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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 „über das Verbot der Verwendung von 

erstickenden, giftigen oder ähnlichen Gasen […] im Kriege“ 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, 
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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 „Aging“-Prozesses (Sirin and Zhang, 2014; Sirin et 
al., 2012). 



1 Einleitung  9 
 

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 hauptsächlich aus β-Faltblättern zusammengesetzt ist, einer 

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

Domäne, die im Wesentlichen aus einer α-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 α1, δ, β, α1 und γ bzw. ε (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 α2, α3, α4, α5, α6, α7, 

α9, α10, β2, β3 oder β4 und liegen damit als Heteropentamere vor, oder sind, wie im Fall des 

neuronalen (α7)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 (α1-ε-α1-δ-β) strukturell sehr 

ähnlich (α1-γ-α1-δ-β) 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 α1-γ-α1-δ-β-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 α-γ und α-δ 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 α-Untereinheit und einer benachbarten δ-, 

γ- oder ε-Untereinheit. Die Anzahl der orthosterischen Bindungsstellen ist somit von der Anzahl 

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

jeweils zwischen der α- und δ-Untereinheit sowie zwischen der α- und γ- bzw. ε-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 α-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 α7-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 – eine Abnahme der 

Muskelkraft – 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. C≡CH, 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-, π-π- oder Kation-π-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 – mit Ausnahme von PTM0022 – 

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 
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(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 ω-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 α-Position zur 

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

ω-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 ω-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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3.2 Zweite Publikation: Synthesis and Biological Evaluation of Novel MB327 

Analogs as Resensitizers for Desensitized Nicotinic Acetylcholine Receptors 

after Intoxication with Nerve Agents  

 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Um die aktuell noch unzureichenden Behandlungsmöglichkeiten von Vergiftungen mit 

phosphororganischen Verbindungen zu verbessern, werden Substanzen untersucht, die als 

allosterische Modulatoren direkt mit desensitisierten nAChRs interagieren und diese 

resensitisieren. Die kürzlich entwickelten nicht-symmetrischen MB327-Analoga PTM0062, 

PTM0063 und PTM0056 konnten die Muskelkraft von mit Soman-vergifteten Ratten-

Diaphragmen in bemerkenswertem Ausmaß wiederherstellen, wodurch sie erfolg-

versprechende Ausgangspunkte für die Entwicklung neuer Resensitizer desensitisierter 

nAChR darstellen. 

Im Kontext dieser Veröffentlichung wurde eine Serie weiterer, von den oben genannten nicht-

symmetrischen Bispyridiniumverbindungen abgeleiteter, Verbindungen synthetisiert, welche 

nicht nur hinsichtlich ihrer intrinsischen Aktivität, sondern auch mit Hilfe des UNC0642-

MS-Bindungsassays hinsichtlich ihrer Affinität zur allosterischen MB327-PAM-1-Bindungs-

tasche am nAChR untersucht wurden. Die Zielverbindungen, welche neben einer 4-tert-Butyl-

pyridinium-Teilstruktur über unterschiedliche 4-Aminopyridinium-Teilstrukturen verfügen, 

konnten in einer Mikrowellen-unterstützten Synthese in ein bis zwei Schritten aus dem 

Schlüsselbaustein 4-(tert-Butyl)-1-(3-iodopropyl)pyridin-1-iumiodid und entsprechenden 

Pyridinbausteinen durchwegs in hohen Ausbeuten sowie hohen Reinheiten gewonnen 

werden.  

Im Rahmen der biologischen Untersuchungen fielen vor allem die Piperidino-substituierte 

Verbindung PTM0069 sowie die N-Boc-Piperazino-substituierte Verbindung PTM0071 auf. 

Neben nennenswert höheren Affinitäten zur MB327-PAM-1-Bindungsstelle verglichen mit 

MB327, zeigten sie gleichzeitig einen deutlichen Muskelkraft-wiederherstellenden Effekt: Die 

untersuchten Substanzen erreichten nicht nur eine stärkere Reaktivierung der Muskeln nach 

Soman-Vergiftung, sondern sie bewirkten diesen Effekt bereits bei deutlich geringeren 

Konzentrationen als MB327. In höheren Konzentrationen wurde jedoch bei beiden 

Verbindungen eine Abnahme der Muskelkraft, bis zur vollständigen Hemmung der Muskeln, 

beobachtet. Interessanterweise zeigte PTM0069 bei Untersuchungen an nicht vergifteten 

Ratten-Diaphragmen genau in diesem Konzentrationsbereich eine reversible muskel-

hemmende Aktivität. Eine Erklärung für diesen inhibitorischen Effekt könnte eine bei höheren 

Konzentrationen auftretende Bindung von PTM0069 an die orthosterische Bindungsstelle des 

nAChR sein. 
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Zusätzlich zu den oben beschriebenen Bispyridiniumverbindungen mit 4-Aminopyridinium-

Teilstrukturen wurden zwei, in in silico-Studien identifizierte, Hydroxy-substituierte MB327-

Analoga synthetisiert. Basierend auf GIST-Berechnungen sollten Moleküle mit polaren Teil-

strukturen durch Verdrängung von Wasser-Clustern aus der MB327-PAM-1-Bindungstasche 

eine erhöhte Affinität aufweisen. Tatsächlich konnte für die Verbindung PTMD90-0012, die 

eine 7-Hydroxychinazolinium-Teilstruktur aufweist, nicht nur eine erhöhte Affinität an die 

genannte Bindungsstelle, sondern auch eine im Vergleich zu MB327 leicht verbesserte 

intrinsische Aktivität gefunden werden. 

 

 Darstellung des Eigenanteils 

Alle Synthesen sowie die analytische Charakterisierung der Verbindungen wurden von mir 

durchgeführt. Die technische Durchführung der MS- und NMR-Messungen wurde von der 

Analytikabteilung des Departments für Pharmazie übernommen. Die Bestimmungen der 

Bindungsaffinitäten mittels des UNC0642-MS-Bindungsassays wurden von Valentin Nitsche 

durchgeführt. Thomas Seeger übernahm die ex vivo-Untersuchungen der Substanzen an 

Soman-vergifteten Ratten-Diaphragmen. Die in silico-Studien wurden von Jesko Kaiser 

durchgeführt. Das Manuskript wurde von mir in Zusammenarbeit mit Klaus T. Wanner und 

Franz F. Paintner konzipiert und verfasst. Ergänzende Beiträge stammen von 

Valentin Nitsche, Jesko Kaiser und Thomas Seeger. Die Korrektur des Manuskripts 

übernahmen im Wesentlichen Franz F. Paintner sowie Klaus T. Wanner. Des Weiteren wurde 

das Manuskript von Georg Höfner, Christoph G. W. Gertzen, Holger Gohlke, 

Karin V. Niessen, Dirk Steinritz und Franz Worek korrigiert. 
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3.3 Dritte Publikation: Identification of Ligands Binding to MB327-PAM-1, a Binding 

Pocket Relevant for Resensitization of nAChRs 

 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Allosterische Modulatoren an der MB327-PAM-1-Bindungsstelle des nikotinischen Acetyl-

cholinrezeptors (nAChR) stellen Dank ihres resensitisierenden Effekts auf desensitisierte 

nAChRs eine vielversprechende Möglichkeit zur Behandlung phosphororganischer 

Vergiftungen dar. Aufgrund ihrer relativ geringen Affinität zum nAChR und der damit 

verbundenen geringen therapeutischen Breite sind die bisher hierzu untersuchten 

Bispyridiniumverbindungen, wie z.B. MB327, für einen Einsatz am Menschen jedoch 

ungeeignet.  

Basierend auf dem kürzlich identifizierten, höheraffinen allosterischen Liganden UNC0646 

sowie der kürzlich identifizierten potenziellen Bindungstasche MB327-PAM-1 am nAChR, 

konnte im Rahmen dieser Veröffentlichung neue vielversprechende Liganden entwickelt bzw. 

identifiziert werden. Der Einsatz von liganden- sowie strukturbasierten Screeningmethoden 

gefolgt von pharmakophorbasierten Dockingexperimenten diente, neben einer detaillierten 

Untersuchung der Bindungstasche im Hinblick auf den Chinazolin-Strukturraum, nicht nur zur 

Weiterentwicklung von chinazolinbasierten Liganden vom Typ des UNC0646 sondern auch 

zur Identifizierung weiterer erfolgversprechender Chemotypen. 

Im Rahmen einer zweidimensionalen Ähnlichkeitssuche, basierend auf UNC0646, wurden 

zehn potenzielle Liganden identifiziert und hinsichtlich ihrer Bindungsaffinitäten an die 

MB327-PAM-1-Bindungstasche untersucht. Besonders vorteilhaft schienen dabei Chinazoline 

zu sein, die in der 4-Position des Chinazolinrings konformativ flexible, basische Reste 

enthaltende Substituenten aufweisen. Tatsächlich konnte für ein vor diesem Hintergrund 

synthetisiertes Chinazolin, PTMD01-0050, mit flexibler 5-(Pyrrolidin-1-yl)pentyl-Teilstruktur in 

der 4-Position, eine mit UNC0646 vergleichbare Bindungsaffinität festgestellt werden. Die Ziel-

verbindung wurde über eine neu entwickelte zweistufige Synthesesequenz, ausgehend von 

2,4-Dichlor-6-methoxy-7-[3-(piperidin-1-yl)propoxy]chinazolin, in guter Ausbeute gewonnen.  

Die für die Bindung in der Bindungstasche relevante Konformation der Chinazolin-basierten 

Liganden, welche in die erste, zweidimensionale Ähnlichkeitssuche nicht mit einfloss, wurde 

in einem zweiten, dreidimensionalen Screening miteinbezogen. Dieses Screening wurde 

basierend auf dem in 2-Position unsubstituierten UNC0646-Analogon PTMD01-0004 

durchgeführt. Diese Verbindung wurde aufgrund der, verglichen mit UNC0646, vorteilhafteren 

ligand efficiency ausgewählt. Unter den synthetisierten Hits des virtuellen Screenings fiel die 

Verbindung PTMD01-0043 mit einer deutlichen Reporterligandverdrängung im UNC0642-

MS-Bindungsassay auf. Diese Verbindung weist, anstelle der über eine Alkoxyfunktion mit 
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dem Chinazolinrest verknüpften basischen Seitenkette der bislang untersuchten UNC0646-

Analoga, eine 3-(Piperidin‐1‐ylmethyl)pyrrolidin‐Teilstruktur in der 7-Position auf. Die 

Verbindung konnte ausgehend von dem kommerziell erhältlichen 7-Fluor-6-methoxy-

chinazolin-4(3H)-on in nur zwei Schritten und in sehr guter Ausbeute gewonnen werden.  

Auf der Suche nach neuen potenziellen Resensitizern wurden die virtuellen, ligandenbasierten 

Screenings schließlich durch strukturbasiertes Screening erweitert. Dabei konnten vier neue 

Chemotypen (PTMD99-0001C, PTMD99-0016C, PTMD99-0026C und Cycloguanil) 

identifiziert werden, die eine stärkere Bindung an die MB327-PAM-1-Bindungstasche 

aufweisen als MB327. Zudem wurden diese vier neuen Chemotypen zusammen mit UNC0646 

mit Hilfe von in silico-Methoden hinsichtlich ihrer pharmakokinetischen und toxikologischen 

Eigenschaften charakterisiert. Im Gegensatz zu UNC0646, das unter anderem eine schlechte 

Zellpermeabilität und Verletzungen von zwei Regeln für die orale Bioverfügbarkeit (Lipinski's 

Rule of Five) aufweist, entsprechen die neu identifizierten chemischen Strukturen diesen 

Regeln und lassen insgesamt vielversprechendere pharmakokinetische und toxikologische 

Eigenschaften erwarten. 

Cycloguanil, das unter den vier Substanzen die höchste Reporterligandverdrängung bewirkte, 

wurde anschließend im Hinblick auf seine intrinsische Aktivität im Ratten-Diaphragma-Assay 

untersucht. Tatsächlich zeigte es, und zwar bereits bei geringeren Konzentrationen, eine 

vergleichbare Reaktivierung von Soman-vergifteten Ratten-Diaphragmen wie MB327. 

Allerdings scheint auch Cycloguanil, ähnlich wie die Bispyridiniumverbindungen, in höheren 

Konzentrationen eine muskelhemmende Aktivität aufzuweisen. 

 

 Darstellung des Eigenanteils 

Die Durchführung der in silico-Studien sowie die Erstellung des Manuskripts erfolgte durch 

Jesko Kaiser. Das Manuskript wurde durch Beiträge von mir, Valentin Nitsche und 

Thomas Seeger ergänzt. Alle Synthesen sowie die analytische Charakterisierung der 

Verbindungen wurden von mir durchgeführt. Die technische Durchführung der MS- und 

NMR-Messungen wurde von der Analytikabteilung des Departments für Pharmazie 

übernommen. Valentin Nitsche führte den UNC0642-MS-Bindungsassay durch. 

Thomas Seeger übernahm die ex vivo-Untersuchungen der Zielverbindungen an Soman-

vergifteten Ratten-Diaphragmen. Das Manuskript wurde von Jesko Kaiser in Zusammenarbeit 

mit Christoph G.W. Gertzen und Holger Gohlke konzipiert und im Wesentlichen von 

Holger Gohlke und Christoph G.W. Gertzen korrigiert. Zusätzliche Korrekturbeiträge wurden 

von Georg Höfner, Karin V. Niessen, Dirk Steinritz und Franz Worek und insbesondere 

Franz F. Paintner und Klaus T. Wanner beigesteuert.
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3.4 Manuskript zur vierten Publikation: Structure-Affinity Relationship of 

Quinazoline Derivatives as Potential Resensitizers for Desensitized nAChRs 

After Nerve Agent Intoxication 

 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Allosterischer Modulatoren, die desensitisierte nikotinische Acetylcholinrezeptoren bei einer 

Überstimulation mit Acetylcholin wieder in einen funktionalen Zustand überführen können (sog. 

Resensitizer), gelten als vielversprechende Behandlungsoptionen bei Vergiftungen mit 

phosphororganischen Verbindungen. Chinazoline, wie das vor kurzem bei einem Library-

Screening als Hit identifizierte UNC0646 erscheinen hierfür aufgrund ihrer hohen Affinität für 

die MB327-PAM-1-Bindungstasche als erfolgversprechende Ausgangspunkte. Um die für die 

hohe Affinität verantwortlichen pharmakophoren Gruppen zu identifizieren, wurde die Struktur 

von UNC646 hinsichtlich der in den Positionen 2, 4 und 7 des Chinazolin-Grundkörpers 

vorhanden, basische Gruppen enthaltender Substituenten, die gemeinhin starke Interaktionen 

mit der Bindungstasche erwarten lassen, systematisch variiert. In einer ersten Gruppe von 

Verbindungen wurde das Substitutionsmuster von UNC0646 in den Positionen 6 und 7 

unverändert beibehalten und die Substituenten in 2- und 4-Position breit variiert. Die 

strukturellen Abwandlungen umfassten dabei den Austausch der Reste durch struktur-

verwandte Substituenten, aber auch durch solche mit deutlich reduziertem sterischen 

Anspruch bis hin zu einem Wasserstoffatom. Bei einer zweiten Gruppe von Verbindungen 

wurden die Strukturen weiter vereinfacht, indem die basische Seitenkette in 7-Position durch 

einen Methoxysubstituenten ersetzt wurde, während die Substituenten in der 2- und 4-Postion 

ähnlich wie in der ersten Gruppe abgewandelt wurden. Bei der dritten Gruppe von 

Verbindungen wurde schließlich die Aminofunktion in der 2-Position durch ein 

Wasserstoffatom ersetzt, und der so vereinfachte Grundkörper einmal hinsichtlich der 

4-Position oder der 7-Position strukturell abgewandelt. 

Für die Synthesen der Zielverbindungen wurden sehr effiziente und leistungsfähige Verfahren 

entwickelt, die eine breite Auswahl an einzuführenden Substituenten zulassen und hinsichtlich 

der Reihenfolge der Einführung der Substituenten eine hohe Flexibilität erlauben. 

In den meisten Fällen kamen 2,4-Dichlorchinazolinbausteine zum Einsatz, bei denen ggf. im 

ersten Schritt noch eine basische Seitenkette an die phenolische Hydroxylgruppe in der 

7-Position angeknüpft wurde. Dies erfolgte sehr effizient über Mitsunobu-Reaktionen mit 

entsprechenden, zumeist kommerziell verfügbaren Aminoalkoholen. Bei anschließenden 

Umsetzungen mit primären oder sekundären Aminen erfolgte dann erst eine nukleophile 

Substitution in der 4-Position des Ringsystems und bei neuerlicher Reaktion mit einem Amin-

derivat unter etwas stärker forcierenden Reaktionsbedingungen in der 2-Position. So ließen 
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sich insbesondere Untergruppen von Substanzen mit einem definierten Rest in 4- und 

unterschiedlichen Substituenten in der 2-Position der Chinazolinbausteine leicht herstellen. 

Das Verfahren konnte aber auch so abgewandelt werden, dass Untergruppen von Substanzen 

mit einem vorgegebenen Rest in 2-Position und variierenden Substituenten in 4-Position 

entstehen. Hierzu musste im ersten Substitutionsschritt lediglich ein tertiäres Amin, das über 

einen N-Methylsubstituenten verfügt, eingesetzt werden. Dies führte zu einer selektiven 

Substitution in 2-Position, woraufhin eine Zweitsubstitution in 4-Position erfolgen konnte. 

Die zahlreichen so gewonnenen UNC0646-Analoga wurden hinsichtlich ihrer Affinität zur 

MB327-PAM-1-Bindungsstelle mit Hilfe des neu entwickelten UNC0642-MS-Bindungsassay 

untersucht. In die Untersuchungen wurden zudem auch einige zu UNC0646 strukturverwandte 

kommerziell erhältliche Chinazoline miteinbezogen. Unter den über 50 getesteten 

Verbindungen war mit UNC0631, das sich von UNC0646 nur durch eine zusätzliche Methylen-

gruppe unterscheidet, nur eine, die UNC0646 in ihrer Affinität zur MB327-PAM-1-Bindungs-

stelle etwas übertraf (pKi = 6.04 ± 0.04 vs. pKi = 5.83 ± 0.05). Eine weitere Verbindung, 

PTMD01-0049, die im Unterschied zu UNC0646 in der 2-Position anstelle eines N-Isopropyl-

substituierten 1,4-Diazepanrestes einen Piperidinrest aufweist, zeigte eine mit UNC0646 

vergleichbare Affinität (pKi = 5.83 ± 0.02). Unabhängig davon wurden mit der Untersuchung 

der zahlreichen in 2-, 4- und 7-Position modifizierten UNC0646-Analoga wertvolle Einblicke in 

die Struktur-Affinitäts-Beziehungen dieser Substanzklasse gewonnen, die als Ausgangspunkt 

für weitere Strukturoptimierungen dienen können. 

 

 Darstellung des Eigenanteils 

Die Erstellung des Manuskripts erfolgte zu gleichen Teilen durch Valentin Nitsche und mich. 

Alle Synthesen sowie die analytische Charakterisierung der Verbindungen, deren NMR- und 

MS-Spektren von der Analytikabteilung des Departments für Pharmazie gemessen wurden, 

wurden eigenständig von mir durchgeführt. Die technische Durchführung der MS- und 

NMR-Messungen wurde von der Analytikabteilung des Departments für Pharmazie 

übernommen. Valentin Nitsche führte die UNC0642-MS-Bindungsassays durch. Die Korrektur 

des Manuskripts übernahmen Klaus T. Wanner und Franz F. Paintner. Weitere Korrektur-

beiträge erfolgten durch Georg Höfner. Das Manuskript soll zusätzlich um einen Beitrag zu 

in silico-Studien von Jesko Kaiser, Christoph G. W. Gertzen und Holger Gohlke erweitert 

werden. Anschließend sollen Korrekturbeiträge von Thomas Seeger, Karin V. Niessen, 

Dirk Steinritz und Franz Worek einfließen. Schließlich ist geplant, das Manuskript bei 

Toxicology Letters einzureichen. 

  



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 157 
 

 



158 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 159 
 



160 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 161 
 



162 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 163 
 



164 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 165 
 



166 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 167 
 



168 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 169 
 



170 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 171 
 



172 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 173 
 



174 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 175 
 



176 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 177 
 



178 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 179 
 



180 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 181 
 



182 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 183 
 



184 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 185 
 



186 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 187 
 



188 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 189 
 



190 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 191 
 



192 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 193 
 



194 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 195 
 



196 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 

 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 197 
 



198 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 199 
 



200 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 201 
 



202 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 203 
 



204 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 205 
 



206 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 207 
 



208 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 209 
 



210 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 211 
 



212 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 213 
 



214 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 215 
 



216 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 217 
 



218 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 219 
 



220 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 

 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 221 
 



222 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 223 
 



224 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 225 
 



226 3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 
 



3 Veröffentlichungen / Vierte Publikation (Manuskript) 227 
 

 

 



 



4 Nicht veröffentlichte Experimente 229 
 

4 Nicht veröffentlichte Experimente 

Ergebnisse, die im Laufe dieser Arbeit erzielt, jedoch in keiner der vorherigen Publikationen 

vorgestellt wurden, werden im folgenden Kapitel beschrieben. Es handelt sich dabei um die 

Synthesen sowie biologischen Untersuchungen von A366-Analoga. 

 

4.1  A366-Analoga als potenzielle Resensitizer desensitisierter nikotinischer 

Acetylcholinrezeptoren 

Von den beim Library-Screening identifizierten Hit-Substanzen (Sichler et al., 2024) wurde 

insbesondere A366 aufgrund seiner hohen ligand efficiency als ein besonders viel-

versprechender Ansatzpunkt für die Entwicklung neuer Resensitizer für desensitisierte neuro-

muskuläre nikotinische Acetylcholinrezeptoren erachtet. Entsprechend wurde eine Reihe 

davon abgeleiteter Analoga synthetisiert und auf ihre biologische Wirkung untersucht. Da sich 

im Laufe des Projekts herausstellte, dass das A366-Analogon 59b (siehe Schema 10), 

welches in 3-Position des 3H-Indol-Grundgerüsts anstelle des Cyclobutanrings von A366 zwei 

synthetisch einfacher einzuführende Methylgruppen aufweist, keine wesentlich geringere 

Affinität zur MB327-PAM-1-Bindungsstelle des nAChR als A366 zeigt, wurde das Augenmerk 

auf die Untersuchung entsprechender 3,3-Dimethyl-substituierter A366-Analoga gelegt. Dabei 

wurde zum einen die Kettenlänge und zum anderen die Ringgröße des Heterocyclus der 

ω-Aminoalkoxyseitenkette variiert. Darüber hinaus wurde ein Analogon von Verbindung 59b 

hergestellt, bei dem die beiden Substituenten an der 5- und 6-Position des 2-Amino-3H-indol-

Grundgerüsts vertauscht sind. 

 

 Synthesen von A366-Analoga mit abgewandelten ω-Aminoalkoxy-

seitenketten 

Um das Potential der von A366 abgeleiteten Substanzklasse für die Entwicklung potenter 

Resensitizer auszuloten, war es erforderlich, einen effizienten und flexiblen Zugang zu 

entsprechenden Analoga zu entwickeln. Das Synthesekonzept orientierte sich dabei an den 

Arbeiten von Sweis et al. und Fagan et al. (Fagan et al., 2019; Sweis et al., 2014), welche in 

den Schlüsselschritten auf einer Dialkylierung von Phenylacetonitrilbausteinen in α-Position 

zur Nitrilgruppe, einer regioselektiven Nitrierung des Phenylrings, dem Aufbau einer ω-Amino-

alkoxyseitenkette in 4-Position des Phenylrings sowie dem abschließenden Ringschluss zu 

dem für die Substanzklasse charakteristischen 2-Amino-3H-indol-Ringsystem beruhen. Um 

eine Vielzahl von A366-Analoga mit möglichst hoher struktureller Diversität auf effiziente 

Weise zugänglich zu machen, sollten die literaturbekannten Syntheserouten in zwei 
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wesentlichen Schritten optimiert werden. Zum einen sollte der Alkylierungsschritt und die 

Nitrierung in ihrer Abfolge vertauscht werden. Diese Vorgehensweise hätte den Vorteil, dass 

sich die Anzahl der linearen Syntheseschritte zu den A366-Analoga ab dem ersten Variations-

punkt, der Dialkylierung des o-Nitro-substituierten Phenylacetonitrilbausteins, um einen Schritt 

verkürzen ließe. Zum anderen sollte der Aufbau der ω-Aminoalkoxyseitenkette über eine 

Mitsunobu-Reaktion mit entsprechenden Aminoalkoholbausteinen erfolgen, um sich die breite 

kommerzielle Verfügbarkeit dieser Bausteine zu Nutze zu machen. In den literaturbekannten 

Synthesen von A366-Analoga erfolgte der Aufbau der Seitenketten mit einer begrenzten 

Auswahl entsprechender kommerziell verfügbarer Alkylhalogenidbausteine. Die Synthese der 

Zielverbindungen 59a-d ist in Schema 10 dargestellt. 

Die regioselektive Einführung einer Nitrogruppe in die 6-Position des kommerziell erhältlichen 

4-Benzyloxy-3-Methoxy-substituierten Phenylacetonitrilbausteins 51 erfolgte mit Hilfe von 

Acetylnitrat, welches durch Mischung von 70%iger Salpetersäure, Essigsäureanhydrid und 

Essigsäure bei 0 °C in situ erzeugt wurde und häufig für die Nitrierung von für elektrophile 

Substitutionen aktivierte Aromaten eingesetzt wird. Nach einer Reaktionszeit von 30 Minuten 

wurde das Reaktionsgemisch auf Eis gegossen und der dabei gebildete Niederschlag 

abfiltriert. Das Produkt 54 konnte auf diese Weise ohne weitere Aufreinigung in sehr guten 

Ausbeuten (90%) und in einer für die weitere Umsetzung ausreichenden Reinheit erhalten 

werden. Die Dimethylierung des o-Nitro-substituierten Phenylacetonitrilbausteins 54 in der 

α-Position gelang durch Umsetzung mit einem Überschuss von Methyliodid (4.0 Äq.) in 

Gegenwart von Natriumhydroxid (50%ige wässrige Lösung, 4.0 Äq.) in DMSO. Das 

gewünschte Dialkylierungsprodukt 55 konnte dabei nach zweistündigem Rühren bei Raum-

temperatur und Extraktion der mit Wasser verdünnten alkalischen Reaktionslösung mit Toluol 

in einer Ausbeute von 95% und hoher Reinheit (95%) gewonnen werden. Um den Aufbau der 

ω-Aminoalkoxyseitenketten in 6-Position zu ermöglichen, musste im nächsten Schritt zunächst 

die Benzylschutzgruppe selektiv abgespalten werden. Dies gelang hydrogenolytisch mittels 

Wasserstoff (2.5 bar) und Palladium auf Aktivkohle in einem Gemisch aus 

Essigsäureethylester und Ethanol (9:1) bei Raumtemperatur (5.5 h). Das gewünschte Phenol 

56 konnte nach Filtration der Reaktionslösung über Celite und anschließender säulen-

chromatographischer Aufreinigung in einer Ausbeute von 60% gewonnen werden. 

Die beiden Cyclisierungsvorstufen 58a und 58b wurden unter Mitsunobu-Bedingungen (Kim 

and Han, 2015) in einem Schritt aus dem Phenol 56 und den Aminoalkoholen 3-Pyrrolidin-1-

ylpropan-1-ol bzw. 2-Pyrrolidin-1-ylethanol in Gegenwart von jeweils 1.3 Äquivalenten 

Triphenylphosphin und DIAD (THF, 0 °C → RT, 24 h bzw. 1.5 h) erhalten. Nach Aufreinigung 

des Rohproduktes mittels Säulenchromatographie konnten die Verbindungen in guten bis sehr 

guten Ausbeuten (58a: 63% und 58b: 81%) gewonnen werden.  



4 Nicht veröffentlichte Experimente 231 
 

 

Schema 10: Reaktionsbedingungen: (a) HNO3, Ac2O, AcOH, 0 °C, 30 min, 90%; (b) NaOH (4.0 Äq.), 
MeI (4.0 Äq.), DMSO, RT, 2 h, 95%; (c) Pd/C (10%), H2 (2.5 bar), EtOAc : EtOH (9:1), RT, 5.5 h, 60%; 
(d) 2-Pyrrolidin-1-ylethanol oder 3-Pyrrolidin-1-ylpropan-1-ol (1.3 Äq.), PPh3 (1.3 Äq.), DIAD (1.3 Äq.), 
THF, 0 °C bis RT, 24 h oder 1.5 h; 58a: 63%; 58b: 81%; (e) 4-Chlorbutan-1-ol (1.3 Äq.), PPh3 (1.3 Äq.), 
DIAD (1.3 Äq.), THF, 0 °C bis RT, 24 h, 96%; (f) Pyrrolidin (1.5 Äq.), KI (2.0 Äq.), K2CO3 (3.0 Äq.), 
Acetonitril, 50 °C, 72 h, 65%; (g) KI (2.0 Äq.), Piperidin, 50 °C, 20 h, 96%; (h) Pd/C (10%), H2 (10 bar), 
AcOH, RT, 160 h, 59a: 47%; 60a: 15%; (i) Pd/C (10%), H2 (1 bar), AcOH, RT, 24 h, 59b: 16%; 
59c: 26%, 59d: 41%; 60b: 57%; 60c: 49%; 60d: 36%. 
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Für die Zielverbindungen 58c und 58d mit einem C4-Spacer in der ω-Aminoalkoxyseitenkette 

musste eine neue Strategie entwickelt werden, da die Verwendung von 4-(Pyrrolidin-1-yl)-

butan-1-ol als Alkoholkomponente bei der Mitsunobu-Reaktion nicht zum Erfolg führte. Bei den 

entsprechenden Versuchen wurde das Phenol 56 quantitativ zurückerhalten. Vermutlich 

kommt es durch Cyclisierung des von 4-(Pyrrolidin-1-yl)butan-1-ol abgeleiteten, intermediär 

auftretenden Alkoxyphosphoniumions zur Bildung eines 5-Azaspiro[4.4]nonan-5-ium-Ions 

(Gmeiner et al., 1994), welches mit dem von 56 abgeleiteten Phenolat nicht weiterreagiert. 

Deshalb wurde eine zweistufige Syntheseroute über eine Mitsunobu-Reaktion mit einem 

4-Halogenbutan-1-ol-Baustein und anschließender Alkylierung eines cyclischen Amins mit 

dem bei der Mitsunobu-Reaktion erhaltenen Baustein ins Auge gefasst. Entsprechend wurde 

zunächst der Schlüsselbaustein 56 mit jeweils 1.3 Äquivalenten 4-Chlorbutan-1-ol, Triphenyl-

phosphin und DIAD (THF, RT, 24h) umgesetzt. Das gewünschte Produkt 57 wurde nach 

säulenchromatographischer Aufreinigung des Rohproduktes nahezu quantitativ (96% 

Ausbeute) erhalten. Die Substitution des Chloratoms in der Seitenkette des Bausteins 57 

erfolgte dann mit Piperidin bzw. Pyrrolidin. Zur Darstellung von Verbindung 58d wurde das 

Alkylchlorid 57 in Gegenwart von 2.0 Äquivalenten Kaliumiodid in Piperidin als Lösungsmittel 

für 20 Stunden auf 50 °C erhitzt. Das gewünschte Produkt 58d konnte dabei nach säulen-

chromatographischer Aufreinigung des Rohproduktes in nahezu quantitativer Ausbeute (96%) 

gewonnen werden. Unter gleichen Reaktionsbedingungen wurde der Baustein 57 dann auch 

mit Pyrrolidin umgesetzt. Dabei wurde aber überraschenderweise nicht 58c, sondern ein 

zweifach Pyrrolidin-substituiertes Produkt erhalten (89% Ausbeute). Im Unterschied zu 

Piperidin substituierte das nukleophilere Pyrrolidin zusätzlich zum Chloratom der Seitenkette 

von 57 auch den Methoxyrest des Phenylrings, der durch seine para-Stellung zur Nitrogruppe 

für eine SNAr-Reaktion aktiviert ist. Eine deutlich höhere Reaktivität von Pyrrolidin gegenüber 

Piperidin bei SNAr-Reaktionen an vergleichbaren Arylethern wurde bereits von Bunnett et al. 

beobachtet (Bunnett and Cartano, 1981). Um eine selektive Substitution an der gewünschten 

Position des Bausteins 57 zu erzielen, wurden in einem weiteren Versuch die Reaktions-

bedingungen modifiziert und der Überschuss an Pyrrolidin deutlich verringert. Statt es als 

Lösemittel zu verwenden, wurden nur 1.5 Äquivalente eingesetzt. Die Reaktion wurde unter 

klassischen SN2-Bedingungen unter Verwendung von Acetonitril als Lösemittel und in 

Gegenwart von 2.0 Äquivalenten Kaliumiodid und 3.0 Äquivalenten Kaliumcarbonat als Hilfs-

reagenzien durchgeführt. Das gewünschte Produkt 58c konnte so nach Rühren des 

Reaktionsgemisches bei 50 °C für 72 Stunden und säulenchromatographischer Reinigung des 

Rohproduktes in einer Ausbeute von 65% gewonnen werden. Das Edukt 57 wurde in einer 

Ausbeute von 21% zurückerhalten. Das zweifach substituierte Produkt wurde unter diesen 

Reaktionsbedingungen nicht beobachtet. 
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Der abschließende Syntheseschritt, die reduktive Cyclisierung der α,α-Dimethyl-substituierten 

2-Nitrophenylacetonitrilbausteine zu den entsprechenden 2-Amino-3H-indolen, erschien 

herausfordernd. So wurden sowohl von Sweis et al. (Sweis et al., 2014) als auch von 

Fagan et al. (Fagan et al., 2019) für die Cyclisierung von vergleichbaren Verbindungen sehr 

stark variierende Ausbeuten im Bereich von 8-97% bzw. 5-83% erhalten. Als viel-

versprechendste Methode erschien dabei die reduktive Cyclisierung mit Wasserstoff (1 bar) in 

Gegenwart von 10% Palladium auf Aktivkohle in Essigsäure bei Raumtemperatur. Unter 

diesen Reaktionsbedingungen konnten die gewünschten 3,3-Dimethyl-substituierten 

A366-Analoga 59a-d ausgehend von den Vorstufen 58a-d tatsächlich erhalten werden, 

wenngleich die Ausbeuten bestenfalls zufriedenstellend waren. Die literaturbekannte 

Verbindung 59b (Luise et al., 2021; Sweis et al., 2014) wurde, ausgehend von 58b, nach 

säulenchromatographischer Aufreinigung des Rohproduktes nur in einer Ausbeute von 16% 

erhalten. Zusätzlich zum gewünschten Produkt 59b wurde als Hauptprodukt der Reaktion das 

Amidin-N-Oxid 60b in einer Ausbeute von 57% erhalten. Es konnte u.a. mit Hilfe der Massen-

spektrometrie identifiziert werden. So wurden sowohl die Masse des N-Oxids 60b, als auch 

die charakteristische Masse von M-16, die sich aus der Abspaltung von Sauerstoff ergibt, 

gefunden. Entsprechende Amidin-N-Oxide wurden bereits bei der Cyclisierung verwandter 

2-Nitrophenylacetonitrilbausteine beobachtet (Jawdosiuk and Makosza, 1976). Sie entstehen 

vermutlich durch Cyclisierung der als Zwischenprodukte bei der Reduktion auftretenden 

N-Phenylhydroxylamine. Die Reaktionen der Seitenketten-Analoga 58c und 58d mit einem 

C4-Spacer lieferten etwas bessere Ausbeuten der entsprechenden 2-Amino-3H-indole 59c 

und 59d (26% bzw. 41%). Auch hier wurden in deutlichem Umfang die entsprechenden 

Amidin-N-Oxide erhalten (60c: 49% und 60d: 36%). Die Cyclisierung des Seitenketten-

Analogons 58a mit einem C2-Spacer wurde, abweichend von den oben beschriebenen 

Versuchen, bei höherem Druck (10 bar) und deutlich längerer Reaktionsdauer (160 h) 

durchgeführt. Das gewünschte Produkt 59a konnte so in etwas besseren Ausbeuten (47%) 

gewonnen werden. Der Anteil des Amidin-N-Oxids 60a lag hier bei nur 15%. 
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 Synthese der zu Verbindung 59b regioisomeren Verbindung 64 

Das Regioisomer 64 des 3,3-Dimethyl-substituierten A366-Analogons 59b, welches die 

ω-Aminoalkoxyseitenkette in der 5- statt in der 6-Position des 2-Amino-3H-indol-Grundgerüsts 

trägt, wurde ausgehend von dem 3,4-Dimethoxyphenylacetonitrilbaustein 53 dargestellt. 

Dieser kommerziell erhältliche Synthesebaustein trägt bereits die für die Cyclisierung 

erforderliche Nitrofunktion, so dass der Syntheseweg, verglichen mit der Darstellung der 

regioisomeren Verbindung 59b, um einen Schritt verkürzt wird (siehe Schema 11). 

 

Schema 11: Reaktionsbedingungen: (a) NaOH (4.0 Äq.), MeI (4.0 Äq.), DMSO, RT, 2 h, 96%; (b) 
Dodecan-1-thiol (2.3 Äq.), Kalium tert-Butoxid (2.37 Äq.), DMF, 0 °C bis RT, 24 h → 50 °C, 45 min, 
76%; (c) 3-Pyrrolidin-1-ylpropan-1-ol (1.3 Äq.), PPh3 (1.3 Äq.), DIAD (1.3 Äq.), THF, 0 °C bis RT, 2 h, 
65%; (d) Pd/C (10%), H2 (1 bar), AcOH, RT, 24 h, 64: 55%; 65: 8%. 

Die Synthese des α,α-dimethylierten Phenylacetonitrilbausteins 61 erfolgte ausgehend von 

Verbindung 53 analog zur Darstellung von Verbindung 55 durch Alkylierung mit 

4.0 Äquivalenten Methyliodid in Gegenwart von NaOH (50%ige wässrige Lösung, 4.0 Äq.) in 

DMSO (RT, 2 h). Dabei konnte das gewünschte Produkt 61 nach Extraktion der mit Wasser 

verdünnten alkalischen Reaktionslösung mit Toluol ohne weitere Aufreinigung in nahezu 

quantitativer Ausbeute (96%) und hoher Reinheit (99%) erhalten werden. Die regioselektive 

Spaltung des Methylethers in para-Position zur Nitrogruppe des Bausteins 61 gelang durch 

nukleophilen Angriff eines Thiolats. Angelehnt an eine Vorschrift von Fagan et al., die auf 

Arbeiten von Chae und Magano et al. basiert (Chae, 2008; Fagan et al., 2019; Magano et al., 

2006), wurde ein in sito erzeugtes Dodecanthiolat genutzt, um selektiv den reaktiveren Aryl-

methylether zu spalten. Dazu wurde die 3,4-Dimethoxyverbindung 61 unter Eiskühlung zu 

einem Gemisch aus Dodecan-1-thiol und Kalium-tert-butanolat in DMF gegeben und zunächst 
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für 24 Stunden bei Raumtemperatur und anschließend noch für 45 Minuten bei 50 °C gerührt. 

Das Phenol 62 konnte so in guter Ausbeute (76%) gewonnen werden. Neben der Verbindung 

62 wurde auch das regioisomere Produkt, welches die freie OH-Funktion in meta-Position zur 

Nitrogruppe trägt, in einer Ausbeute von 9% erhalten. Die Veretherung der Hydroxylgruppe in 

para-Position zur Nitrogruppe des Bausteins 62 mit 3-Pyrrolidin-1-ylpropan-1-ol erfolgte 

analog zu den oben beschriebenen Synthesen unter Mitsunobu-Bedingungen und lieferte das 

gewünschte Produkt 63 mit einer Ausbeute von 65%. Der abschließende Syntheseschritt, die 

reduktive Cyclisierung der o-Nitrophenylacetonitril-Teilstruktur zum 2-Amino-3H-indol-Ring-

system, gelang, ausgehend von der Cyclisierungsvorstufe 63, wie oben beschrieben unter 

einer Wasserstoff-Atmosphäre (1 bar) in Anwesenheit von 10% Pd/C-Katalysator in Essig-

säure bei Raumtemperatur (24 h). Nach säulenchromatographischer Aufarbeitung des Roh-

produkts konnten das gewünschte 2-Amino-3H-indol 64 als Hauptprodukt in vergleichsweiser 

guter Ausbeute (55%) gewonnen werden. Daneben wurde aber auch hier in geringer Menge 

das entsprechende Amidin-N-Oxid 65 (Ausbeute 8%) erhalten. 

Die Reinheiten der 2-Amino-3H-indole 59a-d und 64 wurden mittels 1H q-NMR mit dem 

internen Standard Ethyl-4-(dimethylamino)benzoat auf ≥ 98% bestimmt. Das Ziel, eine Reihe 

3,3-Dimethyl-substituierter Analoga von A366 mit unterschiedlichen ω-Aminoalkoxyseiten-

ketten zu synthetisieren, wurde, trotz der nicht in allen Fällen zufriedenstellenden Ausbeuten, 

erreicht. 
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 Biologische Untersuchungen von A366 und davon abgeleiteter Analoga 

Um Erkenntnisse über die Struktur-Wirkungs-Beziehungen von A366 sowie davon abgeleiteter 

Analoga zu gewinnen, wurden der Screening-Hit A366 sowie die von mir synthetisierten 

Analoga 59a-d und 64 zusammen mit dem Amidin-N-Oxid-Nebenprodukt 60b hinsichtlich ihrer 

Affinität zur MB327-PAM-1-Bindungsstelle im UNC0642-MS-Bindungsassay sowie hinsichtlich 

ihrer intrinsischen Aktivität in ex vivo-Untersuchungen an Soman-vergifteten Ratten-

Diaphragmen charakterisiert.  

 

UNC0642-MS-Bindungsassay 

Zunächst wurden die Bindungsaffinitäten zur MB327-PAM-1-Bindungsstelle des Torpedo-

nAChR untersucht. Hierfür wurden für die oben genannten Verbindungen mit Hilfe des von 

V. Nitsche entwickelten kompetitiven UNC0642-MS-Bindungsassays (Nitsche et al., 2024) die 

pKi-Werte bestimmt. Aufgrund der nur begrenzt verfügbaren Substanzmengen erfolgte die 

Ermittlung der pKi-Werte nicht durch Mehrfachbestimmungen, wie sonst üblich, sondern in 

Einzelexperimenten (n = 1). Die Experimente wurden von Valentin Nitsche im Arbeitskreis von 

Prof. Dr. F. F. Paintner / Prof. Dr. K. T. Wanner an der Ludwig-Maximilians-Universität 

München durchgeführt und erlauben eine erste Einschätzung der Bindungsaffinität. Zur 

einheitlichen Benennung wurden die synthetisierten Verbindungen mit einer PTMD-Nr. 

(Pharmazie und Toxikologie München Düsseldorf) versehen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 

dargestellt. 
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Tabelle 1: pKi-Werte von A366 und davon abgeleiteten Analoga, bestimmt durch Kompetitions-
experimente im UNC0642-MS-Bindungsassay (n = 1). 

# Nr. PTMD02-000x Strukturformel pKi 

1 A366 - 

 

4.42 

2 59a 2 

 

4.18 

3 59b 1L* 

 

4.15 

4 59c 5 

 

4.28 

5 59d 4 

 

4.32 

6 64 6 

 

3.78 

7 60b 7 

 

3.23 

* PTMD02-0001L ist eine literaturbekannte Verbindung (Luise et al., 2021; Sweis et al., 2014). 

Für den Screening-Hit A366 wurde im UNC0642-MS-Bindungsassay ein pKi-Wert von 4.42 

ermittelt (Tabelle 1, Eintrag 1). Wie oben bereits angedeutet, zeigte das 3,3-Dimethyl-

substitutierte Analogon 59b (PTMD02-0001L, Tabelle 1, Eintrag 3) mit einem pKi-Wert von 

4.15 eine, im Vergleich zu A366, etwas geringere Affinität zur MB327-PAM-1-Bindungsstelle. 

Der Ersatz der spirocyclischen Cyclobutyl-Teilstruktur in 3-Position des 2-Amino-3H-indol-

Grundgerüsts durch zwei Methylgruppen führt damit zu einer Abnahme der Bindungsaffinität. 
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Eine Verkürzung der ω-Aminoalkoxyseitenkette um eine CH2-Einheit hat keinen signifikanten 

Einfluss auf die Bindungsaffinität. So wurde für Verbindung 59a (PTMD02-0002, Tabelle 1, 

Eintrag 2), welche einen C2-Spacer aufweist, ein pKi-Wert von 4.18 bestimmt, welcher dem 

des Analogons mit einem C3-Spacer 59b (pKi = 4.15) gleicht. Eine Verlängerung der ω-Amino-

alkoxyseitenkette um eine CH2-Einheit führt dagegen zu einer nominell geringfügig höheren 

Affinität. So wurde für Verbindung 59c mit einem C4-Spacer ein pKi-Wert von 4.28 ermittelt 

(PTMD02-0005, Tabelle 1, Eintrag 4). Die Ringgröße des Heterocyclus scheint dagegen 

keinen wesentlichen Einfluss auf die Bindungsaffinität zu haben. Für Verbindung 59d 

(PTMD02-0004, Tabelle 1, Eintrag 5), welche einen über einen C4-Spacer gebundenen 

Piperidinring anstelle des in Verbindung 59c vorhandenen Pyrrolidinrings aufweist, wurde eine 

vergleichbare Affinität (pKi = 4.32) wie für 59c (pKi = 4.28) ermittelt. Interessanterweise bindet 

Verbindung 64 (PTMD02-0006, pKi = 3.78, Tabelle 1, Eintrag 6), das 59b-Analogon, bei dem 

die Reste in 5- und 6-Position vertauscht sind, mit einer um etwa 0.4 log Einheiten geringeren 

Affinität als die Vergleichsverbindung 59b (pKi = 4.15) an die untersuchte Bindungsstelle. Das 

Amidin-N-Oxid 60b (PTMD02-0007, pKi = 3.23, Tabelle 1, Eintrag 7), welches als Neben-

produkt bei der Synthese von 59b isoliert wurde, zeigte unter den untersuchten A366-Analoga 

die geringste Bindungsaffinität. Sie lag nominell um ca. 0.9 log Einheiten unter der des 

entsprechenden stärker basischen Amidin-Analogons 59b. 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Affinitäten der Analoga 59a-d nominell nur 

etwas geringer sind als die Affinität von A366. Die einzigen Verbindungen, deren Affinitäten 

deutlicher von den oben genannten abweichen, sind das Regioisomer 64 sowie insbesondere 

das Amidin-N-Oxid 60b. Für beide Verbindungen wurden im Vergleich zu der sehr nahe 

verwandten Verbindung 59b deutlich niedrigere pKi-Werte gefunden. Es scheint, dass sowohl 

die Anknüpfungsstelle der basischen ω-Aminoalkoxyseitenkette am 2-Amino-3H-indol-Grund-

gerüst, als auch eine basische Amidin-Teilstruktur für eine hohe Bindungsaffinität zur 

MB327-PAM-1-Bindungsstelle von Bedeutung sind. 

Um gezielt weitere A366-Analoga mit höherer Bindungsaffinität zu entwickeln, sollte auf der 

Basis der vorhandenen Ergebnisse zunächst der Bindemodus dieser Verbindungen in der 

MB327-PAM-1-Bindungstasche in in silico-Studien untersucht werden, um Molekülbereiche zu 

identifizieren, an denen sich durch Strukturvariationen die Wechselwirkungen mit der 

Bindungstasche möglicherweise verbessern lassen.  
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Ex vivo-Untersuchungen an Ratten-Diaphragma-Präparationen 

Zusätzlich zu den Bindungsaffinitäten an der MB327-PAM-1-Bindungsstelle des Torpedo-

nAChR wurden A366 und die davon abgeleiteten Analoga 59a-d, 60b und 64 in ex vivo-

Untersuchungen an Ratten-Diaphragma-Präparationen auch hinsichtlich ihrer intrinsischen 

Aktivitäten charakterisiert. Dabei wurde mit Hilfe von myographischen Assays zunächst das 

Vermögen bestimmt, die Muskelkraft Soman-vergifteter Ratten-Diaphragmen wieder-

herzustellen (Seeger et al., 2012).  

Bei diesen Untersuchungen werden präparierte Ratten-Diaphragma-Hemisphären zunächst 

mit einer Lösung behandelt, die 3 µM Soman enthält. Während bei einer indirekten 

elektrischen Feldstimulation, die üblicherweise bei Frequenzen von 20 Hz, 50 Hz und 100 Hz 

durchgeführt wird, bei nicht vergifteten Ratten-Diaphragma-Präparationen Muskel-

kontraktionen auftreten, sind bei den vergifteten Proben keine oder nur sehr schwache 

Kontraktionen messbar. Diese Hemmung verschwindet auch nicht, wenn die vergifteten 

Proben durch Waschen vom Toxin befreit werden, was üblicherweise als Kontrolle 

durchgeführt wird, da dies keinen Einfluss auf die irreversible Hemmung der AChE durch das 

Nervengift hat. Eine positive intrinsische Aktivität von Testverbindungen liegt dann vor, wenn 

ihre Zugabe zu den vergifteten Muskelpräparationen, die üblicherweise in ansteigenden 

Konzentrationen von 0.1 bis 100 µM erfolgt, eine zumindest teilweise Wiederherstellung der 

Muskelkraft der Soman-vergifteten Ratten-Diaphragmen bewirkt. Die Hemmung der 

Muskelkraft tritt wieder auf, wenn die Proben nach Erreichen der jeweils höchsten 

Testkonzentrationen einem abschließenden Waschschritt unterzogen werden. Dies ist auf die 

irreversible Inaktivierung der AChE zurückzuführen und weist auf die Reversibilität der 

rezeptorvermittelten resensitierenden Wirkung der Prüfsubstanzen hin. Da bekannt ist, dass 

die größte Wirksamkeit bei niedrigen Stimulationsfrequenzen beobachtet wird (Seeger et al., 

2012), werden im Folgenden nur die Ergebnisse der Experimente bei 20 Hz dargestellt (siehe 

Abbildung 22) und diskutiert. Die Ergebnisse sind als %-Werte der maximalen Muskelkraft in 

Balkendiagrammen dargestellt (Mittelwerte mit Standardabweichungen, n = 3-17). Da für die 

Messungen in den Organbädern relativ hohe Substanzmengen erforderlich sind, konnten nicht 

bei allen untersuchten Verbindungen alle angegebenen Konzentrationen gemessen werden. 

Die myographischen Untersuchungen wurden von Dr. Thomas Seeger und seiner Arbeits-

gruppe am Institut für Pharmakologie und Toxikologie der Bundeswehr in München durch-

geführt.  
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(A) MB327 

 

(B) A366 

 
(C) 59b (PTMD02-0001L) 

 

(D) 60b (PTMD02-0007) 

 
(E) 59a (PTMD02-0002) 

 

(F) 59c (PTMD02-0005) 

 
(G) 59d (PTMD02-0004) 

 

(H) 64 (PTMD02-0006) 

 
 

Abbildung 22: Konzentrationsabhängige Wiederherstellung der Muskelkraft durch (A) MB327 (Niessen 
et al., 2018), (B) A366, (C) 59b (PTMD02-0001L), (D) 60b (PTMD02-0007), (E) 59a (PTMD02-0002), 
(F) 59c (PTMD02-0005), (G) 59d (PTMD02-0004) und (H) 64 (PTMD02-0006) an Soman-vergifteten 
(3 µM) Ratten-Diaphragmen bei einer Anregungsfrequenz von 20 Hz. Asterisken (*) zeigen die 
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der jeweiligen Substanz und der Soman-Applikation an 
(p < 0.01). 
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Der Screening-Hit A366, das 3,3-Dimethyl-substituierte Analogon 59b (PTMD02-0001L) sowie 

das entsprechende Amidin-N-Oxid 60b (PTMD02-0007), die alle einen C3-Spacer in der 

ω-Aminoalkoxyseitenkette aufweisen, führten in den gemessenen Konzentrationsbereichen zu 

keinerlei Muskelkraft-wiederherstellendem Effekt (siehe Abbildung 22, B, C und D). Ebenso 

zeigten auch das kettenlängere Analogon 59c (PTMD02-0005), mit einer zusätzlichen 

CH2-Gruppe in der Seitenkette, sowie die davon abgeleitete Verbindung 59d (PTMD02-0004), 

mit einem Piperidin-Rest anstelle des Pyrrolidin-Restes in der Seitenkette, keinen statistisch 

signifikanten Effekt (siehe Abbildung 22 F und G). Im Unterschied dazu konnte für das ketten-

kürzere Analogon 59a, mit einem C2-Spacer in der Seitenkette, sowie für Verbindung 64, bei 

der im Vergleich zu Verbindung 59b die Substituenten in 5- und 6-Position vertauscht sind, in 

einem engen Konzentrationsbereich ein deutlicher Muskelkraft-wiederherstellender Effekt 

beobachtet werden (siehe Abbildung 22, E und H). So zeigte Verbindung 59a (PTMD02-0002) 

nach Anregung bei 20 Hz bei einer Testsubstanzkonzentration von 30 µM eine Wieder-

herstellung der Muskelkraft auf 34% ± 13% des Maximalwertes. Dies entspricht etwa dem 

maximalen Effekt, der mit der prototypischen Verbindung MB327 - allerdings erst bei einer 

Konzentration von 300 µM - unter gleichen Versuchsbedingungen – erreicht wird (siehe 

Abbildung 22, A) (Niessen et al., 2018). Bei einer Konzentration von 70 µM nahm der Effekt 

von Verbindung 59a zwar wieder leicht ab, war aber mit 22% ± 8% immer noch signifikant. Bei 

einer weiteren Erhöhung der Substanzkonzentration auf 100 µM sank der %-Wert für die 

Wiederherstellung der Muskelkraft dann aber deutlich ab (5% ± 2%). Für das zu 59b regio-

isomere Analogon 64 (PTMD02-0006) wurde nach Anregung bei 20 Hz schon bei einer 

Konzentration von 10 µM eine signifikante Wiederherstellung der Muskelkraft von 25% ± 7% 

beobachtet. Allerdings nahm auch hier der Effekt bei einer Erhöhung der Konzentration wieder 

deutlich ab und war bereits bei 30 µM statistisch nicht mehr signifikant. 

Nach dem abschließenden Waschschritt waren in keinem Fall mehr statistisch signifikante 

Werte für die Muskelkraft zu beobachten, was auf eine weitgehend vollständige Inhibition der 

AChE in den untersuchten Muskelpräparationen hindeutet. Deshalb weist die teilweise 

Wiederherstellung der Muskelkraft im Falle der A366-Analoga 59a und 64 auf einen Rezeptor-

vermittelten Effekt der beiden Substanzen hin (Niessen et al., 2018). 

Bei der Betrachtung der Ergebnisse ist zum einen bemerkenswert, dass die beiden A366-

Analoga 59a und 64 im Vergleich zu MB327 einen, in seiner Größenordnung vergleichbaren, 

Muskelkraft-wiederherstellenden Effekt bereits bei deutlich geringeren Konzentrationen 

(30 µM und 10 µM bei 59a bzw. 64 im Vergleich zu 300 µM bei MB327) erreichen. Zum 

anderen fällt auf, dass auch im Falle von 59a und 64 – wie bei MB327, Cycloguanil und den 

meisten der bereits von uns untersuchten MB327- und UNC0646-Analoga (Bernauer et al., 

2024; Kaiser et al., 2024; Nitsche et al., 2024) – ein biphasischer Verlauf der Konzentrations-

Wirkungs-Beziehungen vorliegt. Nach Erreichen eines Maximums für die wiederhergestellte 
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Muskelkraft nimmt diese bei höheren Konzentrationen der Testverbindungen wieder deutlich 

ab oder verschwindet gänzlich. Es wird vermutet, dass der positive intrinsische Effekt von 

einem sekundären, inhibitorischen Effekt überlagert wird, der möglicherweise durch Bindung 

an die orthosterische Bindungsstelle des nAChR hervorgerufen wird (Bernauer et al., 2024; 

Kaiser et al., 2023; Niessen et al., 2018). 

Um eine mögliche inhibitorische Wirkung von A366 und seinen Analoga auf den Rattenmuskel 

zu untersuchen, wurden entsprechende myographische Untersuchungen auch an nicht 

Soman-vergifteten Muskelpräparationen durchgeführt.  

Dafür wurden, analog zu den Versuchen mit Soman-vergifteten Ratten-Diaphragmen, nicht 

vergiftete Muskelpräparationen mit steigenden Konzentrationen von A366 (1-300 µM) bzw. der 

Analoga 59a-d und 64 (0.1-100 µM oder 1-100 µM) versetzt und anschließend indirekt bei 

20 Hz stimuliert. Um mögliche Muskelermüdungen zu berücksichtigen, wurden, außer im Fall 

von Verbindung 59b, Kontrollversuche durchgeführt, bei welchen nur die Puffer in den Organ-

bädern von stimulierten unbehandelten Muskelpräparationen ausgetauscht wurden. Im 

Verlauf der Versuche lässt sich ein unausweichlicher Abfall der Muskelkraft beobachten, wie 

aus den stetig leicht sinkenden %-Werte in den Kontrollkurven ersichtlich ist. Um den Einfluss 

der Testsubstanzen auf die Muskelkraft bewerten zu können, wurden die gemessenen 

Aktivitäten mit den zugehörigen Kontrollwerten ohne Substanz verglichen. Die Ergebnisse der 

Untersuchungen sind als %-Werte der maximalen Muskelkraft (Mittelwerte mit Standard-

abweichungen, n = 4-17) in Abbildung 23 dargestellt. 
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(A) A366 

 

(B) 59b (PTMD02-0001L) 

 

(C) 59a (PTMD02-0002) 

 

(D) 59c (PTMD02-0005) 

 

(E) 59d (PTMD02-0004) 

 

(F) 64 (PTMD02-0006) 

 

Abbildung 23: Muskelkraft unvergifteter Ratten-Diaphragmen nach Behandlung mit (A) A366, (B) 59b 
(PTMD02-0001L), (C) 59a (PTMD02-0002), (D) 59c (PTMD02-0005), (E) 59d (PTMD02-0004) und (F) 
64 (PTMD02-0006) bei einer Anregungsfrequenz von 20 Hz. Die erzeugte Muskelkraft wird als Fläche 
unter der Kurve (AUC) dargestellt, die auf die Muskelkraft unter Kontrollbedingungen zu Beginn der 
Messung normiert wurde. 

 

Alle untersuchten Testverbindungen führten bei steigenden Konzentrationen zu einer 

teilweisen oder vollständigen Abnahme der Muskelkraft. Im Falle des Screening-Hits A366 

kommt es bereits bei einer Konzentration von 3 µM zu einem deutlichen Abfall der Muskelkraft. 

Ab einer Konzentration von 30 µM ist der Muskel dann vollständig gehemmt. Diese Hemmung 
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scheint aber prinzipiell reversibel zu sein, da nach einem abschließenden Waschschritt die 

Muskelkraft teilweise wiederhergestellt wurde (siehe Abbildung 23, A). Ähnliche Kurven-

verläufe finden sich auch für das zu A366 nahe verwandte Analogon 59b (PTMD02-0001L) 

sowie für die Analoga mit C4-Spacer in der Seitenkette 59c (PTMD02-0005) und 59d 

(PTMD02-0004) (siehe Abbildung 23, B, D und E). So sind bei einer Konzentration von 10 µM 

jeweils eine deutliche, und bei 100 µM eine vollständige Hemmung der Muskelkraft zu 

beobachten. Auch in diesen Fällen war – wenn zum Teil auch nur wenig ausgeprägt – nach 

dem abschließenden Waschschritt eine teilweise Wiederherstellung der Muskelkraft 

festzustellen. Die beiden A366-Analoga 59a (PTMD02-0002) und 64 (PTMD02-0006), die in 

den Versuchen mit den Soman-vergifteten Ratten-Diaphragmen zu einer Wiederherstellung 

der Muskelkraft führten, zeigten eine geringere Hemmung des nicht Soman-vergifteten 

Muskels (siehe Abbildung 23, C und F). So wurde für das Analogon 64 erst ab einer 

Konzentration von 30 µM ein etwas deutlicherer Abfall der Muskelkraft festgestellt. Erst bei 

einer Konzentration von 100 µM war der Muskel dann, wie im Falle der oben genannten 

Analoga, vollständig gehemmt. Nach dem abschließenden Waschschritt war die Muskelkraft 

etwa zur Hälfte wiederhergestellt. Bei dem Analogon 59a mit C2-Spacer in der ω-Aminoalkoxy-

seitenkette zeigte sich eine statistisch signifikante Abnahme der Muskelkraft erst bei einer 

Konzentration von 100 µM. Dabei ist die Hemmung des Muskels aber nicht vollständig und 

noch eine deutliche Restaktivität messbar. 

Bei den beiden in den myographischen Assays mit Soman-vergifteten Ratten-Diaphragmen 

wirksamen Verbindungen 59a und 64 tritt im Unterschied zu A366 und den anderen Analoga 

eine deutliche Hemmung des nicht vergifteten Muskels erst bei höheren Konzentrationen ab 

ca. 100 µM bzw. 30 µM auf. Das sind genau die Konzentrationsbereiche, in denen es in den 

jeweiligen myographischen Assays mit Soman-vergifteten Muskeln nach einem maximalen 

Wert zu einem deutlichen Rückgang der Muskelkraft kam. Dies spricht dafür, dass hier 

möglicherweise ein, auf der Bindung an die MB327-PAM-1-Bindungsstelle des nAChR 

beruhender, positiver intrinsischer Effekt, ab den oben genannten Konzentrationen von einem 

stärkeren inhibierenden Effekt überlagert wird, was den biphasischen Verlauf der 

Konzentrations-Wirkungskurven erklären würde. Die Tatsache, dass im Falle von A366 und 

der Analoga 59b-d trotz angenommener Bindung an die MB327-PAM-1-Bindungsstelle keine 

Muskelkraft-wiederherstellende Aktivität an den Soman-vergifteten Ratten-Diaphragmen 

beobachtet wurde, liegt vermutlich daran, dass die Muskel-inhibierenden Effekte im 

Unterschied zu den Analoga 59a und 64 bereits bei deutlich geringeren Konzentrationen 

auftreten. 

Eine große Herausforderung für die Entwicklung von Resensitizern auf Basis des Screening-

Hits A366 ist demnach, dass A366 genauso wie alle untersuchten Analoga neben einem 

positiv allosterischen Effekt, vermittelt über die MB327-PAM-1-Bindungsstelle des nAChR, 
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auch einen inhibitorischen Effekt ausübt, der vermutlich über die orthosterische 

Bindungstasche des nAChR erfolgt. Eine Bindung von A366 an die orthosterische 

Bindungstasche konnte mit Hilfe von in silico-Untersuchungen in der Arbeitsgruppe von 

Prof. Dr. H. Gohlke an der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf in der Tat vorhergesagt 

werden (Kaiser et al., 2023). Entsprechende Bindungsstudien stehen jedoch noch aus. 

Parallel zu einer Optimierung der Liganden hinsichtlich einer möglichst hohen Affinität zur 

allosterischen Bindungstasche ist es deshalb in Zukunft notwendig, die Affinität zur 

orthosterischen Bindungstasche zu minimieren.  

Die Ergebnisse der Untersuchungen von A366 und seinen Analoga hinsichtlich ihrer Affinität 

zur allosterischen MB327-PAM-1-Bindungsstelle am Torpedo-nAChR und hinsichtlich ihrer 

intrinsischen Aktivität in den ex vivo-Untersuchungen zeigen erneut die Komplexität des 

biologischen Systems und unterstreichen die Notwendigkeit weiterer Forschung, um ein 

besseres Verständniss für die komplexen Mechanismen der Muskelreaktivierung durch 

Resensitizer desensitisierter nAChR zu erlangen. 
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4.2 Experimental Part 

 Synthesis of A366-Analoga 

All chemicals were used as purchased from commercial sources. Solvents used for purification 

were distilled before use. Anhydrous reactions were performed under an argon atmosphere in 

vacuum-dried glassware. For TLC, plates purchased from Merck (silica gel 60F254 on aluminum 

sheet) were used. Flash chromatography (FC) was carried out using silica gel 60 (40-63 mm 

mesh size) purchased from Merck as stationary phase. All synthesized compounds were dried 

under high vacuum. 1H and 13C NMR spectra were recorded on a Bruker BioSpin Avance III 

HD 400 and 500 MHz at 25 °C. For data processing, MestReNova (Version 14.1.0) from 

Mestrelab Research S.L. 2019 and for calibration, the solvent signal (CDCl3, CD2Cl2 or CD3OD) 

was used. The purity of the test compounds was unless otherwise noted ≥ 95%, determined 

by means of quantitative NMR spectroscopy using TraceCERTS® ethyl 4-

(dimethylamino)benzoate from Sigma Aldrich as internal calibrant (Cushman et al., 2014; Pauli 

et al., 2014). High resolution mass spectrometry was performed on a Finnigan MAT 95 (EI) or 

a Finnigan LTQ FT (ESI). Melting points were determined with a Büchi 510 melting point 

apparatus and are uncorrected. For IR spectroscopy, an FT-IR Spectrometer 1600 from 

PerkinElmer was used. 

 

General Procedures 

Mitsunobu-reaction on phenols 56 and 62 (GP1): 

To a slurry of the respective phenols 56 or 62 (1.0 equiv), the corresponding alcohol (1.3 equiv) 

and PPh3 (1.3 equiv) in dry THF (2.0-2.4 mL/mmol), DIAD (1.3 equiv) was added at 0 °C in 

portions. The resulting solution was stirred at rt for 1.5-24 h, quenched with water (2 mL/mmol) 

and extracted with EtOAc (4 mL/mmol) or CH2Cl2 (2-4 mL/mmol). The organic phase was 

separated, washed with brine (2 mL/mmol), dried over MgSO4, filtrated and the solvent was 

removed in vacuo. The crude product was purified via FC [0% to 20% MeOH in CH2Cl2 or 5% 

4 M NH3 (in MeOH) in CH2Cl2]. 

 

Formation of 2-amino-3H-indoles by intramolecular cyclisation (GP2): 

A suspension of the respective 2-amino-3H-indoles precursor molecules 58a-d or 63 

(1.0 equiv) and Pd/C (10%, 0.18 equiv) in AcOH (5.8-6 mL/mmol) was stirred under hydrogen 

atmosphere (1 bar) at rt for 24 h. The reaction mixture was filtrated over celite, washed with 

EtOH (30 mL/mmol) and the solvent was evaporated. The residue was solved in CH2Cl2 
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(8 mL/mmol) and stirred with K2CO3 (10 equiv) until gas formation stopped (30 min). After 

anew filtration and evaporation of the solvent, the crude product was purified via FC [10% to 

20% 3 M NH3 (in MeOH) in CH2Cl2]. The product fractions were dissolved in CH2Cl2, filtered 

through a syringe filter (PTFE, 0.2 µm), concentrated and then lyophilized (4 mL/mmol, H2O 

bidist.) to obtain the hygroscopic products as solids. 

 

2-[4-(Benzyloxy)-5-methoxy-2-nitrophenyl]acetonitrile (54) 

A solution of 51 (1.06 g, 4.20 mmol, 1.0 equiv) in AcOH and Ac2O (3.0 mL, 1:1) was added 

dropwise to a mixture of AcOH, Ac2O and HNO3 (9.0 mL, 1:1:1) at 0 °C and stirred for 30 min. 

The reaction mixture was poured over ice and stirred for 10 min. 54 (1.13 g, 90%) was isolated 

without further purification as beige precipitate after filtration, wash with cold water (10 mL) and 

drying in vacuo.  

m.p. 137 °C; 1H NMR (500 MHz, CDCl3):  = 4.02 (s, 3 H, CH3O), 4.21 (s, 2 H, CH2CN), 5.21 

(s, 2 H, CH2O), 7.10 (s, 1 H, CHCOCH3), 7.32-7.50 (m, 5 H, CHCHCHCCH2O), 7.83 (s, 1 H, 

CHCNO2); 13C NMR (126 MHz, CDCl3):  = 23.18 (CCN), 56.80 (CH3O), 71.53 (CH2O), 110.91 

(CHCNO2), 112.48 (CHCOCH3), 116.91 (CN), 120.60 (CCNO2), 127.73 (CHCCH2O), 128.68 

(CHCHCHCCH2O), 128.97 (CHCHCCH2O), 135.42 (CCH2O), 139.89 (CNO2), 147.88 

(COCH2), 154.58 (COCH3); IR (KBr): ṽ = 1585, 1511, 1366, 1281, 741 cm-1; HRMS (EI): m/z 

calcd for C16H14N2O4: 298.0954 [M]+; found: 298.0948. 

 

2-[4-(Benzyloxy)-5-methoxy-2-nitrophenyl]-2-methylpropanenitrile (55) (Fagan et al., 

2019; Luise et al., 2021) 

To a solution of 54 (597 mg, 2.00 mmol, 1.0 equiv) and NaOH (aq. 50 wt%, 320 mg, 

8.00 mmol, 4.0 equiv) in DMSO (3.4 mL) at 0 °C, iodomethane (500 µL, 1.15 g, 8.00 mmol, 

4.0 equiv) was added dropwise over 30 min. After stirring for 2 h, H2O (34 mL) was added and 

the mixture was extracted with toluene (3 × 10 mL). The organic phase was dried over Na2SO4, 

filtered and the solvent was removed in vacuo, to afford 55 (618 mg, 95%) without further 

purification as brown solid.  

m.p. 139 °C; 1H NMR (500 MHz, CDCl3):  = 1.89 (s, 6 H, CCH3), 3.98 (s, 3 H, CH3O), 5.17 (s, 

2 H, CH2O), 7.06 (s, 1 H, CHCOCH3), 7.31-7.45 (m, 6 H, CHCHCHCCH2OCCH); 13C NMR 

(126 MHz, CDCl3):  = 28.51 (CCH3), 36.53 (CCH3), 56.60 (CH3O), 71.51 (CH2O), 110.28 

(CHCOCH3), 111.20 (CHCNO2), 123.13 (CN), 127.66 (CHCCH2O), 127.91 (CCNO2), 128.65 

(CHCHCHCCH2O), 128.96 (CHCHCCH2O), 135.50 (CCH2O), 142.36 (CNO2), 147.53 
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(COCH2), 152.69 (COCH3); IR (KBr): ṽ = 1521, 1275, 1217, 1045, 750 cm-1; HRMS (EI): m/z 

calcd for C18H18N2O4: 326.1267 [M]+; found: 326.1263. 

 

2-(4-Hydroxy-5-methoxy-2-nitrophenyl)-2-methylpropanenitrile (56) (Luise et al., 2021) 

A suspension of 55 (392 mg, 1.13 mmol, 1.0 equiv) and Pd/C (10%, 253 mg, 0.237 mmol, 

0.21 equiv) in EtOAc and EtOH (30 mL, 9:1) was stirred for 5.5 h under H2-Amosphere 

(2.5 bar) at rt. After filtration over celite, wash with MeOH (35 mL) and evaporating of the 

solvent, the crude product was purified via FC (CH2Cl2), to afford 56 as yellow solid (159 mg, 

60%).  

Rf = 0.25 (CH2Cl2); m.p. 147 °C; 1H NMR (400 MHz, CD3OD):  = 1.88 (s, 6 H, CH3C), 3.97 (s, 

3 H, CH3O), 7.08 (s, 1 H, CHCOH), 7.29 (s, 1 H, CHCNO2); 13C NMR (101 MHz, CD3OD): 

 = 29.29 (CH3C), 36.45 (CH3C), 56.90 (CH3O), 110.77 (CHCOH), 113.70 (CHCNO2), 124.02 

(CN), 127.10 (CCCN), 144.00 (CNO2), 147.79 (COH), 152.50 (COCH3); IR (KBr): ṽ = 2938, 

2249, 1530, 1224, 1048 cm-1; HRMS (EI): m/z calcd for C11H12N2O4: 236.0797 [M]+; found: 

236.0791. 

 

2-{5-Methoxy-2-nitro-4-[2-(pyrrolidin-1-yl)ethoxy]phenyl}-2-methylpropanenitrile (58a) 

According to GP1 from 56 (236 mg, 1.00 mmol, 1.0 equiv), 2-pyrrolidin-1-ylethanol (157 µl, 

154 mg, 1.30 mmol, 1.3 equiv), PPh3 (344 mg, 1.30 mmol, 1.3 equiv) and DIAD (269 µL, 

277 mg, 1.30 mmol, 1.3 equiv) in THF (2.0 mL). Reaction time: 24 h. Reaction was quenched 

with H2O (2.0 mL) and extracted with EtOAc (4.0 mL). 58a (210 mg, 63%) was isolated as 

yellow oil via FC (0% to 5% MeOH in CH2Cl2).  

Rf = 0.21 (5% MeOH in CH2Cl2); 1H NMR (500 MHz, CD3OD):  = 1.81-1.86 (m, 4 H, 

CH2CH2NCH2CH2O), 1.90 (s, 6 H, CH3CCN), 2.67-2.74 (m, 4 H, CH2NCH2CH2O), 2.98 (t, 

J = 5.5 Hz, 2 H, NCH2CH2O), 3.96 (s, 3 H, CH3O), 4.21 (t, J = 5.5 Hz, 2 H, CH2O), 7.13 (s, 1 H, 

CHCOCH3), 7.50 (s, 1 H, CHCNO2); 13C NMR (126 MHz, CD3OD):  = 24.25 

(CH2CH2NCH2CH2O), 29.22 (CH3CCN), 36.57 (CCN), 55.61 (CH2CH2O), 55.69 

(CH2NCH2CH2O), 56.93 (CH3O), 69.41 (CH2O), 110.95 (CHCOCH3), 111.66 (CHCNO2), 

123.82 (CN), 128.95 (CCNO2), 143.75 (CNO2), 149.00 (COCH2), 154.15 (COCH3); IR (KBr): 

ṽ = 2935, 1530, 1347, 1276 cm-1; HRMS (ESI): m/z calcd for C17H23N3O4+H+: 334.1767 

[M+H]+; found: 334.1763. 
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2-{5-Methoxy-2-nitro-4-[3-(pyrrolidin-1-yl)propoxy]phenyl}-2-methylpropanenitrile (58b) 

(Luise et al., 2021; Sweis et al., 2014) 

According to GP1 from 56 (118 mg, 0.500 mmol, 1.0 equiv), 3-pyrrolidin-1-ylpropan-1-ol 

(92.2 µL, 88.4 mg, 0.650 mmol, 1.3 equiv), PPh3 (172 mg, 0.650 mmol, 1.3 equiv) and DIAD 

(134 µL, 138 mg, 0.650 mmol, 1.3 equiv) in THF (1.0 mL). Reaction time: 1.5 h. Reaction was 

quenched with H2O (1.0 mL) and extracted with CH2Cl2 (2.0 mL). 58b (140 mg, 81%) was 

isolated as yellow oil via FC (5% to 10% MeOH in CH2Cl2). 

Rf = 0.14 (10% MeOH in CH2Cl2); 1H NMR (500 MHz, CD3OD):  = 1.89 (s, 6 H, CH3C), 

1.95-2.06 (m, 4 H, CH2CH2NCH2CH2CH2O), 2.14-2.26 (m, 2 H, CH2CH2O), 3.07-3.13 (m, 4 H, 

CH2NCH2CH2CH2O), 3.11-3.17 (m, 3 H, CH2CH2CH2O), 3.97 (s, 3 H, CH3O), 4.18 (t, 

J = 5.9 Hz, 2 H, CH2O), 7.12 (s, 1 H, CHCOCH3), 7.48 (s, 1 H, CHCNO2). 13C NMR (126 MHz, 

CD3OD):  = 24.06 (CH2CH2NCH2CH2CH2O), 27.76 (CH2CH2O), 29.27 (CH3C), 36.45 (CH3C), 

54.07 (CH2CH2CH2O), 55.22 (CH2NCH2CH2CH2O), 57.06 (CH3O), 68.41 (CH2O), 110.81 

(CHCOCH3), 111.42 (CHCNO2), 123.82 (CN), 129.05 (CCCN), 143.64 (CNO2), 148.79 

(CCHCNO2), 153.99 (COCH3); IR (KBr): ṽ = 2939, 2236, 1524, 1349 cm-1; HRMS (ESI): m/z 

calcd for C18H25N3O4+H+: 348.1923 [M+H]+; found: 348.1920. 

 

2-[4-(4-Chlorobutoxy)-5-methoxy-2-nitrophenyl]-2-methylpropanenitrile (57) 

According to GP1 from 56 (472 mg, 2.00 mmol, 1.0 equiv), 4-chlorobutan-1-ol (305 µL, 

332 mg, 2.60 mmol, 1.3 equiv), PPh3 (696 mg, 2.60 mmol, 1.3 equiv) and DIAD (537 µL, 

553 mg, 2.60 mmol, 1.3 equiv) in THF (4.0 mL). Reaction time: 24 h. Reaction was quenched 

with H2O (4.0 mL) and extracted with CH2Cl2 (4.0 mL). 57 (628 mg, 96%) was isolated as 

yellow oil via FC (CH2Cl2). (CH2Cl2/MeOH 19:1 → 9:1). 

Rf = 0.78 (CH2Cl2); 1H NMR (500 MHz, CD2Cl2):  = 1.88 (s, 6 H, CH3C), 1.93-2.01 (m, 4 H, 

CH2CH2CH2Cl), 3.62-3.68 (m, 2 H, CH2Cl), 3.94 (s, 3 H, CH3O), 4.02-4.10 (m, 2 H, CH2O), 

6.97 (s, 1 H, CHCCCN), 7.35 (s, 1 H, CHCNO2); 13C NMR (126 MHz, CD2Cl2):  = 26.79 

(CH2CH2O), 29.03 (CH3C), 29.62 (CH2CH2Cl), 35.99 (CH3C), 45.18 (CH2Cl), 56.81 (CH3O), 

69.16 (CH2O), 110.13 (CHCCCN), 110.66 (CHCNO2), 123.10 (CN), 128.07 (CCCN), 142.74 

(CNO2), 148.16 (COCH2), 153.00 (COCH3); IR (KBr): ṽ = 2943, 1527, 1275, 1225, 1043 cm-1; 

HRMS (EI): m/z calcd for C15H19N2O4Cl: 326.1033 [M]+; found: 326.1028. 

  



250 4 Nicht veröffentlichte Experimente 
 

2-{5-Methoxy-2-nitro-4-[4-(pyrrolidin-1-yl)butoxy]phenyl}-2-methylpropanenitrile (58c) 

A mixture of 57 (261 mg, 0.800 mmol, 1.0 equiv), KI (266 mg, 1.60 mmol, 2.0 equiv) and 

K2CO3 (332 mg, 2.40 mmol, 3.0 equiv) in pyrrolidine (98.5 µL, 85.3 mg, 1.20 mmol, 1.5 equiv) 

was stirred for 72 h at 50 °C. After cooling down, the solvent was removed in vacuo and the 

crude product purified via FC [10% 3 M NH3 (in MeOH) in CH2Cl2] to isolate 58c (188 mg, 65%) 

as yellow oil.  

Rf = 0.51 [10% 4 M NH3 (in MeOH) in CH2Cl2]; 1H NMR (400 MHz, CD2Cl2):  = 1.57-1.70 (m, 

2 H, CH2CH2CH2O), 1.70-1.79 (m, 4 H, CH2CH2NCH2CH2CH2CH2O), 1.87 (s, 8 H, CH2CH2O, 

CH3C), 2.31-2.58 (m, 6 H, CH2NCH2CH2CH2CH2O), 3.93 (s, 3 H, CH3O), 4.06 (t, J = 6.6 Hz, 

2 H, CH2O), 6.96 (s, 1 H, CHCCCN), 7.35 (s, 1 H, CHCNO2); 13C NMR (101 MHz, CD2Cl2): 

 = 23.88 (CH2CH2NCH2CH2CH2CH2O), 25.63 (CH2CH2CH2O), 27.31 (CH2CH2O), 29.05 

(CH3C), 35.98 (CH3C), 54.44 (CH2NCH2CH2CH2CH2O), 56.12 (CH2CH2CH2CH2O), 56.82 

(CH3O), 69.82 (CH2O), 110.10 (CHCCCN), 110.49 (CHCNO2), 123.16 (CN), 127.71 (CCCN), 

142.81 (CNO2), 148.40 (CH2OC), 152.94 (CH3OC); IR (film): ṽ = 2924, 1639, 1527, 1275 cm-1; 

HRMS (ESI): m/z calcd for C19H27N3O4+H+: 362.2080 [M+H]+; found: 362.2077. 

 

2-{5-Methoxy-2-nitro-4-[4-(piperidin-1-yl)butoxy]phenyl}-2-methylpropanenitrile (58d) 

A mixture of 57 (20.3 mg, 62.0 µmol, 1.0 equiv), KI (20.6 mg, 0.124 mmol, 2.0 equiv) and 

piperidine (612 µL, 528 mg, 6.20 mmol, 100 equiv) was stirred for 20 h at 50 °C. After cooling 

down, the solvent was removed in vacuo and the crude product purified via FC [10% 3 M NH3 

(in MeOH) in CH2Cl2] to isolate 58d (22.3 mg, 96%) as yellow oil.  

Rf = 0.50 [10% 4 M NH3 (in MeOH) in CH2Cl2]; 1H NMR (500 MHz, CD2Cl2):  = 1.37-1.45 (m, 

2 H, CH2CH2CH2NCH2CH2CH2CH2O), 1.50-1.57 (m, 4 H, CH2CH2NCH2CH2CH2CH2O), 

1.57-1.66 (m, 2 H, CH2CH2CH2O), 1.78-1.92 (m, 8 H, CH2CH2O, CH3C), 2.13-2.55 (m, 6 H, 

CH2NCH2CH2CH2CH2O), 3.94 (s, 3 H, CH3O), 4.05 (t, J = 6.7 Hz, 2 H, CH2O), 6.96 (s, 1 H, 

CHCCCN), 7.35 (s, 1 H, CHCNO2); 13C NMR (126 MHz, CD2Cl2):  = 23.79 (CH2CH2CH2O), 

25.14 (CH2CH2CH2NCH2CH2CH2CH2O), 26.66 (CH2CH2NCH2CH2CH2CH2O), 27.49 

(CH2CH2O, 29.20 (CH3C), 36.12 (CH3C), 55.14 (CH2NCH2CH2CH2CH2O), 56.96 (CH3O), 

59.21 (CH2CH2CH2CH2O), 69.99 (CH2O), 110.21 (CHCCCN4), 110.61 (CHCNO2), 123.30 

(CN), 127.85 (CCCN), 142.94 (CNO2), 148.54 (COCH2), 153.08 (COCH3); IR (film): ṽ = 2935, 

1527, 1275, 1043 cm-1; HRMS (ESI): m/z calcd for C20H29N3O4+H+: 376.2236 [M+H]+; found: 

376.2231. 
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5-Methoxy-3,3-dimethyl-6-[2-(pyrrolidin-1-yl)ethoxy]-3H-indol-2-amine (59a) and 

2-amino-5-methoxy-3,3-dimethyl-6-[2-(pyrrolidin-1-yl)ethoxy]-3H-indol 1-oxide (60a) 

A suspension of 8a (167 mg, 0.500 mmol, 1.0 equiv) and Pd/C (10%, 160 mg, 0.150 mmol, 

0.30 equiv) in AcOH (3.0 mL) was stirred under H2-atmosphere (10 bar) for 160 h at rt. After 

filtration and wash with MeOH (10 mL), the solvent was removed in vacuo. The residue was 

resolved in CH2Cl2 (2 mL) and stirred with K2CO3 (1.38 g, 10.0 mmol, 20 equiv) until gas 

formation stopped (2 h). The mixture was filtrated and the solvent evaporated. Purification via 

FC [15% 1 M NH3 (in MeOH) in CH2Cl2] afforded 59a (71.4 mg, 47%) as yellow and 60a 

(24.4 mg, 15%) as brown solid.  

59a: Purity: 99%; Rf = 0.41 [20% 1 M NH3 (in MeOH) in CH2Cl2]; m.p. 66 °C; 1H NMR 

(500 MHz, CD3OD):  = 1.38 (s, 6 H, CH3C), 1.94-2.01 (m, 4 H, CH2CH2NCH2CH2O), 

3.05-3.15 (m, 4 H, CH2NCH2CH2O), 3.27 (t, J = 5.4 Hz, 2 H, CH2CH2O), 3.84 (s, 3 H, CH3O), 

4.21 (t, J = 5.4 Hz, 2 H, CH2O), 6.78 (s, 1 H, CHCN), 6.97 (s, 1 H, CHCCN); 13C NMR 

(126 MHz, CD3OD):  = 24.08 (CH2CH2NCH2CH2O), 25.12 (CH3C), 49.93 (CH3C), 55.62 

(CH2NCH2CH2O), 55.73 (CH2CH2O), 57.55 (CH3O), 68.25 (CH2O), 104.30 (CHCN), 108.65 

(CHCCN), 135.20 (CCCNH2), 146.01 (CNCNH2), 147.22 (COCH3), 149.15 (COCH2), 182.11 

(CNH2); IR (KBr): ṽ = 2964, 1649, 1558, 1489, 1165 cm-1; HRMS (ESI): m/z calcd for 

C17H25N3O2+H+: 304.2025 [M+H]+; found: 304.2021.  

60a: Purity: 85%; Rf = 0.18 [20% 1 M NH3 (in MeOH) in CH2Cl2]; m.p. 146 °C; 1H NMR 

(500 MHz, CD3OD):  = 1.48 (s, 6 H, CH3C), 2.06-2.19 (m, 4 H, CH2CH2NCH2CH2O), 

3.41-3.58 (m, 4 H, CH2NCH2CH2O), 3.63-3.69 (m, 2 H, CH2CH2O), 3.91 (s, 3 H, CH3O), 

4.30-4.41 (m, 2 H, CH2O), 7.06 (s, 1 H, CHCN), 7.22 (s, 1 H, CHCCN); 13C NMR (126 MHz, 

CD3OD):  = 23.93 (CH2CH2NCH2CH2O), 24.29 (CH3C), 45.42 (CH3C), 55.27 (CH2CH2O), 

55.77 (CH2NCH2CH2O), 57.34 (CH3O), 66.87 (CH2O), 100.63 (CHCN), 108.31 (CHCCN), 

130.58 (CCCNH2), 138.25 (CHCNH2), 148.84 (COCH2), 149.47 (COCH3), 163.39 (CNH2); IR 

(KBr): ṽ = 2972, 1662, 1496, 1173 cm-1; HRMS (ESI): m/z calcd for C17H25N3O3+H+: 320.1974 

[M+H]+; found: 320.1970. 

 

5-Methoxy-3,3-dimethyl-6-[3-(pyrrolidin-1-yl)propoxy]-3H-indol-2-amine (59b) (Luise et 

al., 2021; Sweis et al., 2014) and 2-amino-5-methoxy-3,3-dimethyl-6-[3-(pyrrolidin-1-yl)-

propoxy]-3H-indol 1-oxide (60b) 

According to GP2 from 58b (278 mg, 0.800 mmol, 1.0 equiv) and Pd/C (10%, 153 mg, 

0.144 mmol, 0.18 equiv) in AcOH (4.6 mL) under H2-atmosphere (1 bar). 59b (40.4 mg, 16%) 

and 60b (154 mg, 57%) were isolated as beige solids.  
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59b: Purity: 99%; Rf = 0.50 [15% 3 M NH3 (in MeOH) in CH2Cl2]; m.p. 51 °C; 1H NMR 

(500 MHz, CD2Cl2):  = 1.31 (s, 6 H, CH3C), 1.73-1.84 (m, 4 H, CH2CH2NCH2CH2CH2O), 

1.94-2.07 (m, 2 H, CH2CH2O), 2.48-2.62 (m, 4 H, CH2NCH2CH2CH2O), 2.67 (t, J = 7.4 Hz, 2 H, 

CH2CH2CH2O), 3.80 (s, 3 H, CH3O), 4.03 (t, J = 6.5 Hz, 2 H, CH2O), 6.75 (s, 1 H, CHCCN), 

6.78 (s, 1 H, CHCN); 13C NMR (126 MHz, CD2Cl2):  = 23.90 (CH2CH2NCH2CH2CH2O), 25.22 

(CH3C), 29.00 (CH2CH2O), 49.23 (CCH3), 53.28 (CH2CH2CH2O), 54.46 (CH2NCH2CH2CH2O), 

57.57 (CH3O), 67.97 (CH2O), 103.75 (CHCN), 107.76 (CHCCN), 133.87 (CCCNH2), 145.52 

(COCH3), 148.22 (CNCNH2), 149.20 (CCHCN), 179.51 (CNH2); IR (KBr): ṽ = 2926, 1651, 

1560, 1489, 1165 cm-1; HRMS (ESI): m/z calcd for C18H27N3O2+H+: 318.2182 [M+H]+; found: 

318.2176 

60b: Purity: 98%; Rf = 0.35 [15% 3 M NH3 (in MeOH) in CH2Cl2]; m.p. 186 °C; 1H NMR 

(500 MHz, CD2Cl2):  = 1.39 (s, 6 H, CH3C), 1.67-1.81 (m, 4 H, CH2CH2NCH2CH2CH2O), 

1.91-2.04 (m, 2 H, CH2CH2O), 2.42-2.54 (m, 4 H, CH2NCH2CH2CH2O), 2.59 (t, J = 7.2 Hz, 2 H, 

CH2CH2CH2O), 3.83 (s, 3 H, CH3O), 4.09 (t, J = 6.6 Hz, 2 H, CH2O), 6.82 (s, 1 H, CHCCN), 

7.08 (s, 1 H, CHCN); 13C NMR (126 MHz, CD2Cl2):  = 23.88 (CH2CH2NCH2CH2CH2O), 24.59 

(CH3C), 28.83 (CH2CH2O), 44.13 (CH3C), 53.07 (CH2CH2CH2O), 54.43 (CH2NCH2CH2CH2O), 

57.37 (CH3O), 68.06 (CH2O), 97.99 (CHCN), 107.12 (CHCCN), 127.16 (CCCNH2), 138.11 

(CNCNH2), 147.70 (COCH3), 149.71 (CCHCN), 160.14 (CNH2); IR (KBr): ṽ = 2927, 1668, 

1495, 1198 cm-1; HRMS (ESI): m/z calcd for C18H27N3O3+H+: 334.2131[M+H]+; found: 

334.2126.  

 

5-Methoxy-3,3-dimethyl-6-[4-(pyrrolidin-1-yl)butoxy]-3H-indol-2-amine (59c) and 

2-amino-5-methoxy-3,3-dimethyl-6-[4-(pyrrolidin-1-yl)butoxy]-3H-indol 1-oxide (60c) 

According to GP2 from 58c (181 mg, 0.500 mmol, 1.0 equiv) and Pd/C (10%, 95.8 mg, 

0.0900 mmol, 0.18 equiv) in AcOH (3.0 mL) under H2-atmosphere (1 bar). 59c (43.2 mg, 26%) 

and 60c (85.3 mg, 49%) were isolated as beige solids.  

59c: Purity: 98%; Rf = 0.38 [15% 3 M NH3 (in MeOH) in CH2Cl2]; m.p. 42 °C (Hygroscopic); 

1H NMR (500 MHz, CD2Cl2):  = 1.39 (s, 6 H, CH3C), 1.61-1.71 (m, 2 H, CH2CH2CH2O), 

1.71-1.79 (m, 4 H, CH2CH2NCH2CH2CH2CH2O), 1.79-1.89 (m, 2 H, CH2CH2O), 2.40-2.59 (m, 

6 H, CH2NCH2CH2CH2CH2O), 3.83 (s, 3 H, CH3O), 4.05 (t, J = 6.6 Hz, 2 H, CH2O), 6.83 (s, 

1 H, CHCCCNH2), 7.06 (s, 1 H, CHCN); 13C NMR (126 MHz, CD2Cl2):  = 23.82 

(CH2CH2NCH2CH2CH2CH2O), 24.58 (CH3C), 25.37 (CH2CH2CH2O), 27.49 (CH2CH2O), 44.07 

(CH3C), 54.32 (CH2NCH2CH2CH2CH2O), 56.14 (CH2CH2CH2CH2O), 57.37 (CH3O), 69.60 

(CH2O), 98.04 (CHCN), 107.10 (CHCCCNH2), 127.22 (CCCNH2), 138.23 (CNCNH2), 147.68 
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(CH3OC), 149.69 (CH2OC), 159.62 (CNH2); IR (KBr): ṽ = 2927, 1643, 1560, 1489, 1215 cm-1; 

HRMS (ESI): m/z calcd for C19H29N3O2+H+: 332.2338 [M+H]+; found: 332.2333. 

60c: Purity: 90%. Rf = 0.27 [15% 3 M NH3 (in MeOH) in CH2Cl2]; m.p. 192 °C; 1H NMR 

(500 MHz, CD2Cl2):  = 1.31 (s, 6 H, CH3C), 1.68-1.78 (m, 2 H, CH2CH2CH2O), 1.78-1.87 (m, 

6 H, CH2CH2NCH2CH2CH2CH2O), 2.59-2.70 (m, 6 H, CH2NCH2CH2CH2CH2O), 3.80 (s, 3 H, 

CH3O), 3.99 (t, J = 6.4 Hz, 2 H, CH2O), 6.76 (s, 1 H, CHCCCNH2), 6.77 (s, 1 H, CHCNO); 

13C NMR (126 MHz, CD2Cl2):  = 23.84 (CH2CH2NCH2CH2CH2CH2O), 25.21 (CH3C), 25.35 

(CH2CH2CH2O), 27.64 (CH2CH2O), 49.21 (CH3C), 54.32 (CH2NCH2CH2CH2CH2O), 56.22 

(CH2CH2CH2CH2O), 57.56 (CH3O), 69.45 (CH2O), 103.58 (CHCNO), 107.76 (CHCCNO), 

133.66 (CCCNH2), 145.55 (CH3OC), 147.86 (CNCNH2), 149.21 (CH2OC), 179.59 (CNH2); IR 

(KBr): ṽ = 2926, 1660, 1495, 1198 cm-1; HRMS (ESI): m/z calcd for C19H29N3O3+H+: 348.2287 

[M+H]+; found: 348.2283. 

 

5-Methoxy-3,3-dimethyl-6-[4-(piperidin-1-yl)butoxy]-3H-indol-2-amine (59d) and 

2-amino-5-methoxy-3,3-dimethyl-6-[4-(piperidin-1-yl)butoxy]-3H-indol 1-oxide (60d) 

According to GP2 from 58d (203 mg, 0.540 mmol, 1.0 equiv) and Pd/C (10%, 103 mg, 

0.0972 mmol, 0.18 equiv) in AcOH (3.2 mL) under H2-atmosphere (1 bar). 59d (76.7 mg, 41%) 

and 60d (69.6 mg, 36%) were isolated as beige solids.  

59d: Purity: 98%; Rf = 0.62 [15% 3 M NH3 (in MeOH) in CH2Cl2]; m.p. 102 °C; 1H NMR 

(500 MHz, CD2Cl2):  = 1.31 (s, 6 H, CH3C), 1.37-1.45 (m, 2 H, 

CH2CH2CH2NCH2CH2CH2CH2O), 1.47-1.59 (m, 4 H, CH2CH2NCH2CH2CH2CH2O), 1.59-1.67 

(m, 2 H, CH2CH2CH2O), 1.73-1.83 (m, 2 H, CH2CH2O), 2.15-2.60 (m, 6 H, 

CH2NCH2CH2CH2CH2O), 3.80 (s, 3 H, CH3O), 3.98 (t, J = 6.6 Hz, 2 H, CH2O), 6.75 (s, 1 H, 

CHCCN), 6.77 (s, 1 H, CHCN); 13C NMR (126 MHz, CD2Cl2):  = 23.80 (CH2CH2CH2O), 24.94 

(CH2CH2CH2NCH2CH2CH2CH2O), 25.22 (CH3C), 26.41 (CH2CH2NCH2CH2CH2CH2O), 27.83 

(CH2CH2O), 49.24 (CH3C), 54.95 (CH2NCH2CH2CH2CH2O), 57.58 (CH3O), 59.27 

(CH2CH2CH2CH2O), 69.50 (CH2O), 103.62 (CHCN), 107.77 (CHCCN), 133.75 (CCCNH2), 

145.46 (CH3OC), 148.41 (CNCNH2), 149.30 (CH2OC), 179.52 (CNH2); IR (KBr): ṽ = 2926, 

1643, 1489, 1215, 756 cm-1; HRMS (ESI): m/z calcd for C20H31N3O2+H+: 346.2495 [M+H]+; 

found: 346.2489.  

60d: Purity: 99%; Rf = 0.35 [15% 3 M NH3 (in MeOH) in CH2Cl2]; m.p. 178 °C; 1H NMR 

(500 MHz, CD2Cl2):  = 1.31-1.49 (m, 8 H, CH3C, CH2CH2CH2NCH2CH2CH2CH2O), 1.49-1.62 

(m, 4 H, CH2CH2NCH2CH2CH2CH2O), 1.62-1.70 (m, 2 H, CH2CH2CH2O), 1.73-1.84 (m, 2 H, 

CH2CH2O), 2.24-2.63 (m, 6 H, CH2NCH2CH2CH2CH2O), 3.83 (s, 3 H, CH3O), 4.04 (t, 

J = 6.6 Hz, 2 H, CH2O), 6.83 (s, 1 H, CHCCNO), 7.05 (s, 1 H, CHCNO); 13C NMR (126 MHz, 
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CD2Cl2):  = 23.35 (CH2CH2CH2O), 24.56 (CH3C, CH2CH2CH2NCH2CH2CH2CH2O), 25.90 

(CH2CH2NCH2CH2CH2CH2O), 27.51 (CH2CH2O), 44.06 (CH3C), 54.70 

(CH2NCH2CH2CH2CH2O), 57.35 (CH3O), 58.89 (CH2CH2CH2CH2O), 69.61 (CH2O), 98.05 

(CHCNO), 107.01 (CHCCNO), 127.20 (CCCNH2), 138.14 (CNCNH2), 147.78 (CH3OC), 149.71 

(CH2OC), 159.22 (CNH2); IR (KBr): ṽ = 2926, 1659, 1495, 1198 cm-1; HRMS (ESI): m/z calcd 

for C20H31N3O3+H+: 362.2444 [M+H]+; found: 362.2439. 

 

2-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)-2-methylpropanenitrile (61) 

Synthesis from 53 (11.1 g, 50.0 mmol, 1.0 equiv), NaOH (aq. 50 wt%, 8.00 g, 200 mmol, 

4.0 equiv) and iodomethane (12.6 mL, 28.7 g, 200 mmol, 4.0 equiv) in DMSO (90 mL) in 

analogy to 55. After stirring for 2 h, H2O (900 mL) was added and the mixture was extracted 

with toluene (3 × 270 mL). 61 (12.0 g, 96%) was isolated without further purification as brown 

solid.  

m.p. 136 °C; 1H NMR (500 MHz, CDCl3):  = 1.89 (s, 6 H, CCH3), 3.93 (s, 3 H, 

CH3OCCHCNO2), 3.98 (s, 3 H, CH3OCCCHCNO2), 7.04 (s, 1 H, CHCCNO2), 7.33 (s, 1 H, 

CHCNO2); 13C NMR (126 MHz, CDCl3):  = 28.52 (CCH3), 36.48 (CCH3), 56.56 

(CH3OCCHCNO2), 56.58 (CH3OCCCHCNO2), 109.16 (CHCNO2), 109.87 (CHCCNO2), 123.10 

(CN), 127.57 (CCNO2), 142.55 (CNO2), 148.48 (CCHCNO2), 152.11 (CCCHCNO2); IR (KBr): 

ṽ = 2943, 2233, 1530, 1345, 1227 cm-1; HRMS (EI): m/z calcd for C12H14N2O4, 250.0954 [M]+; 

found: 250.0958. 

 

2-(5-Hydroxy-4-methoxy-2-nitrophenyl)-2-methylpropanenitrile (62) 

Dodecane-1-thiol (1.10 mL, 0.931 g, 4.60 mmol, 2.3 equiv) was added under argon 

atmosphere to a solution of potassium tert-butoxide (0.548 mg, 4.74 mmol, 2.37 equiv) in dry 

DMF (16 mL) by forming a colorless precipitate. The mixture was cooled to 0 °C and 61 

(0.501 mg, 2.00 mmol, 1.0 equiv), dissolved in dry DMF (8 mL), was added dropwise. After 

stirring for 24 h at rt, the reaction mixture was heated for 45 min to 50 °C and again cooled to 

rt. NaH3SO5 (1.11 g, 8.00 mmol, 4.0 equiv) was added and the mixture was stirred until color 

change from dark orange to light yellow. The solvent was removed in vacuo and 62 (357 mg, 

76%) was isolated via FC [10% 1 M NH3 (in MeOH) in CH2Cl2] as yellow oil.  

Rf = 0.51 [10% 1 M NH3 (in MeOH) in CH2Cl2]; 1H NMR (500 MHz, CDCl3):  = 1.87 (s, 6 H, 

CH3C), 3.97 (s, 3 H, CH3O), 7.10 (s, 1 H, CHCOH), 7.42 (s, 1 H, CHCNO2); 13C NMR 

(126 MHz, CDCl3):  = 28.97 (CH3C), 35.51 (CH3C), 56.73 (CH3O), 109.09 (CHCOH), 113.37 

(CHCNO2), 122.74 (CN), 129.07 (CCCN), 142.12 (CNO2), 145.66 (COH), 149.50 (COCH3); IR 
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(KBr): ṽ = 2986, 2241, 1519, 1337, 1047 cm-1; HRMS (ESI): m/z calcd for C11H12N2O4-H+: 

235.0719 [M-H]-; found: 235.0724. 

 

2-{4-Methoxy-2-nitro-5-[3-(pyrrolidin-1-yl)propoxy]phenyl}-2-methylpropanenitrile (63) 

According to GP1 from 62 (520 mg, 2.20 mmol, 1.0 equiv), 3-pyrrolidin-1-ylpropan-1-ol 

(385 µL, 370 mg, 2.86 mmol, 1.3 equiv), PPh3 (758 mg, 2.86 mmol, 1.3 equiv) and DIAD 

(591 µL, 609 mg, 2.86 mmol, 1.3 equiv) in THF (4.5 mL). Reaction time: 2 h. Reaction was 

quenched with H2O (4.4 mL) and extracted with CH2Cl2 (8.8 mL). 63 (499 mg, 65%) was 

isolated as yellow solid via FC [5% 4 M NH3 (in MeOH) in CH2Cl2]. 

Rf = 0.15 [5% 4 M NH3 (in MeOH) in CH2Cl2]; m.p. 108 °C; 1H NMR (400 MHz, CD2Cl2): 

 = 1.68-1.82 (m, 4 H, CH2CH2NCH2CH2CH2O), 1.87 (s, 6 H, CH3C), 2.01 (p, J = 6.8 Hz, 2 H, 

CH2CH2O), 2.36-2.56 (m, 4 H, CH2NCH2CH2CH2O), 2.59 (t, J = 7.0 Hz, 2 H, CH2CH2CH2O), 

3.89 (s, 3 H, CH3O), 4.16 (t, J = 6.6 Hz, 2 H, CH2O), 7.00 (s, 1 H, CHCOCH2), 7.36 (s, 1 H, 

CHCOCH3); 13C NMR (101 MHz, CD2Cl2):  = 23.91 (CH2CH2NCH2CH2CH2O), 28.95 (CH3C), 

29.07 (CH2CH2O), 35.95 (CH3C), 52.84 (CH2CH2CH2O), 54.51 (CH2NCH2CH2CH2O), 56.80 

(CH3O), 68.32 (CH2O), 109.67 (CHCOCH2), 111.10 (CHCOCH2), 123.16 (CN), 127.99 

(CCCN), 142.65 (CNO2), 149.08 (COCH3), 152.40 (COCH2); IR (KBr): ṽ = 2924, 2236, 1525, 

1227 cm-1; HRMS (EI): m/z calcd for C18H25N3O4: 347.1845 [M]+; found: 347.1838.  

 

6-Methoxy-3,3-dimethyl-5-[3-(pyrrolidin-1-yl)propoxy]-3H-indol-2-amine (64) and 

2-amino-6-methoxy-3,3-dimethyl-5-[3-(pyrrolidin-1-yl)propoxy]-3H-indol 1-oxide (65) 

According to GP2 from 63 (243 mg, 0.700 mmol, 1.0 equiv) and Pd/C (10%, 134 mg, 

0.126 mmol, 0.18 equiv) in AcOH (4.0 mL) under H2-atmosphere (1 bar). 64 (122 mg, 55%) 

and 65 (18.2 mg, 8%) were isolated as red solids.  

64: Purity: 98%; Rf = 0.33 [10% 3 M NH3 (in MeOH) in CH2Cl2]; m.p. 153 °C; 1H NMR 

(500 MHz, CD2Cl2):  = 1.30 (s, 6 H, CH3C), 1.61-1.83 (m, 4 H, CH2CH2NCH2CH2CH2O), 1.95 

(p, J = 6.9 Hz, 2 H, CH2CH2O), 2.42-2.56 (m, 4 H, CH2NCH2CH2CH2O), 2.60 (t, J = 7.2 Hz, 

2 H, CH2CH2CH2O), 3.81 (s, 3 H, CH3O), 4.00 (t, J = 6.6 Hz, 2 H, CH2O), 6.77 (s, 1 H, CHCN), 

6.78 (s, 1 H, CHCCN); 13C NMR (126 MHz, CD2Cl2):  = 23.90 (CH2CH2NCH2CH2CH2O), 

25.24 (CH3C), 29.51 (CH2CH2O), 49.21 (CH3C), 53.32 (CH2CH2CH2O), 54.51 

(CH2NCH2CH2CH2O), 56.54 (CH3O), 69.20 (CH2O), 102.38 (CHCN), 109.26 (CHCCN), 133.76 

(CHCCN), 144.37 (CH3OC), 148.74 (CHCCN), 150.26 (CH2OC), 179.73 (CNH2); IR (KBr): 

ṽ = 2962, 1649, 1487, 1194 cm-1; HRMS (ESI): m/z calcd for C18H27N3O2+H+: 318.2182 

[M+H]+; found: 318.2176.  
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65: Rf = 0.25 [30% 3 M NH3 (in MeOH) in CH2Cl2]; mp: 203 °C; 1H NMR (500 MHz, CD2Cl2): 

 = 1.41 (s, 6 H, CH3C), 1.86-2.00 (m, 4 H, CH2CH2NCH2CH2CH2O), 2.08-2.19 (m, 2 H, 

CH2CH2O), 2.80-3.07 (m, 6 H, CH2NCH2CH2CH2O), 3.84 (s, 3 H, CH3O), 4.04 (t, J = 6.2 Hz, 

2 H, CH2O), 6.88 (s, 1 H, CHCCCNH2), 7.00 (s, 1 H, CHCNO); 13C NMR (126 MHz, CD2Cl2): 

 = 23.84 (CH2CH2NCH2CH2CH2O), 24.61 (CH3C), 27.87 (CH2CH2O), 44.42 (CH3C), 53.21 

(CH2CH2CH2O), 54.32 (CH2NCH2CH2CH2O), 56.77 (CH3O), 68.70 (CH2O), 96.58 (CHCNO), 

109.72 (CHCCCNH2), 126.91 (CCCNH2), 138.24 (CNCNH2), 146.27 (COCH2), 151.03 

(COCH3), 162.23 (CNH2); IR (KBr): ṽ = 2926, 1666, 1495, 1454, 1169 cm-1; HRMS (ESI): m/z 

calcd for C18H27N3O3+H+: 334.2131 [M+H]+; found: 334.2126. 

  



4 Nicht veröffentlichte Experimente 257 
 

 Determination of Binding Affinities by Means of MS Binding Assay 

Competition experiments applying the recently developed UNC0642-MS-Binding Assays were 

performed as described previously (n = 1) (Bernauer et al., 2024; Kaiser et al., 2024; Nitsche 

et al., 2024). 

 

 Determination of Intrinsic Activities by Means of Rat Diaphragm 

Myography 

All procedures using animals followed animal care regulations. Preparation of rat diaphragm 

hemispheres from male Wistar rats (300 ± 50 g) and experimental protocol of myography was 

performed as previously described with slight modifications (Seeger et al., 2012). In short, for 

all procedures (including wash-out steps, preparation of soman and bispyridinium compound 

solutions) aerated Tyrode solution (125 mM NaCl, 24 mM NaHCO3, 5.4 mM KCl, 1 mM MgCl2, 

1.8 mM CaCl2, 10 mM glucose, 95% O2, 5% CO2; pH 7.4; 25 ± 0.5 °C) was used. After the 

recording of control muscle force, the muscle preparations were incubated in the Tyrode 

solution, containing 3 μM soman. Following a 20 min wash-out period, the test compounds 

were added in ascending concentrations (0.1 μM to 300 μM). The incubation time was 20 min 

for each concentration. The electric field stimulation was performed with 10 μs pulse width and 

0.2 A amplitudes. The titanic trains of 20 Hz, 50 Hz, 100 Hz were applied for 1 s and in 10 min 

intervals. Muscle force was calculated as a time-force integral (area under the curve, AUC) 

and constrained to values obtained for maximal force generation (muscle force in the presence 

of Tyrode solution without any additives; 100%). All results were expressed in means ± SD 

(n = 3-17). For all data analysis, Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) was 

used. 
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5 Zusammenfassung der Arbeit 

Bei einer Vergiftung mit phosphororganischen Verbindungen wird das cholinerge System 

gestört. Die Substanzen, teilweise in Pflanzenschutzmitteln enthalten, aber auch miss-

bräuchlich als Nervengifte eingesetzt, inhibieren irreversibel die Acetylcholinesterase, was zu 

einer unkontrollierten Akkumulation von Acetylcholin im synaptischen Spalt führt. Dies löst u.a. 

eine Überstimulation der nikotinischen Acetylcholinrezeptoren aus. Hält diese an, gehen die 

Rezeptoren in einen desensitisierten, inaktiven Zustand über, was bei unzureichender 

Behandlung schnell zu Atemlähmung und damit zum Tod führen kann. Standard-Therapie-

regime bei Organophosphatvergiftungen versuchen, die inhibierte Acetylcholinesterase durch 

Oxime zu reaktivieren. Gelingt dies, wie im Falle von Vergiftungen mit den Nervenkampfstoffe 

Tabun und Soman, nicht oder nur unzureichend, besteht eine therapeutische Lücke. Um diese 

zu schließen, sind dringend neue Wirkstoffe als Therapieoptionen erforderlich. Als viel-

versprechender Ansatzpunkt gilt die allosterische Modulation desensitisierter, nikotinischer 

Acetylcholinrezeptoren durch sogenannte Resensitizer. Die für diesen Behandlungsansatz 

prototypische Verbindung MB327, ein Bispyridiniumsalz, das sowohl in ex vivo- als auch in 

in vivo-Experimenten mit Organophosphaten eine vielversprechende Aktivität gezeigt hat, 

weist aufgrund seiner zu geringen Affinität zum nikotinischen Acetylcholinrezeptor eine für die 

Anwendung am Menschen zu geringe therapeutische Breite auf. Es war deshalb das Ziel der 

vorliegenden Arbeit, ausgehend von MB327 und davon abgeleiteter Bispyridinium-

verbindungen, wie z.B. PTM0056, sowie ausgehend von den Hits eines im Vorfeld dieser 

Arbeit durchgeführten Screenings, UNC0646 und A366, neue allosterische Modulatoren als 

Resensitizer für desensitisierte nAChR zu entwickeln. 

 

MB327-Analoga 

In dieser Arbeit wurden zahlreiche von MB327 und PTM0056 abgeleitete Bispyridinium-

verbindungen synthetisiert, die sich in der überwiegenden Mehrzahl von MB327 dadurch 

unterschieden, dass wie bei PTM0056 einer der beiden tert-Butyl-Reste in 4-Position der 

Pyridinium-Teilstrukturen durch Aminosubstituenten ersetzt wurde. Die erhaltenen nicht-

symmetrischen Bispyridiniumverbindungen wurden hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitäten 

untersucht. Dabei wurde neben der Affinität zur allosterischen Bindungsstelle MB327-PAM-1 

des nAChR von Torpedo californica mit Hilfe des UNC0642-MS-Bindungsassays auch die 

intrinsische Aktivität an mit Soman-vergifteten Ratten-Diaphragmen bestimmt. Zusätzlich 

wurden in silico-Methoden, wie Blind-Docking-Experimente und Molekulardynamik-

Simulationen, herangezogen, um das Bindeverhalten der Liganden am nAChR näher zu 

charakterisieren. 
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Dies führte zur Identifizierung der potenziellen allosterischen Bindungstasche MB327-PAM-1 

und einem Vorschlag für den Bindemodus von MB327. Um in den polaren Bereichen der 

Bindungstasche stärkere Wechselwirkungen mit den Liganden zu ermöglichen, wurden nicht-

symmetrische MB327-Analoga mit polareren Amin-Teilstrukturen anstelle einer der beiden 

tert-Butylgruppen synthetisiert. Ausgehend von 1,3-Diiodpropan und den entsprechenden 

Pyridinbausteinen wurden die Zielverbindungen in einer Mikrowellen-unterstützten Synthese 

in zwei Schritten erhalten. Sie wurden allgemein in hoher Ausbeute sowie hoher Reinheit 

gewonnen. Für die meisten dieser neuen MB327-Analoga konnten bei den Untersuchungen 

im UNC0642-MS-Bindungsassay, verglichen mit MB327, tatsächlich höhere Bindungs-

affinitäten für die MB327-PAM-1-Bindungstasche gefunden werden. Darüber hinaus zeigten 

einzelne der neuen MB327-Analoga, wie z.B. PTM0069, auch eine stärkere Wiederherstellung 

der Muskelkraft von mit Soman-vergifteten Ratten-Diaphragmen als MB327. Bemerkens-

werterweise waren auch die Konzentrationen, bei denen eine Wiederherstellung der Muskel-

kraft festgestellt werden konnte, geringer als im Falle von MB327. Auffällig war jedoch auch 

ein, bereits für MB327 bekannter, biphasischer Verlauf der Konzentrations-Wirkungskurven. 

So war bei hohen Konzentrationen nach einem Maximum eine deutliche Abnahme der Muskel-

kraft-wiederherstellenden Aktivität zu beobachten. Dies war in Einklang mit ex vivo-Versuchen 

an nicht vergifteten Ratten-Diaphragmen. Hier zeigten die meisten der untersuchten 

Verbindungen bei höheren Konzentrationen eine Muskelkraft-inhibierende Wirkung. Vermutet 

wird, dass hierfür ein antagonistischer Effekt an der orthosterischen Bindungsstelle 

verantwortlich ist. Eine gewisse Affinität von MB327 für die orthosterische Bindungsstelle 

wurde auch durch in silico-Studien vorhergesagt. 

Ein weiterer Ansatzpunkt zur Erhöhung der Bindungsaffinität von Liganden in der 

MB327-PAM-1-Bindungstasche war die Verdrängung von ungünstigen Wasser-Clustern durch 

Hydroxylgruppen. Tatsächlich konnte für die Verbindung PTMD90-0012, die anstelle eines der 

beiden 4-tert-Butylpyridiniumringe über eine 7-Hydroxychinazolinium-Teilstruktur verfügt, 

verglichen mit MB327, eine höhere Bindungsaffinität festgestellt werden. 

 

Neben den Bispyridiniumverbindungen wurden im Rahmen dieser Arbeit zahlreiche weitere 

potenzielle Resensitizer untersucht. Abgeleitet von UNC0646 und A366, zwei in einem 

Bibliotheks-Screening als hochaffine nAChR-Liganden identifizierte Verbindungen, wurden 

zahlreiche Chinazolin- und 2-Amino-3H-indol-Derivate synthetisiert und biologisch untersucht.  
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UNC0646-Analoga 

Das Hauptaugenmerk lag dabei auf der Synthese von UNC0646-Analoga. Zu Beginn der 

vorliegenden Arbeit war UNC0646 als der Ligand mit der bislang höchsten bekannten Affinität 

zur MB327-PAM-1-Bindungstasche identifiziert worden und erschien deshalb als ein sehr viel-

versprechender Ansatzpunkt. Bei der Auswahl der Zielverbindungen wurden vor allem 

Modifikationen an den basische Reste enthaltenden Substituenten des Chinazolinrings in 2-, 

4- und/oder 7-Position vorgenommen, da dort potenziell starke Wechselwirkungen mit der 

Bindungstasche erwartet wurden. Die Auswahl variierte von strukturverwandten Substituenten 

über kleinere Substituenten bis hin zu Wasserstoffatomen. Ergänzend zu der systematischen 

Variation der Substituenten wurden Zielverbindungen aus liganden- sowie strukturbasierten 

in silico-Screenings ausgewählt.  

Ausgehend von 7-Benzyloxy-2,4-dichlor-6-methoxychinazolin und verwandten kommerziell 

verfügbaren Bausteinen konnten die Zielverbindungen in meist wenigen Schritten und in 

größtenteils hohen Ausbeuten sowie hohen Reinheiten synthetisiert werden. Eine der wieder-

kehrenden Reaktionssequenzen war dabei die schrittweise nukleophile Substitution der Chlor-

atome in der 2- und 4-Position der Chinazolin-Grundstruktur durch Aminobausteine. Unter 

Verwendung von primären oder sekundären Aminen erfolgte zunächst eine nukleophile 

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

unter forcierteren Bedingungen in der 2-Position. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine sehr 

effiziente Mikrowellen-gestützte Methode zur gezielten Substitution der Chloratome in der 

2-Position von 2,4-Dichlor-substituierten Chinazolinen entwickelt werden. Diese basiert auf 

dem Einsatz von tertiären N-Methyl-substituierten Aminen als Nukleophilen. Dies ermöglichte 

eine effiziente Syntheseplanung, nach der eine große Anzahl von Zielverbindungen sehr 

variabel in möglichst wenigen linearen Syntheseschritten erzeugt werden konnte. Für Ziel-

verbindungen, die auf diesen Wegen nicht erreichbar waren, wurden eigene Synthesen mit 

entsprechenden speziellen Reaktionsschritten, wie beispielsweise der regioselektiven 

Reduktion der 4-Position von 2,4-Dichlorchinazolinen, entwickelt. Neben der Anbringung von 

Aminosubstituenten an die 2- und 4-Position der Chinazolinbausteine, war ein weiterer 

Schlüsselschritt die Anknüpfung von ω-Aminoalkoxyseitenketten an die 7-Position. Dies wurde 

in der Vielzahl der Fälle nach hydrogenolytischer Abspaltung der Benzylschutzgruppe von den 

entsprechenden 7-Benzyloxychinazolinbausteinen durch Mitsunobu-Reaktionen der 

gebildeten 7-Hydroxychinazoline mit entsprechenden Aminoalkoholbausteinen erreicht. 

Chinazolin-7-amine konnten hingegen ausgehend von einem 7-Fluor-substituierten 

Chinazolinbaustein durch Substitution mit primären oder sekundären Aminen erzeugt werden. 

Bei den Untersuchungen der zahlreichen neuen UNC0646-Analoga in den UNC0642-

MS-Bindungsassays konnten für viele Verbindungen deutlich höhere Affinitäten zur 
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MB327-PAM-1-Bindungsstelle als für die Bisypyridiniumverbindungen festgestellt werden. Es 

wurden jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht nur Chinazoline entwickelt, welche durch ihre 

geringere Molekülmasse eine bessere ligand efficiency als UNC0646 aufweisen, wie z.B. 

PTMD01-0070, auch konnte der Strukturraum der Chinazoline hinsichtlich ihrer Bindung an 

die MB327-PAM-1-Bindungstasche genauer beleuchtet werden. So wurden auch hochaffine 

Verbindungen, wie z.B. PTMD01-0062, identifiziert, welche anstelle einer basischen Seiten-

kette in der 7-Position über einen 7-Benzyloxy-Substituenten sowie über einen konformativ 

flexiblen basischen Substituenten in der 4-Position verfügen. Die hohe Bindungsaffinität hängt 

vermutlich mit einem veränderten Bindemodus dieser Substanzen in der Bindungstasche 

zusammen. 

 

A366-Analoga 

Wie bereits erwähnt, wurden in der vorliegenden Arbeit neben Chinazolinen auch 2-Amino-

3H-indole, abgeleitet von A366, untersucht. Aufgrund der im Vergleich zu UNC0646 deutlich 

geringeren Molekülmasse und einer Bindungsaffinität an die MB327-PAM-1-Bindungsstelle, 

die in einer vergleichbaren Größenordnung lag, erschien A366 ebenfalls als viel-

versprechender Ausgangspunkt für eine Wirkstoffentwicklung. Die synthetisierten Ziel-

verbindungen weisen im Unterschied zu A366 anstelle einer spirocyclischen Cyclobutan-

teilstruktur ein synthetisch leichter zugängliches Dimethyl-Strukturmotiv in der 3-Position auf 

und unterschieden sich voneinander entweder in der Struktur der ω-Aminoalkoxyseitenkette 

(Länge des Spacers oder Ringgröße der cyclischen Amine) oder deren Anknüpfungspunkt an 

das 2-Amino-3H-indol-Ringsystem. Ausgehend von kommerziell verfügbaren Bausteinen 

waren die A366-Analoga in vier bis sechs Syntheseschritten gut zugänglich. Allerdings stellte 

der letzte Syntheseschritt, die reduktive Cyclisierung der α,α-Dimethyl-substituierten 2-Nitro-

phenylacetonitrilbausteine, eine besondere Herausforderung dar. Die Zielverbindungen 

wurden, ähnlich wie bei vergleichbaren literaturbekannten Synthesen, zusammen mit 

entsprechenden Amidin-N-Oxid-Nebenprodukten in stark variierenden und bestenfalls 

zufriedenstellenden Ausbeuten erhalten.  

Für die meisten synthetisierten A366-Analoga konnten bei Untersuchungen im UNC0642-

MS-Bindungsassay keine Unterschiede in den Bindungsaffinitäten, verglichen mit A366, 

gemessen werden. Für das Regioisomer PTMD02-0006 sowie insbesondere für das Amidin-

N-Oxid PTMD02-0007 wurden sogar deutlich niedrigere pKi-Werte im Vergleich zu A366 

gefunden. Versuche an Soman-vergifteten Ratten-Diaphragmen zur Untersuchung der 

intrinsischen Aktivität der 2-Amino-3H-indole lieferten jedoch bemerkenswerte Ergebnisse. 

Während A366 sowie PTMD02-0001L, PTMD02-0004, PTMD02-0005 und PTMD02-0007 die 

Muskelkraft nicht wiederherstellen konnten, wurde für PTMD02-0002 (C2-Spacer) und 
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PTMD02-0006 (Regioisomer) eine Wiederherstellung der Muskelkraft festgestellt. Die 

Reaktivierung durch diese beiden 2-Amino-3H-indole erfolgte, ähnlich wie bei den 

Bispyridiniumverbindungen, nicht nur in einem vergleichbaren Ausmaß wie bei MB327, 

sondern auch bei deutlich geringeren Substanzkonzentrationen verglichen mit MB327. Bei 

höheren Konzentrationen zeigte sich für PTMD02-0002 und PTMD02-0006 ein biphasischer 

Verlauf der Konzentrations-Wirkungskurve, wobei die Muskelaktivität in beiden Fällen wieder 

auf nahezu 0% zurückging. Die Untersuchung der A366-Analoga an nicht vergifteten Ratten-

Diaphragmen zeigte schließlich ein stimmiges Bild. Wie bereits bei den Bispyridinium-

verbindungen beschrieben, wurde für A366 sowie alle untersuchten PTMD02-Verbindungen 

(PTMD02-0001L, PTMD02-0002, PTMD02-0004, PTMD02-0005, PTMD02-0006, PTMD02-

0007) eine reversible, muskelhemmende Wirkung beobachtet. Für die beiden Verbindungen 

PTMD02-0002 und PTMD02-0006 setzte dieser Effekt jedoch erst bei entsprechend höheren 

Konzentrationen ein. Vermutlich binden sowohl die Bispyridiniumverbindungen als auch die 

2-Amino-3H-indole in hohen Substanzkonzentrationen auch an die orthosterische Bindungs-

stelle des nAChRs, wodurch sie neben einem, durch Bindung an die allosterische 

MB327-PAM-1-Bindungsstelle vermittelten, positiv allosterischen Effekt auch einen 

inhibitorischen Effekt ausüben.  

 

Zusammenfassend leistet die vorliegende Arbeit mit der Synthese einer Vielzahl strukturell 

diverser potenzieller Resensitizer auf der Basis von MB327, UNC0646 und A366 einen 

substanziellen Beitrag zur Entwicklung neuer Wirkstoffe gegen Vergiftungen mit phosphor-

organischen Verbindungen. Zusammen mit den ermittelten biologischen Daten und den 

daraus geschlussfolgerten Struktur-Aktivitäts-Beziehungen zeigt die Arbeit aussichtsreiche 

Ansatzpunkte für zukünftige Forschungsarbeiten in diesem Bereich auf. Für eine Entwicklung 

von Resensitizern für die klinische Anwendung auf der Grundlage der in dieser Arbeit 

beschriebenen Verbindungen und künftig identifizierten Screening-Hits wird die Optimierung 

der Zielstrukturen insbesondere auf eine möglichst hohe Affinität zur allosterischen 

MB327-PAM-1-Bindungsstelle und gleichzeitig auf eine möglichst geringe Affinität zur 

orthosterischen Bindungsstelle abzielen müssen. 
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6 Verzeichnis der synthetisierten Substanzen 

Alle im Laufe des Forschungsprojekts synthetisierten PTM/D-Verbindungen sind in den 

folgenden Tabellen aufgelistet (Tabelle 2-4). Die Reinheiten der Testverbindungen wurden 

mittels quantitativer 1H-NMR-Spektroskopie mit Sigma-Aldrich TraceCERT® Ethyl 4-

dimethylaminobenzoat als internem Standard wenn nicht anders vermerkt auf ≥ 95% 

bestimmt. 

Tabelle 2: Strukturformeln der synthetisierten Bispyridiniumsalze mit zugehöriger PTM/D-Bezeichnung, 
Summenformel und Molekülmasse. 

PTM-

Code 
Strukturformel Summenformel 

MW 

[g/mol] 

0062 
 

C17H25I2N3 525.21 

0063 

 

C18H27I2N3 539.24 

0064 

 

C19H27I2N3O 567.25 

00651 

 

C22H33I2N3O2 625.33 

0066 

 

C25H33I2N3 629.37 

0067 

 

C21H33I2N3 581.32 

0068 

 

C21H31I2N3 579.31 

 
1Reinheit: ≥ 94% 
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PTM-

Code 
Strukturformel Summenformel 

MW 

[g/mol] 

0069 

 

C22H33I2N3 593.33 

0070 

 

C21H31I2N3O 595.31 

0071 

 

C26H40I2N4O2 694.44 

0072 

 

C21H33I3N4 722.23 

D90-0012 

 

C21H26I2N2O 576.26 

D90-0015 

 

C21H32Br2N2O 488.31 
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Tabelle 3: Strukturformeln der synthetisierten UNC0646-Analoga mit zugehöriger PTMD-Bezeichnung, 
Summenformel und Molekülmasse. 

PTMD-

01-Code 
Strukturformel Summenformel 

MW 

[g/mol] 

0001 

 

C29H46N6O2 510.72 

00022 

 

C27H42N6O2 482.67 

00033 

 

C24H38N6O2 442.61 

0004 

 

C28H43N5O2 481.68 

 
2,3 Literaturbekannte Substanz Sundriyal, S., Chen, P.B., Lubin, A.S., Lueg, G.A., Li, F., White, A.J.P., Malmquist, N.A., Vedadi, 
M., Scherf, A., Fuchter, M.J., 2017. Histone lysine methyltransferase structure activity relationships that allow for segregation of 
G9a inhibition and anti-Plasmodium activity. MedChemComm 8, 1069-1092.  
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PTMD-

01-Code 
Strukturformel Summenformel 

MW 

[g/mol] 

0005 

 

C25H39N5O2 441.62 

0006 

 

C23H35N5O2 413.56 

0007 

 

C29H45N5O2 495.71 

0008 

 

C28H37N5O2 475.63 

0009 

 

C29H39N5O2 489.66 

0010 

 

C24H37N5O2 427.59 
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PTMD-

01-Code 
Strukturformel Summenformel 

MW 

[g/mol] 

0011 

 

C26H41N5O2 455.64 

0012 

 

C24H37N5O2 427.59 

0013 

 

C25H39N5O2 441.62 

0014 

 

C24H37N5O2 427.59 

0015 

 

C24H37N5O2 427.59 

0016 

 

C26H41N5O2 455.64 
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PTMD-

01-Code 
Strukturformel Summenformel 

MW 

[g/mol] 

0017 

 

C29H42ClN5O2 528.14 

0027 

 

C26H39N5O2 453.63 

0030 

 

C27H43N5O2 469.67 

0032 

 

C26H41N5O2 455.65 

0040 

 

C25H39N5O2 441.62 

0041 

 

C26H42N6O 454.66 
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PTMD-

01-Code 
Strukturformel Summenformel 

MW 

[g/mol] 

0042 

 

C25H40N6O 440.64 

0043 

 

C27H42N6O 466.67 

0044L4 

 

C33H55N7O2 581.85 

0045 

 

C31H51N7O2 553.80 

0046 

 

C26H42N6O2 470.66 

 
4 Literaturbekannte Substanz Jiang, Y.-H., Kim, Y., Lee, H.-M., Jin, J., Roth, B.L., 2017. Preparation of quinazolin-4-amine 
derivatives as histone methyltransferase G9a inhibitors and methods for the treatment of Prader-willi syndrome. Duke University, 
The University of North Carolina at Chapel Hill, Liu, F., Barsyte-Lovejoy, D., Allali-Hassani, A., He, Y., Herold, J.M., Chen, X., 
Yates, C.M., Frye, S.V., Brown, P.J., Huang, J., Vedadi, M., Arrowsmith, C.H., Jin, J., 2011. Optimization of Cellular Activity of 
G9a Inhibitors 7-Aminoalkoxy-quinazolines. Journal of Medicinal Chemistry 54, 6139-6150. 



272 6 Verzeichnis der synthetisierten Substanzen 
 

PTMD-

01-Code 
Strukturformel Summenformel 

MW 

[g/mol] 

0047L5 

 

C34H55N7O2 593.86 

0048 

 

C30H48N6O2 524.75 

0049 

 

C33H52N6O2 564.82 

0050 

 

C31H50N6O2 538.78 

0051 

 

C26H41N5O2 455.65 

 
5 Literaturbekannte Substanz Liu, F., Barsyte-Lovejoy, D., Allali-Hassani, A., He, Y., Herold, J.M., Chen, X., Yates, C.M., Frye, 
S.V., Brown, P.J., Huang, J., Vedadi, M., Arrowsmith, C.H., Jin, J., 2011. Optimization of Cellular Activity of G9a Inhibitors 7-
Aminoalkoxy-quinazolines. Journal of Medicinal Chemistry 54, 6139-6150. 
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PTMD-

01-Code 
Strukturformel Summenformel 

MW 

[g/mol] 

0052 

 

C17H23N3O2 301.39 

0053 

 

C26H42N6O2 470.66 

0054 

 

C25H38N4O3 442.60 

0055 

 

C28H44N6O2 496.70 

0056 

 

C29H41N7O2 519.69 
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PTMD-

01-Code 
Strukturformel Summenformel 

MW 

[g/mol] 

0057 

 

C28H45N7O2 511.72 

0058L6 

 

C23H33F2N5O2 449.55 

0059 

 

C25H40N6O2 456.64 

0060L7 

 

C23H35N5O2 413.57 

0061L8 

 

C24H37N5O2 427.59 

 
6 Literaturbekannte Substanz Cui, R., Yin, C., Deng, X., Zhang, T., 2020. STK19 inhibitors for treatment of cancer. Trustees of 
Boston University, Xiamen University. 
7 Literaturbekannte Substanz Sundriyal, S., Chen, P.B., Lubin, A.S., Lueg, G.A., Li, F., White, A.J.P., Malmquist, N.A., Vedadi, 
M., Scherf, A., Fuchter, M.J., 2017. Histone lysine methyltransferase structure activity relationships that allow for segregation of 
G9a inhibition and anti-Plasmodium activity. MedChemComm 8, 1069-1092. 
8 Literaturbekannte Substanz Ma, A., Yu, W., Li, F., Bleich, R.M., Herold, J.M., Butler, K.V., Norris, J.L., Korboukh, V., Tripathy, 
A., Janzen, W.P., 2014. Discovery of a selective, substrate-competitive inhibitor of the lysine methyltransferase SETD8. Journal 
of medicinal chemistry 57, 6822-6833. 
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PTMD-

01-Code 
Strukturformel Summenformel 

MW 

[g/mol] 

0062 

 

C30H41N5O2 503.69 

0063 

 

C26H42N6O 454.66 

0064 

 

C18H27N5O2 345.45 

0065 

 

C28H44N6O2 496.70 

0066 

 

C32H43N5O2 529.73 

0067 

 

C33H45N5O2 543.76 
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PTMD-

01-Code 
Strukturformel Summenformel 

MW 

[g/mol] 

0068 

 

C24H30N4O2 406.53 

0069 

 

C18H26N4O2 330.43 

0070 

 

C34H54N6O2 578.85 

0071 

 

C35H57N7O2 607.89 

0072 

 

C17H23FN4O 318.40 
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Tabelle 4: Strukturformeln der synthetisierten A366-Analoga mit zugehöriger Molekülnummer, 
PTMD-Bezeichnung, Summenformel und Molekülmasse. 

PTMD-02-
Code 

Strukturformel Summenformel 
MW 

[g/mol] 
Nr. 

0001L9 

 

C18H27N3O2 317.43 59b 

0002 

 

C17H25N3O2 303.41 59a 

0004 

 

C20H31N3O2 354.49 59d 

0005 

 

C19H29N3O2 331.46 59c 

0006 

 

C18H27N3O2 317.43 64 

0007 

 

C18H27N3O3 333.43 60b 

000810 

 

C17H25N3O3 319.41 60a 

0010 

 

C20H31N3O3 361.49 60d 

001111 

 

C19H29N3O3 347.46 60c 

001212 

 

C18H27N3O3 333.43 65 

 
9 Literaturbekannte Substanz Luise, C., Robaa, D., Regenass, P., Maurer, D., Ostrovskyi, D., Seifert, L., Bacher, J., Burgahn, T., 
Wagner, T., Seitz, J., Greschik, H., Park, K.-S., Xiong, Y., Jin, J., Schüle, R., Breit, B., Jung, M., Sippl, W., 2021. Structure-Based 
Design, Docking and Binding Free Energy Calculations of A366 Derivatives as Spindlin1 Inhibitors. International Journal of 
Molecular Sciences 22, 5910, Sweis, R.F., Pliushchev, M., Brown, P.J., Guo, J., Li, F., Maag, D., Petros, A.M., Soni, N.B., Tse, 
C., Vedadi, M., Michaelides, M.R., Chiang, G.G., Pappano, W.N., 2014. Discovery and Development of Potent and Selective 
Inhibitors of Histone Methyltransferase G9a. ACS Medicinal Chemistry Letters 5, 205-209. 
10 Reinheit: ≥ 85% 
11 Reinheit: ≥ 90% 
12 Reinheit konnte aufgrund niedriger Substanzmenge nicht bestimmt werden 
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7 Abkürzungsverzeichnis 

3D Dreidimensional 

Å Ångström 

°C Grad Celsius 

 Chemische Verschiebung 

µM Mikromolar 

µs Mikrosekunde 

ṽ Wellenzahl 

  

Ac-CoA Acetyl-Coenzym-A 

ACh Acetylcholin 

AChE Acetylcholinesterase 

AcOH Essigsäure 

Ac2O Essigsäureanhydrid 

Äq. Äquivalente 

AUC Engl.: Area Under Curve 

  

BAAINBw Bundesamt für Ausrüstung, Informationstechnik und Nutzung der 

Bundeswehr 

Bn Benzyl 

  

CADD engl.: Computer Aided Drug Design 

calcd engl.: calculated 

ChAT Cholinacetyltransferase 

ChT Choline Transporter 
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d Dublett (NMR) 

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en 

DIAD Diisopropyl azodicarboxylat 

DMF N,N-Dimethylformamid 

DMSO Dimethylsulfoxid 

  

EI Elektronenionisation 

equiv engl.: equivalents 

ESI Elektronensprayionisation 

Et Ethyl 

EtOAc Ethylacetat 

EtOH Ethanol 

  

FC engl.: Flash Chromatography 

FDA engl.: Food and Drug Administration 

  

g Gramm 

GABA γ-Aminobuttersäure 

GP engl.: General Procedure 

  

h Stunde 

HRMS Hochauflösende Massenspektrometrie (engl.: High Resolution 

Mass Spectrometry) 

Hz Hertz 
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i-Pr Isopropyl 

InstPharmToxBw Institut für Pharmakologie und Toxikologie der Bundeswehr 

IVA engl.: Intermediate Volatility Agents 

  

Ki Inhibitionskonstante 

  

log dekadischer Logarithmus 

  

m Multiplett (NMR) 

M Molar 

[M]+ Molekülionenpeak 

m.p. engl.: melting point 

mAChR muskarinischer Acetylcholinrezeptor 

Me Methyl 

MeOH Methanol 

min Minute 

mg Milligramm 

mHz Megahertz 

mL Milliliter 

mM Millimolar 

mmHg Millimeter-Quecksilbersäule 

MS Massenspektrometrie 

MW eng.: Molecular Weight 

m/z Verhältnis Masse zu Ladung 
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nAChR nikotinischer Acetylcholinrezeptor 

NMR Kernmagnetresonanz (engl.: Nucelar Magnetic Resonance) 

  

OP Organophosphat/Organophosphonat 

OPCW engl.: Organisation for the Prohibition of Chemical Weapons 

  

p Signifikanzwert 

PAM Positiv allosterischer Modulator 

PDB engl.: Protein Data Bank 

Ph Phenyl 

PTFE Polytetrafluorethylen  

PTM engl.: Pharmacy and Toxicology Munich bzw. Pharmazie und 

Toxikologie München 

PTMD engl.: Pharmacy and Toxicology Munich Düsseldorf bzw. 

Pharmazie und Toxikologie München Düsseldorf 

PyBOP Benzotriazol-1-yloxy(tripyrrolidin-1-yl)phosphonium 

Hexafluorphosphat 

  

Rf Retardationsfaktor 

rt engl.: room temperature 

RT Raumtemperatur 

  

s Singulett (NMR) 

s Sekunde 

Ser Serin 

SSM engl.: Solid Supported Membrane 

SURFE2R engl.: Surface Electronic Event Reader 



7 Abkürzungsverzeichnis 283 
 

  

T Temperatur 

t Zeit 

t Triplett (NMR) 

t-Bu tert-Butyl 

TFA Trifluoressigsäure (engl.: 2,2,2-trifluoroacetic acid) 

THF Tetrahydrofuran 

TLC engl.: Thin Layer Chromatography 

  

UN engl.: United Nations 

  

VAChT  vesikulärer Acetylcholintransporter  

  

ZNS Zentrales Nervensystem 
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