziehungen aus bereits vorliegenden biologischen Untersuchungen als 

auch Ergebnisse von ersten in silico-Untersuchungen genutzt werden. Besonders viel-

versprechend erschienen dabei im Hinblick auf den nicht-symmetrischen Charakter der 

postulierten Bindungstaschen, mit jeweils einem sehr lipophilen und einem polaren Bereich, 

insbesondere nicht-symmetrische Bispyridiniumverbindungen mit jeweils einem unpolaren 

und einem polaren Rest an der 4- bzw. 4´-Position der Pyridiniumringe. Da bei Projektstart 

bereits erste vielversprechende Ergebnisse aus dem Ratten-Diaphragma-Assay für das im 

Vorgängerprojekt synthetisierte nicht-symmetrische MB327-Analogon PTM0056 (siehe 

Abbildung 15), mit einem N,N-Dimethylamino-Substituenten anstelle eines der tert-Butyl-

Reste von MB327, vorlagen, sollten Struktur-Wirkungs-Beziehungen für Bispyridinium-

verbindungen dieses Typs abgeleitet werden. Dafür sollten zunächst Analoga von PTM0056 

mit modifizierten 4-Aminosubstituenten (26) dargestellt werden (siehe Abbildung 19). An die 

Stelle der N,N-Dimethylaminogruppe von PTM0056 sollten eine NH2-Gruppe, eine N-Methyl-

aminogruppe, unterschiedliche sekundäre Aminogruppen (z.B. -NMe2, -NBn2), cyclische 

Aminoreste [z.B. R1, R2 = -(CH2)4-] sowie Acylaminoreste (z.B. R1 = H, R2 = COCH3) treten. 

Die Auswahl der Zielstrukturen sollte dabei in jeder Phase des Optimierungsprozesses von 

den Erkenntnissen begleitender in silico-Untersuchungen geleitet werden. 

 

Abbildung 19: Allgemeine Strukturformel der MB327-Analoga 26. 

Die Zielverbindungen der allgemeinen Struktur 26 sollten sich, angelehnt an die etablierte 

Syntheseroute für nicht-symmetrische Bispyridiniumverbindungen von Rappenglück et al., in 

zwei Schritten aufbauen lassen (siehe Schema 3) (Rappenglück et al., 2018a). 
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Schema 3: Retrosynthese der Zielverbindungen 26 aus den Bausteinen 28, 29 und 30. 

Die Synthese der Zielverbindungen 26 erfolgt somit durch Monoalkylierung von 4-tert-Butyl-

pyridin (29) mit 1,3-Diiodpropan (30) und nachfolgender Alkylierung der entsprechenden 

4-Amino-substituierten Pyridine 28 mit dem als Zwischenprodukt erhaltenen 4-(tert-Butyl)-1-

(3-iodopropyl)pyridin-1-iumiodid (27). 
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2.3 Synthese von UNC0646-Analoga 

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit sollte auf der Synthese von UNC0646-Analoga liegen. 

Das in 2-, 4- und 7-Position mit unterschiedlichen basischen Resten substituierte Chinazolin 

UNC0646 (siehe Abbildung 16) erschien wegen seiner zu Beginn dieser Arbeit höchsten 

bekannten Affinität zur MB327-Bindungsstelle des nAChRs (Sichler et al., 2024), als äußerst 

vielversprechender Ausgangspunkt für weitere Untersuchungen. Um die für die hohe Affinität 

verantwortlichen pharmakophoren Gruppen zu identifizieren, war beabsichtigt, die Struktur 

dieser Hit-Verbindung breit zu variieren. So sollten insbesondere die basischen Substituenten 

in 2-, 4- und 7-Position des Chinazolin-Grundkörpers von UNC0646, die potenziell starke 

Wechselwirkungen mit der Bindungsstelle eingehen können, systematisch abgewandelt 

werden. Strukturelle Abwandlungen sollten dabei den Austausch durch strukturverwandte 

Substituenten, aber auch durch solche mit reduziertem sterischen Anspruch bis hin zu einem 

Wasserstoffatom umfassen. Die Kenntnis der für diese Analoga ermittelten Bindungsaffinitäten 

sollte dann Ansatzpunkte für eine weitere Hit-Optimierung liefern. 

Die im Rahmen dieser Arbeit geplanten Strukturvariationen lassen sich im Wesentlichen in 

drei Gruppen einteilen. In der ersten Gruppe sollte die basische Seitenkette von UNC0646 in 

der 7-Position unverändert beibehalten und die Substituenten in 2- und 4-Position breit variiert 

werden. Dabei sollten vor allem kleinere, Aminofunktionen enthaltende Reste zum Einsatz 

kommen. Die zweite Gruppe von Analoga sollte strukturell vereinfacht werden, in dem die 

basische Seitenkette in 7-Position durch eine Methoxygruppe ersetzt wird. Sollte das dabei 

erhaltene UNC0646-Analogon, bei dem die Substituenten in 2- und 4-Postion unverändert 

vorliegen, eine hinreichende Affinität zur MB327-Bindungsstelle aufweisen, sollten die 

Substituenten in 2- und 4-Position ähnlich wie in der ersten Gruppe breit abgewandelt werden. 

Die Zielverbindungen der dritten Gruppe sind durch den Ersatz des Aminosubstituenten in 

2-Position durch ein Wasserstoffatom charakterisiert. Sollte das entsprechende UNC0646-

Analogon, bei dem die Substituenten in 4- und 7-Postion unverändert vorliegen, eine 

hinreichende Affinität zur MB327-Bindungsstelle aufweisen, sollte der Substituent in 4-Position 

und insbesondere die basische Seitenkette in 7-Position breit abgewandelt werden (siehe 

Abbildung 20).  

 

Abbildung 20: Allgemeine Strukturformeln von UNC0646-Analoga der Gruppen 1, 2 und 3. 
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Für die Synthesen der oben genannten Zielverbindungen sollten aufbauend auf literatur-

bekannten Arbeiten auf dem Gebiet der Synthese von Chinazolinderivaten vom Typ des 

UNC0646 (Liu et al., 2011; Liu et al., 2009; Liu et al., 2010; Sundriyal et al., 2017) effiziente 

konvergente Verfahren entwickelt werden, die breite Strukturvariationen an der 2-, 4- oder 

7-Position erlauben. Ausgangspunkt sollten dabei entsprechende kommerziell erhältliche 

2,4-Dichlor- oder 4-Chlorchinazolinbausteine sein. 

Am Beispiel von Zielverbindungen der ersten Gruppe von UNC0646-Analoga mit variierenden 

Resten in der 2- und 4-Position des Chinazolingrundgerüsts ist die allgemeine Synthese-

strategie in Schema 4 beschrieben. Als zentraler Synthesebaustein sollte hier jeweils der 

ausgehend von dem kommerziell erhältlichen 2,4-Dichlor-7-benzyloxy-6-methoxychinazolin 

(34) in zwei Syntheseschritten (hydrogenolytische Abspaltung der Benzylschutzgruppe und 

Mitsunobu-Reaktion zur Anknüpfung der basischen Seitenkette) zugängliche 2,4-Dichlor-

substituierte Chinazolinbaustein 33 (Doig et al., 2014; Vital et al., 2023) dienen. Die 

schrittweise Substitution der Chloratome in der 2- und 4-Position sollte ausgehend von dem 

Schlüsselbaustein 33 in zwei Stufen gelingen. Bei der Umsetzung mit den jeweiligen primären 

oder sekundären Aminen sollte entsprechend der literaturbekannten Synthesen erst eine 

nukleophile Substitution in der 4-Position des Ringsystems und bei erneuter Reaktion unter 

forcierteren Bedingungen in der 2-Position erfolgen. So sollten entsprechende UNC0646-

Analoga mit einem definierten Substituenten in der 4- und einem davon unterschiedlichen 

Substituenten in der 2-Position leicht zugänglich sein. 

Schema 4: Retrosynthese der Zielverbindungen 31 ausgehend von 34 mit Beschreibung der Synthese-

schritte. 
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Eine Herausforderung stellt vor diesem Hintergrund eine effiziente Gewinnung von UNC0646-

Analoga mit definierten Substituenten in der 2- und unterschiedlichen Substituenten in der 

4-Position dar. Hier sollte ein von Yoshida et al. für 2,4-Dichlorchinazolin 37 beschriebenes 

Verfahren untersucht werden, bei dem im ersten Schritt ein N-Methyl-substituiertes tertiäres 

Amin, wie z.B. N-Methylpiperidin, zum Einsatz kommt (Yoshida and Taguchi, 1992), das regio-

selektiv das Chloratom in 2-Position substituiert. Eine anschließende nukleophile Substitution 

des Chloratoms in 4-Position des Ringsystems von 36 mit entsprechenden Aminbausteinen 

sollte zur Gewinnung der Zielverbindungen 35 führen (siehe Schema 5). 

 

Schema 5: Retrosynthese der Zielverbindungen 35 ausgehend von 2,4-Dichlorchinazolin 37 unter 
Verwendung von N-Methylpiperidin. 

6,7-Dimethoxy-substituierte Analoga 38 der zweiten Gruppe von Verbindungen sollten sich 

entsprechend der Zielverbindungen 31 und 35 ausgehend von dem kommerziell erhältlichen 

Baustein 39 gewinnen lassen (siehe Schema 6). 

 

Schema 6: Retrosynthese der Chinazolin-Zielverbindungen 38 ausgehend von 39. 

In 2-Position unsubstituierte Chinazoline 40 der dritten Gruppe von Zielverbindungen mit 

einem Variationspunkt in der 7- oder 4-Position sollten ausgehend von den kommerziell 

erhältlichen Startmolekülen 42, 44 bzw. 47 jeweils in zwei Schritten erhalten werden (siehe 

Schema 7). Dabei sollte im Falle von 42 (analog zu den bisherig vorgestellten Methoden) 

zunächst der Baustein 41 über nukleophile Substitution des Chloratoms gewonnen werden, 

bevor die basische Seitenkette via Mitsunobu-Reaktion angeknüpft werden könnte. In 

umgekehrter Reihenfolge sollte die Modifikation am Baustein 44 erfolgen: hier sollte zunächst 

die basische Seitenkette eingefügt werden, bevor dann am so erhaltenen Baustein 43 durch 

nukleophile Substitution des Chloratoms die Zielverbindungen 40 synthetisiert werden 

könnten. Für die Herstellung der zur Zielverbindung 40 äquivalenten, jedoch in 7-Position 

Amino-substituierten Chinazoline 45, ist jedoch ein alternativer Syntheseweg von Nöten. Der 

kommerziell erhältliche 7-Fluor-substituierte Lactambaustein 47 sollte zunächst über eine 
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phosphoniumvermittelte SNAr-Reaktion unter Verwendung von PyBOP/DBU und den 

jeweiligen Aminobausteinen zu den entsprechenden 4-Aminochinazolinen 46 umgesetzt 

werden. Das Fluoratom an der 7-Position sollte dann durch eine nukleophile Substitution mit 

den jeweiligen primären oder sekundären Aminobausteinen ersetzt werden können. 

 

Schema 7: Retrosynthese der Chinazolin-Zielverbindungen der Gruppe 3 mit der allgemeinen Struktur 
40 bzw. 45 ausgehend von A) 42 bzw. B) 44 und C) 47. 
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2.4 Synthese von A366-Analoga  

In einem dritten Projekt sollten Analoga des Screening-Hits A366 (siehe Abbildung 17) (Sichler 

et al., 2024) synthetisiert und auf ihre biologische Wirkung untersucht werden, um erste 

Einblicke in die Struktur-Aktivitäts-Beziehungen dieser Substanzklasse zu erhalten. Dabei 

sollte zunächst das synthetisch einfacher zugängliche A366-Analogon 48 [R1 = R2 = CH3, 

R3, R4 = -(CH2)4-, n = 1], welches in 3-Position des 3H-Indol-Grundgerüsts anstelle des 

gespannten Cyclobutanrings von A366 zwei Methylreste aufweist, untersucht werden (siehe 

Abbildung 21). Sollte diese Verbindung eine vergleichbare Aktivität wie A366 am nAChR 

besitzen, würden weitere Strukturmodifikationen ausgehend von dieser Struktur erfolgen. 

Basierend auf der Struktur des genannten Analogons bzw. von A366 sollte in einem ersten 

Schritt zunächst die Kettenlänge der ˖-Aminoalkoxyseitenkette (n = 0, 1 oder 2) und 

anschließend die Ringgröße des cyclischen Amins [z.B. Verbindungen der allgemeinen 

Struktur 48 mit R3, R4 = -(CH2)3- oder -(CH2)5-] variiert werden. Darüber hinaus war geplant, 

die Anknüpfungsposition der Seitenkette in 6-Position am 3H-Indol-Grundgerüst zu variieren. 

Von besonderem Interesse waren dabei Verbindungen der allgemeinen Struktur 49, bei denen 

die beiden Substituenten in 5- bzw. 6-Position des Grundgerüsts von A366 vertauscht sind. 

 

Abbildung 21: Allgemeine Strukturformeln der A366-Analoga 48 und 49. 

Das Synthesekonzept für eine kurze und effiziente Darstellung von A366-Analoga, das 

umfangreiche Strukturvariationen erlauben sollte, orientierte sich an den Arbeiten von 

Fagan et al. und Sweis et al. (Fagan et al., 2019; Sweis et al., 2014). Es beruht in den 

Schlüsselschritten auf einer Dialkylierung des Phenylacetonitrilbausteins 51 in Ŭ-Position zur 

Nitrilgruppe, einer selektiven Nitrierung des Phenylrings in 6-Position, der Einführung einer 

˖-Aminoalkoxyseitenkette in 4-Position des Phenylrings sowie dem finalen Ringschluss zum 

2-Amino-3H-indol-Ringsystem (siehe Schema 8). 
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Schema 8: Retrosynthese für A366-Analoga der allgemeinen Struktur 48. 

Die A366-Analoga der allgemeinen Struktur 48 sollten demnach ausgehend von dem 

kommerziell erhältlichen Phenylacetonitrilbaustein 51 in jeweils fünf Schritten synthetisiert 

werden können. Im ersten Schritt sollte sich das entsprechende Dimethyl- oder Cyclobutyl-

derivat durch eine Dialkylierungsreaktion mit Methyliodid bzw. 1,3-Dibrompropan erhalten 

lassen. Der nächste Schritt erfordert die regioselektive Nitrierung des jeweiligen Phenylrings 

in 6-Position. Fagan et al. und Sweis et al. (Fagan et al., 2019; Sweis et al., 2014) zeigten 

bereits, dass dies unter milden Bedingungen (70% HNO3, Ac2O, 0 °C) gelingen sollte. 

Alternativ ist auch eine inverse Abfolge der beiden ersten Syntheseschritte denkbar. Dies hätte 

den Vorteil, dass sich die Anzahl der linearen Syntheseschritte ab dem ersten Variationspunkt, 

der Dialkylierung des Nitrils, um einen Schritt verkürzen ließe. Im dritten Schritt muss die 

Benzyletherfunktion in 4-Position selektiv gespalten werden, um die entsprechenden Phenole 

zu erhalten. Dies sollte hydrogenolytisch (z.B. H2, Pd/C) oder unter sauren Bedingungen (z.B. 

TFA) gelingen. Anschließend sollte dann im zweiten Variationspunkt der Synthese die 

Veretherung der phenolischen Hydroxylgruppe mit unterschiedlichen Aminoalkoholbausteinen 

unter Mitsunobu-Bedingungen erfolgen. Die so dargestellten Verbindungen 50 sollten sich 

dann im letzten Schritt durch Reduktion der Nitrogruppe zu den gewünschten Ziel-

verbindungen 48 mit den für sie charakteristischen 2-Amino-3H-indol-Strukturen cyclisieren 

lassen. 
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Analoga der allgemeinen Struktur 49, welche die basische Seitenkette in 5-Position des 

3H-Indol-Ringsystem aufweisen, sollten ausgehend von dem entsprechenden Dimethoxy-

substituierten Baustein 53 zugänglich sein (siehe Schema 9). Im Vergleich zu dem Synthese-

baustein 51, welcher Ausgangspunkt für die regioisomeren Verbindungen darstellt, verfügt die 

kommerziell erhältliche Verbindung 53 bereits über eine Nitrofunktion, so dass der Synthese-

weg, um einen Schritt verkürzt werden kann. 

 

Schema 9: Retrosynthese für A366-Analoga der allgemeinen Struktur 49. 

Der entscheidende Schritt ist hier die selektive Spaltung des Methylethers in para-Position zur 

Nitrogruppe von Verbindung 53. Wie an einer vergleichbaren Verbindung von Fagan et al. 

gezeigt wurde, sollte ein Angriff von Thiolat-Ionen aufgrund des elektronenziehenden 

Einflusses der Nitrogruppe, selektiv an der Methylgruppe in para-Stellung zur Nitrogruppe 

erfolgen und zu einer Spaltung des Ethers führen (Fagan et al., 2019). Anschließend sollten, 

wie bei den regioisomeren Bausteinen 51, verschiedene ˖-Aminoalkoxyseitenketten unter 

Mitsunobu-Bedingungen eingeführt werden können. Die Zielverbindungen 49 mit 2-Amino-3H-

indol-Struktur sollten sich schließlich analog zu den Verbindungen 48 durch reduktive 

Cyclisierung der Bausteine 52 gewinnen lassen. 
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3 Veröffentlichungen 

3.1 Erste Publikation: A Novel Binding Site in the Nicotinic Acetylcholine Receptor 

for MB327 can Explain its Allosteric Modulation Relevant for Organophosphorus-

Poisoning Treatment 

 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Die Wiederherstellung der funktionalen Aktivität desensitisierter nikotinischer Acetylcholin-

rezeptoren (nAChR) durch allosterische Modulatoren, sogenannte Resensitizer, stellt einen 

erfolgversprechenden Ansatzpunkt in der Therapie von Vergiftungen mit Organophosphaten 

und -phosphonaten dar. Damit ließe sich die therapeutische Lücke schließen, die auftritt, wenn 

Oximreaktivatoren der Acetylcholinesterase unwirksam bleiben.  

Als vielversprechende Substanzklasse gelten Bispyridiniumverbindungen vom Typ des 

MB327. In vitro-Untersuchungen an Torpedo californica-Präparationen sowie ex vivo-Unter-

suchungen an Soman-vergifteten Ratten-Diaphragmen und humanen Interkostalmuskeln 

haben gezeigt, dass MB327 und einige davon abgeleitete Derivate in der Lage sind, 

desensitisierte nAChR vom Muskeltyp wieder in den funktionalen Zustand zu überführen. Des 

Weiteren wurde in MS-Bindungsassays mit [2H6]MB327 als Reporterligand die spezifische 

Bindung von MB327 an Torpedo californica-nAChR charakterisiert. 

Im Rahmen dieser Veröffentlichung konnte in in silico-Studien durch eine Kombination aus 

Blind-Docking-Experimenten und Molekulardynamik-Simulationen eine potenzielle 

allosterische Bindungstasche von MB327 am Muskeltyp-nAChR identifiziert werden, die als 

MB327-PAM-1 bezeichnet wurde. Sie befindet sich am Übergang von der extrazellulären zur 

transmembranären Region und zeigt für die mit MB327 interagierenden Aminosäuren ein 

hohes Maß an Konserviertheit zwischen den vier verschiedenen Untereinheiten der 

pentameren Rezeptoren. Darüber hinaus sind die entsprechenden Rezeptor-Untereinheiten 

auch zwischen verschiedenen Spezies hochkonserviert. Rigiditätsanalysen lassen den 

Schluss zu, dass nach Bindung von MB327 an die MB327-PAM-1-Bindungsstelle sowohl auf 

die orthosterische Bindungstasche als auch auf die Transmembrandomäne allosterische 

Effekte ausgeübt werden. In Moleküldynamik-Simulationen wurde auch eine gewisse Affinität 

von MB327 zur orthosterischen Bindungstasche gefunden, was die bei höheren 

Konzentrationen in ex vivo-Untersuchungen beobachtete muskelhemmende Aktivität erklären 

könnte.  

Die Kenntnis der allosterischen Bindungstasche sowie des vorhergesagten Bindungsmodus 

ermöglichte die Vorhersage struktureller Modifikationen von MB327 mit dem Ziel, verbesserte 

Resensitizer zu erhalten. Die der Transmembrandomäne zugewandte tert-Butylgruppe von 
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MB327 ist in einem polaren Teil der Bindungstasche lokalisiert. Deshalb sollte der Austausch 

einer der beiden tert-Butylgruppen durch einen stärker polaren Substituenten die Bindungs-

affinität erhöhen. Dementsprechend wurden zwei nicht-symmetrische MB327-Analoga 

vorgeschlagen, bei denen eine der beiden tert-Butylgruppen von MB327 durch eine Amino-

funktion (PTM0062) bzw. N-Methylaminofunktion (PTM0063) ersetzt ist. Die beiden Ziel-

verbindungen PTM0062 und PTM0063 wurden in einer Mikrowellen-unterstützten Synthese 

ausgehend von 1,3-Diiodpropan und den entsprechenden Pyridinbausteinen in zwei Schritten 

in hohen Ausbeuten gewonnen. In ex vivo-Untersuchungen an Soman-vergifteten Ratten-

Diaphragmen konnte für die beiden Verbindungen im Vergleich zu MB327 tatsächlich eine 

deutlich stärkere Wiederherstellung der Muskelkraft beobachtet werden. 

 

 Darstellung des Eigenanteils 

Alle in silico-Studien wurden von Jesko Kaiser durchgeführt, der bis auf einzelne ergänzende 

Beiträge von mir und Thomas Seeger auch das Manuskript verfasste. Die Synthesen der 

beiden MB327-Analoga PTM0062 und PTM0063 sowie die analytische Charakterisierung der 

Verbindungen, deren MS- und NMR-Spektren von der Analytikabteilung des Departments für 

Pharmazie gemessen wurden, wurden eigenständig von mir durchgeführt. Die ex vivo-

Untersuchungen von PTM0062 und PTM0063 an Soman-vergifteten Ratten-Diaphragmen 

wurden von Thomas Seeger durchgeführt. Das Manuskript wurde von Jesko Kaiser 

gemeinsam mit Christoph G.W. Gertzen und Holger Gohlke konzipiert und das Manuskript im 

Wesentlichen von Holger Gohlke und Christoph G.W. Gertzen korrigiert. Darüber hinaus 

flossen Korrekturbeiträge von Georg Höfner, Karin V. Niessen, Franz Worek, 

Horst Thiermann, Franz F. Paintner und Klaus T. Wanner in das Manuskript ein. 
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