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1.1 GLUE-Projekt

1. Einleitung

1.1 GLUE-Projekt

Als eine der grofiten Proteinsuperfamilien ist die Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCRs) bekannt, die als Target fiir = 30 % der zugelassenen Arzneistoffe gilt und
somit eine hohe therapeutische Relevanz aufweist.!> GPCRs besitzen eine Sieben-
Transmembrandoménen-Struktur mit orthosterischer Bindetasche im extrazelluldren Bereich
und einer intrazelluliren G-Protein-Bindestelle. Die GPCR-vermittelte Signalweiterleitung
wird durch ein extrazelluldres Signal an der orthosterischen Bindestelle ausgeldst und
nachfolgend ins Zellinnere weitergeleitet, was zur Rekrutierung der G-Proteine fiihrt.> Der
Autbau der orthosterischen Bindetasche ist hdufig iiber verschiedene Rezeptorsubtypen
konserviert, daher ist die Entwicklung selektiver Wirkstoffe oftmals herausfordernd.®® Eine
mogliche Strategie zur Entwicklung von Wirkstoffen mit erhdhter Rezeptorselektivitiat und
somit geringerem Nebenwirkungspotenzial ist die Identifizierung und Adressierung alternativer
Bindestellen.” Dieses Vorhaben wird durch die neuesten Erfolge in der Strukturbiologie und
Aufkldrung zahlreicher GPCR-Kristallstrukturen erleichtert, wodurch mittels molecular
modelling und computerbasierten Analysen alternative Bindetaschen charakterisiert werden
konnen,!%!!

Mit dieser Aufgabe beschiftigt sich das GLUE-Projekt (G-Protein-coupled receptor Ligands
of Underexplored Epitopes), bei dem 13 verschiedene Arbeitsgruppen an der Identifizierung
und Charakterisierung neuer Bindestellen an GPCRs beteiligt sind. Im ersten Schritt wurden
durch die Arbeitsgruppe KOLB dreidimensionale Rezeptorstrukturen bzw. Homologiemodelle
der pharmakologisch relevanten Rezeptorfamilien der Endothelin-Rezeptoren (ETRs), der
Freie-Fettsdure-Rezeptoren (Free fatty acid receptors, FFARs) und des GPRC5b untersucht,
die als GLUE-Targets ausgewdhlt wurden. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurden
Dockingstudien an bekannten und unbekannten Bindestellen durchgefiihrt und dadurch
potentielle Liganden identifiziert und bewertet. Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde eine
Auswahl an gedockten Liganden synthetisiert und analytisch charakterisiert. Zur Validierung
der Dockingergebnisse wurden die Verbindungen anschlieBend in der Arbeitsgruppe
BUNEMANN in vitro an den Zielrezeptoren untersucht. Dariiber hinaus waren zwei weitere
Arbeitsgruppen an der Synthese der gedockten Liganden beteiligt. Die verbleibenden acht
Arbeitsgruppen befassten sich mit der pharmakologischen und biochemischen Untersuchung

der GLUE-Rezeptoren.



1.2 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

1.2 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs), ebenso bekannt als Sieben-
Transmembrandominen-Rezeptoren (7TMRs), bilden eine der groflten Proteinsuperfamilien

23 GPCRs werden durch eine Vielzahl unterschiedlicher

im menschlichen Genom.
extrazelluldrer Signale wie Photonen, Ionen, kleinen Molekiilen, Peptiden und Proteinen
aktiviert.'> Die Weiterleitung der extrazelluliren Signale ins Zellinnere spielt bei
neurologischen und kardiovaskuldren Funktionen, Geschmack, Sehen, Geruch und bei weiteren
physiologischen Prozessen eine zentrale Rolle.'*'* Aufgrund ihrer vielfiltigen Funktionen sind
GPCRs wichtige Wirkstofftargets zur Therapie vieler Erkrankungen wie beispielsweise Krebs,
Entziindungen, Immunerkrankungen und dem metabolischen Syndrom.'*!*> Die mehr als 800
GPCRs besitzen eine groBe strukturelle Diversitit.> Anhand ihrer Sequenzhomologie wurden
sie erstmals von KOLAKOWSKI fiir die mittlerweile nicht mehr verfiigbare Datenbank GCRDb
in die Familien A-F gruppiert.®'® Auf Basis der GCRDb wurde die GPCRdb mit den Familien
A (Rhodopsin-dhnliche-Rezeptoren), B (Sekretin-Rezeptoren), C  (metabotrope
Glutamat-Rezeptoren), D (fungal mating pheromone receptors), E (cyclische
AMP-Rezeptoren) und F (frizzled/smoothened) entwickelt, wobei die Familien D und E nicht
in Wirbeltieren vorkommen.!”! Alternativ wurden die GPCRs auf Grundlage der
phylogenetischen Studie von FREDRIKSSON ef al. in das sog. ,,GRAFS* System eingeteilt, das
aus fiinf Familien besteht, den Glutamat- (G), Rhodopsin- (R), Adhésion- (A), Frizzled/Taste2-
(F) und Sekretin-Rezeptoren (S).> Der Hauptunterschied der beiden Klassifizierungen ist die
weitere Differenzierung der Familie B in die Adhésion und Sekretin Familie des GRAFS-
Systems.?’

Strukturell besitzen GPCRs trotz ihrer geringen Sequenzidentitit und unterschiedlichen
Funktionen einen konservierten Grundaufbau (Abbildung 1).32! Dieser besteht aus sieben
membrandurchspannenden a-Helices (TM1-TM7), die alternierend mit drei extrazelluldren
Schleifen (ECL1-3) und drei intrazelluliren Schleifen (ICL1-3) verkniipft sind.??>?* Die 7TM-
Domine der Rhodopsin-dhnlichen Rezeptoren beinhaltet mehrere konservierte Sequenzen, wie
das D(E)RY-Motiv in dem intrazelluliren Bereich der TM3, das CWxP-Motiv in TM6 oder
auch das NPxxY-Motiv in TM7, die fiir die GPCR Aktivierung mitverantwortlich sind (in
Kapitel 1.6.3 dargestellt).>* 26 Auf der extrazelluliren Seite befinden sich der N-Terminus und
die orthosterische Ligandenbindungsstelle innerhalb des oberen Bereichs der 7TM-Doméine.*
Zudem befindet sich auf der extrazelluldren Seite eine konservierte Disulfidbriicke zwischen
der TM3 und dem ECL2, die fiir die Stabilisierung der extrazelluliren Seite sowie der

Ligandenbindungsstelle wichtig ist.>>?® Der C-Terminus, der gewdhnlich eine parallel zur



1.3 Aktivierung und Signalweiterleitung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

Zellmembran liegende Helix 8 enthélt, liegt auf der intrazelluldren Seite und bildet mit dem
unteren Bereich der 7TM-Domine und den ICL1-3 die G-Protein-Bindetasche.2® Uber diese
Bindetasche interagieren die GPCRs unter anderem mit G-Proteinen, Arrestinen und GPCR-

Kinasen (GRKs).?®

A B

N-Terminus
Extrazellulire <

ECL2 ECL3 eI

Transmembran <
domiine

Helix 8

ICL2 ICL3 Intrazellulire <

C-Terminus Seite

ICL3

Abbildung 1: Aufbau der GPCRs. (A) Schematische Darstellung der GPCR-Grundstruktur mit den
7 Transmembranhelices (TM1-7) und Helix 8 parallel zur Zellmembran. Der N-Terminus und die drei
extrazelluldren Schleifen (ECL1-3) liegen im extrazelluldren Bereich. Auf der intrazelluldren Seite befinden sich
der C-Terminus und die drei intrazelluldren Schleifen (ICL1-3). Abbildung wurde auf BioRender.com erstellt.
(B) Erste humane GPCR-Kristallstruktur des ,-Adrenozeptor von CHEREZOV et al. mit dem Liganden Carazolol
(dargestellt als graue Sphéren) in der orthosterischen Bindetasche.?” Die ICL3, sowie der C- und N-Terminus sind
als gepunktete Linie dargestellt. Die Abbildung wurde in Anlehnung an ERLANDSON et al. erstellt (PDB: 4RH1).

1.3 Aktivierung und Signalweiterleitung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

Bei Aktivierung der GPCRs durch extrazelluldre Signale kommt es zu einer Verschiebung des
Gleichgewichts zwischen der inaktiven und aktiven Rezeptorstruktur verbunden mit einer
Konformationséinderung der dreidimensionalen GPCR-Struktur, wodurch G-Proteine,
Arrestine und GRKs an der intrazelluliren Bindetasche interagieren konnen.>>*® Bei dieser
Umlagerung wird abhéingig vom Liganden die aktive bzw. inaktive Rezeptorstruktur stabilisiert
und somit die basale Rezeptoraktivitdt erhoht bzw. verringert (Abbildung 2A). Dabei zeigen
Vollagonisten eine starke Aktivierung und erreichen eine 100 %-ige biologische Antwort.
Hingegen fithren Partialagonisten zu einer submaximalen biologischen Antwort und
stabilisieren ebenfalls die aktive Rezeptorstruktur.’® Neutrale Antagonisten haben keinen
Einfluss auf das Gleichgewicht zwischen aktiver und inaktiver Rezeptorstruktur bzw. auf die
basale Aktivitit.”> Dennoch konkurrieren neutrale Antagonisten mit Agonisten und inversen

Agonisten um die gleiche Bindungsstelle.”> Die inaktive Rezeptorstruktur wird durch inverse
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Agonisten stabilisiert, die die Grundaktivitit verringern und somit verglichen zur Basalaktivitit
auch die biologische Antwort senken.?® Des Weiteren gibt es sog. biased-Agonisten, die sowohl
den G-Protein- als auch den Arrestin-Signalweg stimulieren und dabei einen der beiden

Signalwege bevorzugt aktivieren (Abbildung 2B).?> Die Aktivierung beider Signalwege

konnte fiir unerwiinschte Nebenwirkungen von GPCR-Wirkstoffen verantwortlich sein.

>
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Abbildung 2: (A) Wirksamkeit der beschriebenen Liganden. (B) Biased-Agonisten aktivieren bevorzugt einen
Signalweg tiber einen weiteren, in diesem Fall den G-Protein- iiber den Arrestin-Signalweg. Die Abbildung wurde
in Anlehnung an WEIS et al. erstellt.?

Durch die Aktivierung der GPCRs kommt es zu einer Konformationsinderung des Rezeptors,
bei der hiufig eine Auswirtsbewegung der TM6 festgestellt wird.”>* Zudem werden im
intrazelluldren Bereich des Rezeptors weitere Helices umgelagert, was zur Exponierung der G-
Protein-Bindetasche fiihrt.?®2° An der Stabilisierung dieser intrazelluldren Bindetasche sind
unter anderem die konservierten Motive D(E)RY in TM3 und NPxxY in TM7 beteiligt.?*> Das
D(E)RY-Motiv kann neben der Stabilisierung der Rezeptorstruktur ebenfalls durch direkte
Interaktion mit dem G-Protein zu dessen Bindung beitragen.?

Die G-Proteine, die neben Arrestinen und GRKs (siche Kapitel 1.4) in der intrazelluldren
Bindetasche binden, bestehen aus den drei Untereinheiten: Ga, G und Gy. Im inaktiven
Zustand ist an dem heterotrimeren G-Protein Guanosin-5’-diphosphat (GDP) gebunden.*® Bei
Aktivierung des GPCR durch einen Agonisten kann in Folge der strukturellen Umlagerung des
Rezeptors das G-Protein an die aktive Rezeptorstruktur binden.*! Durch die Bildung des G-
Protein-GPCR-Komplexes wird das gebundene GDP freigesetzt und stattdessen ein Guanosin-
5’-triphosphat (GTP) gebunden.*** Die Bindung des GTP an das heterotrimere G-Protein 16st
eine strukturelle Umlagerung aus, die zur Dissoziation der Ga-Untereinheit von der

GBy-Untereinheit fiihrt.>° Die abgespaltenen Untereinheiten interagieren mit unterschiedlichen
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Effektorproteinen, wie der Adenylatcyclase und Phospholipase C.?® Durch die intrinsische
GTPase-Aktivitat der Ga-Untereinheit wird das GTP wieder zu GDP hydrolysiert, worauthin
die Ga-Untereinheit mit der GBy-Untereinheit zu dem inaktiven, heterotrimeren G-Protein-

Komplex reassoziiert, der erneut an GPCRs binden kann (Abbildung 3).2%3°

GPCR Aktivierung G-Protein-Kopplung Regulierung der Effektorproteine
° und Aktivierung durch die aktivierten G-Protein Untereinheiten
Ligand\

000000 FEES250660000000890208

Boce e
GTP GDP

Boo

/

Reassoziation der G-Protein Untereinheiten

Abbildung 3: Der G-Protein-Aktivierungsmechanismus: Durch die ligandeninduzierte Aktivierung des GPCR
kommt es zur strukturellen Umlagerung des Rezeptors, woraufhin das G-Protein an dem GPCR bindet. Bei der
Ausbildung des G-Protein-GPCR-Komplexes kommt es zu einem GDP/GTP Austausch und zur anschlieenden
Dissoziation der Ga- von der Gfy-Untereinheit. Die Ga- und Gfy-Untereinheit binden an unterschiedliche
Effektorproteine (EP), die weitere Signalkaskaden aktivieren. Durch die Hydrolyse des GTP zu GDP reassoziieren
die Ga- und GPy-Untereinheit zum inaktiven, heterotrimeren G-Protein-Komplex. Die Abbildung wurde in
Anlehnung an BAI ef al. auf BioRender.com erstellt.>*

Die Signalkaskade der GPCRs ist nicht nur von den Liganden abhéngig, sondern auch von der
jeweiligen G-Protein-Familie. In Sdugetieren kommen 21 verschiedene Ga-Untereinheiten, 6
GB-Untereinheiten und 12 Gy-Untereinheiten vor, die spezifisch wirkende heterotrimere
G-Protein-Komplexe bilden.***>=7 Die G-Proteine sind anhand der Sequenzhomologie der 21
verschiedenen Ga-Untereinheiten in die vier grolen Familien Gas, Gaio, Gogi1 und Gaiziz
eingeteilt.’®

Die Gos-Familie stimuliert die Adenylatcyclase, wodurch eine Steigerung der Produktion von
cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP) aus Adenosintriphosphat (ATP) resultiert.
Erhohte cAMP-Konzentrationen fiihren zur Aktivierung von cAMP-abhingigen Proteinen, wie
der Proteinkinase A (PKA).>”***! Im Gegensatz dazu kommt es bei der Gai/o-Familie zu einer
Inhibition der Adenylatcyclase und folgend zu einer Senkung der intrazelluldiren cAMP-
Konzentration.’’***! Die G-Proteine der Gog11-Familie aktivieren die B-Isoformen der

Phospholipase C (PLCP), welche Phophatidyinositol-4,5-biphosphat (PIP;) in die second
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messenger Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) spalten.’”**° Durch die
Bildung von IP3 kommt es zur Aktivierung des IP3-Rezeptors, einem Calciumkanal, der zu einer
Freisetzung von Ca?’-Ionen aus dem endoplasmatischen Retikulum fiihrt und somit die
cytoplasmatische Ca**-Konzentration erhoht. Der second messenger DAG hingegen aktiviert
die Proteinkinase C, die fiir die Phosphorylierung diverser Zielproteine zustindig ist.>”***° Die
Gaz/13-Familie reguliert die Aktivitit der RhoGEFs (Rho guanine nucleotide exchange factor),
die fiir die Aktivierung der GTPase RhoA verantwortlich sind. Die GTPase RhoA wiederum
reguliert weitere Effektoren, darunter die Rho-Kinasen (ROCKs), die wichtige Aufgaben bei
der Regulation des Zytoskeletts besitzen.***>* Zusitzlich zu den Ga-Familien interagiert die
bei dem Aktivierungszyklus gebildete Gpy-Untereinheit ebenfalls mit verschiedenen
Effektorproteinen, wie den GIRKs (G-Protein-coupled inwardly rectifying potassium
channels), der Adenylatcyclase, PLCP und Calciumkanilen (Abbildung 4).3%4+4

ATP  ¢cAMPT ATP  cAMPV  PIP, IP,+DAG ROCK 1 Contraretiotir (KT

® &
|

Abbildung 4: Ubersicht der G-Proteine mit ihren wichtigsten Effektorproteinen. Die verwendeten Abkiirzungen
sind im Text beschrieben. Die Abbildung wurde auf BioRender.com erstellt.

1.4 Desensibilisierung und Internalisierung der GPCRs

Neben der Aktivierung ist die Abschaltung der GPCRs ein wichtiger Prozess zur Regulierung
der Rezeptoraktivitit, der aus einem konservierten zweistufigen Mechanismus besteht: (1)
Phosphorylierung der GPCRs durch GRKs und (2) Bindung von Arrestin (Abbildung 5).* Im
Menschen bilden 7 verschiedene Serin/Threonin-Proteinkinasen (GRK1-7) die GRK-Familie,
die aktivierte GPCRs im Bereich der intrazelluliren Bindetasche phosphorylieren.’’>? GRK1
und GRK7 kommen hauptséchlich in der Netzhaut vor, GRK4 vorwiegend im Gehirn, der Niere

6
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und in den Hoden, wohingegen GRK2, 3, 5 und 6 ubiquitir exprimiert sind.>!** Zu der Arrestin-
Familie gehoren zwei visuelle Arrestine (Arrestin 1 und 4), die nur im Auge exprimiert sind,
und zwei nicht-visuelle Arrestine (Arrestin 2 und 3, auch B-Arrestin 1 und B-Arrestin 2
genannt), die ubiquitir vorkommen.’*>*>7 Nach Aktivierung der Rezeptoren kénnen GRKs
Serine und Threonine im Bereich des C-Terminus und der ICLs der GPCRs, besonders des
ICL3, phosphorylieren.’® Darauthin wird Arrestin mit hoher Affinitit an phosphorylierte
GPCRs gebunden, wodurch die G-Protein-Kopplung sterisch behindert und der Rezeptor
desensibilisiert wird.’®>° Dariiber hinaus kommt es zu einer Arrestin-vermittelten Aktivierung
weiterer Effektorproteine wie der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen), die
wiederum weitere Signalkaskaden aktivieren.?®%0-62 Zysitzlich werden durch die Bindung
des Arrestins Proteine wie Clathrin rekrutiert, wodurch es zur Clathrin-vermittelten Endozytose
kommt, bei der die Rezeptoren in Endosomen internalisiert werden.®® Dieser Prozess wird von
vielen GPCRs durchlaufen und fiihrt entweder zur Dephosphorylierung des Rezeptors und

Riickfiihrung zur Zellmembran oder zum lysosomalen Abbau.>®

GPCR Aktivierung GRK-vermittelte Arrestin Rekrutierung

° Phosphorylierung
Ligand ‘\

Recycling

Internalisierung

Endosom

Abbau ::.=5_ ' Desensibilisierung und
¢ ® Aktivierung von z.B. MAP-Kinasen

¥

Abbildung 5: GPCR-Abschaltungsmechanismus: Nach Aktivierung der GPCRs kdnnen GRKs an den Rezeptoren
binden und diese an den ICLs und am C-Terminus phosphorylieren. Durch die Phosphorylierung kommt es zur
Rekrutierung von Arrestinen, was zur Desensibilisierung der GPCRs und zur Arrestin-vermittelten Aktivierung
weiterer Effektorproteine wie den MAP-Kinasen fiihrt. Dariiber hinaus kann die Arrestin Rekrutierung zu einer
Internalisierung des Rezeptors fiihren, die entweder dessen Abbau oder die Dephosphorylierung und Riickfiihrung
in die Zellmembran zur Folge hat. Die Abbildung wurde in Anlehnung an KARNAM ef a/. mit BioRender.com
erstellt.*
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1.5 Allosterische Modulation

Bei einer allosterischen Modulation binden sog. allosterische Liganden an Bindungsstellen, die
sich von der orthosterischen Bindungsstelle unterscheiden.®® So kénnen allosterische Liganden
als Agonisten bzw. Antagonisten agieren (allosterische Agonisten/Antagonisten), aber auch als
stiller allosterischer Modulator (SAM) an einem Rezeptor binden, ohne einen detektierbaren

Effekt auszuldsen (Abbildung 6).”°
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Abbildung 6: Ubersicht der verschiedenen Arten der allosterischen Modulation. In Orange sind die
Dosis-Wirkungs-Kurven der Agonisten ohne allosterischen Liganden dargestellt; in Blau mit allosterischen
Liganden. Der a-Faktor steht fiir die Modulation der Affinitét, der B-Faktor fiir die Modulation der Wirksamkeit
und 1 beschreibt die intrinsische Wirksamkeit.® (A) Die positiven allosterischen Modulatoren (PAMs) erhdhen die
Affinitat und/oder Wirksamkeit der orthosterischen Liganden und weisen somit einen positiven a- und -Faktor
auf (a, B> 0). (B) Negative allosterische Modulatoren (NAMs) verringern die Affinitdt und/oder Wirksamkeit der
orthosterischen Liganden (o, f < 0). (C) Ago-PAMs besitzen im Vergleich zu PAMs zusitzlich eine erhohte
intrinsische Wirksamkeit (o, f > 0; T > 0). (D) Ago-NAMs weisen eine erhdhte intrinsische Wirksamkeit T auf und
verringern die Affinitat und/oder Wirksamkeit (o, p < 0; T > 0). (E) PAM-Antagonisten erhohen die Affinitét und
verringern die Wirksamkeit (o> 0; B < 0). (F) Stille allosterische Modulatoren (SAM) haben keinen Effekt auf die
Affinitdt, Wirksamkeit und intrinsische Wirksamkeit (a, , T = 0). Die Abbildung wurde in Anlehnung an
GRUNDMANN et al. erstellt.

Dariiber hinaus kénnen allosterische Liganden die Affinitdt und/oder die Wirksamkeit der
orthosterischen Liganden modulieren (allosterischer Modulator).”? Demzufolge erhdhen die

positiven allosterischen Modulatoren (PAM) die Affinitdit und/oder Wirksamkeit der
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orthosterischen Liganden, wihrend die negativen allosterischen Modulatoren (NAM) die
Affinitit und/oder Wirksamkeit senken.”” Zusitzlich gibt es Liganden, die sowohl als
allosterische Agonisten bzw. Antagonisten und als allosterische Modulatoren fungieren (ago-
PAM, ago-NAM, PAM-Antagonist), wodurch diese sowohl die Affinitdt und Wirksamkeit als
auch die intrinsische Wirksamkeit modulieren.”%6®

Die Entwicklung allosterischer Liganden kann viele Vorteile bieten.® In einigen Fillen kann
eine Rezeptorfamilie, bestehend aus verschiedenen Rezeptorsubtypen, durch ihre konservierten
Bindetaschen die gleichen orthosterischen Liganden binden.®® Dadurch ist die Entwicklung
selektiver orthosterischer Liganden relativ schwierig. Das Adressieren allosterischer
Bindestellen kann in solchen Féllen die Entwicklung selektiver Liganden fiir die einzelnen
Rezeptorsubtypen ermdglichen.®” Dieses Prinzip wurde durch die Zulassung von bislang sechs
allosterischen GPCR-Modulatoren bestitigt.”®” Zusitzlich befinden sich = 360 allosterische
Liganden fiir 30 verschiedene GPCRs in klinischen Studien.®’

Im Laufe der Entwicklung allosterischer Liganden wurden diverse Bindungstaschen
identifiziert, die rezeptoriibergreifend von HEDDERICH et al. beschrieben wurden.!! In dieser
Veroffentlichung wurden die bekannten allosterischen Bindestellen als known sites (KS) und
mogliche unbekannte allosterische Bindestellen als orphan sites (OS) benannt und fortlaufend

nummeriert (Abbildung 7).!!

Abbildung 7: Eine Ubersicht der bekannten (KS) und unbekannten (OS) allosterischen Bindestellen der Familie A
Rezeptoren wurde in der bovinen Rhodopsin Kristallstruktur (hellblau, PDB: 1F88) dargestellt.?? In Orange ist das
Volumen der moglichen Bindestellen gezeigt. Zur Orientierung wurde eine rote Sphire am Ende der Helix 8
eingefiigt. Die Abbildung wurde aus der Arbeit von HEDDERICH et al. entnommen und leicht modifiziert.!!
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1.6 Endothelin-Rezeptoren

Im Jahr 1988 wurde der Vasokonstriktor Endothelin-1 (ET-1) erstmals von YANAGISAWA et al.
aus Aortenendothelzellen eines Schweines isoliert und beschrieben.®® Ein Jahr spiter wurden
die beiden eng verwandten Strukturen Endothelin-2 (ET-2) und Endothelin-3 (ET-3)
identifiziert, die ebenfalls starke vasokonstriktive Eigenschaften aufweisen und somit die
Familie der endogenen Endothelin-Agonisten komplementieren.®® Daraufhin wurden im Jahr
1990 die beiden zugehorigen Rezeptoren der Endothelin-Familie entdeckt, der Endothelin-
Rezeptor A (ETaR) und der Endothelin-Rezeptor B (ETsR).”*’! Der ETAR und ETgR gehéren
zur Familie Rhodopsin-dhnlicher GPCRs (Familie @A) mit einer typischen
Sieben-Transmembrandoménen-Struktur.”>’* Die Endothelin-Rezeptoren iibernehmen eine
entscheidende Rolle bei der Regulierung des Herz-Kreislaufsystems, wodurch der ETgR und
besonders der ETAR als mogliche Targets fiir die Therapie der pulmonalen Hypertonie,

Atherosklerose, Nierenerkrankungen, Herzinsuffizienz und Krebs gelten.”> 8

1.6.1 Endothelin-Rezeptor A

Das ETAR-Gen (EDNRA) codiert den aus 427 Aminosduren aufgebauten humanen ETAR, der
eine etwa 60 %-ige Sequenzidentitit zum humanen ETgR besitzt.””*° Der ETR ist ubiquitir in
der glatten GefiBmuskulatur exprimiert.”**! Besonders hoch ist die Expression in der Lunge
und dem Herzen.”®3! Der ETaR ist der fiinfthiiufigste GPCR in den Herzvorhdfen, was die
Relevanz dieses Rezeptors in der Regulierung des Herz-Kreislaufsystems verdeutlicht.”®#! Im
Jahr 2023 wurde die erste Kristallstruktur vom ETaR mittels Cryo-EM von YUIIE et al.
bestimmt, wodurch neue Erkenntnisse ilber die ETaR-Struktur und den
Aktivierungsmechanismus erhalten werden konnten.”?

Bei der Aktivierung des Rezeptors kann der ETAR mit mehreren G-Proteinen, darunter Gos,
Gaijo, Gog11 und Gaiz13 koppeln, wobei der Rezeptor hauptsichlich iiber die Gog/11-Proteine
Signale weiterleitet.3>3* So wird durch die ET-1 vermittelte Aktivierung des ETAR der Tonus
der glatten GefdBmuskulatur tiber die Signalwege der Gog11-Proteine und Gaiz/13-Proteine
erhoht.3 Dabei stimulieren die Gogii-Proteine die PLCP, die iiber die IPs-Bildung die
intrazelluldre Ca**-Konzentration erhoht.®>®7 Aufgrund der erhohten Ca**-Konzentration
kommt es zu einer Ca?"/Calmodulin (CaM)-abhingigen Aktivierung der Myosin-leichte-
Ketten-Kinase (MLCK), die durch Phosphorylierung der leichten Kette des Myosins zur
Muskelkontraktion  fiihrt.35%7  Zusitzlich induziert der  Gauzi3-Signalweg — eine

Phosphorylierung der Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase iiber den Ca?*-unabhiingigen Rho-
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Kinase-Signalweg, wodurch die Dephosphorylierung des Myosins inhibiert wird und es somit

ebenfalls zur Kontraktion der glatten GefiBmuskulatur kommt. 3537

1.6.2 Endothelin-Rezeptor B

Der zweite Subtyp der Endothelin-Rezeptoren, der humane ETgR, wird durch das ETgR-Gen
(EDNRB) codiert und besteht aus 442 Aminoséuren. Der ETgR ist ubiquitér in Endothelzellen
exprimiert, wobei im Gehirn und der Lunge eine besonders hohe Dichte festgestellt wurde.”s8!
Die erste Kristallstruktur des ETgR mit dem endogenen Agonisten ET-1 wurde im Jahr 2016
von SHIHOYA et al. verdffentlicht.”® Dariiber hinaus wurden 11 weitere Kristallstrukturen mit
unterschiedlichen Liganden (Agonist, Antagonist, Partialagonist, inverser Agonist) und auch in
ligandfreier Form bestimmt. 53

Der aktivierte ETgR kann an Gos, Gairo und Gag/i1 koppeln und besitzt zwei Hauptaufgaben in
Endothelzellen: 1.) Freisetzung der Vasodilatatoren NO und Prostacyclin (Prostaglandin Iz;
PGIL) 2.) ET-1 Abbau in Lunge und Niere.?****> Durch die ET-1-vermittelte Aktivierung des
ETsR kommt es iiber den Gag/ii-verkniipften PLCB-Signalweg zu einem Anstieg der
intrazelluldren Ca®*-Konzentration.®>*® Diese fiihrt ihrerseits zu einer Aktivierung der
Ca?'/CaM-abhingigen endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) und zur Expression
der Cyclooxygenase-2 (COX-2), was wiederum zur Produktion von NO bzw. PGI, fiihrt und
eine Relaxation der glatten GefiBmuskeln bewirkt.*>?° Zusitzlich wird die eNOS durch die
abgespaltene Gy-Untereinheit {iber den Phosphoinositid-3-Kinase/Proteinkinase B/eNOS-
(PI-3-Kinase/Akt/eNOS) Signalweg aktiviert.”! Dariiber hinaus iibernimmt der ETgR eine
wichtige Aufgabe beim Abbau des ET-1.% In Folge der ET-1-vermittelten Aktivierung kommt
es zu einer schnellen Internalisierung des ETgR und zum anschlieBenden lysosomalen Abbau,
was einen wichtigen Eliminierungsmechanismus des ET-1 darstellt und die Endothelin-

Rezeptoren vor einer Uberstimulation schiitzt. 3209294

1.6.3 Struktur der Endothelin-Rezeptoren

Der ETaAR und ETgR weisen in den jeweiligen Kristallstrukturen die typische Sieben-
Transmembrandoménen-Struktur mit einer intrazelluliren Helix 8 auf.”>’>*> Beide Rezeptoren
beinhalten einen unter den GPCRs der Familie A seltenen langen N-Terminus.” Die ECL2
besteht aus zwei antiparallelen B-Faltbldttern mit einer kurzen Schleife, die ein bekanntes
Strukturmotiv (hairpin-Motiv) der Peptid-bindenden GPCRs der Familie A darstellt
(Abbildung 8).+7*8%%  AuBerdem befindet sich im extrazelluliren Bereich neben der

konservierten Disulfidbriicke zwischen TM3-ECL2 eine weitere Disulfidbriicke zwischen
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C69N* und C3417% im ETAR bzw. zwischen C90N*" und C3587-%° im ETgR, die das Ende des
N-Terminus mit dem extrazelluldren Bereich der TM7 verkniipft (hochgestellt: Ballesteros-

%).72 Die groBe orthosterische Bindetasche beider Rezeptoren

Weinstein-Nummerierung
besteht aus dem N-terminalen Schwanz, ECL1-3 und TM2-7.7>73# Zusitzlich bilden der
N-terminale Schwanz und die ECL2 eine deckelartige Struktur, die die orthosterische
Bindetasche abdeckt.” Bei dem ETgR kommt es durch die ET-1-induzierte Aktivierung zu
einer Einwértsbewegung im extrazelluldren Bereich der TM2, TM6, und TM7, wodurch die
Bindetasche komprimiert wird und kompakte Wechselwirkungen zwischen ET-1 und dem
ETsR ausgebildet werden.”>”® Bei der Bindung kommt ET-1 in direkten Kontakt mit dem
toggle switch W336%* das zum konservierten C®*WO*xP%0_Motiv gehdért und ein
essentielles Motiv fiir die Signalweiterleitung der GPCRs der Familie A darstellt.”>”>® Dariiber
hinaus 16st der aktivierte Rezeptor eine Umlagerung der konservierten Motive P>0V340F6-44,
D3#¥R339Y351 ynd N7#P73%xY"? aus, wobei das Y’>?im ETaR und ETgR durch ein Leucin
ersetzt ist.”> In Folge dieser Umlagerung kommt es im intrazelluliren Bereich der TM6 zu einer

Auswirtsbewegung, wodurch die intrazelluldre Bindetasche fiir die Rekrutierung der

G-Proteine, Arrestine und GRKs gedffnet wird.’>73-88

N-Terminus:

Disulfidbriicke
(CgoN—ler_C3587.25)

£ Disulfidbriicke
(C 1 743,25_(:255];('1_2)

Abbildung 8: Die ligandfreie Kristallstruktur des ETsR (PDB: 5GLI).” Im extrazelluldren Bereich befindet sich
das hairpin-Motiv innerhalb des ECL2 (blau) und die beiden Disulfidbriicken zwischen C174325 und C255F¢12
bzw. zwischen COON" und C35872%. Die konservierten Motive C&47W848xP630 (rot), P>50V3-49F644 (orange),
D3#R330y351 (griin) und N7#P73%xY733 (cyan) sind farbig markiert. Der in der Kristallstruktur nicht sichtbare
ICL3, sowie der C- und N-Terminus sind als gestrichelte Linie dargestellt. Abbildungen dieser Art wurden mit
UCSF Chimera und Inkscape erstellt.

12



1.6.5 Liganden der Endothelin-Rezeptoren

1.6.4 Pathophysiologie

Das Endothelin-System spielt eine grofe Rolle bei der GefiaBregulierung und damit
verbundenen Erkrankungen wie der pulmonalen Hypertonie.”” Dariiber hinaus wird die
Fehlregulation des Endothelin-Systems mit weiteren Krankheiten wie
Herz-, Nierenerkrankungen, Atherosklerose, neurologischen Erkrankungen und Krebs
assoziiert.”®’8%8°1% Dje vermeintlich wichtigste Aufgabe der Endothelin-Rezeptoren ist jedoch
die Regulierung der GefiBe, bei der der ETAR und ETgR gegensiitzliche Funktionen erfiillen.
Der ETAR hat primér eine vasokonstriktive Funktion und induziert durch die lang andauernde
Bindung von ET-1 eine verlingerte Vasokonstriktion.®> Dagegen bewirkt der ETgR
hauptsichlich eine NO-vermittelte Vasodilatation und fungiert als ,,Clearance-Receptor, der
zum Abbau des zirkulierenden ET-1 iiber den lysosomalen Weg beitriigt.®> Bei erhohten ET-1
Konzentrationen, wie sie bei pulmonaler Hypertonie festgestellt werden, kommt es zu einer
Blutdruckerh6hung in der Lunge, Zellwachstum und vaskuldren Obstruktionen, die
unbehandelt innerhalb weniger Jahre zum Tod fiihren kénnen.””!1°192 Im Rahmen klinischer
Studien mit Endothelin-Rezeptor-Antagonisten wurde gezeigt, dass die Inhibition der Bindung
von ET-1 eine mdgliche Therapieoption zur Behandlung der pulmonalen Hypertonie darstellt,

da diese eine Vasodilatation stimulieren und somit der Hypertonie entgegenwirken.””-103-103

1.6.5 Liganden der Endothelin-Rezeptoren
1.6.5.1 Endothelin-Familie und peptidische Analoga

Peptidische Endothelin-Rezeptor Agonisten

Der erste identifizierte Ligand der Endothelin-Rezeptoren ist der endogene Vasokonstriktor
ET-1 (1), der zusammen mit den endogenen Peptiden ET-2 (2) und ET-3 (3) die Endothelin-
Familie bildet (Abbildung 9).°%% Bei den Verbindungen 1, 2 und 3 handelt es sich um
strukturell-dhnliche Peptide, die aus 21 Aminosauren aufgebaut sind und zwei intramolekulare
Disulfidbriicken zwischen Cys1-Cys15 und Cys3-Cysl1 besitzen.®” Die Biosynthese der
Peptide 1, 2 und 3 erfolgt in drei Schritten.”® Zunichst werden aus den Pri-Pro-Endothelin
mRNAs die Prd-Pro-Endotheline gebildet, die im néchsten Schritt durch die Protease Furin
gespalten werden.’®!% Die daraus entstandenen nahezu inaktiven Big-Endotheline werden im
letzten Schritt durch die Zink-Metalloproteasen ECE-1 oder ECE-2 (endothelin-converting-
enzyme 1 bzw. 2) zu den aktiven Liganden 1, 2 und 3 gespalten.®1% In Miusen mit fehlendem
ECE-1 und ECE-2 wurden die Endotheline 1 und 2 ebenfalls nachgewiesen, was auf eine

Beteiligung weiterer Enzyme, wie der Chymase, an der finalen Spaltung der Big-Endotheline
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hinweist.”*!%7 Die Big-Endotheline werden fiir die Isoformen 1 und 2 zwischen Trp-Val und
fiir die Isoform 3 zwischen Trp-lle gespalten.®’%!% Am ETgR wurde fiir die aktiven
Endothelin-Isoformen die gleiche Aktivitit festgestellt (1 =2 = 3), wohingegen die Peptide 1
und 2 an dem ETAR aktiver sind als das Peptid 3 (1 =2 > 3).7%! In humanen BlutgefiBen liegt
der ECso-Wert von Verbindung 1 und 2 im niedrigen nanomolaren Bereich (3-18 nM),
wohingegen Verbindung 3 einen ECso-Wert von >100nM aufweist.'”® Zur weiteren
Aktivitatsuntersuchung wurden in einer Punktmutationsstudie sequentiell Ala-Mutationen in
die Verbindung 1 eingefiihrt und die Aktivitit der Derivate getestet.!%%!!% Dabei wurde gezeigt,
dass die Substitution der Aminosduren 2, 4, 5, 6, 7, 9, 16 und 19 nur zu einem geringen oder
gar keinen Aktivititsverlust fiihrt.!%!1® Im Gegensatz dazu ist besonders das Trp21 essentiell
fiir die Aktivitdt der Verbindung 1, da die Abspaltung dieser Aminosiure einen kompletten
Aktivititsverlust bewirkt.!!!

Zusitzlich zur Endothelin-Familie wurde die Familie der Sarafotoxine im Gift der Erdviper
Atractaspis engaddensis identifiziert.!'>!!3 Die Sarafotoxine (SRTXa (4), SRTXb (5) und
SRTXc (6)) weisen neben der starken vasokonstriktiven Eigenschaft eine hohe
Sequenzidentitit zur Endothelin-Familie auf.!'>'* In der Aorta von Ratten zeigte sich eine
Abstufung der kontraktilen Aktivitit von 5 >4 > 6.!'> Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass 6 ein
selektiver ETgR-Agonist ist, wohingegen die Agonisten 4 und 5 unselektivam ETAR und ETgR

binden 114,116,117

Endothelin-3 (ET-3) Sarafotoxin ¢ (SRTXc)

Abbildung 9: Die aus 21 Aminoséduren bestehenden Peptide der Endothelin- und Sarafotoxin-Familie besitzen
zwei identische Disulfidbriicken (schwarze Striche) zwischen Cys1-Cys15 und Cys3-Cysl1. Alle von ET-1 (1)
abweichenden Aminoséuren sind in Blau dargestellt.
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Neben den endogenen Endothelinen und Sarafotoxinen wurden weitere synthetische Analoga
hergestellt, die eine erhohte ETgR-Selektivitit aufweisen.!!” "' Mit [Ala"*!'*]Endothelin-1
(4Ala-ET-1, 7) wurde ein linearer, unverbriickter ETgR-Agonist identifiziert, bei dem die in
Verbindung 1 befindlichen Cysteine (Cys1, Cys3, Cys11 und Cys15) durch Alanine substituiert
wurden (Abbildung 10).!7-!2° Dieser Agonist zeigte in der Arbeit von SAEKI et al. mit einem
ICso-Wert von 0.33 nM eine dhnliche Aktivitdt am ETgR wie das ET-1 (1) mit einem ICso-Wert
von 0.11 nM."7 AuBerdem besitzt die Verbindung 7 eine erhdhte ETgR-Selektivitit mit einem
Faktor von 1700 im Vergleich zu Verbindung 1 mit 1.5.'' Bei einer weiteren Untersuchung zu
Struktur-Wirkungsbeziehungen (SAR; structure-activity relationship) wurde der Ligand IRL-
1620 (8, Sovateltid; Tycamzzi™) entdeckt.!'® Dieser ist ein N*-Succinyl-ET-1-Derivat, das
eine zur Ausgangsverbindung 1 vergleichbare Wirksamkeit im subnanomolaren Bereich und
eine weiter verbesserte ETgR-Selektivitit um den Faktor 120000 besitzt und somit ein
hochselektiver ETgR-Agonist ist.!'® Weiterfiihrend wurden positive Effekte von Verbindung 8
auf neurologische Krankheiten festgestellt.! Insbesondere bei Morbus Alzheimer und
ischdmischen Schlaganfillen wurden diese Ergebnisse in klinischen Studien bestitigt,
woraufhin Verbindung 8 im Jahr 2023 in Indien zur Therapie ischdmischer Schlaganfille
zugelassen wurde.!2"12 Des Weiteren ist das verkiirzte ET-1-Derivat BQ-3020 (9) zu nennen,
das eine zu Verbindung 1 vergleichbare agonistische Wirkung am ETgR besitzt. Auf diese
Weise konnte gezeigt werden, dass die Aminosduren Cysl1 bis Ser5 des ET-1 (1) nicht essentiell

fiir die Wirkung am ETgR sind.'"”

Endothelin-1 (ET-1)

N-Succinyl

ST 00c T SO OOCE
IRL-81 620 BQ-gOZO

Abbildung 10: Strukturen des unselektiven endogenen ETAR/ETgR-Agonisten ET-1 (1) und der selektiven
synthetischen ETgR-Agonisten 4Ala-ET-1 (7), IRL-1620 (8) und BQ-3020 (9). Alle von Verbindung 1
abweichenden Aminosduren sind in Blau dargestellt.
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Peptidische Endothelin-Rezeptor-Antagonisten

Mit BQ-123 (10) wurde von IHARA et al. der erste aktive und selektive ETAR-Antagonist
identifiziert (Abbildung 11).!>* Dieser wurde von den cyclischen Pentapeptiden BE-18257A
und BE-18257B abgeleitet, die aus dem Bakterium Streptomyces misakiensis isoliert wurden
und schwach, aber selektiv am ETAR binden.!?* 26 Der Antagonist 10 zeigte in Radioligand-
Bindungsassays, in vitro- und in vivo-Untersuchungen eine Hemmung der durch ET-1
induzierten Kontraktion.'?*!?” Dariiber hinaus wurde neben diesem cyclischen Liganden der
lineare ETAR-Antagonist FR139317 (11) von ARAMORI ef al. identifiziert.'?® Dieser zeigte in
in vitro-Untersuchungen eine zum Antagonisten 10 vergleichbare Inhibition der ET-1-
induzierten Kontraktion im einstellig nanomolaren Bereich und wird als selektiver
ETaR-Referenzantagonist verwendet.!’'?’ Von der Verbindung 11 wurde der ETaR-
Antagonist ['%1]-PD151242 abgeleitet, der anstelle des 3-(2-Pyridyl)-D-alanin-Restes ein
Tyrosin enthilt und in iodierter Form als Radioligand eingesetzt wird.!*® Neben diesem
Radioliganden werden auch viele weitere Liganden wie die Verbindungen 1, 2, 3, 8 und 9 fiir
Untersuchungen mit lod-125 ('?°I) markiert, die in dieser Arbeit nicht separat erwihnt

werden, 31133

o) = N\o
Q AP
DAsp—Pro—DVal—Leu—0>DTr,
p p \([)( : H/\([)( OH
Y ‘ AN
N~

10 1"
BQ-123 FR139317

Abbildung 11: Strukturen der peptidischen, selektiven ETAR-Antagonisten BQ-123 (10) und FR139317 (11). Der
rot dargestellte 3-(2-Pyridyl)-D-alanin-Rest wurde bei der Verbindung ['231]-PD151242 durch ein iodiertes Tyrosin
substituiert.

Als peptidische, selektive ETgR-Antagonisten sind die Liganden IRL-2500 (12) und
RES-701-1 (13) zu nennen (Abbildung 12).!3%!3° Beide besitzen eine erhohte Selektivitit fiir
den ETgR und werden daher zur Untersuchung der physiologischen und pathophysiologischen

Rolle dieses Rezeptorsubtyps verwendet.!34-136
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12 13
IRL-2500 RES-701-1

Abbildung 12: Strukturen der peptidischen, selektiven ETgR-Antagonisten IRL-2500 (12) und RES-701-1 (13),
letzterer enthilt eine Lactambindung zwischen der a-Aminogruppe des Gly1 und der Seitenkette des Asp9.

Neben den peptidischen, selektiven Antagonisten wurde ausgehend von einem BQ-123-Derivat
in einer SAR-Studie die Verbindung TAK-044 (14) entwickelt (Abbildung 13).!*7 Das
cyclische Hexapeptid bindet als Antagonist im subnanomolaren Bereich am ETAR und im
submikromolaren Bereich am ETgR.!*” Demzufolge zeigt dieser unselektive ETAR/ETgR-
Antagonist eine verbesserte Affinitit am ETaR im Vergleich zur Vorliuferverbindung 10.'%
Zusitzlich konnte 14 die durch ET-1-induzierten Kontraktionen inhibieren und zeigte in vivo

positive Wirkungen bei Herzinfarkten, Hypertonie und bei akutem Nierenversagen.!'3%!3

TAK-044

Abbildung 13: Struktur des dualen ETAR/ETgR-Antagonisten TAK-044 (14).

1.6.5.2 Niedermolekulare Endothelin-Rezeptor-Liganden

Aufgrund der schlechten oralen Bioverfiigbarkeit der peptidischen Liganden riickte die
Entwicklung eines oral bioverfiigbaren niedermolekularen Endothelin-Rezeptor-Antagonisten
in den Fokus der Wirkstoffentwicklung.”®!%° Der erste identifizierte niedermolekulare Ligand,

der oral aktiv und eine antagonistische Aktivitit am ETAR und ETgR gezeigt hat, war das
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Pyrimidinylsulfonamid-Derivat Ro 46-2005.'"*" Ausgehend von diesem Liganden wurde in
einer SAR-Studie der wirksamere Nachfolger Bosentan (15, Tracleer®) identifiziert
(Abbildung 14).'*? Dieser duale ETAR/ETgR-Antagonist wurde in zahlreichen klinischen
Studien auf Wirksamkeit und Sicherheit gepriift und 2002 von der EMA zur Therapie der
pulmonalen Hypertonie zugelassen.!%+!43:144 In einigen Untersuchungen wurde gezeigt, dass die
pulmonale Vasokonstriktion nicht nur durch den ETaR allein, sondern durch beide Endothelin-
Rezeptoren ausgelost wird.!* Dies bestitigte die Annahme, dass die parallele Hemmung beider
Rezeptorsubtypen eine geeignete Strategie fiir eine Vasodilatation ist.'*> Dariiber hinaus
wurden ebenfalls die Endothelin-Rezeptor-Antagonisten Ambrisentan (16, Volibris®) im Jahr
2008 und Macitentan (18, Opsumit®) im Jahr 2013 von der EMA zur Therapie der pulmonalen

Hypertonie zugelassen.'*’

>I\©\ R2
o)
HN_ #
// ~
S. Br
O//S\NHQ\O/ & NH
(0]
X .
N Pz OH N (0] N
| \W)\N o/\/ N O/\/ l\j\
=N N~ Br
15 16, Ambrisentan R; = Me 18, Macitentan, R, = Propyl
Bosentan 17, Darusentan Ry = OMe 19, Aprocitentan, R, = H

Abbildung 14: Strukturen der zugelassenen Arzneistoffe Bosentan (15), Ambrisentan (16) und Macitentan (18),
sowie des Antagonisten Darusentan (17) und des aktiven Metaboliten Aprocitentan (19).

Bei dem Antagonisten 16 handelt es sich um ein Propansédure-Derivat mit hoher ETaR-
Selektivitdt und damit einhergehender Inhibition der ETaR-vermittelten Vasokonstriktion in
der glatten GefdaBmuskulatur, wéhrend gleichzeitig die vasodilatatorische Funktion des ETgR
erhalten bleibt.!%*!*¢ Aufgrund dieser Eigenschaften wurde das strukturell-dhnliche Darusentan
(17) in klinischen Studien bei Patienten mit resistenter Hypertonie untersucht, das in Phase-III
den Wirksamkeitsendpunkt nicht erreichen konnte, weswegen diese Studie abgebrochen
wurde.'*” Mit Macitentan (18) wurde ein weiteres Pyrimidinyl-Derivat zur Therapie der
pulmonalen Hypertonie zugelassen, das als dualer Antagonist die Bindung des ET-1 an ETAR
und ETgR inhibiert.'*® Die Verbindung 18 zeigt im Vergleich zum Antagonisten 15 eine hohere
antagonistische Aktivitit in glatten Muskelzellen der Lunge.!® Dariiber hinaus wurde eine
langere Wirkdauer des Antagonisten 18 im Vergleich zu den Verbindungen 15 und 16

festgestellt, sowie eine verbesserte Pharmakodynamik, die auf dessen aktiven Metaboliten
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Aprocitentan (19) zuriickzufiihren ist.!®> In Tabelle 1 wurden die therapeutisch relevanten

Endothelin-Rezeptor-Antagonisten zusammengefasst.

Tabelle 1: Ubersicht der bekannten Endothelin-Rezeptor-Antagonisten mit ihren Bindungsaffinititen,
Rezeptorselektivitdten und dem aktuellen Zulassungsstatus, einschlielich des Jahrs der Zulassung. Bei einer

ETgR/ETAR Selektivitdt < 100 wurden die Antagonisten als unselektiv fiir ETAR und ETgR gekennzeichnet.

ETAR/ETsR Affinitit Rezeptorselektivitit Zulassungsstatus Referenzen
Antagonist (ETBR/ETAR)
Bosentan ETaR: Ki=4.7nM 20 . EMA: 2002 142,143
(15) ETgR: K; =95 nM unselektiv
Ambrisentan ETAR: Ki=1nM 195 EMA: 2008 143.146.149.150
(16) ETgR: K; =195 nM selektiv (ETaR)
Darusentan ETaR: Ki= 1.4 nM 131 Klinische Studien 147150
a7 ETgR: K; =184 nM selektiv (ETaR) abgebrochen”
Macitentan ETaR: ICso = 0.5 nM 782 EMA: 2013 143.148.151
(18) ETgR: ICso = 391 nM selektiv (ETaR)?
A itent ETAR: ICs50 = 3.4 nM 290
procitentan A 50 n ' Klinische Studien® 148,152
(19) ETgR: ICso = 987 nM selektiv (ETAR)*
Sitaxentan ETAR: ICso=1.4 nM 7000 EMA: 2006 143153154
(20) ETgR: ICs0 = 9800 nM selektiv (ETaR) 2010 widerrufen
Clazosentan ETAR: Ki=1.7nM 1135
. PMDA: 2022 155-157
(21) ETgR: K;=1930 nM selektiv (ETaR)
ETAR: Ki=9.3nM > 1075
Sparsentan .
22) ETgR: K; > 10000 nM dualer ETAR/AT;R- FDA: 2023 158,159
ATR: K;=0.8 nM Antagonist
Avosentan ETaR: ICso= 1.4 nM 429 Klinische Studie 160,161
(23) ETgR: ICso = 600 nM selektiv (ETAR) abgebrochen”
Zibotentan ETaR: ICso =21 nM > 476
A % ) Klinische Studien” 162,163
(24) ETgR: ICs0 > 10000 nM selektiv (ETaR)
Atrasentan ETAR: K;=0.069 nM 2014 o .
} Klinische Studien 164,165
(25) ETgR: K; =139 nM selektiv (ETaR)

*Die Informationen zu klinischen Studien wurden der Website www.clinicaltrials.gov entnommen.'%

#In der Verdffentlichung von IGLARZ et al. wurden Macitentan und Aprocitentan als duale (unselektive) ETAR/ETsR-
Antagonisten beschrieben.!4®

EMA = Europdische Arzneimittel-Agentur; FDA = U.S. Food and Drug Administration, US-Behorde fiir Lebens- und
Arzneimittel;, PMDA = Pharmaceuticals and Medical Devices Agency, japanische Behorde fiir Arzneimittel und
Medizinprodukte, ATiR = Angiotensin-II-Rezeptor-Subtyp-1.

Das Sulfonamid Sitaxentan (20) wurde von der EMA im Jahr 2006 ebenfalls als selektiver
ETAR-Antagonist zur Therapie der pulmonalen Hypertonie zugelassen (Abbildung 15).!4>153
Jedoch wurde die Zulassung im Jahr 2010 aufgrund akuter Lebertoxizitit, die zu zwei
Todesfillen gefiihrt hatte, widerrufen.'#1¢7

Weitere Zulassungen erhielten die Endothelin-Rezeptor-Antagonisten Clazosentan (21,

Pivlaz™) in Japan und Sparsentan (22, Filspari™) in den USA."*>!* Die Verbindung 21 ist ein

19



1.6.5 Liganden der Endothelin-Rezeptoren

weiterer von Bosentan abgeleiteter ETaAR-Antagonist mit einer Pyrimidinylsulfonamid-
Grundstruktur.'® In vivo wurde gezeigt, dass der Antagonist 21 zur Privention und Therapie
zerebraler GefilBspasmen einsetzbar ist, was in klinischen Studien bestitigt wurde,!03-168169
Darauthin erhielt die Verbindung 21 im Jahr 2022 von der japanischen PMDA die Zulassung
zur Therapie aneurysmatischer Subarachnoidalblutungen.'>®> Mit dem Sulfonamid 22 wurde ein
dualer ETAR/ATR-Antagonist identifiziert, der in klinischen Studien die Proteinurie bei
Immunglobulin A-Nephropathie, auch Morbus Berger genannt, reduzieren konnte.?%!3170
Infolgedessen wurde Verbindung 22 im Jahr 2023 von der FDA zur Therapie von
Immunglobulin A-Nephropathie zugelassen.!>® Neben dem Derivat 22 bewirkt auch Avosentan
(23) eine Verringerung der Proteinurie bei Patienten mit diabetischer Nephropathie.”® Jedoch
wurden in klinischen Phase-III Studien erhebliche Nebenwirkungen festgestellt, die zu

Hypervolimie und Herzinsuffizienz fiihrten.”®!”! Daher wurde diese klinische Studie

abgebrochen.”®!7!
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Abbildung 15: Strukturen der zugelassenen Arzneistoffe Clazosentan (21) und Sparsentan (22), sowie des
Sitaxentan (20), dessen Zulassung widerrufen wurde. Zusitzlich sind die Strukturen der Antagonisten Avosentan
(23), Zibotentan (24) und Atrasentan (25) dargestellt, die in klinischen Studien unerwiinschte Nebenwirkungen
oder eine unzureichende Wirksamkeit gezeigt haben.

Fiir die Endothelin-Rezeptor-Antagonisten Zibotentan (24) und Atrasentan (25) wurde eine

antikarzinogene Wirkung in tierischen und menschlichen Zellen nachgewiesen.!® Daher
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wurden beide ETaR-Antagonisten in klinischen Studien zur Therapie von Krebs in einer Mono-
und in einer Kombinationstherapie mit Zytostatika untersucht.'®!"2"1"* Jedoch konnte
gegeniiber der Placebogruppe trotz guter Vertrdglichkeit der Wirkstoffe keine signifikante

Wirksamkeit festgestellt werden.!93172-174

1.6.5.3 Allosterische Modulation des Endothelin-Rezeptors

Das Salicylsdure-Derivat Br2SA (26) wurde als allosterischer Modulator des ETaR beschrieben
(Abbildung 16).'”> Dieses wurde auf Grundlage der Acetylsalicylsiure und Salicylsiure
synthetisiert, die ebenfalls als allosterische Modulatoren des ETAR beschrieben wurden.!”>176
Die Verbindung 26 hemmt laut BLANDIN et al. die ['*°I]-ET-1-Bindung am ETAR mit einem
ICso-Wert von 0.5 mM.!”®> Weiterfiihrende Untersuchungen zeigten, dass die Verbindung 26
zum einen die Assoziation von ['?’I]-ET-1 am ETaR nicht verindert und zum anderen die
Dissoziation des ['?°I]-ET-1-Rezeptorkomplexes beschleunigt.!” Zusitzlich ist die Dosis-
Wirkungskurve fiir die Wirkung von 26 auf die Dissoziation des ['?’I]-ET-1-
Rezeptorkomplexes sittigbar.!”> Aufgrund dieser Ergebnisse wurde postuliert, dass es sich bei

Verbindung 26 um einen allosterischen Modulator des ETaRs handelt.!”

Br COOH
; OH
Br

26
Br2SA

Abbildung 16: Struktur des vermutlich allosterischen ETsR-Modulators Br2SA (26).

1.7 Freie-Fettsiure-Rezeptoren

Die Familie der Freien-Fettsdure-Rezeptoren (Free fatty acid receptors, FFARs) gehort den
Rhodopsin-dhnlichen GPCRs (Familie A) an und besteht aus den Rezeptorsubtypen FFAR1
(GPR40), FFAR2 (GPR43), FFAR3 (GPR41) und FFAR4 (GPR120).”*177178 Dabei zihlen
FFAR1 und FFAR4 zu den Rezeptoren, die von mittelkettigen (FFAR1, 7-12 C-Atome) bzw.
langkettigen Fettsduren (FFAR1 und FFAR4, > 12 C-Atome) aktiviert werden, wohingegen
kurzkettige Fettsduren (1-6 C-Atome) als Agonisten der Rezeptorsubtypen FFAR2 und FFAR3
fungieren (Tabelle 2 und Tabelle 3)."””"'” Die FFARs haben einen groBen Einfluss auf
verschiedene physiologische Prozesse, vor allem auf den Energiestoffwechsel, wodurch die
FFARs als wichtige Targets fiir die Therapie von Diabetes mellitus Typ-2, Adipositas, Krebs,

Lebererkrankungen und Entziindungen gelten.!7”:178.180
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1.7.1 FFAR2 und FFAR3

Die Freien-Fettsdure-Rezeptoren FFAR2 und FFAR3 wurden im Jahr 1997 identifiziert und
anschlieBend durch die Entdeckung der endogenen kurzkettigen Fettsdureliganden im Jahr
2003 deorphanisiert.!8:82 Der FFAR2 und FFAR3 besitzen aufgrund ihrer =~ 40 %-igen
Sequenzidentitiit eine hohe strukturelle Ahnlichkeit.'®! Die beiden Rezeptorsubtypen sind in
den Langerhans-Inseln und in enteroendokrinen Zellen exprimiert.!””-!82-185 Zysstzlich kommt
der FFAR2 in den Adipozyten des weilen Fettgewebes und in verschiedenen Immunzellen wie
Makrophagen und Neutrophilen vor und der FFAR3 im  sympathischen
Nervensystem.!”7178:182.186 Eijr dje beiden Subtypen FFAR2 und FFAR3 wurden im Jahr 2024
die ersten Kristallstrukturen mittels Cryo-EM bestimmt, womit neue Erkenntnisse iiber die
Rezeptorstrukturen und den Aktivierungsmechanismus erhalten wurden.'®’

Der FFAR2 kann mit der Gai/o- und Gog11-G-Protein-Familie interagieren, wobei es bei einer
Aktivierung der Gaio-Familie zu einer Inhibition der cAMP-Produktion kommt und dadurch
weiterfiihrend der ERK-Signalweg aktiviert wird.!””-182188 Bei der Gog11-Signalweiterleitung
wird die intrazelluldre Ca**-Konzentration erhdht, wodurch es zur Aktivierung der MAPK-
Kaskade kommt.!7"182188 Bej dem FFAR3 werden die Signale hauptsichlich iiber die Gaijo-G-
Protein-Familie analog weitergeleitet,!”7-182.188.189

Durch diese unterschiedlichen Signalweiterleitungen sind der FFAR2 und FFAR3 an vielen
physiologischen Vorgingen beteiligt.!””!”® Dabei ist die Regulierung des Blutzuckerspiegels
iiber die Sekretion von Hormonen eine wesentliche Aufgabe, bei der unter anderem durch das
Hormon GLP-1 (glucagon-like peptide 1) die Freisetzung von Insulin verstirkt wird.!*%!!
Aullerdem ist der FFAR2 am Fettstoffwechsel und an Entziindungsprozessen beteiligt und der

FFAR3 an der Regulierung des sympathischen Nervensystems, !78:186.192.193

1.7.2 FFAR1 und FFAR4

Der durch mittel- und langkettige Fettsduren aktivierbare Rezeptor FFAR1 wurde, wie der
FFAR2 und der FFAR3, im Jahr 1997 entdeckt und ebenfalls im Jahr 2003 deorphanisiert.'8!-1%4
Als endogene Liganden des FFAR4 wurden im Jahr 2005 von HIRASAWA ef al. wie im Fall des
FFARI langkettige Fettsiuren identifiziert.!”> FFAR1 ist hauptsichlich in den B-Zellen des
Pankreas vorhanden.'”® Zusitzlich wurde eine Expression des FFAR1 in enteroendokrinen
Zellen, Immunzellen, Geschmacksknospen, Osteozyten und Zellen des zentralen
Nervensystems festgestellt.!”’2°! Der FFAR4 ist ebenfalls in enteroendokrinen Zellen,
Immunzellen und Geschmacksknospen exprimiert.!®>1?7292° AuBerdem kommt der FFAR4

besonders im Darm, der Lunge sowie in Adipozyten vor.!*>2% Im Vergleich zum FFAR2 und
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1.7 Freie-Fettsdure-Rezeptoren

FFAR3 wurden fiir den FFAR1 und FFAR4 bereits zahlreiche Kristallstrukturen bestimmt und
dabei auch allosterische Ligandenbindungsstellen identifiziert.?%+2%

Die Signaltransduktion erfolgte bei FFAR1 hauptsichlich {iber Gag/11- und Gaio-G-Proteine,
wodurch es sowohl zur Erhéhung der intrazelluliren Ca®**-Konzentration als auch zur
Hemmung der Adenylatcyclase und daraus folgend zur Aktivierung weiterer Signalkaskaden
wie der MAPK-Kaskade kommt.!”817%1941% Dje Aktivierung des FFAR4 fiihrt zu einer
Bindung von Gog/11-Proteinen und nachfolgend zur Rekrutierung von f-Arrestin 2, wodurch
der Rezeptor internalisiert wird.!7195-207

Zu den physiologischen Aufgaben des FFAR1 und FFAR4 gehort unter anderem die Sekretion
von Hormonen wie GLP-1 und die Geschmackswahrnehmung,!9>197:198298 Der FFAR] ist an
der Glucose-stimulierten Insulinsekretion in den Langerhans-Inseln beteiligt, wohingegen der

FFAR4 eine Rolle im Fettstoffwechsel und bei Immunreaktionen spielt.!7%183:196.202,209

1.7.3 Struktur der FFARs

In dem Jahr 2014 bzw. 2023 konnten die ersten Kristallstrukturen des FFAR1 und FFAR4
bestimmt werden.?**?!? In diesen wurde die typische GPCR-Grundstruktur bestehend aus der
Sieben-Transmembrandoméine fiir beide Rezeptorsubtypen bestitigt.?**?!® Der FFAR1 besitzt
analog zu den Peptid-bindenden GPCRs wie dem ETAR und ETgR eine ECL2, die iiber eine
Schleife zwei antiparallele B-Faltblétter miteinander verkniipft (hairpin-Motiv) und als Deckel
fiir die orthosterische Bindetasche fungiert.?** Die Ausrichtung dieses hairpin-Motivs wird
durch die konservierte Disulfidbriicke zwischen der TM3 (C79>%) und dem C-terminalen
Abschnitt des ECL2 (C1705¢1?) stabilisiert.?%*

AulBlerdem wurden in den FFARI1-Kristallstrukturen die allosterische Bindestelle (KS2) der
Partialagonisten TAK-875 (32) und MK-8666 (34) und die allosterische Bindestelle (KS5) des
Ago-PAM APS (37) beschrieben (Abbildung 17A und Abbildung 19).!1-2%42!! [n KS2 bildet
der Partialagonist 32 tief zwischen TM3-4 mit seiner Carboxylatfunktion Salzbriicken mit
R183>¥ und R25872° aus, die zuvor im Rahmen von Mutationsstudien und Modelling-
Experimenten als wichtige Aminosduren fiir die Aktivierung des Rezeptors identifiziert
wurden.?+?12213 Die Carboxylatfunktion von Verbindung 32 wird zusitzlich durch die
Tyrosine Y91°7 und Y240%°! stabilisiert.’** Wohingegen die Sulfonat-Gruppe lediglich zur
Reduktion der Lipophilie und Verbesserung der Pharmakokinetik, jedoch nicht fiir die
agonistische Aktivitit verantwortlich ist.>** In der Kristallstruktur von LU et al. wurde der
FFARI in einem Komplex mit dem Partialagonisten 34 und dem Ago-PAM 37 bestimmt.?!! In

dieser bindet Verbindung 34 unter Ausbildung analoger Wechselwirkungen an der gleichen
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1.7 Freie-Fettsédure-Rezeptoren

allosterischen Bindestelle (KS2) wie Verbindung 32 (Abbildung 17B).!!?!! Der Ago-PAM 37
hingegen bindet zwischen TM3-5 und der ICL2 des FFARI1 (KS5) und bildet hauptsédchlich
lipophile Wechselwirkungen mit dem Rezeptor aus.?!'2'* Dariiber hinaus wird die
Carboxylatfunktion von Verbindung 37 durch Wasserstoffbriickenbindungen mit Y44>? und
S123%4? stabilisiert (Abbildung 17C).!!

\ngsy R2587.35
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Abbildung 17: (A) FFAR1-Kristallstruktur (PDB: STZY) im Komplex mit den allosterischen Liganden MK-8666
(34) in KS2 und AP8 (37) in KS5.2!' (B) MK-8666 bildet iiber seine Carboxylatfunktion innerhalb der 7TM-
Domine Salzbriicken mit R1833° und R2587-*° und Wasserstoffbriickenbindungen mit Y91337 und Y240%>! aus.
(C) Der allosterische Ligand AP8 (37) bindet hauptsédchlich iiber hydrophobe Wechselwirkungen an die
Oberfliche des FFARI. Zusitzlich wird die Carboxylatfunktion durch Wasserstoffbriickenbindungen mit Y4424
und S123%42 stabilisiert. Polare Wechselwirkungen sind als gestrichelte Linien in Orange dargestellt.

1.7.4 Pathophysiologie der FFARs

Durch die unterschiedlichen Signaltransduktionswege der vier FFAR-Subtypen ist die
Rezeptorfamilie an zahlreichen physiologischen Prozessen beteiligt und mit verschiedenen
Erkrankungen wie Diabetes, Adipositas, Krebs, Lebererkrankungen und Entziindungen
assoziiert.”!”7"17° Die groBte therapeutische Relevanz weist die FFAR-Familie in Bezug auf

Diabetes auf.”!”® In Untersuchungen wurde bereits gezeigt, dass FFAR-Liganden in vitro die
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1.7.5 Liganden der FFARs

Glucose-stimulierte Insulinsekretion fordern und zur Therapie des Diabetes mellitus Typ-2
verwendbar sein konnten.?!>*!¢ Dariiber hinaus wurde ebenfalls eine erhohte Sekretion der
Inkretine, des glucoseabhingigen insulinotropen Peptides (GIP) und GLP-1 festgestellt,
wodurch es zu einer verstirkten Insulinsekretion der Langerhans-Inseln kommt.!”*!8 Daher ist

die FFAR-Familie ein vielversprechendes Target fiir die Therapie des Diabetes mellitus

Typ-2.7:179.180208

1.7.5 Liganden der FFARs

1.7.5.1 Endogene Fettsiureliganden

An die Familie der Freien-Fettsdure-Rezeptoren binden endogene Fettsduren mit
unterschiedlicher Kettenlinge.!$>!°41% Die Subtypen FFAR2 und FFAR3 werden durch
kurzkettige Fettsduren aktiviert, wohingegen mittelkettige Fettsduren als endogene Agonisten
des FFARI und langkettige Fettsduren als endogene Agonisten des FFAR1 und FFAR4
fungieren (Tabelle 2 und Tabelle 3).!8%19419° In Tabelle 2 sind die ECso-Werte der kurzkettigen
Fettsduren am FFAR2 und FFAR3 zusammengefasst. Die beiden FFAR-Subtypen werden
durch Propion- und Buttersiure im mikromolaren Bereich aktiviert.'®? Die um ein bzw. zwei
Kohlenstoffatome verldngerte Valerian- bzw. Capronsdure zeigen eine klare Selektivitat fiir

FFAR3, wohingegen Essigsiure lediglich FFAR2 aktiviert.!8%188:217

Tabelle 2: Ubersicht der endogenen Agonisten des FFAR2 und FFAR3 mit den jeweiligen ECso-
Werten.178’179’182’188’217

ECso [uM]
Fettsiure FFAR2 FFAR3 Referenzen
C2:0, Essigsédure 35-431 > 1000 182,188,217
C3:0, Propionsdure 14-290 6-127 182,188,217
C4:0, Buttersdure 28-371 42-158 182,188,217
C5:0, Valerianséure > 1000 42-142 182,188
C6:0, Capronséure - 102-134 188

In Tabelle 3 ist ein Uberblick der mittel- und langkettigen Fettsiuren und deren Potenzen an
FFAR1 und FFAR4 gegeben. Die mittelkettigen Fettsduren aktivieren selektiv
FFAR1.!78179194195 Dyrch langkettige gesittigte und ungesittigte Fettsiuren werden FFAR1
und FFAR4 mit vergleichbaren Potenzen aktiviert, wobei ungesdttigte Fettsduren eine hohere

Priferenz fiir FFAR4 und gesittigte Fettsduren eine hohere Préferenz fiir den FFARI
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1.7.5 Liganden der FFARs

aufweisen.!”®!” Die hochste Potenz an FFAR1 zeigt Docosahexaenséiure (DHA), wohingegen

FFAR4 bevorzugt von C18 PUFAs (Polyunsaturated fatty acids) aktiviert wird.!”

Tabelle 3: Endogene Agonisten des FFAR1 und FFAR4 mit den jeweiligen ECso-Werten, !78:17%:194-196.218

ECso [nM]
Fettsdure FFARI1 FFAR4 Referenzen
gesiittigte Fettsidure
C6:0, Capronséure 46 _ 194
C8:0, Caprylsdure 38 - 194
C10:0, Caprinsdure 14-43 - 194,196
C12:0, Laurinsdure 6-12 - 194,196
C14:0, Myristinsdure 8-14 30 194-196
C16:0, Palmitinsdure 5-7 32 194-196
C18:0, Stearinsdure 17 18 194,195
ungesittigte Fettsiiure
C16:1 Palmitoleinsaure 14 0.7-3 194,195,218
C18:1 Olsdure 2-40 31 194-196
Omega-3 Fettsiure
C18:3 a-Linolensdure 2-13 0.5 194-196,218
C20:3 Eicosatriensiure 11 1 194,195
C20:5 Eicosapentaenséure 2-7 2-3 194-196,218
C22:6 Docosahexaensdure 1-4 4 194-196
Omega-6 Fettsiiure
C18:2 Linolséure 2-10 1 194,196,218
C18:3 y-Linolenséure 5-9 1 194-196
C20:3 Dihomo-y-Linolensdure 7 14 194,195
C20:4 Arachidonsédure 2-12 - 194,196
C22:4 Docosatetraensdure 13 16 194,195

1.7.5.2 Synthetische FFAR-Liganden

In den letzten 20 Jahren wurden eine Reihe synthetischer FFAR-Liganden identifiziert, die an
unterschiedlichen Bindetaschen der verschiedenen FFAR-Subtypen aktivierend bzw.
desaktivierend wirken.”'”® Eine Auswahl an orthosterischen FFAR-Liganden einschlieBlich

bereits bekannter allosterischer Modulatoren wurde in Tabelle 4 zusammengefasst.
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1.7.5 Liganden der FFARs

Tabelle 4: Auswahl synthetischer FFAR-Liganden.”!7317

Ligand Bindungsstelle Potenz Referenzen
FFAR1
Rosiglitazon (27) orthosterisch ECso=2.8 uM 219
GW9508 (28) orthosterisch ECso = 48 nM 218
GW1100 (29) orthosterisch ICso=1pM 218
TUG-424 (30) orthosterisch ECso =32 nM 220
TUG-770 (31) orthosterisch ECso = 6 nM 221
TAK-875 (32) allosterisch (KS2) ECso = 14 nM 204,222
AMGS837 (33) allosterisch ECso =120 nM 208
MK-8666 (34) allosterisch (KS2) ECso=0.9 nM 211,223
AM-1638 (35) allosterisch ECso = 160 nM 208
APS (36) allosterisch (KS5) ECso = 0.6 nM 21
Compound 1 (37) allosterisch (KS5) ECso =72 nM 205
FFAR2
Cmp 1 (38) orthosterisch ECso =79 nM 224
GLPG0974 (39) orthosterisch ICso =9 nM 225
:I\C/II\C/}I;;O;/O) allosterisch ECso =660 nM 226227
CFMB (41) allosterisch ICso=0.7 uM 228
AZ1729 (42) allosterisch ECso =125 nM 229
FFAR3
AR420626 (43) allosterisch ECso=1.8 uM 230
FFAR4
TUG-891 (44) orthosterisch ECso =44 nM 21
GSK137647A (45) orthosterisch ECso=0.5 uM 215
AH-7614 (46) allosterisch ICso = 79 nM 215232

1.7.5.2.1 Synthetische FFAR1-Liganden

Als einer der ersten synthetischen FFARI-Liganden wurde das bekannte Thiazolidindion-
Derivat Rosiglitazon (27) identifiziert (Abbildung 18).2!° Das ehemals zugelassene
Antidiabetikum aktiviert den FFAR1 im mikromolaren Bereich und besitzt somit eine dhnliche
Wirksamkeit wie die endogenen Fettsiureliganden.?!®?3? Zusitzlich zeigten auch weitere
Derivate der Thiazolidindion-Familie wie Pioglitazon und Ciglitazon agonistische Aktivitdten
am FFAR1.2** Dariiber hinaus identifizierte BRISCOE ef al. das Propansiure-Derivat GW9508
(28), das mit einem ECso-Wert von 50 nM ein potenter FFAR1 Partialagonist ist und den
FFAR4 mit einer 70-fach geringeren Affinitit aktiviert.””!’®2!® Dieser zeigte in vitro eine
Stimulation der Ca?'-Freisetzung und eine damit einhergehende Férderung der Glucose-
stimulierten Insulinsekretion.”?!® Der Ligand 28 und der in der gleichen Arbeit beschriebene

Antagonist GW1100 (29) werden héufig zur physiologischen Untersuchung des FFARI
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1.7.5 Liganden der FFARs

verwendet.”?!® Folgend wurde auf Basis der GW9508-Grundstruktur eine Serie potenter und
selektiver Propansiure-Derivate mit einer zentralen Alkinstruktur synthetisiert.>> In dieser
Serie wurde das optimierte Derivat TUG-424 (30) dargestellt, das ebenfalls die Glucose-
stimulierte Insulinsekretion erhdht.??° Aufgrund der unverindert schlechten Pharmakokinetik
dieser Verbindungen wurden weitere SAR-Studien auf Basis der Phenylpropanséure-
Grundstruktur durchgefiihrt, aus denen der hochpotente Agonist TUG-770 (31, ECso = 6 nM)

mit verbesserten pharmakokinetischen Eigenschaften hervorging.?2!-2%3
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Abbildung 18: Strukturen ausgewéhlter synthetischer FFARI1-Liganden, die an der orthosterischen Tasche
binden. Alle dargestellten Verbindungen besitzen eine agonistische Aktivitét, auler der Antagonist GW1100 (29).

Zusitzlich zu den beschriebenen orthosterischen Liganden wurden weitere allosterische
Modulatoren identifiziert und charakterisiert (Abbildung 19).” Zu diesen gehért das potente
und selektive Dihydrobenzofuran-Derivat TAK-875 (32, Fasiglifam).??? Bei der Verbindung 32
handelt es sich um einen FFAR1-Ago-allosterischen Modulator, der sowohl als Partialagonist
als auch als positiver allosterischer Modulator wirkt.>*® Aufgrund der vielversprechenden in
vitro- und in vivo-Experimente, in denen der Ligand 32 den Plasmaglucosespiegel senken
konnte, wurde der allosterische Modulator im Rahmen klinischer Studien untersucht.??? In
klinischen Studien der Phase-III fiihrte die Verbindung 32 bei Patienten mit Diabetes mellitus
Typ-2 zu einer verbesserten glykimischen Kontrolle.?!® Jedoch wurde auch eine Lebertoxizitit

festgestellt, worauthin die Wirkstoffentwicklung abgebrochen wurde.?!®

28



1.7.5 Liganden der FFARs

Als weitere allosterische Partialagonisten sind AMG837 (33) und MK-8666 (34) bekannt, die

in vitro und in vivo ebenfalls positive Effekte auf den Zuckerstoffwechsel zeigten,208-223:237-239

Die darauffolgenden klinischen Phase-I Studien wurden jedoch aufgrund von

Sicherheitsbedenken eingestellt.?4024!
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Abbildung 19: Ubersicht der allosterischen Partialagonisten TAK-875 (32), AMG837 (33) und MK-8666 (34),
sowie der allosterischen Vollagonisten AM1638 (35), Compound 1 (36) und AP8 (37). Die Kristallstruktur des
FFARI1 im Komplex mit den Verbindungen 34 und 37 wurde in Abbildung 17 gezeigt.

AnschlieBend wurde in einer weiteren SAR-Studie, basierend auf der Verbindung 33, der
allosterische Vollagonist AM-1638 (35) identifiziert.?** Dieser zeigte in vivo im Vergleich zu
dem Partialagonisten 33 eine verbesserte Regulierung des Blutzucker- und Insulinspiegels.”**?
AuBlerdem wurde in einer Studie von LUO et al. festgestellt, dass Vollagonisten wie die
Verbindung 35 die Sekretion der Hormone GIP und GLP-1 aus enteroendokrinen Zellen sowie
die Insulinsekretion aus den Langerhans-Inseln effektiver fordern als Partialagonisten, wodurch

diese einen erhohten therapeutischen Nutzen aufweisen.?%
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1.7.5 Liganden der FFARs

Zusitzlich zum Derivat 35 wurden mit Compound 1 (36) und APS8 (37) zwei weitere
allosterische Vollagonisten beschrieben.?>!! Beide Verbindungen binden an den FFAR1 mit
nanomolarer Affinitdt und besitzen eine hohe strukturelle Ahnlichkeit, wodurch sie an die

gleiche allosterische Tasche (KS5) des FFAR1 binden.”2%2!!

1.7.5.2.2 Synthetische FFAR2-Liganden

Aus einer Reihe von 4-Oxobutansdure-Derivaten wurde die Verbindung Cmp 1 (38)
identifiziert, die als erster potenter, selektiver und orthosterischer Agonist des FFAR2
beschrieben wurde (Abbildung 20).22*?*} In den darauffolgenden in vitro-Experimenten wurde
mit dieser Verbindung eine Hemmung der Lipolyse sowie eine Stimulierung der GLP-1-
Sekretion in enteroendokrinen Zellen festgestellt, wodurch der Einfluss des FFAR2 auf den
Energiestoffwechsel bestitigt wurde.?** Als weiterer FFAR2-Antagonist wurde das Azetidin-
Derivat GLPG0974 (39) identifiziert, welches in vitro entziindungshemmende Effekte
aufwies.??> Demzufolge wurde die Wirkung des Liganden 39 im Rahmen einer klinischen
Studie bei Patienten mit Colitis ulcerosa untersucht.?** Dabei wurde eine gute Vertriglichkeit
der Verbindung nachgewiesen, jedoch kein messbarer Nutzen im Vergleich zur Placebogruppe

festgestellt.>*
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Abbildung 20: Strukturen des orthosterischen FFAR2-Agonistens Cmp 1 (38) und des orthosterischen FFAR2-
Antagonistens GLPG0974 (39).

Als erster allosterischer FFAR2-Agonist wurde der in einem HTS (high-throughput screening)
identifizierte Ligand AMG-7703 (40, 4-CMTB) von LEE et al. beschrieben, der den FFAR2
sowohl direkt aktivieren aber auch die Potenz der endogenen Fettsduren erhéhen kann
(Abbildung 21).%2° In folgenden SARs wurden weitere allosterische Modulatoren wie CFMB
(41, Compound 58) dargestellt, welcher keine signifikant verbesserte Potenz aufweisen
konnte.??622% [n vitro zeigten die beiden allosterischen Liganden 40 und 41 eine Inhibition der

Lipolyse und wurden fiir die weitere physiologische Charakterisierung des FFAR?2
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1.7.5 Liganden der FFARs

verwendet.”?2%2% Dariiber hinaus ist das Guanidin-Derivat AZ1729 (42) als allosterischer

Modulator beschrieben, der wie 40 als direkter Agonist und als PAM fungiert.?%’
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Abbildung 21: Strukturen der allosterischen FFAR2-Modulatoren AMG-7703 (40), CFMB (41) und
AZ1729 (42).°

1.7.5.2.3 Synthetische FFAR3-Liganden

Die Identifizierung von FFAR3-Liganden ist im Vergleich zu den anderen FFAR-Subtypen
deutlich weniger fortgeschritten. Bisher sind nur einige kurzkettige Fettsduren als
orthosterische Liganden des FFAR3 bekannt.”-?** Als allosterischer FFAR3-Ligand wurde in
einer Serie von Hexahydrochinolonen der selektive PAM-Agonist AR420626 (43) identifiziert,
der die GLP-1-Sekretion in vitro stimuliert (Abbildung 22).%3%2%¢ Dariiber hinaus wurde in
dieser SAR-Studie gezeigt, dass geringe strukturelle Verdanderungen einen erheblichen Einfluss
auf die Aktivitit der entsprechenden Verbindung besitzen.”*° Wihrend einige AR420626-
Derivate am FFAR3 inaktiv waren, bewirkten andere Derivate sogar eine negative allosterische
Modulation.?*® Dieses Phiinomen ist in der Literatur bekannt und wurde bereits als chemical

switch beschrieben.?*’
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Abbildung 22: Struktur des Hexahydrochinolon-Derivates AR420626 (43).

1.7.5.2.4 Synthetische FFAR4-Liganden

Der therapeutische Fokus liegt beim FFAR4, wie auch bei FFAR1, auf der Entwicklung von
Agonisten.” In einer SAR-Studie, basierend auf Dihydrozimtsiure-Derivaten, wurde der erste

selektive und hochpotente FFAR4-Ligand TUG-891 (44) identifiziert (Abbildung 23).*! Die
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Verbindung 44 besitzt einen ECso-Wert von 44 nM und weist eine hohe Selektivitdt gegentiber
den anderen FFAR-Subtypen auf.?3! Die Signaltransduktion nach Bindung dieses Agonisten
erfolgt analog zu den endogenen Fettsiuren, bei der es unter anderem zu einer Ca**-Freisetzung
und B-Arrestin 2 Rekrutierung kommt.>*® AuBerdem wurde in vitro eine durch die Verbindung
44 vermittelte GLP-1-Sekretion festgestellt, weswegen der FFAR4 als mdgliches
therapeutisches Target fiir Diabetes beschrieben wurde.>*®

Des Weiteren wurde das Sulfonamid GSK137647A (45) entwickelt, das trotz fehlender
Carbonsiurefunktion ein potenter und selektiver Agonist des FFAR4 ist.?!° In weiteren in vitro-
Experimenten wurde durch GSK137647A eine Erh6hung der Glucose-stimulierten Insulin- und
GLP-1-Sekretion festgestellt, die durch den in der gleichen Arbeit beschriebenen Antagonisten
AH-7614 (46) inhibiert werden konnte.?!> Aufgrund der pharmakologischen Wirksamkeit
wurde der Antagonist 46 in einer weiteren Arbeit von WATTERSON et al. untersucht und als

negativer allosterischer Modulator (NAM) charakterisiert.”*2
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Abbildung 23: Strukturen der FFAR4-Agonisten TUG-891 (44) und GSK137647A (45), sowie des NAM
AH-7614 (46).

1.8 GPRC5b

Der Waisenrezeptor (orphan receptor) GPRCS5b wurde im Jahr 2000 von ROBBINS et al.
entdeckt.’**>* Der Rezeptor gehdrt zur Familie C der GPCRs und besitzt ebenfalls die typische
Sieben-Transmembrandoménen-Struktur.?>® GPCRs der Familie C weisen in der Regel einen
langen cysteinreichen N-Terminus mit einer charakteristischen Venus-Fliegenfallen-Doméne
auf, die fiir eine Rezeptordimerisierung und die Ligandenbindung zustindig ist.>! Im
Gegensatz dazu weist der GPRCS5b eine verhdltnismifBig kurze N-terminale Doméine mit zwei
konservierten Cysteinen auf.?*?° Zusitzlich beinhaltet die GPRC5b Struktur das in der
Familie C hochkonservierte W247%% in TM6 und P2907*° in TM7.2* Aufgrund des hohen
Konservierungsgrads sind beide Reste vermutlich am Aktivierungsmechanismus und/oder der

G-Protein-Signalweiterleitung beteiligt.*’
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Im Menschen ist der GPRCS5b ubiquitir exprimiert, wobei eine erhohte Expression im Gehirn
festgestellt wurde.?>° So zeigten GPRC5b-defiziente Miuse diverse neurologische Phénotypen,
wie Verhaltensanomalien und verinderte kortikale Neurogenese.?*>?%> An GPRC5b-knockout
Maiusen wurde eine Verbesserung der erndhrungsbedingten Insulinresistenz und Fettleibigkeit
festgestellt, die auf eine Reduzierung der Entziindungen im wei3en Fettgewebe zuriickzufiihren
ist.2* Mechanistisch wurden die Entziindungen durch die Interaktion zwischen dem GPRC5b
und der Tyrosinkinase Fyn und anschlieBender Aktivierung des NF-kB-Signalweges initiiert
und gefordert.>>* AuBerdem spielt der GPRC5b eine Rolle bei der Regulierung des Tonus der
glatten GefaBmuskulatur und deren Differenzierung tiiber eine Interaktion mit dem
Prostacyclin-Rezeptor.?>> Zusitzlich wurde in weiteren in vitro-Studien gezeigt, dass eine
erhohte GPRC5b Expression zu verringerter Insulinsekretion und zu einer fibrotischen
Aktivitit in kardialen Fibroblasten fiihrte, weswegen der Rezeptor als mogliches Target fiir

Diabetes mellitus Typ-2 und Herzinsuffizienz beschrieben wurde.>%>’
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2. Zielsetzung

2. Zielsetzung

Als Teil des GLUE-Projekts sollten im Rahmen dieser Arbeit diverse synthetische Arbeiten an
moglichen Liganden der ausgewéhlten GLUE-Zielrezeptoren (ETRs, FFARs und GPRC5b)
erfolgen.

Im ersten Teil der Arbeit sollte fiir die Arbeitsgruppe DOTSCH/BERNHARD ein selektiver und
hochaffiner ETgR-Ligand zur Reinigung des Rezeptors mittels Affinitdtschromatographie
synthetisiert werden (Kapitel 3.1). Dafiir wurde das ET-1 Derivat 4Ala-ET-1 7 ausgewdhlt,
dass mittels automatisierter Festphasenpeptidsynthese synthetisiert werden sollte
(Abbildung 24). Anschliefend sollte dieses Derivat iiber ein Linker-Segment mit Biotin
funktionalisiert werden. Zusédtzlich sollte das Peptid 7 mit einem Fluorophor fiir
Aktivitatsuntersuchungen des ETgR modifiziert werden. Eine weitere Aufgabe bestand in der
Synthese verkiirzter 4Ala-ET-1-Derivaten, die als Referenzliganden fiir die biologische

Testung der Arbeitsgruppe BUNEMANN dienen sollten.

7
4Ala-ET-1
Biotin Fluorophor Kiirzung

Abbildung 24: Geplante Modifizierungen des 4Ala-ET-1 Peptids 7.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte fiir die Arbeitsgruppe DOTSCH/BERNHARD ein
fluoreszenzmarkierter FFAR2-Ligand als Referenzligand fiir in vitro-Untersuchungen
synthetisiert werden (Kapitel 3.2). Als Grundlage dienten die Arbeiten von HANSEN ef al. und
P1ZZONERO ef al., in denen der FFAR2-Ligand 47 und dessen Synthese beschrieben wurde
(Abbildung 25).72°2%8 Dariiber hinaus sollte das Grundgeriist der Verbindung 47 (rot markiert,
Abbildung 25) zusétzlich mit einem Linker-Segment und Biotin zur Reinigung des FFAR2
mittels Affinititschromatographie in der Arbeitsgruppe DOTSCH/BERNHARD modifiziert

werden.
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2. Zielsetzung

47

Abbildung 25: Struktur des fluoreszenzmarkierten FFAR2-Liganden 47, der in der Arbeit von HANSEN et al.
beschrieben wurde und im Rahmen dieser Arbeit nachsynthetisiert werden sollte.?*® In Griin wurde der NBD-
Fluorophor und in Rot der eigentliche Ligand markiert, der zusétzlich {iber einen Linker mit Biotin modifiziert
werden sollte.

Im dritten Teil der Arbeit sollten die im Laufe dieser Dissertation mittels Dockingstudien der
Arbeitsgruppe KOLB erhaltenen Vorhersagen fiir potentielle neuartige Liganden der GLUE-
Rezeptoren als Grundlage fiir die Synthese allosterischer Modulatoren dienen. Dafiir sollten die
vorgeschlagenen Liganden aus den Dockingstudien in Zusammenarbeit mit den Arbeitsgruppen
KoOLB, DIEDERICH und SCHLITZER bewertet und die vielversprechendsten Verbindungen fiir die
Synthese ausgewihlt werden. Anschliefend sollte deren Synthese geplant und durchgefiihrt
werden. Nach deren Reinigung und analytischer Charakterisierung sollten die
Zielverbindungen an die Arbeitsgruppe BUNEMANN zur Priifung ihrer Wirksamkeit iibergeben
werden. Zusitzlich sollte eine Derivatisierung der urspriinglichen Liganden erfolgen, um ein
groBeres Spektrum &dhnlicher Verbindungen zu erhalten. Im Falle einer biologisch aktiven

Substanz war geplant, deren Affinitit bzw. Wirksamkeit zu optimieren (Kapitel 3.3).
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3.1 Peptidische ETgR-Liganden

3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Peptidische ETgR-Liganden

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte fiir die Arbeitsgruppe DOTSCH/BERNHARD ein biotinylierter
ETgsR-Ligand zur Proteinreinigung mittels Affinitdtschromatographie synthetisiert werden.
Dafiir wurde der selektive und potente ETgR-Ligand 4Ala-ET-1 7 ausgewéhlt
(Abbildung 24).'!"” Dieser weist im Vergleich zu dem endogenen ET-1 eine verbesserte ETgR-
Selektivitdt auf und ist aufgrund der fehlenden Disulfidbriicken mit geringerem
Syntheseaufwand herzustellen.!'” Im Anschluss an die Peptidsynthese sollte das 4Ala-ET-1 7
mit einem geeigneten Linker und Biotin modifiziert werden.

Fiir die geplante Synthese am automatisierten Peptidsynthesizer Syro 2000 wurde zunichst das
2-Chlortritylchlorid-Harz  (2-CTC-Harz) mit Fmoc-Trp(Boc)-OH beladen und die
Harzbeladung gravimetrisch bestimmt (Kapitel 5.1.9). Dariiber hinaus wurden drei weitere
Fmoc-Trp(Boc)-beladene Harze kommerziell erworben, um die Reinheit der automatisierten
4Ala-ET1 Peptidsynthese in Abhédngigkeit von der Beladung und der Eigenschaften des

jeweiligen Harzes zu vergleichen (Tabelle 5).

Tabelle 5: Verwendeten Harze mit den jeweiligen Beladungen fiir die automatisierte Peptidsynthese. Das 2-CTC-
Harz wurde mit Fmoc-Trp(Boc)-OH beladen, die weiteren mit Fmoc-Trp(Boc)-beladenen Wang-, TentaGel® R
PHB- und TentaGel® S PHB-Harze wurden kommerziell erworben.

Beladung

Harz Struktur des beladenen Harzes
[mmol/g]

2-CTC-Harz Fmoc—Trp(Boc)—O O . 0.64
T

Fmoc—Trp(Boc) —O
Wang-Harz \_@O\_Q_O 0.29

TentaGel® R PHB 0.24
-Harz Fmoc—Trp(Boc)—0O ’
O—TentaGel
TentaGel® S PHB- O emane O 0.1
Harz ’

Da die erste Synthese am 2-CTC-Harz zu zahlreichen Nebenprodukten fiihrte (Abbildung 26),
wurden bewusst niedrig beladene Harze erworben, um eine saubere Peptidsynthese zu

ermdglichen. Zusitzlich wurde mit dem TentaGel® R PHB-Harz ein spezielles Harz mit
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3.1 Peptidische ETgR-Liganden

erhohtem Quellvolumen erworben, dass besonders fiir lange bzw. schwierige Peptidsequenzen
geeignet sein soll. Ausgehend von den in Tabelle 5 dargestellten Harzen wurde mittels
automatisierter Festphasenpeptidsynthese mit dem Kupplungsreagenz HBTU, dem Additiv
HOBt und der Base DIPEA das 4Ala-ET-1-Peptid aufgebaut. Nach Abschluss der
automatisierten SPPS wurden die Harze mit DMF gewaschen und die Fmoc-Schutzgruppe mit
20 % Piperidin in DMF abgespalten. Darauthin wurde simultan das Peptid vom Harz und die
permanenten Schutzgruppen von den Seitenketten mit einer Losung aus TFA/H,O/TIS
(95/2.5/2.5, v/v/v) sauer abgespalten. Das Reaktionsgemisch wurde in Diethylether getropft und
das préazipitierte Rohpeptid mittels analytischer HPLC auf dessen Reinheit untersucht
(Abbildung 26). AnschlieBend wurden die Rohpeptide mittels praparativer HPLC gereinigt
und massenspektrometrisch analysiert. Dabei konnte die Verbindung, die bei einer
Retentionszeit von 23.3 min eluierte, als das Produkt 4Ala-ET-1 identifiziert und in hoher

Reinheit isoliert werden.

400

Methode: 207050

300 WV 2-CTC-Harz

200

oxidiertes ___

4Ala-ET-1 — 4Ala-ET-1

1001
Wang-Harz

100 M\‘_ TentaGel® S PHB-Harz

H— e 4\/
- M TentaGel® R PHB-Harz

W

-300

mAU

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Minutes

Abbildung 26: Analytische HPLC-Chromatogramme des 4Ala-ET-1-Rohpeptid nach saurer Abspaltung von den
unterschiedlichen Harzen. Bei der Retentionszeit von 20.8 min eluiert das am Methionin oxidierte 4Ala-ET-1-
Peptid und bei 23.3 min das gewiinschte 4Ala-ET-1-Peptid. Methode: Start bei 20 % B; Ende bei 70 % B; Gradient:
+1 % B/min, ab 50 min beginnt der Spiillauf; Fluss: 1 mL/min.

Weder das selbst beladene 2-CTC-Harz noch die kommerziell erworbenen TentaGel®-Harze
lieferten zufriedenstellende Resultate. Im Vergleich wurde jedoch fiir das Wang-Harz der
hochste Produktpeak festgestellt, daher wurde dieses Harz fiir weitere Synthesen verwendet.

Neben dem Produkt wurde bei einer Retentionszeit von 20.8 min eine Verbindung mit einer

Masse gefunden, die um m/z = 16 groBBer war als die Masse des 4Ala-ET-1, was auf eine
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3.1 Peptidische ETgR-Liganden

oxidierte Form des 4Ala-ET-1 hinweist. Eine solche Oxidation ist an der Thioetherstruktur des
Methionins in Position 7 mdglich und ein bekanntes Problem Met-haltiger Peptide. Daher
wurde bei der Nachsynthese im Anschluss an die saure Abspaltung das Rohpeptid mit
N-Methylmercaptoacetamid nach HOUGHTEN et al. reduziert.>° Der Reaktionsverlauf dieser
Reduktion wurde nach Oh, 18h und 94 h mittels analytischer HPLC untersucht
(Abbildung 27). Aus den HPLC-Chromatogrammen ist ersichtlich, dass das oxidierte Peptid
bei 0 h die groflte Peakfldche aufweist. Nach 18 h ist dessen Menge bereits deutlich reduziert
und nach 94 h komplett umgesetzt. Parallel dazu nahm die Peakfldche des gewiinschten
4Ala-ET-1-Peptids mit der Zeit zu. Im Anschluss an diese Reduktion wurde das Rohpeptid
mittels préparativer HPLC gereinigt, wodurch das 4Ala-ET-1 (TFA-Salz, 48) in 97.5 %-iger
Reinheit (Bestimmung der Reinheit durch analytische HPLC bei 220 nm) isoliert werden
konnte (Abbildung 28).

14001 Methode: 207050

20,453

12001 oxidiertes __
4Ala-ET-1

22907

10004 — 4Ala-ET-1 t=0h

8004

mAU

6004

t=18h

400

2004

t=94h

10 12 14 16 18 20 2 2 2% 28 30 2 1 36 38 40 12 24
Minutes

Abbildung 27: HPLC-Chromatogramme (Ausschnitt von 10 - 45 min) der Reduktion des 4Ala-ET-1-Rohpeptids
mit N-Methylmercaptoacetamid bei 0 h, 18 h und 94 h. Bei 0 h ist die Peakfliche des oxidierten Peptids
(20.453 min) hoher als die des eigentlichen 4Ala-ET-1-Peptids (22.907 min). Nach 18 h konnte eine signifikante
Abnahme festgestellt werden und bei 94 h war kein oxidiertes Peptid mehr sichtbar. Methode: Start bei 20 % B;
Ende bei 70 % B; Gradient: +1 % B/min; Fluss: 1 mL/min.

Nach der erfolgreichen Synthese des 4Ala-ET-1 sollte dieses mit einem Linker und Biotin zur
Affinititsreinigung des ETBR modifiziert werden. Dafiir wurde das 4Ala-ET-1 erneut
synthetisiert und nach der automatisierten Festphasenpeptidsynthese manuell mit dem
Ethylenglykol-Derivat TTDS und danach mit Biotin gekuppelt (Abbildung 28). Als
Kupplungsreagenz und Additiv wurden analog HBTU bzw. HOBt verwendet. Anschlielend
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3.1 Peptidische ETgR-Liganden

wurde das Rohpeptid vollstindig entschiitzt und reduziert. Bei der Reinigung mittels
praparativer HPLC konnte aufgrund der geringen Ldslichkeit des Rohpeptids 49 im
verwendeten Laufmittelgemisch (H2O/MeCN + 0.1 % TFA) lediglich eine Ausbeute von
< 1 mg erhalten werden. Um die Loslichkeit der Verbindung 49 zu verbessern, wurden anstatt
des TTDS-Linkers zwei Lysine iiber die Seitenkette an das 4Ala-ET-1 gekuppelt. Diese sollten
aufgrund der freien a-Aminogruppen zu einer verbesserten Loslichkeit des Peptids fiihren.
AnschlieBend wurde das Biotin an das Peptid gekuppelt und im Anschluss vollstindig
entschiitzt. Das Rohpeptid wurde wieder reduziert und konnte im Laufmittelgemisch
(H2O/MeCN + 0.1 % TFA) der préparativen HPLC problemlos geldst und gereinigt werden.
Auf diese Weise wurden ausgehend von 180 mg Fmoc-Trp(Boc)-Wang-Harz
(Ausgangsbeladung: 0.29 mmol/g) 8 mg des Peptids 50 in einer Reinheit von 94.3 % erhalten.
Das hergestellte 4Ala-ET-1 (TFA-Salz, 48) und das Biotin-sLys-sLys-4Ala-ET-1 (TFA-Salz,
50) wurden der Arbeitsgruppe DOTSCH/BERNHARD fiir die Proteinreinigung des ETgR zur
Verfiigung gestellt. Zusitzlich wurde eine weitere Charge der Verbindung 48 an die

Arbeitsgruppe BUNEMANN fiir die in vitro-Untersuchungen am ETgR iibergeben.

S
@ @®@® N 3xCF,COOH

TOOTOCESTOOLL
0 48
4Ala-ET-1 (TFA-Salz)
HN NH
H H H ’ 0
S "//\/\H/N\/\/O\/\O/\/O\/\/N\H/\)J\4A|a_ET_1
o) 2xCF3COOH
49
o Biotin-TTDS-4Ala-ET-1 (TFA-Salz)
HN NH
e
/\/\ﬂ/ \/\/\)J\ /\/\/\[]/4Ala ET-1
4xCF3COOH

50
Biotin-sLys-sLys-4Ala-ET-1 (TFA-Salz)

Abbildung 28: Strukturen des 4Ala-ET-1 (48) und der biotinylierten 4Ala-ET-1-Derivate 49 mit dem
TTDS-Linker und 50, welches zwei, iiber die Seitenkette verkniipfte, Lysine als Linker besitzt. Im Falle der
Bezeichnung sLys wurde das Lysin iiber die e-Aminogruppe im Peptid eingebaut. Das Biotin ist in Blau und die
Linker in Rot dargestellt.

Da die starke Bindung des 4Ala-ET-1 48 an den ETgR in der biologischen Testung der

Arbeitsgruppe BUNEMANN das Auswaschen des Liganden erschwert hat, wurden verkiirzte
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3.1 Peptidische ETgR-Liganden

4Ala-ET-1-Derivate synthetisiert, die weniger potent an den ETgR binden. In der Arbeit von
SAEKI et al. wurde bei einer N-terminalen Verkiirzung des 4Ala-ET-1 um 7 Aminosiuren
lediglich eine Verringerung der Potenz um den Faktor 4 und bei einer Verkiirzung um 9
Aminoséduren bereits eine Verringerung um den Faktor 4000 festgestellt.'!” Demzufolge
wurden die N-terminal um 8, 10 bzw. 12 Reste verkiirzten Peptide 51-53 analog mittels
automatisierter SPPS dargestellt (Abbildung 29). Im Anschluss wurden die Rohpeptide
vollstdndig entschiitzt. Aufgrund des fehlenden Methionins war in diesem Fall kein zusitzlicher
Reduktionschritt notig. Die verkiirzten 4Ala-ET-1-Rohpeptide 51, 52 und 53 konnten direkt

gereinigt und in ausreichenden Mengen erhalten werden.

N

&
CUHEPEEREEEE@: T GEOREREEEE@:.

x3CF,COOH x2CF,COOH
51 52

4Ala-ET-1(9-21) (TFA-Salz) 4Ala-ET-1(11-21) (TFA-Salz)

OSSO OOLL

x2CF,COOH
4AIa-ET-1(13?231) (TFA-Salz)

Abbildung 29: Verkiirzte 4Ala-ET-1-Derivate 51, 52 und 53. In Klammern sind die Positionen der enthaltenen
Aminoséuren in Bezug zu 4Ala-ET1 48 angegeben.

Eine weitere Aufgabe bestand in der Synthese eines fluoreszenzmarkierten ETgR-Liganden.
Dafiir wurde ebenfalls das 4Ala-ET-1-Peptid als Grundstruktur verwendet, wobei in der
Synthese das Lysin in Position 9 durch Arginin (K9R) substituiert wurde. Auf diese Weise
wurde die zweite freie Aminogruppe neben dem N-Terminus eliminiert, um eine selektive
Reaktion des Fluorophors mit dem Peptid zu ermdglichen, ohne dass eine weitere orthogonale
Schutzgruppe fiir die Seitenkette des Lys9 erforderlich ist. Nach der automatisierten SPPS
wurde das Rohpeptid 54 vollstindig entschiitzt, reduziert und gereinigt. Im nédchsten Schritt
wurde der kommerziell erworbene Fluorophor DY-647P1 (Dyomics GmbH; Jex = 653 nm,
Aem= 672 nm in EtOH) als NHS-Ester mit DIPEA in DMF an das 4Ala-ET-1(K9R)-Derivat
(TFA-Salz, 54) gekuppelt und anschlieend gereinigt, wodurch der fluoreszenzmarkierte
ETgR-Ligand 55 dargestellt werden konnte (Schema 1). Im Anschluss an die analytische
Charakterisierung wurde der Ligand an die Arbeitsgruppe DOTSCH/BERNHARD {ibergeben und

in der Publikation von UMBACH et al. zur Funktionalititsuntersuchung des ETgR verwendet.2
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3.1 Peptidische ETgR-Liganden

@) @) ’
g ®®®® y DY-647|;1|F-)r\é|/-ls-Ester g @®@® N

Arg x3CF,COO0H Arg x2CF;COOH

SR EDRE@EEEE@ o ERCTO0TCCC OO,
4AIa-ET—1(K95:{) (TFA-Salz) e DY-647P1-4AIa-E'I?-51(K9R) (TFA-Salz)

Schema 1: Umsetzung des 4Ala-ET-1(K9R) (54), das in Position 9 ein Arginin anstatt Lysin enthélt (orange
unterlegt), mit DY-647P1-NHS-Ester zum fluoreszenzmarkierten Peptid DY-647P1-4Ala-ET-1(K9R) (55).

3.2 Niedermolekulare FFAR2-Liganden

Als FFAR2-Ligand sollte zum einen ein fluoreszenzmarkierter Referenzligand synthetisiert
werden, der fiir die biologische Testung an dem FFAR2 von der Arbeitsgruppe
DOTSCH/BERNHARD bendtigt wurde. Zum anderen sollte ein biotinylierter FFAR2-Ligand
hergestellt werden, der wie der biotinylierte ETgR-Ligand 50 zur Proteinreinigung verwendet
werden sollte. In der Literatur wurde bereits basierend auf dem FFAR2-Antagonisten 39
(Kapitel 1.7.5.2.2) der fluoreszenzmarkierte FFAR2-Ligand 47 von HANSEN et al. beschrieben,
der im Rahmen dieser Arbeit in einer leicht modifizierten Synthese dargestellt wurde

(Abbildung 30).2252%

0
lﬁ,\\\”\N/\/\H/OH o o) . . NQ
N 8 N\i)kN/\/\r(N\/\/N\CEN
o A Y
) cl S CF4
39 47

GLPG0974

Abbildung 30: Struktur des bekannten FFAR2-Antagonist 39, der zur Entwicklung des fluoreszenzmarkierten
FFAR2-Liganden 47 diente.

Die Totalsynthese des fluoreszenzmarkierten FFAR2-Liganden 47 umfasst 11 lineare Schritte,
sowie die Synthese des dafiir benétigten Edukts 58. Dieses konnte in einer nukleophilen
Substitution aus dem substituierten Benzylamin 56 und 4-Brombuttersdureethylester 57

erhalten werden (Schema 2).22°2%%
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3.2 Niedermolekulare FFAR2-Liganden

+ (0]
NH 0 Et;N N ~
FaC o)

THF FsC F4C—COO"
70°C. 19 h
56 57 47 58

Schema 2: Darstellung der Verbindung 58 als Edukt zur Totalsynthese des fluoreszenzmarkierten
FFAR2-Liganden 47.

Im ersten Schritt der 1l-stufigen Totalsynthese wurde Benzylamin 59 mit
Ethyl-2-brompropanoat 60, das als Racemat erworben wurde, in einer nukleophilen
Substitution umgesetzt (Schema 3). Das erhaltene sekundire Amin 61 reagierte im néchsten

Schritt in einer reduktiven Aminierung mit Chloracetaldehyd 62 zu dem tertidren Amin 63.

K,CO3 (o]
fe} H
* Br/%( ~ > @\/N N
59 60 61

85°C, 20 h
86 %
o NaBH(OAG);
MgSO,, AcOH
Cl H tr. DCM
0°C,1h
62 87 %
cl
Nﬂg; KHMDS H o
@‘/ g tr. THF N%O/\
-78°C, 1h
0,
64 60 % 63
H, EtOH

Pd/C | RT, 20 h

Benzothiophen-3-essigsaure o

HATU o)
o DIPEA
HN -~ N o
0 DMF A\
RT, 21 h S
66

53 % u. zwei Schritte
65

Schema 3: Reaktionsschritte 1 — 5 der Synthese des fluoreszenzmarkierten FFAR2-Liganden 47.

Im néchsten Schritt wurde Verbindung 63 mithilfe der Base KHMDS in a-Position zum Ester
deprotoniert, wodurch es zu einer intramolekularen Cyclisierung und dem Aufbau des Azetidin-
Strukturmotivs kam. AnschlieBend wurde die Benzyl-Schutzgruppe hydrogenolytisch entfernt,
um das ungeschiitzte Azetidin 65 zu erhalten. Dieses Zwischenprodukt wurde ohne Reinigung
zundchst mit Benzothiophen-3-essigsdure und dem Kupplungsreagenz EDC+HCI analog der

Arbeit von PIZZONERO et al. umgesetzt, was jedoch zu keiner Produktbildung fiihrte.?%
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3.2 Niedermolekulare FFAR2-Liganden

Darauthin wurde die Amidkupplung erneut durchgefiihrt, wobei als Alternative das
Kupplungsreagenz HATU verwendet wurde. Durch diese Substitution konnte das gewiinschte
Amid 66 in einer Ausbeute von 53 % nach Reinigung mittels préparativer HPLC erhalten
werden.

Im ndchsten Schritt wurde der Ethylester 66 unter Verwendung von LiOH basisch hydrolysiert
(Schema 4).%! Die entstandene Siure 67 wurde erneut mit dem Kupplungsreagenz HATU und
dem zuvor dargestellten Edukt 58 (Schema 2) zum Amid 68 umgesetzt. Anschlieend wurde

der Ethylester 68 unter basischen Bedingungen entschiitzt und das Zwischenprodukt 69 isoliert.

0 0
0 LiOH 0
A\ RN THF, EtOH, H,0 A\ OH
S RT, 45h S
66 67

93 %
HATU
O\/
N DIPEA
FsC ) RT, 23 h
F,C—COO 55 9%
58
Y
0 o o) o
OH , o)
N\i/[kN/\/\”/ LiOH N\%N/\/\[( ~
o) < 0
N K@\ THF, EtOH, H,0 N
s RT, 4 h s
CF3 79 % CF3
69 68

Schema 4: Reaktionsschritte 6 — 8 der Synthese des fluoreszenzmarkierten FFAR2-Liganden 47.

Im Anschluss wurde die Carbonsdure 69 mit dem einfach Boc-geschiitzten Diaminopropan 70
mittels HATU verkniipft (Schema 5). Nach Abspaltung der Boc-Schutzgruppe vom
Intermediat 71 mit 4 M HCI in 1,4-Dioxan wurde das freie Amin 72 erhalten, das mittels
praparativer HPLC gereinigt wurde. Im letzten Schritt wurde das primére Amin 72 in einer
nukleophilen aromatischen Substitution mit NBD-Cl1 73 in einer Mikrowellenreaktion unter
basischen Bedingungen umgesetzt. Der daraus erhaltene fluoreszenzmarkierte
FFAR2-Ligand 47 konnte nach Reinigung mittels préparativer HPLC mit einer
Gesamtausbeute von etwa 5 % in der 1l1-stufigen Totalsynthese fiir die Arbeitsgruppe

DOTSCH/BERNHARD nachsynthetisiert werden.
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oH HATU
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CF3 N02
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o
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S CFs
47
Schema 5: Darstellung der finalen Reaktionsschritte 9 — 11 zur Synthese des fluoreszenzmarkierten

FFAR2-Liganden 47.

Wie eingangs erwidhnt, sollte neben dem Liganden 47 ein biotinylierter FFAR2-Ligand

synthetisiert werden. Als Ausgangsverbindung diente das Zwischenprodukt 69, das mit einem

ICso-Wert von 57 nM ein wirksamer FFAR2-Antagonist ist.?>> Dieses wurde direkt mit dem

biotinylierten TOTA-Linker 74 in einer einstufigen Synthese zu Verbindung 75 gekuppelt

(Schema 6). Nach Reinigung mittels priaparativer HPLC wurde das biotinylierte Produkt 75 in

einer Ausbeute von 91 % erhalten und der Arbeitsgruppe DOTSCH/BERNHARD zur

Proteinreinigung des FFAR2 zur Verfiigung gestellt.
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o) 0 o)
N%NWOH HN)\\NHH
O + Bl

H H™
cF HZN\/\/O\/\O/\/O\/\/N S
3
(0]
69 74
NH
HN H
HATU
DIPEA \i)k /\/\H/N\/\/O\/\ /\/O\/\/N
O S
DMF
RT, 24 h
91 % CF3
75

Schema 6: Synthese des FFAR2-Liganden 75 durch Kupplung des Intermediates 69 mit dem biotinylierten TOTA
74. Der TOTA-Linker ist in Rot und Biotin in Blau dargestellt.

3.3 Dockingstudien an den GLUE-Rezeptoren

Zur Identifikation moglicher allosterischer Liganden wurden von MARGHERITA PERSECHINO
und JANIK HEDDERICH aus der Arbeitsgruppe KOLB weitreichende computergestiitzte
Untersuchungen an GPCRs und speziell an den ausgewihlten Rezeptoren des GLUE-Projekts
durchgefiihrt. Dabei wurden unter anderem neue mdogliche allosterische Bindetaschen
identifiziert, die bereits in Kapitel 1.5 beschrieben wurden. Mithilfe von erstellten
Homologiemodellen des ETgR, FFAR2, FFAR3 und des GPRC5b wurden von MARGHERITA
PERSECHINO Dockingstudien an unterschiedlichen Bindetaschen mit der ZINC- und
SCUBIDOO-Molekiildatenbank erstellt, wobei bei Letzterer die Molekiile aus kommerziell
erhiltlichen Fragmenten mittels Standardreaktionen virtuell generiert wurden.?*>*%3 Aus diesen
Dockingstudien wurden potentielle allosterisch-bindende Strukturen zur Synthese ausgewéhlt.
Die Auswahl der Molekiile beruhte auf der Bindungspose, den Wechselwirkungen zwischen
Docking-Hit und Rezeptor und des daraus resultierenden Energy Scores. Darliber hinaus
wurden der Zeitaufwand zur Synthese (“Synthetisierbarkeit™) der Docking-Hits und die
Bewertung der Dockingpose (durch die Arbeitsgruppe KOLB) als Auswahlkriterien mit
einbezogen. Im Anschluss an die Synthese und der analytischen Charakterisierung wurden die
Verbindungen von KATHARINA BECKER und UURTUYA HOCHBAN aus der Arbeitsgruppe
BUNEMANN in vitro an den jeweiligen Zielrezeptoren untersucht. Dabei wurden Forster-
Resonanzenergietransfer- (FRET) basierte G-Protein-Bindungs- und Rezeptorsensor-Assays
zur Bestimmung der biologischen Aktivitdt durchgefiihrt (Kapitel 5.1.8).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden potentielle Liganden aus filinf unterschiedlichen

Dockingstudien synthetisiert, die in den folgenden Kapiteln beschrieben werden. In diesen wird
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ndher auf das Homologiemodell, die gedockten Molekiildatenbanken, Bindungsstellen, die
Syntheseplanung sowie die eigentliche Synthese und biologische Charakterisierung

eingegangen.

3.3.1 Erste Dockingstudie an der G-Protein-Bindetasche des ETgR

Die erste Studie befasste sich mit Molekiilen aus der computergenerierten SCUBIDOO-
Datenbank, die in die G-Proteinbindetasche des Homologiemodells der aktiven ETgR-Struktur
gedockt wurden (Abbildung 31A)2% Aus den mdglichen Docking-Hits wurden die
vielversprechenden Verbindungen 76 und 77 fiir die Synthese ausgewihlt (Abbildung 31D).

o
N—N

77

Abbildung 31: ETgR-Homologiemodell und Strukturen der Verbindungen 76 und 77, die in die
G-Protein-Bindetasche gedockt wurden. In Bild A ist ein Uberblick des ETgR-Homologiemodells mit den
wechselwirkenden Aminoséuren (graue Sticks) und der Verbindung 76 (hellblau) abgebildet. Die Dockingposen
der Verbindungen 76 (hellblau) und 77 (orange) in der G-Protein-Bindetasche sind in Bild B bzw. C gezeigt, die
Strukturformeln in Bild D. Die Wasserstoffbriickenbindungen sind als schwarze Striche dargestellt.
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In der zugrundeliegenden Dockingpose bindet das Benzothiazol-Derivat 76 iiber flnf
Wasserstoffbriickenbindungen an die G-Protein-Bindetasche des ETgR (Abbildung 31B).
Speziell das Aminobenzothiazol-Motiv ist an vier der fiinf Wasserstoffbriickenbindungen mit
D198, RI199 und Y387  Dbeteiligt. Darliber hinaus wurde eine  weitere
Wasserstoffbriickenbindung zwischen der Methoxygruppe und der Seitenkette des K303
gefunden, wodurch sowohl die Aminobenzothiazol-Kopfgruppe des Liganden als auch der
terminale Phenylring auf der anderen Seite des Molekiils die Bindung in der G-Protein-
Bindetasche stabilisieren sollten. Im Falle des Docking-Hits 77 kommt es zur Ausbildung von
zwel Wasserstoftbriickenbindungen zur Seitenkette des K303 und moglichweise zusétzlich zu
einer Kation-n-Wechselwirkung  zwischen dem  Naphtholactam-Motiv und  der

Guanidinogruppe des R199 (Abbildung 31C).

3.3.1.1 Synthese der Derivate des Docking-Hits 76

Um ein synthetisch einfacher zugingliches Derivat der Verbindung 76 zu erhalten, wurden
dessen Chloratom und die beiden Methylgruppen (rot markiert) durch Wasserstoff-Atome
ersetzt (Abbildung 32). Dabei wurde darauf geachtet, dass fiir die substituierten Motive keine

relevanten Wechselwirkungen mit dem Rezeptor in dem Docking bestimmt wurden.

H
\O/©><N S - /@\/H
NH |::> S
\QE’\%— 2 9 \©E />—NH2
Cl N
76

78

Abbildung 32: Die rot markierten Gruppen des Docking-Hits 76 wurden durch Wasserstoff-Atome substituiert,
um somit die synthetisch einfacher zugénglichere Verbindung 78 zu erhalten.

Als Edukt fiir die Synthese der Verbindung 78 diente das kommerziell erworbene
2-Amino-6-nitrobenzothiazol 79. Im ersten Schritt wurde die Aminogruppe mit Boc,O
geschiitzt, um im Folgenden nach der Reduktion der Nitrogruppe eine selektive reduktive
Aminierung zu ermdglichen. Die Einfithrung der Boc-Schutzgruppe wurde im ersten Ansatz
mit NaOH in 1,4-Dioxan/H,O (2:1, v/v) versucht, was zu keiner Produktbildung fiihrte
(Tabelle 6, Eintrag 1). Auch der Austausch des Losungsmittels gegen EtOH fiihrte zu keinem
Erfolg (Tabelle 6, Eintrag 2). Erst der Zusatz von 0.5 eq 4-DMAP als Katalysator und die
Verwendung von DMF als Losungsmittel fiihrte zu einer erfolgreichen Darstellung der

Boc-geschiitzten Verbindung 80 (Tabelle 6, Eintrag 3).
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Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Reaktionsbedingungen zur Einfiihrung der Boc-Schutzgruppe an das
2-Amino-6-nitrobenzothiazol 79.

O,N s Reaktionsbedingungen O3N s
\C[ )—NH, > \C[ )—NHBoc
N N

79 80
Eintrag Edukte Losungsmittel Bedingungen Ausbeute
1 Boc,O, NaOH 1,4-Dioxan/H,0 (2:1,v/v) 0°C > RT,4.5h -
2 Boc,O EtOH RT,22h -
3 Boc:0O, 4-DMAP DMF 90°C,1h 80 %

AnschlieBend wurde die Nitrogruppe unter H>-Atmosphére mit Pd/C als Katalysator zum Amin
81 reduziert (Schema 7). Durch das transiente Schiitzen der Aminogruppe in 2-Position wurde
nun eine selektive Reaktion der Aminogruppe in 6-Position mit dem Benzaldehyd 82
ermOglicht. Dabei wurde das milde Reduktionsmittel NaBH(OAc)s verwendet, um das
sekunddre Amin 83 in einer reduktiven Aminierung zu erhalten. Das Rohprodukt 83 wurde
ohne vorherige Reinigung im letzten Schritt mit 4 M HCl in 1,4-Dioxan behandelt, um die Boc-
Schutzgruppe zu entfernen. Nach Reinigung mittels praparativer HPLC konnte das gewiinschte

Produkt 84 als TFA-Salz in einer Ausbeute von 32 % tiber zwei Schritte erhalten werden.

Ha
Lo e ——
N THF N
RT, 18 h
80 97 % 81 o] NaBH(OAc)3
(e} AcOH
H S| ot THF
RT, 24 h
82
Y

4 M HCl in
H 1,4-Dioxan /©\/H
~ S - ~ S
O (6]
\CE )—NH, RT, 3.5h \C[ )—NHBoc
H 32 % 0. zwei Schritte N

1y
84 F3C—-COO" 83

Schema 7: Synthese der Verbindung 84 ausgehend von dem Boc-geschiitzten 2-Amino-6-nitrobenzothiazol 80.

Auflerdem wurden weitere Derivate des Produkts 84 dargestellt, um eine groBere strukturelle
Vielfalt zu erhalten und die Chance auf eine biologisch aktive Verbindung zu erhéhen. Dabei

wurde die Aminobenzothiazol-Struktur aufgrund der zahlreichen Wechselwirkungen im

48



3.3.1 Erste Dockingstudie an der G-Protein-Bindetasche des ETgR

Docking beibehalten und das 3-Methoxyphenyl-Motiv durch Substitutionen variiert. Zur
Synthese dieser Derivate wurden entsprechend substituierte Benzaldehyde genutzt und diese in
gleicher Weise wie der 3-Methoxybenzaldehyd 82 in Form einer reduktiven Aminierung
eingefiihrt und anschlieBend analog entschiitzt. Bei der Entschiitzung des Dimethoxy-Derivats
87 konnte nach einer erh6hten Reaktionszeit von 48 Stunden mit 4 M HCI in 1,4-Dioxan nur
ein etwa 1:4 Produkt/Edukt-Verhéltnis mittels analytischer HPLC bestimmt werden.
Infolgedessen wurde die Entschiitzung mit 33% HBr in AcOH erneut durchgefiihrt, was zu
einer vergleichbaren Ausbeute von 34 % in einer verkiirzten Reaktionszeit von 1.5 Stunden
fiihrte. Aufgrund dieser Tatsache wurde die Boc-Entschiitzung fiir die folgenden Derivate

(85-89) mit diesen optimierten Bedingungen durchgefiihrt (Abbildung 33).

H

rj\/N S
\@E )—NH,

N

H

+

F,C—-COO"
~o cl cl

O 0L QL 0L L

o N Xl o 0 Cl s
84 85 86 87 88 89

Abbildung 33: Struktur des Liganden 84 und der Derivate 85-89.

Dariiber hinaus wurde das Linker-Segment zwischen den aromatischen Resten durch eine
Amidbindung substituiert. Dafiir wurde statt einer reduktiven Aminierung eine Amidkupplung
mit dem Benzoesdure-Derivat 90 bzw. dem Phenylessigsdure-Derivat 91 und dem
Zwischenprodukt 81 unter Verwendung von HATU und DIPEA durchgefiihrt. AnschlieSend
wurden die erhaltenen Amide mit 33 % HBr in AcOH entschiitzt und mittels praparativer HPLC

gereinigt (Schema 8).
| 1) HATU, DIPEA
0 OH DMF | H
n H,N s RT, 2-18 h (e} N S
n
o + \CE )—NHBoc > 5 \©[ )—NH,
N 2) 33 % HBr in AcOH N
0 RT, 1.5 h 5 H
14-25 % u. zwei Schritte - F3;C-COO"
n=0,90 81 n=0,92
n=1,91 n=1,93

Schema 8: Synthese der Derivate 92 und 93, die eine Amidbindung als Linker-Segment aufweisen.
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Zusitzlich sollte die Funktion der vermeintlich wichtigen Aminogruppe des Benzothiazols
untersucht werden. Dafiir wurde das Derivat 95 in einer einstufigen Synthese aus
6-Aminobenzothiazol 94 und dem Benzaldehyd 82 in einer reduktiven Aminierung dargestellt

(Schema 9).

FsC-COO"
0 NaBH(OAc);
H,N S AcOH /@\/H{
/O\©)J\H + \C[ /> > o N\©ES
N tr. THF />
RT, 25 h N
82 94 8 % 95

Schema 9: Reduktive Aminierung des Benzaldehyds 82 mit 6-Aminobenzothiazol 94 zum Produkt 95, das keine
Aminogruppe am Benzothiazol besitzt.

Somit konnten auf Grundlage des Docking-Hits 76 das leicht modifizierte Derivat 84 und davon
ausgehend 8 weitere Derivate (85-89, 92, 93 und 95) synthetisiert werden, die anschlieend von
KATHARINA BECKER und UURTUYA HOCHBAN aus der Arbeitsgruppe BUNEMANN in vitro an

dem ETgR und zusitzlich an dem FFAR3 getestet wurden (Kapitel 3.3.1.3).

3.3.1.2 Synthese der Derivate des Docking-Hits 77

Bei dem Docking-Hit 77 wurde zur Vereinfachung der Synthese die Methylgruppe, die zur
Chiralitdt der Verbindung 77 fiihrt, entfernt und das Naphtholactam-Motiv durch einen
1-Naphthylamin-Rest ersetzt (Schema 10).

So o o) So
N% = (T X
0] O “
Ho G

77 96

Schema 10: Struktur des Docking-Hits 77, der an den rot markierten Gruppen verdndert wurde, um eine fiir die
Synthese leichter zugénglichere Verbindung 96 zu erhalten.

Im ersten Schritt der Synthese wurde 1-Naphthylamin 97 mit Bromessigsdureethylester 98 in
einer nukleophilen Substitution zum Zwischenprodukt 99 umgesetzt (Schema 11).

Im folgenden Schritt wurde dieses mit LiOH hydrolysiert, wodurch die freie Carbonséure 100
isoliert werden konnte. Im letzten Schritt wurde das Zwischenprodukt 100 mit dem

kommerziell erworbenen Anilin-Derivat 101 unter Verwendung von HATU und DIPEA zur
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Zielverbindung 102 gekuppelt, die mittels praparativer HPLC gereinigt und als TFA-Salz in

einer Ausbeute von 45 % erhalten wurde.

\/O
NH, o Na,CO, \H/A\NH
+ BI'/\H/ ~ ® o -
99 o 99
90 °C, 23 h
97 98 66 % 99 LiOH
THF, EtOH, H,0
RT, 4 h
14 %
~ ~ Y
? F3C-COO" HATU ?

H
N NH
\n/\NH2+ DIPEA 2 HO\H/\NH

QG 0
N RT, 24 h N

< 0 45 % G

N—N

/)
N—N
102 101 100

Schema 11: Synthese der Verbindung 102, die als TFA-Salz isoliert wurde.

Basierend auf der Zielverbindung 102 wurden die zwei weiteren Derivate 103 und 104
synthetisiert, um den aromatischen Naphthylamin-Rest zu modifizieren, der laut Dockingpose
eine Kation-n-Wechselwirkung mit R199 des ETgR ausbilden konnte (Abbildung 31,
Abbildung 34). Fiir das Derivat 103 wurde das kommerziell erworbene N-Phenylglycin analog
zum Naphthylamin-Derivat 100 in Schema 11 umgesetzt. Das Derivat 104 wurde ebenfalls
analog zu Schema 11 erhalten, wobei 2-Chloranilin anstatt des 1-Naphthylamins 97 als Edukt

diente.

~N ~N ~N

O H F,C—COO ® N F4C—COO Y F4C—COO

N N N
\H/\NHZ" \n/\NHz" \H/\NHZ"
0 0 0 cl

L N
v v v
N—N N-N N—N

102 103 104

Abbildung 34: Strukturen der synthetisierten Verbindung 102 und deren Analoga 103 und 104. In Blau sind die
verdnderten Strukturmotive dargestellt.
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3.3.1.3 Biologische Charakterisierung

Im Anschluss wurde die biologische Aktivitét der Derivate der Docking-Hits 76 und 77 durch
KATHARINA BECKER und UURTUYA HOCHBAN aus der Arbeitsgruppe BUNEMANN untersucht,
die die Verbindungen in einer Konzentration von 100 uM am ETgR mit einem FRET-basierten
G-Protein-Bindungs- und Rezeptorsensor-Assay untersucht haben (Kapitel 5.1.8). Zusitzlich
wurden die Verbindungen an dem zweiten GLUE-Target der Familie A, dem FFAR3, mit
analogen Assays getestet. Dabei kam es zu gelegentlichen Artefakten durch Quenchingeffekte,
wobei alle Verbindungen in den folgenden Tabellen bei nicht bestétigter Aktivitat als inaktiv
beschrieben wurden.

Ein Uberblick der synthetisierten und in vitro getesteten Verbindungen ist in Tabelle 7 und

Tabelle 8 gegeben.

Tabelle 7: Biologische Charakterisierung der Derivate des Docking-Hits 76 bei einer Konzentration von 100 uM.

N
~ S
R
T
N
1xCF3COOH
NT. R R ETsR FFAR3
84 o /©\/1% NH: inaktiv®® inaktiv®
(e}
85 g @v% NH,  inaktiv®® A
O
86 @Cﬁh NH, inaktiv®® i.A.
™o
87 NH; inaktiv®® inaktiv®
~o *,
Cl

88 /@\/ NH> inaktiv®P 1.A.
~o b
Cl
89 /@\/ NH; inaktiv&P 1.A.
B,
Cl

92 Jijﬁ(ii NH, inaktive® LA
N
(6]
(6]
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93 m NH, inaktiv®P iLA.
\O ff
. . a’b .
95 o /<j\/aA H inaktiv LA.

*G-Protein-Bindungs-Assay. "Rezeptorsensor-Assay. i.A. = in Arbeit, biologische Testung ist geplant.

Fiir die Grundstruktur 84 konnte sowohl am ETgR und am FFAR3 keine Aktivitit festgestellt
werden. Die Derivatisierung des 3-Methoxyphenyl-Motivs in den Verbindungen 85-89 fiihrte
ebenfalls zu inaktiven Strukturen. Gleiches gilt fiir die Amide 92 und 93 sowie fiir den Liganden
95 mit fehlender Aminogruppe. Daher wurden keine weiteren Analoga der Grundstruktur 84
synthetisiert.

Identische Ergebnisse wurden fiir die abgeleiteten Verbindungen 102, 103 und 104 des
Docking-Hits 77 festgestellt, die sich, sofern sie bestimmt wurden, an dem ETgR und FFAR3
als inaktiv herausstellten (Tabelle 8). Demzufolge wurde der Fokus auf die néchste

Dockingstudie gelegt.

Tabelle 8: Biologische Testung der Derivate des Docking-Hits 77 bei einer Konzentration von 100 pM.

~

o X F2C-COO"
Nk
0O R
N
€ )
N—N
Nr. R ETgR FFAR3
102 OO n.b. inaktiv®
103 inaktiv®P 1.A.
104 cl inaktiv®? iA.

3G-Protein-Bindungs-Assay. "Rezeptorsensor-Assay. n.b. = nicht bestimmbar aufgrund schlechter Loslichkeit. i.A. = in Arbeit,
biologische Testung ist geplant.
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3.3.2 Zweite Dockingstudie an der G-Protein-Bindetasche des ETgR

In der zweiten Studie wurden die Verbindungen der ZINC-Datenbank ebenfalls in die
G-Protein-Bindetasche des Homologiemodells der aktiven ETgR-Struktur gedockt.2?
Ausgehend von dieser Studie wurden die Verbindungen 105-107 zur Synthese ausgewéhlt,
deren Strukturen in Abbildung 35D gezeigt sind.

Abbildung 35: Dockingposen der Verbindungen 105 (A, orange), 106 (B, pink) und 107 (C, hellblau) in der
G-Protein-Bindetasche des ETgR-Homologiemodells. In Bild D sind die Strukturformeln der Verbindungen
gezeigt. Die Wasserstoffbriickenbindungen sind als schwarze Striche dargestellt.

Bei dem  Sulfonamid 105 wurden in der Dockingpose jeweils zwei
Wasserstoffbriickenbindungen von dem Sulfonamid-Motiv zu N134 und R392 und vom
Schwefel des Thiazols zu N134 und Y387 bestimmt (Abbildung 35A). Fiir Verbindung 106
wurden drei Wasserstoftbriickenbindungen von den Thiazol-, Amid- und Pyrazol-

Strukturelementen zu den Aminosiduren R392, Y387 und D198 festgestellt, die das Molekiil
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beidseitig in der G-Proteinbindetasche stabilisieren (Abbildung 35B). Der dritte Docking-Hit
107 bildete zwei Wasserstoftbriickenbindungen tiber das Triazol-Motiv zu D198 und Y387 des
ETgR aus (Abbildung 35C).

3.3.2.1 Synthese und Derivatisierung des Docking-Hits 105

Die Synthese des Docking-Hits 105 wurde ausgehend von Thiazol-2-ylmethanamin 108
gestartet (Schema 12). Dieses wurde in einer reduktiven Aminierung mit dem Benzaldehyd
109 zum sekunddren Amin 110 umgesetzt. Dabei wurde als Reduktionsmittel NaBH4 und
tr. MeOH mit dem Zusatz von 4 A Molsieb verwendet, um die Riickreaktion durch
Feuchtigkeitsausschluss zu minimieren. Nach préiparativer Reinigung konnte das sekundéire
Amin 110 in einer Ausbeute von 77 % isoliert werden. Im Anschluss wurde das
Zwischenprodukt 110 mit Mesylchlorid 111 in Gegenwart der Hilfsbase NEt; zu dem
Docking-Hit 105 umgesetzt, der nach Reinigung mittels praparativer HPLC in einer Ausbeute

von 52 % erhalten wurde.

(0]
N NaBH, N N
S tr. MeOH + o~
o~

RT, 48 h F,C—COO
108 109 7% 110
Q NEt,
—$-Cl tr. DCM
o) 0°C > RT, 17.5h
<\N/\ N 11 52%
S 0=S8=0
| o~
105

Schema 12: Synthese des Docking-Hits 105 tiber eine reduktive Aminierung und anschlieBender Umsetzung mit
Mesylchlorid 111.

Um weitere Analoga dieser Verbindung zu erhalten, wurde die Grundstruktur 105 an den drei
in Abbildung 36 farbig markierten Motiven verédndert, wobei das Sulfonamid und der Schwefel

im Thiazol aufgrund der Wechselwirkungen in der Dockingpose beibehalten wurden.

N\
@”@ ®

105

Abbildung 36: Durchgefiihrte Derivatisierungen des Docking-Hits 105 (farbig markiert).
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Fiir die Derivatisierung der 4-Methoxyphenyl-Gruppe wurde das Edukt 108 mit unterschiedlich
substituierten Benzaldehyden (112-121) reduktiv alkyliert (Schema 13). Die erhaltenen
Zwischenprodukte 122-131 wurden analog mit Mesylchlorid 111 zu den Sulfonamiden
132-141 umgesetzt. Dabei wurde das unsubstituierte Phenyl-Derivat 132 sowie das ortho und
meta-Methoxy-Derivat (133, 134) synthetisiert. Zusitzlich wurden Halogen-, Methyl-, Ethoxy-
und Phenyl-substituierte Analoga (135-141) dargestellt, um ein breites Spektrum an
Substituenten an der Phenylgruppe des Molekiils zu erhalten.

NaBH N N
<\l: e JJ\ 4 &w/\N 4
\ S tr. MeOH
RT, 48 h F,C—COO-
44-97 %
108 112-121 122-131
0 NEt;
I tr. DCM
—S7Cl | gec > RT 15.5-22.5h
o 44-96 %
&\(\N/\;; 111
132-141
O/
132 133 134 135 o~
136

Schema 13: Allgemeiner Syntheseweg der Derivate 132-141.

Im Anschluss wurde die Methylgruppe des Sulfonamids modifiziert. Daflir wurde das
Zwischenprodukt 110 aus der Synthese der Grundstruktur 105 mit Benzensulfonylchlorid 142
umgesetzt (Schema 14). Dabei wurde neben dem Sulfonamid 144 das trifluoracetylierte Amid
143 als Nebenprodukt gebildet und massenspektrometrisch nachgewiesen, welches mittels
giangiger Reinigungsmethoden nicht von dem gewiinschten Produkt 144 getrennt werden

konnte. Vermutlich wurde in der Reaktion ein gemischtes Anhydrid aus dem
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Trifluoracetat-Anion der Verbindung 110 und Benzensulfonylchlorid 142 gebildet, das am

Carbonylkohlenstoff nukleophil von dem sekundidren Amin angegriffen wurde.
F2C-COO"

S

O)\CF3 o~
O NEt
I 3 143

NN + @—s—m >

<\/ Ho o tr. DCM

S + - (0] N
0 0°C->RT, 17 h O/\l}l
110 142 \_s 0=8=0 o

144

Schema 14: Darstellung des Sulfonamids 144, bei der zusitzlich das trifluoracetylierte Nebenprodukt 143 gebildet
wurde.

Aufgrund dieser Problematik wurde das Zwischenprodukt 110 in Ethylacetat gelost und mit
I M NaOH gewaschen, um die freie Base 145 zu erhalten. Diese wurde mit weiteren
Sulfonylchloriden (142, 146-156) umgesetzt, dabei wurden nur die gewiinschten Produkte 144
und 157-167 erhalten und nicht das trifluoracetylierte Nebenprodukt 143 (Schema 15).

N
N\W/\N 0 NEts - Q/\[}j
<\/S H _ + §—§—CI > S 0=S=0 _
0 5 tr. DCM | 0
0°C > RT, 16.5-18.5h e
145 142, 146-156 29-95 % 144, 157-167
NO,
NO,
NO,
144 157 158 159 160 161
o~ cl OO
162 163 164 165 166 167

Schema 15: Darstellung der substituierten Sulfonamide 144 und 157-167.
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Fiir das Amin-Derivat 168 wurde das para-Nitro-substituierte Produkt 157 mit Pd/C als
Katalysator in MeOH hydriert und nach Reinigung mittels préparativer HPLC in einer Ausbeute
von 36 % isoliert (Schema 16).

N N
e o~ Pd/C e o~

—_—>
MeOH
RT, 4 h
NO, 36 % NH;* F3;C—COO"
157 168

Schema 16: Reduktion der Nitro-Verbindung 157 zum Amin 168.

Als weitere Derivatisierung der Grundstruktur 105 wurde das Sulfonamid durch ein
Carbonsdureamid ersetzt. Dabei wurden die zwei Carbonsdureamide (171-172) unter analogen
Bedingungen aus dem Zwischenprodukt 110 und den Carbonsédurechloriden (169-170)
dargestellt (Schema 17).

F,C—-COO"

+
<\/S 2 R)J\CI tr. DCM \s R/go o

0°C > RT, 18.5-19.5h
110 169-170 62-85 % 171172

R = Me, tBu

&\s(j;)\@\o/ E/Ngo\©\o/

171 172

Schema 17: Darstellung der Carbonsidureamide 171 und 172.

Bei der Reinigung der Verbindung 171 wurde in der 'H- und '*C-NMR-Charakterisierung ein
doppelter Datensatz an Signalen festgestellt, was auf eine Mischung aus

Konformationsisomeren hindeuten konnte (Abbildung 37).
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Abbildung 37: 'H-NMR-Spektren der Verbindung 171, die bei 30 °C (oben) und 100 °C (unten) gemessen wurde.
Der doppelte Datensatz an Signalen aus dem NMR-Spektrum bei 30 °C vereint sich bei 100 °C zu einem einzelnen
Datensatz.

Bei einer erneuten 'H-NMR-Messung mit erhdhter Temperatur (standardmiBig bei DMSO
30 °C; erneut bei 100 °C) wurde eine Verschiebung der Signale festgestellt, aus der ein
einzelner Datensatz an Signalen resultierte und somit die Vermutung der
Konformationsisomere bestétigte. Es konnte sich dabei um ein Gemisch aus cis- und trans-
Amid-Isomeren handeln, das man auch hiufig im Falle prolinhaltiger Peptide beobachtet.?¢*
Dieses Phdnomen wurde lediglich fiir Verbindung 171 und nicht fiir das Pivaloyl-Derivat 172
beobachtet. Durch die sterisch anspruchsvolle Pivaloylgruppe bildet sich vermutlich nur die
bevorzugte trans-Konformation der Verbindung 172.

Fiir die dritte Modifizierung des Docking-Hits 105 wurde der Thiazol-Aromat durch ein
Thiophen ersetzt, das in Form der Ausgangsverbindung 173 in analoger Weise eingefiihrt
wurde, um das Derivat 176 zu erhalten (Schema 18). Dariiber hinaus wurde das

Zwischenprodukt 174 mit Ethan- und Benzensulfonylchlorid zu den Sulfonamiden 177 und 178

umgesetzt.
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\ NaBH4 N
\ \_g
S tr. MeOH + o~

RT, 48 h F;C—COO"
173 60 % 174
Q NEts
R=8-Cl tr. DCM
0 0°C > RT, 17.5h
C’/\N/\O\ 111, 142, 175 33-94 %
S O:?:O O/ -«
R
176-178 R = Me, Et, Ph
@/\N
|
\_s O:?zo o S OZSCO o
176 177 178

Schema 18: Synthese der Thiophen-Derivate 176-178.

3.3.2.2 Synthese und Derivatisierung des Docking-Hits 106

Der Docking-Hit 106 sollte iiber eine nukleophile Substitution und anschlieBender
Amidkupplung dargestellt werden (Schema 19). Dafiir wurde das kommerziell erworbene
Edukt 108 verwendet, das mit Cyclopropylbromid 179 in einer nukleophilen Substitution zu

dem sekundédren Amin 180 reagieren sollte.

I6sungsmittelfrei

N Br / \
\\{/\NHz N N\j/\N

\ S \ H

60 °C, 16 h S

108 179 180

Y

E Amidkupplung

Schema 19: Urspriinglicher Syntheseplan der Verbindung 106.
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Jedoch konnte im 1. Reaktionsschritt nicht das gewiinschte Intermediat 180 erhalten werden.
Vermutlich scheiterte dieser Syntheseplan, da bei einer Sx2-Reaktion das sp’-Zentrum mit
einem idealisierten Bindungswinkel von 109.5° in einen Ubergangszustand mit einem
trigonal-planaren sp?>-Zentrum (Bindungswinkel von 120°) sowie dazu senkrecht stehender
Abgangsgruppe und angreifendem Nukleophil iiberfiihrt werden muss (Schema 20).2%2% Dies
ist bei einem Cyclopropyl-Motiv aufgrund des Ringsystems bzw. der daraus resultierenden
Ringspannung kaum moglich, da es zu einem enormen Anstieg der Aktivierungsenergie
kommen wiirde.?®® Dies fiihrt zu einer stark verminderten Reaktionsgeschwindigkeit der
nukleophilen Substitution des Cyclopropylbromids 179, wodurch das Produkt 180 nicht

nachgewiesen werden konnte. %

©
/\R1f‘ Ri * R4
Nu~ );—x —_— Nu--z-X e Nu—(,,R X
RSR, R3R; Ry
| ] ]l v \"}

Schema 20: Allgemeiner Mechanismus der Sx2-Reaktion.”6>2%¢ Bei dem Ubergangszustand III sollte ein
Bindungswinkel von 120° zwischen R, R, und R3 erreicht werden.

Aus diesem Grund wurde die Synthesestrategie umgestellt und das nukleophile und elektrophile
Zentrum getauscht. Demzufolge sollte das Cyclopropylamin 184 als Nukleophil mit dem
elektrophilen 2-(Brommethyl)thiazol 183 reagieren (Schema 21). Da Verbindung 183 nicht
kommerziell erhiltlich ist, wurde zuerst Thiazol-2-ylmethanol 182 mit PBr3 in das Bromid
iiberfiihrt. Da sich das erhaltene Zwischenprodukt 183 in Losung relativ rasch zersetzt, konnte
diese Verbindung lediglich mittels Massenspektrometrie charakterisiert werden und musste
direkt im Anschluss an diese Reaktion mit dem Cyclopropylamin 184 umgesetzt werden. Das
dabei gebildete Zwischenprodukt 185 wurde nach Reinigung mittels priparativer HPLC in
einer Ausbeute von 14 % iiber zwei Schritte isoliert. Fiir den Erhalt der Zielverbindung 106
wurde das sekunddre Amin 185 mittels HATU mit der kommerziell erworbenen

3-Phenyl-1H-pyrazol-4-carbonsdure 181 verkniipft.
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HN—]

184 F,C—COO"
-
N\’/\ PBrs N\’/\ NEts N\’/\ A
S OH - S Br - S N
&s tr. DCM <\/s THF Q\/S He
0°C~40°C,5h RT, 22 h
182 183 14 % 0. zwei Schritte 185
HATU
DIPEA
0 DMF
N7 RT, 168 h
N // OH 20 %
181

Schema 21: Synthese des Docking-Hits 106.

Da die Verbindung 106 in der Dockingpose iiber den Carbonyl-Sauerstoff der Amidbindung,
das Thiazol und das Pyrazol Wasserstoffbriickenbindungen mit dem ETgR ausbildet
(Abbildung 35B), wurden diese Motive fiir die folgende Derivatisierung beibehalten und der
Cyclopropyl-Substituent der Amidbindung modifiziert. Dabei wurden die zwei Derivate 188
und 189 hergestellt. Das unsubstituierte Derivat 188 konnte in einem Schritt aus den Edukten
108 und 181 unter analogen HATU-Bedingungen dargestellt werden (Schema 22). Die zweite
Verbindung 189 wurde analog der urspriinglich geplanten Darstellung ausgehend von
Thiazol-2-ylmethanamin 108 synthetisiert (Schema 19 und Schema 22). Dabei wurden im
ersten Schritt die fliissig vorliegenden Edukte 108 und 186 unter losungsmittelfreien
Bedingungen bei 60 °C fiir 16 Stunden geriihrt (Schema 22).2°” Im Anschluss an die Reinigung
mittels priparativer HPLC wurde das Zwischenprodukt 187 im folgenden Schritt ebenfalls mit
der Carbonsiure 181 gekuppelt, wodurch das Isopropyl-Derivat 189 erhalten wurde.
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NW/\ Br
A NHy 4
<\/S )\
108 186
HATU
DIPEA
DMF y 2
RT, 94 h N
56 % HN J/ OH
Y 181
N

7

188

I6sungsmittelfrei

F3C—COO- J\

N
.- = N
. <\/j/\H2
60 °C, 16 h S .
31 % 187
HATU
DIPEA
y 2 DMF
N RT, 168 h
HN J/  OH 20 %
181 Y
o}

Schema 22: Darstellung des unsubstituierten Amids 188 und des Isopropyl-Derivats 189.

3.3.2.3 Synthese und Derivatisierung des Docking-Hits 107

Fiir die Synthese des dritten Docking-Hits 107 wurde im ersten Schritt Indolin 190 mit

Bromacetylchlorid 191 umgesetzt (Schema 23). Nach einer Reaktionszeit von 3 Stunden wurde

bei der Reaktionskontrolle mittels analytischer HPLC keine saubere Produktbildung, sondern

ein Gemisch von zwei Verbindungen mit Retentionszeiten von 27.6 min und 28.8 min

festgestellt (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Reaktionskontrolle der Reaktion zwischen Indolin 190 und Bromacetylchlorid 191 mittels
analytischer HPLC nach einer Reaktionszeit von 3 h. Dabei wurde ein Gemisch der Verbindung 193
(Retentionszeit: 27.6 min) und des bromierten Derivats 192 (Retentionszeit: 28.8 min) beobachtet.
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Das Rohprodukt wurde mittels praparativer HPLC gereinigt, beide Peaks voneinander getrennt
und charakterisiert. Dabei erwies sich die Verbindung mit einer Retentionszeit von 28.8 min
als das gewlinschte Produkt 192. Das Nebenprodukt mit einer Retentionszeit von 27.6 min
wurde ebenfalls charakterisiert, da dieses in ungefahr doppelter Stoffmenge im Vergleich zur
Verbindung 192 gebildet wurde. Mittels Massenspektrometrie und NMR-Messungen wurde
festgestellt, dass es sich um das Chlor-Derivat 193 handelt, bei dem das Brom durch Chlor
substituiert wurde. Mechanistisch ist diese Substitution durch eine Bildung von HCI bzw. unter
den vorliegenden basischen Bedingungen von CI  als Nebenprodukt zu erkléren, wobei
Letzteres das gebildete Produkt 192 nukleophil angreift und es zur beschriebenen
Halogen-Substitution kommt (Schema 23).

NH Br \ * \

2 Br Cl
cl DCM
v RT, 4 h o)\/ o)\/
190 191 192 193
HNEt;*
-Br

B/\/Br
2.
192
Schema 23: Umsetzung des Indolins 190 mit Bromacetylchlorid 191. Dabei entsteht die gewiinschte Verbindung
192 und entsprechend des gezeigten Mechanismus das Nebenprodukt 193.

Trotz der unselektiven Reaktion konnte das Produktgemisch problemlos im néchsten
Syntheseschritt verwendet werden, da in der folgenden nukleophilen Substitution sowohl das
Brom- als auch das Chlor-Derivat mit dem Phenol 194 zu dem Zwischenprodukt 195 reagiert
(Schema 24). AnschlieBend sollte die C-C-Bindung zwischen den Aromaten in einer
Suzuki-Kupplung mit der erhaltenen Boronsdure 195 und dem Bromtriazol 196 gekniipft
werden. Jedoch konnte bei dieser Reaktion das Produkt 107 unter Verwendung der
angegebenen Bedingungen nicht erhalten werden. Anstatt dessen wurde das deborylierte
Produkt 197 erhalten, das hdufig als Nebenprodukt bei SuzUKI-Kupplungen gebildet werden
kann.?®® Die Verbindung 197 dient als weiteres Analogon des Docking-Hits 107, um den

Einfluss des fehlenden Triazol-Rings zu untersuchen.
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OH

Br Cl (0]
I~ P o DMF P

o o RT, 168 h o
192 193 194 56 % 195
NN K,CO,4 NN
@ 1,4-Dioxan, H,0 ILN,
N 100 °C, 20 h b

O o
)\/ 59 % 196

197

Schema 24: Darstellung des Zwischenprodukts 195 durch eine nukleophile Substitution und anschlieBender
Versuch der SUZUKI-Kupplung mit dem Bromtriazol 196 zur Synthese des Docking-Hits 107. Im zweiten Schritt
konnte lediglich das deborylierte Produkt 197 isoliert werden.

Im Folgenden wurde versucht, die Boronsdure 194 direkt mit dem Bromtriazol 196 mittels
Suzuki-Kupplung zu verkniipfen. Dabei wurde der Katalysator, die Base, das Losungsmittel
und die Reaktionstemperatur variiert. Eine Ubersicht der verwendeten Reaktionsbedingungen
ist in Tabelle 9 gezeigt, allerdings konnte in keinem der Fille das gewlinschte Produkt 198

erhalten werden.

Tabelle 9: Untersuchte Reaktionsbedingungen der fehlgeschlagenen SUzUKI-Kupplung zwischen den
Verbindungen 194 und 196.

HO.__OH H N
B N ~
HO + l\lll/ /\N Reaktionsbedingungen
» HO
Sl
194 196 198
Eintrag Katalysator Base Losungsmittel Bedingungen Ausbeute
1 Pd(OAc):  K3POq4 EtOH /H>0 (2:1, v/v) RT, 144 h -
2 Pd(OAc), Na;COs  Aceton /H20 (1:1, v/v) RT, 144 h -
1,4-Dioxan/H,O
3 Pd(PPh3)s  K,COs RT, 144 h -
(10:1, v/v)

4 Pd(dppfH)Cl.  Cs2COs DME/H>0 (14:1, v/v) Reflux, 144 h -
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Aufgrund der fehlgeschlagenen SuzuUki-Kupplung wurde das Triazol-Motiv iiber einen
alternativen Syntheseweg nach PAGACZ-KOSTRZEWA et al. aufgebaut (Schema 25).2% Dafiir
wurde im ersten Schritt das Nitril 199 mit tr. MeOH und Acetylchlorid in einer
PINNER-Reaktion umgesetzt und nach priaparativer HPLC der Imidsédureester 200 als TFA-Salz

erhalten.?’ AnschlieBend wurde dieser mit Formylhydrazid 201 und der Base NEt; zum Triazol

198 cyclisiert.>®
Jiy
_NH
H” N 2
F4C—COO" H
201 HN
N tr. MeOH | . N _\\N
Il Acetylchlorid O NH> NEt, X
HO >  HO > HO
0°C > RT, 17 h MeOH
27 % 65°C > RT, 21 h
74 %
199 200 198

Schema 25: Zweistufige Synthese des Triazols 198 {iber eine PINNER-Reaktion zum Imidséureester 200 gefolgt
von einer Cyclisierung mit Formylhydrazid 201.

Durch die alternative Synthese des Triazols 198 konnte auf die SUZUKI-Kupplung zwischen der
Boronsédure 195 und dem Bromtriazol 196 verzichtet werden. Stattdessen konnte im finalen
Schritt eine nukleophile Substitution mit dem Produktgemisch aus dem Brom- und
Chlor-Derivat (192, 193) und dem Phenol 198 durchgefiihrt werden (Schema 26). Dabei wurde
der gewlinschte Docking-Hit 107 in einer Ausbeute von 36 % erhalten und gemeinsam mit dem

Derivat 197 ohne Triazol-Rest fiir die Testung bereitgestellt.

Hl?l/\\
Cy Oy
'}\/Br ' N THF N 0
RT, 40 h o)\/
36 %
192 193 107

Schema 26: Finaler Schritt der Synthese des Docking-Hits 107.

3.3.2.4 Biologische Charakterisierung

Die dargestellten Verbindungen der zweiten Dockingstudie wurden von KATHARINA BECKER
und UURTUYA HOCHBAN aus der Arbeitsgruppe BUNEMANN an dem ETgR und FFAR3
untersucht (Tabelle 10, Tabelle 11 und Tabelle 12).
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Tabelle 10: Biologische Charakterisierung des Docking-Hits 105 und aller dargestellten Derivate bei einer

Konzentration von 100 pM.

R,
Nr. R, R> R; ETsR FFAR3
/
105 N SO,Me §@o inaktiv® inaktiv®
132 N SO,Me é@ inaktiv®® iA.
—0
133 N SO:Me §© inaktiv® LA,
O —_
134 N SO>Me §{§ inaktiv®® inaktiv®
135 N SO:Me §4C§ n.b. inaktiv®P
—
136 N SO,Me $ 0 inaktiv®® i.A.
137 N SOMe %@CI inaktiv®P inaktiv®®
Cl
138 N SO:Me §{§ inaktiv®  inaktiv®®
Br
139 N SO:Me §@ inaktiv®®  inaktiv®®
|
140 N SO>Me §O inaktiv®? inaktiv®?
141 N SO:Me § inaktiv®® i.A.
*f\soz y
144 N §@o inaktiv®® inaktiv®®
ﬁ\soz
157 N §@o/ inaktiv®® inaktiv®®
NO,
x‘\s o, )
158 N §@o inaktiv®® inaktiv®P
NO,
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*Aj\soz y
159 ©/NOQ %OO inaktiva’b IA
x‘\so2
160 © §‘QO/ inaktiv®® iA.
f‘\SOZ ,
161 @\ 50—0 inaktiv®P DAL
@‘\SOZ ,
162 ©/ §@o n.b. PA.
ef\soZ y
163 @L §@o inaktive® inaktive®
O/
ef\soz y
164 @\ §@O inaktiv®? inaktiv®®
Cl
;\soz y
165 K© %Oo inaktiv®® inaktiv®b
;\soz y
166 §Oo inaktiv®? PA.
r(;\soz
167 O §@o/ inaktiv®® LA
*f\soz
/ e .
168 § 0 inaktiv® 1.A.
NH3Jr
F,C—-COO"
171 COMe §Oo/ i.A. iLA.
/
172 COfBu §@o PA. LA
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/
176  CH SO2Me §@o inaktiv®® PA.
/ . . ab . . b
177 CH SO,Et § 0 inaktiv® inaktiv
178 CH SO,Ph §@o/ inaktiv®P inaktiv®

3G-Protein-Bindungs-Assay. "Rezeptorsensor-Assay. n.b. = nicht bestimmbar aufgrund schlechter Loslichkeit. i.A. = in Arbeit,
biologische Testung ist geplant.

Fiir den Docking-Hit 105 konnte in vitro sowohl am ETgR als auch am FFAR3 keine Aktivitat
bestimmt werden (Tabelle 10). Die Derivatisierung der 4-Methoxyphenyl-Gruppe (R3) im Falle
der Verbindungen 132-141 fiihrte ebenfalls zu inaktiven Verbindungen an den untersuchten
Rezeptoren. Der Austausch der Mesyl-Gruppe (R2) im Falle der Verbindungen 144, 157-168
durch unsubstituierte und substituierte aromatische Sulfonylreste fithrte auch nicht zu aktiven
Derivaten. Die Untersuchung der Cabonsdureamide (171, 172), bei denen die
Sulfonamidbindung ersetzt wurde, stehen noch aus. Fiir die zuletzt dargestellten
Thiophen-Derivate 176-178 wurde bei der biologischen Charakterisierung ebenfalls keine
Aktivitit festgestellt. Da weder der urspriingliche Docking-Hit 105, noch dessen Derivate eine
Wirkung am ETgR und FFAR3 gezeigt haben, wurde auf die Synthese weiterer Derivate
verzichtet.

Gleiches gilt fiir den zweiten Docking-Hit 106 und die davon abgeleiteten Verbindungen 188
und 189, die sich in der Substitution der Amidbindung unterscheiden (Tabelle 11). Auch diese

Derivate erwiesen sich an beiden Rezeptoren als inaktiv.

Tabelle 11: Biologische Charakterisierung des Docking-Hits 106 und der Derivate 188 und 189 bei einer
Konzentration von 100 pM.

(0]
N
D
Nr. R ETsR FFAR3
106 X inaktiv®® inaktiv®®
188 H inaktiv®® LA.
189 /N]N\ inaktiv®® inaktiv®®

3G-Protein-Bindungs-Assay. "Rezeptorsensor-Assay. i.A. = in Arbeit, biologische Testung ist geplant.
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Der dritte Docking-Hit 107 konnte aufgrund von Loslichkeitsproblemen nicht an dem ETgR
untersucht werden (Tabelle 12). Das Derivat 197 ohne Triazol-Rest zeigte sowohl an dem
ETgR als auch an dem FFAR3 keine Aktivitit. Infolge der Inaktivitidt der dargestellten
Verbindungen der zweiten Dockingstudie wurden keine weiteren Derivate hergestellt und ein

alternativer Ansatz verfolgt, der im folgenden Kapitel beschrieben wird.

Tabelle 12: Biologische Charakterisierung des Docking-Hits 107 und des Derivats 197 bei einer Konzentration
von 100 pM.

i

N O
(@]
Nr. R ETsR FFAR3
HN /\\N
107 N n.b. 1.A.
Y
197 H inaktiv®® inaktiv®®

3G-Protein-Bindungs-Assay. "Rezeptorsensor-Assay. n.b. = nicht bestimmbar aufgrund schlechter Loslichkeit. i.A. = in Arbeit,
biologische Testung ist geplant.

3.3.3 Bekannte allosterische GPCR-Liganden

Neben den Dockingstudien wurde parallel eine weitere Strategie zur Identifizierung
allosterischer Liganden der GLUE-Targets verfolgt. Dabei sollten bekannte allosterische
Liganden der GPCRs aus der Familie A nachsynthetisiert oder kommerziell erworben werden.
Aufgrund der im Arbeitskreis KOLB durchgefiihrten Analysen bekannter und potentieller
allosterischer Bindetaschen innerhalb der GPCRs der Familie A wurde vermutet, dass diese
Verbindungen nicht nur an das urspriingliche Target, sondern auch an die GLUE-Rezeptoren
(ETeR und FFAR3) binden konnten.!' Falls es auf diese Weise gelingen sollte, einen aktiven
Liganden zu finden, sollte dieser weiter modifiziert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Indol 202 und das Chinazolin 203 fiir die Synthese
ausgewdhlt. Das Indol 202 wurde als NAM des Cannabinoid-Rezeptors 1 beschrieben, der in
der KS3 hauptsichlich iiber hydrophobe Wechselwirkungen an den Rezeptor bindet
(Abbildung 39A).>"! Das Chinazolin 203 ist ein NAM des pP»-Adrenozeptors dessen
Aminogruppe zwei Wasserstoffbriickenbindungen in der KS5 des Rezeptors ausbildet

(Abbildung 39B).2"?
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Abbildung 39: (A) Kristallstruktur des Cannabinoid-Rezeptors 1 im Komplex mit dem allosterischen Liganden
202 (PDB: 6KQI).?"! (B) Kristallstruktur des P-Adrenozeptors mit dem allosterischen Liganden 203
(PDB: 60BA).?> Die Wasserstoffbriickenbindungen sind als schwarze Striche dargestellt. Eine allgemeine
Ubersicht der bekannten (KS) und unbekannten (OS) allosterischen Bindestellen ist in Bild C und die
Strukturformeln der Liganden 202 und 203 in Bild D dargestellt. Das Bild C wurde aus der Arbeit von HEDDERICH
et al. entnommen und leicht modifiziert."!

3.3.3.1 Synthese und Derivatisierung des allosterischen Modulators 202

Der bekannte allosterische Modulator 202 wurde in Anlehnung der beschriebenen Synthesen
von ABDELRAHMAN et al. und NGUYEN et al. hergestellt.>’>*’* Dafiir wurde das Amid 202
zundchst retrosynthetisch in das Amin 204 und die Carbonsdure 205 zerlegt, welche im
Folgenden dargestellt und im letzten Schritt zum Amid 202 gekuppelt werden sollten
(Schema 27).

H H
() N @) N
Q NH, C
NH cl < :N < > ¥ Ho cl
I
202

204 205

Schema 27: Retrosynthetische Analyse des allosterischen Modulators 202.

Die Synthese des Amins 204 ging von dem kommerziell erworbenen Anilin-Derivat 206 aus

(Schema 28). Im ersten Schritt wurde die Aminofunktion mit 1,5-Dibrompentan 207 und der
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Hilfsbase DIPEA zum Piperidin 208 cyclisiert. Danach wurde mittels 2 M LiAlH4-Losung in

THF die Nitrilgruppe zum primiren Amin reduziert und das Intermediat 209 mit priparativer

HPLC gereinigt.
2x F3C-COO-
() ()
N 2 M LiAlH, N
DIPEA in THF
+ g """ ———————— >
207 Toluol tr. Et,0
~ 110 °C, 23 h 0°C—=>RT, 20h
SN 77 % ~ 19 %
=N
206 NH3+
208
209

Schema 28: Zweistufige Synthese der Verbindung 209.

Zur Synthese der Carbonsdure 205 wurde das Indol 210 kommerziell erworben und im ersten
Schritt sdurekatalysiert verestert (Schema 29). Der erhaltene Ester 211 wurde anschlieBend in
einer FRIEDEL-CRAFTS-ACYLIERUNG mit Essigsdureanhydrid 212 umgesetzt. Dies fiihrte zu
einer selektiven Acylierung des Indols in der gewiinschten 3-Position, wie bereits in der Arbeit

von NGUYEN et al. beschrieben.?’*

konz. HZSO4 H 0
Y
m EtOH cl O—\
90 °C, 40 h
52 % 211
o 0 AICly
H M| 1,2-Dichiorethan
N 0O 0 85°C, 11 h
Y 212 82 %
Cl O—\ <
o}
213

Schema 29: Darstellung des acetylierten Indols 213 {iber eine Veresterung der Ausgangsverbindung 210 und
anschlieBender FRIEDEL-CRAFTS-ACYLIERUNG.

Im folgenden Schritt wurde die Acetylgruppe der Verbindung 213 in einer ionischen
Hydrierung in Gegenwart des Ethylesters selektiv zur Ethylgruppe reduziert (Schema 30).
Dafiir wurde TFA als Losungsmittel und Protonenquelle und Et;SiH als Hydrierungsmittel
verwendet. Mechanistisch wird zundchst die Ketogruppe protoniert, die mesomeriestabilisiert

vorliegt. Danach greift das Hydrid-Ion des Et3SiH das Carbenium-Ion an, wodurch intermediér
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3.3.3 Bekannte allosterische GPCR-Liganden

der Alkohol gebildet wird. Dieser wird erneut durch TFA protoniert und spaltet als
Abgangsgruppe H>O ab. Das intermediir entstandene Carbenium-Ion wird erneut durch ein
Hydrid-Ion angegriffen, was zur Bildung des reduzierten Produkts 214 fiihrt. Der beschriebene

Mechanismus ist in Schema 30 dargestellt.

H o H
'} Et,SiH N O
—_—
o) Y
cl \ TFA cl 0\
o RT, 5h
75 %
213 214
0 H* H\o+ o) H-SiEt HO H
J do~— & |/
R R R™™™ R
213 I I i
H+
H H H-SiEt; H *H,0 H
-
R R™* -H,0 R
214 v v

Schema 30: Ionische Hydrierung der Acetylgruppe der Verbindung 213 mittels EtsSiH und TFA. Der
literaturbekannte Mechanismus der ionischen Hydrierung ist unter der Reaktionsgleichung dargestellt.?’

Im letzten Schritt zur Darstellung der Carbonsdure 205 wurde der Ester 214 mit LiOH
hydrolysiert und das Produkt nach Reinigung mittels priaparativer HPLC in einer Ausbeute von

73 % erhalten (Schema 31).

H _ H
N 0 LiOH N 0
Y > Y
Cl O—\ THF, EtOH, H,0 Cl OH
RT, 48 h
214 73 % 205

Schema 31: Basische Hydrolyse des Ethylesters 214 zur Carbonsdure 205.

Final wurden das synthetisierte Ammonium-Salz 209 und die Carbonsdure 205 in einer
HATU-Kupplung zum allosterischen Modulator 202 umgesetzt, der mittels priaparativer HPLC
gereinigt wurde (Schema 32). Als Derivat wurde lediglich die Verbindung 215 ohne Ethylrest
am Indol hergestellt. Daflir wurde die kommerziell erworbene Ausgangsverbindung 210 mit

dem Ammonium-Salz 209 unter analogen Bedingungen gekuppelt.
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2x F30 COO"
A 0

H HATU N

N DIPEA /

p Cl HN

DMF R NH
R RT, 24-50 h
49-53 % F,C—COO"

R =H (210) R =H (215)
R = Et (205) 209 R = Et (202)

Schema 32: Die finale Amidkupplung der Carbonséure 205 bzw. 210 mit dem Ammonium-Salz 209.

3.3.3.2 Synthese und Derivatisierung des allosterischen Modulators 203

Der allosterische Modulator 203 wurde nach der Vorschrift aus dem Patent von KOBILKA ef al.
synthetisiert.>’® Dafiir wurde in einer einstufigen Synthese das Anilin 216 mit dem Chinazolin
222 in einer nukleophilen aromatischen Substitution umgesetzt (Schema 33). Diese Reaktion
wurde in der Mikrowelle unter Verwendung von tr. EtOH als Losungsmittel durchgefiihrt. Der
Reaktionsverlauf wurde mittels analytischer HPLC kontrolliert, wobei nach 5 Stunden die
Ausgangsverbindung vollstindig umgesetzt war. Somit konnte die im Patent beschriebene
Reaktionszeit von 16 Stunden um 11 Stunden bei analog hohen Ausbeuten von 94 % reduziert
werden.

Auf Basis einer Dockingstudie von MARGHERITA PERSECHINO, die eine Auswahl an moglichen
Substitutionen der Anilin-Einheit der Verbindung 203 untersucht hat, wurden die fiinf
vielversprechendsten Derivate (223-227) ausgewihlt und unter analogen Bedingungen mit den
entsprechenden Anilinen 217-221 hergestellt (Schema 33). Dabei wurden in para-Position die
Halogene Chlor (223), Brom (224) und Iod (225) sowie eine Aminogruppe (226) eingefiihrt.

Mit der Verbindung 227 wurde ein in meta-Position substituiertes Chlor-Derivat dargestellt.
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F;C-COO"
NH2 NH2 NH2
= + NT Br - = | THNT Y Br
— r. EtOH A )\ —
X Cl)\N MW, 80 °C, 3-5 h NTTN
_ o,
216-221 222 84-98 % 203, 223-227
R =H, 4-Cl, 4-Br, 4-1, 4-NH,, 3-CI
F,C—-COO" F,C—-COO" F,C—-COO"
NH» NH»> NH»
©\+HN)\/©/Br CIQ+HN)D/Br Br\@\*HN N Br
| | |
— — —
oy oy oy
H H H
203 223 224
F3;C—COO" 2x F3C—-COO" F,C—-COO"
NH» NH» NH»
+
— — —
N N N N Cl N N
H H H
225 226 227

Schema 33: Nukleophile aromatische Substitution des Chinazolins 222 mit den Anilin-Derivaten 216-221 zum
allosterischen Modulator 203 und den Derivaten 223-227.
3.3.3.3 Biologische Charakterisierung

Die Aktivitdtsbestimmung der dargestellten allosterischen Modulatoren 202 und 203 und deren
Derivate am ETgR und FFAR3 wurde von KATHARINA BECKER und UURTUYA HOCHBAN aus
der Arbeitsgruppe BUNEMANN durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 13 und Tabelle 14

zusammengefasst.

Tabelle 13: Biologische Charakterisierung des allosterischen Modulators 202 und des Derivats 215 bei einer

Konzentration von 100 pM.
H
N 0
Y
cl HN
)

R
F,C-COO
Nr. R ETsR FFAR3
202 Et n.b. iLA.
215 H n.b. inaktiv®

3G-Protein-Bindungs-Assay. "Rezeptorsensor-Assay. n.b. = nicht bestimmbar aufgrund schlechter Loslichkeit. i.A. = in Arbeit,
biologische Testung ist geplant.
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3.3.3 Bekannte allosterische GPCR-Liganden

Fiir den allosterischen Modulator 202 und des Derivats 215 konnte aufgrund des hydrophoben
Charakters der Verbindungen keine Aktivitdtsbestimmung in dem G-Protein-Bindungs- und
Rezeptorsensor-Assay am ETgR erfolgen, da die Verbindungen bei der Durchfiihrung der
Assays prazipitierten (Tabelle 13). Lediglich das Derivat 215 konnte in dem
Rezeptorsensor-Assay am FFAR3 getestet werden, erwies sich jedoch als inaktiv.

Der zweite allosterische Modulator 203 zeigte an dem ETgR und FFAR3 keine Aktivitit
(Tabelle 14). Analoge Ergebnisse erbrachte das para-Chlor- und para-Amino-Derivat
(223, 226). Die Einfiihrung von sterisch-anspruchsvolleren Halogeniden (224, 225) in
para-Position und die Einfiihrung der Chlor-Gruppe in meta-Position (227) fiihrten zur
Prizipitation bei den Untersuchungen am ETgR bei einer Konzentration von 100 pM. An dem
FFAR3 konnten bereits die Derivate 224-226 untersucht werden, die sich jedoch als inaktiv
herausstellten. Aufgrund fehlender Aktivititen der bekannten NAMs 202 und 203 sowie deren

Derivate an den GLUE-Rezeptoren wurde auch dieser Ansatz nicht weiterverfolgt.

Tabelle 14: Biologische Charakterisierung des allosterischen Modulators 203 und der Derivate 223-227 bei einer
Konzentration von 100 pM.

F,C—COO"
NH,

HNTX Br

|
R‘N)\N/
H
N R ETsR FFAR3

203 §© inaktiv®? inaktiv®
223 §@m inaktiv®" iLA.

224 §4®78r n.b. inaktiv®
225 EOI n.b. inaktiv®

F3C—COO-

. . a,b . . b
226 %@NH; inaktiv inaktiv

Cl

227 EO n.b. LA,

3G-Protein-Bindungs-Assay. "Rezeptorsensor-Assay. n.b. = nicht bestimmbar aufgrund schlechter Loslichkeit. i.A. = in Arbeit,
biologische Testung ist geplant.
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3.3.4 Dockingstudie an der known site 5 des ETgR

3.3.4 Dockingstudie an der known site S des ETgR

Da basierend auf den zuvor beschriebenen Dockingstudien kein wirksamer allosterischer
Ligand identifiziert werden konnte, wurde die KS5 des ETgR als neue Bindestelle genutzt. An
diese wurde erneut die computergenerierte SCUBIDOO-Datenbank  gedockt
(Abbildung 40C).>% Aus den potenticllen Liganden wurden die Verbindungen 228 und 229
zur Synthese ausgewihlt (Abbildung 40D). In der Bindungspose des Indol-Derivats 228 bildet
der Amidstickstoff eine Wasserstoffbriickenbindung mit E221 des ETgR aus (Abbildung 40A).

Fiir den Docking-Hit 229 wurden zwei Wasserstoffbriickenbindungen ausgehend von beiden

Stickstoffen des Pyrazols zu E221 und R201 bestimmt (Abbildung 40B).

Abbildung 40: Dockingposen der Verbindungen 228 (Bild A) und 229 (Bild B) in der KS5 des
ETsR-Homologiemodells. Die Wasserstoffbriickenbindungen sind als schwarze Striche dargestellt. Eine
Ubersicht der bekannten (KS) und unbekannten (OS) allosterischen Bindestellen ist in Bild C und die
Strukturformeln der Liganden 228 und 229 in Bild D gezeigt. Das Bild C wurde aus der Arbeit von HEDDERICH
et al. entnommen und leicht modifiziert.!!

3.3.4.1 Synthese der Docking-Hits 228 und 229

Fir die Synthese der potentiellen Liganden 228 und 229 wurden die entsprechenden
Ausgangsverbindungen 230-233 kommerziell erworben und in einer einstufigen Synthese {iber
eine HATU-Kupplung umgesetzt. In der ersten Amidkupplung wurde das
Biphenylammonium-Salz 230 mit der Indolcarbonsdure 231 zum Amid 228 gekuppelt
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3.3.4 Dockingstudie an der known site 5 des ETgR

(Schema 34). Im Anschluss wurde das Produkt mittels praparativer HPLC gereinigt und in

einer Ausbeute von 84 % isoliert.

O cr 0 HATU
+ cl DIPEA
ey
N DMF
7 RT, 20 h
cl
230 231

84 %

Schema 34: Synthese der Verbindung 228 durch Kupplung des Biphenylammonium-Salzes 230 und der
Carbonséure 231.

Zur Synthese des Docking-Hits 229 wurde die Carbonsdure 232 mit dem Racemat 233
umgesetzt, wodurch nicht der enantiomerenreine Docking-Hit 229, sondern das Racemat 234
in einer Ausbeute von 95 % erhalten wurde (Schema 35). Erst bei einer bestitigten biologischen
Aktivitit sollten das (R)- und (S)-Enantiomer enantiomerenrein dargestellt und getrennt
voneinander untersucht werden. Alternativ konnte das Racemat 234 iiber eine chirale
priaparative Sdule aufgetrennt werden. Weitere Derivatisierungen der Docking-Hits 228 und

229 sollten erst im Falle einer bestdtigten in vitro Aktivitdt erfolgen.

HATU

*Cr DIPEA Q N
M ji o T DL R
_NH DMF — N\ NH S
RT, 69 h N
95 %
232 234

Schema 35: Synthese des Racemats 234 durch HATU-Kupplung der Carbonsdure 232 mit dem Racemat 233.

3.3.4.2 Biologische Charakterisierung

Die dargestellten Verbindungen 228 und 234 wurden bislang nicht an dem ETgR und FFAR3

getestet, weshalb keine Aussage beziiglich der biologischen Aktivitét getroffen werden kann.

3.3.5 Dockingstudie am GPRC5b

Da der GPRCS5b ein Orphan-Rezeptor ist, fiir den bisher keine Liganden bekannt sind,
fokussierte sich das Docking auf die Identifizierung von Liganden, die in der extrazelluldren
Bindetasche der 7TM-Doméne des GPRC5b binden sollten (Abbildung 41A). Dafiir wurden
von MARGHERITA PERSECHINO zwei Homologiemodelle des Rezeptors erstellt, an denen die

Molekiile der ZINC-Datenbank gedockt wurden.?®? Aus den potentiellen Liganden wurden das
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3.3.5 Dockingstudie am GPRC5b

Thiophen 235 und das Benzotriazinon 236 zur Synthese ausgewihlt (Abbildung 41D). In der
Dockingpose bildete Verbindung 235 iiber die Esterfunktion drei
Wasserstoffbriickenbindungen mit R125, Y254 und N268 aus (Abbildung 41B). Dariiber
hinaus wurde eine weitere Wasserstoftbriickenbindung zwischen N268 und dem Schwefel des
Thiophens, der als schwacher Wasserstoffbriickenbindungs-Akzeptor bekannt ist, bestimmt.?”’
Die Bindung des Docking-Hits 236 wird iiber zwei Wasserstoffbriicken der Stickstoffe des
Benzotriazinons zum R125 vermittelt. Zusétzlich existiert ein polarer Kontakt zwischen dem

Carbonylsauerstoff des Benzotriazinons und der Seitenkette des N268 (Abbildung 41C).

235 236

Abbildung 41: (A) Homologiemodell des GPRC5b im Komplex mit der Verbindung 235 in der extrazelluldren
Bindetasche. Die detaillierten Dockingposen der Verbindungen 235 (beige) und 236 (orange) mit den
Wasserstoffbriickenbindungen (schwarze Striche) sind in Bild B bzw. C dargestellt, die Strukturformeln in Bild D.
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3.3.5 Dockingstudie am GPRC5b

3.3.5.1 Synthese und Derivatisierung des Docking-Hits 235

Die Synthese der Verbindung 235 wurde nach der Vorschrift von ZHU et al. durchgefiihrt, bei
der das Produkt in einer ome-pot Reaktion mit NBS und DBU erhalten werden sollte
(Schema 36).27® Dabei sollte aus dem Alkohol 237 intermediir ein Keton gebildet werden, das
in a-Position bromiert und anschlieBend von Verbindung 238 nukleophil angegriffen wird.
Jedoch konnte unter diesen Reaktionsbedingungen mittels analytischer HPLC und
Massenspektrometrie keine Produktbildung nachgewiesen werden, daher wurde eine
alternative Methode zur Synthese der Verbindung 235 gewdéhlt.

Als naheliegender Ansatz wurde die one-pot Reaktion in zwei Schritte aufgeteilt und anstelle
des Alkohols 237 das Keton 239 verwendet. Dementsprechend wurde im ersten Schritt die
a-Position des Ketons 239 mit Brz in DCM bromiert (Schema 36). Die bromierte Verbindung
240 wurde sdulenchromatographisch gereinigt. Obwohl sich die Trennung des Rohprodukts
bestehend aus dem Edukt, dem gewiinschten Produkt und der zweifach-bromierten Spezies als
schwierig erwiesen hat, konnte das Produkt 240 in einer zufriedenstellenden Ausbeute von
66 % isoliert werden. Im folgenden Schritt wurde das erhaltene Bromid 240 von der
Thiophencarbonsédure 238 bzw. von dessen Carboxylat-Anion nukleophil angegriffen und der

gewiinschte Ester 235 erhalten.

NBS

S
DBU 0 /
- o Y
1,4-Dioxan o)
60°C, 5h
DBU
1,4-Dioxan
60°C, 4h
59%
DCM

RT, 4h
66%

Schema 36: Fehlgeschlagene Synthese der Verbindung 235 iiber eine one-pot Reaktion, die in der Literatur
beschrieben wurde.?’® Die Zielverbindung 235 konnte durch eine alternative Synthese (unten) iiber eine
Bromierung des Ketons 239 in a-Position und anschlieBende nukleophile Substitution durch die Carbonsiure 238
erhalten werden.

Im Anschluss an die Synthese des Docking-Hits 235 wurden weitere Derivate hergestellt. Dafiir
wurde das Thiophen durch eine bioisostere Phenylgruppe und substituierte Phenylreste
ausgetauscht (Schema 37). Der Vorteil davon war, dass eine Vielzahl an substituierten

Benzoesduren synthetisch zugénglich und bereits in der Arbeitsgruppe vorhanden waren,
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3.3.5 Dockingstudie am GPRC5b

wohingegen substituierte Thiophen-Derivate in der Darstellung bzw. Beschaffung limitierter
sind. Durch den Einbau eines breiten Spektrums an substituierten Phenylresten sollte die
extrazelluldre Bindetasche eingehender untersucht werden, auch wenn es dadurch zum Verlust
der vorhergesagten Wasserstoftbriickenbindung zwischen dem Thiophen-Schwefel und N268
kommt, die jedoch als schwache Wechselwirkung einzustufen ist (Abbildung 41B). Dieser
resultierende  Affinitdtsverlust konnte moglicherweise durch neue Interaktionen der
substituierten Phenylreste kompensiert werden oder sogar zu Verbindungen mit verbesserter
Wirksambkeit fiihren.

Daher wurde das a-bromierte Keton 240 aus der Synthese des Docking-Hits 235 mit den
Carbonsdure-Derivaten (241-250) umgesetzt, um die Ester 251-260 zu erhalten, die eine hohe
Diversitit hinsichtlich ihrer elektrostatischen Eigenschaften und der Position des Substituenten
aufweisen (Schema 37). Aullerdem wurde mit Verbindung 260 ein weiteres Thiophen-Derivat
dargestellt, das liber die 3-Position anstatt der 2-Position verkniipft ist und einen zusétzlichen

Chlor-Substituent in 5-Position trigt.

0 0
Br j\ DBU o\n/?%,
HO ;é 1,4-Dioxan o
F 60 °C, 2-4 h F
240 241-250 2291 % 251-260
F
cl cl OH
251 252 253 254 255
NS
CN COOH -
CN
256 257 258 259 260

Schema 37: Synthese der Ester-Derivate 251-260 aus den Carbonsduren 241-250 und dem o-bromierten Keton
240.

AuBerdem wurde eine Aminogruppe in ortho-, meta- und para-Position eingefiihrt. Fiir die
Synthese dieser Derivate wurden nicht die entsprechenden Aminobenzoeséduren, sondern die
Boc-geschiitzten Analoga eingesetzt, um eine Iminbildung zwischen dem Keton und dem Amin

zu verhindern. Im ersten Schritt wurden die Boc-geschiitzten Aminobenzoesduren 261-263
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3.3.5 Dockingstudie am GPRC5b

unter analogen Bedingungen mit dem a-bromierten Keton 240 zu den Estern 264-266
umgesetzt (Schema 38). Im Anschluss wurde ohne Reinigung der Zwischenstufen 264-266 die
Boc-Schutzgruppe abgespalten und die ungeschiitzten Derivate 267-269 erhalten, die mittels
praparativer HPLC gereinigt wurden. Die Entschiitzung der para- und meta-Amino-Derivate
268 und 269 wurde mit 4 M HCl in 1,4-Dioxan durchgefiihrt. Mit diesen Bedingungen konnte
jedoch nicht das Produkt 267 erhalten werden, weshalb 33 % HBr in AcOH fiir die

Entschiitzung des ortho-Derivats verwendet wurde.

(0] o) DBU
Br 1 ,4-Dioxan —NHBoc
* HO
| —NHBoc 60 °C, 2-4 h
F
261-263 264-266
33 % HBrin AcOH 4 M HCl in 1,4-Dioxan
RT, 1h RT, 2-4 h
45 % U. zwei Schritte 36-58 % 0. zwei Schritte

F3C coo
F,C—-COO"

o sy

R1 NH3 R2—H(269)

Schema 38: Darstellung der Aminobenzoesaureester 267-269.

Im Anschluss an die Synthese der beschriebenen Ester-Derivate wurden weitere
hydrolysestabilere Verbindungen hergestellt, da die Ester-Funktionalitdt in der Regel relativ
rasch durch Esterasen spaltbar sind.?7*2%

Daher wurde eine Serie von Amiden hergestellt, indem das a-bromierte Keton 240 zuerst
mittels der DELEPINE-Reaktion in ein a-Aminoketon iiberfiihrt wurde.?®! Dabei greift das
Urotropin selektiv in Gegenwart des Ketons an der a-bromierten Position an, ohne eine
Nebenreaktion mit dem Keton einzugehen (Schema 39). So konnte in Anlehnung an die
beschriebene Synthese von YANG et al. das tertidre Ammonium-Salz 270 in Gegenwart der
Ketofunktion gebildet werden, welches direkt im Anschluss mit konz. HCI-Losung hydrolysiert

wurde, wodurch das primire Amin 271 als HCI-Salz erhalten wurde.?®!
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O . N/\/N 0
Br Urotropin k%l
CHCl, N Jk@
F RT, 2.5 h Br F

240 270
(0]
NH-* konz. HCI
3 -
Q)‘V cr EtOH
F RT, 18 h
271 80 % U. zwei Schritte

Schema 39: Darstellung des a-Aminoketons 271 {iber eine DELEPINE-Reaktion.

Nach Erhalt des a-Aminoketons 271 wurde dieses mit der Thiophencarbonsdure 238 unter der
Verwendung von HATU und DIPEA zum Amid-Derivat 272 umgesetzt, das sich von dem
urspriinglichen Docking-Hit 235 nur durch die Amidbindung unterscheidet (Schema 40).

HATU

o)
NH3 DIPEA W
=
S DMF
= RT, 2h

()
238 44 %

Schema 40: Darstellung des Amid-Derivats 272.

Dariiber hinaus wurde auch die Esterbindung der beschriebenen Derivate 251-260 und 267-269
durch eine Amidbindung ersetzt (Schema 37 und Schema 38). Die Synthese der analogen
Derivate 273-282 erfolgte ausgehend von dem a-Aminoketon 271 und den zuvor verwendeten

Carbonséduren 241-250 durch Kupplung mit HATU und der Hilfsbase DIPEA (Schema 41).
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0) HATU le) H
. 0 DIPEA
NH_3 . L N\n/vk
cl HO™ DMF o
F RT, 2-18 h F
271 241-250 29-59 % 273-282
Cl Cl OH
273 274 275 276 277
@ @ @/S
CN COOH -
CN
278 279 280 281 282

Schema 41: Synthese der Amid-Derivate 273-282 aus dem a-Aminoketon 271 und den Carbonséuren 241-250.

Anschliefend wurden die Amino-substituierten Amid-Derivate 286-288 mittels

Boc-geschiitzten Aminobenzoesduren 261-263 und dem o-Aminoketon 271

anschlieBender Abspaltung der Schutzgruppe mit 33 % HBr in AcOH hergestellt (Schema 42).

Die Darstellung des para- und meta-Amino-Derivats 287 und 288 gelang problemlos. Nach

praparativer HPLC wurden beide Verbindungen in moderaten Ausbeuten erhalten. Bei der

analogen Synthese des ortho-Amino-Derivats 242 wurde die Produktbildung lediglich mittels

Massenspektrometrie und analytischer HPLC bestitigt, jedoch konnte das Produkt mithilfe

gingiger Reinigungsmethoden nicht in ausreichender Reinheit erhalten werden.
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0 0 HATU o N
. DIPEA H || -NHBoc
NH5 N —
° + HO X —
Cl | /—NHBoc DMF o
F RT, 21h F
271 261-263 283-285

33 % HBr in AcOH
RT, 1.5h
39-59 % 0. zwei Schritte

33 % HBrin AcOH
RT, 1.5h

F3C—COO'
F,C-COO"

+H3N: :: \H/©/
= H, R, = NH," (287)

R1 NH,*, R, = H (288)

Schema 42: Synthese der para- und meta-Amino-Derivate 287 und 288. Das ortho-Amino-Derivat 286 konnte
unter analogen Bedingungen nicht in ausreichender Reinheit isoliert werden.

3.3.5.2 Synthese und Derivatisierung des Docking-Hits 236

Zur Synthese des Docking-Hits 236 wurde das kommerziell erworbene Benzotriazinon 289 im
ersten Schritt mit Bromessigsdurebenzylester 290 unter Verwendung von NEt; und THF in

einer nukleophilen Substitution umgesetzt (Schema 43).

i LIPS PO s
3
O\)‘\NH ©/\ )J\/Br N (0]
THF '
N’N 70°C,17 h N’/N 0
289

70% 291

Schema 43: Synthese der Zwischenstufe 291 durch Alkylierung des Benzotriazinons 289.

Zur Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppe wurde das Intermediat 291 initial mittels der
klassischen Methode mit H> und Pd/C als Katalysator hydriert (Tabelle 15, Eintrag 1). Jedoch
konnte dabei keine Produktbildung mittels analytischer HPLC und Massenspektrometrie
nachgewiesen werden. Darauthin wurde als alternativer Ansatz die Reaktionsvorschrift von
MERCADER et al. verwendet, in der der Benzylester 291 in DCM gel6st und mit 33 % HBr in
AcOH versetzt wurde, um die Benzyl-Schutzgruppe unter sauren Bedingungen abzuspalten
(Tabelle 15, Eintrag 2).?% Nach Aufarbeitung und Reinigung konnte das Produkt 292 nur in
einer geringen Ausbeute von < 1 % erhalten werden. Als dritte Variante wurde die

Esterfunktion im Basischen mit LiOH hydrolysiert (Tabelle 15, Eintrag 3). Nach einer
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3.3.5 Dockingstudie am GPRC5b

Reaktionszeit von 25 Minuten konnte die Reaktion gestoppt werden, da ein vollstdndiger
Umsatz der Ausgangsverbindung 291 durch analytische HPLC ermittelt wurde. Nach der
Entfernung des Losungsmittels und Reinigung mittels praparativer HPLC wurde das Produkt

292 in einer Ausbeute von 76 % isoliert.

Tabelle 15: Variation der Reaktionsbedingung zur Entfernung der Benzyl-Schutzgruppe des Esters 291.

Reaktionsbedingungen
(0] ‘ OH
N/,N (0] N

291 292
Eintrag Reaktant Losungsmittel Bedingungen  Ausbeute
1 H», Pd/C AcOH /H20 (9:1, v/v) RT, 16 h -
2 33 % HBr in AcOH DCM RT,3h <1%
3 LiOH THF, EtOH, H20 RT, 25 min 76 %

Im néchsten Schritt wurde die Carbonsdure 292 mit SOCl; und unter Zugabe einer katalytischen
Menge an DMF in das Carbonsdurechlorid 293 tiberfiihrt, um ein reaktives Elektrophil fiir die
folgende FRIEDEL-CRAFTS-ACYLIERUNG zu erhalten (Schema 44). Im finalen Schritt wurde das
erhaltene Carbonsdurechlorid 293 mit dem Biphenyl 294 und AICl; als Katalysator in DCM
umgesetzt. Dabei wurde durch den ortho- und para-dirigierenden Effekt des Biphenyls das
para-Produkt 236 in einer Ausbeute von 6 % iiber zwei Schritte erhalten. Das
ortho-Nebenprodukt konnte in der Analytik nicht nachgewiesen werden, da es vermutlich

aufgrund der sterischen Hinderung dieser Position zur verminderten Bildung kam.
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0 SOCl, 0
kat. DMF
OH Cl
S
@%wﬁr sy N
~-N (6] : ~-N (6]
N 50°C,5h N
292 293

0°C—>RT, 18h
6 % U. zwei Schritte

+
0 O g AICl3 O
©\)\r}1 tr. DCM 294
_N O
N
236

Schema 44: Synthese des Carbonsdurechlorids 293, das im folgenden Schritt in einer
FRIEDEL-CRAFTS-ACYLIERUNG zum Docking-Hit 236 umgesetzt wurde.

Nach dem Erhalt der eigentlichen Zielverbindung 236 wurden weitere Derivate dieser
Grundstruktur hergestellt. Dafiir sollte das Triazinon-Motiv beibehalten werden, da alle im
Docking identifizierten Wasserstoftbriickenbindungen mit dem GPRCS5b iiber dieses
Strukturmotiv ausgebildet werden (Abbildung 41C). Daher wurden Modifikationen am
Biphenyl-Rest vorgenommen. Fiir diese Derivatisierung konnte nicht die identische Synthese
wie fiir Verbindung 236 verwendet werden, da die Position des elektrophilen Angriffs im
letzten Schritt der Synthese durch die Einfiihrung von Substituenten am Biphenyl-Motiv
beeinflusst wird. Daher ist die gezielte Synthese spezifisch substituierter Biphenyl-Derivate auf
diese Weise nicht moglich. Aus diesem Grund wurde die Carbonsdurefunktion der
Zwischenstufe 292 mit Anilin- bzw. Benzoesdure-Derivaten gekuppelt, wodurch als Linker
eine Amid- bzw. Esterbindung anstatt des Ketons erhalten wurde. In einem erneuten Docking
der Arbeitsgruppe KOLB, in dem Phenyl-Amid- bzw. Phenyl-Ester-Derivate untersucht wurden,
konnten die Amide 301-312 und die Ester 317-320 als geeignete Verbindungen identifiziert
werden. Zur Synthese der Amide 301-312 wurde die Carbonsdure 292 in einer
HATU-Kupplung mit den entsprechenden Anilin-Derivaten (92, 216-220, 295-300) umgesetzt
(Schema 45).
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o HATU o
oH DIPEA H
_ J—— ~
D G e Y
/,N O ’/N O
N RT, 5-18 h N
_ o
292 97, 216-220, 295-300 490 % 301-312
i F
F Cl Br |
301 302 303 304 305 306

pv.v.v; v v v v

‘ ‘ ‘ NH," OMe

NH,"* F2C—COO" OH
O F,C—COO0"

308 309 310 311 312
307

Schema 45: Darstellung der Amid-Derivat 301-312 durch HATU-Kupplung der Carbonsdure 292 mit den
entsprechenden Anilin-Derivaten (92, 216-220, 295-300).

Fiir den Erhalt der Ester-Derivate 317-320 wurde das Intermediat 292 mit den Phenolen
313-316 unter Verwendung der Kupplungsreagenz DCC gekuppelt (Schema 46).

i DCC i
OH 0
N + HO—% > N ~
. DCM, MeCN Y
N O N O
N RT, 18 h N
37-79 ¢
292 313-316 " 317-320
o] Br OMe
317 318 319 320

Schema 46: Synthese der Ester-Derivate 317-320 durch Kupplung mit DCC.

3.3.5.3 Biologische Charakterisierung

Im Verlauf der Synthese der GPRC5b-Docking-Hits (235, 236) und deren Derivate wurde von
der Arbeitsgruppe BUNEMANN ein Assay fiir den GPRC5b zur Testung der dargestellten
Verbindungen geplant. Ein Uberblick der synthetisierten Verbindungen ist in Tabelle 16 und
Tabelle 17 gegeben. Jedoch konnte bislang kein funktionsfahiges Testsystem etabliert werden,
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weswegen die Verbindungen noch nicht am Zielrezeptor untersucht werden konnten. Bisher
wurden die dargestellten Verbindungen auch noch nicht an den etablierten Assay-Systemen des
ETgR und FFAR3 getestet, da die Verbindungen wie am Anfang des Kapitels beschrieben, in
die extrazelluldre Bindetasche des GPRC5b gedockt wurden und diese sich stark von den
orthosterischen Bindetaschen des ETgR und FFAR3 unterscheidet. Folglich konnen diese
Derivate lediglich als Screening-Verbindungen fiir den ETgR und FFAR3 dienen.

Tabelle 16: Ubersicht der synthetisierten Derivate des Docking-Hits 235.

(@]
X R
oY
. o)
Nr. X R Nr. X R
25 O EAG 51 O EO

252 0 gb 253 ¢} %Q

Cl
' OH
54 0O %@ 255 0O §O
CN
256 O §@CN 257 0 §{§
COOH
258 O §@ 259 0O §4©—<
F,C—COO"
s._Cl *H3N
2600 O ;@ 267 O
§
FsC—COO"
FsC—COO-

268 O g " 69 O g :/<
272 NH EAG 273 NH %@

274 NH 5:%3 275 NH §Q
276  NH ; @ 277 NH ; O

&9
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CN
278 §@CN 279  NH §O
COOH
280 : 281  NH §4©—<
S Cl FsC—-COO"
282 ;ﬂ 287 NH ; O N
F,C—COO"
NH,*
288

Tabelle 17: Uberblick der synthetisierten Derivate des Docking-Hits 236.

O
R
CLY
N/,N ©)
Nr. R Nr. R
236 § 301 H/NO
Mo
302 HN@F 303 “}N@
/ "
o F
306 e 07 r=O-0O
2, v,
) e
308 L, 309 wf
O F3C—COO"
=8 .
310 e e 311 %Q
3
F2,C—COO" OMe
312 HN@OH 317 /OQ
4 v
a1y o~ e 19 A
Y, ,
s
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3.3.6 Fazit

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 48 Derivate auf Grundlage der drei ETgR-Dockingstudien
synthetisiert und analytisch charakterisiert. Dariiber hinaus wurden die zwei bekannten
allosterischen GPCR-Modulatoren 202 und 203 und sechs daraus abgeleitete Derivate
hergestellt. In der biologischen Testung wurden alle Verbindungen, auBler die KS5
Docking-Hits 228 und 235 sowie die Verbindungen, die wihrend der Messung prézipitierten,
in dem G-Protein-Bindungs- und Rezeptorsensor-Assay am ETgR von KATHARINA BECKER auf
ihre biologische Aktivitdt untersucht. Dabei konnte flir keine Verbindung eine bestétigte
Aktivitét festgestellt werden. Die zusitzliche Testung ausgewdéhlter Verbindungen am FFAR3
von UURTUYA HOCHBAN erbrachte vergleichbare Resultate. AuBerdem wurden weitere 44
Derivate basierend auf der Dockingstudie am Orphan-Rezeptor GPRC5b synthetisiert, die
mangels eines etablierten Assays bislang noch nicht auf ihre Wirksamkeit untersucht werden
konnten. Demnach konnte im Verlauf dieser Arbeit trotz des groen synthetischen Aufwands
bisher keine Verbindung identifiziert werden, die am ETgR oder FFAR3 eine biologische
Aktivitit zeigt.

Ein mogliches Problem konnte im verwendeten Homologiemodell der aktiven ETgR-Struktur
liegen, das fiir die Dockingstudien verwendet wurde und Unterschiede zur kiirzlich publizierten
aktiven ETgR-Kristallstruktur aufweist.”? Diese Unterschiede sind in der Uberlagerung beider
aktiven ETgR-Strukturen aus dem Homologiemodell und der Kristallstruktur ersichtlich
(Abbildung 42A), in der eine Verschiebung der TM6 und TM7 festgestellt wurde. Aulerdem
differiert die rdumliche Lage verschiedener Aminosauren in der G-Protein-Bindungsstelle wie
Y387 und N134, die in den Dockingstudien an Wechselwirkungen mit potentiellen Liganden
beteiligt sind. Speziell im Falle der Aminoséure Y387, die unteranderem in der zweiten
Dockingstudie an der G-Protein-Bindestelle mit den drei Docking-Hits 105-107 wechselwirkt
(Kapitel 3.3.2, Abbildung 35), ist die Seitenkette nicht nach innen in die Bindetasche, sondern
entgegengesetzt nach auflen gerichtet (Abbildung 42B). Des Weiteren sind ebenfalls kleinere
rdumliche Unterschiede der Aminosduren-Seitenketten wie im Beispiel der Aminosdure N134
vorhanden (3.5 A Entfernung der Amidstickstoffe der Seitenkette, Abbildung 42C), die im
Docking eine Wasserstoftbriickenbindung mit dem Docking-Hit 105 ausbildet
(Abbildung 35A).
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A

Abbildung 42: (A) Unterschiede zwischen dem iiberlagerten Homologiemodell der aktiven ETgR-Struktur (grau),
das zum Docking verwendet wurde, und der kiirzlich publizierten aktiven ETgR-Kristallstruktur (orange,
PDB: 8HBD).”? Als Beispiel sind die unterschiedlichen Ausrichtungen der Aminoséuren Y387 (Bild B) und N134
(Bild C) in der G-Protein-Bindestelle gezeigt, die in den Dockingposen an der Bindung der potentielle Liganden
beteiligt sein sollten (Y387 an der Bindung der Hits 76 und 105-107, N134 an 105).

Als weitere Ursache ist nicht auszuschlielen, dass die Verbindungen eine zu geringe Affinitét
zum Target besitzen und in den Testungen bei einer Konzentration von 100 uM keine
biologische Aktivitét zeigen. Zudem ist denkbar, dass die Verbindungen als stille allosterische
Modulatoren fungieren, die trotz Bindung keinen biologischen Effekt am Rezeptor ausldsen
und dementsprechend in den durchgefiihrten Assays als unwirksam erscheinen. Ein weiterer
Grund fiir die Probleme bei der strukturbasierten Entwicklung neuer allosterischer Liganden
der GPCRs ist, dass auch heutzutage die Strukturbestimmung der Rezeptoren immer noch sehr
aufwendig ist und bei weitem nicht routinemifig gelingt. Zusammenfassend spiegelt diese
Arbeit die Schwierigkeit des rationalen Designs neuer allosterischer Liganden fiir die GPCRs

wider.
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4. Zusammenfassung

Die Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) gehort zu den grofBten
Proteinsuperfamilien im menschlichen Genom.>® Charakterisiert werden diese durch ihre
Sieben-Transmembrandoménen-Struktur, die im extrazelluldren Bereich die orthosterische
Bindestelle und im intrazelluliren Bereich die G-Protein-Bindestelle beinhaltet.* Etwa 30 %
der zugelassenen Arzneistoffe liben ihre pharmakologische Wirkung iiber GPCRs aus, was ihre
hohe therapeutische Relevanz und ihre Beteiligung in einer Vielzahl physiologischer Prozesse
begriindet.! Aufgrund der meist konservierten orthosterischen Bindetasche der
GPCR-Subtypen ist die Entwicklung selektiver Wirkstoffe jedoch oftmals herausfordernd.®
Demzufolge ist die Identifizierung und Adressierung allosterischer Bindestellen eine mdgliche
Strategie, um Wirkstoffe mit erhohter Rezeptorselektivitdit und somit geringerem
Nebenwirkungspotenzial zu erhalten.” Als Teil des GLUE-Projekts (G-Protein-coupled
receptor Ligands of Underexplored Epitopes) wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, fiir
die zwei pharmakologisch relevanten Rezeptorfamilien der Endothelin-Rezeptoren (ETRs) und
der Freie-Fettsdure-Rezeptoren (Free fatty acid receptors, FFARs) sowie des
Orphan-Rezeptors GPRC5b neue allosterische Modulatoren durch einen rationalen

strukturbasierten Ansatz zu entwickeln.

Zusitzlich wurde im ersten Teil der Arbeit fiir die Arbeitsgruppe DOTSCH/BERNHARD der
hochaffine ETgR-Ligand 4Ala-ET-1 48 {iber automatisierte Festphasenpeptidsynthese
dargestellt (Abbildung 43). Dieser wurde im Folgenden N-terminal {iber das
Ethylenglykol-Derivat TDDS mit Biotin modifiziert. Aufgrund der unzureichenden Loslichkeit
dieser Verbindung wurde der TDDS-Linker durch zwei iiber die Seitenkette verkniipfte Lysine
ersetzt, um einen geeigneten problemlos loslichen Liganden zur Proteinreinigung des ETgR
mittels Affinitdtschromatographie zu erhalten. Dariiber hinaus wurde ein fluoreszenzmarkiertes
4Ala-ET-1-Derivat synthetisiert, das in der Arbeit von UMBACH et al. zur
Funktionalititsuntersuchung des ETgR verwendet wurde.?®® Dafiir wurde in der Synthese das
Lysin in Position 9 des 4Ala-ET-1-Peptids 48 durch Arginin ersetzt (orange, Abbildung 43),
um anschliefend selektiv den DY-647P1-Fluorophor an den N-Terminus zu kuppeln.
AuBlerdem wurden fiir die Arbeitsgruppe BUNEMANN drei N-terminal um 8, 10 bzw. 12
Aminosduren verkiirzte 4Ala-ET-1 Derivate hergestellt, die eine verringerte Affinitét als das
4Ala-ET-1 48 zum ETgR aufweisen und als Referenzliganden in deren in vitro-Untersuchungen

eingesetzt wurden.!'!’
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Biotin-TDDS
Biotin-Lys-Lys DY-647P1

3 N-terminal
@@@ modifizierte Derivate
@ ®®@® N 3xCF;COOH

- TLys

3 verkiirzte Derivate @®@@@®®@@®®®

48
4Ala-ET-1 (TFA-Salz)

Abbildung 43: Struktur des ETgR-Liganden 4Ala-ET-1 (TFA-Salz, 48), der mittels automatisierter
Festphasenpeptidsynthese hergestellt wurde. Ausgehend von dieser Grundstruktur wurden drei N-terminal
modifizierte Derivate synthetisiert (in Rot gekennzeichnet). Zur Synthese des fluoreszenzmarkierten
4Ala-ET-1-Derivats wurde das Lysin in Position 9 (orange markiert) durch Arginin substituiert. Zusétzlich wurden
drei N-terminal um 8, 10 bzw. 12 Aminoséuren verkiirzte 4Ala-ET-1-Derivate dargestellt.

Des Weiteren wurde nach den Arbeiten von HANSEN ef al. und PIZZONERO et al. der
fluoreszenzmarkierte Ligand 47 in einer leicht modifizierten 11-stufigen Synthese dargestellt,
der als FFAR2-Referenzligand fiir das GLUE-Projekt dienen sollte (Abbildung 44).2%>2
Dartiber hinaus wurde das blau markierte Grundgeriist der Verbindung 47, das als
Zwischenstufe im Verlauf der Totalsynthese erhalten wurde, mit dem Ethylenglykol-Derivat
TOTA und Biotin modifiziert, um einen entsprechenden FFAR2-Liganden zur

Proteinreinigung zu erhalten.

Biotin -TOTA
11-stufige —

N-O
H H \
Synthese \ﬁ/ﬂ\ N N [ N
i :NOZ
CF3

47

Abbildung 44: Struktur des fluoreszenzmarkierten FFAR2-Liganden 47 mit dem griin unterlegten NBD-
Fluorophor. Die blau markierte Grundstruktur der Verbindung 47 wurde {iber das Ethylenglykol-Derivat TOTA
mit Biotin modifiziert.

Im dritten und umfangreichsten Teil der Arbeit wurden auf Grundlage der computergestiitzten
Docking-Untersuchungen von MARGHERITA PERSECHINO und JANIK HEDDERICH aus der
Arbeitsgruppe KOLB mogliche allosterische Liganden ausgewihlt, deren Synthese geplant und
durchgefiihrt und die Verbindungen analytisch charakterisiert.

Basierend auf den Ergebnissen der Dockingstudien, die sich auf die G-Protein-Bindungstasche
des ETgR fokussierten, wurden die Zielverbindungen 84, 102, 105, 106 und 107 synthetisiert
(Abbildung 45). Ausgehend von diesen Verbindungen wurden insgesamt 41 weitere Derivate
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hergestellt, die sich von der jeweiligen Grundstruktur in den rot markierten Strukturelementen
unterscheiden. Dariiber hinaus wurde in einer weiteren Dockingstudie die known site (KS) 5
des ETgR als mogliche allosterische Bindungsstelle ausgewihlt, die als Grundlage der
synthetisierten Docking-Hits 228 und 234 diente. Im Anschluss wurden die Zielverbindungen
durch KATHARINA BECKER und UURTUYA HOCHBAN in der Arbeitsgruppe BUNEMANN auf ihre
biologische Aktivitidt in vitro bei einer Konzentration von 100 uM am ETgR und am
strukturverwandten FFAR3 untersucht. Dafiir wurden Forster-Resonanzenergietransfer-
(FRET) basierte G-Protein-Bindungs- und Rezeptorsensor-Assays verwendet. In dieser
biologischen Charakterisierung konnte fiir keine der dargestellten Zielverbindungen der

G-Protein-Bindetasche und der KS5 eine Aktivitit am ETgR und FFAR3 festgestellt werden.

ETgR - G-Protein-Bindetasche o~
F;C-COO H
HNTY
: AT e
(6]
L) N
N \
H N—N
1A
84 102
8 Derivate 2 Derivate

HN-
o
N ™SN _N N

ot ot S

105 106 107
28 Derivate 2 Derivate 1 Derivat

ETgR - known site (KS) 5

0
= c 1 N
N
O "N w\ D
d </ \-NH S
cl
228

234

P4

Abbildung 45: Strukturen der synthetisierten Zielverbindungen aus den Dockingstudien fiir die
G-Proteinbindetasche (obere Strukturen) bzw. die known site (KS) 5 (untere Strukturen) des ETgR. In Rot sind die
Strukturelemente markiert, die zusétzlich derivatisiert wurden.

Im Zuge einer alternativen Strategie zur Identifizierung allosterischer Modulatoren der
GLUE-Zielrezeptoren wurden die GPCR-Liganden 202 (allosterischer Modulator des
Cannabinoid-Rezeptors 1) und 203 (allosterischer Modulator des 2-Adrenozeptors) nach den

entsprechenden literaturbekannten Synthesen dargestellt (Abbildung 46).2”274276 Diese
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wurden als GPCR-Liganden der Familie A, der auch der ETgR und FFAR3 angehoren,
hinsichtlich ihrer Aktivitdt an diesen beiden GLUE-Targets untersucht. Basierend auf der
Verbindung 202 wurde ein weiteres Derivat synthetisiert, das anstelle der Ethyl-Gruppe nur
einen Wasserstoff tragt. Bei der Derivatisierung der Verbindung 203 wurden fiinf substituierte
Phenyl-Derivate anstelle der unsubstituierten Phenylgruppe eingefiihrt. In der anschlieBenden
in vitro-Untersuchung stellten sich die allosterischen GPCR-Liganden 202 und 203 sowie ihre
Analoga jedoch am ETgR und FFAR3 als inaktiv heraus.

Literaturbekannte allosterische GPCR-Modulatoren

F;C—-COO”
NH,
F;C—COO" ©\+HN)ﬁi>/Br
s F
202
1 Derivat 5 Derlvate

Abbildung 46: Strukturen der bekannten allosterischen Modulatoren 202 und 203, die im Rahmen dieser Arbeit
nachsynthetisiert wurden.?”"?’? In Rot sind die Strukturelemente markiert, die weiter variiert wurden.

Dariiber hinaus wurde im Rahmen dieser Arbeit an einer Dockingstudie des Orphan-Rezeptors
GPRCS5b gearbeitet, bei der die extrazelluldre Bindetasche adressiert wurde. Aus diesem
Docking wurden das Thiophen 235 und das Benzotriazinon 236 ausgewihlt und synthetisiert
(Abbildung 47). Bei der anschlieBenden Derivatisierung wurde der Thiophen-Rest der
Verbindung 235 variiert und ein Carbonsdureamid anstelle des Esters eingefiihrt. Fiir den
Docking-Hit 236 wurde das Biphenyl-Strukturelement substituiert. Insgesamt wurden 42
Derivate auf Grundlage dieser beiden Docking-Hits hergestellt und analytisch charakterisiert.
Die geplante Etablierung eines GPRCS5b-Testsystems in der Arbeitsgruppe BUNEMANN ist
bisher nicht gelungen, daher konnten die synthetisierten Verbindungen noch nicht in vitro

untersucht werden.
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GPRC5b - extrazelluldare Bindetasche

o) S o O O
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235 236
26 Derivate 16 Derivate

Abbildung 47: Strukturen der synthetisierten Docking-Hits 235 und 236, die in die extrazelluldre Bindetasche des
GPRC5b gedockt wurden. Basierend auf diesen Grundstrukturen wurden insgesamt 42 Derivate hergestellt, die
sich in den rot markierten Strukturelementen unterscheiden.

Zusammenfassend wurden acht peptidische ETgR-Liganden und zwei niedermolekulare
FFAR2-Liganden synthetisiert und fiir die Untersuchung der GLUE-Zielrezeptoren zur
Verfiigung gestellt. Des Weiteren wurde basierend auf den computergestiitzten Arbeiten der
Arbeitsgruppe KOLB die Synthese von 11 Grundstrukturen potentieller GPCR-Liganden und
deren Derivate geplant und durchgefiihrt. Dabei konnten insgesamt 100 Zielverbindungen
hergestellt und analytisch charakterisiert werden. Trotz des hohen synthetischen Aufwands
konnte bislang keine Verbindung identifiziert werden, die in vitro eine biologische Aktivitit an
einem der GLUE-Targets zeigt. Unabhingig von einer Wirkung konnte bisher auch noch keine
Bindung der Liganden an einem der GPCRs nachgewiesen werden. Allerdings steht die
Etablierung des GPRC5b-Assays und damit die Testung einiger Verbindungen noch aus, die

weitere Erkenntnisse fiir das GLUE-Projekt erbringen wird.
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5. Experimenteller Teil

5.1 Material und Methoden
5.1.1 Aligemeine Informationen

Alle durchgefiihrten Schutzgasreaktionen wurden unter einer inerten Argon-Atmosphére
mittels gdngiger Schlenk-Arbeitstechniken und mit ausgeheizten Glasgeriten durchgefiihrt. Fiir
alle Reaktionen wurde eine magnetische Riithrung verwendet. Fliissigkeiten wurden mit
handelsiiblichen Spritzen der Firma B. Braun oder Mikropipetten zugegeben. Bei Extraktionen
wurde das Produkt dreimal aus der wissrigen Phase extrahiert, falls es nicht ndher in der
Versuchsdurchfiihrung beschrieben wurde.

Sdmtliche Chemikalien wurden von den Firmen BLDpharm, Sigma Aldrich, Tokyo Chemical
Industry, Alfa Aesar, Thermo Fisher Scientific, Rapp Polymere, Chembridge, Fluorochem,
Acros, Iris Biotech, Nova Biochem, Enamine, Glentham Life Sciences und Fluka bezogen. Alle
Losungsmittel wurden mit dem Reinheitsgrad HPLC-grade oder pro analysis erworben und
ohne weitere Reinigung verwendet. Bei Reaktionen und Aufarbeitungen wurde
demineralisiertes Wasser eingesetzt. Fiir die NMR-Analytik wurden die deuterierten
Losungsmittel DMSO-ds und CDCls-d von den Firmen Sigma Aldrich und deutero erworben.
Fiir alle Schutzgasreaktionen wurden trockene Losungsmittel der Firmen Acros und Sigma
Aldrich benutzt und in einem Gefdl mit Septum unter einer Argon-Atmosphire (ggf. mit
Molsieb) gelagert. Das verwendete Reinstwasser wurde mit einer NOWA pure select-Anlage
(KSN Wassertechnik, Nistertal, Deutschland) gereinigt.

Zur Berechnung der Molekulargewichte der Peptide wurde nach der Reinigung mittels
préaparativer HPLC fiir jede basische Gruppe ein TFA als Gegenion hinzugerechnet. Bei nicht-
peptidischen Verbindungen wurde mithilfe der NMR-Analytik und pKs-Berechnungen mit
MarvinSketch (ChemAxon Ltd., Version 22.22) die Ladung der basischen Gruppen bestimmt.

Bei allen Endstufen wurde eine Reinheit von > 95 % bei 220 nm mittels analytischer HPLC

bestimmt.

5.1.2 Diinnschicht- und Saulenchromatographie

Fiir die Diinnschichtchromatographie wurden Aluminium DC-Platten (Kieselgel 60 F2s4) der
Firma Merck verwendet. Die Detektion der Verbindungen erfolgte durch Fluoreszenzléschung

unter einer UV-Lampe bei einer Wellenldnge von 254 nm. Fiir die sdulenchromatographische
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Trennung von Verbindungsgemischen wurde Kieselgel 60 (0.015-0.040 mm) der Firma Merck

benutzt.

5.1.3 Analytische HPLC

Die analytischen HPLC-Analysen erfolgten an zwei verschiedenen Systemen:

1. HPLC-System 1A: Hitachi Primaide (Hitachi Europe GmbH, Diisseldorf, Deutschland) mit
einem Primaide 1110 Pumpenmodul, einem 1210 Auto-Injektor, einem 1410 Diodenarray-
Detektor und einem 1310 Siulenofen mit einer Cis-Siule (Nucleodur, 5 um, 100 A, 4.6 mm x

250 mm, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland).

2. HPLC-System 2A: Shimadzu LC-10A (Shimadzu Deutschland GmbH; Duisburg,
Deutschland) mit einem SCL-10AVP System Controller, einem SILI0AXL Auto-Injektor,
einem SPD-M10AVP Diodenarray-Detektor, zwei LC-10ATVP Pumpen, einem DGU-14A
Entgaser und einem CTO-10A Siulenofen mit einer Cis-Siule (Nucleodur, 5 pm, 100 A,
4.6 mm x 250 mm, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland).

Die erhaltenen Chromatogramme wurden beim HPLC-System 1A mit der EZChrom Elite und
bei dem HPLC-System 2A mit der Shimadzu Class-VP 7.1 Software ausgewertet. Fiir die
Messungen wurden als Laufmittel Reinstwasser mit 0.1 % TFA (Laufmittel A) und MeCN mit
0.1 % TFA (Laufmittel B) verwendet. Die Messungen wurden bei linearen Gradienten
(Methode A: Anstieg 1 % Laufmittel B pro Minute; Methode B: 2 % Laufmittel B pro Minute)
und einer Flussrate von 1 mL pro Minute durchgefiihrt. Die Detektion der Verbindungen
erfolgte bei 220 - 450 nm. Die Startbedingungen (Laufmittel B in %) wurden an die jeweiligen
Verbindungen angepasst. Die Reinheit der Zwischen- und Endverbindungen wurde aus der

HPLC-Detektion bei 220 nm mittels Integration bestimmt.

5.1.4 Priaparative HPLC

Die préaparativen HPLC-Trennungen erfolgten an zwei verschiedenen Systemen:

1. HPLC-System 1P: HPLC-Anlage der Firma Knauer, ausgestattet mit einer Knauer P2.1L
Pumpe, einem Foxy R1/R2 Fraktionskollektor, einem Knauer UVD2.1L Detektor und einer
Cis-Sdule (Nucleodur, 5 um, 100 A, 32 x 250 mm, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren,
Deutschland).

2. HPLC-System 2P: HPLC-Anlage der Firma Varian mit zwei Varian Prep Star Modell 218
Pumpen, einem Varian Pro Star Modell 320 Detektor, einem Varian Modell 701
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Fraktionskollektor und einer Cis-Sdule (Nucleodur, 5 um, 100 A, 32 x 250 mm, Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Deutschland).

Als Laufmittel wurde analog der analytischen HPLC ein Gemisch aus Laufmittel A und
Laufmittel B verwendet. Fiir die préparative Trennung wurde bei beiden Systemen ein linearer
Gradient mit einer Flussrate von 20 mL/min und einem Anstieg von 0.5 % Laufmittel B pro
Minute genutzt. Die Startbedingungen (Laufmittel B in %) wurden von der mittels analytischen
HPLC bestimmten Zusammensetzung des Gradienten (Laufmittel B in %) abgeleitet, bei der
die Zielverbindung eluierte. In der Regel wurde die praparative Trennung mit einem Gradienten
gestartet, dessen Anteil an Laufmittel B um 20 % erniedrigt ist. Die Detektion erfolgte bei einer
Wellenlédnge von 220 nm. Die Verbindungen wurden aus Reinstwasser oder Gemischen aus
Reinstwasser und tert-BuOH (< 80 %) oder MeCN (< 25 %) an einer Alpha 2-4 LDplus
Gefriertrocknungs-anlage (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode am Harz,
Deutschland) lyophilisiert.

5.1.5 Massenspektrometrie

Die Elektrospray-lonisationsspektren (ESI-Spektren) wurden an einem QTrap 2000
ESI-Massenspektrometer (Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) aufgenommen.
Die hochauflosende Massenspektrometrie (HRMS) erfolgte an einem micrOTOF-Q III ESI
Massenspektrometer (Bruker Daltonics, Billerica, Massachusetts, USA). Die ESI und HRMS-
Messungen wurden von der massenspektrometrischen Abteilung des Fachbereichs Pharmazie

der Phillips-Universitdt Marburg durchgefiihrt.

5.1.6 NMR-Spektroskopie

Die 'H- und '*C-NMR-spektroskopischen Untersuchungen wurden an den ECX400
(Messfrequenz: 'H: 400 MHz, *C: 101 MHz) und ECA500 (Messfrequenz: 'H: 500 MHz;
13C: 126 MHz) NMR-Spektrometern (JEOL Mtd., Tokio, Japan) gemessen. Fiir die Messungen
wurden die Proben in DMSO-ds oder CDCls-d gelost. Bei der Auswertung wurde als
Referenzsignal das jeweilige Losungsmittel verwendet (DMSO-d¢ 'H: 2.50 ppm
13C: 39.52 ppm; CDCls-d 'H: 7.26 ppm '3C: 77.16 ppm). Die chemische Verschiebung & ist in
parts per million (ppm) und die Kopplungskonstante J in Hertz (Hz) angegeben. Folgende
Abkiirzungen wurden fiir die Multiplizitdten verwendet: s (Singulett), d (Dublett), dd (Dublett
von Dubletts), t (Triplett), td (Triplett von Dubletts), q (Quartett), quin (Quintett), hept (Heptett)
und m (Multiplett).
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5.1.7 Mikrowellensynthese

Die Mikrowellensynthesen wurden in 10 mL Druckgefien in einer Discover SP

Labormikrowelle (CEM GmbH, Kamp-Lintfort, Deutschland) durchgefiihrt.

5.1.8 Biologische Charakterisierung

Die biologische Charakterisierung der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen
wurde von KATHARINA BECKER und UURTUYA HOCHBAN aus der Arbeitsgruppe BUNEMANN
durchgefiihrt. Fiir die Aktivitidtsbestimmung wurden ein FRET-basierter G-Protein-Bindungs-
und Rezeptorsensor-Assay verwendet, die nachfolgend erldutert werden. Detailliertere
Beschreibungen der verwendeten Methoden wurden in der Dissertationen von KATHARINA

BECKER und werden noch in der Arbeit von UURTUYA HOCHBAN beschrieben.?®

5.1.8.1 G-Protein-Bindungs-Assay

Fiir den G-Protein-Bindungs-Assay in permeabilisierten Zellen wurde der entsprechende GPCR
mit C-terminaler Fluoreszenzmarkierung (mCitrine am ETgR und FFAR3) und die G-Proteine
mit N-terminaler Fluoreszenzmarkierung (mTurqouise2 am ETgR und FFAR3) der
Gy-Untereinheit verwendet. Die Durchfiihrung sowie der zeitliche Ablauf des G-Protein-

Bindungsassays ist in Tabelle 18 dargestellt.

Tabelle 18: Protokoll der Durchfithrung des G-Protein-Bindungs-Assays.

Ablauf (Dauer) ETsR FFAR3
Puffer' (30 Sekunden)
GTPyS 1 uM (10 Sekunden)

Puffer' (20 Sekunden)

Puffer!

1. Zugabe des Puffers
(60 Sekunden)

2. Applikation der

Testverbindung 100 uM

Testverbindung 100 uM

Testverbindung (30 Sekunden) (30 Sekunden)
3. Applikation der Testverbindung 100 pM Testverbindung 100 pM
Testverbindung und +ET-1 10 nM + Propionsdure 300 uM

des Agonisten

(30 Sekunden)

(60 Sekunden)

4. Waschen

Puffer' (60 Sekunden)

5. Applikation des ET-110nM Propionsdure 300 uM
Agonisten (30 Sekunden) (60 Sekunden)

Puffer' (60 Sekunden)
6. Waschen -

GTPyS 1 uM (20 Sekunden)

'Der Puffer beinhaltet: Kaliumaspartat 100 mM, KC1 30 mM, NaCl 10 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 10 mM und
EGTA 5 mM in H,O (pH =7.3).

101



5.1.8 Biologische Charakterisierung

In dem Experiment kommt es bei Aktivierung des Rezeptors und daraus resultierender Bildung
des GPCR-G-Protein-Komplexes zu einem Anstieg der FRET-Emissionsratio durch die
rdumliche Anndherung der Fluorophore. Der gebildete Komplex kann durch Zugabe von
GTPyS, das zur Dissoziation des G-Proteins fiihrt, oder durch langsames Auswaschen des
Agonisten mit Puffer gespalten werden, was wieder zur Abnahme der FRET-Emissionsratio
fithrt. Zur Veranschaulichung ist der von UURTUYA HOCHBAN erstellte Graph der Testung der
inaktiven Verbindung 139 im G-Protein-Bindungs-Assay am FFAR3 dargestellt
(Abbildung 48).

FFAR3 G-Protein-Bindung-Assay

1.5
1 uM GTPyS
104 — 100 uM 139
— 100 pM 139 +

300 uM Propionsaure

300 uM Propionsaure

o
o

A(F 535/F 480)/ A(F 535/F 480)max
o
T

o
[¢)]

\ | T | |
60 120 180 240 300

time [s] n=3

Abbildung 48: Verlauf des G-Protein-Bindungs-Assays der Verbindung 139. Der Graph wurde von UURTUYA
HoOCHBAN erstellt und zur Verfiigung gestellt. Propionséure dient als FFAR3-Agonist.

5.1.8.2 Rezeptorsensor-Assay

Fiir den Rezeptorsensor-Assay in permeabilisierten Zellen wurden der ETgR und FFAR3 mit
Fluoreszenzmarkierungen am ICL3 (eYFP am ETgR, mCitrine am FFAR) und am C-Terminus
(mTurqouise2 am ETgR und FFAR3) eingesetzt. Die Durchfiihrung sowie der zeitliche Ablauf

des Rezeptorsensor-Assays ist in Tabelle 19 zusammengefasst.
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5.1.8 Biologische Charakterisierung

Tabelle 19: Protokoll der Durchfiihrung des Rezeptorsensor-Assays.

Ablauf (Dauer) ETsR FFAR3

1. Zugabe des Puffers Puffer' (60 Sekunden) Puffer' (30 Sekunden)
2. Applikation der Testverbindung 100 uM Testverbindung 100 uM
Testverbindung (30 Sekunden) (30 Sekunden)

3. Applikation der Testverbindung 100 uM Testverbindung 100 uM
Testverbindung und +ET-1 10 nM + Propionsdure 300 uM
des Agonisten (60 Sekunden) (30 Sekunden)

4. Waschen - Puffer! (30 Sekunden)
5. Applikation des ET-110 nM Propionsdure 300 uM
Agonisten (30 Sekunden) (30 Sekunden)

6. Waschen - Puffer' (30 Sekunden)

'Der Puffer beinhaltet: Kaliumaspartat 100 mM, KCI 30 mM, NaCl 10 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 10 mM und
EGTA 5 mM in H,O (pH =7.3).

Innerhalb der Messung wurde durch eine Aktivierung des Rezeptors und der daraus
resultierenden Auswirtsbewegung der TM6 eine Abnahme der FRET-Emissionsratio
detektiert, da die Fluorophore durch diese Konformationsdnderung rdumlich voneinander
entfernt wurden. Zur Veranschaulichung ist der von UURTUYA HOCHBAN erstellte Graph der

inaktiven Verbindung 139 im Rezeptorsensor-Assay am FFAR3 gezeigt (Abbildung 49).

FFAR3 Rezeptorsensor-Assay

* 10_

g — 100 uM 139

g 057 —— 100 UM 139 +
\3 0.04 300 uM Propionsaure
g 300 uM Propionsaure
‘g’ -0.5+
=)

S -1.0+
L

0

B -1.5
S
< 20 | T | T | \

0 30 60 90 120 150 180

time [s] n=3

Abbildung 49: Verlauf des Rezeptorsensor-Assays der Verbindung 139. Der Graph wurde von UURTUYA
HoOCHBAN erstellt und zur Verfiigung gestellt. Propionséure dient als FFAR3-Agonist.

103



5.1.9 Festphasenpeptidsynthese

5.1.9 Festphasenpeptidsynthese

Fiir die Festphasenpeptidsynthese wurde ein Standard-Fmoc-Protokoll verwendet. Dafiir
wurden Aminosduren mit Fmoc-geschiitzter a-Aminogruppe und mit séurelabilen permanenten

Schutzgruppen an der Seitenkette verwendet (Tabelle 20).

Tabelle 20: Verwendete Fmoc-Aminosiurederivate. Alle Aminoséurederivate liegen in der L-Konfiguration vor.

Amiosdurederivat M (g/mol) 1-Buchstabencode
Fmoc-Ala-OHxH>0O 329.4 A
Fmoc-Asp(OrBu)-OH 411.5 D
Fmoc-Phe-OH 387.4 F
Fmoc-His(Trt)-OH 619.7 H
Fmoc-Ile-OH 353.4 I
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468.5 K
Fmoc-Leu-OH 353.4 L
Fmoc-Met-OH 371.5 M
Fmoc-Glu(Trt)-OH 610.7 E
Fmoc-Arg(Pbf)-OH 648.8 R
Fmoc-Ser(rBu)-OH 383.4 S
Fmoc-Val-OH 3394 A%
Fmoc-Trp(Boc)-OH 526.6 W
Fmoc-Tyr(/Bu)-OH 459.6 Y
Fmoc-TDDS-OH 542.6 -

Vorschrift A: Automatisierte Festphasenpeptidsynthese

Die automatisierte Festphasenpeptidsynthese wurde an einem Peptidsynthesizer (Syro 2000,
MultiSyntech GmbH, Witten, Deutschland) in 2 mL-Spritzen aus Polypropylen mit PTFE-
Fritten durchgefiihrt. In den 2 mL Spritzen wurden 80-100 mg des beladenen Harzes
eingewogen und in dem Peptidsynthesizer platziert. Die automatische Synthese erfolgte nach
einem vorprogrammierten Schema in mehreren Zyklen (Tabelle 21). Die Aminosdurederivate
wurden in Doppelkupplungen an das Harz gekuppelt. Fiir die Doppelkupplungen wurden
jeweils ca. 4 eq. der Fmoc-Aminosdurederivate, 4 eq. HOBt, 4 eq. HBTU und 8 eq. DIPEA
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5.1.9 Festphasenpeptidsynthese

verwendet. Fiir die Berechnung der Stoffmengen wurden die vom Hersteller angegebenen

Harzbeladungen verwendet.

Tabelle 21: Programmierung des Peptidsynthesizers fiir den ersten und die nachfolgenden Zyklen der
automatisierten Festphasenpeptidsynthese.

Erster Zyklus
Schritt Aktion Reagenzien Zyklen Zeit (min)
1 Quellen DMF 2 10
2 Fmoc-Abspaltung Piperidin/DMF/NMP (1:1:1, v/v/v) 2 5+25
3 Waschen DMF 7 1
4 Kupplung (Fmoc-AS/HOBt/HBTU/DIPEA)! 22 120
5 Waschen DMF 2 1
Folgende Zyklen
Schritt  Aktion Reagenzien Zyklen Zeit (min)
1 Waschen DMF 2 1
2 Fmoc-Abspaltung Piperidin/DMF/NMP (1:1:1, v/v/v) 2 5+15°
3 Waschen DMF 7 1
4 Kupplung (Fmoc-AS/HOBt/HBTU/DIPEA)" 22 95
5 Waschen DMF 2 1

' In der Regel im Stoffmengenverhiltnis 4:4:4:8 (bezogen auf die vom Hersteller angegebene Harzbeladung) in DMF und
NMP.

2 Nach jedem Kupplungszyklus wurde 2x 1 min mit DMF gewaschen.

3 Ab dem 10. Zyklus: 20 Minuten bei der 2. Abspaltung.

Manuelle Festphasenpeptidsynthese

Fir die manuelle Festphasenpeptidsynthese wurde das Harz aus der automatisierten
Festphasenpeptidsynthese in 2, 5 oder 10 mL SPPS-Spritzen mit PTFE-Fritten iiberfiihrt und
3x mit DMF gewaschen.

105



5.1.9 Festphasenpeptidsynthese

Vorschrift B: Fmoc-Schutzgruppen Abspaltung
Fiir die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppen wurden folgende Schritte durchgefiihrt:

1. 3x waschen mit DMF

2. 20 % Piperidin in DMF (v/v) fiir 5 min
3. 20 % Piperidin in DMF (v/v) fiir 20 min
4. 9x waschen mit DMF

Vorschrift C: Kupplung der Aminosiurederivate und des Biotins

Fiir die Kupplung der Aminosdurederivate und Biotin wurden folgende Schritte durchgefiihrt:

1. Kupplung von Fmoc-TDDS-OH, Boc-Lys(Fmoc)-OH oder Biotin
2. 3x waschen mit DMF

Fiir die Kupplung wurde HBTU, HOBt als Additiv und DIPEA als Hilfsbase verwendet. Die
verwendeten Aquivalente, Losungsmittel und Reaktionszeiten der Kupplungen sind in der

nachfolgenden Tabelle gezeigt (Tabelle 22).

Tabelle 22: Angabe der Stoffmengenverhéltnisse der Aminosdurederivate und Biotin, des Losungsmittels und der
Reaktionszeit.

Carbonsiure HBTU HOBt DIPEA  Loésungsmittel Reaktionszeit
(eq) (eq) (eq) (h)
Fmoc-TDDS-OH 2.5 2.5 5 DMF 3
Boc-Lys(Fmoc)-OH 3 3 6 DMF 2
Biotin 10 10 20 DMF/DMSO (1:1, 17
v/v)

Vorschrift D: Simultane stark saure Abspaltung vom Harz und der permanenten

Schutzgruppen

Im Anschluss an die letzte Kupplung wurde das Peptid 3x mit DMF und 3x mit DCM
gewaschen und in vacuo getrocknet. Das trockene Harz wurde fiir 2.5 h mit einer Losung aus
TFA/H>O/TIS (95/2.5/2.5, v/v/v) behandelt. Das dadurch vom Harz abgespaltene und
entschiitzte Peptid wurde in kaltem Et,O gefillt und zentrifugiert. Der Niederschlag wurde 2x

mit Et20 gewaschen und anschlieBend in vacuo getrocknet.
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Vorschrift E: Reduktion des Methionin-Oxids zu MethioninZ*°

Das Rohpeptid mit dem enthaltenen Methionin-Oxid wurde unter Argon-Atmosphire in
Reinstwasser gelost (5 mg/mL). Zu der Losung wurde 0.725 mmol N-Methylmercaptoacetamid
pro mL Reinstwasser hinzugegeben und bei 37 °C fiir 72 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde

das Losungsmittel in vacuo entfernt.

Vorschrift F: Harzbeladung

Fiir die Harzbeladung wurde das 2-Chlortritylchlorid-Harz (500 mg, 1.00 eq; Harzbeladung:
1.60 mmol/g) mit einer Losung aus Fmoc-Trp(Boc)-OH (421 mg, 0.80 mmol, 1.00 eq) und
DIPEA (0.56 mL, 3.20 mmol, 4.00 eq) in 5 mL tr. DCM bei Raumtemperatur fiir 2 Stunden
geriihrt. Anschliefend wurde die Losung filtriert und der Feststoff mit DCM/MeOH/DIPEA
(17:2:1 v/v/v, 3x1 min) behandelt. Danach wurde das Harz mit DCM (2x), DMF (3x) und erneut
mit DCM (4x) gewaschen und in vacuo getrocknet. Im Anschluss wurde die Harzbeladung mit

folgender Gleichung (1) gravimetrisch bestimmt.

m (beladenes Harz) — m(unbeladenes Harz) (1)
(M(Fmoc—AS)—M(HCI)) * m(beladenes Harz)

Harzbeladung =
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5.2 Synthesevorschriften

5.2.1 Synthese der peptidischen ETgR-Liganden

4Ala-ET-1 x 3 TFA (48)

Das geschiitzte 4Ala-ET-1-Peptid wurde ausgehend von dem beladenen Fmoc-Trp(Boc)-
Wang-Harz (177 mg, Beladung: 0.29 mmol/g) mittels automatisierter
Festphasenpeptidsynthese synthetisiert (Vorschrift A). AnschlieBend wurde die Fmoc-
Schutzgruppe abgespalten (Vorschrift B) und danach das Peptid unter stark sauren
Bedingungen vom Harz abgespalten und dabei vollstindig entschiitzt (Vorschrift D).
AnschlieBend wurde das enthaltene Methionin-Oxid des Rohpeptids zum Methionin reduziert
(Vorschrift E). Das Rohpeptid wurde mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 9.8 mg weiller Feststoff
HPLC: 44.0 % B, Reinheit: 97.5 %
MS (ESIY): m/z ber. fiir C100H163N25032S 2366.16 (M), gef. 1184.59 (M+2H)**
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5.2.1 Synthese der peptidischen ETgR-Liganden

Biotin-TDDS-4Ala-ET-1 x 2 TFA (49)

it
HN  NH
HﬁH ’ ’ o
. N o] o N
s //\/\n/ Rl Tl T N N4AI3-ET—1
o 0] 2xCF3;COOH
49

Das vollstindig geschiitzte 4Ala-ET-1-Peptid wurde ausgehend von dem beladenen
Fmoc-Trp(Boc)-Wang-Harz (186 mg, Beladung: 0.29 mmol/g) mittels automatisierter
Festphasenpeptidsynthese synthetisiert (Vorschrift A). AnschlieBend wurde die N-terminale
Fmoc-Schutzgruppe abgespalten und Fmoc-TDDS-OH und Biotin manuell gekuppelt
(Vorschrift B und C). Das Peptid wurde unter stark sauren Bedingungen vom Harz abgespalten
und vollstindig entschiitzt (Vorschrift D). AnschlieBend wurde das enthaltene Methionin-Oxid
des Rohpeptids zum Methionin reduziert (Vorschrift E). Wegen der schlechten Ldslichkeit
konnte nur ein geringer Teil des Rohpeptids mittels praparativer HPLC gereinigt werden. Die

geringe Menge an Produkt konnte nur durch MS charakterisiert werden.

Ausbeute: ca. 0.1 mg weiller Feststoff
HPLC: 46.1% B
MS (ESIY): m/z ber. fiir C133H203N20039S2 2894.42 (M), gef. 1448.55 (M+2H)*
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5.2.1 Synthese der peptidischen ETgR-Liganden

Biotin-sLys-sLys-4Ala-ET-1 x 4 TFA (50)

0
N

HN NH
H H H o NH,
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50

Das  geschiitzte = 4Ala-ET-1-Peptid  wurde ausgehend von dem  beladenen
Fmoc-Trp(Boc)-Wang-Harz (180 mg, Beladung: 0.29 mmol/g) mittels automatisierter
Festphasenpeptidsynthese  synthetisiert (Vorschrift A). AnschlieBend wurde die
Fmoc-Schutzgruppe abgespalten und Boc-Lys(Fmoc)-OH und Biotin manuell gekuppelt
(Vorschrift B und C). Das Peptid wurde unter stark sauren Bedingungen vom Harz abgespalten
und vollstindig entschiitzt (Vorschrift D). AnschlieBend wurde das enthaltene Methionin-Oxid
des Rohpeptids zum Methionin reduziert (Vorschrift E). Das Rohpeptid wurde mittels
préaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 8.0 mg weiller Feststoff
HPLC: 43.8 % B, Reinheit: 94.3 %
MS (ESIY): m/z ber. fiir C131H201N31036S2 2848.43 (M), gef. 1425.82 (M+2H)**
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4Ala-ET-1(9-21) x 3 TFA (51)

*x3CF,COOH
@Qb@@@@@@@@@@

51

Das geschiitzte 4Ala-ET-1(9-21)-Peptid wurde ausgehend von dem beladenen Fmoc-Trp(Boc)-
Wang-Harz (90 mg, Beladung: 0.29 mmol/g) mittels automatisierter Festphasenpeptidsynthese
synthetisiert (Vorschrift A). AnschlieBend wurde die Fmoc-Schutzgruppe (Vorschrift B) und
danach das Peptid unter stark sauren Bedingungen vom Harz abgespalten und dabei vollstindig

entschiitzt (Vorschrift D). Das Rohpeptid wurde mittels praparativer HPLC gereinigt.
Ausbeute: 9.5 mg weiller Feststoff
HPLC: 41.1 % B, Reinheit: 92.3 %

MS (ESI):  m/z ber. fiir C7oH113N 17010 1603.84 (M), gef. 1604.73 (M+H)"
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5.2.1 Synthese der peptidischen ETgR-Liganden

4Ala-ET-1(11-21) x 2 TFA (52)

R DEBEEEEEm.

52

Das geschiitzte 4Ala-ET-1(11-21)-Peptid wurde ausgehend von dem beladenen
Fmoc-Trp(Boc)-Wang-Harz (91 mg, Beladung: 0.29 mmol/g) mittels automatisierter
Festphasenpeptidsynthese  synthetisiert (Vorschrift A). AnschlieBend wurde die
Fmoc-Schutzgruppe (Vorschrift B) und danach das Peptid unter stark sauren Bedingungen vom
Harz abgespalten und dabei vollstindig entschiitzt (Vorschrift D). Das Rohpeptid wurde mittels
préaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 6.0 mg weiller Feststoff
HPLC: 42.9 % B, Reinheit: 99.9 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir CesHoaN 14015 1346.70 (M), gef. 1347.80 (M+H)*
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5.2.1 Synthese der peptidischen ETgR-Liganden

4Ala-ET-1(13-21) x 2 TFA (53)

%x2CF;COOH

HOCSOCTCTOOCL

53

Das vollstindig geschiitzte 4Ala-ET-1(13-21)-Peptid wurde ausgehend von dem beladenen
Fmoc-Trp(Boc)-Wang-Harz (92 mg, Beladung: 0.29 mmol/g) mittels automatisierter
Festphasenpeptidsynthese  synthetisiert (Vorschrift A). AnschlieBend wurde die
Fmoc-Schutzgruppe (Vorschrift B) und danach das Peptid unter stark sauren Bedingungen vom
Harz abgespalten und dabei vollstindig entschiitzt (Vorschrift D). Das Rohpeptid wurde mittels
préaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 7.7 mg weiller Feststoff
HPLC: 41.9 % B, Reinheit: 99.9 %
MS (ESIY): m/z ber. fiir CooHsoN 12013 1176.60 (M), gef. 1177.52 (M+H)*
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5.2.1 Synthese der peptidischen ETgR-Liganden

4Ala-ET-1(K9R) x 3 TFA (54)

x3CF3;COOH

SOOCCCCTOOCK
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Das vollstindig geschiitzte 4Ala-ET-1(K9R)-Peptid wurde ausgehend von dem beladenen
Fmoc-Trp(Boc)-Wang-Harz (91 mg, Beladung: 0.29 mmol/g) mittels automatisierter
Festphasenpeptidsynthese  synthetisiert (Vorschrift A). AnschlieBend wurde die
Fmoc-Schutzgruppe (Vorschrift B) und danach das Peptid unter stark sauren Bedingungen vom
Harz abgespalten und dabei vollstindig entschiitzt (Vorschrift D). AnschlieBend wurde das
enthaltene Methionin-Oxid des Rohpeptids zum Methionin reduziert (Vorschrift E). Das
Rohpeptid wurde mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 3.0 mg weiler Feststoff
HPLC: 44.5 % B, Reinheit: 95.0 %
MS (ESIY): m/z ber. fiir C100H163N270328 2394.17 (M), gef. 1198.10 (M+2H)**
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5.2.1 Synthese der peptidischen ETgR-Liganden

DY647P1-4Ala-ET-1(K9R) % 2 TFA (55)

Das 4Ala-ET-1(K9R)-Peptid (54, 3.0 mg, 1.1 pumol, 1.0 eq) wurde in 600 pL. DMF gelést. Zu
der Losung wurden DY-647P1 NHS-Ester (0.89 mg, 1.1 umol, 1.0 eq) und DIPEA (0.93 pnL,
5.5 umol, 5.0 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 23 Stunden gertihrt.
AnschlieBend wurde das Rohpeptid mittels préparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 0.3 mg blauer Feststoff
HPLC: 46.8 % B
MS (ESIY): m/z ber. fiir C143H202N20Na040S3 3084.37 (M), gef. 1544.46 (M+2H)*"
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5.2.2 Synthese der niedermolekularen FFAR2-Liganden

5.2.2 Synthese der niedermolekularen FFAR2-Liganden

4-Ethoxy-4-0x0-N-(4-(trifluormethyl)benzyl)butan-1-ammonium-2,2,2-trifluoracetat (58)

o~
NH; o~ EtsN N
/©/\ . BT - Ha 0
Fs;C 0 THF F3C

70°C, 19 h FsC-COO
56 57 47 % 58

4-(Trifluormethyl)benzylamin (56, 500 mg, 2.85 mmol, 1.00 eq) wurde in 15 mL THF gelost.
Zu der Losung wurden Ethyl-4-brombutanoat (57, 491 pL, 3.43 mmol, 1.20 eq) und EtsN
(594 uL, 4.28 mmol, 1.50 eq) gegeben. Die Losung wurde bei 70 °C fiir 19 Stunden geriihrt.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels

préaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 540 mg (1.34 mmol, 47 %) weiller Feststoff

HPLC: 47.6 % B, Reinheit: 81.8 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C14HisF3sNO> 289.13 (M), gef. 290.15 (M+H)"

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-dg) 6 [ppm] = 9.09 (s, 2H), 7.83 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.73

(d,J=8.1 Hz, 2H), 4.31 — 4.25 (m, 2H), 4.06 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.04 — 2.95
(m, 2H), 2.43 (t, = 7.3 Hz, 2H), 1.92 — 1.85 (m, 2H), 1.18 (t, ] = 7.1 Hz, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 172.00, 158.32 (q, J = 34.5 Hz), 136.64 (q,
J=1.3Hz), 130.67, 129.39 (q, J = 31.9 Hz), 125.49 (q, J = 3.7 Hz), 124.02
(q, J=272.3 Hz), 116.22 (q, ] = 295.1 Hz), 59.97, 49.34, 46.02, 30.29, 20.90,
14.00.
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5.2.2 Synthese der niedermolekularen FFAR2-Liganden

Ethyl-2-(benzylamino)propanoat (61)

o K,CO 0
2 3 H
o e . @ -
NH, 0 o)
61

: MeCN
85°C,20 h
59 60 86 %
Ethyl-2-brompropanoat (60, 9.39 g, 51.9 mmol, 1.00 eq) wurde in 100 mL MeCN geldst. Zu
der Losung wurden Benzylamin (59, 5.00 g, 46.7 mmol, 0.90 eq) und K»>COs3 (10.8 g,
77.8 mmol, 1.50eq) gegeben. Die Losung wurde bei 85 °C fir 20 Stunden geriihrt.

AnschlieBend wurde die Losung mit 50 mL EA versetzt und filtriert. Das Losungsmittel wurde

in vacuo entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch (10:1 — 3:1 CH:EA) gereinigt.
Ausbeute: 8.59 g (41.4 mmol, 86 %) gelbes Ol

HPLC: 34.6 % B, Reinheit: 93.5 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C12H17NO2 207.13 (M), gef. 208.00 (M+H)"

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 7.36 — 7.26 (m, 4H), 7.26 — 7.18 (m, 1H),
4.09 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.72 (d, J = 13.5 Hz, 1H), 3.58 (d, J = 13.5 Hz, 1H),
3.24 (q, J = 6.9 Hz, 1H), 2.37 (s, 1H), 1.29 — 1.06 (m, 6H).

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 169.34, 131.78, 129.97, 129.03, 128.68,
61.97, 54.28, 48.67, 14.60, 13.80.
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5.2.2 Synthese der niedermolekularen FFAR2-Liganden

Ethyl-2-(benzyl(2-chlorethyl)amino)propanoat (63)

MgSO4
AcOH
@H 0 o NaBH(OAC),

N +

%0/\ Cl\)J\H tr. DCM @ E)J\O/\
0°C,1h
87 %

61 62

Die Chloracetaldehyd-Losung (62, 55 % in Wasser w/w; 2.01 mL, 14.5 mmol, 3.00 eq) wurde
in 10 mL tr. DCM gegeben und mit MgSO4 (2.90 g, 24.1 mmol, 5.00 eq) getrocknet. Die
erhaltene Suspension wurde filtriert und der Riickstand mit 7 mL tr. DCM gewaschen. Das
Filtrat wurde zu einer Losung aus Ethyl-2-(benzylamino)propanoat (61, 1.00 g, 4.82 mmol,
1.00 eq) in 6 mL tr. DCM gegeben und auf 0 °C gekiihlt. Zu der kombinierten Losung wurden
AcOH (276 uL, 4.82 mmol, 1.00 eq) und portionsweise NaBH(OAc)3 (1.53 g, 7.24 mmol,
1.50 eq) gegeben und bei 0 °C fiir eine Stunde geriihrt. AnschlieBend wurde die Losung mit
ges. NaHCOs-Losung gequencht und mit 1 M NaOH-Ldsung versetzt. Das Produkt wurde aus
der wissrigen Phase mit DCM extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit ges.
NaHCOs-Losung gewaschen und anschlieBend mit MgSOs getrocknet. Das Losungsmittel

wurde in vacuo entfernt.

Ausbeute: 1.13 g (4.19 mmol, 87 %) gelbes Ol

HPLC: 57.8 % B, Reinheit: 90.8 %

MS (ESI*):  m/z ber. fiir C1aH2CINO, 269.12 (M), gef. 270.14 (M+H)"

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 7.40 — 7.19 (m, 5H), 4.23 — 4.01 (m, 2H),

3.85(d, ] = 14.3 Hz, 1H), 3.68 (d, J = 14.3 Hz, 1H), 3.56 — 3.42 (m, 3H), 2.99
~2.85 (m, 2H), 1.28 — 1.16 (m, 6H).

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 172.87, 139.69, 128.27, 128.13, 126.90,
59.83,57.57, 55.38, 52.32, 42.94, 15.40, 14.18.
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5.2.2 Synthese der niedermolekularen FFAR2-Liganden

Ethyl-1-benzyl-2-methylazetidin-2-carboxylat (64)

@ KHMDS i
N i tr. THF N\i)k o

r.
T E)J\O/\ -78°C,1h

60 %

63 64
Ethyl-2-(benzyl(2-chlorethyl)amino)propanoat (63, 1.13 g, 4.19 mmol, 1.00 eq) wurde unter
Argon-Atmosphére in 10 mL tr. THF gelost und auf -78 °C gekiihlt. Zu der Losung wurde
KHMDS (15 % in Toluol w/w; 9.50 mL, 6.28 mmol, 1.50 eq) tiber 10 Minuten hinzugetropft
und bei -78 °C fiir eine Stunde geriihrt. AnschlieBend wurde die Losung mit AcOH (144 puL,
2.51 mmol, 0.60 eq) gequencht und das THF in vacuo entfernt. Zu der Losung wurde ges.
NaHCOs-Losung gegeben und das Produkt aus der wissrigen Phase mit DCM extrahiert. Die

vereinte organische Phase wurde mit MgSQO4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde in vacuo

entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch (20:1 CH:EA) gereinigt.

Ausbeute: 584 mg (2.59 mmol, 60 %) gelbes Ol

HPLC: 36.2 % B, Reinheit: 95.7 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C14H1oNO> 233.14 (M), gef. 234.21 (M+H)"

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-dg) 6 [ppm] = 7.34 — 7.16 (m, 5H), 4.20 — 4.03 (m, 2H),

3.69 (d, J=13.1 Hz, 1H), 3.54 (d, J = 13.1 Hz, 1H), 3.13 — 2.98 (m, 2H), 2.48
—2.36 (m, 1H), 1.91 — 1.80 (m, 1H), 1.40 (s, 3H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 173.76, 138.41, 128.27, 128.00, 126.62,
67.00, 59.85, 54.69, 48.46, 27.77, 18.43, 14.07.
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5.2.2 Synthese der niedermolekularen FFAR2-Liganden

Ethyl-2-methylazetidin-2-carboxylat (65)

ch o

i* O gy e
EtOH HN

RT, 20 h
65

Ethyl-1-benzyl-2-methylazetidin-2-carboxylat (64, 584 mg, 2.50 mmol, 1.00 eq) wurde in
50 mL EtOH gelost. Zu der Losung wurde Pd/C (10 % w/w; 133 mg, 125 pmol, 0.05 eq)
gegeben und unter Wasserstoff-Atmosphire bei Raumtemperatur fiir 20 Stunden geriihrt.
AnschlieBend wurde die Suspension {iber Kieselgur filtriert und das Losungsmittel in vacuo
entfernt. Das Rohprodukt (307 mg, gelbes Ol) wurde ohne weitere Reinigung zur Synthese der

Verbindung 66 verwendet.

MS (ESTY): m/z ber. fiir C7H13NO2 143.09 (M), gef. 144.15 (M+H)"
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5.2.2 Synthese der niedermolekularen FFAR2-Liganden

Ethyl-1-(2-(benzo[b]thiophen-3-yl)acetyl)-2-methylazetidin-2-carboxylat (66)

Benzothiophen-3-essigsaure
HATU

o)
o DIPEA o
>~ N
o - S
HN\i)\ DMF N\ SN
RT, 21 h S
66

53 % U. zwei Schritte
65

Das Rohprodukt Ethyl-2-methylazetidin-2-carboxylat (65, 307 mg) wurde in 21 mL DMF
gelost. Zu der Losung wurden Benzothiophen-3-essigsdure (412 mg, 2.14 mmol, 1.00 eq),
HATU (815 mg, 2.14 mmol, 1.00 eq) und DIPEA (1.09 mL, 6.43 mmol, 3.00 eq) gegeben. Die
Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 21 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das

Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 422 mg (1.33 mmol, 53 % iiber zwei Schritte) rosa Ol

HPLC: 67.1 % B, Reinheit: 71.0 %

MS (ESTY): m/z ber. fiir C17H19NO3S 317.11 (M), gef. 318.26 (M+H)"

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 7.99 — 7.96 (m, 1H), 7.81 — 7.78 (m, 1H),

7.54 (s, 1H), 7.41 — 7.36 (m, 2H), 4.18 — 4.14 (m, 2H), 4.11 — 4.03 (m, 2H),
3.67 (dd, J = 3.0, 1.0 Hz, 2H), 2.33 — 2.26 (m, 1H), 2.20 — 2.13 (m, 1H), 1.58
(s, 3H), 1.10 (t, T = 7.1 Hz, 3H).

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 171.61, 168.53, 139.36, 138.72, 129.27,
124.30, 124.23, 123.88, 122.69, 122.13, 66.47, 60.63, 46.78, 31.75, 27.28,
21.46, 13.81.
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5.2.2 Synthese der niedermolekularen FFAR2-Liganden

1-(2-(Benzo|b]thiophen-3-yl)acetyl)-2-methylazetidin-2-carbonséiure (67)

0 0
O LiOH O
N\ SN THF, EtOH, H,0 A\ OH
S RT 4.5h S
66 67

93 %

Ethyl-1-(2-(benzo[b]thiophen-3-yl)acetyl)-2-methylazetidin-2-carboxylat (66, 243 mg,
766 umol, 1.00 eq) wurde in 20 mL THF und 7 mL EtOH gelost. Zu der Losung wurde eine
Loésung aus LiOH (92 mg, 3.83 mmol, 5.00 eq) in 14 mL H»O gegeben. Die vereinten Losungen
wurden bei Raumtemperatur fiir 4.5 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurden THF und EtOH
in vacuo entfernt und die wissrige Phase mit 1 M Salzsdure auf einen pH-Wert < 1 eingestellt.
Das Produkt wurde mit EA aus der wéssrigen Phase extrahiert. Die vereinte organische Phase

wurde mit MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel in vacuo entfernt.

Ausbeute: 205 mg (708 pmol, 93 %) weiller Feststoff

HPLC: 55.6 % B, Reinheit: 97.7 %

MS (ESTY): m/z ber. fiir C1sHi1sNO3S 289.08 (M), gef. 290.22 (M+H)"

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 12.81 (s, 1H), 7.99 — 7.94 (m, 1H), 7.81 —

7.77 (m, 1H), 7.54 (s, 1H), 7.40 — 7.36 (m, 2H), 4.21 —4.11 (m, 2H), 3.66 (dd,
J=7.0, 1.0 Hz, 2H), 2.36 — 2.29 (m, 1H), 2.18 — 2.11 (m, 1H), 1.56 (s, 3H).

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 173.35, 168.66, 139.32, 138.76, 129.44,
124.22, 124.19, 123.92, 122.68, 122.16, 66.66, 46.67, 31.66, 27.37, 21.58.
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5.2.2 Synthese der niedermolekularen FFAR2-Liganden

Ethyl-4-(1-(2-(benzo|[b]thiophen-3-yl)acetyl)-2-methyl-NV-(4-(trifluormethyl)benzyl)

azetidin-2-carboxamido)butanoat (68)

F2C-COO-
HATU
\i)kOH +H2N/\/\n/ DIPEA \i)k /\/\[( ~
DMF
RT, 23 h
CF3 55 % CFs
58

1-(2-(Benzo[ b]thiophen-3-yl)acetyl)-2-methylazetidin-2-carbonsdure (67, 445 mg, 1.54 mmol,
1.00 eq) wurde in 35 mL DMF gelost. Zu der Losung wurden 4-Ethoxy-4-oxo-N-(4-
(trifluormethyl)benzyl)butan-1-ammonium-2,2,2-trifluoracetat (58, 620 mg, 1.54 mmol,
1.00 eq), HATU (585 mg, 1.54 mmol, 1.00 eq) und DIPEA (1.05 mL, 6.15 mmol, 4.00 eq)
gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 23 Stunden geriihrt. AnschlieSend wurde

das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 476 mg (849 umol, 55 %) orangebrauner Feststoff

HPLC: 81.3 % B, Reinheit: 98.7 %

MS (ESTY): m/z ber. fiir C2o0H31F3N204S 560.20 (M), gef. 561.18 (M+H)"

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-dg) 6 [ppm] = 8.00 — 7.62 (m, 4H), 7.60 — 7.27 (m, 5H),

4.77 — 4.50 (m, 2H), 4.14 — 3.89 (m, 4H), 3.85 — 3.50 (m, 3H), 3.35 — 3.00
(m, 2H), 2.46 — 2.20 (m, 3H), 1.98 — 1.66 (m, 5H), 1.18 — 1.07 (m, 3H).

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = nicht auswertbar wegen geringer
Peakintensitdt, doppeltem Datensatz (vermutlich cis/trans-Amid) und

zusétzlicher Aufspaltung durch die CF3 Gruppe.
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5.2.2 Synthese der niedermolekularen FFAR2-Liganden

4-(1-(2-(Benzo|b]thiophen-3-yl)acetyl)-2-methyl-/NV-(4-(trifluormethyl)benzyl)azetidin-2-

carboxamido)butansiure (69)

o) o o) o
0 - OH
N\me/\/\[( ~ LiOH N\me/\/\[(
o) > o)
N K@\ THF, EtOH,H,0 N K@\
RT, 4 h
S CF, S CF,
68 69

79 %

Ethyl-4-(1-(2-(benzo[b]thiophen-3-yl)acetyl)-2-methyl-N-(4-(trifluormethyl)benzyl)azetidin-2
-carboxamido)butanoat (68, 272 mg, 485 umol, 1.00 eq) wurde in 10 mL THF und 3.5 mL
EtOH gelost und mit einer Losung aus LiOH (58 mg, 2.43 mmol, 5.00 eq) in 7 mL H20O versetzt.
Der Ansatz wurde fiir 4 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde THF und
EtOH in vacuo entfernt, die wéssrige Phase mit 1 M Salzséure auf einen pH-Wert < 1 eingestellt
und das Produkt mit EA aus der wéssrigen Phase extrahiert. Das Losungsmittel wurde in vacuo

entfernt und der Riickstand mittels priparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 203 mg (381 umol, 79 %) weiller Feststoff

HPLC: 70.2 % B, Reinheit: 98.5 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C27H27F3N204S 532.16 (M), gef. 533.17 (M+H)"

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-d¢) & [ppm] = 12.08 (s, 1H), 7.99 — 7.63 (m, 4H), 7.61 —

7.29 (m, SH), 4.76 — 4.51 (m, 2H), 4.22 — 3.90 (m, 2H), 3.79 — 3.56 (m, 3H),
3.36 —3.05 (m, 2H), 2.46 — 2.14 (m, 3H), 1.97 — 1.65 (m, SH).

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = nicht auswertbar wegen geringer
Peakintensitit, doppeltem Datensatz (vermutlich cis/trans-Amid) und

zusétzlicher Aufspaltung durch die CF3 Gruppe.
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5.2.2 Synthese der niedermolekularen FFAR2-Liganden

tert-Butyl-(3-(4-(1-(2-(benzo[b]thiophen-3-yl)acetyl)-2-methyl-NV-(4-(trifluormethyl)
benzyl) azetidin-2-carboxamido)butanamido)propyl)carbamat (71)

H,N" >""NHBoc
70
Q 0 HATU Q 0
N N/\/\f( H  DiPEA N N/\/\”/N\/\/NHBOC
N © DMF N K@\O
d or, RT, 20 h d or,
69 71

4-(1-(2-(Benzo[b]thiophen-3-yl)acetyl)-2-methyl-N-(4-(trifluormethyl)benzyl)azetidin-2-carb
oxamido)butansdure (69, 190 mg, 357 pmol, 1.00 eq) wurde in 8 mL DMF gelost und mit
tert-Butyl-(3-aminopropyl)carbamat (70, 62 pL, 357 pmol, 1.00 eq), HATU (136 mg,
357 umol, 1.00 eq) und DIPEA (243 uL, 1.43 mmol, 4.00 eq) versetzt. Die Losung wurde bei
Raumtemperatur fiir 20 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo
entfernt und das Rohprodukt (242 mg, gelber Feststoff) ohne weitere Reinigung zur Synthese

der Verbindung 72 verwendet.
HPLC: 76.8 % B

MS (ESI*):  m/z ber. fiir C3sHasF3N4OsS 688.29 (M), gef. 689.25 (M+H)"
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5.2.2 Synthese der niedermolekularen FFAR2-Liganden

3-(4-(1-(2-(Benzo[b]thiophen-3-yl)acetyl)-2-methyl- V-(4-(trifluormethyl)benzyl)azetidin-

2-carboxamido)butanamido)propan-1-ammonium-2,2,2-trifluoracetat (72)

6 0 FsC-CO0"
oc
N N ~ N in 1 4-Dioxan \i/u\ \/\/NHs
I W
RT 3h
77 %
CF3 {i. zwei Schritte |:3

Das Rohprodukt tert-Butyl-(3-(4-(1-(2-(benzo[ b]thiophen-3-yl)acetyl)-2-methyl-N-(4-
(trifluormethyl)benzyl)azetidin-2-carboxamido)butanamido)propyl)carbamat (71, 242 mg)
wurde in 6 mL 4 M HCI in 1,4-Dioxan gelost. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir
3 Stunden geriihrt. Anschlieend wurde die Losung in kalten Et2O getropft. Der ausgefallene
Feststoff wurde abzentrifugiert und im Exikkator getrocknet. Das Rohprodukt wurde mittels

préaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 192 mg (273 umol, 77 % tiber zwei Schritte) weiller Feststoff

HPLC: 57.6 % B, Reinheit: 99.4 %

MS (ESTY): m/z ber. fiir C30H3sF3N403S 588.24 (M), gef. 589.22 (M+H)"

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-d¢) 6 [ppm] = 8.02 — 7.84 (m, 2H), 7.80 — 7.65 (m, 4H),

7.54 — 7.29 (m, 4H), 4.83 — 4.47 (m, 2H), 4.26 — 3.51 (m, 4H), 3.43 — 2.98
(m, 4H), 2.88 — 2.66 (m, 2H), 2.47 — 2.21 (m, 2H), 2.19 — 1.52 (m, 9H).

Das protonierte Amin zeigt ein breites Signal bei ca. 4.3-6.5 ppm.

3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = nicht auswertbar wegen geringer
Peakintensitdt, doppeltem Datensatz (vermutlich cis/trans-Amid) und

zusatzlicher Aufspaltung durch die CF3; Gruppe.
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5.2.2 Synthese der niedermolekularen FFAR2-Liganden

1-(2-(Benzo|b]thiophen-3-yl)acetyl)-2-methyl-V-(4-((3-((7-nitrobenzo|c][1,2,5]oxadiazol-

4-yl)amino)propyl)amino)-4-oxobutyl)-/NV-(4-(trifluormethyl)benzyl)azetidin-2-

carboxamid (47)
F;C—-COO"
o) o ho cl
N NH;* N
N ~N-N3 =N
O \N/
AN
NO
S CF4 2
72 73
(0] -0
DIPEA 0 H H '\,' \
> 0
tr. MeOH N NO,
MW, 50 °C, 4 h S
73 % CFs3

47

3-(4-(1-(2-(Benzo[b]thiophen-3-yl)acetyl)-2-methyl-N-(4-(trifluormethyl)benzyl)azetidin-2-

carboxamido)butanamido)propan-1-ammonium-2,2,2-trifluoracetat (72, 170 mg, 242 pmol,
1.00 eq) wurde in 5 mL tr. MeOH gelost und mit NBD-CI (73, 121 mg, 605 pmol, 2.50 eq),
DIPEA (41 pL, 242 umol, 1.00 eq) und Na,COs3 (90.0 mg, 847 pmol, 3.50 eq) versetzt. Die
Losung wurde in der Mikrowelle bei 50 °C fiir 4 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das

Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 132 mg (176 pmol, 73 %) rotbrauner Feststoff
HPLC: 76.3 % B, Reinheit: 96.3 %
MS (ESTY): m/z ber. fir C3H36F3N706S 751.24 (M), gef. 752.19 (M+H)"

HRMS (ESI'):

'H-NMR:

BC-NMR:

m/z ber. fiir C36H36F3N7NaOgS 774.2292, gef. 774.2295

(500 MHz, DMSO-ds) 5 [ppm] = 9.38 (s, 1H), 8.56 — 8.37 (m, 1H), 7.97 —
7.75 (m, 3H), 7.73 — 7.54 (m, 2H), 7.54 — 7.39 (m, 2H), 7.37 — 7.24 (m, 3H),
6.46 — 6.22 (m, 1H), 4.75 — 4.52 (m, 2H), 4.26 — 3.81 (m, 2H), 3.74 — 3.57
(m, 2H), 3.41 (s, 2H), 3.30 — 3.00 (m, 4H), 2.43 — 2.19 (m, 2H), 2.11 — 1.98
(m, 2H), 1.96 — 1.85 (m, 1H), 1.82 — 1.61 (m, 6H).

(126 MHz, DMSO-d¢) 6 [ppm] nicht auswertbar wegen geringer
Peakintensitit, doppeltem Datensatz (vermutlich cis/trans-Amid) und

zusétzlicher Aufspaltung durch die CF3 Gruppe.
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5.2.2 Synthese der niedermolekularen FFAR2-Liganden

1-(2-(Benzo|b]thiophen-3-yl)acetyl)-/N-(4,20-diox0-24-((3a5,4S5,6aR)-2-oxohexahydro-1H-
thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)-9,12,15-trioxa-5,19-diazatetracosyl)-2-methyl-/V-(4-
(trifluormethyl)benzyl)azetidin-2-carboxamid (75)

e (0]
OH )kNH
N N/\/\[( HN "
N (0] + H H
d H2N\/\/O\/\O/\/O\/\/N s
CF; o)
69

o

74 ?

NH

H
HATU
_ DIPEA \i)k /\/\H/N\/\/O\/\ /\/O\/\/N

o s

T owr
RT, 24 h

0,
91 % CF3

75

4-(1-(2-(Benzo[b]thiophen-3-yl)acetyl)-2-methyl-N-(4-(trifluormethyl)benzyl)azetidin-2-

carboxamido)butansiure (69, 50.0 mg, 93.9 umol, 1.00 eq) wurde in 3 mL DMF geldst. Zu der
Losung wurden  N-(3-(2-(2-(3-Aminopropoxy)ethoxy)ethoxy)propyl)-5-((3aS.,4S,6aR)-2-
oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamid (74, 41.9 mg, 93.9 umol, 1.00 eq),
HATU (35.7 mg, 93.9 umol, 1.00 eq) und DIPEA (48 uL, 282 pumol, 3.00 eq) gegeben. Die
Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das

Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 82 mg (85.3 umol, 91 %) weiBer Feststoff
HPLC: 65.4 % B, Reinheit: 97.6 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C47Hs3F3N605S2 960.41 (M), gef. 961.29 (M+H)"

HRMS (EST"):  m/z ber. fiir C47HgsF3N6OsS2 481.2123, gef. 481.2130

IH-NMR: (400 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 7.99 — 7.90 (m, 1H), 7.89 — 7.64 (m, 5H),
7.55 — 7.30 (m, 5H), 6.39 (s, 1H), 5.42 (s, 1H), 4.74 — 4.52 (m, 2H), 4.36 —
4.26 (m, 1H), 4.21 — 3.91 (m, 2H), 3.80 — 3.58 (m, 2H), 3.54 — 3.42 (m, 8H),
3.41 - 3.16 (m, 5H), 3.15 — 2.98 (m, 6H), 2.85 — 2.78 (m, 1H), 2.57 (d, J =
12.4 Hz, 1H), 2.46 — 2.25 (m, 2H), 2.13 — 1.97 (m, 4H), 1.94 (s, 1H), 1.85 —
1.66 (m, 4H), 1.64 — 1.39 (m, 9H), 1.35 — 1.22 (m, 2H).
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5.2.2 Synthese der niedermolekularen FFAR2-Liganden

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = nicht auswertbar wegen geringer
Peakintensitdt, doppeltem Datensatz (vermutlich cis/trans-Amid) und

zusitzlicher Aufspaltung durch die CF3; Gruppe.
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5.2.3 Synthese der Verbindungen (erste Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

5.2.3 Synthese der Verbindungen aus der ersten Dockingstudie an der
G-Protein-Bindetasche des ETgR

tert-Butyl-(6-nitrobenzo|d]thiazol-2-yl)carbamat (80)

Boc,O
O,N s 4-DMAP O,N s
»~—NH - ,~—NHBoc
\©iN>_ ? DMF \©:N>_
90°C,1h
79 80 % 80

6-Nitrobenzo[d]thiazol-2-amin (79, 1.00 g, 5.12 mmol, 1.00 eq) wurde in 20 mL DMF gelost
und mit 4-DMAP (313 mg, 2.56 mmol, 0.50 eq) und Boc2O (1.64 mL, 7.68 mmol, 1.50 eq)
versetzt. Die Losung wurde bei 90 °C fiir eine Stunde geriihrt. AnschlieBend wurde der Feststoff

abfiltriert, auf der Fritte mit HoO gewaschen und in vacuo getrocknet.

Ausbeute: 1.21 g (4.10 mmol, 80 %) gelber Feststoff

HPLC: 61.4 % B, Reinheit: 99.5 %

MS (ESIY): m/z ber. fir C12H13N304S 295.06 (M), gef. 296.06 (M+H)"

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-dg) 6 [ppm] = 12.21 (s, 1H), 9.00 (d, J=2.4 Hz, 1H), 8.24

(dd, J=8.9, 2.5 Hz, 1H), 7.82 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 1.53 (s, 9H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) 5 [ppm] = 165.22, 154.26, 152.81, 142.62, 132.21,
121.64, 120.12, 118.63, 82.49, 27.75.
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5.2.3 Synthese der Verbindungen (erste Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

tert-Butyl-(6-aminobenzo[d]thiazol-2-yl)carbamate (81)

Hy
O,N s Pd/C HoN s
\C[ )—NHBoc ————> )—NHBoc
N THF N
RT, 18 h
80 97 % 81

tert-Butyl-(6-nitrobenzo[ d|thiazol-2-yl)carbamat (80, 475 mg, 1.61 mmol, 1.00 eq) wurde in
100 mL THF gelost. Zu der Losung wurde Pd/C (10 % w/w; 85.7 mg, 80.5 pmol, 0.05 eq)
gegeben und unter Wasserstoff-Atmosphdre bei Raumtemperatur fiir 18 Stunden gertihrt.

AnschlieBend wurde die Suspension iiber Kieselgur filtriert und das Losungsmittel in vacuo

entfernt.
Ausbeute: 415 mg (1.56 mmol, 97 %) gelber Feststoff
HPLC: 30.3 % B, Reinheit: 92.5 %

MS (ESI*):  m/z ber. fiir C12HisN3028 265.09 (M), gef. 266.07 (M+H)"

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 5 [ppm] = 11.30 (s, 1H), 7.33 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.97
(d, J=2.2 Hz, 1H), 6.66 (dd, J = 8.6, 2.3 Hz, 1H), 5.06 (s, 2H), 1.49 (s, 9H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 168.02, 159.68, 153.45, 147.05, 133.17,
121.36, 119.73, 113.47, 82.31, 28.41.
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5.2.3 Synthese der Verbindungen (erste Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

2-Amino-6-((3-methoxybenzyl)amino)benzo|d]|thiazol-3-ium-2,2,2-trifluoracetat (84)

1) NaBH(OAc); AcOH
I o tr. THF /@H
H,N s RT, 24 h 0 S
ey e s
N 2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan ”

RT, 3.5h +
32 % 0. zwei Schritte F3;C—-COO"

82 81 84

3-Methoxybenzaldehyd (82, 100 mg, 734 umol, 1.00 eq) wurde unter Argon-Atmosphére in
5 mL tr. THF gelost. Zu der Losung wurden fert-Butyl-(6-aminobenzo[d]thiazol-2-yl)carbamat
(81, 214 mg, 808 pumol, 1.10 eq), NaBH(OAc)3 (234 mg, 1.10 mmol, 1.50 eq) und AcOH
(42 pL, 734 pmol, 1.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden
geriihrt. AnschlieBend wurde der Ansatz mit ges. NaxCOs3-Losung versetzt und das Produkt aus
der wissrigen Phase mit EtoO extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit MgSOg4

getrocknet und das Losungsmittel in vacuo entfernt.

Das erhaltene Rohprodukt wurde in 4 mL 4 M HCl in 1,4-Dioxan geldst. Die Losung wurde bei
Raumtemperatur fiir 3.5 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde die Losung in kalten Et,O
gegeben und der ausgefallene Feststoff abzentrifugiert. Das Rohprodukt wurde mittels
préaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 93 mg (233 umol, 32 % iiber zwei Schritte) gelber Feststoff
HPLC: 33.3 % B, Reinheit: 96.3 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1sHisN30S 285.09 (M), gef. 286.08 (M+H)"

HRMS (ESI"):  m/z ber. fir C1sH1sN30S 286.1009, gef. 286.1010

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 9.04 (s, 2H), 7.27 — 7.18 (m, 2H), 7.05 (d, J
=2.0 Hz, 1H), 6.97 - 6.91 (m, 2H), 6.83 — 6.75 (m, 2H), 4.26 (s, 2H), 3.72 (s,
3H).

Das NH- und NH"-Signal gehen im Rauschen unter.

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 193.48, 167.42, 159.92, 158.97 (q, J = 34.7
Hz), 130.89, 129.93, 126.55, 122.98, 121.49, 120.14, 115.60, 114.40, 113.72,
112.72, 55.50, 47.75.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.3 Synthese der Verbindungen (erste Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

2-Amino-6-((4-methoxybenzyl)amino)benzo|d]|thiazol-3-ium-2,2,2-trifluoroacetat (85)

1) NaBH(OAc); AcOH O
tr. THF \©\/H
RT, 24 h N S
e [Sval
2) 33 % HBrin AcOH N

RT, 2h H
16 % u. zwei Schritte F3C—-COO"

109 81 85

4-Methoxybenzaldehyd (109, 63.0 mg, 463 umol, 1.00 eq) wurde unter Argon-Atmosphére in
5 mL tr. THF gelost. Zu der Losung wurden fert-Butyl-(6-aminobenzo[d]thiazol-2-yl)carbamat
(81, 135 mg, 509 pmol, 1.10 eq), NaBH(OAc); (147 mg, 694 pmol, 1.50 eq) und AcOH (27 pL,
874 pmol, 1.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden geriihrt.
AnschlieBend wurde zu der Losung ges. NaxCOs-Losung gegeben und das Produkt aus der
wissrigen Phase mit EtoO extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit MgSO4

getrocknet und das Losungsmittel in vacuo entfernt.

Das erhaltene Rohprodukt wurde in 3.5 mL 33 % HBr in AcOH (w/w) gelost. Die Losung wurde
bei Raumtemperatur fiir 2 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde die Losung in kalten Et2O
gegeben und der ausgefallene Feststoff abzentrifugiert. Das Rohprodukt wurde mittels
préaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 30 mg (75.1 pumol, 16 % tiber zwei Schritte) gelber Feststoff
HPLC: 31.1 % B, Reinheit: 99.9 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1sHisN30S 285.09 (M), gef. 286.07 (M+H)"

HRMS (ESI*):  m/z ber. fiir C1sHisN30S 286.1009, gef. 286.1011

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.72 (s, 2H), 7.32 — 7.26 (m, 2H), 7.20 (d, J
= 8.7 Hz, 1H), 7.08 (s, 1H), 6.93 — 6.87 (m, 2H), 6.77 (d, J = 9.0 Hz, 1H),
4.22 (s, 2H), 3.72 (s, 3H).

Das NH- und NH"-Signal gehen im Rauschen unter.

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-d¢) & [ppm] = 191.82, 166.90, 158.96, 153.84, 132.62,
132.33, 129.49, 129.42, 116.17, 115.06, 114.31, 56.24, 55.61.

Die beiden TFA-Signale gehen im Rauschen unter.
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5.2.3 Synthese der Verbindungen (erste Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

2-Amino-6-((2-methoxybenzyl)amino)benzo|d]|thiazol-3-ium-2,2,2-trifluoracetat (86)

1) NaBH(OAc);, AcOH |

tr. THF o H
\@E >_ RT, 23 h N s
,~—NHBoc
2) 33 % HBr in ACOH \©EN/>_NH2
RT, 2h H
15 % 0. zwei Schritte FgC:COO-
81 86

2-Methoxybenzaldehyd (113, 119 mg, 874 umol, 1.00 eq) wurde unter Argon-Atmosphére in
10 mL tr. THF gelost. Zu der Losung wurden tert-Butyl-(6-aminobenzo[d]|thiazol-2-
yl)carbamat (81, 255 mg, 961 umol, 1.10 eq), NaBH(OAc)3 (278 mg, 1.31 mmol, 1.50 eq) und
AcOH (50 pL, 874 umol, 1.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir
23 Stunden gertihrt. AnschlieBend wurde zu der Losung ges. Na,COs3-Losung gegeben und das
Produkt aus der wissrigen Phase mit Et2O extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit

MgSO;4 getrocknet und das Losungsmittel in vacuo entfernt.

Das erhaltene Rohprodukt wurde in 6 mL 33 % HBr in AcOH (w/w) geldst. Die Losung wurde
bei Raumtemperatur fiir 2 Stunden geriihrt. Anschlieend wurde die Losung in kalten Et,O
gegeben und und der ausgefallene Feststoff abzentrifugiert. Das Rohprodukt wurde mittels
praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 53 mg (133 pumol, 15 % iiber zwei Schritte) hellbrauner Feststoff
HPLC: 29.6 % B, Reinheit: 99.9 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1sHisN30S 285.09 (M), gef. 286.08 (M+H)"
HRMS (ESI"):  m/z ber. fiir C1sH16N30S 286.1009, gef. 286.1006

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 9.12 (s, 2H), 7.27 — 7.21 (m, 3H), 7.09 —
7.05 (m, 1H), 7.02 — 6.99 (m, 1H), 6.88 (td, J = 7.4, 1.0 Hz, 1H), 6.79 (dd, J
= 8.8,2.2 Hz, 1H), 4.26 (s, 2H), 3.83 (s, 3H).

Das NH- und NH"-Signal gehen im Rauschen unter.

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-dg) 5 [ppm] = 194.21, 173.18, 167.02, 158.55 (q, J =
35.0 Hz), 157.06, 128.33, 128.20, 126.24, 125.88, 120.12, 116.08 (q, J =
293.6 Hz), 115.12, 114.11, 110.62, 105.40, 55.32, 42.73.
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5.2.3 Synthese der Verbindungen (erste Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

2-Amino-6-((3,5-dimethoxybenzyl)amino)benzo|d]thiazol-3-ium-2,2,2-trifluoracetat (87)

o/
1) NaBH(OAc); AcOH

tr. THF
RT, 17 h H

S

»~»—NHBoc O
\C[ >_ ) 33 % HBr in AcOH | />—NH2
RT, 1.5 h H
34 % 0. zwei Schritte C+ .
321 81 g7 '3

3,5-Dimethoxybenzaldehyd (321, 85.0 mg, 512 umol, 1.00 eq) wurde unter Argon-Atmosphire
in SmL tr. THF gelost. Zu der Losung wurden tert-Butyl-(6-aminobenzo[d]|thiazol-2-
yl)carbamat (81, 149 mg, 563 pmol, 1.10 eq), NaBH(OAc)3 (163 mg, 767 umol, 1.50 eq) und
AcOH (29 pL, 512 pmol, 1.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir
17 Stunden geriihrt. AnschlieSend wurde zu der Losung ges. Na,COs-Losung gegeben und das
Produkt aus der wissrigen Phase mit Et;O extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit

MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel in vacuo entfernt.

Das erhaltene Rohprodukt wurde in 2.5 mL 33 % HBr in AcOH (w/w) gelost. Die Losung wurde
bei Raumtemperatur flir 1.5 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde die Losung in kalten Et,O
gegeben und der ausgefallene Feststoff abzentrifugiert. Das Rohprodukt wurde mittels
préaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 74 mg (172 pmol, 34 % iiber zwei Schritte) gelbbrauner Feststoff
HPLC: 35.4 % B, Reinheit: 96.5 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1¢H17N302S 315.10 (M), gef. 316.21 (M+H)"

HRMS (EST"):  m/z ber. fiir CisH1sN302S 316.1114, gef. 316.1111

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 8.71 (s, 2H), 7.19 (d, ] = 8.7 Hz, 1H), 7.00
(s, 1H), 6.73 (dd, J = 8.7, 2.2 Hz, 1H), 6.53 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 6.36 (t, ] =
2.3 Hz, 1H), 4.21 (s, 2H), 3.71 (s, 6H).

Das NH- und NH"-Signal gehen im Rauschen unter.

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-d¢) & [ppm] = 193.27, 167.17, 161.07, 142.34, 126.87,
115.76, 114.21, 107.47, 105.94, 105.43, 98.97, 55.63, 47.81.

Die beiden TFA-Signale gehen im Rauschen unter.
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5.2.3 Synthese der Verbindungen (erste Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

2-Amino-6-((3-chlor-5-methoxybenzyl)amino)benzo|d]|thiazol-3-ium-2,2,2-trifluoracetat
(88)

1) NaBH(OAc)s, AcOH o
tr. THF
RT, 72 h H
S
»—NHBoc Cl
\C[ - 2)33 % HBrin ACOH P
RT, 2h N
24 % Q. zwei Schritte C+ o0
322 81 gg 3

3-Chlor-5-methoxybenzaldehyd (322, 85.0 mg, 498 umol, 1.00 eq) wurde unter Argon-
Atmosphidre in 5 mL tr. THF gelost. Zu der Losung wurden tert-Butyl-(6-
aminobenzo[d|thiazol-2-yl)carbamat (81, 145 mg, 548 umol, 1.10 eq), NaBH(OAc)3 (158 mg,
747 pmol, 1.50 eq) und AcOH (29 puL, 498 pmol, 1.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei
Raumtemperatur flir 72 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde ges. Na,CO3-Losung zugegeben
und das Produkt aus der wissrigen Phase mit Et;O extrahiert. Die vereinte organische Phase

wurde mit MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel in vacuo entfernt.

Das erhaltene Rohprodukt wurde in 4 mL 33 % HBr in AcOH (w/w) gelost. Die Losung wurde
bei Raumtemperatur fiir 2 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde die Losung in kalten Et2O
gegeben und der ausgefallene Feststoff abzentrifugiert. Das Rohprodukt wurde mittels
praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 51 mg (118 umol, 24 % iiber zwei Schritte) gelber Feststoff
HPLC: 42.9 % B, Reinheit: 99.1 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1sH14CIN3OS 319.05 (M), gef. 320.11 (M+H)"

HRMS (ESI®): m/z ber. fir C15H1sCIN3OS 320.0619, gef. 320.0615

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) 5 [ppm] = 9.21 (s, 2H), 7.21 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.02
(d, J=2.3 Hz, 1H), 6.99 — 6.97 (m, 1H), 6.92 — 6.89 (m, 1H), 6.89 — 6.87 (m,
1H), 6.74 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 1H), 4.26 (s, 2H), 3.75 (s, 3H).

Das NH- und NH"-Signal gehen im Rauschen unter.

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-d¢) & [ppm] = 195.57, 166.81, 160.19, 143.30, 133.65,
125.81,119.07,114.99,113.43,112.19, 112.03, 109.82, 104.61, 55.47, 46.24.

Die beiden TFA-Signale gehen im Rauschen unter.
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5.2.3 Synthese der Verbindungen (erste Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

2-Amino-6-((3,5-dichlorbenzyl)amino)benzo|[d]thiazol-3-ium-2,2,2-trifluoracetat (89)

Cl

1) NaBH(OAc); AcOH
tr. THF
RT, 72 h H

\C[ >—NHBoc cl N S

) 33 % HBr in AcOH )—NH;

RT, 2h N
33 % U. zwei Schritte . C+ coo-
323 81 89 3

3,5-Dichlorbenzaldehyd (323, 60.0 mg, 343 umol, 1.00 eq) wurde unter Argon-Atmosphére in
5 mL tr. THF gelost. Zu der Losung wurden tert-Butyl-(6-aminobenzo[d]thiazol-2-yl)carbamat
(81, 143 mg, 377 umol, 1.10 eq), NaBH(OAc)3 (182 mg, 858 pmol, 2.50 eq) und AcOH (20 uL,
343 umol, 1.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 72 Stunden geriihrt.
AnschlieBend wurde zu der Losung ges. Na;COs-Losung gegeben und das Produkt aus der
wissrigen Phase mit Et2O extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit MgSOg4

getrocknet und das Losungsmittel in vacuo entfernt.

Das erhaltene Rohprodukt wurde in 4 mL 33 % HBr in AcOH (w/w) geldst. Die Losung wurde
bei Raumtemperatur fiir 2 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde die Losung in kalten Et2O
gegeben und der ausgefallene Feststoff abzentrifugiert. Das Rohprodukt wurde mittels
préaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 50 mg (114 umol, 33 % liber zwei Schritte) weiller Feststoff
HPLC: 46.6 % B, Reinheit: 97.7 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C14H;1CIoN3S 323.01 (M), gef. 324.03 (M+H)*
HRMS (ESI"):  m/z ber. fir C14H12CIoN3S 324.0124, gef. 324.0123

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.88 (s, 2H), 7.45 (t, J = 1.9 Hz, 1H), 7.39
(d, 7=1.9 Hz, 2H), 7.19 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.02 — 6.97 (m, 1H), 6.75 — 6.67
(m, 1H), 4.31 (s, 2H).

Das NH- und NH"-Signal gehen im Rauschen unter.

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) 5 [ppm] = 166.24, 144.91, 144.72, 133.95, 126.79,
12631, 125.83, 115.50, 113.10, 104.36, 45.69.

Die beiden TFA-Signale und das NH2-C2Benzothiazol-Signal gehen im Rauschen

unter.
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5.2.3 Synthese der Verbindungen (erste Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

2-Amino-6-(3,5-dimethoxybenzamido)benzo[d]thiazol-3-ium-2,2,2-trifluoracetat (92)

o
o 1) HATU, DIPEA
| DMF
0 oy  HaN s RT, 2h ¥ 3
+ -
,»—NHBoc > 0O
\CEN} 2) 33 % HBr in AcOH | 0 />—NH2
o RT, 15h N
- +

25 % . zwei Schritte
90 81 92

F,C—COO-

3,5-Dimethoxybenzoesdure (90, 70.0 mg, 384 umol, 1.00 eq) wurde in 5 mL DMF gelost. Zu
der Losung wurden tert-Butyl-(6-aminobenzo[d]thiazol-2-yl)carbamat (81, 112 mg, 423 umol,
1.10 eq), HATU (146 mg, 384 umol, 1.00 eq) und DIPEA (215 pL, 1.27 mmol, 3.30 eq)
gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 2 Stunden geriihrt. Anschlieend wurde

das Losungsmittel in vacuo entfernt.

Das erhaltene Rohprodukt wurde in 3 mL 33 % HBr in AcOH (w/w) gelost. Die Losung wurde
bei Raumtemperatur flir 1.5 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde die Losung in kalten Et,O
gegeben und der ausgefallene Feststoff abzentrifugiert. Das Rohprodukt wurde mittels
préaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 42 mg (94.7 umol, 25 % tiber zwei Schritte) weiller Feststoff
HPLC: 36.1 % B, Reinheit: 97.3 %
MS (ESIY): m/z ber. fiir C1¢H1sN303S 329.05 (M), gef. 330.09 (M+H)"

HRMS (ESI?):  m/z ber. fiir Ci16H16N303S 330.0907, gef. 330.0906

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 10.23 (s, 1H), 8.37 (s, 2H), 8.23 (d, J =
2.1 Hz, 1H), 7.58 (dd, J = 8.7, 2.1 Hz, 1H), 7.38 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.10 (d,
J=23Hz, 2H), 6.71 (t, ] = 2.3 Hz, 1H), 3.82 (s, 6H).

Das NH'-Signal gehen im Rauschen unter.

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 195.79, 167.81, 165.41, 160.94, 158.91 (q,
J=35.0Hz), 137.45,134.37,128.70, 120.39, 116.49, 114.53, 106.17, 103.83,
56.05.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.3 Synthese der Verbindungen (erste Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

2-Amino-6-(2-(3,5-dimethoxyphenyl)acetamido)benzo|d]thiazol-3-ium-2,2,2-

trifluoracetat (93)
1) HATU, DIPEA
DMF
RT, 18 h S>_NH
\C[ />—NHBoc N2
) 33 % HBrin ACOH H
RT, 1.5h *

81 14 % U. zwei Schritte F3C-COO"

2-(3,5-Dimethoxyphenyl)essigsdure (91, 70.0 mg, 357 umol, 1.00 eq) wurde in 5 mL DMF
gelost. Zu der Losung wurden fert-Butyl-(6-aminobenzo[d]thiazol-2-yl)carbamat (81, 104 mg,
392 umol, 1.10 eq), HATU (136 mg, 357 umol, 1.00 eq) und DIPEA (200 uL, 1.18 mmol,
3.30 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fir 18 Stunden gertihrt.

AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt.

Das erhaltene Rohprodukt wurde in 3 mL 33 % HBr in AcOH (w/w) gelost. Die Losung wurde
bei Raumtemperatur fiir 1.5 Stunden geriihrt. Anschlieend wurde die Losung in kalten Et2O
gegeben und der ausgefallene Feststoff abzentrifugiert. Das Rohprodukt wurde mittels
praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 23 mg (50.3 umol, 14 % tber zwei Schritte) brauner Feststoff
HPLC: 34.8 % B, Reinheit: 95.6 %
MS (ESIM): m/z ber. fiir C17H17N303S 343.10 (M), gef. 344.15 (M+H)"

HRMS (ESI?):  m/z ber. fir C17H18N303S 344.1063, gef. 344.1069

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 10.18 (s, 1H), 8.41 (s, 2H), 8.13 (d, J =
2.0 Hz, 1H), 7.39 (dd, J = 8.7, 2.1 Hz, 1H), 7.33 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.51 (d,
J=2.3 Hz, 2H), 6.39 (t, ] = 2.3 Hz, 1H), 3.73 (s, 6H), 3.55 (s, 2H).

Das NH'-Signal gehen im Rauschen unter.

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) 5 [ppm] = 198.00, 168.59, 167.19, 160.31, 158.26 (q,
J=35.4Hz), 138.02, 134.18, 127.96, 118.43, 115.89, 112.60, 107.18, 98.29,
55.07,43.47.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.3 Synthese der Verbindungen (erste Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(3-Methoxybenzyl)benzo|d]thiazol-6-ammonium-2,2,2-trifluoracetat (95)

o NaBH(OAC)s FaC-COO
H,N s AcOH
0 + > Ha
H P ~ N S
N tr. THF 0
RT, 25 h N/>
0,
82 94 8% 95

3-Methoxybenzaldehyd (82, 100 mg, 734 umol, 1.00 eq) wurde unter Argon-Atmosphére in
S mL tr. THF gel6st. Zu der Lésung wurden Benzo[d]thiazol-6-amin (94, 121 mg, 808 pmol,
1.10 eq), NaBH(OACc)3 (234 mg, 1.10 mmol, 1.50 eq) und AcOH (42 uL, 734 umol, 1.00 eq)
gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 25 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde
zu der Losung ges. Na,COs-Losung gegeben und das Produkt aus der wéssrigen Phase mit Et,O
extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit MgSOj4 getrocknet und das Losungsmittel

in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde mittels priparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 30 mg (111 umol, 8 %) gelber Feststoff
HPLC: 49.2 % B, Reinheit: 99.9 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1sH1aN20S 270.08 (M), gef. 271.04 (M+H)"

HRMS (ESI"): m/z ber. fiir C15H;sN20S 271.0900, gef. 271.0904

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 8.89 (s, 1H), 7.74 (d, ] = 8.8 Hz, 1H), 7.24
(t, J=8.1 Hz, 1H), 7.11 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.98 — 6.95 (m, 2H), 6.91 (dd, J
=8.8,2.3 Hz, 1H), 6.82 — 6.78 (m, 1H), 4.31 (s, 2H), 3.72 (s, 3H).

Das NH>"-Signal geht im Rauschen unter.

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 159.35, 158.16 (q, J = 37.3 Hz), 149.46,
144.85, 141.31, 135.33, 129.33, 122.96, 119.44, 114.53, 114.11, 112.98,
112.02, 101.63, 54.91, 46.66.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.3 Synthese der Verbindungen (erste Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

Ethylnaphthalen-1-ylglycinat (99)

NH, 0
o) Na,COs3 HN ~
+ Br/\n/ ~ >
(0]
OO 0] EtOH
90 °C, 23 h
66 %
97 98 99

1-Naphthylamin (97, 500 mg, 3.49 mmol, 1.00 eq) wurde in 10 mL EtOH gelost. Zu der Losung
wurden Ethyl-2-bromacetat (98, 465 uL, 4.19 mmol, 1.20 eq) und Na,COs3 (555 mg, 5.24 mmol,
1.50 eq) gegeben. Die Suspension wurde bei 90 °C fiir 23 Stunden geriihrt. Anschlieend wurde
die Suspension filtriert und das Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde mittels

préaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 533 mg (2.32 mmol, 66 %) rotviolettes Ol

HPLC: 61.2 % B, Reinheit: 99.2 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C14HisNO2 229.11 (M), gef. 230.10 (M+H)"

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) 8 [ppm] = 8.15 — 8.10 (m, 1H), 7.77 (dd, J = 7.1,
2.3 Hz, 1H), 7.50 — 7.39 (m, 2H), 7.26 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 8.1 Hz,
1H), 6.34 (d,J = 7.5 Hz, 1H), 4.14 (q,J = 7.1 Hz, 2H), 4.07 (s, 2H), 1.21 (t,J
= 7.1 Hz, 3H).

Das NH-Signal geht im Rauschen unter.

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 171.13, 143.41, 133.95, 127.95, 126.54,
125.64, 124.17, 122.93, 121.38, 116.14, 103.08, 60.27, 44.97, 14.10.
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5.2.3 Synthese der Verbindungen (erste Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-Naphthylglycin (100)

o OH
HN ~ LioH HN" Y
o] > O
OO THF, EXOH, H,0 OO
RT, 4 h
14 %
99 100

Ethylnaphthalen-1-ylglycinat (99, 533 mg, 2.32 mmol, 1.00 eq) wurde in 20 mL THF und 5 mL
EtOH gelost. Zu der Losung wurde eine Losung aus LiOH (278 mg, 11.6 mmol, 5.00 eq) in
10 mL H,O gegeben. Die vereinten Losungen wurden bei Raumtemperatur fiir 4 Stunden
geriihrt. Anschlieend wurde THF und EtOH in vacuo entfernt und die wéssrige Phase mit 1 M

Salzsdure versetzt, bis das Produkt ausfiel. Der Feststoff wurde abfiltriert und in vacuo

getrocknet.

Ausbeute: 65 mg (323 umol, 14 %) violetter Feststoff

HPLC: 43.5 % B, Reinheit: 85.6 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C12H11NO; 201.08 (M), gef. 202.04 (M+H)"

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 8.13 — 8.08 (m, 1H), 7.79 — 7.75 (m, 1H),
7.47 —7.39 (m, 2H), 7.29 — 7.24 (m, 1H), 7.14 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.35 (dd,
J=17.6,0.9 Hz, 1H), 3.97 (s, 2H).
Das NH- und COOH-Signal gehen im Rauschen unter.

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-d¢) & [ppm] = 172.51, 143.51, 133.94, 127.93, 126.58,

125.60, 124.12, 122.89, 121.32, 115.95, 103.05, 44.88.
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5.2.3 Synthese der Verbindungen (erste Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(2-((2-Methoxy-5-(4H-1,2,4-triazol-4-yl)phenyl)amino)-2-oxoethyl)naphthalen-1-

ammonium -2,2,2-trifluoracetat (102)

e e
0 F3C—COO" H ©

N HATU N
DIPEA +H2N/\[(

HN/\H/OH H,
'III"II (@] + —" - (@
e owe (D

RT, 24 h N

N
Wi 45 % .
N—N N—N

100 101 102

N-Naphthylglycin (100, 62.0 mg, 308 pmol, 1.00 eq) wurde in 5 mL DMF gel6st und mit
2-Methoxy-5-(4H-1,2,4-triazol-4-yl)anilin (101, 64.5 mg, 339 umol, 1.10 eq), HATU (129 mg,
339 umol, 1.10 eq) und DIPEA (115 pL, 678 umol, 2.20 eq) versetzt. Die Losung wurde bei

Raumtemperatur fiir 24 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo

entfernt und der Riickstand mittels priaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute:
HPLC:

MS (ESIY):
HRMS (ESIY):

"H-NMR:

BC-NMR:

68 mg (140 umol, 45 %) hellbrauner Feststoff

51.2 % B, Reinheit: 98.6 %

m/z ber. fiir C21H9N502 373.15 (M), gef. 374.17 (M+H)"
m/z ber. fiir C21H20Ns02 374.1612, gef. 374.1615

(500 MHz, DMSO-de) § [ppm] = 9.47 (s, 1H), 9.00 (s, 2H), 8.39 (d, J =
2.7 Hz, 1H), 8.26 — 8.17 (m, 1H), 7.86 — 7.76 (m, 2H), 7.55 — 7.46 (m, 2H),
7.32(dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 7.31 — 7.27 (m, 1H), 7.21 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
7.17 (d,J = 8.8 Hz, 1H), 6.54 — 6.44 (m, 1H), 4.14 (s, 2H), 3.70 (s, 3H).

Das NH>"-Signal geht im Rauschen unter.

(126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 170.25, 143.74, 142.43, 134.54, 128.64,
128.51, 127.26, 127.15, 126.40, 125.06, 123.80, 121.87, 120.01, 118.26,
117.54, 114.31, 112.51, 104.45, 56.86, 48.42.

Die beiden TFA-Signale gehen im Rauschen unter.
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5.2.3 Synthese der Verbindungen (erste Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(2-((2-Methoxy-5-(4H-1,2,4-triazol-4-yl)phenyl)amino)-2-oxoethyl)benzolammonium-
2,2,2-trifluoracetat (103)

FsC-COO" o
H
OH HATU N
HN DIPEA HNTY
o)
DMF
RT, 24 h N
30 % \
- N-N
324 101 103

N-Phenylglycin (324, 100 mg, 662 pumol, 1.00 eq) wurde in 10 mL DMF gelost und mit
2-Methoxy-5-(4H-1,2,4-triazol-4-yl)anilin (101, 138 mg, 728 umol, 1.10 eq), HATU (277 mg,
728 umol, 1.10 eq) und DIPEA (248 pL, 1.46 mmol, 2.20 eq) versetzt. Die Losung wurde bei
Raumtemperatur fiir 24 Stunden geriihrt. Anschlielend wurde das Losungsmittel in vacuo

entfernt und der Riickstand mittels priaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 86 mg (197 umol, 30 %) hellbrauner Feststoff
HPLC: 38.6 % B, Reinheit: 95.1 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C17H17N502 323.14 (M), gef. 324.22 (M+H)"*

HRMS (ESI"):  m/z ber. fiir C17H1sNsO2 324.1455, gef. 324.1453

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 9.38 (s, 1H), 8.98 (s, 2H), 8.40 (d, J =
2.7 Hz, 1H), 7.34 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 7.20 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.15 —
7.10 (m, 2H), 6.66 — 6.61 (m, 3H), 3.91 (s, 2H), 3.82 (s, 3H).

Das NH>"-Signal geht im Rauschen unter.

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 169.83, 147.95, 141.83, 128.98, 127.89,
126.71, 125.17, 117.64, 117.15, 113.69, 112.57, 111.92, 56.39, 47.94.

Die beiden TFA-Signale gehen im Rauschen unter.
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5.2.3 Synthese der Verbindungen (erste Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

Ethyl-(2-chlorphenyl)glycinat (326)

NH, HN o~
(0] N82CO3 /\n/
Cl + Br/\n/ ~ » ClI 0]
(0] EtOH
90 °C, 18 h
44 %
325 98 326

2-Chloranilin (325, 500 mg, 3.92 mmol, 1.00 eq) wurde in 10 mL EtOH gelost. Zu der Losung
wurden Ethyl-2-bromacetat (98, 522 uL, 4.70 mmol, 1.20 eq) und Na,CO3 (623 mg, 5.88 mmol,
1.50 eq) gegeben. Der Ansatz wurde bei 90 °C fiir 18 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde der
Feststoff abfiltriert und das Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde mittels

praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 365 mg (1.71 mmol, 44 %) farbloses Ol

HPLC: 63.0 % B, Reinheit: 98.2 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1oH12CINO; 213.06 (M), gef. 214.04 (M+H)*

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 7.26 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H), 7.14 — 7.09
(m, 1H), 6.65 — 6.60 (m, 1H), 6.57 (dd, J = 8.2, 1.4 Hz, 1H), 5.66 (t, ] = 6.2
Hz, 1H), 4.13 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 4.00 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 1.20 (t, ] = 7.1 Hz,
3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 170.69, 143.52, 128.90, 127.87, 117.86,
117.10, 111.36, 60.40, 44.43, 14.04.
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5.2.3 Synthese der Verbindungen (erste Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(2-Chlorphenyl)glycin (327)

o) OH
HNT LioH HNT
o] o) > Cl o)
THF, EtOH, H,0
RT, 5h
55 %
326 327

Ethyl-(2-chlorphenyl)glycinat (326, 365 mg, 1.71 mmol, 1.00 eq) wurde in 20 mL THF und
5 mL EtOH gelost. Zu der Losung wurde eine Losung aus LiOH (205 mg, 8.54 mmol, 5.00 eq)
in 10 mL H>O gegeben. Die vereinten Losungen wurden bei Raumtemperatur fiir 5 Stunden
geriihrt. AnschlieBend wurde THF und EtOH in vacuo entfernt und die wéssrige Phase mit 1 M

Salzsdure versetzt, bis das Produkt ausfiel. Der Feststoff wurde abfiltriert und in vacuo

getrocknet.

Ausbeute: 173 mg (932 umol, 55 %) violetter Feststoff

HPLC: 40.9 % B, Reinheit: 99.8 %

MS (ESTY): m/z ber. fiir C12H11NO; 185.02 (M), gef. 186.00 (M+H)"

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 12.70 (s, 1H), 7.26 (dd, J =7.9, 1.5 Hz, 1H),
7.15—7.10 (m, 1H), 6.64 — 6.56 (m, 2H), 5.52 (s, 1H), 3.91 (s, 2H).

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 172.01, 143.53, 128.84, 127.90, 117.78,

116.95, 111.37, 44.36.
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5.2.3 Synthese der Verbindungen (erste Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

2-Chlor-N-(2-((2-methoxy-5-(4H-1,2,4-triazol-4-yl)phenyl)amino)-2-oxoethyl)benzol

ammonium-2,2,2-trifluoroacetat (104)

o F,c-coor 07

OH NH, HATU N
HNTY DIPEA N

Cl 0] + _— Cl (0]
DMF
N RT, 5h N

/ 67 % \
—N N—N

327 101 104

Z=

N-(2-Chlorphenyl)glycin (327, 174 mg, 937 umol, 1.00 eq) wurde in 10 mL DMF gelost und
mit 2-Methoxy-5-(4H-1,2,4-triazol-4-yl)anilin (101, 196 mg, 1.03 mmol, 1.10 eq), HATU
(392 mg, 1.03 mmol, 1.10 eq) und DIPEA (360 pL, 2.06 mmol, 2.20 eq) versetzt. Die Losung
wurde bei Raumtemperatur fiir 5 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel

in vacuo entfernt und der Riickstand mittels préparativer HPLC gereinigt.
Ausbeute: 298 mg (632 umol, 67 %) hellbrauner Feststoff

HPLC: 46.4 % B, Reinheit: 98.4 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C17H16CINsO2 357.10 (M), gef. 358.16 (M+H)"
HRMS (EST*):  m/z ber. fir Ci17H17CINsO2 358.1065, gef. 358.1069

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 9.49 (s, 1H), 9.03 (s, 2H), 8.36 (d, J =
2.6 Hz, 1H), 7.36 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 7.31 (dd, J = 7.9, 1.4 Hz, 1H),
722 (d,J = 8.8 Hz, 1H), 7.17 — 7.13 (m, 1H), 6.68 — 6.62 (m, 2H), 5.96 (s,
2H), 4.07 (s, 2H), 3.87 (s, 3H).

Das NH>"-Signal geht im Rauschen unter.

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 169.11, 158.10 (q, J = 36.3 Hz), 148.54,
143.42, 141.83, 130.04, 129.02, 128.07, 127.88, 126.60, 118.23, 117.54,
114.16, 111.98, 111.55, 56.35, 47.02.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

5.2.4 Synthese der Verbindungen aus der zweiten Dockingstudie an der G-Protein-
Bindetasche des ETgR

N-(4-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (110)

& NH, J\@ _ N @jﬁ /\CLO/

tr. MeOH )
RT, 48 h Fgc_COO

7%
108 110

Thiazol-2-ylmethanamin (108, 150 mg, 1.31 mmol, 1.00 eq) wurde in 6 mL tr. MeOH gelost.
Zu der Losung wurden 4 A Molekularsieb (100 mg) und 4-Methoxybenzaldehyd (109, 176 uL,
1.45 mmol, 1.10 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden gertihrt.
AnschlieBend wurde NaBH4 (74.6 mg, 1.97 mmol, 1.50 eq) hinzugegeben und fiir weitere
24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde die Losung filtriert und das

Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 353 mg (1.01 mmol, 77 %) gelber Feststoff

HPLC: 33.5 % B, Reinheit: 98.2 %

MS (ESTY): m/z ber. fiir C12H1aN20S 234.08 (M), gef. 235.04 (M+H)"

"H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] =9.62 (s, 2H), 7.94 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.88

(d, ] = 3.3 Hz, 1H), 7.45 — 7.41 (m, 2H), 7.02 — 6.98 (m, 2H), 4.55 (s, 2H),
4.20 (s, 2H), 3.78 (s, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 159.88, 159.82, 157.96 (q, J = 32.8 Hz),
142.67, 131.73, 123.18, 122.63, 114.03, 55.18, 49.59, 45.54.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Methoxybenzyl)-N-(thiazol-2-ylmethyl)methansulfonamid (105)

N
N
@AH:\Q\ + —CIS?—CI MR > <\/\\’/\’}l
S + O/ 6 o SOZ?:O O/

e r. DCM
FsC-COO 0°C - RT, 17.5 h

110 11 52 % 105

N-(4-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (110, 34.0 mg,
97.6 pmol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. DCM gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Lésung wurden
NEt; (28 pL, 205 pmol, 2.10 eq) und Methansulfonylchlorid (111, 8 puL, 107 umol, 1.10 eq)
gegeben. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 17 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend wurde die Losung mit DCM verdiinnt und mit H,O

gewaschen. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels priparativer

HPLC gereinigt.
Ausbeute: 16 mg (51.2 umol, 52 %) gelber Feststoff
HPLC: 56.2 % B, Reinheit: 99.2 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C13H16N203S2 312.06 (M), gef. 335.07 (M+Na)*
HRMS (EST*):  m/z ber. firr C13HisN2NaO3S» 335.0495, gef. 335.0500

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] =7.75 (d, J=3.3 Hz, 1H), 7.67 (d, ] =3.3 Hz,
1H), 7.34 - 7.18 (m, 2H), 6.97 — 6.83 (m, 2H), 4.58 (s, 2H), 4.33 (s, 2H), 3.74
(s, 3H), 3.02 (s, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 166.35, 158.86, 142.41, 129.98, 127.56,
121.01, 113.88, 55.04, 50.27, 47.18, 38.66.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-Benzyl-1-(thiazol-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (122)

(¢} N
<\N/\\’/\NH2 + H)b ﬂ» <\/ws/\+mz/\©
S

tr. MeOH .
RT, 48 h F3C-COO

97 %

108 112 122

Thiazol-2-ylmethanamin (108, 50.0 mg, 438 pmol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. MeOH gelost.
Zu der Losung wurden 4 A Molekularsieb (100 mg) und Benzaldehyd (112, 49 uL, 482 pmol,
1.10 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden geriihrt.
Anschlieend wurde NaBH4 (24.9 mg, 657 pumol, 1.50 eq) hinzugegeben und fiir weitere
24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde die Losung filtriert und das

Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde mittels praparativer HPLC gereinigt.
Ausbeute: 136 mg (427 umol, 97 %) gelber Feststoff
HPLC: 30.6 % B, Reinheit: 95.0 %

MS (ESI*):  mjz ber. fiir C11H12N2S 204.07 (M), gef. 205.00 (M+H)*

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 9.76 (s, 2H), 7.94 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.88
(d, ] = 3.3 Hz, 1H), 7.53 — 7.50 (m, 2H), 7.45 — 7.43 (m, 3H), 4.59 (s, 2H),
4.28 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 159.80, 158.11 (q, J = 34.5 Hz), 142.69,

131.47,130.12, 129.07, 128.67, 122.67, 50.10, 45.85.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(2-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (123)

O/
NaBH4 N
NH A N
</\’/\ . \w/\HZ
tr. MeOH S +

RT, 48h F2C-COO"
88 %
123

Thiazol-2-ylmethanamin (108, 50.0 mg, 438 pmol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. MeOH gelost.
Zu der Losung wurden 4 A Molekularsieb (100 mg) und 2-Methoxybenzaldehyd (113, 58 uL,
482 umol, 1.10 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden gertihrt.
AnschlieBend wurde NaBH4 (24.9 mg, 657 pumol, 1.50 eq) hinzugegeben und fiir weitere
24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde die Losung filtriert und das

Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde mittels praparativer HPLC gereinigt.
Ausbeute: 134 mg (385 umol, 88 %) brauner Feststoff

HPLC: 34.5 % B, Reinheit: 99.9 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C12H14N>OS 234.08 (M), gef. 235.05 (M+H)"

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) 8 [ppm] = 9.49 (s, 2H), 7.95 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.88
(d, J=3.2 Hz, 1H), 7.46 — 7.37 (m, 2H), 7.09 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.00 (td, J
=7.4,0.9 Hz, 1H), 4.58 (s, 2H), 4.22 (s, 2H), 3.81 (s, 3H).

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 159.79, 157.56, 142.68, 131.41, 130.94,
122.71, 120.34, 119.32, 111.10, 55.52, 46.02, 45.09.

Die TFA-Signale gehen im Rauschen unter.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(3-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (124)

o] N o)
N NaBH,4 S N ~
Q/\NHz + HJ\©/O\ - <\/\’S/\+H2

tr. MeOH :
RT, 48 h FaC-COO0
[»)
108 14 88 % 124

Thiazol-2-ylmethanamin (108, 50.0 mg, 438 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. MeOH gelost.
Zu der Losung wurden 4 A Molekularsieb (100 mg) und 3-Methoxybenzaldehyd (114, 59 uL,
482 umol, 1.10 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden geriihrt.
AnschlieBend wurde NaBH4 (24.9 mg, 657 pmol, 1.50 eq) hinzugegeben und fiir weitere
24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde die Losung filtriert und das

Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 134 mg (385 umol, 88 %) gelber Feststoff

HPLC: 33.9 % B, Reinheit: 99.0 %

MS (ESTY): m/z ber. fiir C12H1aN208S 234.08 (M), gef. 235.03 (M+H)"

"H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] =9.77 (s, 2H), 7.94 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.88

(d, J=3.3 Hz, 1H), 7.38 — 7.33 (m, 1H), 7.14 — 7.11 (m, 1H), 7.08 — 7.05 (m,
1H), 7.01 — 6.98 (m, 1H), 4.57 (s, 2H), 4.25 (s, 2H), 3.78 (s, 3H).

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 159.83, 159.31, 142.69, 132.85, 129.80,
122.66, 122.11, 115.49, 114.68, 55.12, 50.01, 45.81.

Die TFA-Signale gehen im Rauschen unter.

152



5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(3-Methylbenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (125)

@WNHZ . J‘\@ e (TR TS

tr. MeOH -
RT, 48 h FsC-COO0

0,
9% 125

Thiazol-2-ylmethanamin (108, 50.0 mg, 438 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. MeOH gelost.
Zu der Losung wurden 4 A Molekularsieb (100 mg) und 3-Methylbenzaldehyd (115, 57 pL,
482 umol, 1.10 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden geriihrt.
Anschlieend wurde NaBH4 (24.9 mg, 657 pumol, 1.50 eq) hinzugegeben und fiir weitere
24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde die Losung filtriert und das

Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 115 mg (346 umol, 79 %) gelber Feststoff

HPLC: 37.1 % B, Reinheit: 97.0 %

MS (ESTY): m/z ber. fiir C12H1aN2S 218.09 (M), gef. 219.12 (M+H)"

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-d¢) 6 [ppm] =9.73 (s, 2H), 7.94 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.88

(d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.35 — 7.28 (m, 3H), 7.26 — 7.23 (m, 1H), 4.58 (s, 2H),
4.23 (s, 2H), 2.33 (s, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 159.81, 158.07 (q, J = 33.0 Hz), 142.68,
137.87, 131.34, 130.68, 129.64, 128.58, 127.12, 122.66, 50.08, 45.83, 20.84.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Ethoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (126)

@ N

N NaBH, 7 ON

SNy - &js/\'”
\ + /\

S tr. MeOH F.C—COO" o

o RT, 48 h 3
)
108 16 7% 126

Thiazol-2-ylmethanamin (108, 50.0 mg, 438 pmol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. MeOH gelost.
Zu der Losung wurden 4 A Molekularsieb (100 mg) und 4-Ethoxybenzaldehyd (116, 67 L,
482 umol, 1.10 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden gertihrt.
AnschlieBend wurde NaBH4 (24.9 mg, 657 pumol, 1.50 eq) hinzugegeben und fiir weitere
24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde die Losung filtriert und das

Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde mittels praparativer HPLC gereinigt.
Ausbeute: 122 mg (337 umol, 77 %) gelber Feststoff

HPLC: 39.0 % B, Reinheit: 95.4 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C13Hi1sN>OS 248.10 (M), gef. 249.10 (M+H)"

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) 8 [ppm] = 9.56 (s, 2H), 7.93 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.87
(d, ] = 3.2 Hz, 1H), 7.43 — 7.39 (m, 2H), 6.99 — 6.95 (m, 2H), 4.53 (s, 2H),
4.19 (s, 2H), 4.04 (q, ] = 7.0 Hz, 2H), 1.33 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 160.19, 159.03, 157.81 (q, J = 30.9 Hz),
142.65, 131.66, 123.24, 122.55, 114.46, 63.09, 49.64, 45.61, 14.52.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Chlorbenzyl)-1-(thiazol-2-yl) methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (127)

NaBH AN
</\l/\NH2 + J\©\ - ik <\/ws/\+H2/\©\CI

T MeOH )
RT, 48 h FsC~-CO0

10 91 % 127

Thiazol-2-ylmethanamin (108, 50.0 mg, 438 pmol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. MeOH gelost.
Zu der Losung wurden 4 A Molekularsieb (100 mg) und 4-Chlorbenzaldehyd (117, 67.7 mg,
482 umol, 1.10 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden gertihrt.
Anschlieend wurde NaBH4 (24.9 mg, 657 pumol, 1.50 eq) hinzugegeben und fiir weitere
24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde die Losung filtriert und das

Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde mittels praparativer HPLC gereinigt.
Ausbeute: 141 mg (400 umol, 91 %) weiBer Feststoff

HPLC: 38.2 % B, Reinheit: 98.5 %

MS (ESIY): m/z ber. fir C11H;1CIN2S 238.03 (M), gef. 238.91 (M+H)"

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 9.69 (s, 2H), 7.93 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.87
(d,J=3.2 Hz, 1H), 7.56 — 7.48 (m, 4H), 4.56 (s, 2H), 4.26 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 160.31, 157.98 (d, J = 31.0 Hz), 142.66,
133.75, 132.02, 130.84, 128.60, 122.55, 49.35, 45.96.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(3-Chlorbenzyl)-1-(thiazol-2-yl) methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (128)

o N Cl
N NaBH, O/\N

tr. MeOH :
BT 28 h FsC—COO
0,
108 118 54 % 128

Thiazol-2-ylmethanamin (108, 60.0 mg, 526 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. MeOH gelost.
Zu der Losung wurden 4 A Molekularsieb (100 mg) und 3-Chlorbenzaldehyd (118, 66 uL,
578 umol, 1.10 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden gertihrt.
Anschlieend wurde NaBH4 (29.8 mg, 788 pumol, 1.50 eq) hinzugegeben und fiir weitere
24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde die Losung filtriert und das

Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 101 mg (286 umol, 54 %) gelber Feststoff

HPLC: 37.8 % B, Reinheit: 99.0 %

MS (ESTY): m/z ber. fiir C11H11CIN:S 238.03 (M), gef. 239.14 (M+H)"

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-d¢) 6 [ppm] =9.69 (s, 2H), 7.93 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.87
(d, J =3.2 Hz, 1H), 7.63 — 7.60 (m, 1H), 7.51 — 7.46 (m, 3H), 4.57 (s, 2H),
4.28 (s, 2H).

IBC-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 160.33, 142.67, 134.28, 133.09, 130.47,

129.95, 128.88, 128.78, 122.56, 49.48, 46.12.

Die TFA-Signale gehen im Rauschen unter.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(3-Brombenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (129)

e b e OO

tr. MeOH
RT, 48 h F3C—CO0’
0,
10 44 % 129

Thiazol-2-ylmethanamin (108, 50.0 mg, 438 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. MeOH gelost.
Zu der Losung wurden 4 A Molekularsieb (100 mg) und 3-Brombenzaldehyd (119, 56 L,
482 umol, 1.10 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden geriihrt.
AnschlieBend wurde NaBH4 (24.9 mg, 657 pmol, 1.50 eq) hinzugegeben und fiir weitere
24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde die Losung filtriert und das

Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 76 mg (191 umol, 44 %) gelber Feststoff

HPLC: 39.4 % B, Reinheit: 98.2 %

MS (ESIY): m/z ber. fir C11Hi1BrN2S 281.98 (M), gef. 283.07 (M+H)"

'"H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] =9.79 (s, 2H), 7.94 (d, ] = 3.2 Hz, 1H), 7.88

(d, J=3.2 Hz, 1H), 7.76 (t, J = 1.7 Hz, 1H), 7.63 (ddd, J = 8.0, 2.0, 1.0 Hz,
1H), 7.52 — 7.50 (m, 1H), 7.41 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 4.60 (s, 2H), 4.29 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 159.82, 142.69, 134.17, 132.91, 131.85,
130.73, 129.25, 122.67, 121.63, 49.37, 46.02.

Die TFA-Signale gehen im Rauschen unter.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(3-Iodbenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (130)

(e} N |
<\N/\z/\NH2 + HJ\©/| NaBH, <\/\IS/\+H2/\©/

tr. MeOH :
RT, 48 h F3C-CO0
0,
108 120 4% 130

Thiazol-2-ylmethanamin (108, 50.0 mg, 438 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. MeOH gelost.
Zu der Losung wurden 4 A Molekularsieb (100 mg) und 3-lodbenzaldehyd (120, 112 mg,
482 umol, 1.10 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden geriihrt.
AnschlieBend wurde NaBH4 (24.9 mg, 657 pmol, 1.50 eq) hinzugegeben und fiir weitere
24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde die Losung filtriert und das

Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 144 mg (324 pmol, 74 %) gelber Feststoff

HPLC: 41.4 % B, Reinheit: 99.5 %

MS (ESTY): m/z ber. fir C11H11IN2S 329.97 (M), gef. 331.07 (M+H)"

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] =9.76 (s, 2H), 7.94 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.92

(t, J= 1.6 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.79 (ddd, J = 7.9, 1.7, 1.0 Hz,
1H), 7.52 (ddd, J=7.7, 1.6, 1.1 Hz, 1H), 7.24 (t, ] = 7.8 Hz, 1H), 4.59 (s, 2H),
4.25 (s, 2H).

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 159.78, 142.69, 138.68, 137.65, 134.03,
130.66, 129.59, 122.67, 94.79, 49.29, 46.02.

Die TFA-Signale gehen im Rauschen unter.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-V-(thiazol-2-ylmethyl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat
(131)

0]

N
NaBH N
w0 e T
\ S tr. MeOH F3C—COO" O
RT, 48 h
76 %
108 121 131

Thiazol-2-ylmethanamin (108, 50.0 mg, 438 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. MeOH gelost.
Zu der Losung wurden 4 A Molekularsieb (100 mg) und [1,1'-Biphenyl]-4-carbaldehyd (121,
87.8 mg, 482 umol, 1.10 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden
geriihrt. AnschlieBend wurde NaBH4 (24.9 mg, 657 pmol, 1.50 eq) hinzugegeben und fiir
weitere 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde die Losung filtriert und das

Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde mittels praparativer HPLC gereinigt.
Ausbeute: 131 mg (332 umol, 76 %) gelber Feststoff

HPLC: 48.5 % B, Reinheit: 99.5 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C17H16N2S 280.10 (M), gef. 281.06 (M+H)"

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) 8 [ppm] = 9.70 (s, 2H), 7.95 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.88
(d, J=3.2Hz, 1H), 7.77 — 7.74 (m, 2H), 7.72 — 7.68 (m, 2H), 7.62 — 7.59 (m,
2H), 7.51 — 7.47 (m, 2H), 7.42 — 7.37 (m, 1H), 4.60 (s, 2H), 4.31 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) 8 [ppm] = 160.26, 142.68, 140.73, 139.34, 130.86,
130.69, 128.95, 127.75, 126.84, 126.67, 122.57, 49.82, 45.96.

Die TFA-Signale gehen im Rauschen unter.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-Benzyl-N-(thiazol-2-ylmethyl)methansulfonamid (132)

N N o} NEt N
o}

_ - tr. DCM
F4C-COO0 0°C > RT 225h |
122 111 69 % 132

N-Benzyl-1-(thiazol-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (122, 70.0 mg, 221 umol,
1.00 eq) wurde in 2 mL tr. DCM geldst und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden NEt3
(123 pL, 882 pumol, 4.00 eq) und Methansulfonylchlorid (111, 51 pL, 662 pmol, 3.00 eq)
gegeben. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 22 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde die Losung mit DCM verdiinnt und mit H,O

gewaschen. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels priparativer

HPLC gereinigt.

Ausbeute: 43 mg (152 pmol, 69 %) weiller Feststoff

HPLC: 57.6 % B, Reinheit: 95.1 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C12H14N»0,S, 282.05 (M), gef. 283.00 (M+H)"

HRMS (ESTI*):  m/z ber. fiir C12H14N2NaO>S2 305.0389, gef. 305.0391

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 7.75 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.67 (d, J = 3.3 Hz,
1H), 7.37 — 7.29 (m, 5H), 4.62 (s, 2H), 4.41 (s, 2H), 3.05 (s, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, CDCls-d) & [ppm] = 172.10, 136.14, 134.56, 129.49, 129.15,
128.78, 122.32, 53.13, 46.86, 38.91.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(2-Methoxybenzyl)-N-(thiazol-2-ylmethyl)methansulfonamid (133)

e

o) o~
0 NEt
N T 3
Q/\ N + —s-cl > N\\’/\N
s 2 8 tr. DCM Q\/S 0=8=0
F;C—-COO- 0°C _)751;)0 16.5h |
123 111 133

N-(2-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (123, 70.0 mg,
201 pmol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. DCM gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden
NEt; (112 pL, 804 umol, 4.00 eq) und Methansulfonylchlorid (111, 47 pL, 603 pmol, 3.00 eq)
gegeben. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 16 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurde die Losung mit DCM verdiinnt und mit H,O

gewaschen. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels priparativer

HPLC gereinigt.

Ausbeute: 49 mg (157 umol, 78 %) weiler Feststoff

HPLC: 57.7 % B, Reinheit: 99.5 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C13H1sN203S2 312.06 (M), gef. 313.13 (M+H)"

HRMS (ESI"):  m/z ber. fiir C13H16N2NaO3S2 335.0495, gef. 335.0498

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 7.73 (d,J = 3.2 Hz, 1H), 7.65 (d, J = 3.3 Hz,
1H), 7.31 — 7.26 (m, 2H), 6.99 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 6.93 (td, J = 7.4, 1.0 Hz,
1H), 4.63 (s, 2H), 4.42 (s, 2H), 3.76 (s, 3H), 3.01 (s, 3H).

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-d¢) 6 [ppm] = 166.83, 157.16, 142.33, 130.00, 129.24,
123.53, 120.85, 120.25, 110.85, 55.21, 47.84, 45.78, 38.74.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(3-Methoxybenzyl)-N-(thiazol-2-ylmethyl)methansulfonamid (134)

A N 0] NEt; N ~
I = N
W O R 4 - LT
o I

] ir. DCM
F3C-CO0 0°C > RT, 165 h
124 111 81 % 134

N-(3-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (124, 70.0 mg,
201 pmol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. DCM gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden
NEt; (112 pL, 804 umol, 4.00 eq) und Methansulfonylchlorid (111, 47 uL, 603 pmol, 3.00 eq)
gegeben. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 16 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurde die Losung mit DCM verdiinnt und mit H>O

gewaschen. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels priparativer

HPLC gereinigt.
Ausbeute: 51 mg (163 umol, 81 %) weiBler Feststoff
HPLC: 56.9 % B, Reinheit: 97.0 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C13H16N203S2 312.06 (M), gef. 313.12 (M+H)*
HRMS (EST*):  m/z ber. fir C13HisN2NaO3S» 335.0495, gef. 335.0491

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 5 [ppm] = 7.75 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.68 (d, ] = 3.3 Hz,
1H), 7.26 (td, ] = 7.7, 0.7 Hz, 1H), 6.91 — 6.84 (m, 3H), 4.63 (s, 2H), 4.38 (s,
2H), 3.73 (s, 3H), 3.05 (s, 3H).

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 166.17, 159.29, 142.39, 137.50, 129.53,
121.08, 120.55, 113.94, 113.17, 54.95, 50.88, 47.62, 38.60.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(3-Methylbenzyl)-N-(thiazol-2-ylmethyl)methansulfonamid (135)

N o) NEt N
N N N 3 N N
<\/w/\HZ . R _ <\/\’/\_ v
] + I tr. DCM S 0=S=0
o] - I

F,C—-COO" 0°C - RT, 195h
125 111 48 % 135

N-(3-Methylbenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (125, 95.0 mg,
286 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. DCM gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden
NEt; (159 uL, 1.14 mmol, 4.00 eq) und Methansulfonylchlorid (111, 66 puL, 858 umol, 3.00 eq)
gegeben. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und danach fiir weitere 19 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurde die Losung mit DCM verdiinnt und mit H>O

gewaschen. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels priparativer

HPLC gereinigt.

Ausbeute: 41 mg (138 umol, 48 %) gelbes Ol

HPLC: 62.0 % B, Reinheit: 97.2 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C13H16N202S2 296.07 (M), gef. 297.19 (M+H)*

HRMS (ESI*):  m/z ber. fiir C13H16N2NaO2S2 319.0545, gef. 319.0536

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] =7.75 (d, J=3.3 Hz, 1H), 7.68 (d, ] = 3.3 Hz,
1H), 7.25 -7.20 (m, 1H), 7.13 — 7.08 (m, 3H), 4.60 (s, 2H), 4.37 (s, 2H), 3.04
(s, 3H), 2.28 (s, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 166.09, 142.39, 137.58, 135.77, 128.99,
128.33, 125.53, 121.05, 119.40, 50.81, 47.44, 38.65, 20.91.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Ethoxybenzyl)-N-(thiazol-2-ylmethyl)methansulfonamid (136)

N\\’/\N/\©\ 0 NEt, Na N
&s fa o~ —(::)—C' > &js/o\:s':/o\©\o/\

_ ; tr. DCM
FsC-COO 0°C > RT, 15.5h |
126 111 83 % 136

N-(4-Ethoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (126, 60.0 mg,
166 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. DCM geldst und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden
NEt; (92 uL, 662 umol, 4.00 eq) und Methansulfonylchlorid (111, 38 pL, 497 umol, 3.00 eq)
gegeben. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 15 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurde die Losung mit DCM verdiinnt und mit H>O
gewaschen. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels priparativer

HPLC gereinigt.

Ausbeute: 45 mg (138 pmol, 83 %) weiller Feststoff

HPLC: 61.7 % B, Reinheit: 98.7 %

MS (ESIY): m/z ber. fir C14HisN>03S, 326.08 (M), gef. 327.13 (M+H)"
HRMS (EST*):  m/z ber. fir C14H1sN2NaO3S» 349.0651, gef. 349.0652

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 7.75 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.67 (d,J = 3.3 Hz,
1H), 7.25 — 7.22 (m, 2H), 6.90 — 6.87 (m, 2H), 4.58 (s, 2H), 4.32 (s, 2H), 4.00
(q,J = 7.0 Hz, 2H), 3.01 (s, 3H), 1.31 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 166.37, 158.12, 142.39, 129.98, 127.41,
121.00, 114.35, 62.95, 50.29, 47.18, 38.66, 14.56.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Chlorbenzyl)-N-(thiazol-2-ylmethyl)methansulfonamid (137)

N
SEE * o —$-cC > \_s 0=8=0
cl i =5= o

. tr. DCM
FsC=COO 0°C - RT, 17.5h |
127 111 96 % 137

N-(4-Chlorbenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (127, 60.0 mg,
170 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. DCM geldst und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden
NEt; (95 uL, 680 umol, 4.00 eq) und Methansulfonylchlorid (111, 40 pL, 510 umol, 3.00 eq)
gegeben. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 17 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurde die Losung mit DCM verdiinnt und mit H>O

gewaschen. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels priparativer

HPLC gereinigt.
Ausbeute: 52 mg (164 umol, 96 %) weiBler Feststoff
HPLC: 63.4 % B, Reinheit: 95.1 %

MS (ESI): miz ber. fiir C12H13CIN20,S, 316.01 (M), gef. 317.14 (M+H)"

HRMS (ESI*):  m/z ber. fiir C12H13CIN2NaO;S2 338.9999, gef. 338.9994

"H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] =7.73 (d,J =3.3 Hz, 1H), 7.67 (d, J= 3.2 Hz,
1H), 7.40 — 7.37 (m, 2H), 7.35 — 7.32 (m, 2H), 4.64 (s, 2H), 4.41 (s, 2H), 3.07
(s, 3H).

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 166.02, 142.38, 135.23, 132.24, 130.22,

128.35, 121.14, 50.39, 47.85, 38.49.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(3-Chlorbenzyl)-N-(thiazol-2-ylmethyl)methansulfonamid (138)

N Cl O NEt N Cl
A N I 3 A N
<\/\’/\H2 + —s-cl - <\/\I/\_ L
S + I tr. DCM S 0=S=0

F,C—COO" 0°C > RT, 17.5h
128 11 74 % 138

N-(3-Chlorbenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (128, 60.0 mg,
170 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. DCM geldst und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden
NEt; (95 uL, 680 umol, 4.00 eq) und Methansulfonylchlorid (111, 40 pL, 510 umol, 3.00 eq)
gegeben. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 17 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurde die Losung mit DCM verdiinnt und mit H>O

gewaschen. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels priparativer

HPLC gereinigt.
Ausbeute: 40 mg (126 umol, 74 %) farbloses Ol
HPLC: 63.5 % B, Reinheit: 95.3 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C12H13CIN202S2 316.01 (M), gef. 317.15 (M+H)*

HRMS (ESI*):  m/z ber. fiir C12H13CIN2NaO>S:2 338.9999, gef. 339.0001

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm]=7.73 (d,J =3.3 Hz, 1H), 7.67 (d, J = 3.3 Hz,
1H), 7.38 — 7.30 (m, 3H), 7.28 — 7.26 (m, 1H), 4.67 (s, 2H), 4.43 (s, 2H), 3.09
(s, 3H).

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 166.01, 142.35, 138.93, 133.00, 130.21,

128.03, 127.51, 126.90, 121.16, 50.66, 48.18, 38.39.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(3-Brombenzyl)-N-(thiazol-2-ylmethyl)methansulfonamid (139)

N\’/\ Br B
~ N 0] NEt; N r
I ~ N
&s +H2/\©/ * —sc > <\/Ws/o\:é:/o\©/
o I

_ tr. DCM
FsC~COO 0°C > RT, 19.5h
129 111 85 % 139

N-(3-Brombenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanammonium-2,2, 2-trifluoracetat (129, 62.0 mg,
156 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. DCM geldst und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden
NEt; (87 uL, 624 umol, 4.00 eq) und Methansulfonylchlorid (111, 36 puL, 468 umol, 3.00 eq)
gegeben. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 19 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend wurde die Losung mit DCM verdiinnt und mit H,O

gewaschen. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels priparativer

HPLC gereinigt.
Ausbeute: 48 mg (133 umol, 85 %) gelbes Ol
HPLC: 64.6 % B, Reinheit: 97.5 %

MS (ESI*): m/z ber. fiir C12H13BrN20,S2 359.96 (M), gef. 361.06 (M+H)"

HRMS (ESI*):  m/z ber. fiir C12H13BrN2NaO2S; 382.9494, gef. 382.9487

"H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm]=7.73 (d,J =3.3 Hz, 1H), 7.67 (d, J= 3.2 Hz,
1H), 7.49 — 7.45 (m, 2H), 7.33 — 7.26 (m, 2H), 4.66 (s, 2H), 4.43 (s, 2H), 3.08
(s, 3H).

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 166.01, 142.34, 139.18, 130.92, 130.49,

130.41, 127.29, 121.59, 121.17, 50.64, 48.21, 38.37.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(3-Iodbenzyl)-V-(thiazol-2-ylmethyl)methansulfonamid (140)

N\’/\ I |
<N o] NEt, N
It ~ N
<\/S t':\@/ * _ﬁ_Cl > <\/\’S/O\:SI‘F/O\©/
o) I

) tr. DCM
FsC-COO 0°C > RT, 175h
130 111 81 % 140

N-(3-lodbenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (130, 60.0 mg,
135 pmol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. DCM gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden
NEt; (75 pL, 540 umol, 4.00 eq) und Methansulfonylchlorid (111, 31 pL, 405 umol, 3.00 eq)
gegeben. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 17 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurde die Losung mit DCM verdiinnt und mit H,O

gewaschen. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels priparativer

HPLC gereinigt.
Ausbeute: 45 mg (110 umol, 81 %) farbloses Ol
HPLC: 66.7 % B, Reinheit: 98.6 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C12H13IN202S, 407.95 (M), gef. 409.03 (M+H)"
HRMS (EST*):  m/z ber. fir C1oH13IN2NaO»S> 430.9355, gef. 430.9347

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 7.73 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.67 (d, J = 3.3 Hz,
1H), 7.66 — 7.62 (m, 2H), 7.32 (ddd, J = 7.7, 1.6, 1.1 Hz, 1H), 7.13 (t, J =
7.6 Hz, 1H), 4.65 (s, 2H), 4.39 (s, 2H), 3.07 (s, 3H).

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-d¢) 6 [ppm] = 166.02, 142.34, 138.95, 136.81, 136.26,
130.48, 127.68, 121.15, 94.71, 50.54, 48.17, 38.35.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-([1,1'-Biphenyl]-4-ylmethyl)-/NV-(thiazol-2-ylmethyl)methansulfonamid (141)

N N
S + + —S—-ClI > S 0=S=0
F4C—COO" O it r. DCM | O
0°C > RT, 15.5 h

131 111 44 % 141

Die Verbindung 1-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-N-(thiazol-2-ylmethyl)methanammonium-2,2,2-
trifluoracetat (141, 60.0 mg, 152 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. DCM geldst und auf 0 °C
gekiihlt. Zu der Losung wurden NEt3 (85 pL, 609 umol, 4.00 eq) und Methansulfonylchlorid
(111, 35 pL, 456 pumol, 3.00 eq) gegeben. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir
weitere 15 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend wurde die Losung mit DCM
verdiinnt und mit H>O gewaschen. Das Ldsungsmittel wurde in vacuo entfernt und der

Riickstand mittels préaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 24 mg (67.0 umol, 44 %) weiBer Feststoff

HPLC: 72.0 % B, Reinheit: 98.7 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1sH1sN202S2 358.08 (M), gef. 359.11 (M+H)*
HRMS (ESI*):  m/z ber. fiir C1sH1sN2NaO»S2 381.0702, gef. 381.0696

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 7.77 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.69 (d, ] = 3.2 Hz,
1H), 7.67 — 7.64 (m, 4H), 7.49 — 7.44 (m, 2H), 7.43 — 7.40 (m, 2H), 7.39 —
7.35 (m, 1H), 4.66 (s, 2H), 4.46 (s, 2H), 3.08 (s, 3H).

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 166.00, 142.45, 139.63, 139.51, 135.16,
129.02, 128.88, 127.44, 126.71, 126.56, 121.11, 50.48, 47.48, 38.74.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanamin (145)

0]
N NaBH, N
S _ tr. MeOH o~
) RT, 48 h
0,
108 109 65 % 145

Thiazol-2-ylmethanamin (108, 150 mg, 1.31 mmol, 1.00 eq) wurde in 6 mL tr. MeOH gelost.
Zu der Losung wurden 4 A Molekularsieb (100 mg) und 4-Methoxybenzaldehyd (109, 176 pL,
1.45 mmol, 1.10 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden geriihrt.
AnschlieBend wurde NaBH4 (74.6 mg, 1.97 mmol, 1.50 eq) hinzugegeben und fiir weitere
24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde die Losung filtriert und das
Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde mittels priaparativer HPLC gereinigt.
Nach der Lyophilisation wurde der Riickstand in EA aufgenommen und mit 1 M NaOH-L&sung

gewaschen. Die organische Phase wurde mit MgSOj4 getrocknet und das Losungsmittel in vacuo

entfernt.
Ausbeute: 198 mg (845 pumol, 65 %) gelbes Ol
HPLC: 33.5 % B, Reinheit: 96.9 %

MS (ESI*):  m/z ber. fiir C1oH1aN20S 234.08 (M), gef. 235.04 (M+H)"*

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 5 [ppm] = 7.70 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.59 (d, ] = 3.3 Hz,
1H), 7.28 — 7.25 (m, 2H), 6.90 — 6.87 (m, 2H), 3.94 (s, 2H), 3.73 (s, 3H), 3.69
(s, 2H), 3.21 (s, 1H).

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 172.87, 158.14, 142.16, 132.07, 129.13,
119.54, 113.54, 54.97, 51.65, 49.31.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Methoxybenzyl)-NV-(thiazol-2-ylmethyl)benzensulfonamid (144)

tr. DCM
0°C—>RT, 16.5h
95 %
145 142 144

NN
N\\’/\H . ('S)'—C| NEt; _ <\/\S’/O\:é=/0\©\o/
e O

N-(4-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanamin (145, 40.0 mg, 171 umol, 1.00 eq) wurde in
2 mL tr. DCM gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden NEt; (95 uL, 683 umol,
4.00 eq) und Benzensulfonylchlorid (142, 66 pL, 512 umol, 3.00 eq) gegeben. Der Ansatz
wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 16 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend wurde die Losung mit DCM verdinnt und mit H>O gewaschen. Das

Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels préparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 61 mg (163 umol, 95 %) gelber Feststoff
HPLC: 71.3 % B, Reinheit: 95.2 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir Ci1sHi1sN203S2 374.08 (M), gef. 375.05 (M+H)"*

HRMS (ESI"): m/z ber. fiir C1sHisN2NaOsS» 397.0651, gef. 397.0646

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 7.88 — 7.85 (m, 2H), 7.72 — 7.68 (m, 1H),
7.63 —7.58 (m, 4H), 7.13 — 7.10 (m, 2H), 6.85 — 6.81 (m, 2H), 4.59 (s, 2H),
4.35 (s, 2H), 3.71 (s, 3H).

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 166.04, 158.83, 142.02, 139.18, 133.01,
129.97, 129.36, 127.21, 126.96, 121.12, 113.77, 55.03, 50.92, 47.67.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

Y

N-(4-Methoxybenzyl)-4-nitro-/N-(thiazol-2-ylmethyl)benzensulfonamid (157)
N Q NEt
o~ o tr. DCM

N
ol
S 0=S=0 s
@)
0°C—>RT, 17.5h

67 % NO,

145 146 157

N-(4-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanamin (145, 60.0 mg, 256 umol, 1.00 eq) wurde in
3 mL tr. DCM gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden NEt3 (143 pL, 1.02 mmol,
4.00 eq) und 4-Nitrobenzensulfonylchlorid (146, 170 mg, 768 umol, 3.00 eq) gegeben. Der
Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 17 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt.
AnschlieBend wurde die Losung mit DCM verdinnt und mit H>O gewaschen. Das

Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.
Ausbeute: 72 mg (172 umol, 67 %) weiller Feststoff

HPLC: 73.3 % B, Reinheit: 99.6 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1sH17N305S2 419.06 (M), gef. 420.07 (M+H)"

HRMS (ESI"):  m/z ber. fir C1sH17N3NaOsS2 442.0502, gef. 442.0505

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.38 — 8.35 (m, 2H), 8.12 — 8.09 (m, 2H),
7.62 (d,J=3.3 Hz, 1H), 7.60 (d,J = 3.3 Hz, 1H), 7.16 — 7.13 (m, 2H), 6.87 —
6.83 (m, 2H), 4.67 (s, 2H), 4.44 (s, 2H), 3.71 (s, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 165.27, 158.95, 149.72, 144.77, 142.16,
130.01, 128.62, 126.83, 124.46, 121.25, 113.87, 55.05, 51.04, 47.62.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Methoxybenzyl)-3-nitro-/N-(thiazol-2-ylmethyl)benzensulfonamid (158)

tr. DCM
0°C - RT, 16.5h
81 % NO,

N
N =N @/\—N‘/\@
Q’/\N 0 NEt; S 0=S=0 O/
<\/ H + I} >
S - S—cCl
© o

145 147 158

N-(4-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanamin (145, 60.0 mg, 256 pmol, 1.00 eq) wurde in
3 mL tr. DCM gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden NEt3 (143 pL, 1.02 mmol,
4.00 eq) und 3-Nitrobenzensulfonylchlorid (147, 170 mg, 768 umol, 3.00 eq) gegeben. Der
Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und danach fiir weitere 16 Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt. Anschlieend wurde die Losung mit DCM verdiinnt und mit H>O gewaschen. Das

Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels préparativer HPLC gereinigt.
Ausbeute: 87 mg (207 umol, 81 %) weiller Feststoff

HPLC: 72.8 % B, Reinheit: 99.0 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1sH17N305S2 419.06 (M), gef. 420.06 (M+H)"

HRMS (EST*):  m/z ber. fir Ci1sHi7N3NaOsS; 442.0502, gef. 442.0501

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.47 (ddd, J = 8.2, 2.3, 1.0 Hz, 1H), 8.36 (t,
J=1.9 Hz, 1H), 8.28 (ddd, J=7.9, 1.8, 1.0 Hz, 1H), 7.86 (t, J = 8.2 Hz, 1H),
7.62 — 7.60 (m, 2H), 7.18 — 7.15 (m, 2H), 6.85 — 6.83 (m, 2H), 4.72 (s, 2H),
4.46 (s, 2H), 3.71 (s, 3H).

3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 165.12, 158.92, 147.72, 142.20, 141.01,
132.96,131.32,130.02, 127.36, 126.81, 121.73,121.17, 113.83, 55.02, 51.03,
47.62.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Methoxybenzyl)-2-nitro-/N-(thiazol-2-ylmethyl)benzensulfonamid (159)

NO N\\’/\N

2 |

NY\N 0 NEts <\/s 0=5=0 o
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<\/s H o §c tr. DCM NO,
o 0°C - RT, 185 h
70 %
145 148 159

N-(4-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanamin (145, 60.0 mg, 256 pmol, 1.00 eq) wurde in
4 mL tr. DCM gelost und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden NEt3 (143 pL, 1.02 mmol,
4.00 eq) und 2-Nitrobenzensulfonylchlorid (148, 170 mg, 768 umol, 3.00 eq) gegeben. Der
Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 18 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend wurde die Losung mit DCM verdinnt und mit H>O gewaschen. Das

Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels préparativer HPLC gereinigt.
Ausbeute: 75 mg (179 umol, 70 %) gelber Feststoff

HPLC: 71.4 % B, Reinheit: 99.9 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1sH17N305S2 419.06 (M), gef. 420.08 (M+H)"

HRMS (EST*):  m/z ber. fir CisHi7N3NaOsS; 442.0502, gef. 442.0505

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 8.07 (dd, J = 8.0, 1.3 Hz, 1H), 8.02 (dd, J =
8.0, 1.2 Hz, 1H), 7.91 (td, J = 7.8, 1.3 Hz, 1H), 7.81 (td, ] = 7.8, 1.3 Hz, 1H),
7.68 (d,J=3.3 Hz, 1H), 7.63 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.13 — 7.09 (m, 2H), 6.88 —
6.83 (m, 2H), 4.72 (s, 2H), 4.49 (s, 2H), 3.72 (s, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 165.02, 158.96, 147.37, 142.22, 134.75,
132.49, 131.90, 130.15, 129.86, 126.68, 124.36, 121.47, 113.93, 55.06, 50.54,
47.19.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Methoxybenzyl)-4-methyl-/N-(thiazol-2-ylmethyl)benzensulfonamid (160)

Y

N o NEts
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0]
0°C > RT, 185h
29 %

145 149 160

N-(4-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanamin (145, 35.0 mg, 149 umol, 1.00 eq) wurde in
2 mL tr. DCM gelost und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden NEt3 (83 pL, 597 pumol,
4.00 eq) und 4-Methylbenzensulfonylchlorid (149, 85.4 mg, 448 umol, 3.00 eq) gegeben. Der
Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 18 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt.
AnschlieBend wurde die Losung mit DCM verdinnt und mit H>O gewaschen. Das

Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 17 mg (43.8 umol, 29 %) weiBler Feststoff
HPLC: 73.9 % B, Reinheit: 95.9 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1oH20N203S, 388.09 (M), gef. 389.07 (M+H)"

HRMS (ESI"):  m/z ber. fiir C19H20N2NaO3S2 411.0808, gef. 411.0813

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 7.74 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.62 (d, J = 3.2 Hz,
1H), 7.59 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.41 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.13 (d, ] = 8.7 Hz,
2H), 6.83 (d, ] = 8.7 Hz, 2H), 4.56 (s, 2H), 4.31 (s, 2H), 3.71 (s, 3H), 2.41 (s,
3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 166.30, 158.80, 143.43, 141.97, 136.16,
129.99, 129.79, 127.30, 127.06, 121.08, 113.74, 55.02, 51.03, 47.82, 20.95.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Methoxybenzyl)-3-methyl-/NV-(thiazol-2-ylmethyl)benzensulfonamid (161)
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tr. DCM
0°C—>RT, 18.5h
60 %
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N-(4-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanamin (145, 35.0 mg, 149 pmol, 1.00 eq) wurde in
2 mL tr. DCM gelost und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden NEt3 (83 pL, 597 pumol,
4.00 eq) und 3-Methylbenzensulfonylchlorid (150, 85.4 mg, 448 umol, 3.00 eq) gegeben. Der
Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 18 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt.
AnschlieBend wurde die Losung mit DCM verdinnt und mit H>O gewaschen. Das

Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels préparativer HPLC gereinigt.
Ausbeute: 35 mg (90.0 umol, 60 %) weiBer Feststoff

HPLC: 74.3 % B, Reinheit: 96.0 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1oH20N>03S, 388.09 (M), gef. 389.15 (M+H)"

HRMS (EST*):  m/z ber. fiir C19H20N2NaO3S» 411.0808, gef. 411.0809

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds)  [ppm] = 7.66 — 7.59 (m, 4H), 7.51 — 7.45 (m, 2H),
7.16 — 7.12 (m, 2H), 6.85 — 6.82 (m, 2H), 4.59 (s, 2H), 4.35 (s, 2H), 3.71 (s,
3H), 2.38 (s, 3H).

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 166.09, 158.81, 142.01, 139.16, 139.04,
133.56,130.00, 129.15,127.28, 127.16, 124.11, 121.08, 113.74, 55.02, 50.95,
47.72,20.72.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Methoxybenzyl)-2-methyl-/N-(thiazol-2-ylmethyl)benzensulfonamid (162)
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0°C > RT, 18.5h
69 %
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N-(4-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanamin (145, 35.0 mg, 149 pmol, 1.00 eq) wurde in
2 mL tr. DCM gelost und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden NEt3 (83 pL, 597 pumol,
4.00 eq) und 2-Methylbenzensulfonylchlorid (151, 85.4 mg, 448 umol, 3.00 eq) gegeben. Der
Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 18 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend wurde die Losung mit DCM verdinnt und mit H>O gewaschen. Das

Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels préparativer HPLC gereinigt.
Ausbeute: 40 mg (103 pmol, 69 %) grauer Feststoff

HPLC: 75.7 % B, Reinheit: 98.3 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C19H20N203S, 388.09 (M), gef. 389.14 (M+H)*

HRMS (EST*):  m/z ber. fiir C19H20N2NaO3S> 411.0808, gef. 411.0809

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 7.88 (dd, J = 7.9, 1.2 Hz, 1H), 7.70 (d, J =
3.3 Hz, 1H), 7.64 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.58 (td, J = 7.5, 1.3 Hz, 1H), 7.45 (d,
J=7.5Hz, 1H), 7.40 (t, ] = 7.6 Hz, 1H), 7.08 — 7.05 (m, 2H), 6.87 — 6.84 (m,
2H), 4.59 (s, 2H), 4.39 (s, 2H), 3.72 (s, 3H), 2.53 (s, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 165.27, 158.89, 142.19, 137.70, 137.07,
133.16, 132.80, 130.00, 129.13, 127.07, 126.46, 121.47, 113.85, 55.05, 49.74,
46.26, 19.85.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

3-Methoxy-/N-(4-methoxybenzyl)-/NV-(thiazol-2-ylmethyl)benzensulfonamid (163)

tr. DCM
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N-(4-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanamin (145, 40.0 mg, 171 pmol, 1.00 eq) wurde in
2 mL tr. DCM gelost und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden NEt; (95 uL, 683 umol,
4.00 eq) und 3-Methoxybenzensulfonylchlorid (152, 106 mg, 512 umol, 3.00 eq) gegeben. Der
Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 16 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend wurde die Losung mit DCM verdinnt und mit H>O gewaschen. Das

Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels préparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 53 mg (131 umol, 77 %) gelber Feststoff
HPLC: 72.4 % B, Reinheit: 99.7 %
MS (ESIY): m/z ber. fiir C1oH20N204S2 404.09 (M), gef. 405.07 (M+H)"

HRMS (EST*):  m/z ber. fiir C1oH20N2NaO4S> 427.0757, gef. 427.0759

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 7.63 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.60 (d, J = 3.3 Hz,
1H), 7.52 (t, ] = 8.0 Hz, 1H), 7.43 (ddd, J = 7.7, 1.7, 1.0 Hz, 1H), 7.30 — 7.29
(m, 1H), 7.25 (ddd, J = 8.3, 2.6, 0.9 Hz, 1H), 7.15 — 7.12 (m, 2H), 6.85 — 6.82
(m, 2H), 4.61 (s, 2H), 4.36 (s, 2H), 3.82 (s, 3H), 3.71 (s, 3H).

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 166.04, 159.55, 158.82, 142.01, 140.40,
130.56,129.98,127.26,121.14,119.13,119.11, 113.75,111.67, 55.63, 55.03,
50.93, 47.69.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

3-Chlor-N-(4-methoxybenzyl)-/N-(thiazol-2-ylmethyl)benzensulfonamid (164)
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N-(4-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanamin (145, 40.0 mg, 171 pmol, 1.00 eq) wurde in
2 mL tr. DCM gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden NEt; (95 uL, 683 umol,
4.00 eq) und 3-Chlorbenzensulfonylchlorid (153, 72 uL, 512 pumol, 3.00 eq) gegeben. Der
Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 16 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend wurde die Losung mit DCM verdinnt und mit H>O gewaschen. Das

Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels préparativer HPLC gereinigt.
Ausbeute: 58 mg (142 umol, 83 %) gelber Feststoff

HPLC: 78.0 % B, Reinheit: 98.7 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1sH17CIN203S; 408.04 (M), gef. 408.99 (M+H)"

HRMS (EST*):  m/z ber. fir Ci1sHi7CIN2NaO3S, 431.0261, gef. 431.0263

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 7.81 (ddd, J=7.8, 1.8, 1.0 Hz, 1H), 7.79 (t,
J=1.8 Hz, 1H), 7.76 — 7.73 (m, 1H), 7.64 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.62 (d, J =
3.3 Hz, 1H), 7.61 — 7.59 (m, 1H), 7.17 — 7.13 (m, 2H), 6.87 — 6.83 (m, 2H),
4.65 (s, 2H), 4.41 (s, 2H), 3.72 (s, 3H).

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 165.49, 158.89, 142.11, 141.20, 133.98,
132.87,131.25,129.99, 127.03, 126.53, 125.66, 121.17, 113.80, 55.03, 50.91,
47.58.

179



5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Methoxybenzyl)-1-phenyl-/NV-(thiazol-2-ylmethyl)methansulfonamid (165)
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N-(4-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanamin (145, 40.0 mg, 171 pmol, 1.00 eq) wurde in
2 mL tr. DCM gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Lésung wurden NEt; (95 uL, 683 pumol,
4.00 eq) und Benzylsulfonylchlorid (154, 97.6 mg, 512 umol, 3.00 eq) gegeben. Der Ansatz
wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 17 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend wurde die Losung mit DCM verdinnt und mit H>O gewaschen. Das

Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels préparativer HPLC gereinigt.
Ausbeute: 58 mg (149 umol, 87 %) gelber Feststoff

HPLC: 70.5 % B, Reinheit: 99.1 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1oH20N»03S, 388.09 (M), gef. 389.03 (M+H)"

HRMS (EST*):  m/z ber. fiir C19H20N2NaO3S» 411.0808, gef. 411.0809

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 7.73 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.65 (d, J = 3.3 Hz,
1H), 7.39 — 7.37 (m, 3H), 7.35 — 7.32 (m, 2H), 7.22 — 7.19 (m, 2H), 6.88 —
6.86 (m, 2H), 4.54 (s, 2H), 4.50 (s, 2H), 4.23 (s, 2H), 3.72 (s, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 166.52, 158.85, 142.25, 130.80, 130.08,
129.35, 128.41, 128.28, 127.68, 121.16, 113.81, 57.09, 55.03, 51.03, 47.84.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Methoxybenzyl)-N-(thiazol-2-ylmethyl)naphthalen-1-sulfonamid (166)
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N-(4-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanamin (145, 35.0 mg, 149 umol, 1.00 eq) wurde in
2 mL tr. DCM gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden NEt; (83 uL, 597 umol,
4.00 eq) und Naphthalen-1-sulfonylchlorid (155, 50.8 mg, 224 pmol, 1.50 eq) gegeben. Der
Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 17 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend wurde die Losung mit DCM verdinnt und mit H>O gewaschen. Das

Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels préparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 41 mg (96.6 umol, 65 %) weiller Feststoff
HPLC: 78.5 % B, Reinheit: 95.4 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C2oH20N203S: 424.09 (M), gef. 425.21 (M+H)"*

HRMS (ESI"):  m/z ber. fiir C22H20N2NaO3S, 447.0808, gef. 447.0801

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 8.60 — 8.57 (m, 1H), 8.29 (d, J = 8.3 Hz,
1H), 8.19 (dd, J = 7.4, 1.2 Hz, 1H), 8.13 (dd, ] = 8.3, 1.1 Hz, 1H), 7.75 - 7.62
(m, 4H), 7.56 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.05 — 7.01 (m, 2H), 6.80 — 6.76 (m, 2H),
4.68 (s, 2H), 4.47 (s, 2H), 3.70 (s, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 165.26, 158.82, 142.02, 134.51, 13431,
133.99, 130.00, 129.54, 129.10, 128.30, 127.74, 126.98, 126.95, 124.51,
124.38, 121.37, 113.74, 55.02, 50.02, 46.59.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Methoxybenzyl)-NV-(thiazol-2-ylmethyl)naphthalen-2-sulfonamid (167)
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N-(4-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanamin (145, 35.0 mg, 149 umol, 1.00 eq) wurde in
2 mL tr. DCM gelost und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden NEt; (83 uL, 597 umol,
4.00 eq) und Naphthalen-2-sulfonylchlorid (156, 67.7 mg, 299 umol, 2.00 eq) gegeben. Der
Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 18 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend wurde die Losung mit DCM verdinnt und mit H>O gewaschen. Das

Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels préparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 29 mg (68.3 umol, 46 %) weiller Feststoff
HPLC: 78.5 % B, Reinheit: 95.2 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C2oH20N203S2 424.09 (M), gef. 425.07 (M+H)*

HRMS (ESI"):  m/z ber. fiir C22H20N2NaO;3S, 447.0808, gef. 411.0816

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 8.53 (d, ] = 1.8 Hz, 1H), 8.18 — 8.11 (m,
2H), 8.09 — 8.06 (m, 1H), 7.86 (dd, J = 8.7, 2.0 Hz, 1H), 7.76 — 7.67 (m, 2H),
7.60 (d,J =3.3 Hz, 1H), 7.56 (d,J = 3.2 Hz, 1H), 7.17 — 7.13 (m, 2H), 6.82 —
6.79 (m, 2H), 4.66 (s, 2H), 4.41 (s, 2H), 3.69 (s, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 166.11, 158.80, 142.01, 136.19, 134.31,
131.76, 130.01, 129.41, 129.30, 128.93, 128.27, 127.76, 127.56, 127.23,
122.36, 121.11, 113.74, 54.99, 51.04, 47.83.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

4-(N-(4-Methoxybenzyl)-N-(thiazol-2-ylmethyl)sulfamoyl)benzenammonium-2,2,2-
trifluoracetat (168)
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N-(4-Methoxybenzyl)-4-nitro-N-(thiazol-2-ylmethyl)benzensulfonamid (157, 56.0 mg,
134 pmol, 1.00 eq) wurde in 30 mL MeOH gelost. Zu der Losung wurde Pd/C (10 % w/w;
14.3 mg, 13.4 pmol, 0.10 eq) gegeben und unter Wasserstoff-Atmosphére bei Raumtemperatur
fiir 4 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde die Suspension iiber Kieselgur filtriert und das

Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 24 mg (47.7 pmol, 36 %) weiler Feststoff
HPLC: 60.9 % B, Reinheit: 95.1 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir Ci1sH19N303S2 389.09 (M), gef. 390.05 (M+H)"

HRMS (ESI*):  m/z ber. fiir C1sH oN3NaOsS, 412.0760, gef. 412.0767

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 7.62 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 3.3 Hz,
1H), 7.50 — 7.47 (m, 2H), 7.15 — 7.11 (m, 2H), 6.85 — 6.81 (m, 2H), 6.66 —
6.62 (m, 2H), 5.69 (s, 3H), 4.46 (s, 2H), 4.22 (s, 2H), 3.71 (s, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) 8 [ppm] = 167.14, 158.71, 153.04, 141.85, 129.97,
129.13, 127.72, 123.43, 120.94, 113.67, 112.84, 55.00, 51.06, 47.94.

Die TFA-Signale gehen im Rauschen unter.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Methoxybenzyl)-N-(thiazol-2-ylmethyl)acetamid (171)
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N-(3-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (110, 70.0 mg,
201 pmol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. DCM gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden
NEt; (112 pL, 804 umol, 4.00 eq) und Acetylchlorid (169, 43 uL, 603 pmol, 3.00 eq) gegeben.
Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 18 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend wurde die Losung mit DCM verdinnt und mit H>O gewaschen. Das

Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels préparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 47 mg (170 pmol, 85 %) gelber Feststoff
HPLC: 50.1 % B, Reinheit: 98.7 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C14H16N202S 276.09 (M), gef. 277.05 (M+H)"

HRMS (ESI"):  m/z ber. fiir C14H16N2NaO2S 299.0825, gef. 299.0832

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 7.77 — 7.68 (m, 1H), 7.65 — 7.57 (m, 1H),
7.17 (d, ] = 8.0 Hz, 2H), 6.90 (d, ] = 8.1 Hz, 2H), 4.75 (s, 2H), 4.55 (s, 2H),
3.76 (s, 3H), 2.14 (s, 3H).

Das '"H-NMR-Spektrum wurde bei 100 °C gemessen, da die Verbindung bei
30 °C vermutlich wegen einer cis/trans-Isomerisierung der Amidbindung

zwei Signaldatensétze zeigte. Bei 100 °C wurde nur ein Datensatz erhalten.

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-d¢) 6 [ppm] = 170.16, 170.14, 167.11, 166.68, 158.60,
158.48, 142.73, 141.87, 129.33, 129.28, 128.63, 128.25, 120.69, 120.50,
114.10, 113.81, 55.06, 55.02, 50.90, 48.43, 47.51, 45.85, 21.48, 21.28.

Aufgrund der schlechten Auflosung der Signale bei 100 °C wurde das
1BC-NMR bei 30 °C gemessen, weswegen zwei Datensitze fiir das cis bzw.

trans-Amid Molekiil angegeben sind.

184



5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Methoxybenzyl)-N-(thiazol-2-ylmethyl)pivalamid (172)
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N-(3-Methoxybenzyl)-1-(thiazol-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (110, 78.0 mg,
224 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. DCM gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden
NEt; (125 uL, 896 umol, 4.00 eq) und Pivaloylchlorid (170, 83 uL, 672 pmol, 3.00 eq)
gegeben. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 19 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend wurde die Losung mit DCM verdiinnt und mit H,O

gewaschen. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels préparativer

HPLC gereinigt.

Ausbeute: 47 mg (138 umol, 62 %) farbloses Ol

HPLC: 65.7 % B, Reinheit: 98.1 %

MS (ESTY): m/z ber. fiir C17H2N20:S 318.14 (M), gef. 319.21 (M+H)"

HRMS (ESI"): m/z ber. fiir C17H2:N2NaO»S 341.1294, gef. 341.1303

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 7.72 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 3.3 Hz,
1H), 7.13 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.93 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.65 (s, 4H), 3.75 (s,
3H), 1.25 (s, 9H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 176.76, 167.11, 158.46, 141.92, 128.66,
128.14, 120.53, 114.03, 55.03, 50.07, 47.64, 38.58, 28.13.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Methoxybenzyl)-1-(thiophen-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (174)

(0]
~ NH NaBH, @/\H/\Q\
2 + H " - S 2
@ ) o~
o~
109

tr. MeOH _ ,
RT, 48 h FaC-COO

60 %

173 174

Thiophen-2-ylmethanamin (173, 80.0 mg, 707 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. MeOH gelost.
Zu der Losung wurden 4 A Molekularsieb (100 mg) und 4-Methoxybenzaldehyd (109, 95 uL,
778 umol, 1.10 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden geriihrt.
Anschlieend wurde NaBH4 (40.1 mg, 1.06 mmol, 1.50 eq) hinzugegeben und fiir weitere
24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde die Losung filtriert und das

Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde mittels praparativer HPLC gereinigt.
Ausbeute: 148 mg (426 umol, 60 %) weiler Feststoff

HPLC: 39.9 % B, Reinheit: 99.9 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C13HisNOS 233.09 (M), gef. 234.07 (M+H)"

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 9.33 (s, 2H), 7.64 (dd, ] = 5.1, 1.3 Hz, 1H),
7.45 —7.36 (m, 2H), 7.28 (dd, J = 3.5, 1.2 Hz, 1H), 7.11 (dd, J = 5.1, 3.5 Hz,
1H), 7.04 — 6.94 (m, 2H), 4.38 (s, 2H), 4.10 (s, 2H), 3.77 (s, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 159.73, 158.02 (q, J = 30.9 Hz), 132.82,
131.51, 130.45, 128.20, 127.33, 123.48, 114.01, 55.17, 49.14, 43.75.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Methoxybenzyl)-N-(thiophen-2-ylmethyl)methansulfonamid (176)

= N O NEt;3 RS N
\s + —8-Cl > \ :
+ o/ Y S 0=S=0 o/

F3C-COO" 0 tr- DCM |
3 0°C = RT, 17.5h
174 111 94 % 176

N-(4-Methoxybenzyl)-1-(thiophen-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (174, 50.0 mg,
144 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. DCM gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Lésung wurden
NEt; (62 puL, 446 pmol, 3.10 eq) und Methansulfonylchlorid (111, 23 pL, 302 umol, 2.10 eq)
gegeben. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 17 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurde die Losung mit DCM verdiinnt und mit H>O

gewaschen. Die organische Phase wurde mit MgSOj4 getrocknet und das Losungsmittel in vacuo

entfernt.

Ausbeute: 42 mg (135 pmol, 94 %) gelber Feststoff

HPLC: 68.5 % B, Reinheit: 96.9 %

MS (ESTY): m/z ber. fiir C14H17NO3S, 311.06 (M), gef. 334.05 (M+Na)"

HRMS (ESI"): m/z ber. fiir C14Hi17NNaOsS, 334.0542, gef. 334.0539

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 7.49 (dd, J = 4.7, 1.6 Hz, 1H), 7.26 — 7.23
(m, 2H), 7.01 — 6.97 (m, 2H), 6.93 — 6.90 (m, 2H), 4.42 (s, 2H), 4.25 (s, 2H),
3.75 (s, 3H), 2.88 (s, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) 5 [ppm] = 158.77, 138.61, 129.72, 127.87, 127.72,
126.80, 126.47, 113.88, 55.04, 49.23, 44.40, 38.92.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Methoxybenzyl)-N-(thiophen-2-ylmethyl)ethansulfonamid (177)

= N 0 NEts s N
\ H, I o \ _&_
S + ot S—ClI > S 0=S=0 o

O 1
F3C—-COO" o) tr. DCM
3 0°C > RT, 17.5h )
174 175 47 % 177

N-(4-Methoxybenzyl)-1-(thiophen-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (174, 50.0 mg,
144 pmol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. DCM gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden
NEt; (42 puL, 302 pmol, 2.10 eq) und Ethansulfonylchlorid (175, 15 pL, 158 umol, 1.10 eq)
gegeben. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 17 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurde die Losung mit DCM verdiinnt und mit H>O
gewaschen. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels priparativer

HPLC gereinigt.

Ausbeute: 22 mg (67.8 umol, 47 %) gelber Feststoff

HPLC: 72.0 % B, Reinheit: 96.0 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1sH1oNO3S3 325.08 (M), gef. 348.08 (M+Na)"
HRMS (EST*):  m/z ber. fir C1sHi9NNaO3S, 348.0699, gef. 348.0706

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 7.54 — 7.43 (m, 1H), 7.30 — 7.17 (m, 2H),
7.03 — 6.95 (m, 2H), 6.95 — 6.86 (m, 2H), 4.44 (s, 2H), 4.27 (s, 2H), 3.75 (s,
3H), 3.06 (q, J = 7.3 Hz, 2H), 1.18 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 158.75, 138.96, 129.70, 128.01, 127.71,
126.77, 126.48, 113.86, 55.03, 49.20, 46.40, 44.29, 7.73.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(4-Methoxybenzyl)-N-(thiophen-2-ylmethyl)benzensulfonamid (178)

AL
S _d_
S ¥ O/, + S—CI >

F3C—-COO" 0 tr. DCM
3 0°C > RT, 175 h

33 %

174 142 178
N-(4-Methoxybenzyl)-1-(thiophen-2-yl)methanammonium-2,2,2-trifluoracetat (174, 50.0 mg,
144 pmol, 1.00 eq) wurde in 2 mL tr. DCM geldst und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden
NEt; (42 pL, 302 umol, 2.10 eq) und Benzensulfonylchlorid (142, 20 pL, 158 umol, 1.10 eq)
gegeben. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 0 °C und fiir weitere 17 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend wurde die Losung mit DCM verdiinnt und mit H,O

gewaschen. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels priparativer

HPLC gereinigt.
Ausbeute: 18 mg (48.2 umol, 33 %) gelber Feststoff
HPLC: 79.5 % B, Reinheit: 98.6 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1oH1oNO3S> 373.08 (M), gef. 396.04 (M+Na)"
HRMS (ESI"):  m/z ber. fiir C19H19NNaO3S2 396.0699, gef. 396.0706

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 7.93 — 7.78 (m, 2H), 7.76 — 7.66 (m, 1H),
7.65—7.54 (m, 2H), 7.39 (dd, J = 5.1, 1.2 Hz, 1H), 7.12 — 7.01 (m, 2H), 6.88
(dd,J=5.1, 3.4 Hz, 1H), 6.86 — 6.80 (m, 2H), 6.78 (dd, J = 3.4, 1.1 Hz, 1H),
4.46 (s, 2H), 4.25 (s, 2H), 3.72 (s, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 158.70, 139.80, 138.50, 132.85, 129.55,
129.33, 127.72, 127.61, 126.85, 126.56, 126.51, 113.75, 55.03, 49.64, 44.87.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

2-(Brommethyl)thiazol (183)

N\r/\ PBI’3 N
" oH . S B
<\/S tr. DCM <\/S

182 0°C—~>40°C,5h 183

Thiazol-2-ylmethanol (182, 100 mg, 868 umol, 1.00 eq) wurde unter Argon-Atmosphére in
10 mL tr. DCM gel6st und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurde Phosphortribromid (91 pL,
955 umol, 1.10 eq) gegeben und bei 40 °C fiir 5 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde zu der
Losung ges. Na,COs-Losung gegeben und das Produkt aus der wissrigen Phase mit CHCI3
extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel
in vacuo entfernt. Das Rohprodukt (100 mg, braunes Ol) wurde ohne weitere Reinigung zur

Synthese der Verbindung 185 verwendet.
HPLC: 44.6 % B
MS (ESIY): m/z ber. fiir C4H4BINS 176.92 (M), gef. 177.93 (M+H)*

Keine NMR-Analytik moglich, da das Produkt sich in Losung zersetzt.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(Thiazol-2-ylmethyl)cyclopropanammonium-2,2,2-trifluoracetat (185)

N NEt; N

THF
RT, 22 h F3C—-COO”
o, ; )
183 184 14 % U. zwei Schritte 185

2-(Brommethyl)thiazol (183, 97.3 mg, 546 umol, 1.20 eq) wurde in 2 mL THF gelost. Zu der
Losung wurden Cyclopropanamin (184, 32 puL, 455 umol, 1.00 eq) und NEt3 (95 pL, 683 umol,
1.50 eq) gegeben und bei Raumtemperatur fiir 22 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das

Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.
Ausbeute: 32 mg (119 pmol, 14 %) braunes Ol

HPLC: 17.6 % B, Reinheit: 93.5 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C7H10N2S 154.06 (M), gef. 155.08 (M+H)"

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) 8 [ppm] = 9.51 (s, 2H), 7.94 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.88
(d, J = 3.3 Hz, 1H), 4.69 (s, 2H), 2.83 — 2.77 (m, 1H), 0.86 — 0.81 (m, 2H),
0.77 — 0.72 (m, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 159.85, 158.05 (q, J = 33.5 Hz), 142.72,
122.62, 46.96, 29.81, 3.27.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-Cyclopropyl-3-phenyl-N-(thiazol-2-ylmethyl)-1H-pyrazol-4-carboxamid (106)

A HATU

N DIPEA o
<~ N
(0] + <\/\’S/\H2 —_— N
N7 + DMF N N/\(/
\ /[ "OH F3C—COO RT, 96 h HN A SJ)
HN 16 %
181 185 106

3-Phenyl-1H-pyrazol-4-carbonsdure (181, 60.0 mg, 319 umol, 1.00 eq) wurde in 4 mL DMF
gelost.  Zum  Ansatz  wurden  N-(Thiazol-2-ylmethyl)cyclopropanammonium-2,2,2-
trifluoracetat (185, 94.1 mg, 351 umol, 1.10 eq), HATU (133 mg, 351 pumol, 1.10 eq) und
DIPEA (179 pL, 1.05 mmol, 3.30 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 96
Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand

mittels priparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 14 mg (52.4 umol, 16 %) weiBBer Feststoff
HPLC: 47.1 % B, Reinheit: 96.0 %
MS (ESIY): m/z ber. fiir C17H16N4OS 324.10 (M), gef. 325.15 (M+H)"

HRMS (ESI*): m/z ber. fiir C17H16NaNaOS 347.0937, gef. 347.0932

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) 8 [ppm] = 7.95 (s, 1H), 7.78 (d, ] = 3.3 Hz, 1H), 7.70
(d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.56 — 7.53 (m, 2H), 7.35 — 7.31 (m, 3H), 4.88 (s, 2H),
2.58 (p, J = 5.4 Hz, 1H), 0.53 (d, ] = 4.6 Hz, 4H).

Das NHpyrazoi-Signal liegt unter den aromatischen Signalen im Bereich von

7.0 — 8.7 ppm.

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 167.35, 166.95, 145.33, 141.85, 133.90,
131.52, 128.36, 127.90, 126.95, 120.70, 114.37, 48.29, 40.11, 9.09.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-(Thiazol-2-ylmethyl)propan-2-ammonium-2,2,2-trifluoracetat (187)

N Br I6sungsmittelfrei N NJ\
@NHz ' )\ g Q\/\’/\Hz
S 60 °C, 16 h S
31 % F3;C-COO"

108 186 187

Thiazol-2-ylmethanamin (108, 100 mg, 876 umol, 1.00 eq) wurde mit 2-Brompropan (186,
82 uL, 876 umol, 1.00 eq) bei 60 °C fiir 16 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das
Rohprodukt mittels préparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 74 mg (274 pmol, 31 %) weiBBer Feststoff

HPLC: 19.6 % B, Reinheit: 99.2 %

MS (ESTY): m/z ber. fiir C7H12N2S 156.07 (M), gef. 157.05 (M+H)"

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] =9.18 (s, 2H), 7.94 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.88
(d, J =3.2 Hz, 1H), 4.61 (s, 2H), 3.43 —3.37 (m, 1H), 1.28 (d, J = 6.5 Hz,
6H).

3C-NMR: (126 MHz, DMSO-dg) 6 [ppm] = 160.34, 142.64, 122.47, 49.80, 43.64, 18.50.

Die TFA-Signale gehen im Rauschen unter.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

3-Phenyl-/V-(thiazol-2-ylmethyl)-1H-pyrazol-4-carboxamid (188)

HATU
DIPEA

N
0] + Q/\NHZ _— \
s DMF
- 7 N =
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0]

\

HN 56 % HN
181 108 188

3-Phenyl-1H-pyrazol-4-carbonsdure (181, 80.0 mg, 425 umol, 1.00 eq) wurde in 5 mL. DMF
gelost. Zum Ansatz wurden Thiazol-2-ylmethanamin (108, 53.4 mg, 468 umol, 1.10 eq), HATU
(178 mg, 468 umol, 1.10 eq) und DIPEA (318 uL, 1.87 mmol, 4.40 eq) gegeben. Die Losung
wurde bei Raumtemperatur fiir 94 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in

vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 68 mg (239 umol, 56 %) weiBler Feststoff
HPLC: 38.6 % B, Reinheit: 97.1 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C14H12N40S 284.07 (M), gef. 285.05 (M+H)"

HRMS (ESI*): m/z ber. fiir C14H;3N40S 285.0805, gef. 285.0802

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.90 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 8.11 (s, 1H), 7.75
—7.71 (m, 3H), 7.63 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.43 — 7.34 (m, 3H), 4.67 (d, J =
6.0 Hz, 2H).

Das NHpyrazo-Signal liegt unter den aromatischen Signalen im Bereich von

6.5 — 8.0 ppm.

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 169.83, 163.28, 146.07, 141.90, 135.58,
131.04, 128.51, 128.10, 127.88, 120.07, 113.73, 40.42.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

N-Isopropyl-3-phenyl-N-(thiazol-2-ylmethyl)-1 H-pyrazol-4-carboxamid (189)

J\ HATU
N DIPEA
(0] + @/\” -  »

2
Z + DMF N
N™ ™ “on F4C—COO" RT, 168 h )\/\S( j
HN 20 % HN
181 187 189

3-Phenyl-1H-pyrazol-4-carbonsédure (181, 40.0 mg, 213 pumol, 1.00 eq) wurde in 4 mL DMF
gelost. Zum Ansatz wurden N-(Thiazol-2-ylmethyl)propan-2-ammonium-2,2,2-trifluoracetat
(187, 63.2 mg, 234 umol, 1.10 eq), HATU (88.9 mg, 234 umol, 1.10 eq) und DIPEA (119 pL,
701 umol, 3.30 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur flir 168 Stunden gertihrt.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels

praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 14 mg (42.9 umol, 20 %) weiBBer Feststoff
HPLC: 49.4 % B, Reinheit: 97.6 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C17H13N4OS 326.12 (M), gef. 327.13 (M+H)"

HRMS (ESTI?):  m/z ber. fiir C17H19N4OS 327.1274, gef. 327.1276

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 7.88 (s, 1H), 7.79 — 7.67 (m, 2H), 7.64 —
7.56 (m, 2H), 7.43 — 7.30 (m, 3H), 4.83 (s, 2H), 3.98 (brs, 1H), 0.94 (s, 6H).

Das NHpyrazoi-Signal liegt unter den aromatischen Signalen im Bereich von

7.5 — 8.0 ppm.

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 168.46, 166.26, 144.48, 140.77, 132.61,
131.11, 128.53, 128.11, 126.77, 121.05, 113.56, 50.39, 41.69, 20.57.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

Gemisch aus 2-Brom-1-(indolin-1-yl)ethan-1-on (192) und 2-Chlor-1-(indolin-1-yl)ethan-

1-on (193)
H + Cl)J\/Br — > N +

DCM )/.\/Br N

RT, 4 h 0] (0]
190 191 192 193

Indolin (190, 200 mg, 1.68 mmol, 1.00 eq) wurde in 10 mL DCM gelost. Zu der Losung wurden
NEt; (246 pL, 1.85 mmol, 1.10 eq) und portionsweise 2-Bromacetylchlorid (191, 175 puL,
1.85 mmol, 1.10 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 4 Stunden gertihrt.
AnschlieBend wurde zu der Losung 1 M Salzsdure gegeben und das Produkt aus der wiéssrigen
Phase mit DCM extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit MgSO4 getrocknet und
das Losungsmittel in vacuo entfernt. Da fiir die nachfolgende Reaktion das Rohprodukt
eingesetzt werden konnte, wurde fiir analytische Zwecke nur ein kleiner Teil mittels
praparativer HPLC gereinigt, um das Brom-Derivat 192 von dem Chlor-Derivat 193 zu trennen

und analytisch zu charakterisieren.

Ausbeute: 343 mg weiler Feststoff (Rohprodukt bestehend aus einem Gemisch aus dem

Cl- und Brom-Derivat)
HPLC: Cl-Derivat 193: 56.3 % B, Reinheit: 65.6 %
Br-Derivat 192: 58.6 % B, Reinheit: 34.4 %

Bei Annahme von gleichen Absorptionskoeffizienten entspricht die Reinheit
folgender Stoffmengenverteilung der Derivate: Cl-Derivat 193 (209 mg,
1.07 mmol) und Br-Derivat 192(134 mg, 560 pmol)

MS (ESTY): Cl-Derivat 193: m/z ber. fiir C1oH1oCINO 195.05 (M), gef. 196.00 (M+H)"
Br-Derivat 192: m/z ber. fiir C1oH10BrNO 238.99 (M), gef. 239.99 (M+H)"

'"H-NMR: Cl-Derivat 193: (400 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 8.04 (d, J = 8.0 Hz, 1H),
7.26 (d,J =7.3 Hz, 1H), 7.18 (t, ] = 7.5 Hz, 1H), 7.03 (td, J = 7.4, 1.0 Hz.
1H), 4.52 (s, 2H) , 4.13 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.17 (t, ] = 8.4 Hz, 2H).

Br-Derivat 192: (400 MHz, DMSO-d¢) 6 [ppm] = 8.03 (d, J = 7.8 Hz, 1H),
7.26 (d, J=7.4 Hz, 1H), 7.18 (t, /= 7.7 Hz, 1H), 7.04 (t, J = 7.8 Hz, 1H),
427 (s, 2H), 4.17 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.17 (1, J = 8.4 Hz, 2H).
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

I3C-NMR: Cl-Derivat 193: (101 MHz, DMSO-d¢) § [ppm] = 164.03, 142.50,
131.75, 127.03, 124.88, 123.78, 115.93, 46.94, 43.76, 27.47.

Br-Derivat 192: (101 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 164.17, 142.49, 131.95,
127.02, 124.90, 123.88, 116.08, 47.64, 30.53, 27.44.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

(2-(2-(Indolin-1-yl)-2-oxoethoxy)phenyl)boronsiure (195)

OH OH
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Das aus zwei Verbindungen bestehende Rohprodukt der vorherigen Synthese (2-Brom-1-
(indolin-1-yl)ethan-1-on (192, 134 mg, 560 umol, 0.86 eq) und 2-Chlor-1-(indolin-1-yl)ethan-
I-on (193, 209 mg, 1.07 mmol, 1.64 eq)) wurde in 5 mL DMF gel6st. Zu der Losung wurden
(2-Hydroxyphenyl)boronsdure (194, 89.9 mg, 652 umol, 1.00 eq) und K>COs3 (361 mg,
2.61 mmol, 4.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 168 Stunden geriihrt.
AnschlieBend wurde zu dem Ansatz Ethylacetat gegeben und die organische Phase mit ges.
NaCl-Losung gewaschen. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand

mittels priparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 109 mg (367 umol, 56 %) weiller Feststoff

HPLC: 61.1 % B, Reinheit: 83.8 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1¢H16BNO4 297.12 (M), gef. 320.11 (M+Na)*

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 8.17 (s, 2H), 8.08 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.69

(dd, J=7.3, 1.8 Hz, 1H), 7.45 — 7.40 (m, 1H), 7.28 (d, ] = 7.2 Hz, 1H), 7.22
—7.17 (m, 1H), 7.11 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.07 — 7.03 (m, 1H), 7.00 (td, J =
7.3, 0.8 Hz, 1H), 5.03 (s, 2H), 4.14 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.20 (t, ] = 8.3 Hz,

2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 166.69, 162.67, 142.34, 135.99, 131.91,
131.60, 127.06, 126.93, 124.90, 123.84, 121.16, 115.91, 112.56, 66.53, 45.54,
27.54.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

1-(Indolin-1-yl)-2-phenoxyethan-1-on (197)

OH Br Pd(PPhs),
©\/> HO~g’ { K,COj ©E>
N + NI N - N
o LNf 1,4-Dioxan, H,0 )\/O\Q
o} H 100 °C, 20 h o
59 %
195 196 197

(2-(2-(Indolin-1-yl)-2-oxoethoxy)phenyl)boronsdure (195, 120 mg, 406 umol, 1.50 eq) wurde
unter Argon-Atmosphire in 3 mL 1,4-Dioxan und 0.2 mL H>O gelost. Zu der Losung wurden
3-Brom-1H-1,2,4-triazol (196, 40.0 mg, 270 umol, 1.00 eq), KoCO3; (56.0 mg, 406 umol,
1.50 eq) und Pd(PPh3)s (31.2 mg, 27.0 umol, 0.10 eq) gegeben. Der Ansatz wurde bei 100 °C
fiir 20 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der

Riickstand mittels préparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 40 mg (158 pmol, 59 %) weiller Feststoff
HPLC: 68.6 % B, Reinheit: 98.4 %
MS (ESIY): m/z ber. fiir C1¢Hi1sNO2 253.11 (M), gef. 254.10 (M+H)"

HRMS (ESI*):  m/z ber. fiir Ci6H1sNNaO2 276.0995, gef. 276.0997

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 8.03 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.31 — 7.25 (m,
3H), 7.16 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.02 (td, ] = 7.4, 1.0 Hz, 1H), 7.00 — 6.97 (m,
2H), 6.95 (tt, ] = 7.4, 1.0 Hz, 1H), 4.92 (s, 2H), 4.16 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.19
(t,J = 8.4 Hz, 2H).

3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 165.86, 158.00, 142.69, 131.46, 129.29,
126.96, 124.81, 123.52, 120.80, 115.79, 114.56, 66.13, 45.84, 27.63.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

Methyl-2-hydroxybenzimidat-2,2,2-trifluoracetat (200)

N tr. MeOH | . i
I Acetylchlorid O NH;" F3C~COO0
HO > HO
0°C - RT, 17 h
27 %
199 200

2-Hydroxybenzonitril (199, 300 mg, 2.52 mmol, 1.00 eq) wurde in tr. MeOH (1.22 mL,
30.2 mmol, 12.0 eq) geldst und auf 0 °C gekiihlt. Zu dem Ansatz wurde Acetylchlorid (1.44 mL,
20.2 mmol, 8.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 17 Stunden geriihrt.
AnschlieBend wurde der Festostoff abfiltriert, mit EA gewaschen. Der Riickstand wurde mittels

praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 178 mg (671 umol, 27 %) weiler Feststoff

HPLC: 29.4 % B, Reinheit: 91.3 %

MS (ESTY): m/z ber. fiir CsHoNO, 151.06 (M), gef. 152.00 (M+H)"

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 7.75 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H), 7.52 (ddd, J

=8.5,7.3, 1.8 Hz, 1H), 7.06 (dd, J = 8.3, 1.0 Hz, 1H), 6.96 (ddd, J = 8.1, 7.3,
1.1 Hz, 1H), 4.11 (s, 3H).

Das OH- und NH»"-Signal gehen im Rauschen unter.

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 168.47, 159.25, 158.06 (q, J = 33.3 Hz),
135.52, 129.34, 118.99, 117.13, 112.28, 57.06.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

2-(1H-1,2,4-triazol-3-yl)phenol (198)

F4C-COO"
(l) NH,* N
2 j\ NEt, Ny N

HO * -NH, >

H™ N MeOH HO
65°C > RT, 21h
74 %
200 201 198

Methyl-2-hydroxybenzimidat-2,2,2-trifluoracetat (200, 292 mg, 1.10 mmol, 1.00 eq) wurde in
3 mL MeOH gel6st. Zu der Losung wurden Formylhydrazid (201, 66.3 mg, 1.10 mmol, 1.00 eq)
und NEt; (169 pL, 1.21 mmol, 1.10 eq) gegeben. Die Losung wurde bei 65 °C fiir 4 Stunden
und danach fiir 17 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde das

Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 132 mg (819 umol, 74 %) weiler Feststoff

HPLC: 35.3 % B, Reinheit: 97.7 %

MS (ESI?): m/z ber. fiir CsH7N30 161.06 (M), gef. 162.16 (M+H)"

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-d¢) 6 [ppm] = 8.59 (s, 1H), 7.96 (ddd, J =7.8, 1.7, 0.3 Hz,

1H), 7.34 (ddd, T = 8.3, 7.3, 1.7 Hz, 1H), 7.00 (dd, J = 8.3, 0.9 Hz, 1H), 6.97
(ddd, J=7.8,7.3, 1.2 Hz, 1H).

Das OH-Signal und das NHrtrazo-Signal liegt unter aromatischen Signalen im

Bereich von 7.7-10.5 ppm.

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 156.02, 146.02, 131.45, 126.82, 119.45,
119.42, 116.77, 112.58.
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5.2.4 Synthese der Verbindungen (zweite Dockingstudie, G-Protein-Bindetasche des ETgR)

2-(2-(1H-1,2,4-triazol-3-yl)phenoxy)-1-(indolin-1-yl)ethan-1-on (107)

HN/\\N
N

THF o)
RT, 40 h o)\/
36 %
192 193 107

Das Rohprodukt bestehend aus 2-Brom-1-(indolin-1-yl)ethan-1-on (192, 61.5 mg, 256 pmol,
0.41 eq) und 2-Chlor-1-(indolin-1-yl)ethan-1-on (193, 95.5 mg, 488 umol, 0.79 eq) wurde in
3mL THF gelost. Zu der Losung wurden 2-(1H-1,2,4-triazol-3-yl)phenol (198, 100 mg,
620 umol, 1.00 eq) und NEt3 (130 pL, 931 pumol, 1.50 eq) gegeben. Der Ansatz wurde bei

Raumtemperatur fiir 40 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo

entfernt und der Riickstand mittels priaparativer HPLC gereinigt.
Ausbeute: 72 mg (225 pmol, 36 %) weiBBer Feststoff

HPLC: 67.8 % B, Reinheit: 96.8 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1sHi6N4O2 320.13 (M), gef. 321.28 (M+H)"
HRMS (EST*):  m/z ber. fir C1sH17N4O2 321.1346, gef. 321.1347

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 10.98 (s, 1H), 8.81 (s, 1H), 8.02 — 7.93 (m,
2H), 7.36 — 7.28 (m, 2H), 7.17 (t, ] = 7.8 Hz, 1H), 7.05 (t, ] = 7.5 Hz, 1H),
7.00 — 6.94 (m, 2H), 5.53 (s, 2H), 4.25 (t, J = 8.4 Hz, 2H), 3.24 (t, ] = 8.4 Hz,
2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 164.04, 159.72, 156.11, 145.58, 142.37,
131.70, 130.88, 127.07, 126.29, 124.95, 123.88, 119.44, 116.86, 115.79,
113.92, 51.88, 46.42, 27.54.
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5.2.5 Synthese der bekannten allosterischen GPCR-Liganden

5.2.5 Synthese der bekannten allosterischen GPCR-Liganden

2-(4-(Piperidin-1-yl)phenyl)acetonitril (206)

NH, ()
N

DIPEA
+ Br/\/\/\Br
Toluol
110 °C, 23 h
Sy 77 %
>
SN
206 207 208

2-(4-Aminophenyl)acetonitril (206, 500 mg, 3.78 mmol, 1.00 eq) wurde in 12 mL Toluol geldst.
Zu der Losung wurde 1,5-Dibrompentan (207, 563 pL, 4.16 mmol, 1.10 eq) und DIPEA
(1.32 mL, 7.57 mmol, 2.00 eq) gegeben. Die Losung wurden bei 110 °C fiir 23 Stunden geriihrt.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand

sdulenchromatographisch gereinigt (10:1 — 6:1 CH:EA).

Ausbeute: 585 mg (2.92 mmol, 77 %) gelber Feststoff

HPLC: 29.4 % B, Reinheit: 93.1 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C13H16N2 200.13 (M), gef. 201.19 (M+H)"

'H-NMR: (500 MHz, DMSO-d¢) 6 [ppm] = 7.16 — 7.14 (m, 2H), 6.93 — 6.91 (m, 2H),

3.86 (s, 2H), 3.14 — 3.10 (m, 4H), 1.63 — 1.57 (m, 4H), 1.56 — 1.49 (m, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 150.92, 128.63, 120.25, 119.57, 115.91,
49.34,25.04, 23.82, 21.40.
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5.2.5 Synthese der bekannten allosterischen GPCR-Liganden

1-(4-(2-Ammoniumethyl)phenyl)piperidin-1-ium-2,2,2-trifluoroacetat (209)

[iij [:;l|%c—coo-

N
2 M LiAlH4 in THF

—
y

tr. Etzo
0°C~>RT, 20h
19 %
Ny
N NH;*  F3C—COO
208 209

2-(4-(Piperidin-1-yl)phenyl)acetonitril (208, 738 mg, 3.69 mmol, 1.00 eq) wurde in 10 mL tr.
Et>,0 gelost und zu einer auf 0 °C gekiihlten LiAlH4-Losung (2 M in THF, 18.4 mL, 36.9 mmol,
10.0 eq) gegeben. Die Losung wurden bei Raumtemperatur fir 20 Stunden geriihrt.
AnschlieBend wurde die Reaktion mit ges.-Na>SO4-Lsung gequencht und bei Raumtemperatur
fiir eine Stunde geriihrt. Zu der Losung wurde H>O gegeben und das Produkt mit Et2O aus der
wassrigen Phase extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit ges.-NaCl-Losung
gewaschen und mit MgSOs4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der

Riickstand mittels préparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 302 mg (698 pmol, 19 %) oranges Ol

HPLC: 21.5 % B, Reinheit: 93.9 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C13H20N2 204.16 (M), gef. 205.08 (M+H)"

"H-NMR: (500 MHz, DMSO-d¢) 6 [ppm] = 7.96 (s, 3H), 7.48 — 7.28 (m, 4H), 3.43 —

3.32 (m, 4H), 3.10 — 2.99 (m, 2H), 2.92 — 2.81 (m, 2H), 1.87 — 1.74 (m, 4H),
1.66 — 1.56 (m, 2H).

Das NH piperigin-Signal geht im Rauschen unter.

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 158.43 (q, J = 34.6 Hz), 144.61, 134.96,
129.92, 119.74, 116.30 (q, J = 291.6 Hz), 53.82, 40.11, 32.31, 23.91, 21.72.
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5.2.5 Synthese der bekannten allosterischen GPCR-Liganden

Ethyl-5-chlor-1H-indol-2-carboxylat (211)

H
AT konz. H,SO, N O
/E I// < son W
OH Cl o)
Cl 90 °C, 40 h \
0,
210 52 % 211

5-Chlor-1H-indol-2-carbonsiure (210, 500 mg, 2.56 mmol) wurde in 7 mL EtOH geldst, mit
200 pL konz. H2SO4 versetzt und bei 90 °C fiir 40 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde H>O
zu der Losung gegeben und das Produkt aus der wéssrigen Phase mit EA extrahiert. Die vereinte

organische Phase wurde mit MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel in vacuo entfernt.

Ausbeute: 300 mg (1.34 mmol, 52 %) gelber Feststoff

HPLC: 74.5 % B, Reinheit: 99.4 %

MS (ESI?): m/z ber. fiir C11H10CINO; 223.04 (M), gef. 224.15 (M+H)"

'"H-NMR: (400 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 12.06 (s, 1H), 7.76 — 7.69 (m, 1H), 7.51 —

7.42 (m, 1H), 7.26 (dd, J = 8.8, 2.1 Hz, 1H), 7.14 — 7.10 (m, 1H), 4.35 (q, J =
7.1 Hz, 2H), 1.34 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

13C-NMR: (101 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 160.95, 135.68, 128.79, 127.67, 124.69,
124.62, 121.02, 114.19, 107.12, 60.60, 14.20.
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5.2.5 Synthese der bekannten allosterischen GPCR-Liganden

Ethyl-3-acetyl-5-chlor-1H-indol-2-carboxylat (213)

H
H 0
+ >
cl / o) )J\O)J\ 1,2-Dichlorethan cl O—\
_\ 85°C,11 h S
82 %
211 212 213

Ethyl-5-chlor-1H-indol-2-carboxylat (211, 150 mg, 671 umol, 1.00 eq) wurde unter Argon-
Atmosphire in 5 mL 1,2-Dichlorethan geldst. Zu der Losung wurden Essigsdureanhydrid (212,
761 puL, 8.05 mmol, 12.0 eq) und AICI3 (1.07 g, 8.05 mmol, 12.0 eq) gegeben. Der Ansatz
wurde bei 85 °C fiir 11 Stunden geriihrt. AnschlieSend wurde Eiswasser zu der Losung gegeben
und das Produkt aus der wéssrigen Phase mit EA extrahiert. Die vereinte organische Phase

wurde mit MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel in vacuo entfernt.

Ausbeute: 147 mg (553 umol, 82 %) hellbrauner Feststoff

HPLC: 69.0 % B, Reinheit: 90.4 %

MS (ESI?): m/z ber. fiir C13H12CINO3 265.05 (M), gef. 266.25 (M+H)"

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 12.61 (s, 1H), 7.97 (d, ] =2.2 Hz, 1H), 7.54

(d,J=8.7 Hz, 1H), 7.35 (dd, J = 8.8, 2.1 Hz, 1H), 4.43 (q, J = 7.1 Hz, 2H),
2.60 (s, 3H), 1.38 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 195.94, 160.57, 133.67, 129.73, 126.98,
126.77, 125.35, 120.98, 118.71, 114.48, 61.80, 31.03, 13.90.
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5.2.5 Synthese der bekannten allosterischen GPCR-Liganden

Ethyl-5-chlor-3-ethyl-1H-indol-2-carboxylat (214)

H H
N P Et3SiH N (0]
Y e Y
Cl O—\ TEA CI/CLCqO—\
o RT, 5h
75 %
213 214

Ethyl-3-acetyl-5-chlor-1H-indol-2-carboxylat (213, 147 mg, 553 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL
TFA gelost und mit Et3SiH (353 pL, 2.21 mmol, 4.00 eq) versetzt. Der Ansatz wurde bei
Raumtemperatur flir 5 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde Eiswasser zu der Losung gegeben
und das Produkt aus der wissrigen Phase mit EA extrahiert. Die vereinte organische Phase
wurde mit MgSO4 getrocknet und das Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde

sdulenchromatographisch gereinigt (6:1 CH:EA).

Ausbeute: 104 mg (413 pumol, 75 %) weiler Feststoff

HPLC: 83.6 % B, Reinheit: 94.1 %

MS (ESI?): m/z ber. fiir C13H14CINO; 251.07 (M), gef. 252.09 (M+H)"

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 11.64 (s, 1H), 7.76 — 7.68 (m, 1H), 7.42 (dd,

J=8.7,0.7 Hz, 1H), 7.25 (dd, ] = 8.7, 2.0 Hz, 1H), 4.35 (q, ] = 7.1 Hz, 2H),
3.03 (q,J = 7.5 Hz, 2H), 1.35 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 1.17 (t, ] = 7.5 Hz, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) 5 [ppm] = 161.40, 134.61, 127.66, 124.90, 124.64,
124.01, 123.95, 119.31, 114.10, 60.26, 17.29, 15.44, 14.18.
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5.2.5 Synthese der bekannten allosterischen GPCR-Liganden

5-Chlor-3-ethyl-1H-indol-2-carbonséure (205)

H H
N O LiOH N O
Y > Y
cl 0\ THF, EtOH, H,0 cl OH
RT, 48 h

73 %
214 205

Ethyl-5-chlor-3-ethyl-1H-indol-2-carboxylat (214, 89.0 mg, 354 umol, 1.00 eq) wurde in
7.5 mL THF und 2.5 mL EtOH gel6st. Zu der Losung wurde eine Losung aus LiOH (42.4 mg,
1.77 mmol, 5.00 eq) in 5mL H>O gegeben. Die vereinten Losungen wurden bei
Raumtemperatur fiir 48 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde THF und EtOH in vacuo entfernt
und die wéssrige Phase mit 1 M Salzsdure auf einen pH-Wert < 1 eingestellt. Das Produkt wurde
mit EA aus der wéssrigen Phase extrahiert. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der

Riickstand mittels préaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 58 mg (259 umol, 73 %) weiBBer Feststoff

HPLC: 66.8 % B, Reinheit: 99.9 %

MS (ESI): m/z ber. fiir C11H10CINO2 223.04 (M), gef. 222.07 (M-H)

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 13.01 (s, 1H), 11.54 (s, 1H), 7.74 — 7.66 (m,

1H), 7.40 (dd, J = 8.7, 0.6 Hz, 1H), 7.22 (dd, J = 8.7, 2.1 Hz, 1H), 3.02 (q, J
=7.5Hz, 2H), 1.17 (t, ] = 7.4 Hz, 3H).

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 162.99, 134.41, 127.80, 124.87, 124.52,
124.06, 123.77,119.21, 113.98, 17.18, 15.61.
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5.2.5 Synthese der bekannten allosterischen GPCR-Liganden

1-(4-(2-(5-Chlor-3-ethyl-1H-indol-2-carboxamido)ethyl)phenyl)piperidin-1-ium-2,2,2-
trifluoracetat (202)

+

H . H
N~ F,c-COO AT Ho 5

N 9 DIPEA Y,

Y + Cl HN :
RT, 24 h
53 % OO
NH,* F,C—COO
F,C—COO
205 209 202

5-Chlor-3-ethyl-1H-indol-2-carbonsdure (205, 48.0 mg, 215 pmol, 1.00 eq) wurde in 5 mL
DMF gelost. Zu der Losung wurden 1-(4-(2-Ammoniumethyl)phenyl)piperidin-1-ium-2,2,2-
trifluoroacetat (209, 93.0 mg, 215 pmol, 1.00 eq), HATU (81.6 mg, 215 umol, 1.00 eq) und
DIPEA (150 pL, 858 pmol, 4.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir
24 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der

Riickstand mittels préaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 59 mg (113 umol, 53 %) weiBBer helloranger Feststoff
HPLC: 58.5 % B, Reinheit: 96.4 %
MS (ESIY): m/z ber. fiir C24H23CIN3O 409.19 (M), gef. 410.21 (M+H)"

HRMS (ESI"):  m/z ber. fiir C24H29CIN3O 410.1994, gef. 410.1997

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 11.35 (s, 1H), 8.01 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 7.64
(d,J=2.0 Hz, 1H), 7.50 — 7.21 (m, 5H), 7.18 (dd, J = 8.7, 2.0 Hz, 1H), 3.53
(q, J = 6.9 Hz, 2H), 3.44 — 3.24 (m, 4H), 2.95 (q, ] = 7.5 Hz, 2H), 2.87 (t, ] =
7.2 Hz, 2H), 1.85 — 1.69 (m, 4H), 1.68 — 1.49 (m, 2H), 1.11 (t, J = 7.5 Hz,
3H).

Das NH piperigin-Signal geht im Rauschen unter.

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-dg) 5 [ppm] = 161.49, 158.35 (g, J = 34.0 Hz), 133.67,
129.77, 128.51, 128.13, 123.65, 123.50, 120.11, 119.25, 118.74, 117.60,
115.29, 113.55, 53.42, 40.24, 34.26, 24.06, 21.85, 17.01, 15.56.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.5 Synthese der bekannten allosterischen GPCR-Liganden

1-(4-(2-(5-Chlor-1H-indol-2-carboxamido)ethyl)phenyl)piperidin-1-ium-2,2,2-
trifluoracetat (215)

+

H
F;C—-COO" H

DIPEA .
.
DMF < > N@

210

RT, 50 h
49 % -
NHy* o F,C—COO
F,C-COO
209 215

5-Chlor-1H-indol-2-carbonsiure (210, 40.0 mg, 205 umol, 1.00 eq) wurde in 5 mL DMF gelost.

Zu der Losung wurden 1-(4-(2-Ammoniumethyl)phenyl)piperidin-1-ium-2,2,2-trifluoroacetat
(209, 88.6 mg, 205 pmol, 1.00 eq), HATU (77.8 mg, 205 umol, 1.00 eq) und DIPEA (142 pL,

818 umol, 4.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 50 Stunden gertihrt.

AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels

préaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute:
HPLC:

MS (ESI*):

HRMS (ESI):

'"H-NMR:

BC-NMR:

50 mg (101 umol, 49 %) weiBBer Feststoff

53.6 % B, Reinheit: 95.4 %

m/z ber. flir C2oH24CIN3O 381.16 (M), gef. 382.11 (M+H)"
m/z ber. fiir C22H25CIN3O 382.1681, gef. 382.1681

(500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 11.73 (s, 1H), 8.62 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.69
(d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.44 — 7.41 (m, 1H), 7.40 — 7.19 (m, 4H), 7.17 (dd, J =
8.7,2.1 Hz, 1H), 7.07 (dd, J = 2.2, 0.9 Hz, 1H), 3.51 (q, ] = 6.8 Hz, 2H), 3.43
~3.19 (m, 4H), 2.86 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.85 — 1.68 (m, 4H), 1.68 — 1.51 (m,
2H).

Das NH piperigin-Signal geht im Rauschen unter.

(126 MHz, DMSO-dg) 8 [ppm] = 160.65, 158.25 (q, J = 33.7 Hz), 134.75,
133.28, 129.80, 128.11, 124.18, 123.28, 120.47, 119.24, 117.80, 115.40,
113.83, 101.91, 53.59, 40.25, 34.31, 24.06, 21.85.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.5 Synthese der bekannten allosterischen GPCR-Liganden

4-Amino-6-brom-2-(phenylamino)quinazolin-3-ium-2,2,2-trifluoracetat (203)

NH,

O

216

F2C—COO"
NH, NH,
’ Nl)\/ij/Br > HNTX Br
P tr. EtOH I
Cl)\N MW, 80 °C, 5 h N)\N/
94 % H

222 203

Anilin (216, 71 pL, 784 umol, 4.00 eq) wurde in 4 mL tr. EtOH geldst. Zu der Losung wurde

6-Brom-2-chlorquinazolin-4-amin (222, 50.7 mg, 196 umol, 1.00 eq) gegeben. Der Ansatz

wurde in der Mikrowelle bei 80 °C fiir 5 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das

Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute:
HPLC:

MS (ESIY):
HRMS (ESI"):

'H-NMR:

I3C-NMR:

79 mg (184 umol, 94 %) weiller Feststoff

49.2 % B, Reinheit: 97.4 %

m/z ber. fiir C14H11BrNs 314.02 (M), gef. 315.20 (M+H)"
m/z ber. fiir C14H12BrNy4 315.0240, gef. 315.0236

(400 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 10.62 (s, 1H), 9.07 (s, 2H), 8.52 (d, J =
2.1 Hz, 1H), 7.97 (dd, J = 8.8, 2.1 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.48 (d,
J=8.8 Hz, 1H), 7.45 — 7.37 (m, 2H), 7.19 (t, ] = 7.4 Hz, 1H).

Das NH" Quinazolin-Signal geht im Rauschen unter.

(126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 162.05, 159.89 (q, J = 33.0 Hz), 152.16,
139.76, 138.04, 137.35, 128.92, 127.10, 124.53, 121.92, 120.00, 115.95,
111.39.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.5 Synthese der bekannten allosterischen GPCR-Liganden

4-Amino-6-brom-2-((4-chlorphenyl)amino)quinazolin-3-ium-2,2,2-trifluoracetat (223)

NH,

Cl

217

F;C—COO
NH, NH,
N7 Br > CI NN Br
)I\ _ tr. EtOH P
—
Cl N MW, 80 °C, 5 h N N
97 % H
222 223

4-Chloranilin (217, 73.0 mg, 572 umol, 4.00 eq) wurde in 4 mL tr. EtOH gelost. Zu der Losung

wurde 6-Brom-2-chlorquinazolin-4-amin (222, 37.0 mg, 143 pumol, 1.00 eq) gegeben. Der

Ansatz wurde in der Mikrowelle bei 80 °C fiir 5 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das

Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute:
HPLC:

MS (ESIY):
HRMS (ESIY):

'"H-NMR:

I3C-NMR:

64 mg (138 umol, 97 %) hellgelber Feststoff

56.0 % B, Reinheit: 98.1 %

m/z ber. fiir C14H10BrCIN4 347.98 (M), gef. 349.03 (M+H)"
m/z ber. fiir C14H11BrCIN4 348.9850, gef. 348.9849

(500 MHz, DMSO-d¢) 8 [ppm] = 10.69 (s, 1H), 9.05 (s, 2H), 8.52 (d, J =
2.1 Hz, 1H), 7.96 (dd, J = 8.9, 2.1 Hz, 1H), 7.76 — 7.67 (m, 2H), 7.51 — 7.39
(m, 3H).

Das NH" Quinazolin-Signal geht im Rauschen unter.

(126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 162.04, 159.89 (q, J = 33.6 Hz), 152.24,
138.02, 136.64, 128.75, 128.12, 127.08, 123.26, 120.42, 117.77, 115.98,
111.48.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.5 Synthese der bekannten allosterischen GPCR-Liganden

4-Amino-6-brom-2-((4-bromphenyl)amino)quinazolin-3-ium-2,2,2-trifluoracetat (224)

NH,

Br

218

F,C—-COO"
NH NH,
tr. EtOH |
—
Cl)\N MW, 80 °C, 3 h N)\N/
84 % H
222 224

4-Bromanilin (218, 93.2 mg, 542 umol, 4.00 eq) wurde in 4 mL tr. EtOH geldst. Zu der Losung

wurde 6-Brom-2-chlorquinazolin-4-amin (222, 35.0 mg, 135 pumol, 1.00 eq) gegeben. Der

Ansatz wurde in der Mikrowelle bei 80 °C fiir 3 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das

Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute:
HPLC:

MS (ESIY):
HRMS (ESIY):

"H-NMR:

I3C-NMR:

58 mg (114 umol, 84 %) hellgelber Feststoff

57.0 % B, Reinheit: 97.7 %

m/z ber. fiir C14H10BraN4 391.93 (M), gef. 392.95 (M+H)"
m/z ber. fir C14H11Br2Ns 392.9345, gef. 392.9350

(500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 10.82 (s, 1H), 9.08 (s, 2H), 8.52 (d, J =
2.1 Hz, 1H), 7.96 (dd, J = 8.9, 2.0 Hz, 1H), 7.67 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.56 (d,
J=8.9 Hz, 2H), 7.45 (d, ] = 8.9 Hz, 1H).

Das NH " Quinazolin-Signal geht im Rauschen unter.

(126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 162.03, 160.09 (q, J = 33.6 Hz), 152.15,
140.11, 138.04, 137.09, 131.63, 127.08, 123.52, 120.30, 116.17, 116.01,
111.43.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.5 Synthese der bekannten allosterischen GPCR-Liganden

4-Amino-6-brom-2-((4-iodphenyl)amino)quinazolin-3-ium-2,2,2-trifluoracetat (225)

NH,

219

F,C—-COO"
NH NH
tr. EtOH |
~
Cl)\N MW, 80 °C, 3 h N)\N/
98 % H
222 225

4-Todanilin (219, 119 mg, 542 umol, 4.00 eq) wurde in 4 mL tr. EtOH geldst. Zu der Losung

wurde 6-Brom-2-chlorquinazolin-4-amin (222, 35.0 mg, 135 pumol, 1.00 eq) gegeben. Der

Ansatz wurde in der Mikrowelle bei 80 °C fiir 3 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das

Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute:
HPLC:

MS (ESIY):
HRMS (ESIY):

'"H-NMR:

I3C-NMR:

73 mg (132 umol, 98 %) hellgelber Feststoff

59.3 % B, Reinheit: 96.0 %

m/z ber. fiir C14H10BrIN4 439.91 (M), gef. 440.90 (M+H)"
m/z ber. fiir C14H11BrIN4 440.9206, gef. 440.9203

(500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 10.82 (s, 1H), 9.08 (s, 2H), 8.52 (d, J =
2.1 Hz, 1H), 7.96 (dd, J = 8.9, 2.0 Hz, 1H), 7.67 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.56 (d,
J=8.9 Hz, 2H), 7.45 (d, ] = 8.9 Hz, 1H).

Das NH" Quinazolin-Signal geht im Rauschen unter.

(126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 161.99, 159.71 (q, J = 34.1 Hz), 152.22,
137.97, 137.49, 127.04, 123.88, 120.58, 119.88, 117.83, 115.96, 111.48,
88.26.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.5 Synthese der bekannten allosterischen GPCR-Liganden

4-Amino-2-((4-ammoniophenyl)amino)-6-bromquinazolin-3-ium-2,2,2-trifluoroacetat

(226)

NH,

NH,

220

F,C-COO"
NH2 Fsc_COO- NH2
NﬁUBr - HN TN o
_ tr. EtOH |
Cl)\N MW, 80 °C, 3 h N)\N/
88 % H
222 226

1,4-Diaminobenzen (220, 73.0 mg, 675 umol, 4.00 eq) wurde in 4 mL tr. EtOH gelost. Zu der

Loésung wurde 6-Brom-2-chlorquinazolin-4-amin (222, 43.6 mg, 168 pmol, 1.00 eq) gegeben.

Der Ansatz wurde in der Mikrowelle bei 80 °C fiir 3 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das

Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute:
HPLC:

MS (ESIY):
HRMS (ESI"):

'"H-NMR:

BC-NMR:

82 mg (147 umol, 88 %) hellbrauner Feststoff

35.5 % B, Reinheit: 97.9 %

m/z ber. fiir C14H12BrNs 329.03 (M), gef. 330.07 (M+H)"
m/z ber. fiir C14H13BrNs 330.0349, gef. 330.0342

(500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 10.77 (s, 1H), 9.08 (s, 2H), 8.52 (d, J =
2.1 Hz, 1H), 7.96 (dd, J = 8.9, 2.1 Hz, 1H), 7.72 (d, ] = 8.8 Hz, 2H), 7.52 (d,
J = 8.8 Hz, 2H), 7.45 (d, ] = 8.9 Hz, 1H).

Das NH " Quinazolin-Signal und das NH3*-Signal gehen im Rauschen unter.

(126 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 162.07, 159.27 (q, J = 34.2 Hz), 152.01,
139.21, 138.21, 127.20, 123.65, 120.13, 119.52, 117.54, 116.14, 115.20,
111.33.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.5 Synthese der bekannten allosterischen GPCR-Liganden

4-Amino-6-brom-2-((3-chlorphenyl)amino)quinazolin-3-ium-2,2,2-trifluoracetat (227)

NH,

F3C—COO"
NH NH,

s ool ek o8
tr. EtOH |
—
cl Cl)\N MW, 80 °C, 3 h cl N)\ “

221

N
85 % H

222 227

3-Chloranilin (221, 60 pL, 572 umol, 4.00 eq) wurde in 4 mL tr. EtOH gel6st. Zu der Losung

wurde 6-Brom-2-chlorquinazolin-4-amin (222, 37.0 mg, 143 pumol, 1.00 eq) gegeben. Der

Ansatz wurde in der Mikrowelle bei 80 °C fiir 3 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das

Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute:
HPLC:

MS (ESIY):
HRMS (ESI"):

'TH-NMR:

BC-NMR:

56 mg (121 umol, 85 %) hellgelber Feststoff

56.5 % B, Reinheit: 99.0 %

m/z ber. fiir C14H10BrCINs 347.98 (M), gef. 349.01 (M+H)"
m/z ber. fiir C14H11BrCIN4 348.9850, gef. 348.9850

(500 MHz, DMSO-d¢) 8 [ppm] = 10.70 (s, 1H), 9.15 (s, 2H), 8.55 (d, J =
2.1 Hz, 1H), 7.97 (dd, J = 8.9, 2.1 Hz, 1H), 7.84 (t, ] = 2.1 Hz, 1H), 7.64 —
7.57 (m, 1H), 7.48 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.42 (t, J = 8.1 Hz, 1H), 7.26 — 7.18
(m, 1H).

Das NH" Quinazolin-Signal geht im Rauschen unter.

(126 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 162.10, 159.73 (q, J = 34.1 Hz), 152.11,
139.08, 138.12, 133.26, 130.48, 127.17, 124.05, 121.10, 120.04, 117.55,
116.18, 115.20, 111.52.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.6 Synthese der Verbindungen aus der Dockingstudie an der known site 5 des ETgR

5.2.6 Synthese der Verbindungen aus der Dockingstudie an der known site 5 des

ETsR

4-Chlor-N-(3'-chlor-[1,1'-biphenyl]-3-yl)-1-methyl-1H-indol-2-carboxamid (228)

O 0 HATU
b A Cl DIPEA
O NHs" C g _
N DMF
7 RT, 20 h
Cl
230 231

84 %

4-Chlor-1-methyl-1H-indol-2-carbonsaure (231, 100 mg, 479 umol, 1.00 eq) wurde in 10 mL
DMF gelost. Zu der Losung wurden 3'-Chlor-[1,1'-biphenyl]-3-ammoniumchlorid (230,
115 mg, 479 pmol, 1.00 eq), HATU (182 mg, 479 pumol, 1.00 eq) und DIPEA (326 uL,

1.92 mmol, 4.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 20 Stunden gertihrt.

AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels

praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute:
HPLC:

MS (EST):

HRMS (ESI'):

'"H-NMR:

BC-NMR:

159 mg (402 umol, 84 %) weiller Feststoff

87.2 % B, Reinheit: 97.3 %

m/z ber. fiir C2oH16C1aN20 394.06 (M), gef. 394.97 (M+H)"
m/z ber. fiir C22H17CLN20 395.0704, gef. 395.0712

(500 MHz, DMSO-ds) o [ppm] = 10.50 (s, 1H), 8.13 (t, J = 1.8 Hz, 1H), 7.90
—7.87 (m, 1H), 7.70 (t, J = 1.8 Hz, 1H), 7.64 (ddd, J = 7.8, 1.8, 1.1 Hz, 1H),
7.60 (dt, J = 8.4, 0.7 Hz, 1H), 7.53 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.49 (d, J = 7.8 Hz,
1H), 7.48 — 7.44 (m, 3H), 7.32 (dd, J = 8.4, 7.6 Hz, 1H), 7.23 (dd, ] = 7.6,
0.7 Hz, 1H), 4.07 (s, 3H).

(126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 159.97, 142.20, 139.49, 139.38, 139.02,
133.72, 132.59, 130.82, 129.41, 127.40, 126.28, 125.68, 125.31, 124.70,
124.05, 122.15, 119.85, 119.75, 118.57, 109.97, 103.58, 32.05.
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5.2.6 Synthese der Verbindungen aus der Dockingstudie an der known site 5 des ETgR

N-(1-(2,5-Dimethylthiazol-4-yl)ethyl)-N-methyl-3-(thiophen-3-yl)-1 H-pyrazol-5-
carboxamid (234)

HATU

O +
HCI' DIPEA
N\
WOH + cr +H2l\\l \ \>/ E Q—(\'/l\ >/
~ _ —~
N-NH S RT, 69 h N-NH

95 %

3-(Thiophen-3-yl)-1 H-pyrazol-5-carbonsdure (232, 60.0 mg, 309 umol, 1.00 eq) wurde in 6 mL
DMF gelost. Zu der Losung wurden 2,5-Dimethyl-4-(1-(methylammonio)ethyl)thiazol-3-
iumchlorid (233, 75.1 mg, 309 umol, 1.00 eq), HATU (117 mg, 309 umol, 1.00 eq) und DIPEA

(263 pL, 1.54 mmol, 5.00 eq) gegeben. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur fiir 69 Stunden

geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels

praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute:
HPLC:

MS (EST):

HRMS (ESI*):

'H-NMR:

BC-NMR:

102 mg (294 umol, 95 %) weiler Feststoff

54.0 % B, Reinheit: 97.2 %

m/z ber. fiir C1¢H13N4OS> 346.09 (M), gef. 347.07 (M+H)"
m/z ber. fir C16H1sN4OS> 347.0994, gef. 347.0995

(500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 11.23 (s, 1H), 7.97 — 7.81 (m, 1H), 7.71 —
7.47 (m, 2H), 6.99 — 6.88 (m, 1H), 6.09 — 5.87 (m, 1H), 3.14 — 2.75 (m, 3H),
2.62 —2.54 (m, 3H), 2.40 — 2.04 (m, 3H), 1.66 — 1.46 (m, 3H).

In dem 'H-NMR-Experiment zeigte das Produkt zwei Signaldatensitze
(vermutlich cis/trans-Isomere). Bei der Auswertung wurden die jeweiligen
Peaks beider Signaldatensidtze zusammen integriert und als Multiplett

angegeben.

(126 MHz, DMSO-de) 8 [ppm] = 161.81, 161.15, 150.07, 128.78, 127.38,
127.12, 125.74, 121.56, 121.17, 104.44, 104.13, 45.58, 31.15, 18.73, 17.07,
10.42.

Bei der Auswertung des '*C-NMR-Experiments konnte lediglich der
Signaldatensatz eines Isomers angegeben werden, da der zweite

Signaldatensatz im Rauschen unter geht.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

5.2.7 Synthese der GPRCS5b Zielverbindungen

2-Brom-1-(4-fluorphenyl)ethan-1-on (240)

(o] Br, ]
.t Br
/@)‘\ — /@)K/
F RT, 4 h F
239 66 % 240

1-(4-Fluorphenyl)ethan-1-on (239, 300 mg, 2.17 mmol, 1.00 eq) wurde in 20 mL DCM gelost.
Zu der Losung wurde Brz (122 puL, 2.39 mmol, 1.10 eq) zugetropft. Die Losung wurde bei
Raumtemperatur fiir 4 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo

entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt (15:1 CH:EA).

Ausbeute: 313 mg (1.44 mmol, 66 %) gelboranger Feststoff

HPLC: 62.4 % B, Reinheit: 92.6 %

MS (ESIY): m/z ber. fir CsHsBrFO 215.96 (M), gef. 216.95 (M+H)"

"H-NMR: (500 MHz, CDCI3-d) & [ppm] = 8.08 — 7.98 (m, 2H), 7.22 — 7.11 (m, 2H),
4.42 (s, 2H).

BC-NMR: (126 MHz, CDCl3-d) 6 [ppm] = 189.99, 166.30 (d, J =256.7 Hz), 131.89 (d,

J=9.6 Hz), 130.46 (d, J = 3.0 Hz), 116.26 (d, J = 22.1 Hz), 30.59.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethyl-thiophen-3-carboxylat (235)

/©)J\/ )J\C/ 14D|oxan /@)J\/ \”/Q
60 °C,4 h

59 %

2-Brom-1-(4-fluorphenyl)ethan-1-on (240, 50.0 mg, 230 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL 1,4-
Dioxan gelost. Zu der Losung wurden Thiophen-3-carbonsdure (238, 59.0 mg, 461 pumol,
2.00 eq) und DBU (69 pL, 461 pmol, 2.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei 60 °C fiir
4 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand

sdulenchromatographisch gereinigt (15:1 CH:EA).

Ausbeute: 36 mg (136 umol, 59 %) gelber Feststoff

HPLC: 68.1 % B, Reinheit: 97.6 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C13HoFO3S 264.03 (M), gef. 265.04 (M+H)"
HRMS (ESI?):  m/z ber. fiir C13HoFNaOsS 287.0149, gef. 287.0149

IH-NMR: (500 MHz, CDCls-d) & [ppm] = 8.24 (dd, J = 3.1, 1.2 Hz, 1H), 8.05 — 7.95
(m, 2H), 7.60 (dd, J = 5.1, 1.2 Hz, 1H), 7.35 (dd, T = 5.1, 3.1 Hz, 1H), 7.24 —
7.14 (m, 2H), 5.49 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, CDCls-d) & [ppm] = 190.80, 166.29 (d, J = 256.1 Hz), 162.12,
133.91, 132.63, 130.85 (d, ] = 3.3 Hz), 130.70 (d, J = 9.4 Hz), 128.21, 126.38,
116.30 (d, J = 22.1 Hz), 66.12.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethyl-benzoat (251)

/@)J\/ )J\© 1,4-Dioxan /@)J\/ \I( i:
60 °C, 4 h

91 %

2-Brom-1-(4-fluorphenyl)ethan-1-on (240, 50.0 mg, 230 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL
1,4-Dioxan geldst. Zu der Losung wurden Benzoeséure (241, 56.3 mg, 461 pmol, 2.00 eq) und
DBU (69 pL, 461 umol, 2.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei 60 °C fiir 4 Stunden gertihrt.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand

sdulenchromatographisch gereinigt (15:1 CH:EA).

Ausbeute: 54 mg (209 umol, 91 %) gelber Feststoff
HPLC: 71.4 % B, Reinheit: 99.9 %
MS (ESIY): m/z ber. fiir C1sH11FO3 258.07 (M), gef. 259.10 (M+H)*

HRMS (EST*): m/z ber. fiir CisH1 FNaO; 281.0584, gef. 281.0584

IH-NMR: (500 MHz, CDCl3-d) & [ppm] = 8.19 — 8.08 (m, 2H), 8.06 — 7.96 (m, 2H),
7.64 —7.56 (m, 1H), 7.53 — 7.43 (m, 2H), 7.24 — 7.15 (m, 2H), 5.54 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, CDCls-d) & [ppm] = 190.78, 166.30 (d, J = 256.1 Hz), 166.18,
133.59, 130.87 (d,J = 3.2 Hz), 130.71 (d, ] = 9.4 Hz), 130.13, 129.41, 128.63,
11631 (d, J = 22.1 Hz), 66.41.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethyl 2-fluorbenzoat (252)

/@)J\/ )J\© 1,4-Dioxan /@)K/ \”/ ;:
60 °C,3h

68 %

2-Brom-1-(4-fluorphenyl)ethan-1-on (240, 100 mg, 461 pmol, 1.00 eq) wurde in 4 mL
1,4-Dioxan geldst. Zu der Losung wurden 2-Fluorbenzoesdure (242, 129 mg, 922 umol,
2.00 eq) und DBU (138 uL, 922 umol, 2.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei 60 °C fiir
3 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand

sdulenchromatographisch gereinigt (15:1 CH:EA).

Ausbeute: 87 mg (315 umol, 68 %) weiller Feststoff
HPLC: 71.7 % B, Reinheit: 95.8 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir CisHioF203 276.06 (M), gef. 277.02 (M+H)"

HRMS (ESI*):  m/z ber. fiir C15H1oF2NaO3 299.0490, gef. 299.0494

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) 5 [ppm] = 8.14 — 8.08 (m, 2H), 7.99 (td, J = 7.7, 1.8 Hz,
1H), 7.78 — 7.71 (m, 1H), 7.45 — 7.37 (m, 4H), 5.76 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 191.12, 165.40 (d, J = 252.8 Hz), 162.86 (d,
J=3.5Hz), 161.10 (d, J = 258.2 Hz), 135.63 (d, J = 9.2 Hz), 131.86, 130.91
(d, J=9.6 Hz), 130.57 (d, ] = 2.9 Hz), 124.73 (d, ] = 3.8 Hz), 117.56 (d, J =
9.8 Hz), 117.14 (d, J = 21.9 Hz), 116.02 (d, J = 22.0 Hz), 67.19.

222



5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethyl 3,5-dichlorbenzoat (253)

/[:::]/ﬂ\\/ /M\I:;:j/ 14 Dioxan
60°C,2h

71 %
240 243

2-Brom-1-(4-fluorphenyl)ethan-1-on (240, 100 mg, 461 pmol, 1.00 eq) wurde in 4 mL
1,4-Dioxan geldst. Zu der Losung wurden 3,5-Dichlorbenzoesédure (243, 176 mg, 922 pumol,
2.00 eq) und DBU (138 uL, 922 pumol, 2.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei 60 °C fiir
2 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand

sdulenchromatographisch gereinigt (15:1 CH:EA).

Ausbeute: 107 mg (327 umol, 71 %) weiBer Feststoff
HPLC: 84.6 % B, Reinheit: 99.5 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1sHoCLLFO3 325.99 (M), gef. 327.12 (M+H)"

HRMS (ESI*):  m/z ber. fiir CisHoC,FNaO3 348.9805, gef. 348.9809

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.13 — 8.09 (m, 2H), 8.03 — 8.01 (m, 1H),
7.97 (d, J = 2.0 Hz, 2H), 7.45 — 7.40 (m, 2H), 5.79 (s, 2H).

13C.-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 190.86, 165.45 (d, J = 253.0 Hz), 162.99,
134.80, 133.08, 132.38, 130.96 (d, ] = 9.7 Hz), 130.44 (d, J=2.9 Hz), 127.78,
116.05 (d, T = 22.1 Hz), 67.70.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethyl 2-iodbenzoat (254)

/@)K/ J\@ 1,4-Dioxan /@)J\/ \I( ;:
60°C,3h

82 %

2-Brom-1-(4-fluorphenyl)ethan-1-on (240, 100 mg, 461 pmol, 1.00 eq) wurde in 4 mL
1,4-Dioxan geldst. Zu der Losung wurden 2-lodbenzoesdure (244, 229 mg, 922 umol, 2.00 eq)
und DBU (138 pL, 922 pumol, 2.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei 60 °C fiir 3 Stunden
geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand

sdulenchromatographisch gereinigt (15:1 CH:EA).

Ausbeute: 145 mg (377 umol, 82 %) weiler Feststoff
HPLC: 78.1 % B, Reinheit: 96.3 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1sH1oFIO3 383.97 (M), gef. 384.95 (M+H)"

HRMS (EST"):  m/z ber. fir CisH10FINaO3 406.9551, gef. 406.9565

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.17 — 8.09 (m, 2H), 8.09 — 8.05 (m, 1H),
7.95 —7.89 (m, 1H), 7.58 (td, J = 7.6, 1.2 Hz, 1H), 7.46 — 7.39 (m, 2H), 7.38
~7.30 (m, 1H), 5.75 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-dg) 8 [ppm] = 191.15, 165.58, 165.42 (d, J = 252.8 Hz),
140.94, 134.42, 133.39, 130.95 (d, J = 9.7 Hz), 130.82, 130.56 (d, J = 2.9 Hz),
128.31, 116.02 (d, J = 22.1 Hz), 94.62, 67.27.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethyl 3-hydroxybenzoat (255)

/©)J\/ J\Q 1,4-Dioxan /©)K/
60°C,3h
54 %
240
2-Brom-1-(4-fluorphenyl)ethan-1-on (240, 100 mg, 461 pmol, 1.00 eq) wurde in 4 mL
1,4-Dioxan gelost. Zu der Losung wurden 3-Hydroxybenzoesédure (245, 127 mg, 922 pumol,
2.00 eq) und DBU (138 pL, 922 pmol, 2.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei 60 °C fiir

3 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand

mittels priparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 68 mg (247 umol, 54 %) weiller Feststoff
HPLC: 61.8 % B, Reinheit: 99.9 %
MS (ESIY): m/z ber. fiir CisH11FO4 274.06 (M), gef. 297.07 (M+Na)"

HRMS (ESI?):  m/z ber. fiir Ci1sH11FNaO4 297.0534, gef. 297.0540

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 9.85 (s, 1H), 8.13 — 8.08 (m, 2H), 7.49 —
7.45 (m, 1H), 7.44 — 7.39 (m, 3H), 7.36 (t, ] = 7.9 Hz, 1H), 7.08 (ddd, ] = 8.1,
2.6, 1.0 Hz, 1H), 5.71 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 191.43, 165.37 (d, J = 252.9 Hz), 165.21,
157.54, 130.87 (d, J=9.7 Hz), 130.68 (d, ] = 2.9 Hz), 130.31, 129.88, 120.63,
119.99, 116.00 (d, J = 22.1 Hz), 115.74, 66.90.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethyl-4-cyanobenzoat (256)

60 °C,2h

61 %
240 246
2-Brom-1-(4-fluorphenyl)ethan-1-on (240, 100 mg, 461 pmol, 1.00 eq) wurde in 4 mL
1,4-Dioxan gelost. Zu der Losung wurden 4-Cyanobenzoesdure (246, 136 mg, 922 umol,
2.00 eq) und DBU (138 uL, 922 umol, 2.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei 60 °C fiir
2 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand

sdulenchromatographisch gereinigt (15:1 CH:EA — EA).

Ausbeute: 80 mg (282 umol, 61 %) gelber Feststoff
HPLC: 69.2 % B, Reinheit: 99.0 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1¢H10FNO3 283.06 (M), gef. 284.01 (M+H)"

HRMS (ESI"): m/z ber. fiir C16H10FNNaO3 306.0537, gef. 306.0534

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.20 — 8.17 (m, 2H), 8.13 — 8.09 (m, 2H),
8.08 — 8.05 (m, 2H), 7.45 — 7.40 (m, 2H), 5.80 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 190.99, 165.44 (d, ] = 252.9 Hz), 164.07,
132.97, 132.93, 130.94 (d, ] = 9.6 Hz), 130.50 (d, J = 2.9 Hz), 129.96, 117.94,
116.05 (d, T =22.0 Hz), 115.80, 67.57.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethyl-3-cyanobenzoat (257)

/@)J\/ )J\©/ 14Dloxan /@)‘\/ \n/©\
60 °C,4h

79 %

2-Brom-1-(4-fluorphenyl)ethan-1-on (240, 100 mg, 461 pmol, 1.00 eq) wurde in 4 mL
1,4-Dioxan gelost. Zu der Losung wurden 3-Cyanobenzoesdure (247, 136 mg, 922 umol,
2.00 eq) und DBU (138 puL, 922 umol, 2.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei 60 °C fiir
4 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand

sdulenchromatographisch gereinigt (15:1 CH:EA — EA).

Ausbeute: 103 mg (364 umol, 79 %) gelber Feststoff

HPLC: 68.6 % B, Reinheit: 99.9 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1¢H10FNO3 283.06 (M), gef. 284.06 (M+H)"
HRMS (ESI*): m/z ber. fiir C16H10FNNaO3 306.0537, gef. 306.0539

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.40 (td, J = 1.7, 0.6 Hz, 1H), 8.33 (ddd, J
=709, 1.7, 1.2 Hz, 1H), 8.19 (ddd, ] = 7.8, 1.7, 1.2 Hz, 1H), 8.13 — 8.10 (m,
2H), 7.81 (td, J = 7.9, 0.6 Hz, 1H), 7.45 — 7.40 (m, 2H), 5.80 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-dg) 8 [ppm] = 191.00, 165.44 (d, J = 253.0 Hz), 163.71,
137.00, 133.73, 132.80, 130.99, 130.91, 130.49 (d, J = 2.8 Hz), 130.32 (d, J
= 12.4 Hz), 117.77, 116.04 (d, J = 22.1 Hz), 112.26, 67.52.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

3-((2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethoxy)carbonyl)benzoesiure (258)

/@)‘\/ 14D|oxan /@)K/ \H/©\n/
60 °C, 3 h

24 %
240 258

2-Brom-1-(4-fluorphenyl)ethan-1-on (240, 70.0 mg, 323 umol, 1.00 eq) wurde in 3 mL
1,4-Dioxan geldst. Zu der Losung wurden Isophthalsdure (248, 107 mg, 645 umol, 2.00 eq) und
DBU (96 pL, 645 umol, 2.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei 60 °C fiir 3 Stunden geriihrt.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels

préaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 23 mg (76.1 umol, 24 %) weiBer Feststoff

HPLC: 61.4 % B, Reinheit: 97.9 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1¢H11FOs 302.06 (M), gef. 303.05 (M+H)*
HRMS (EST*):  m/z ber. fir CisH11FNaOs 325.0483, gef. 325.0487

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 13.34 (s, 1H), 8.57 (td, J=1.7, 0.5 Hz, 1H),
8.27 — 8.24 (m, 2H), 8.14 — 8.09 (m, 2H), 7.73 (td, J = 7.8, 0.4 Hz, 1H), 7.45
—7.40 (m, 2H), 5.79 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-dg) 8 [ppm] = 191.21, 166.33, 165.41 (d, J = 253.0 Hz),
164.57, 134.07, 133.36, 131.46, 130.91 (d, ] = 9.7 Hz), 130.58 (d, J = 2.9 Hz),
129.90, 129.54, 129.48, 116.04 (d, J = 22.1 Hz), 67.26.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethyl 4-isopropylbenzoat (259)

(0]
(0]
1 ,4-Dioxan
60 °C,3h . (0]

22 %
240

2-Brom-1-(4-fluorphenyl)ethan-1-on (240, 100 mg, 461 pmol, 1.00 eq) wurde in 4 mL
1,4-Dioxan geldst. Zu der Losung wurden 4-Isopropylbenzoesdure (249, 151 mg, 922 umol,
2.00 eq) und DBU (138 uL, 922 pumol, 2.00 eq) gegeben. Die Losung wurde bei 60 °C fiir

3 Stunden geriihrt. Anschlieend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand

sdulenchromatographisch gereinigt (15:1 CH:EA).

Ausbeute: 30 mg (100 umol, 22 %) weiBBer Feststoff
HPLC: 82.8 % B, Reinheit: 97.5 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir CisH17FO3 300.12 (M), gef. 301.08 (M+H)"

HRMS (ESI*): m/z ber. fiir C1sH7FNaOs 323.1054, gef. 323.1066

IH-NMR: (500 MHz, CDCls-d) 8 [ppm] = 8.07 — 8.04 (m, 2H), 8.03 — 7.98 (m, 2H),
7.34—7.31 (m, 2H), 7.20 — 7.16 (m, 2H), 5.52 (s, 2H), 2.98 (hept, ] = 6.9 Hz,
1H), 1.28 (d, J = 6.9 Hz, 6H).

13C-NMR: (126 MHz, CDCls-d) & [ppm] = 190.97, 166.25 (d, J = 256.0 Hz), 166.19,
155.09, 130.93 (d, J = 3.0 Hz), 130.71 (d, ] = 9.4 Hz), 130.29, 126.98, 126.76,
116.26 (d, ] = 22.0 Hz), 66.30, 34.46, 23.84.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethyl 5-chlorthiophen-2-carboxylat (260)

/©)‘\/ )KQ’ 1 ,4-Dioxan \H/lj
60 °C,3h
55 %
240 250
2-Brom-1-(4-fluorphenyl)ethan-1-on (240, 50.0 mg, 230 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL
1,4-Dioxan gelost. Zu der Losung wurden 5-Chlorthiophen-2-carbonsédure (250, 74.9 mg,
461 umol, 2.00 eq) und DBU (69 pL, 461 umol, 2.00 eq) gegeben. Die Lésung wurde bei 60 °C

fiir 3 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der

Riickstand sdaulenchromatographisch gereinigt (6:1 CH:EA).

Ausbeute: 38 mg (127 umol, 55 %) gelber Feststoff
HPLC: 76.7 % B, Reinheit: 99.9 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir Ci3HsCIFOs3S 297.99 (M), gef. 298.87 (M+H)"

HRMS (ESI*): m/z ber. fiir C13HsCIFNaOsS 320.9759, gef. 320.9763

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 8.11 — 8.06 (m, 2H), 7.80 (d, ] = 4.1 Hz,
1H), 7.45 — 7.40 (m, 2H), 7.33 (d, J = 4.1 Hz, 1H), 5.72 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 191.00, 165.42 (d, J = 253.0 Hz), 159.76,
136.20, 134.46, 130.91 (d, ] = 9.6 Hz), 130.59, 130.45 (d, J = 2.9 Hz), 128.78,
116.03 (d, J = 22.1 Hz), 67.33.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

2-((2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethoxy)carbonyl)benzolammonium-2,2,2-trifluoracetat (267)

+
J@k& I 1 60°C,3h 0 Hi‘;@
2) 33 % HBr in AcOH
F RT, 1h /©)J\/
F

1) DBU F3;C-COO"
1,4-Dioxan

45 % 0. zwei Schritte
261 267

2-Brom-1-(4-fluorphenyl)ethan-1-on (240, 100 mg, 461 pmol, 1.00 eq) wurde in 4 mL

1,4-Dioxan geldst. Zu der Losung wurden 2-((tert-Butoxycarbonyl)amino)benzoesdure (261,

219 mg, 922 umol, 2.00 eq) und DBU (138 puL, 922 umol, 2.00 eq) gegeben. Die Losung wurde

bei 60 °C fiir 3 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt.

Das erhaltene Rohprodukt wurde in 3 mL 33 % HBr in AcOH (w/w) gelost. Die Losung wurde

bei Raumtemperatur fiir 1 Stunden geriihrt. Anschlieend wurde die Losung in kalten Et,O

gegeben und der ausgefallene Feststoff abzentrifugiert. Das Rohprodukt wurde mittels

praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute:
HPLC:

MS (ESIY):
HRMS (ESI"):

'H-NMR:

BC-NMR:

81 mg (209 umol, 45 %) gelber Feststoff

68.0 % B, Reinheit: 99.9 %

m/z ber. fiir C1sH12FNO3 273.08 (M), gef. 274.08 (M+H)"
m/z ber. fir C1sH12FNNaO; 296.0693, gef. 296.0701

(500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.13 — 8.07 (m, 2H), 7.81 (ddd, J = 8.1, 1.7,
0.4 Hz, 1H), 7.44 — 7.39 (m, 2H), 7.31 — 7.27 (m, 1H), 6.82 — 6.78 (m, 1H),
6.59 — 6.55 (m, 1H), 5.65 (s, 2H).

Das NH3"-Signal liegt unter den Aromatischen-Signalen im Bereich von 6.4

— 6.8 ppm.

(126 MHz, CDCls-d) & [ppm] = 191.24, 167.40, 166.26 (d, J = 256.1 Hz),
150.70, 134.77, 131.70, 130.88 (d, T = 3.1 Hz), 130.73 (d, J = 9.5 Hz), 116.93,
116.69, 116.27 (d, J = 22.0 Hz), 110.09, 65.99.

Die TFA-Signale gehen im Rauschen unter.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

4-((2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethoxy)carbonyl)benzolammonium-2,2,2-trifluoracetat (268)

1) DBU F3C—-COO"
1,4-Dioxan

0] (0] +
° NH
Br 60 °C,2h o) 3
+ HO o)
2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan
F NHBoc RT, 2h
F

36 % 0. zwei Schritte o
240 262 268

2-Brom-1-(4-fluorphenyl)ethan-1-on (240, 100 mg, 461 pmol, 1.00 eq) wurde in 4 mL
1,4-Dioxan geldst. Zu der Losung wurden 4-((tert-Butoxycarbonyl)amino)benzoesdure (262,
219 mg, 922 umol, 2.00 eq) und DBU (138 puL, 922 umol, 2.00 eq) gegeben. Die Losung wurde

bei 60 °C fiir 2 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt.

Das erhaltene Rohprodukt wurde in 3 mL 4 M HClI in 1,4-Dioxan geldst. Die Losung wurde bei
Raumtemperatur fiir 2 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde die Losung in kalten Et,O gegeben

und der ausgefallene Feststoff abzentrifugiert. Das Rohprodukt wurde mittels préparativer

HPLC gereinigt.

Ausbeute: 64 mg (165 umol, 36 %) gelber Feststoff

HPLC: 58.3 % B, Reinheit: 99.1 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1sH12FNO3 273.08 (M), gef. 274.07 (M+H)"

HRMS (ESI*):  m/z ber. fiir C1sHi3FNOs 274.0874, gef. 274.0875

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 8.12 — 8.06 (m, 2H), 7.72 — 7.68 (m, 2H),
7.44 —7.37 (m, 2H), 6.65 — 6.55 (m, 2H), 5.57 (s, 2H).

Das NH3"-Signal liegt unter den Aromatischen-Signalen im Bereich von 6.1

— 6.8 ppm.

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-d¢) 8 [ppm] = 192.09, 165.27 (d, J = 252.5 Hz), 165.23,
153.77,131.34, 130.88 (d, ] = 2.9 Hz), 130.79 (d, ] =9.6 Hz), 115.93 (d, J =
21.9 Hz), 115.04, 112.64, 66.03.

Die TFA-Signale gehen im Rauschen unter.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

3-((2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethoxy)carbonyl)benzolammonium-2,2,2-trifluoracetat (269)

1) DBU F;C-COO”
0 0 1,4-Dioxan NH;*

B 60 °C,4 h
r. HO NHBoc .~ o
2) 4 M HCl in 1,4-Dioxan o]
F RT, 4 h
o]
F

58 % u. zwei Schritte

240 263 269

2-Brom-1-(4-fluorphenyl)ethan-1-on (240, 100 mg, 461 pmol, 1.00 eq) wurde in 4 mL
1,4-Dioxan geldst. Zu der Losung wurden 3-((tert-Butoxycarbonyl)amino)benzoesdure (263,
219 mg, 922 pmol, 2.00 eq) und DBU (138 pL, 922 pmol, 2.00 eq) gegeben. Die Losung wurde

bei 60 °C fiir 4 Stunden geriihrt. Anschliefend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt.

Das erhaltene Rohprodukt wurde in 3 mL 4 M HClI in 1,4-Dioxan geldst. Die Losung wurde bei
Raumtemperatur fiir 4 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde die Losung in kalten Et2O gegeben

und der ausgefallene Feststoff abzentrifugiert. Das Rohprodukt wurde mittels prédparativer

HPLC gereinigt.

Ausbeute: 104 mg (268 umol, 58 %) weiler Feststoff

HPLC: 37.6 % B, Reinheit: 99.9 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1sH12FNO3 273.08 (M), gef. 274.07 (M+H)"

HRMS (ESI"):  m/z ber. fir Ci1sH13FNO3 274.0874, gef. 274.0882

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 8.13 — 8.07 (m, 2H), 7.45 — 7.37 (m, 4H),
7.31 (t,J = 7.8 Hz, 1H), 7.07 — 7.03 (m, 1H), 5.70 (s, 2H).

Das NH3"-Signal liegt unter den Aromatischen-Signalen im Bereich von 7.2

— 7.8 ppm.

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-dg) 8 [ppm] = 191.46, 165.39, 165.38 (d, J = 252.9 Hz),
158.20 (q, J = 36.6 Hz), 130.88 (d, J = 9.6 Hz), 145.14, 130.69 (d, J=2.9 Hz),
129.89, 129.47, 120.93, 119.49, 116.55, 116.01 (d, J = 22.0 Hz), 115.56 (g, J
=291.3 Hz), 66.85.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethan-1-ammoniumchlorid (271)

1) Urotropin
2 RT. 251 2
Br T - NH5*
2) konz. HCI cr
F EtOH F
RT, 18 h

240 271

80 % U. zwei Schritte

2-Brom-1-(4-fluorphenyl)ethan-1-on (240, 400 mg, 1.84 mmol, 1.00 eq) wurde in 10 mL
CHCI; gelost und mit Urotropin (284 mg, 2.03 mmol, 1.10 eq) versetzt. Die Losung wurde bei
Raumtemperatur fiir 2.5 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde die Suspension filtriert und der

Feststoff mit CHCl3; gewaschen.

Der erhaltene Feststoff wurde in 4 mL EtOH und 2 mL konz. HCI gelost und der Ansatz bei
Raumtemperatur fiir 18 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo

entfernt und der Riickstand mittels priparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 280 mg (1.48 mmol, 80 %) weiller Feststoff

HPLC: 18.2 % B, Reinheit: 95.2 %

MS (ESIY): m/z ber. fir CsHsFNO 153.06 (M), gef. 154.02 (M+H)"

'"H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 8.33 (s, 3H), 8.13 — 8.10 (m, 2H), 7.46 —

7.41 (m, 2H), 4.60 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 5 [ppm] = 191.64, 165.68 (d, J = 253.6 Hz), 131.29 (d,
J=9.9 Hz), 130.49 (d, J = 2.8 Hz), 116.09 (d, J = 22.2 Hz), 44.80.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

N-(2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethyl)thiophen-3-carboxamid (272)

HATU

0
NH3 DIPEA \”/Q
/
S DMF
RT. 2 h

44 %
238

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethan-1-ammoniumchlorid (271, 65.1 mg, 343 umol, 1.10 eq) wurde
in 5 mL DMF gel6st. Zu der Losung wurden Thiophen-3-carbonsdure (238, 40.0 mg, 312 umol,
1.00 eq), HATU (131 mg, 343 umol, 1.10 eq) und DIPEA (175 pL, 1.03 mmol, 3.30 eq)
gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 2 Stunden geriihrt. Anschlieend wurde

das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt

(2:1 CH:EA).

Ausbeute: 36 mg (137 umol, 44 %) weiBBer Feststoff
HPLC: 54.9 % B, Reinheit: 99.9 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C13H10FNO:S 263.04 (M), gef. 264.05 (M+H)"

HRMS (ESI"):  m/z ber. fiir C13H10FNNaO2S 286.0308, gef. 286.0312

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.68 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 8.19 (dd, J = 3.0,
1.3 Hz, 1H), 8.15 - 8.10 (m, 2H), 7.61 (dd, J = 5.0, 3.0 Hz, 1H), 7.53 (dd, J =
5.0, 1.3 Hz, 1H), 7.41 — 7.36 (m, 2H), 4.73 (d, ] = 5.7 Hz, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 194.02, 165.13 (d, J = 252.2 Hz), 162.29,
137.24, 131.82 (d, J =2.9 Hz), 130.85 (d, ] = 9.5 Hz), 129.00, 126.78, 126.73,
115.81 (d, T = 21.8 Hz), 46.00.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

N-(2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethyl)benzamid (273)

HATU

NH DIPEA Q H
DMF
RT, 2 h F ©
273

59 %

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethan-1-ammoniumchlorid (271, 68.3 mg, 360 umol, 1.10 eq) wurde
in 5 mL DMF gelost. Zu der Losung wurden Benzoesédure (241, 40.0 mg, 328 pmol, 1.00 eq),
HATU (137 mg, 360 umol, 1.10 eq) und DIPEA (184 uL, 1.08 mmol, 3.30 eq) gegeben. Die
Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 2 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt

(2:1 CH:EA).

Ausbeute: 50 mg (194 pmol, 59 %) weiBBer Feststoff
HPLC: 57.8 % B, Reinheit: 95.7 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1sH12FNO; 257.09 (M), gef. 258.13 (M+H)"

HRMS (ESI"): m/z ber. fiir C1sH12FNNaO> 280.0744, gef. 280.0747

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 5 [ppm] = 8.84 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 8.16 — 8.11 (m,
2H), 7.92 — 7.88 (m, 2H), 7.58 — 7.54 (m, 1H), 7.52 — 7.48 (m, 2H), 7.42 —
7.37 (m, 2H), 4.77 (d, ] = 5.7 Hz, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 193.96, 166.49, 165.13 (d, J = 252.1 Hz),
133.88, 131.84 (d, J =2.9 Hz), 131.34, 130.85 (d, J = 9.5 Hz), 128.31, 127.20,
115.82 (d, T = 21.9 Hz), 46.35.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

2-Fluor-N-(2-(4-fluorphenyl)-2-oxoethyl)benzamid (274)

HATU

0]
DIPEA H
DMF
RT, 17 h F © F

47 %

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethan-1-ammoniumchlorid (271, 88.0 mg, 464 umol, 1.10 eq) wurde
in 7 mL DMF gelost. Zu dem Ansatz wurden 2-Fluorbenzoesdure (242, 59.1 mg, 422 umol,
1.00 eq), HATU (176 mg, 464 pmol, 1.10 eq) und DIPEA (237 pL, 1.39 mmol, 3.30 eq)
gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 17 Stunden geriihrt. Anschlieend wurde
das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt

(3:1 CH:EA).

Ausbeute: 55 mg (200 umol, 47 %) weiBBer Feststoff
HPLC: 62.7 % B, Reinheit: 95.9 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1sH11F2NO> 275.08 (M), gef. 276.08 (M+H)"

HRMS (ESI*):  m/z ber. fiir CisH11F2NNaO; 298.0650, gef. 298.0655

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.59 — 8.52 (m, 1H), 8.16 — 8.10 (m, 2H),
7.73 (td, = 7.6, 1.8 Hz, 1H), 7.60 — 7.54 (m, 1H), 7.42 — 7.37 (m, 2H), 7.35
—7.30 (m, 2H), 4.80 (d, J = 5.5 Hz, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-dg) 8 [ppm] = 193.43, 165.17 (d, J = 252.2 Hz), 163.68,
159.40 (d,J =249.1 Hz), 132.84 (d, ] = 8.7 Hz), 131.68 (d, ] = 2.9 Hz), 130.88
(d, J=9.6 Hz), 130.35 (d, ] = 2.9 Hz), 124.54 (d, ] = 3.4 Hz), 122.89 (d, J =
13.8 Hz), 116.18 (d, J = 22.7 Hz), 115.83 (d, J = 21.9 Hz), 46.52.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

3,5-Dichlor-N-(2-(4-fluorphenyl)-2-oxoethyl)benzamid (275)

0 HATU
NHB . DIPEA
DMF
F RT, 16 h
51 %
271 243

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethan-1-ammoniumchlorid (271, 88.0 mg, 464 pmol, 1.10 eq) wurde
in 7mL DMF gelost und mit 3,5-Dichlorbenzoeséure (243, 80.6 mg, 422 umol, 1.00 eq),
HATU (176 mg, 464 umol, 1.10 eq) sowie DIPEA (237 uL, 1.39 mmol, 3.30 eq) versetzt. Die
Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 16 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt

(2:1 CH:EA).

Ausbeute: 70 mg (215 umol, 51 %) gelber Feststoff

HPLC: 72.4 % B, Reinheit: 96.3 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1sHioCl,FNO; 325.01 (M), gef. 326.09 (M+H)"
HRMS (EST*):  m/z ber. fir CisHioCLLFNNaO2 347.9965, gef. 347.9968

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 9.12 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 8.15 — 8.10 (m,
2H), 7.92 (d, J = 1.9 Hz, 2H), 7.84 (t, ] = 1.9 Hz, 1H), 7.42 — 7.37 (m, 2H),
4.80 (d, J = 5.7 Hz, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) 5 [ppm] = 193.42, 165.20 (d, J = 252.2 Hz), 163.87,
137.01, 134.35, 131.67 (d,J = 2.9 Hz), 130.91 (d, J = 9.6 Hz), 130.82, 126.11,
115.85 (d, J = 21.9 Hz), 46.44.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

2-1od-N-(2-(4-fluorphenyl)-2-oxoethyl)benzamid (276)

HATU

O
D|PEA
DMF

| RT, 17 h

0,
244 48 %

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethan-1-ammoniumchlorid (271, 88.0 mg, 464 umol, 1.10 eq) wurde
in 7mL DMF gelost. Zu dem Ansatz wurden 2-lodbenzoesdure (244, 105 mg, 422 umol,
1.00 eq), HATU (176 mg, 464 umol, 1.10 eq) und DIPEA (237 pL, 1.39 mmol, 3.30 eq)
gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 17 Stunden geriihrt. Anschlieend wurde

das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 55 mg (201 umol, 48 %) weiBler Feststoff
HPLC: 63.1 % B, Reinheit: 99.9 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1sH11FINO; 382.98 (M), gef. 383.95 (M+H)"

HRMS (EST"):  m/z ber. fir C1sH11FINNaO; 405.9711, gef. 405.9711

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-d¢) o [ppm] = 8.73 (t, ] = 5.7 Hz, 1H), 8.16 — 8.11 (m,
2H), 7.90 (ddd, J =7.9, 1.1, 0.3 Hz, 1H), 7.49 (td, J = 7.4, 1.1 Hz, 1H), 7.44
—7.42 (m, 1H), 7.41 — 7.37 (m, 2H), 7.20 (ddd, J = 7.9, 7.3, 1.8 Hz, 1H), 4.74
(d, J = 5.8 Hz, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-dg) 8 [ppm] = 193.61, 169.07, 165.16 (d, J = 252.1 Hz),
142.18, 139.28, 131.72 (d, J = 3.0 Hz), 130.96, 130.93 (d, J = 9.5 Hz), 128.32,
127.94, 115.82 (d, J = 22.0 Hz), 93.28, 46.16.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

N-(2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethyl)-3-hydroxybenzamid (277)

HATU

o DIPEA
NH3 ¥ Ho OH \H/©\
DMF
RT, 18 h
245

40 %

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethan-1-ammoniumchlorid (271, 75.5 mg, 398 umol, 1.10 eq) wurde
in 5 mL DMF gelost. Zu der Losung wurden 3-Hydroxybenzoesdure (245, 50.0 mg, 362 umol,
1.00 eq), HATU (151 mg, 398 umol, 1.10 eq) und DIPEA (203 pL, 1.19 mmol, 3.30 eq)
gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 18 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde

das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 40 mg (146 pmol, 40 %) weiler Feststoff
HPLC: 50.0 % B, Reinheit: 99.9 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1sH12FNO3 273.08 (M), gef. 274.07 (M+H)"

HRMS (ESI"): m/z ber. fiir C1sH12FNNaO3 296.0693, gef. 296.0695

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 9.64 (s, 1H), 8.71 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 8.16
— 8.09 (m, 2H), 7.43 — 7.35 (m, 2H), 7.33 — 7.24 (m, 3H), 6.94 (ddd, ] = 7.8,
2.5, 1.2 Hz, 1H), 4.73 (d, ] = 5.7 Hz, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 193.99, 166.55, 165.13 (d, J = 252.0 Hz),
157.32, 135.39, 131.85 (d, J = 2.8 Hz), 130.84 (d, ] = 9.5 Hz), 129.31, 118.25,
117.69, 115.81 (d, J = 21.8 Hz), 114.25, 46.35.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

4-Cyano-N-(2-(4-fluorphenyl)-2-oxoethyl)benzamid (278)

o HATU
NH3 DIPEA
+
DMF
,: RT, 16 h

23 %
271 246

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethan-1-ammoniumchlorid (271, 88.0 mg, 464 umol, 1.10 eq) wurde
in 7 mL DMF gel6st. Zu dem Ansatz wurden 4-Cyanobenzoesdure (246, 62.1 mg, 422 pmol,
1.00 eq), HATU (176 mg, 464 pmol, 1.10 eq) und DIPEA (237 pL, 1.39 mmol, 3.30 eq)
gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 16 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde

das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.
Ausbeute: 27 mg (95.7 umol, 23 %) weiBer Feststoff

HPLC: 57.0 % B, Reinheit: 99.9 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1¢H11FN205 282.08 (M), gef. 283.02 (M+H)"

HRMS (ESI*):  m/z ber. fiir C16H11FN2NaO; 305.0697, gef. 305.0701

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-d¢) 8 [ppm] = 9.13 (t, ] = 5.6 Hz, 1H), 8.16 — 8.11 (m,
2H), 8.07 — 8.04 (m, 2H), 8.01 — 7.98 (m, 2H), 7.42 — 7.37 (m, 2H), 4.81 (d,
J=5.7 Hz, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 193.55, 165.20, 165.19 (d, J = 252.1 Hz),

137.81, 132.49, 131.71 (d,J=2.9 Hz), 130.90 (d, ] =9.5 Hz), 128.08, 118.25,
115.85 (d, J =22.0 Hz), 113.79, 46.44.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

3-Cyano-N-(2-(4-fluorphenyl)-2-oxoethyl)benzamid (279)

HATU

)
"o N oA Y©\
DMF
RT, 16 h

42 %

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethan-1-ammoniumchlorid (271, 88.0 mg, 464 umol, 1.10 eq) wurde
in 7 mL DMF gelost. Zu dem Ansatz wurden 3-Cyanobenzoesiure (247, 62.1 mg, 422 umol,
1.00 eq), HATU (176 mg, 464 pmol, 1.10 eq) und DIPEA (237 pL, 1.39 mmol, 3.30 eq)
gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 16 Stunden geriihrt. Anschlieend wurde
das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt

(2:1 CH:EA).

Ausbeute: 50 mg (177 pmol, 42 %) weiBBer Feststoff
HPLC: 57.2 % B, Reinheit: 95.5 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1¢H11FN20> 282.08 (M), gef. 283.08 (M+H)"

HRMS (ESI"):  m/z ber. fiir C16H11FN2NaO2 305.0697, gef. 305.0702

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 9.10 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 8.32 (t, J= 1.4 Hz,
1H), 8.21 (dt, J = 7.9, 1.2 Hz, 1H), 8.15 — 8.12 (m, 2H), 8.04 (dt, J = 7.7,
1.3 Hz, 1H), 7.73 (t, ] = 8.0 Hz, 1H), 7.43 — 7.37 (m, 2H), 4.81 (d, ] = 5.6 Hz,
2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-dg) 8 [ppm] = 193.55, 165.19 (d, J = 252.3 Hz), 164.75,
134.84,132.00, 131.71 (d, = 2.9 Hz), 130.90 (d, J = 9.5 Hz), 130.88, 129.84,
119.41, 118.22, 115.85 (d, J = 22.0 Hz), 111.58, 46.42.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

3-((2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethyl)carbamoyl)benzoesaure (280)

HATU
NH Q Q DIPEA
2+ Ho OH
DMF
RT, 4 h

29 %

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethan-1-ammoniumchlorid (271, 50.2 mg, 265 pumol, 1.10 eq) wurde
in 5 mL DMF gel6st. Zu der Losung wurden Isophthalsdure (248, 40.0 mg, 241 umol, 1.00 eq),
HATU (101 mg, 265 pumol, 1.10 eq) und DIPEA (135 pL, 795 umol, 3.30 eq) gegeben. Die
Losung wurde bei Raumtemperatur fir 4 Stunden gerithrt. AnschlieBend wurde das

Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.
Ausbeute: 21 mg (69.7 umol, 29 %) weiBBer Feststoff

HPLC: 50.4 % B, Reinheit: 98.9 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1¢H12FNO4 301.08 (M), gef. 302.13 (M+H)"

HRMS (ESI*):  m/z ber. fiir Ci6H13FNO4 302.0823, gef. 302.0822

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 13.19 (s, 1H), 9.06 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 8.49
(t,J=1.5 Hz, 1H), 8.16 — 8.09 (m, 4H), 7.64 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.42 — 7.36
(m, 2H), 4.79 (d, ] = 5.6 Hz, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 193.80, 166.79, 165.80, 165.17 (d, J =
252.1 Hz), 134.27, 132.00, 131.80 (d, J=2.9 Hz), 131.51, 131.03, 130.89 (d,
J=9.5Hz), 128.82, 128.09, 115.85 (d, J = 21.9 Hz), 46.42.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

N-(2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethyl)-4-isopropylbenzamid (281)

o) o HATU
N HO DIPEA o) .
cr DMF
F RT, 17 h o)
34 % F
271 249 281

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethan-1-ammoniumchlorid (271, 88.0 mg, 464 umol, 1.10 eq) wurde
in 7 mL DMF gel6st. Zu dem Ansatz wurden 4-Isopropylbenzoesiure (249, 69.3 mg, 422 umol,
1.00 eq), HATU (176 mg, 464 umol, 1.10 eq) und DIPEA (237 pL, 1.39 mmol, 3.30 eq)
gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 17 Stunden geriihrt. AnschlieSend wurde

das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 43 mg (144 umol, 34 %) weiller Feststoff
HPLC: 71.1 % B, Reinheit: 99.9 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1sHi1sFNO2 299.13 (M), gef. 300.16 (M+H)"

HRMS (ESI?): m/z ber. fir CisH1sFNNaO 322.1214, gef. 322.1219

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-d¢) o [ppm] = 8.75 (t, ] = 5.4 Hz, 1H), 8.16 — 8.10 (m,
2H), 7.83 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.41 — 7.34 (m, 4H), 4.75 (d, J = 5.6 Hz, 2H),
2.95 (hept, J = 6.8 Hz, 1H), 1.23 (d, J = 6.9 Hz, 6H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 194.06, 166.40, 165.12 (d, J = 252.1 Hz),
151.96, 131.86 (d, J=2.7 Hz), 131.55, 130.84 (d, ] = 9.5 Hz), 127.34, 126.20,
115.80 (d, J = 22.0 Hz), 46.32, 33.30, 23.57.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

5-Chlor-N-(2-(4-fluorphenyl)-2-oxoethyl)thiophen-2-carboxamid (282)
HATU

DIPEA
NH
RIS B Y@
\ / DMF
RT, 4 h

250 50 %

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethan-1-ammoniumchlorid (271, 51.3 mg, 271 pmol, 1.10 eq) wurde
in 5 mL DMF gelost. Zu der Losung wurden 5-Chlorthiophen-2-carbonsdure (250, 40.0 mg,
246 pumol, 1.00 eq), HATU (103 mg, 271 pmol, 1.10 eq) und DIPEA (142 pL, 812 pmol,
3.30 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 4 Stunden geriihrt. AnschlieBend
wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch

gereinigt (3:1 CH:EA).

Ausbeute: 37 mg (124 umol, 50 %) gelber Feststoff

HPLC: 65.1 % B, Reinheit: 95.2 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C13HoCIFNO>S 297.00 (M), gef. 298.00 (M+H)"
HRMS (ESI*):  m/z ber. fiir Ci3HoCIFNNaO,S 319.9919, gef. 319.9917

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 8.97 (t, ] = 5.6 Hz, 1H), 8.14 — 8.09 (m,
2H), 7.73 (d, J = 4.1 Hz, 1H), 7.41 — 7.37 (m, 2H), 7.22 (d, J = 4.0 Hz, 1H),
4.75 (d, J = 5.7 Hz, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-dg) 8 [ppm] = 193.61, 165.20 (d, J = 252.1 Hz), 160.49,
138.42, 133.13, 131.67 (d, J = 2.9 Hz), 130.90 (d, ] = 9.6 Hz), 128.39, 128.13,
115.86 (d, J = 22.0 Hz), 46.10.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

4-((2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethyl)carbamoyl)benzenammonium-2,2,2-trifluoracetat (287)
1) HATU, DIPEA

o o DMF NH;*
. RT, 21 h oy
NH; N
cr T HO g
2) 33 % HBr in ACOH
F NHBoc RT, 1.5 h E O Fyc-coor

39 % 0. zwei Schritte
271 262 287

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethan-1-ammoniumchlorid (271, 79.1 mg, 417 pmol, 1.10 eq) wurde
in 5mL DMF gelost und mit 4-((tert-Butoxycarbonyl)amino)benzoesdure (262, 90.0 mg,
379 umol, 1.00 eq), HATU (159 mg, 417 umol, 1.10 eq) sowie DIPEA (213 pL, 1.25 mmol,
3.30 eq) versetzt. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 21 Stunden geriihrt. AnschlieSend

wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt.

Das erhaltene Rohprodukt wurde in 2.5 mL 33 % HBr in AcOH (w/w) gelost. Die Losung wurde
bei Raumtemperatur fiir 1.5 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde die Losung in kalten Et2O
gegeben und der ausgefallene Feststoff abzentrifugiert. Das Rohprodukt wurde mittels
préaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 57 mg (148 umol, 39 %) beiger Feststoff
HPLC: 39.8 % B, Reinheit: 99.9 %
MS (ESIY): m/z ber. fiir Ci1sH13FN202 272.10 (M), gef. 273.09 (M+H)"

HRMS (ESI"):  m/z ber. fiir C1sH14FN2O2 273.1034, gef. 273.1034

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.36 (t, ] = 5.6 Hz, 1H), 8.15 — 8.07 (m,
2H), 7.64 — 7.60 (m, 2H), 7.40 — 7.35 (m, 2H), 6.62 — 6.56 (m, 2H), 5.57 (s,
3H), 4.68 (d, J = 5.6 Hz, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) 5 [ppm] = 194.54, 166.41, 165.06 (d, J = 251.9 Hz),
151.23, 131.98 (d, J = 2.9 Hz), 130.79 (d, J = 9.5 Hz), 128.79, 120.98, 115.76
(d, J=22.0 Hz), 112.85, 46.23.

Die TFA-Signale gehen im Rauschen unter.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

3-((2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethyl)carbamoyl)benzenammonium-2,2,2-trifluoracetat (288)
1) HATU, DIPEA

o DMF
. Q RT, 21h Q
NH3™ | NHBoc . N .
cr HO ) - NH;
2) 33 % HBr in AcOH o
F RT, 1.5h F F3C-COO"

59 % 0. zwei Schritte
271 263 288

2-(4-Fluorphenyl)-2-oxoethan-1-ammoniumchlorid (271, 79.1 mg, 417 pmol, 1.10 eq) wurde
in 5 mL DMF gel6st. Zu der Losung wurden 3-((zert-Butoxycarbonyl)amino)benzoeséure (263,
90.0 mg, 379 umol, 1.00 eq), HATU (159 mg, 417 umol, 1.10 eq) und DIPEA (213 pL,
1.25 mmol, 3.30 eq) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 21 Stunden geriihrt.

AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt.

Das erhaltene Rohprodukt wurde in 2.5 mL 33 % HBr in AcOH (w/w) gelost. Die Losung wurde
bei Raumtemperatur fiir 1.5 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde die Losung in kalten Et2O
gegeben und der ausgefallene Feststoff abzentrifugiert. Das Rohprodukt wurde mittels
préaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 86 mg (223 umol, 59 %) gelber Feststoff
HPLC: 36.9 % B, Reinheit: 99.9 %
MS (ESIY): m/z ber. fiir C1sH13FN202 272.10 (M), gef. 273.10 (M+H)"

HRMS (ESI"):  m/z ber. fiir C1sH14FN202 273.1034, gef. 273.1025

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.78 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 8.16 — 8.10 (m,
2H), 7.48 — 7.34 (m, SH), 7.11 (dd, J = 7.6, 1.7 Hz, 1H), 4.75 (d, ] = 5.6 Hz,
2H).

Das NH3"-Signal liegt unter den Aromatischen-Signalen im Bereich von 7.4

— 8.7 ppm.

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) § [ppm] = 193.91, 166.31, 165.16 (d, J = 252.0 Hz),
158.24 (q, J = 35.9 Hz), 140.80, 135.12, 131.82 (d, ] = 2.9 Hz), 130.86 (d, J
=9.5Hz), 129.29, 121.11, 120.13, 117.44, 115.83 (d, I = 22.0 Hz), 115.77 (q,
J=292.6 Hz), 46.39.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

Benzyl 2-(4-oxobenzo|[1,2,3]triazin-3-yl)acetat (291)

: SRS B -
3
@NH + ©/\O)J\/Br - ©\)kN/\n/O
! THF !
~-N
2 N O
N 70 °C, 17 h N
70 %
289 290 291

Benzo[1,2,3]triazin-4-on (289, 1.00 g, 6.80 mmol, 1.00 eq) wurde in 30 mL THF gelost. Zu der
Losung wurden Benzyl-2-bromacetat (290, 2.34 g, 10.2 mmol, 1.50 eq) und NEt; (1.42 mL,
10.2 mmol, 1.50 eq) gegeben. Die Losung wurde bei 70 °C fiir 17 Stunden geriihrt.
AnschlieBend wurde die entstandene Suspension filtriert und das Losungsmittel in vacuo
entfernt. Zu dem Riickstand wurde 1 M Salzsdure gegeben und das Produkt aus der wéssrigen
Phase mit DCM extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit MgSO4 getrocknet und
das Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde sdulenchromatographisch gereinigt

(5:1 CH:EA).

Ausbeute: 1.41 g (4.77 mmol, 70 %) gelber Feststoff

HPLC: 67.1 % B, Reinheit: 98.4 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1¢H13N303 295.10 (M), gef. 296.08 (M+H)*

IH-NMR: (500 MHz, CDCls-d) 8 [ppm] = 8.40 — 8.35 (m, 1H), 8.22 — 8.16 (m, 1H),
8.01 — 7.96 (m, 1H), 7.86 — 7.81 (m, 1H), 7.40 — 7.32 (m, SH), 5.25 (s, 4H).

13C-NMR: (126 MHz, CDCls-d) & [ppm] = 167.16, 155.71, 144.48, 135.32, 135.04,
132.84, 128.80, 128.75, 128.72, 128.53, 125.34, 119.89, 67.84, 50.96.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

2-(4-Oxobenzo[1,2,3]triazin-3-yl)essigsiure (292)

o _ o]
o LiOH OH
N > N
©\)%NA§ THF, EtOH, H,0 ,,{,/\([)(
N~ RT, 25 min N~

0,
291 6% 292

Benzyl-2-(4-oxobenzo[ 1,2,3]triazin-3-yl)acetat (291, 600 mg, 2.03 mmol, 1.00 eq) wurde in
28 mL THF und 12 mL EtOH gelost und mit einer Losung aus LiOH (243 mg, 10.2 mmol,
5.00 eq) in 20 mL H>O versetzt. Die vereinten Losungen wurden bei Raumtemperatur fiir
25 Minuten geriihrt. Anschliefend wurde die Losung mit 1 M Salzsdure auf einen pH-Wert < 1
eingestellt. Danach wurde THF und EtOH in vacuo entfernt und das Produkt mit EA aus der
wissrigen Phase extrahiert. Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand

mittels priparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 316 mg (1.54 mmol, 76 %) weiller Feststoff

HPLC: 36.7 % B, Reinheit: 99.9 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir CoH7N303 205.05 (M), gef. 206.03 (M+H)"

'"H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 13.33 (s, 1H), 8.29 — 8.24 (m, 2H), 8.16 —

8.11 (m, 1H), 8.00 — 7.95 (m, 1H), 5.14 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 168.74, 154.70, 143.71, 135.74, 133.25,
128.18, 124.52, 119.06, 50.78.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

2-(4-Oxobenzo[1,2,3]triazin-3-yl)acetylchlorid (293)

SOCl,
kat. DMF

OH /«\H/CI

tr. DCM
50°C,5h

292 293

2-(4-Oxobenzo[ 1,2,3]triazin-3-yl)essigsdure (292, 50.0 mg, 244 umol, 1.00 eq) wurde unter
Argon-Atmosphire in 4 mL tr. DCM gel6st und mit Thionylchlorid (53 pL, 731 umol, 3.00 eq)
und zwei Tropfen DMF versetzt. Die Losung wurde bei 50 °C fiir 5 Stunden geriihrt.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo entfernt und der violette Feststoff (55 mg)

ohne weitere Reinigung zur Synthese der Verbindung 236 verwendet.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

3-(2-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-2-oxoethyl)benzo[1,2,3]triazin-4-on (236)

O O
AICI, O
o] o]
N - O
o tr. DCM N
N O

N 0°C > RT, 18h N

N

6 % U. zwei Schritte

293 294 236

1,1'-Biphenyl (294, 75.1 mg, 487 pumol, 1.00 eq) und AIClz (260 mg, 1.95 mmol, 4.00 eq)
wurden unter Argon-Atmosphédre in 5 mL tr. DCM gelost, auf 0 °C gekiihlt und mit
2-(4-Oxobenzo[1,2,3]triazin-3-yl)acetylchlorid (293, 55 mg des Rohprodukts) versetzt. Die
Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 18 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde die Lésung in
Eiswasser gegeben und das Produkt aus der wéssrigen Phase mit DCM extrahiert. Die vereinte
organische Phase wurde mit ges. NaHCOs3-Losung gewaschen und mit MgSO4 getrocknet. Das

Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels préaparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 5 mg (15 pumol, 6 % iiber zwei Schritte) brauner Feststoff

HPLC: 77.3 % B, Reinheit: 98.5 %

MS (ESTY): m/z ber. fiir C21H1sN302 341.12 (M), gef. 342.30 (M+H)"

"H-NMR: (500 MHz, CDCI3-d) 6 [ppm] =8.39 (ddd, J=7.9, 1.4, 0.6 Hz, 1H), 8.23 (ddd,

J=82,12,0.6 Hz, 1H), 8£.16 — 8.12 (m, 2H), 8.02 — 7.98 (m, 1H), 7.87 —
7.82 (m, 1H), 7.79 — 7.75 (m, 2H), 7.68 — 7.64 (m, 2H), 7.52 — 7.47 (m, 2H),
7.46 —7.40 (m, 1H), 5.95 (s, 2H).

IBC-NMR: Aufgrund der geringen Ausbeute konnte keine '3C-NMR-Analytik erfolgen.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

2-(4-Oxobenzo[1,2,3]triazin-3-yl)-/N-phenylacetamid (301)

HATU

OH NHz DIPEA
N +
Y ,ﬂ &
’ RT, 18 h

83 %
292

2-(4-Oxobenzo[ 1,2,3]triazin-3-yl)essigsdure (292, 70.0 mg, 341 umol, 1.00 eq) wurde in 5 mL
DMF gel6st. Zu der Losung wurden Anilin (216, 34 pL, 375 umol, 1.10 eq), HATU (143 mg,
375 umol, 1.10 eq) und DIPEA (191 pL, 1.13 mmol, 3.30 eq) gegeben und der Ansatz fiir
18 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in vacuo

entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt (1:1 CH:EA).

Ausbeute: 79 mg (282 umol, 83 %) beiger Feststoff
HPLC: 55.0 % B, Reinheit: 99.9 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1sH12N402 280.10 (M), gef. 281.09 (M+H)"

HRMS (ESI*): m/z ber. fiir C15H1:N4NaO> 303.0852, gef. 303.0856

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 10.44 (s, 1H), 8.29 — 8.25 (m, 2H), 8.16 —
8.12 (m, 1H), 7.99 — 7.95 (m, 1H), 7.60 — 7.57 (m, 2H), 7.35 — 7.30 (m, 2H),
7.10 — 7.06 (m, 1H), 5.27 (s, 2H).

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 164.80, 154.87, 143.77, 138.49, 135.62,
133.10, 128.79, 128.09, 124.50, 123.58, 119.20, 119.18, 52.46.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

N-(4-Fluorphenyl)-2-(4-oxobenzo[1,2,3]|triazin-3-yl)acetamid (302)

o NH> HATU
oH DIPEA
N +
Y —e o,
N” L RT, 18 h
92 %
292 295 302

2-(4-Oxobenzo[ 1,2,3]triazin-3-yl)essigsdure (292, 60.0 mg, 292 umol, 1.00 eq) wurde in 7 mL
DMF gelost. Zu der Losung wurden 4-Fluoranilin (295, 35.7 mg, 322 umol, 1.10 eq), HATU
(122 mg, 322 pmol, 1.10 eq) und DIPEA (164 pL, 965 umol, 3.30 eq) gegeben. Die Losung
wurde bei Raumtemperatur fiir 18 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel

in vacuo entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt (1:1 CH:EA).
Ausbeute: 80 mg (268 umol, 92 %) gelber Feststoff

HPLC: 56.8 % B, Reinheit: 99.9 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1sH11FN4O; 298.09 (M), gef. 298.94 (M+H)"

HRMS (ESI"):  m/z ber. fiir C1sH11FNsNaO2 321.0758, gef. 321.0762

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 10.50 (s, 1H), 8.29 — 8.25 (m, 2H), 8.16 —
8.11 (m, 1H), 7.99 — 7.95 (m, 1H), 7.62 — 7.57 (m, 2H), 7.19 — 7.14 (m, 2H),
5.25 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 165.36, 158.74 (d, ] = 240.1 Hz), 155.47,

144.36, 136.22, 135.46 (d, ] = 2.6 Hz), 133.71, 128.69, 125.10, 121.59 (d, J
= 7.9 Hz), 119.79, 115.98 (d, J = 22.3 Hz), 53.01.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

N-(2-Fluorphenyl)-2-(4-oxobenzo[1,2,3]|triazin-3-yl)acetamid (303)

HATU

0 F
OH DIPEA H
N — N
_N O N 0

RT, 18 h

36 %
292

2-(4-Oxobenzo[ 1,2,3]triazin-3-yl)essigsdure (292, 60.0 mg, 292 umol, 1.00 eq) wurde in 7 mL
DMF gelost. Zu der Losung wurden 2-Fluoranilin (296, 35.7 mg, 322 umol, 1.10 eq), HATU
(122 mg, 322 pmol, 1.10 eq) und DIPEA (164 pL, 965 umol, 3.30 eq) gegeben. Die Losung
wurde bei Raumtemperatur fiir 18 Stunden geriihrt. Anschliefend wurde das Losungsmittel

in vacuo entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt (1:1 CH:EA).

Ausbeute: 31 mg (104 umol, 36 %) gelber Feststoff
HPLC: 55.7 % B, Reinheit: 97.5 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1sH11FN4O2 298.09 (M), gef. 298.98 (M+H)"

HRMS (ESI"):  m/z ber. fiir C1sH11FNsNaO» 321.0758, gef. 321.0762

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 10.30 (s, 1H), 8.29 — 8.24 (m, 2H), 8.16 —
8.11 (m, 1H), 8.00 — 7.95 (m, 1H), 7.90 — 7.85 (m, 1H), 7.32 — 7.26 (m, 1H),
7.20 —7.14 (m, 2H), 5.34 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 165.42, 154.85, 153.47 (d, J = 245.5 Hz),
143.77, 135.62, 133.11, 128.10, 125.54 (d, J = 11.6 Hz), 125.51 (d, J =
42 Hz), 124.52, 124.39 (d, J = 3.6 Hz), 123.87, 119.21, 115.54 (d, ] =
19.3 Hz), 52.23.

Die *Jcr Aufspaltung konnte nicht aufgelost werden (123.87 ppm, br.
Singulett).
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

N-(4-Chlorphenyl)-2-(4-oxobenzo[1,2,3]triazin-3-yl)acetamid (304)

NH; HATU
oH DIPEA
Y “[r 108
/,N (0] ’ N
N RT, 15 h
Cl 38 %
202 217 304

2-(4-Oxobenzo[ 1,2,3]triazin-3-yl)essigsdure (292, 60.0 mg, 292 umol, 1.00 eq) wurde in 7 mL
DMF gel6st. Zu der Losung wurden 4-Chloranilin (217, 41.0 mg, 322 pmol, 1.10 eq), HATU
(122 mg, 322 pmol, 1.10 eq) und DIPEA (164 pL, 965 umol, 3.30 eq) gegeben. Die Losung
wurde bei Raumtemperatur fiir 15 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel

in vacuo entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt (1:1 CH:EA).

Ausbeute: 35mg (111 pmol, 38 %) gelber Feststoff
HPLC: 62.6 % B, Reinheit: 99.8 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir CisH11CIN4O2 314.06 (M), gef. 315.05 (M+H)"

HRMS (ESI"):  m/z ber. fiir C1sH11CINsNaO2 337.0463, gef. 337.0458

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 10.59 (s, 1H), 8.29 — 8.25 (m, 2H), 8.16 —
8.12 (m, 1H), 7.99 — 7.96 (m, 1H), 7.66 — 7.56 (m, 2H), 7.40 — 7.37 (m, 2H),
5.27 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 165.02, 154.87, 143.77, 137.43, 135.66,

133.15, 128.73, 128.12, 127.21, 124.51, 120.77, 119.19, 52.50.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

N-(4-Bromphenyl)-2-(4-oxobenzo[1,2,3]triazin-3-yl)acetamid (305)

NH
0 2 HATU

0
OH DIPEA H
+ —_—
LY o~ LT L
/,N (0] - @)
N RT, 18 h N Br
Br 36 %
292 218 305

2-(4-Oxobenzo[ 1,2,3]triazin-3-yl)essigsdure (292, 60.0 mg, 292 umol, 1.00 eq) wurde in 7 mL
DMF gelost. Zu der Losung wurden 4-Bromanilin (218, 55.3 mg, 322 pmol, 1.10 eq), HATU
(122 mg, 322 pmol, 1.10 eq) und DIPEA (164 pL, 965 umol, 3.30 eq) gegeben. Die Losung
wurde bei Raumtemperatur fiir 18 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel

in vacuo entfernt und der Riickstand mittels préparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 38 mg (106 umol, 36 %) weiBBer Feststoff
HPLC: 64.2 % B, Reinheit: 99.9 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir CisH11BrN4O2 358.01 (M), gef. 359.06 (M+H)"

HRMS (ESI*):  m/z ber. fiir C1sH;BrNsNaO, 380.9958, gef. 380.9961

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8§ [ppm] = 10.59 (s, 1H), 8.29 — 8.24 (m, 2H), 8.16 —
8.12 (m, 1H), 8.00 — 7.95 (m, 1H), 7.57 — 7.54 (m, 2H), 7.53 — 7.50 (m, 2H),
5.27 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) 8 [ppm] = 165.03, 154.86, 143.76, 137.85, 135.65,

133.13, 131.63, 128.11, 124.51, 121.14, 119.18, 115.22, 52.52.

256



5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

N-(4-lodphenyl)-2-(4-oxobenzo[1,2,3]triazin-3-yl)acetamid (306)

NH, HATU
DPEA

O
OH
N +
/,ril/\g/ T owe ©\)kN/\[( \©\
RT, 16 h
! 72 %

292 219 306
2-(4-Oxobenzo[1,2,3]triazin-3-yl)essigsdure (292, 60.0 mg, 292 umol, 1.00 eq) wurde in 7 mL
DMF gel6st. Zu der Losung wurden 4-Iodanilin (219, 70.5 mg, 322 umol, 1.10 eq), HATU
(122 mg, 322 umol, 1.10 eq) und DIPEA (164 pL, 965 umol, 3.30 eq) gegeben. Die Losung
wurde bei Raumtemperatur fiir 16 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel

in vacuo entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt (1:1 CH:EA).

Ausbeute: 85 mg (209 umol, 72 %) gelber Feststoff
HPLC: 66.5 % B, Reinheit: 95.4 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1sH11IN4O2 405.99 (M), gef. 407.00 (M+H)"

HRMS (ESI*):  m/z ber. fiir CisH11IN4NaO2 428.9819, gef. 428.9814

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 10.55 (s, 1H), 8.28 — 8.25 (m, 2H), 8.16 —
8.12 (m, 1H), 7.99 — 7.95 (m, 1H), 7.68 — 7.65 (m, 2H), 7.44 — 7.41 (m, 2H),
5.26 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) 8 [ppm] = 165.02, 154.86, 143.76, 138.31, 137.47,

135.65, 133.14, 128.11, 124.51, 121.39, 119.18, 87.15, 52.55.

257



5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

N-([1,1'-Biphenyl]-4-yl)-2-(4-oxobenzo|[1,2,3]triazin-3-yl)acetamid (307)

o) H,N HATU 2 H
DIPEA
N
PRGOS o' & O
/,lll (6] O DMF N/’
N RT, 16 h
34 %

292 297 307

2-(4-Oxobenzo[ 1,2,3]triazin-3-yl)essigsdure (292, 60.0 mg, 292 umol, 1.00 eq) wurde in 7 mL
DMF gelost. Zu der Losung wurden [1,1'-Biphenyl]-4-amin (297, 54.4 mg, 322 pmol, 1.10 eq),
HATU (122 mg, 322 pmol, 1.10 eq) und DIPEA (164 pL, 965 pmol, 3.30 eq) gegeben. Die
Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 16 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt

(1:1 CH:EA).

Ausbeute: 35 mg (98 umol, 34 %) gelber Feststoff
HPLC: 70.0 % B, Reinheit: 96.7 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C21H16N4O2 356.13 (M), gef. 357.10 (M+H)"

HRMS (ESI"): m/z ber. fiir C21HisN4NaO> 379.1165, gef. 379.1172

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 10.56 (s, 1H), 8.31 — 8.26 (m, 2H), 8.17 —
8.12 (m, 1H), 8.00 — 7.96 (m, 1H), 7.70 — 7.63 (m, 6H), 7.46 — 7.42 (m, 2H),
7.35-7.31 (m, 1H), 5.30 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 164.87, 154.88, 143.78, 139.52, 137.95,
135.64, 135.26, 133.12, 128.84, 128.11, 127.03, 126.98, 126.21, 124.52,
119.57, 119.21, 52.51.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

N-(Naphthalen-1-yl)-2-(4-oxobenzo[1,2,3]triazin-3-yl)acetamid (308)

HATU

oH DIPEA 0 §
N O N
N RT, 15 h N*

37 %
292

2-(4-Oxobenzo[ 1,2,3]triazin-3-yl)essigsdure (292, 60.0 mg, 292 umol, 1.00 eq) wurde in 7 mL
DMF geldst. Zu der Losung wurden 1-Naphthylamin (97, 46.1 mg, 322 umol, 1.10 eq), HATU
(122 mg, 322 pmol, 1.10 eq) und DIPEA (164 pL, 965 umol, 3.30 eq) gegeben. Die Losung
wurde bei Raumtemperatur fiir 15 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel in

vacuo entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt (1:1 CH:EA).

Ausbeute: 36 mg (109 pumol, 37 %) rosa Feststoff
HPLC: 60.4 % B, Reinheit: 95.1 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1oH1aN4O2 330.11 (M), gef. 331.25 (M+H)"

HRMS (ESI*): m/z ber. fiir C1oH1aN4NaO> 353.1009, gef. 353.1008

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 10.41 (s, 1H), 8.31 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 8.27
(d, ] = 8.0 Hz, 1H), 8.18 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.14 (td, J = 8.3, 7.8, 1.4 Hz,
1H), 8.01 — 7.93 (m, 2H), 7.80 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.67 (d, ] = 7.3 Hz, 1H),
7.63 —7.54 (m, 2H), 7.50 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 5.45 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 165.81, 155.00, 143.83, 135.58, 133.68,
133.07, 132.91, 128.09, 127.84, 126.09, 125.94, 125.71, 125.51, 124.53,
122.75, 121.84, 119.41, 119.33, 52.46.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

4-(2-(4-Oxobenzo[1,2,3]triazin-3-yl)acetamido)benzolammonium-2,2,2-trifluoracetat

(309)

0 NH, HATU F;C—-COO"
oH DIPEA
’}l/\ﬂ/ + DMF ©\)‘\ /\ﬂ/ \©\
N O N
N RT, 18 h
NH; 87 %
292 220 309

2-(4-Oxobenzo[1,2,3]triazin-3-yl)essigsdure (292, 70.0 mg, 341 umol, 1.00 eq) wurde in 5 mL
DMF gelost. Zu der Losung wurden 1,4-Diaminobenzen (220, 40.6 mg, 375 pmol, 1.10 eq),
HATU (143 mg, 375 umol, 1.10 eq) und DIPEA (255 pL, 1.50 mmol, 4.40 eq) gegeben. Die
Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 18 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das

Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 122 mg (298 umol, 87 %) gelber Feststoff
HPLC: 33.0 % B, Reinheit: 99.9 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1sH13N502 295.11 (M), gef. 296.11 (M+H)"

HRMS (ESI*):  m/z ber. fiir C15sH14N502 296.1142, gef. 296.1145

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 10.54 (s, 1H), 8.29 — 8.25 (m, 2H), 8.16 —
8.11 (m, 1H), 7.99 — 7.95 (m, 1H), 7.59 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.14 (d, J = 8.8 Hz,
2H), 5.26 (s, 2H).

Das NH3"-Signal geht im Rauschen unter.

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 164.82, 158.23 (q, J = 33.0 Hz), 154.89,
143.78, 135.76, 135.65, 133.13, 131.19, 128.11, 124.50, 121.34, 120.39,
119.21, 52.44.

Das CF3-COOH-Signal geht im Rauschen unter.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

3-(2-(4-Oxobenzo[1,2,3]triazin-3-yl)acetamido)benzolammonium-2,2,2-trifluoracetat

(310)

0 NH, HATU F3C—-COO"
oH DIPEA
N +
vy @ﬁﬁr o™
N~ NH, RT, 5h 5
89 %

292

2-(4-Oxobenzo[ 1,2,3]triazin-3-yl)essigsdure (292, 60.0 mg, 292 umol, 1.00 eq) wurde in 7 mL
DMF gelost. Zu der Losung wurden 1,3-Diaminobenzen (298, 34.8 mg, 322 umol, 1.10 eq),
HATU (122 mg, 322 pumol, 1.10 eq) und DIPEA (164 uL, 965 umol, 3.30 eq) gegeben. Die
Losung wurde bei Raumtemperatur fir 5 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das

Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 106 mg (260 pmol, 89 %) rosa Feststoff
HPLC: 33.7 % B, Reinheit: 99.9 %
MS (ESIY): m/z ber. fiir C1sHi3N502 295.11 (M), gef. 296.11 (M+H)*

HRMS (ESI*): m/z ber. fiir C15Hi3NsNaO> 318.0961, gef. 318.0957

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 10.51 (s, 1H), 8.29 — 8.25 (m, 2H), 8.17 —
8.11 (m, 1H), 8.00 — 7.95 (m, 1H), 7.42 (s, 1H), 7.24 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.17
(d, J= 8.4 Hz, 1H), 6.77 — 6.73 (m, 1H), 5.26 (s, 2H).

Das NH3"-Signal geht im Rauschen unter.

BC-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 6 [ppm] = 164.96, 154.88, 143.78, 139.42, 139.19,
135.66, 133.14, 129.74, 128.12, 124.50, 119.20, 114.54, 113.77, 110.03,
52.54.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

N-(3-Methoxyphenyl)-2-(4-oxobenzo[1,2,3]triazin-3-yl)acetamid (311)

NH, HATU

(@]
OH DIPEA
NTY T Arr
_N o) _ DMF , N
N (@) RT, 18 h

95 %
292

2-(4-Oxobenzo[ 1,2,3]triazin-3-yl)essigsdure (292, 70.0 mg, 341 umol, 1.00 eq) wurde in 5 mL
DMF gelost. Zu der Losung wurden 3-Methoxyanilin (299, 46.2 mg, 375 pmol, 1.10 eq),
HATU (143 mg, 375 umol, 1.10 eq) und DIPEA (191 pL, 1.13 mmol, 3.30 eq) gegeben. Die
Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 18 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das

Losungsmittel in vacuo entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt

(1:1 CH:EA).

Ausbeute: 101 mg (325 pumol, 95 %) beiger Feststoff
HPLC: 56.4 % B, Reinheit: 99.9 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1¢H1aN4O3 310.11 (M), gef. 311.07 (M+H)"

HRMS (ESI"): m/z ber. fiir C16H1aN4NaO3 333.0958, gef. 333.0963

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 10.45 (s, 1H), 8.29 — 8.25 (m, 2H), 8.16 —
8.12 (m, 1H), 8.00 — 7.96 (m, 1H), 7.29 (t, J = 2.2 Hz, 1H), 7.23 (t, = 8.2 Hz,
1H), 7.12 — 7.09 (m, 1H), 6.69 — 6.64 (m, 1H), 5.26 (s, 2H), 3.72 (s, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 164.86, 159.53, 154.86, 143.77, 139.67,
135.64, 133.11, 129.60, 128.10, 124.51, 119.19, 111.39, 109.17, 104.90,
54.93, 52.48.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

N-(4-Hydroxyphenyl)-2-(4-oxobenzo[1,2,3]triazin-3-yl)acetamid (312)

NH> HATU
oH DIPEA
Y e ces el
N O /N
N RT, 18 h
oH 45 %
292 300 312

2-(4-Oxobenzo[ 1,2,3]triazin-3-yl)essigsdure (292, 70.0 mg, 341 umol, 1.00 eq) wurde in 5 mL
DMF gelost. Zu der Losung wurden 4-Aminophenol (300, 41.0 mg, 375 umol, 1.10 eq), HATU
(143 mg, 375 pmol, 1.10 eq) und DIPEA (191 puL, 1.13 mmol, 3.30 eq) gegeben. Die Losung
wurde bei Raumtemperatur fiir 18 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel

in vacuo entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt (1:1.5 CH:EA).

Ausbeute: 46 mg (155 pmol, 45 %) weiller Feststoff
HPLC: 42.8 % B, Reinheit: 99.9 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1sH12N403 296.09 (M), gef. 297.11 (M+H)"

HRMS (ESI"):  m/z ber. fiir C1sH12N4NaO;3 319.0802, gef. 319.0803

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de) 8 [ppm] = 10.17 (s, 1H), 9.21 (s, 1H), 8.30 — 8.23 (m,
2H), 8.16 — 8.11 (m, 1H), 7.99 — 7.94 (m, 1H), 7.38 — 7.33 (m, 2H), 6.73 —
6.68 (m, 2H), 5.20 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) 5 [ppm] = 164.06, 154.86, 153.56, 143.78, 135.58,
133.06, 130.12, 128.06, 124.50, 120.97, 119.24, 115.12, 52.32.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

3-Methylphenyl-2-(4-oxobenzo|[1,2,3]triazin-3-yl)acetate (317)

(e} OH (0]
OH bCC o
N + > N
T QL e QT
N~ RT, 18 h N’
)
292 313 41% 317

2-(4-Oxobenzo[1,2,3]triazin-3-yl)essigsdure (292, 100 mg, 487 pmol, 1.00 eq) wurde in 2 mL
DCM geldst. Zu der Losung wurden 3-Methylphenol (313, 51 pL, 487 pmol, 1.00 eq), DCC
(210 mg, 1.02mmol, 2.10 eq) und 1 mL MeCN gegeben. Die Losung wurde bei
Raumtemperatur fiir 18 Stunden geriihrt. Anschlieend wurde die Suspension filtriert und zu
dem Filtrat H>O gegeben. Das Produkt wurde aus der wissrigen Phase mit DCM extrahiert.
Das Losungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch

gereinigt (2:1 CH:EA).

Ausbeute: 59 mg (200 umol, 41 %) weiBBer Feststoff

HPLC: 69.4 % B, Reinheit: 99.5 %

MS (ESIY): m/z ber. fiir C1¢H13N303 295.10 (M), gef. 296.10 (M+H)*
HRMS (EST*):  m/z ber. fiir CisHi13N3NaO3 318.0849, gef. 318.0852

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) 8 [ppm] = 8.34 — 8.27 (m, 2H), 8.19 — 8.13 (m, 1H),
8.03 —7.97 (m, 1H), 7.32 (t, = 7.8 Hz, 1H), 7.13 — 7.09 (m, 1H), 7.01 — 6.96
(m, 2H), 5.54 (s, 2H), 2.32 (s, 3H).

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 166.44, 154.81, 149.95, 143.69, 139.44,
135.94, 133.48, 129.33, 128.33, 126.90, 124.56, 121.77, 118.98, 118.36,
51.09, 20.68.
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5.2.7 Synthese der GPRC5b Zielverbindungen

4-Chlorphenyl-2-(4-oxobenzo[1,2,3]|triazin-3-yl)acetat (318)

O
OH (0]
/A\n/ - N/A\“/
DCM, MeCN
/N ~.N (6]
RT, 18 h N (]

79 %
292 318

2-(4-Oxobenzo[ 1,2,3]triazin-3-yl)essigsdure (292, 60.0 mg, 292 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL
DCM gelost. Zu der Losung wurden 4-Chlorphenol (314, 37 pL, 292 umol, 1.00 eq), DCC
(127 mg, 614 umol, 2.10 eq) und 1 mL MeCN gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur
fiir 18 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde die Suspension filtriert und zu dem Filtrat H>O
gegeben. Das Produkt wurde aus der wissrigen Phase mit DCM extrahiert. Das Losungsmittel

wurde in vacuo entfernt und der Riickstand sédulenchromatographisch gereinigt (3:1 CH:EA).

Ausbeute: 73 mg (231 umol, 79 %) weiller Feststoff

HPLC: 71.0 % B, Reinheit: 96.2 %

MS (ESTY): m/z ber. fiir C1sH1oCIN3O3 315.04 (M), gef. 316.05 (M+H)"

TH-NMR: (500 MHz, DMSO-d¢) 6 [ppm] = 8.33 — 8.27 (m, 2H), 8.19 — 8.14 (m, 1H),

8.03 —7.97 (m, 1H), 7.53 — 7.49 (m, 2H), 7.27 — 7.23 (m, 2H), 5.56 (s, 2H).

I3C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 166.34, 154.83, 148.72, 143.68, 135.96,
133.49, 130.43, 129.59, 128.35, 124.56, 123.38, 118.97, 51.09.
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4-Bromphenyl-2-(4-oxobenzo[1,2,3]triazin-3-yl)acetat (319)

0 OH o)
DCC
OH o)
N + > N
/ 'il/\[o]/ © DCM, MeCN ©\)JTN/\[O]/ \©\
N” B RT, 18 h N” Br

40 %
292 315 319

2-(4-Oxobenzo[ 1,2,3]triazin-3-yl)essigsdure (292, 60.0 mg, 292 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL
DCM gelost. Zu der Losung wurden 4-Bromphenol (315, 50.6 mg, 292 umol, 1.00 eq), DCC
(127 mg, 614 umol, 2.10 eq) und 1 mL MeCN gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur
fiir 18 Stunden geriihrt. Anschlieend wurde die Suspension filtriert, das Filtrat mit H>O
versetzt und das Produkt aus der wissrigen Phase mit DCM extrahiert. Das Losungsmittel

wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels praparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 42 mg (117 pmol, 40 %) weiler Feststoff
HPLC: 72.2 % B, Reinheit: 99.9 %
MS (ESTY): m/z ber. fiir C1sH1oBrN3O3 358.99 (M), gef. 360.01 (M+H)"

HRMS (EST*):  m/z ber. fir C1sH10BrN3NaO3 381.9798, gef. 381.9791

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.33 — 8.30 (m, 1H), 8.30 — 8.27 (m, 1H),
8.18 — 8.14 (m, 1H), 8.02 — 7.98 (m, 1H), 7.66 — 7.62 (m, 2H), 7.20 — 7.17
(m, 2H), 5.56 (s, 2H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 166.28, 154.83, 149.21, 143.68, 135.96,
133.50, 132.55, 128.35, 124.56, 123.78, 118.97, 118.59, 51.10.
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4-Methoxyphenyl-2-(4-oxobenzo[1,2,3]triazin-3-yl)acetat (320)

OH (0]
Arr - N
P N DCM, MeCN _N O _
RT, 18 h N (@)

37 %
292 316 320

2-(4-Oxobenzo[1,2,3]triazin-3-yl)essigsdure (292, 60.0 mg, 292 umol, 1.00 eq) wurde in 2 mL
DCM gelost. Zu der Losung wurden 4-Methoxyphenol (316, 36.3 mg, 292 umol, 1.00 eq), DCC
(127 mg, 614 umol, 2.10 eq) und 1 mL MeCN gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur
fiir 18 Stunden geriihrt. AnschlieBend wurde die Suspension filtriert, das Filtrat mit H,O
versetzt und das Produkt aus der wissrigen Phase mit DCM extrahiert. Das Losungsmittel

wurde in vacuo entfernt und der Riickstand mittels priparativer HPLC gereinigt.

Ausbeute: 34 mg (109 umol, 37 %) weiBler Feststoff
HPLC: 64.9 % B, Reinheit: 97.5 %
MS (ESIY): m/z ber. fiir C1¢H13N304 311.09 (M), gef. 312.14 (M+H)*

HRMS (ESTI*): m/z ber. fiir C16H13N3NaO4 334.0798, gef. 334.0798

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8.33 — 8.26 (m, 2H), 8.18 — 8.14 (m, 1H),
8.02 —7.97 (m, 1H), 7.13 — 7.09 (m, 2H), 6.99 — 6.96 (m, 2H), 5.53 (s, 2H),
3.75 (s, 3H).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 166.71, 157.13, 154.81, 143.69, 143.36,

135.93, 133.46, 128.33, 124.56, 122.22, 118.98, 114.55, 55.39, 51.04.
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Summary

Summary

Development, synthesis and characterization of small-molecule

ligands of G-protein-coupled receptors

Entwicklung, Synthese und Charakterisierung niedermolekularer Liganden G-Protein

gekoppelter Rezeptoren

With more than 800 members, G-protein-coupled receptors (GPCRs) represent one of the
largest protein superfamilies in humans. GPCRs can be activated by a wide variety of
extracellular stimuli and due to their diverse signal transduction, they are associated with many
diseases such as cancer, inflammation, immune diseases and the metabolic syndrome.
Accordingly, around 30% of approved drugs target GPCRs. They consist of a seven-
transmembrane domain with an orthosteric binding pocket in the extracellular region and an
intracellular G-protein binding pocket. Because of the often conserved orthosteric binding
pocket of GPCR subtypes, the development of selective drugs is challenging. Consequently,
the identification and targeting of allosteric binding sites is considered a potential strategy to
obtain drugs with increased receptor selectivity and reduced side effects. As part of the GLUE
project (G-protein-coupled receptor ligands of underexplored epitopes), this strategy was
pursued in the present work, in which the pharmacologically relevant receptor families of
endothelin receptors (ETRs) and free fatty acid receptors (FFARs) as well as the orphan
receptor GPRC5b served as targets.

In the first part of this thesis, the peptidic ETsR-ligand 4Ala-ET-1 was synthesized using
automated solid-phase peptide synthesis. Afterwards, the N-terminus of the resulting peptide
was coupled to biotin via a linker in order to obtain a suitable ligand for protein purification of
the ETgR by affinity chromatography. Furthermore, a fluorescence-labeled and three truncated
4Ala-ET-1 derivatives were synthesized. After the completion of the synthesis, the obtained
compounds were handed over to the cooperating working groups of the GLUE project for

further investigations.

In addition, a fluorescence-labeled FFAR2 ligand, which should serve as a tool compound for
a BRET binding assay, was synthesized according to an 11-step literature procedure with slight
modifications. Moreover, the core structure of this FFAR2 ligand was linked to biotin via an
ethylene glycol derived linker segment in order to obtain an analogous biotinylated derivative

for this GLUE target.
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In the third part of the work, possible allosteric ligands were evaluated based on docking studies
by the working group of Prof. KOLB. The most promising ligands were selected for synthesis,
which was then planned and carried out. All resulting compounds were analytically
characterized. Consequently, ligands from three ETgR docking studies were prepared, with two
campaigns addressing the intracellular G-protein binding pocket and one addressing the known
site 5. These docking studies were used to select seven hits, on the basis of which a total of 41
derivatives were synthesized. Furthermore, two well-known allosteric GPCR modulators and
six derivatives of them were synthesized. Subsequently, all compounds were handed over to
the working group of Prof. BUNEMANN for analysis in a FRET-based G-protein binding and
receptor sensor assay on the ETgR at a concentration of 100 uM. In addition, selected
compounds were examined on the structurally related GLUE target FFAR3 using analogous
assays. In this in vitro characterization, no biological activity could be determined for any of

the synthesized target compounds, neither on the ETgR nor the FFAR3.

In a further docking study, the extracellular binding pocket of the orphan receptor GPRC5b was
investigated. Based on the docking results, two hits and 42 derivatives were synthesized and
analytically characterized. Afterwards, these target compounds should be examined in vitro in
the working group of Prof. BUNEMANN with regard to their biological activity on GPRC5b.
However, this has not yet been possible due to the lack of an established test system. Therefore,

the biological characterization is still pending.
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