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1. Einleitung 
Nukleäre Rezeptoren (NRs) stellen seit mehreren Jahrzehnten ein sehr attraktives Forschungs-

gebiet für die Arzneistoffentwicklung dar, da sie in vielfältige wichtige physiologische (wie Me-

tabolismus, Immunantwort, Enzymaktivität, Zelldifferenzierung) und pathologische (wie Krebs, 

Immunsuppression, Rheumatoide Arthritis, Asthma, metabolisches Syndrom) Prozesse unseres 

Körpers involviert sind1. Die ersten Liganden für NRs wurden bereits in den 30er (Ethinylestra-

diol) und 40er (Cortison) Jahren des 20. Jahrhunderts noch vor Identifikation der Rezeptoren 

entdeckt2. Mitte der 1980er Jahre gelang es die ersten Hormon-Rezeptoren zu isolieren und zu 

klonieren3 und bis heute stellen NRs wichtige therapeutische Zielstrukturen dar. Zur Zeit rückt 

dabei unter anderem die Rolle von NRs in neurodegenerativen Erkrankungen immer mehr in 

den Fokus4,5. Neben der Entwicklung von Liganden für klassische NRs, spielt besonders die 

Entwicklung von Liganden für die sogenannten Waisenrezeptoren, die keinen bekannten en-

dogenen Liganden haben, eine wichtige Rolle6,7. Ebenso ist in den vergangenen Jahren ein 

gesteigertes Interesse an alternativen Liganden, die nicht die viel beforschte orthosterische 

Bindungstasche, sondern alternative Epitope adressieren, zu verzeichnen. Die Entwicklung sol-

cher allosterischer Liganden könnte in der Zukunft zu einem besseren Verständnis von bereits 

bekannten und zur Identifikation von noch unbekannten Wirkmechanismen führen und somit 

neue therapeutische Möglichkeiten eröffnen8–10. 

Diese Arbeit untergliedert sich im Folgenden in zwei Themengebiete, die ihre Gemeinsamkeit 

in dem Anspruch finden, innovative Liganden für den Peroxisom-Proliferator-aktivierter-Re-

zeptor γ (PPARγ, NR1C3) und die Waisenrezeptoren Nervenwachstumsfaktor-induzierter Klon 

B (Nur77, NGFI-B, NR4A1) und Neuronen-abgeleiteter Waisenrezeptor (NOR-1, NR4A3) zu fin-

den. 

 
1.1 Nukleäre Rezeptoren  

1.1.1 Einteilung  
NRs sind Ligand-aktivierbare Transkriptionsfaktoren, die zu einer großen Superfamilie aus 48 

humanen Mitglieder gehören1. Die Kategorisierung in Gruppen kann auf unterschiedliche 

Weise geschehen. Im Folgenden werden zwei gängige Methoden beschrieben. 
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1.1.1.1 Einteilung nach Phylogenese  

Aufgrund der Schwierigkeiten der Benennung von Waisenrezeptoren und Mehrfachbenen-

nung von identischen Rezeptoren wurde vom Nuclear Receptors Nomenclature Committee 

eine einheitliche Einteilung von NRs aufgrund der Phylogenese erstellt. Dabei erfolgt die Ein-

teilung in 7 Gruppen (0-6), aufgrund ihrer Gemeinsamkeiten in der DNA-Bindungsdomäne 

(DBD) und Ligandenbindungsdomäne (LBD). In die Gruppe 0 werden die Rezeptoren einge-

ordnet, die nur eine DBD oder LBD beinhalten. Zusätzlich zu dieser Einteilung wurde noch ein 

Nomenklatursystem entwickelt, das eine eindeutige und fortlaufende Bezeichnung von NRs 

ermöglicht. Für die Entwicklung dieses Systems orientierte man sich an einem bereits beste-

henden und funktionierenden System für die Bezeichnung von Cytochrom P450 Enzymen. Ta-

belle 1 listet alle 48 humanen NRs mit Trivialnamen und phylogenetischen Namen auf11. 
 

Tabelle 1: Superfamilie der 48 humanen NRs. 

TRIVIALNAME ABKÜRZUNG NOMENKLATUR 

THYROID HORMONE RECEPTOR 
THRα NR1A1 
THRβ NR1A2 

RETINOIC ACID RECEPTOR 
RARα NR1B1 
RARβ NR1B2 
RARγ NR1B3 

PEROXISOME PROLIFERATOR-ACTIVATED RECEPTOR 
PPARα NR1C1 
PPARβ NR1C2 
PPARγ NR1C3 

REVERSE ERBA 
Rev-erbα NR1D1 
Rev-erbβ NR1D2 

RAR-RELATED ORPHAN RECEPTOR 
RORα NR1F1 
RORβ NR1F2 
RORγ NR1F3 

LIVER X RECEPTOR 
LXRα NR1H3 
LXRβ NR1H2 

FARNESOID X RECEPTOR FXRα NR1H4 
VITAMIN D RECEPTOR VDR NR1I1 
PREGNANE X RECEPTOR PXR NR1I2 
CONSTITUTIVE ANDROSTANE RECEPTOR CAR NR1I3 

HEPATOCYTE NUCLEAR FACTOR 4 
HNF4α NR2A1 
HNFγ NR2A2 

RETINOID X RECEPTOR 
RXRα NR2B1 
RXRβ NR2B2 
RXRγ NR2B3 

TESTICULAR RECEPTOR 
TR2 NR2C1 
TR4 NR2C2 

TAILLESS RECEPTOR TLX NR2E2 
PHOTORECEPTOR-SPECIFIC NUCLEAR RECEPTOR PNR NR2E3 

COUP-TFI NR2F1 
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TRIVIALNAME ABKÜRZUNG NOMENKLATUR 

CHICKEN OVALBUMIN UPSTREAM PROMOTER-TRAN-
SCRIPTION FACTOR 

COUP-TFII NR2F2 

V-ERBA-RELATED PROTEIN EAR2 NR2F6 

ESTROGEN RECEPTOR 
Erα NR3A1 
Erβ NR3A2 

ESTROGEN-RELATED RECEPTOR 
ERRα NR3B1 
ERRβ NR3B2 
ERRγ NR3B3 

GLUCOCORTICOID RECEPTOR GR NR3C1 
MINERALCORTICOID RECEPTOR MR NR3C2 
PROGESTERON RECEPTOR PR NR3C3 
ANDROGEN RECEPTOR AR NR3C4 
NERVE GROWTH FACTOR IB NFGIB/Nur77 NR4A1 
NUR-RELATED FACTOR 1 NURR1 NR4A2 
NEURON-DERIVED ORPHAN RECEPTOR 1 NOR-1 NR4A3 
STEROIDOGENIC FACTOR 1 SF1 NR5A1 
LIVER RECEPTOR HOMOLOG 1 LRH1 NR5A2 
GERM CELL NUCLEAR FACTOR GCNF NR6A1 
DOSAGE-SPECIFIC SEX REVERSAL-ADRENAL HYPO-
PLASIA CONGENITA CRITICAL REGION ON THE X CHRO-
MOSOME-1 

DAX1 NR0B1 

SHORT HETERODIMERIC PARTNER SHP NR0B2 
 

1.1.1.2 Einteilung nach dem molekularen Mechanismus  

Neben der Einteilung nach Phylogenese, ist eine weitere Möglichkeit NRs nach ihrem moleku-

laren Mechanismus einzuteilen. Dabei erfolgt die Unterteilung in vier Klassen (I-IV) nach ihren 

Dimerisierungs- und DNA-Bindungseigenschaften.  

NRs der Klasse I (Steroidrezeptoren) sind in der Abwesenheit eines Liganden im Cytosol loka-

lisiert und dort an Hitzeschockproteine gebunden. Nach der Bindung eines Liganden an den 

Rezeptor werden die Hitzeschockproteine freigesetzt und der Steroidrezeptor transloziert als 

Homodimer in den Zellkern, rekrutiert dort Co-Aktivatoren, bindet an die DNA und moduliert 

die Transkription von Zielgenen12.  

NRs der Klasse II (RXR-Heterodimere) bilden mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR, NR2B1-3) He-

terodimere. Dabei kann zwischen permissiven und nicht permissiven Heterodimeren unter-

schieden werden. Permissive Heterodimere, wie PPAR (NR1C1-3), zeichnen sich dadurch aus, 

dass für die Aktivierung des Dimers nur ein Ligand eines Partners binden muss. Bei einer Bin-

dung von beiden Liganden, führt das zu einer synergistischen Aktivierung. Bei nicht permissi-

ven Heterodimeren, wie dem Thyroidhormon-Rezeptor (TR, NR1A1-2), reicht die Bindung des 

RXR-Liganden für eine Aktivierung nicht aus, diese können nur durch die Anwesenheit eines 

Agonisten des Partners aktiviert werden13. 
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Die NRs der Klassen III und IV spielen pharmakologisch noch eine untergeordnete Rolle, da es 

sich hier weitestgehend um Waisenrezeptoren handelt. NRs der Klasse III können wie NRs von 

Klasse I Homodimere formen, jedoch unterscheiden sich hier die Erkennungssequenzen. Re-

zeptoren der Klasse I binden die DNA über Response-Elemente (RE) mit invertierten Sequen-

zwiederholungen, Klasse III Rezeptoren dagegen über REs mit direkten Sequenzwiederholun-

gen14. Rezeptoren der Klasse IV binden die REs der DNA als Monomere12. 

 

1.1.2 Struktur und Funktion  

1.1.2.1 Strukturelle Merkmale und Funktions-Mechanismen  

NRs weisen gemeinsame charakteristische strukturelle Merkmale auf und bestehen aus fünf bis 

sechs Domänen: N-terminale Domäne (NTD, A/B-Region), DBD (C-Region), Gelenk-Region 

(Hinge-Region, D-Region), LBD (E-Region) und C-terminale Domäne (F-Region) (Abbildung 1).  

Sie werden vom N- bis zum C-terminalen Ende mit den Buchstaben A bis F benannt. Die vari-

able NTD beinhaltet eine transkriptionelle Aktivierungsfunktion 1 (AF-1), die ligandenunabhän-

gig operiert. Zudem finden hier posttranslationale Modifikationen, sowie Interaktionen mit so-

genannten Co-Regulatoren und anderen Transkriptionsfaktoren statt15.  

Neben der NTD befindet sich die DBD, welche über die ganze Familie der Kernrezeptoren 

hochkonserviert ist. Sie setzt sich aus circa 66 Aminosäuren zusammen, die typischerweise aus 

zwei cysteinreichen Zink-Finger Domänen, zwei alpha-Helices und einer carboxyterminalen 

Verlängerung bestehen16. Die beiden Zink-Finger bilden sich über tetraedrische Komplexe aus 

insgesamt neun Cysteinresten, zusammen mit anderen Aminosäuren und zwei Zink-Ionen sor-

gen sie für eine hochaffine DNA-Bindung13,16. Innerhalb der DBD lassen sich vier Sequenzele-

mente unterscheiden, die als P-, D-, T- und A-Box bezeichnet werden. Diese Sequenzelemente 

definieren oder tragen zu der Spezifität der RE bei und stellen darüber hinaus Dimerisierungs-

schnittstellen innerhalb der DBD dar17. Die P-Box ist ein hoch konservierter Bereich, der sich im 

ersten Zink-Finger (N-terminaler Zinkfinger) zwischen den letzten zwei Cystein-Resten befindet 

Abbildung 1: Allgemeiner struktureller Aufbau von nukleären Rezeptoren. H = Hinge-Region. 
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und für die Unterscheidung von DNA-Erkennungsmotiven entscheidend ist18. Im zweiten Zink-

Finger (C-terminaler Zinkfinger) befindet sich ein ebenfalls konservierter Bereich, die D-Box, 

die an der Dimerisierung beteiligt ist17. Die DBD ist ebenfalls das Ziel von translationalen Mo-

difikationen, ist an der nuklearen Lokalisierung beteiligt und kann mit Transkriptionsfaktoren 

und Co-Aktivatoren interagieren17 (Abbildung 2)19.  

Die Gelenk-Region verbindet die beiden Domänen DBD und LBD. Sie ist eine schwach konser-

vierte Region, die eine Rotation der DBD ermöglicht, sodass diese ohne sterische Hinderung 

unterschiedliche Konformationen einnehmen kann um die Bildung von Dimeren zu ermögli-

chen13.  

Im Vergleich zur DBD ist die LBD weniger konserviert. Sie ist zuständig für die Vermittlung der 

Ligandenbindung und Dimerisierung und beinhaltet die ligandenabhängige Transaktivierungs-

funktion 2 (AF-2)13. Die LBD setzt sich in der Regel aus einer charakteristischen Struktur die aus 

einer kurzen beta-Schleife (s1 und s2) und insgesamt meist zwölf α-Helices (H1-H12), die ein 

dreischichtiges antiparalleles alpha-helikales „Sandwich“ bilden, zusammen17. Die Helices H1 

bis H3 bilden den oberen und die Helices H6, H7 und H10 den unteren Teil, während die Helices 

H4, H5, H8, H9 sowie der N-terminale Teil von H11 zwischen ihnen eingebettet sind20,21. Die 

hydrophobe Ligandenbindetasche (ligand-binding pocket, LBP) bildet in den meisten Fällen 

den unteren Bereich dieses „Sandwiches“22,20,23. Die orthosterische LBP von NRs weist in Form 

und Volumen eine hohe Variabilität auf und unterliegt durch Ligandenbindung großen Kon-

formationsänderungen. Das Volumen kann hier, von einer fast nicht vorhandenen LBP, auf-

Abbildung 2: Schematisierte Darstellung der DBD. P-Box (grün), D-Box (violett), T-Box (blau) und A-
Box (gelb) sind farblich hervorgehoben. (C = Cystein). Adaptiert von Referenz 19. 
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grund einer Blockade durch große hydrophobe Aminosäurereste, bis hin zu sehr großen Volu-

mina von > 1500 Å3 variieren24,25,26. Innerhalb der LBP befindet sich unter anderem die beta-

Schleife, die zwischen H5 und H6 lokalisiert ist17. Neben ihren strukturellen Merkmalen erweist 

sich die LBD als äußerst vielseitig und erfüllt mehrere wichtige Aufgaben: Sie ist in der Lage mit 

kleinen organischen Molekülen zu interagieren, an ihrer Oberfläche findet die Homo-/Hete-

rodimerisierung mit anderen NRs statt und sie ist an der Interaktion mit vielen Co-Regulatoren 

beteiligt27. Eins der wichtigsten Motive der LBD ist die AF-2, die in der C-terminalen Helix, meist 

H12 enthalten ist. Zusammen mit H3 und H4 bildet die AF-2 eine hydrophobe Oberfläche, die 

eine Interaktionsoberfläche für Co-Regulatoren bietet28. Bei der Liganden-abhängigen Aktivie-

rung von NRs spielt die Bindung und Freisetzung von Co-Aktivatoren und Co-Repressoren 

durch die dynamische Position der AF-2 eine entscheidende Rolle. Die Position und Konforma-

tion der AF-2 unterliegen abhängig von der Ligandenbindung dynamischen Änderungen und 

bestimmen dadurch den Aktivierungszustand des NR. Da die AF-2 vielfältige Zustände anneh-

men kann, können durch unterschiedliche Modulatoren unterschiedliche Aktivierungslevel des 

Rezeptors induziert werden. Im inaktiven Zustand (apo oder Antagonist-gebunden) weist die 

AF-2 eine hohe Flexibilität auf und zeigt keine Bindung an den Kern der LBD. Dadurch ist eine 

hydrophobe Oberfläche zwischen H3 und H4 zugänglich, die in der Lage ist Co-Repressoren 

über spezifische α-helikale Motive zu binden, wodurch die Genexpression verhindert werden 

kann29,30. Durch Bindung eines Agonisten wird eine Änderung der AF-2 Konformation induziert, 

wodurch es zu einer Stabilisation und Bindung der AF-2 an den Kern der LBD im aktivierten 

Zustand kommt24,31. Durch die veränderte Konformation kommt es zu einer Veränderung in 

der hydrophoben Oberfläche der LBD und einer dadurch resultierenden Destabilisierung der 

Co-Repressoren-Bindung, die daraufhin freigesetzt werden. Die Freisetzung der Co-Represso-

ren erlaubt eine Rekrutierung von Co-Aktivatoren an die neu gebildete hydrophobe Oberfläche 

der AF-2, die eine zusätzliche Stabilisierung der aktivierten LBD bewirken und schlussendlich 

zu einer Aktivierung der Genexpression führen32. Daraus wird ersichtlich, dass die AF-2 eine 

kritische Rolle für das Gleichgewicht der Co-Regulator-Bindung und somit der Aktivierung von 

NRs spielt. Neben der Bindung eines Agonisten kann auch durch die Bindung eines Antago-

nisten die Aktivität eines NRs beeinflusst werden. Dieser kann an die Bindungsstelle des (en-

dogenen) Agonisten binden und dessen Bindung verhindern, führt aber nicht zu einer Konfor-

mationsänderung, die für die Aktivierung erforderlich ist.  
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Neben Rezeptoren, die durch einen Agonisten aktiviert oder durch die Bindung eines Antago-

nisten blockiert werden, gibt es Rezeptoren, die ohne Anwesenheit eines Liganden spontan 

eine aktive Konformation annehmen können, sogenannte konstitutiv aktive Rezeptoren. Die 

AF-2 befindet sich bei diesen NRs trotz Abwesenheit eines Liganden in einer stabilisierten und 

an die LBD gebundenen Form. Durch die Entdeckung dieser Rezeptoren, kam es zu einer De-

finition eines neuen Liganden-Typs: inverser Agonist. Inverse Agonisten sind Liganden, die die 

konstitutive Aktivierung eines Rezeptors herunterregulieren, d.h. sie binden an den Rezeptor, 

stabilisieren diesen in seiner inaktiven Konformation und halten ihn davon ab eine auto-akti-

vierte Konformation einzunehmen. Durch diese Entdeckung konnten viele vermeintliche Anta-

gonisten als inverse Agonisten identifiziert werden33. 

Die C-terminale F-Region stellt das Schlusslicht, ist nicht in allen Rezeptoren vorhanden und 

über ihre Funktion ist nur wenig bekannt17. 

 
1.1.2.2 Allosterie 

Neben den strukturellen Merkmalen und Mechanismen der NRs soll noch ein weiteres Merkmal 

in dieser Forschungsarbeit hervorgehoben werden: die Allosterie. Wie bereits erwähnt kommt 

die Wirkung eines typischen NR-Liganden zustande, in dem er in die LBP des jeweiligen Re-

zeptors bindet. Wenn von der LBP die Rede ist, ist in den meisten Fällen die orthosterische 

Bindungstasche des Rezeptors gemeint. Der Großteil der bekannten Liganden von NRs adres-

sieren diese orthosterische Bindungstasche und konkurrieren dabei gegebenenfalls mit dem 

jeweiligen endogenen Liganden34,35. Jedoch besitzen viele NRs, wie RAR-related orphan recep-

tor γ (RORγ, NR1F3), Nurr1, Nur77, RXR, Androgenrezeptor (AR, NR3C4) und PPARγ, neben der 

orthosterischen auch eine allosterische Bindungstasche(n). Während für andere Rezeptorklas-

sen, wie G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) oder verschiedene Enzymklassen die Erfor-

schung der allosterischen Modulation schon erfolgreich war und zu ersten zugelassenen Wirk-

stoffe geführt hat, steigt das Interesse für die Erforschung alternativer Bindungstaschen bei 

NRs erst langsam an. Die Anzahl der Publikationen nimmt in den letzten Jahren zwar zu, liegt 

aber deutlich hinter denen der anderen Protein-Klassen8–10.  
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Der Anstieg des Interesses für neue allosterische Liganden erklärt sich durch mehrere Vorteile. 

Allosterische Bindungstaschen zeigen im Gegensatz zur orthosterischen Bindungstasche typi-

scherweise eine größere strukturelle Diversität, wodurch eine höhere Selektivität gegenüber 

Proteinen erreicht werden könnte36,37. Sie bieten darüber hinaus den Vorteil, dass der alloste-

rische Ligand nicht mit dem endogenen Liganden konkurrieren muss, da dieser (per Definition) 

an die orthosterische Bindungstasche bindet. Dadurch kann der allosterische Ligand gegebe-

nenfalls in einer niedrigeren Konzentration verwendet werden und folglich im Idealfall weniger 

unerwünschte Wirkungen auslösen. Ein weiterer Vorteil könnte sich bei einer Mutation der or-

thosterischen Tasche ergeben. Wenn der Rezeptort nicht mehr orthosterisch adressiert werden 

kann, bietet ein allosterischer Ligand eine Alternative8. Des Weiteren kann die allosterische Bin-

dung die Wirksamkeit und die Bindungsaffinität des orthosterischen Liganden modifizieren, 

wodurch eine Modulation der physiologischen Reaktion möglich ist8 (Abbildung 3). 

Die trotz der zahlreichen Vorteile nur langsam zunehmende Zahl allosterischer NR-Liganden 

lässt sich zum Teil auf die schwierige Identifikation solcher Liganden zurückführen. Konventio-

nelle Wege der Wirkstoffentdeckung, wie das Hochdurchsatz-Screening (high-throughput-

screening, HTS), identifizieren Liganden durch ihre Bindungsaffinität. Da die orthosterische Bin-

dung meist die dominante darstellt, ist eine Identifizierung von allosterischen Bindungsmodi 

nicht trivial. Alternative aber nicht immer geeignete Möglichkeiten zur Identifizierung von al-

losterischen Liganden sind beispielsweise rechnerische Ansätze (computational approaches), 

Struktur-basiertes Fragmentscreening (fragment soaking), Fragmenterweiterung (tethering) 

und Phagendisplay38–42. Eine weitere Strategie für die Entdeckung von allosterischen Liganden, 

Abbildung 3: Potenzielle Vorteile der Verwendung eines allosterischen Liganden. 
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ist die gezielte Blockade der orthosterischen Bindungsstelle mit einem Antagonisten8,43, sodass 

eine Bindung nur noch an allosterischen Bindungsstellen möglich ist. Voraussetzung hierfür ist 

jedoch die Verfügbarkeit eines bekannten orthosterischen Antagonisten, was die Anwendung 

dieser Strategie bei vielen Waisenrezeptoren einschränkt.  

Im Gegensatz zu orthosterischen Bindungsstellen, die typischerweise durch die Bindung des 

endogenen Liganden (oder Substrats) definiert sind und eine spezifische Region beschreiben, 

können allosterische Bindungsstellen vielfältig sein und unterschiedliche Arten der Modulation 

vermitteln. Meijer et al. definieren für allosterische NR-Liganden drei Untergruppen an Bin-

dungsmodi: Liganden die an die expandierte orthosterische Bindungsstelle, Liganden die an 

zwei Epitope und Liganden die an alternative Taschen binden8 (Abbildung 4).  

Bei Liganden, die an die expandierte orthosterische Bindungsstelle binden, handelt es sich um 

Liganden, die orthosterisch binden, aber sich dazu noch in eine zur orthosterischen Bindungs-

tasche benachbarten Tasche einlagern, die mit der orthosterischen Bindungstasche verbunden 

ist. Diese Beobachtung ist häufig bei NRs zu finden, die eine größere orthosterische Bindungs-

tasche (PPARγ, FXR, LRH-1. PXR) besitzen44–47. Liganden, die an zwei Stellen des Rezeptors bin-

den, binden zum einen die klassische orthosterische Bindungstasche und zum anderen in eine 

oberflächenzugängliche allosterische Tasche, die nicht in Verbindung mit der orthosterischen 

Tasche steht. Meistens wurden diese Liganden als orthosterische Liganden identifiziert und 

binden üblicherweise in einer 1:2 (Rezeptor:Ligand)-Stöchiometrie ortho- und allosterisch8. Im 

Abbildung 4: Bindungsmodi für allosterische Liganden: 1) Expandierte orthosterische Bindungsstelle, 
2) Liganden die an zwei Stellen des Rezeptors binden und 3) alternative Bindungstasche. Die Abbil-
dung ist aus Referenz 8 entnommen. 
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dritten Fall bindet der Ligand selektiv nur in eine allosterische Tasche. Eine allosterische Bin-

dungstasche wurde schon für einige NRs (RORγ, Nurr1, Nur77, RXR, AR, PPARγ) beschrie-

ben9,10,48–52. 

Bislang erfolgte die Entdeckung allosterischer Liganden von NRs häufig zufällig. Jedoch be-

schrieben Scheepstra et al. erstmals eine allosterische Bindungsstelle bei NRs für RORγ. Die Co-

Kristallisation der LBD von RORγ mit verschiedenen kleinen antagonistischen Verbindungen 

führte zur Entdeckung einer Verbindung (MRL-871, 1) die in eine bis dahin unbekannte allos-

terische Bindungstasche band, welche sich von der orthosterischen Bindungsstelle unterschied. 

Hierbei kristallisierte die RORγ-LBD mit der typischen Anordnung der NRs für die H1-H11, je-

doch befand sich H12 in einer zu dieser Zeit neuartigen Konformation. Die genaue Untersu-

chung der Kristallstruktur offenbarte, dass sich die allosterische Tasche, die in der klassischen 

NR-Faltung fehlte, sich durch H4, H5 und H11 und der neu ausgerichteten H12 bildete. Bei 

weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass diese einzigartige Konformation, die 

Interaktion mit Co-Faktor-Peptiden auf eine ligandenabhängige Weise verhinderte. Um die 

strukturellen Entdeckungen zu bestätigen und mehr Einblicke in den Bindungsmodus zu be-

kommen, wurde ein kompetitiver Bindungs-Assay durchgeführt. Dafür erfolgte zunächst die 

Betrachtung der Auswirkungen von 1 gegen verschiedene Konzentrationen des Agonisten 

Cholesterol53. Cholesterol ist ein schwacher Aktivator, der die Aktivität der Interaktion von Co-

Aktivatoren mit der LBD von RORγ verstärkt54. Bei dieser Untersuchung konnte beobachtet 

werden, dass 1 unabhängig von der Cholesterolkonzentration effektiv gegen die Bindung von 

Co-Aktivatoren wirkte, was sich durch die unterschiedlichen Bindungsstellen erklären ließ, da 

die Moleküle nicht um die gleiche Bindungsstelle konkurrieren müssen. Das gleiche Experiment 

mit dem inversen Agonist T0901317, der ebenfalls in die orthosterische Tasche bindet und 

somit um die gleiche Bindungsstelle wie Cholesterol konkurriert, zeigte, dass es in diesem Fall 

zu einer kompetitiven Verdrängung kam. Diese Verdrängung geschah in Abhängigkeit zur 

Cholesterolkonzentration und hatte einen Einfluss auf den IC50-Wert von T0901317, was de-

monstrierte, dass die Inhibition in der Anwesenheit eines Agonisten weniger potent war. Um 1 

auch auf zellulärer Ebene53 zu charakterisieren wurde auf EL4-Zellen (murine Tumorzellen) zu-

rückgegriffen, die RORγ konstitutiv exprimieren, wodurch die Produktion von IL17a angetrie-

ben wird55. Die Zellen erhielten eine 24-stündige Behandlung mit 10 μM von 1, mit anschlie-

ßender Messung der mRNA-Level von IL17a. Dabei war zu beobachten, dass 1 die IL17a mRNA-
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Level signifikant verringern konnte und somit eine funktionale Modulation durch einen allos-

terischen Liganden zu zellulären Reaktionen, wie eine verringerte Gentranskription, führen 

kann53. Diese Studie lieferte einen ersten Einblick in das Potenzial, das die allosterische Modu-

lation von NRs besitzt und zeigte, dass selektive allosterische Liganden dringend für die ge-

zielte Erforschung von allosterischen Effekten benötigt werden, da der Einfluss der allosteri-

schen Bindungstasche auf molekulare Wirkmechanismen noch nahezu unerforscht ist.  

 

1.2 NR4A- und Peroxisomen-Proliferator-aktivierende-Rezeptoren 
Diese Forschungsarbeit befasst sich mit zwei Rezeptorfamilien. Zum einen mit den wenig er-

forschten NR4A-Rezeptoren, um neue potentere Liganden zu identifizieren und zum anderen 

mit dem gut erforschten PPARγ-Rezeptor, für den eine neuartige Art der Modulation entwickelt 

werden soll. Im Folgenden werden zunächst die physiologische Rolle und die Liganden der in 

dieser Forschungsarbeit relevanten NRs beschrieben.  

 

1.2.1 Nukleäre Rezeptoren der NR4A-Familie 

Die NR4A-Familie setzt sich aus Nur 77, dem Kernrezeptor verwandtes Protein 1 (Nurr1, 

NR4A2) und NOR-1 zusammen. Bei allen drei Rezeptoren handelt es sich um konstitutiv aktive 

Waisenrezeptoren (orphan receptor). Während die Homologie in ihren DBDs bei 90-97% und 

in ihren LBDs bei 60-67% liegt, unterscheiden sie sich in ihren N-terminalen Transaktivierungs-

domänen (20-30%)56,57. Daraus resultieren zum Teil unterschiedliche Aktivitäten, die außerdem 

durch die Interaktion mit unterschiedlichen Cofaktoren und Liganden und durch eine gewebe-

spezifische Expression zustande kommen58. Das Expressionsmuster der NR4A-Rezeptoren un-

terscheidet sich teilweise deutlich. Während Nurr1 (mesenzephale dopaminerge Neuronen des 

ventralen tegmentalen Bereichs, Substantia nigra pars compacta und paraventrikulären Tha-

lamuskernen)59 und NOR-1 (zerebraler Neokortex, Hippocampus, Amygdala, Kleinhirn und do-

paminozeptiven Arealen)60,61 hauptsächlich im Zentralen-Nerven-System (ZNS) exprimiert wer-

den, zeigt Nur77 (Hypophyse, Nebenniere, Schilddrüse, Leber, Hoden, Eierstöcke, Thymus-

drüse, Muskel, Lunge, Prostata, Großhirnrinde, Hippocampus)59,62 ein breiteres Expressions-

muster, das zusätzlich auch viele Gewebe außerhalb des ZNS betrifft. Darüber hinaus sind alle 

drei Rezeptoren in der Lage als Monomere das NFGI-B Response-Element (NBRE) und als Ho-

modimere am NurRE zu binden63–65. Eine Heterodimer-Bildung mit RXR findet jedoch nur bei 

Nurr1 und Nur77 statt58. 
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Eine mögliche Rolle der NR4A-Rezeptoren in Bezug auf neurodegenerative Erkrankungen wie 

Morbus Parkinson (Parkinson’s disease, PD), Morbus Alzheimer (Alzheimer‘s disease, AD) und 

Multiple Sklerose (MS) ruft zurzeit besonderes Interesse hervor. Im Folgenden wird der derzei-

tige Forschungsstand der einzelnen Rezeptoren in Bezug auf die neurodegenerativen Erkran-

kungen und verfügbaren Liganden aufgeführt. 

 

1.2.1.1 Physiologische Rolle  

Nur77 

Aufgrund seines breiten Expressionsmusters wird Nur77 mit metabolischen (Diabetes), ent-

zündlichen (Asthma, Arteriosklerose, Arthritis, Sepsis) und neurodegenerativen (PD, AD, MS) 

Erkrankungen in Verbindung gebracht5. Vor allem eine mögliche Beteiligung von Nur77 bei PD 

wurde in verschiedenen in vitro und in vivo Studien untersucht.  

Gilbert et al. zeigten, dass ein Knockout (KO) von Nur77 mit anschließender Behandlung mit 

Haloperidol (5 mg/kg) bei jungen männlichen Mäusen einen positiven Effekt auf die Funktion 

von dopaminergen Neuronen hat und die neuronale biochemische Aktivität sowie den Umsatz 

von Dopamin und seinen Metaboliten veränderte. Bei dieser Studie wurden die Versuchstiere 

(Nur77-KO oder Wildtyp (WT)) in zwei Gruppen eingeteilt und entweder mit Kochsalzlösung 

oder Haloperidol behandelt. Jeweils ein Teil der Gruppe der beiden Stämme (KO, WT) wurde 

eine Stunde nach der Haloperidol-Behandlung/Kochsalz-Behandlung geopfert. Die Opferung 

des anderen Teils der Gruppe erfolgte fünf Stunden nach der Haloperidol-/Kochsalz-Behand-

lung, mit anschließender Bestimmung der Dopamin- und Dopaminmetabolit-Level in be-

stimmten Bereichen des Gehirns nach entsprechender Aufarbeitung mittels HPLC. Interessan-

terweise konnte nach einer Stunde im WT eine Haloperidol-induzierte Hochregulierung von 

Nur77 fast ausschließlich in Zellen der Substantia nigra (SN) oder ventralen tegmentalen Area 

(VTA) beobachtet werden, die Thyrosinhydroxylase (TH) exprimieren. In Nur77-KO wurde im 

Vergleich zum WT eine höhere Expression von TH und Nurr1 mRNA in der SN/VTA und im 

frontalen Kortex nachgewiesen. Fünf Stunden nach Verabreichung von Haloperidol war eine 

Erhöhung des Dopamin-Umsatzes in Nur77-WT im frontalen Kortex zu sehen, während sich 

der Dopamin-Umsatz bei Nur77-KO reduzierte. In der SN blieb der Umsatz nahezu gleich. 

Deutlichere Effekte waren beim Dopamin-Metaboliten Dihydroxyphenylessigsäure (DOPAC) zu 

beobachten. Dort zeigte sich im Striatum eine deutliche Erhöhung des Dopamin-Umsatzes bei 

Nur77-KO im Vergleich zu Nur77-WT. Ebenso war auch im SN/VTA und frontalen Kortex der 
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Umsatz erhöht. Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass die Aktivität von Dopamin-Neu-

ronen (TH, DOPAC) in Nur77-KO erhöht und der Dopamin-Umsatz verändert war. Dies legt 

nahe, dass es ein Zusammenspiel zwischen der NR4A-Familie und dem Dopaminsystem gibt, 

das noch weiter untersucht werden muss66. 

Eine weitere Studie untersuchte ebenfalls die Effekte von Nur77 bei Verabreichung von Hal-

operidol mit dem Unterschied, dass hier ein besonderes Augenmerk auf den zusätzlichen Ein-

fluss des RXR-Rezeptors genommen wurde. Diese Studie untersuchte den Einfluss von Nur77, 

des RXR-Agonisten Docosahexaensäure (DHA, 2) und des RXR-Antagonisten (HX531) auf eine 

durch Haloperidol ausgelöste orale Dyskinesie (leere Kaubewegungen). Dafür erfolgte die Ein-

teilung von jungen erwachsenen männliche Nur77-KO- und -WT-Mäusen in vier Versuchsrei-

hen mit unterschiedlichen Applikationsschema (Tabelle 2). 
 

Tabelle 2: Behandlung und Durchführung der Versuchsreihen 1-4 von Nur77-KO und -WT-Mäusen. 

Reihe 
Anzahl Tiere 

pro Gruppe 

Art der 

Versuchstiere 
Applikation Behandlung 

1 

8 
Nur77-KO 

Nur77-WT 

8 Tage 

(1x tgl.) 
 Vehikel (2% DMSO) 

 HX531 (20 mg/kg/Tag) 

 DHA (100 mg/kg/Tag) 
Messung: Am letzten Tag, eine Stunde nach der 

letzten Behandlung. 

2 

10 
Nur77-KO 

Nur77-WT 

14 Wochen 

(2x tgl.) 

13 Wochen: 

 Vehikel (8% PEG-600) 

 Haloperidol (2 mg/kg/Tag) 

14 Woche (Haloperidolgruppe): 

 Haloperidol (2 mg/kg/Tag)  

(n= 5) 

 Haloperidol (2 mg/kg/Tag) + 

DHA (100 mg/kg/Tag) (n = 5) 

 

Messung: Am letzten Tag, eine Stunde nach der 

letzten Behandlung. 

3 

10 
Nur77-KO 

Nur77-WT 

alle 3 Wo. 

(insg. 17 Wo.) 

13 Wochen: 

 Haloperidol decanoat (25 mg/kg, 

entspricht 1,25 mg/kg/Tag) 

14 Woche: 

 DHA (100 mg/kg/Tag) für 8 Tage 

+ Haloperidol decanoat 

Messung: periodische Messung bei der Behand-

lung mit Haloperidol decanoat. Zweifache Mes-

sung in der 14. Woche, nach 5 und 8 Tagen. 
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4 

10 
Nur77-KO 

Nur77-WT 

alle 3 Wo. 

(insg. 15 Wo.) 
11 Wochen: 

 Haloperidol decanoat (50 mg/kg, 

entspricht 2,5 mg/kg/Tag) 

12 Woche: 

 HX531 (20 mg/kg/Tag) für 8 Tage 

+ Haloperidol decanoat 

Messung: periodische Messung bei der Behand-

lung mit Haloperidol decanoat. Zweifache Mes-

sung in der 12. Woche, nach 5 und 8 Tagen. Letzte 

Messung drei Wochen nach dem Auswaschen von 

HX531. 
   

In der ersten Versuchsreihe war zu beobachten, dass ein KO von Nur77 zu einer signifikanten 

Steigerung von leeren Kaubewegungen führte. Die Verabreichung von 2 ohne Haloperidol da-

gegen zeigte weder in KO noch in WT einen signifikanten Effekt auf die Kaubewegungen. Die 

Verabreichung von HX531 verursachte eine signifikante Steigerung der Kaubewegungen im 

WT. In der zweiten Versuchsreihe ergab die zusätzliche Verabreichung von 2 in der 14. Woche 

eine signifikante Verbesserung der leeren Kaubewegungen im WT im Vergleich zur Gruppe, 

die weiter nur Haloperidol erhielt – im KO konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden. Bei 

einer chronischen Behandlung (3. Versuchsreihe) mit Haloperidol decanoat, einem langwirksa-

men Haloperidol-Derivat, über 14 Wochen wurde der Wert der Kaubewegungen beim WT sig-

nifikant erhöht und zeigte beim KO eine zwei bis dreifachen höheren Wert im Vergleich. Die 

Co-Behandlung in der 14. Woche mit 2 verringerte die leeren Kaubewegungen im WT signifi-

kant, jedoch ließ sich dieser Effekt im KO nicht beobachten. Hier waren die Effekte höher als 

bei der Einzelbehandlung vom KO mit Haloperidol decanoat. In der letzten Versuchsreihe 

wurde der Effekt von HX531 nach vorrangegangener Haloperidol decanoat Behandlung unter-

sucht. HX531 verschlechterte die durch Haloperidol induzierte Kaubewegung im WT, während 

es beim KO keinen Effekt gab. Die Effekte von 2 und HX531 waren nach der Behandlung rever-

sibel. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass Nur77 und RXR innerhalb der Haloperidol induzier-

ten Dyskinesie miteinander interagieren und die Effekte von 2 und HX531 von der Anwesenheit 

von Nur77 abhängig sind67. 

Ein 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP)-Primatenmodell untersuchte eben-

falls den Einfluss von 2 auf die Dyskinesie, in diesem Fall durch Levodopa (L-Dopa) induziert 

und das Zusammenspiel von Nur77 mit RXR. Die Untersuchung umfasste 20 weibliche sterili-

sierte Affen, wobei fünf Tiere als gesunde Kontrolle dienten, während die restlichen 15 das 

Neurotoxin MPTP erhielten. Nach dem Erreichen einer stabilen Parkinson-Symptomatik beka-

men fünf Tiere ausschließlich L-Dopa, die übrigen zehn Tiere L-Dopa in Kombination mit 2. 

Dabei wurde eine feste orale Dosis von L-Dopa/Benserazid (100/25 mg) verabreicht. Zusätzlich 
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erfolgte eine Bewertung der Tiere für die Zeit der Behandlung mehrmals pro Woche mit einer 

Invaliditätsskala. In der Versuchsgruppe, die zusätzlich zu L-Dopa auch 2 verabreicht wurde, 

erhielten die Affen drei Tage vor Beginn der L-Dopa-Therapie einmal täglich eine Behandlung 

mit 2 (100 mg/kg) und nach Ablauf der drei Tagen erfolgte die Behandlung mit L-Dopa in 

Kombination. Die Kombinationsbehandlung wurde ebenfalls einmal pro Tag verabreicht. Die 

Therapie erfolgte einen Monat lang. Vier Stunden nach der letzten oralen Dosis wurden die 

Tiere geopfert, die Gehirne entnommen und die mRNA-Level von Nur77 und RXR in den Hirn-

arealen Nukleus caudatus und Putamen nach entsprechender Aufarbeitung bestimmt. Die ba-

salen Nur77 mRNA-Level in den Affengehirnen waren gering. Die Denervierung mittels MPTP 

führte zu einer 50-65%igen Reduktion der Nur77 mRNA-Level. Durch die Behandlung der Affen 

mit L-Dopa konnte beobachtet werden, dass die mRNA-Level wieder auf den Wert der Kon-

trollgruppe angehoben wurden. Die zusätzliche Kombination mit 2 bewirkte eine weitere sig-

nifikante Steigerung des mRNA-Levels. Dies könnte auf einen positiven Effekt von 2 bezüglich 

der L-Dopa induzierten Dyskinesie (LID) hindeuten. Darüber hinaus erfolgte die Untersuchung 

der mRNA-Level von Nur77 in Relation zu den Gesamtbewertungen auf den Invaliditätsskalen 

für jeden Affen. Dabei konnte eine inverse Korrelation in zwei Unterbereichen des Caudate 

putamen, zwischen dem mRNA-Level von Nur77 und dem Gesamtwert der Invaliditätsskala, 

gefunden werden. Die Untersuchung der mRNA-Level von RXR, zeigte hingegen in keiner 

Gruppe eine Veränderung im Vergleich zur Kontrollgruppe68. Zusammenfassend kommt diese 

Studie wie auch schon Éthier et al. zu dem Schluss, dass Nur77 und RXR eine wichtige Rolle bei 

PD spielen und neue therapeutische Möglichkeiten bieten könnten. Ob 2 tatsächlich eine anti-

dyskinetischen Effekt bei PD zeigt muss in weiteren Studien noch bestätigt werden sowie das 

genaue Zusammenspiel des Nur77/RXR Komplexes und deren Interaktion. 

Mount et al. untersuchten den Einfluss des neuronalen Überlebensfaktor Myozytenverstär-

kungsfaktor 2 (myocyte enhancer factor 2, MEF2) auf die Expression von Nur77 in vitro und in 

vivo, bei vorheriger Behandlung mit MPTP69. MEF2 ist ein Transkriptionsfaktor mit einer kriti-

schen Rolle in Muskelentwicklung, neuronaler Differenzierung und neuronalem Überle-

ben70,71,72,73 und stellt ein Substrat von CDK5 dar. Bei einer in vivo Untersuchung von jeweils 

sechs bis acht männlichen Nur77-KO- und -WT-Mäusen (Alter: 8-10 Wochen), die an fünf auf-

einanderfolgenden Tagen MPTP (25 mg/kg) oder eine Salzlösung (0,9%) erhielten, gab es kei-

nen statistischen Unterschied in der Anzahl der TH-Neuronen in der SN zwischen KO und WT. 

Lediglich eine signifikante Herunterregulierung der relativen Nur77-Expression war nach sechs 
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Stunden nach der Behandlung im KO im Vergleich zum WT zu beobachten. Daraufhin erfolgte 

die Untersuchung des Einflusses von MEF2D an den endogenen Nur77-Promotor im basalen 

in kultivierten kortikalen Neuronen, wobei sich zeigte, dass die Bindung von MEF2D basal vor-

handen war, aber die Behandlung mit dem Neurotoxin 1-Methyl-4-phenylpyridinium (MPP+, 

Vorstufe von MPTP) zu einer Verringerung führte. Um den Zusammenhang der Reduktion von 

Nur77 mit dem Verlust von MEF2D genauer zu untersuchen, erfolgte die Bestimmung der 

Nur77-Level in WT-Mäusen, die einen Tag lang mit MPTP behandelt wurden sowie MEF2D oder 

GFP (green fluorescent protein) viral exprimierten. Daraus ergab sich, dass das adenovirale 

MEF2D den Rückgang der Nur77-Level einen Tag nach der MPTP-Behandlung abmilderte69. 

Der genaue Mechanismus konnte jedoch nicht vollständig geklärt werden, daher braucht es 

weitere Studien, um die genaue Interaktion besser zu verstehen und Schlüsse daraus ziehen zu 

können. Eine weitere in vitro Untersuchung von kultivierten Neuronen aus den Mittelhirnen 

von WT und Nur77-defizienten Mäusen die 24 Stunden mit MPP+ behandelt wurden zeigte, 

dass der Nur77-Mangel in TH-Neuronen im Vergleich zum WT eine signifikante Hypersensiti-

vität gegenüber Neurotoxinen verursachte und diese durch die exogene Expression von Nur77 

wieder aufgehoben werden konnte69.  

Liu et al. demonstrierte ebenfalls in einem MPTP-Mausmodell, dass die Expression von Nur77 

in aktivierter Mikroglia reduziert war. Für die Auswertung dienten, wie auch in zuvor erwähnten 

Untersuchungen, TH-Neuronen. Zudem sollte der Einfluss des Nur77 Agonisten Cytosporon B 

(Csn-B, 3) als Zusatzbehandlung untersucht werden. Für die Untersuchung erfolgte die Eintei-

lung der männlichen Mäuse in fünf Versuchsgruppen: Salzlösung (0,9%) + Salzlösung, Csn-B 

(10 mg/kg) + Salzlösung, Salzlösung + MPTP, Csn-B (5 mg/kg) + MPTP, MPTP + Csn-B (10 

mg/kg). Bei den Gruppen die 3 als Co-Behandlung erhielten wurde drei Tage vor und drei Tage 

nach der Behandlung mit MPTP (sieben aufeinanderfolgende Tage), 3 verabreicht. 24 Stunden 

nach der letzten Behandlung wurden die Tiere geopfert. Die Ergebnisse zeigten eine Herabset-

zung der Nur77-Expression in aktivierten Mikroglia in MPTP-behandelten Mäusen im Vergleich 

zur Gruppe der mit Salzlösung-behandelten Mäusen. Zusätzlich war eine Deletion von dopa-

minergen Neuronen zu erkennen. Eine Vorbehandlung mit 3 führte dazu, dass der Verlust an 

TH-Neuronen im Vergleich zu Mäusen, die nur eine Behandlung mit MPTP erhielten, sich ver-

ringerte. Daneben erfolgte eine Kultivierung von primärer Mikrogliazellen von Mäusen und 

BV2-Mikrogliazellen, gefolgt von einer Behandlung mit Lipopolysaccharid (LPS). In beiden Zell-

linien war eine Reduktion der Nur77-Expression in einer zeitabhängigen Weise festzustellen. 
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Darüber hinaus sollte der Einfluss von Nur77 auf die durch LPS ausgelöste Entzündungsreak-

tion untersucht werden. Dafür wurden die BV2-Mikrogliazellen mit Lentivirus exprimierendem 

Nur77 (Lenti-Nur77) sowie mit Lenti-Vektor (Negativkontrolle) inkubiert. Die Ergebnisse offen-

barten, dass die Überexpression von Nur77 die LPS-stimulierte Sekretion von NO, die erhöhte 

mRNA-Expression von iNOS, COX-2, IL-1β und TNF-α und die erhöhten Proteinlevel von iNOS 

und COX-2 hemmte. Diese Ergebnisse konnten ebenfalls in KO-Experimenten in beiden Zellli-

nien bestätigt werden. Die Untersuchung des Einflusses von 3 auf LPS induzierte BV2-Mikorgli-

azellen Aktivierung demonstrierte, dass 3 signifikant die LPS-induzierte Expression von proin-

flammatorischen Genen (IL-1β, COX-2, iNOS und TNF-α) in einer dosisabhängigen Weise un-

terdrückte. Dieser Effekt konnte bei gleichbleibender Durchführung des Experiments mit Nur77 

KO nicht gezeigt werden74. 

Yan et al. untersuchten mittels MTT-Assay den Einfluss von Nur77 auf das zelluläre Überleben 

(PC12, Phäochromozytom – neuroendokrine Tumorzellen) die entweder mit MPP+ (1,0 mM) 

oder 3 (10 mg/mL) und/oder siNur77 behandelt wurden. Bei der Messung der zellulären Stoff-

wechselaktivität (MTT-Wert) war zu beobachten, dass die Anwesenheit von Nur77 einen signi-

fikanten protektiven Effekt bei MPP+-behandelten Zellen hatte, der sich in einem höheren MTT-

Wert äußerte. Dagegen führte ein Silencing von Nur77 mit siRNA zu einer erhöhten Expression 

von NFκB, TNF-α, IL-6 und MCP-1 in MPP+-behandelten Zellen und einem deutlich herabge-

setzten MTT-Wert. Diese Ergebnisse sind konsistent zu denen von Liu et al. Zudem wurde ein 

signifikant erhöhtes Level von phosphoryliertem IκB in siNur77-behandelten Zellen im Ver-

gleich zur Kontrolle festgestellt. Phosphoryliertes IκB ist nicht mehr in der Lage NFκB zu binden 

und es durch die Bindung zu inaktivieren. Die Behandlung mit 3 schwächte diesen Effekt ab, 

was auf neuroprotektive Effekte von Nur77, durch die Inhibierung der Phosphorylierung von 

IκB hindeuten könnte75. 

Kontroverse Ergebnisse zeigten sich bei den Untersuchungen von Rouillard et al. Obwohl die 

Nur77-Expression in der SN und VTA fast vernachlässigbar ist, wurde eine schnelle Hochregu-

lierung von Nur77 in der SN und im Mittelhirn in einem 6-Hydroxydopamin (6-OHDA)-indu-

zierten Rattenmodell mit gleichzeitiger Herunterregulierung von Nurr1 und TH im Mittelhirn 

beobachtet. Für dieses Modell wurden WT-Ratten und mutierte Ratten verwendet. Die mutier-

ten Ratten enthielten eine Mutation im TCA-Codon vor Tyr130, das ein Stopcodon (TAA) in der 

Nur77 Kodierungssequenz erzeugte. Diese Sequenz führte zu einem nicht funktionsfähigen 

Nur77-Protein, in dem verschiedene Domänen fehlten die entscheidend für die Aktivierung 
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sind. Die Tiere wurden mit dem Neurotoxin 6-OHDA behandelt und anschließend zu verschie-

denen Zeitpunkten (3, 9 und 24 h) geopfert. Die Datenerhebung erfolgte durch Auszählung 

der TH-Neuronen in den zu untersuchenden Geweben. Im Vergleich zu den vorher erwähnten 

Studien kam es hier interessanterweise nach der Behandlung mit einem Neurotoxin und damit 

einhergehenden Denervierung zu einer schnellen Induktion von Nur77 im WT. Zudem war die 

Anzahl der TH-Neuronen im WT geringer als in den mutierten Ratten. Zusätzlich zeigte sich, 

dass die mutierten Ratten, die L-Dopa erhielten und ein nicht funktionsfähiges Nur77-Protein 

besaßen, reduzierte LID-Werte aufwiesen, während eine viral-induzierte Überexpression von 

Nur77 diesen Effekt wieder umkehrte76. Dies widerspricht den Ergebnissen von Mahmoudi et 

al., die zu dem Schluss kamen, dass die Induktion von Nur77 der LID-Entwicklung entgegen-

wirkt68. 

Zusammengenommen legen die Ergebnisse dieser Studien nahe, dass Nur77 bei Parkinson-

assoziierte Dyskinesie bei der Denervierung von Nervenzellen, wie es auch in PD stattfindet, 

eine Rolle spielt. Zudem konnte in zwei Versuchsreihen ein Zusammenspiel zwischen Nur77 

und RXR festgestellt werden, wobei weitere Studien von Nöten sind, um die genauen Mecha-

nismen dahinter zu verstehen.  

Im Gegensatz zu den Untersuchungen bei PD, ist die Studienlage zur Rolle von Nur77 bei MS 

und AD noch schwächer. Liebmann et al. untersuchten in einem Experiment an Mäusen den 

Einfluss von Nur77 auf T-Zellen, die bei MS eine wichtige Rolle spielen. Sie zeigten, dass Nur77 

den T-Zellstoffwechsel regulieren kann und ein Mangel an Nur77 zu einer verstärkten T-Zell-

Proliferation führte. Den Autoren zufolge stellt Nur77 einen Schlüsselregulator dar, der Einfluss 

auf die Entwicklung von abnormen proinflammatorischen T-Zell-Reaktionen und Autoimmu-

nität hat77. Zudem konnte der Einfluss von Csn-B (3) das Fortschreiten der Krankheit bei Wild-

typ-Mäusen verbessern und vor Demyelinisierung schützen - in KO Mäusen konnte dies nicht 

gezeigt werden78. 

Eine der wenigen Forschungsarbeiten zur Rolle von Nur77 bei AD beschäftigte sich mit dem 

Alpha-1-antichymotrypsin/serpinA3, einem Mitglied der Serin-Protease-Inhibitor-Familie79. 

Dieses Glykoprotein ist in Akute-Phase- und Entzündungsreaktionen involviert und trägt zur 

Entwicklung von AD bei. Es interagiert mit dem Aβ-Peptid und stellt einen Hauptbestandteil 

der Aβ-Plaques dar. Ein Experiment in menschlichen Neuroblastomzellen (SH-SY5Y) demons-

trierte, dass die Behandlung mit dem Aβ-Peptid und Wasserstoffperoxid eine Translokation 
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von RXRα und Nur77 vom Zellkern in die Mitochondrien und anschließende Apoptose verur-

sachte. Die Behandlung mit 9-cis-Retinsäure verhinderte dagegen die Translokation und er-

höhte die Proteinexpression von B-Zell-Lymphom 2 (Bcl-2)80. Damit konnte diese Arbeit neue 

Informationen für ein besseres Verständnis von AD liefern.  

Die bisher verfügbaren Studien zu Nur77 liefern erste Anhaltspunkte für ein interessantes Po-

tenzial des Rezeptors in neurodegenerativen Erkrankungen. Für eine weitere Charakterisierung 

und Validierung von Nur77 als mögliche therapeutische Zielstruktur sind jedoch mehr Studien 

von Nöten, um einen besseren Einblick in die Wirkmechanismen zu erlangen und vor allem das 

Potenzial der Modulation des Rezeptors durch Liganden zu untersuchen. Es muss außerdem 

beachtet werden, dass die Aktivität von Nur77 und Nurr1 sich gegenseitig beeinflussen76,81,82 

und in Hinblick auf die Charakterisierung von neuen NR4A-Liganden auch die anderen Subty-

pen Berücksichtigung finden83,84. Bei der Verwendung von Csn-B (3) und seinen Derivaten 

konnte gezeigt werden, dass eine direkte Bindung bei zumindest zwei der drei NR4A-Rezep-

toren zu beobachten war85,86,87. Dies stellt bei dieser Rezeptorfamilie keine Seltenheit dar und 

war auch bei anderen Verbindungen zu beobachten. Dadurch ist es schwierig die ermittelten 

Ergebnisse auf eine alleinige Aktivierung von Nur77 zurückzuführen. Aus diesem Grund bedarf 

es potenterer, selektiverer und besser charakterisierter Nur77-Modulatoren als Tool. 

 

Nurr1 

Für Nurr1 konnte eine wichtige Rolle bei PD in mehreren in vitro und in vivo Studien gezeigt 

werden. Die Post-mortem Untersuchung von Parkinson Patienten demonstrierte eine signifi-

kante Herabsetzung der Nurr1 Expression in nigralen Neuronen, die α-Synuclein immunoreak-

tive Einschlüsse enthielten. Dieses α-Synuclein korreliert mit dem Verlust von TH88. Vergleich-

bare Ergebnisse wurden auch mit dopaminergen Ratten-Neuronen und bei MPTP-behandelten 

Mäusen erhalten. Hier konnte ebenfalls ein verringertes Expressionslevel von Nurr1, ausgelöst 

durch erhöhte α-Synuclein Level, nachgewiesen werden89. Zudem zeigten mehrere Untersu-

chungen, dass eine Überexpression von Nurr1 eine schützende Wirkung (verstärkte Expression 

neuroprotektiver Gene, verbessertes Überleben der Neuronen, reduzierte Neuroinflammation) 

auf dopaminerge Neuronen hatte, wenn diese mit unterschiedlichen toxischen Noxen in vitro 

und in vivo behandelt wurden89–92. 

Weitere Experimente zeigten ebenfalls, dass sich eine Überexpression von Nurr1 positiv auf die 

Substantia nigra auswirkte. Dafür wurden 6-OHDA-behandelten Ratten mesenchymale 



1. Einleitung 

20 | S e i t e  

Stammzellen mit einer lentiviraler Nurr1-Überexpression transplantiert. Dies führte zur Erhö-

hung der Anzahl der TH-Neuronen und zu einer Reduzierung der Mikroglia-Aktivierung und 

der Expression von inflammatorischen Mediatoren in der Substantia nigra93.  

Darüber hinaus ist Nurr1 in der Lage in Mikroglia und Astrozyten als negativer Regulator von 

NFκB-regulierten Entzündungsgenen, durch die Stabilisierung des Co-Repressor-(CoREST)-

Komplexes an p65/50 cis-wirkenden Promotorelementen, diese zu beeinflussen. Dadurch 

wurde die Produktion von neurotoxischen Mediatoren wie Tumornekrosefaktor α (TNFα), In-

terleukin-1β (IL-1β.) und induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) in der Substantia 

Nigra von LPS-injizierten Mäusen limitiert94. Im Gegensatz dazu zeigte eine andere Studie, dass 

die Interaktion zwischen Nurr1 und dem Co-Aktivator Forkhead-Box-Protein A2 (FOXA2) in 

dopaminergen Neuronen des Mittelhirns die Interaktion von Nurr1 mit dem CoREST-Komplex 

abschwächte und dadurch die Genexpression des Dopamin-Phänotyps auslöste95. 

Neben den bisherigen Ergebnissen stehen auch andere Ansätze wie die Regulation des Rezep-

tors durch Nurr1-Liganden und die Verwendung von Nurr1-RXR-Heterodimer-selektiven RXR-

Agonisten im Fokus der Forschung. Bei der Untersuchung des Nurr1-Agonisten Amodiaquin 

(AQ, 4), den potenziellen endogenen Liganden Prostaglandin A1 (PGA1, 5) und E1 (PGE1, 6) 

sowie dem Dopaminmetabolit 5,6-Dihydroxyindol (DHI, 7), zeigte sich eine Beeinflussung von 

dopaminergen Genen (TH, VMAT2, DAT)96–98. Daneben war AQ (4) in der Lage in Ratten die 

inflammatorische Zytokin Freisetzung nach LPS-Behandlung in primärer Mikroglia zu unter-

drücken und verbesserte Verhaltensdefizite in einem 6-OHDA-induzierten Parkinson-Modell96. 

PGA1 (5), PGE1 (6) und die synthetischen Nurr1 Agonisten SA00025 (8) und IP7e (9) demons-

trierten neuroprotektive97 und antiinflammatorische Effekte in unterschiedlichen Nager-PD-

Modellen99. Allerdings wurde durch die Behandlung mit IP7e (9) eine Steigerung der Nurr1-

Level im Gehirn festgestellt, was auf andere Mechanismen, als eine direkte Nurr1-Aktivierung 

hinwies. Es ist jedoch zu beachten, dass für 8 und 9 der Nachweis einer direkten Bindung an 

die LBD nicht erbracht werden konnte und dadurch die vermeintlichen Effekte mit Vorsicht zu 

betrachten sind, bis es gelingt eine Bindung nachzuweisen97,99.  

Die Untersuchung einiger Nurr1-RXR-Heterodimer-selektiver RXR-Agonisten zeigte, dass die 

Nurr1-Aktivierung ein wichtiger Ansatz zur Behandlung von Neuroinflammation in vitro und in 

vivo sein kann. Die Verbindungen XCT0139508 (XCT, 10), IRX4204 (11) und BRF110 (12) wurden 

in verschiedenen neuronalen Zellkulturen auf ihre neuroprotektiven Effekte untersucht und 

waren in der Lage Nurr1-regulierte Gene zu induzieren100–102. Zusätzlich verbesserten IRX4204 
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(11) und BRF110 (12) die motorischen Funktionen und reduzierten den Verlust von dopami-

nergen Neuronen in 6-OHDA und MPTP-Nagetiermodellen101,102. In einem ischämischen 

Schlaganfallmodell bei Mäusen konnten außerdem für das Diabenzodiazepin HX600 (synthe-

tischer RXR-Agonist, 13) neuroprotektive Effekte festgestellt werden. Diese Effekte wurden 

durch die Reduzierung von pro-inflammatorische Mediatoren in LPS-stimulierten primären 

Mausmikroglia beobachtet. Ebenso zeigte sich ein verringertes Auftreten des entzündungsbe-

dingten neuronalen Todes in einem in vitro Co-Kulturmodell von Neuronen und Mikroglia103. 

Neben einem besseren Verständnis über die Wirkungsweisen von Nurr1 in PD, steht auch ins-

besondere AD im Fokus der aktuellen Forschung. Mehrere in vitro und in vivo Studien bringen 

den Einfluss einer Dysregulation von Nurr1 mit der Pathogenese von AD in Zusammenhang. 

Wie bei PD konnte auch bei AD bei post-mortem Untersuchungen von Alzheimer-Patienten 

eine Verringerung der Nurr1-Expression in nigralen Neuronen, die neurofibrilläre Bündel ent-

halten, gefunden werden. Die Verringerung der Expression offenbarte ebenfalls eine Korrela-

tion mit dem Verlust von TH-Neuronen88. In zwei in vitro Studien in mit Aβ-Fibrillen behandel-

ten Zellen konnte eine Herunterregulation der mRNA-Level von Nurr1 in primären Rattenneu-

ronen und in neuronal differenzierten menschlichen Mesenchymzelllinien beobachtet wer-

den104. Zudem zeigte ein transgenes Mausmodell mit mutierten Amyloid-Vorläufer Proteinen 

(APP) eine Reduzierung des mRNA-Levels von Nurr1 im Hippocampus105. Ein weiteres Modell 

mit 5XFAD-behandelten Mäusen untersuchte die Nurr1 Expression in einem zeitlichen Verlauf 

der Erkrankung. Im frühen Stadium kam es zu einer verstärkten Expression von Nurr1 bei Aβ-

Akkumulation im frontalen Kortex und Subiculum und erst in späteren Stadien war ein Verlust 

von Nurr1 exprimierenden Zellen zu beobachten106. Moon et al. stellten ebenfalls in 5XFAD 

Mäusen fest, dass ein Knockdown von Nurr1 im Subiculum zu einer Verstärkung der AD-Pa-

thologie führte, wohingegen eine Nurr1-Überexpression oder Nurr1-Aktivierung mit AQ (4) die 

AD-Symptome durch eine Verringerung der Aβ-Akkumulation, einer geringeren Neurodege-

neration und verbesserten kognitiven Funktionen, verbesserte107. Diese Studienergebnisse wei-

sen darauf hin, dass die Nurr1-Expression einen Einfluss auf die Mechanismen in AD hat. Das 

Problem, das diese Arbeiten vereint, ist jedoch, dass die Ergebnisse überwiegend durch Nurr1-

Überexpression und -KO-Experimente erhoben wurden, da für die pharmakologische Untersu-

chung der Effekte die erforderlichen selektiven und potenten Liganden noch fehlen.  
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Auch ein möglicher Einfluss von Nurr1 auf MS ist bereits untersucht worden, jedoch haben 

bisherige Experimente widersprüchliche Ergebnisse geliefert. Die Nurr1-Expression war in sie-

ben von acht Untersuchungen von Patienten mit schubförmiger remittierender MS im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe verringert. Der Vergleich der Untersuchungen ist jedoch nur bedingt 

möglich, da die Ergebnisse durch verschiedene Blutkompartimente (mononukleäre Zellen des 

peripheren Blutes, Vollblut, CD14+-Monozyten und CD4+-T-Zellen) erhoben wurden. Lediglich 

eine japanische Forschergruppe stellte eine Hochregulierung der Genexpression in CD3+ T-

Zellen fest108. In mehreren Tiermodellen mit experimentell autoimmunen Enzephalomyelitis 

(EAE) Mäusen konnte eine neuroprotektive Wirkung von Nurr1 gezeigt werden. Der Einsatz des 

vermeintlichen Nurr1-Aktivators IP7e (9) führte zu einer Hemmung der NFκB vermittelten Ent-

zündung im frühen Krankheitsstadium109. Des Weiteren induzierte heterozygoter KO von Nurr1 

einen früheren Beginn der EAE-Krankheit mit einer verstärkten Infiltration des Rückenmarks 

durch proinflammatorische Zellen110. Zudem demonstrierte eine Überexpression von Nurr1 in 

dendritischen Zellen des Knochenmarks, die Progression der EAE durch vermehrte Differenzie-

rung von regulatorischen T-(TReg)-Zellen und eine damit verbundene geringere Neuroinflam-

mation verlangsamt werden konnte.111 Dazu widersprüchliche Ergebnisse berichten über eine 

Abschwächung der EAE Symptomatik bei Nurr1 KO bei Mäusen, was die Autoren auf eine mög-

liche Beteiligung von Nurr1 bei der TH17-Zelldifferenzierung, über die Regulierung der IL21 

und IL23R Expression, zurückführten112. 

Diese bisherigen Untersuchungen liefern erste Hinweise hinsichtlich der Beteiligung von Nurr1 

bei MS, jedoch bedarf es auch hier weiterer Studien, um Nurr1 als mögliche Zielstruktur für MS 

zu validieren. 

 

NOR-1 

NOR-1 stellt das am wenigsten untersuchte Mitglied der NR4A-Familie dar. Durch die geringe 

Anzahl an Studien und einen Mangel an NOR-1 Modulatoren sind seine physiologischen Funk-

tionen noch weitgehend unbekannt113. Dennoch existieren erste Hinweise auf eine Beteiligung 

von NOR-1 an Gefäßentwicklung, Entzündungen, Immunologie, Lipid- und Glucosemetabolis-

mus, sodass eine Dysregulation von NOR-1 unter anderem möglicherweise zu Fettleibigkeit, 

Diabetes, kardiovaskulären Erkrankungen und Krebs führen könnte114. Erste Ergebnisse geben 

außerdem Hinweise auf eine Rolle von NOR-1 in der Pathogenese von neurodegenerativen 

Erkrankungen. So zeigte sich, dass NOR-1 eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des ZNS 
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spielte, insbesondere durch die Vermittlung der neuronalen Differenzierung und Aufrechter-

haltung der neuronalen Plastizität113. Der KO von NOR-1 in Mäusen führte zu einer Beeinträch-

tigung des axonalen Wachstums im Hippocampus, zum postnatalen Absterben neuronaler Zel-

len und zur fehlenden Bildung einer kompakten Pyramidenzellschicht des Ammonshorns in 

CA1 und CA3 bei NOR-1-/- Mäusen. Dazu kommt, dass NOR-1 KO-Mäuse eine erhöhte Anfäl-

ligkeit für limbische Anfälle aufwiesen und die axonale Führung im Gyrus dentatus und in den 

Moosfasern beeinträchtigt waren. Ein weiteres Indiz für eine Rolle von NOR-1 in neurodege-

nerativen Erkrankungen ist die Akkumulation des Rezeptors in Lewy-Körpern in Patienten mit 

PD oder AD sowie in glialen und neuronalen zytoplasmatischen Einschlüssen bei multipler Sys-

tematrophie115. Darüber hinaus konnte NOR-1 in einem cAMP RE bindendes Protein (CREB) 

abhängigen Mechanismus das antiapoptotische Protein cIAP2 in neuronalen Zellen unter oxi-

dativem Stress, Hypoxie und Ischämie induzieren91,116. Die CREB-regulierte Expression von 

NOR-1 in neuronalen Zellen, wurde auch bei den anderen Mitgliedern der NR4A-Familie beo-

bachtet. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass die NR4A-Familie als Mediator für die CREB-

induzierte Neuroprotektion und neuronales Überleben fungiert91,116. 

 
1.2.1.2 Liganden der NR4A-Familie 

Da es sich bei den drei Vertretern der NR4A-Familie um Waisenrezeptoren handelt sind ihre 

endogenen Liganden noch nicht (zweifelsfrei) bekannt. In den letzten Jahren wurden jedoch 

immer mehr natürliche und synthetische NR4A Liganden entdeckt, die im Folgenden betrach-

tet werden. 

 

Liganden des Nur77 

Die erste Verbindung, für die eine direkte Bindung an Nur77 nachgewiesen wurde, war Csn-B 

(3) (Schema 1). Die Bestimmung 

der Transaktivierung von Nur77 

durch 3 erfolgte durch Gal4-

Nur77-Volllängen-Assay (EC50 = 

0,278 nM) und Gal4-Nur77-LBD-

Assay (EC50 = 0,115 nM) in einer 

humanen Magenzelllinie (BGC-

823)117. Zudem bestätigten Mu-

noz-Tello et al. in NMR-Störungsstudien die Bindung an Nurr1, jedoch war die Transaktivierung 
Schema 1: Bekannte Nur77 Modulatoren. 
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von Nurr1 schwach.85 In vivo Versuche an Wild-Typ Tieren zeigten, dass es durch Csn-B (3) zu 

einer Steigerung der Blutglucose und einer Induktion der Gluconeogenese kommt, während 

diese Effekte in Nur77-/--KO Mäusen nicht beobachtet wurde, was auf eine Nur77-vermittelte 

Wirkung hindeutete. Zusätzlich konnte durch die Behandlung von BGC-823-Zellen mit 3 eine 

Nur77-induzierte Apoptose, durch gezielte Translokation vom Nukleus zum Cytoplasma, beo-

bachtet werden85. In weiteren Studien wurde die Aktivität von 3 als Antikrebsmittel, durch die 

Evaluierung der Struktur-Wirkungsbeziehung (structure-activity relationship, SAR) von Csn-B 

(3) an Nur77, untersucht86,118. 

Ausgehend von Csn-B (3) und seiner bestätigten Bindung an Nur77 beschäftigten sich ver-

schiedene Arbeitsgruppen mit dessen Derivatisierung zur Potenzsteigerung. Zhan et al. entwi-

ckelten aus 3 die Verbindung 2-[2,3,4-Trimethoxy-6-(-1-octanoyl)phenyl]acetat (TMPA, 14), die 

einen neutralen Antagonisten für Nur77 darstellte und keine Nur77-Aktivierung im Reporter-

genassay zeigte50. Bei n-Pentyl-2-[3,5-dihydroxy-2-(1-nonanyl)phenyl]acetat (PDNPA, 15) han-

delte es sich um ein weiteres Csn-B-Derivat, das als kompetitiver Inhibitor der Nur77-p38α 

Interaktion durch die Bindung an Nur77 wirkte und dadurch die Phosphorylierung von Nur77 

verhinderte, wobei die Fähigkeit von Nur77 die NFκB Aktivität durch Interaktion mit der NFκB 

Untereinheit p65 zu hemmen, erhalten blieb. In einer murinen Makrophagen-Zelllinie 

(RAW264.7) konnte für 15 ein IC50-Wert von 1,6 μM ermittelt werden. Co-Kristallisation mit 

Nur77 (PDB: 4RZG) bestätigte die Bindung und offenbarte einen ähnlichen Bindungsmodus 

wie bei TMPA (14)87. Die Bindung des Csn-B-Derivates 1-(3,4,5-Trihydroxyphenyl)nonan-1-on 

(THPN, 16) konnte durch Co-Kristallisation (PDB: 4J6V119) ebenfalls bestätigt werden. 16 war in 

der Lage einen mitochondrialen Signalweg zu induzieren, der zum autophagischen Zelltod 

führte120. Aufgrund dieser Eigenschaft wurde 16 in Zellviabilitätassays in mehreren Melanom- 

und Nicht-Melanom-Zelllinien, in Bindungsstudien und in Knockdown-Experimenten unter-

sucht. Eine Transaktivierung von Nur77 wurde hierbei nicht betrachtet. Durch eine SAR mit 

sechs Derivaten, bei der die Kettenlänge und das Hydroxygruppen-Substitutionsmuster vari-

ierte, konnte ein Zusammenhang zwischen der Potenz und LBD-Bindungsaffinität festgestellt 

werden und lieferte ein neues Derivat mit C9 anstelle von C8121.  

Durch ein Screening antiinflammatorischer Naturprodukte in einem Oberflächenplasmonenre-

sonanzspektroskopie (SPR)-Assay wurde der Naturstoff Celastrol (17) als inverser Agonist für 

Nur77 entdeckt (Kd = 0,29 μM) und zusätzlich in einem Reportergenassay (IC50 = 0,5 μM) in 
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HEK293T-Zellen bestätigt. Molekulare Docking Untersuchungen wiesen auf eine ähnliche Bin-

dungsstelle wie bei TMPA (14) hin122. 

Mit Isolantolacton (18) wurde ein weiterer Naturstoff als Ligand von Nur77 identifiziert. Ein 

Gal4-Nur77-Reportergenassay in MiaPacCa2-Zellen zeigte, dass 18 die Nur77-regulierte Luci-

ferase-Aktivität signifikant verringerte. Durch die zusätzliche Aktivierung der AMP-aktivierte 

Proteinkinase α (AMPKα) besitzt 18 einen dualen Mechanismus, der in der Lage war, die Adi-

pogenese in 3T3-L1-Preadipozyten in vitro und in vivo zu hemmen123. 

Neben der Bindung der ungesättigten Fettsäuren124, Arachidonsäure und DHA (2), wurde auch 

die Bindung von Prostaglandin A2 (PGA2, 19) an Nur77 in einem im SPR-Assay charakterisiert 

und ergab einen Kd von 2,05 μM. In einem Nur77-Volllängenreportergenassay (NurRE) in 

menschlichen Bronchialepithel (NHBE) Zellen konnte eine dosisabhängige Aktivität mit 15-fa-

cher Nur77 Transaktivierung bei 10 μM PGA2 (19) gezeigt werden125. 

Willems et al. demonstrierten bei der Untersuchung in Gal4-Hybrid-Reportergenassay 

(HEK293T), dass unterschiedliche NSAIDs (non-steroidal anti-inflammatory drugs) als Agonis-

ten (Meclofenaminsäure, 20) und inverse Agonisten (Meloxicam 21, Lornoxicam 22, Mofezolac 

23, Oxaprozin 24, Parecoxib 25) für Nur77 und NOR-1 fungieren126 (Schema 2). 

Zusätzlich war bei AQ (4) 

und Chloroquin (CQ, 26), 

die ursprünglich als 

Nurr1-Modulatoren cha-

rakterisiert wurden, eben-

falls agonistische Aktivität 

an Nur77 und NOR-1 zu 

beobachten5. Diese Er-

gebnisse unterstreichen, 

dass die Entwicklung eines selektiven Liganden für die NR4A-Familie herausfordernd ist. Den-

noch bedarf es dringend potenter und selektiver Liganden für Nur77, um diesen Rezeptor als 

therapeutische Zielstruktur charakterisieren und validieren zu können und um ein besseres 

Verständnis für dessen Rolle bei neurodegenerativen Erkrankungen zu erlangen.  

 

 

  

Schema 2: NSAIDs als Agonisten für Nur77, Nurr1, NOR-1. 
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Liganden des Nurr1 

Auch für Nurr1 konnten bereits einige natürliche und synthetische Liganden identifiziert und 

charakterisiert werden. Kim et al. identifizier-

ten durch ein Arzneistoff-Screening, in ei-

nem Volllängen-Nurr1-Reportergenassay 

(menschliche Neuroblastom-Zellen, SK-N-

BE(2)C), die beiden Malariamittel AQ (4) und 

CQ (26) als erste bekannte Nurr1-Liganden, 

die die LBD direkt modulieren96 (Schema 3). 

NMR-Experimente bestätigten die direkte 

Interaktion mit der LBD, während Mutagenesestudien dieses zusätzlich untermauerten96,127. 

Darüber hinaus offenbarten sich erste Einblicke in die Aktivierungsmechanismen von Nurr1, 

die die ligandabhängige Rekrutierung der nukleären Co-Repressoren 1 (NCOR-1) und 2 (SMRT) 

umfassten128. 

Die ersten Indizien für die Existenz von endogenen Liganden für den Nurr1-Rezeptor lieferten 

Vera et al. mit der ungesättigten Fettsäure DHA (2) (Schema 4). In zwei Volllängen-Reporter-

genassays (HEK293T & dopaminergen 

MN9D-Zellen) konnte durch DHA (50 

μM, 2) eine dosisabhängige Unterdrü-

ckung der Nurr1-Akivität um 25% beo-

bachtet werden129. Als weitere potenzi-

elle endogenen Liganden wurden später 

die Fettsäuremetaboliten PGA1 (5) und 

PGAE1 (6) identifiziert. Im Gegensatz zu 

DHA (2) induzierten sie eine Nurr1-Aktivierung in einem Gal4-Nurr1-Reportergenassay (murine 

dompaminerge MN9D-Zellen) und Volllängen-Reportergenassay (N27-A dopaminergen Rat-

tenneuronen), mit EC50-Werten von 5 und 3 μM97. Zudem führte die Co-Kristallisation von 5 

mit der Nurr1-LBD (PDB: 5Y4197) zur Identifizierung der kovalenten Bindung von 5 an eine nicht 

kanonische Stelle zwischen H4, H5, H11 und H12 an der Nurr1-LBD87,130. 

Die Entdeckung des Dopaminmetaboliten DHI (7) führte nicht nur zur Erschließung einer neuen 

nicht kanonische Bindungstasche an Nurr1, sondern lieferte möglicherweise auch einen poten-

ziellen endogenen Liganden. Die in vitro Testung von DHI (100 μM, 7) demonstrierte, dass 7 in 

Schema 3: Literatur bekannte Nurr1-Agonisten. 

Schema 4: Potenzielle endogene Liganden von Nurr1.
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der Lage war die Nurr1-Aktivität in einem Gal4-Nurr1-Hybrid-Reportergenassay (humane Cho-

rizokarzinomzellen, JGE-3-Zellen) um das 1,6-fache zu erhöhen98. 

Neben potenziellen endogenen Liganden wurde, wie oben erwähnt, die Arzneistoffklasse der 

NSAIDs als Nurr1-Modulatoren identifiziert. Dabei wirkten Oxaprozin (24) und Parecoxib (25), 

der intrinsischen Aktivität von Nurr1 in vier verschiedenen Reportergenassays (HEK293T) als 

inverse Agonisten entgegen. Zusätzlich zu diesen beiden wies Meclofenaminsäure unter-

schiedliche Aktivitäten mit unterschiedlichen Nurr1-RE auf und lieferte im Gal4-Nurr1-Re-

portergenassay einen EC50-Wert von 4,7 μM. In zellfreien Systemen zeigte sich, dass die NSAIDs 

das Co-Regulatorrekrutierungsprofil von Nurr1 beeinflussten und die Bindung von NCOR-1, 

SMRT, nukleärer Rezeptor Co-Aktivator 6 (NCoA6) und nukleärer Rezeptor Interaktionsprotein 

(NRIP) an die Nurr1 LBD modulierten. Außerdem veränderten sie das Dimerisierungsgleichge-

wicht des Rezeptors. Die Untersuchung von NSAIDs in der Kombination mit AQ-Derivaten of-

fenbarte eine gleichzeitige Nurr1-Modulation mit synergistischen Effekten. Dies könnte darauf 

hinweisen, dass zwei unterschiedliche Bindungsseiten in der Nurr1-LBD existieren126. 

Neben den bisher beschriebenen Verbindungen, bei denen der Nachweis einer direkten Inter-

aktion vorliegt, existieren noch mehr Verbindungen, die die Nurr1-Aktivität beeinflussen sollen, 

bei denen die Bestätigung der direkten Interaktion jedoch noch aussteht. Für das Imidazolpy-

rimidin SA00025 (8) zeigten zwei Luciferase-Reportergenassays ein EC50-Wert von 218 nM 

(Gal4-Nurr1-Volllänge) und 0,7 nM (monomeres Reporterkonstrukt)131,132. Neben den guten 

pharmakokinetischen und ADMET Eigenschaften, war zu beobachten, dass SA00025 (8) bei 

oraler Verabreichung an Mäusen über sieben Tage, das Gehirn erreichte und dort Nurr1-regu-

lierte Gene induzierte99,131,133. Die Bindung an Nurr1 wurde für mehrere Verbindungen der 

SA00025-Serie durch einen SPR-Assays untersucht, die Daten sind jedoch lückenhaft und es 

konnte keine direkte Bindung der Leitverbindung SR24237 nachgewiesen131,132 und bestätigt 

werden127. 

SR10098 und IP7e (9) stellen laut Dubios et al. und Hintermann et al. Nurr1-Agonisten mit 

nanomolarer Potenz (MN9D-Zellen) dar134,135, jedoch bestätigte eine NMR-basierte Bindungs- 

und Strukturanalyse die erhobenen Daten nicht, wodurch der Beweis einer direkten Bindung 

zu Nurr1 noch aussteht127.  

Das antiinflammatorische und antineoplastische Arzneimittel 6-Mercaptopurin (6-MP, 27) 

stellte sich in einem Gal4-Volllängen-Reportergenassay (CV-1 Zellen) ebenfalls als Nurr1-Akti-

vator heraus, wobei auch hier der Nachweis der direkten Bindung noch erfolgen muss136. 
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Neben der Ligandenbindung ist Nurr1 in der Lage, mit RXR ein Heterodimer zu bilden. Dieses 

Heterodimer kann durch RXR-Agonisten aktiviert werden und könnte eine weitere Möglichkeit 

bieten die neuroprotektiven Effekte von Nurr1 zu aktivieren. Hier wurden bereits mehrere viel-

versprechende Kandidaten, wie XCT (10), IRX4204 (11), BRF (12) und 13 (Schema 5), entwickelt. 

Diese konnten teilweise auch schon erfolgreich in vitro und in vivo untersucht wer-

den101,102,137,138. 

Zudem zeigte sich, dass der RXR-Agonist Bexaroten das Nurr1-RXR-Heterodimer gegenüber 

dem RXR-Homodimer in einem 

Biolumineszenz Resonanz Ener-

gietransfer (BRET)-Assay 

(HEK293T-Zellen) begünstigte. 

In vivo Experimente ergaben, 

dass es durch Bexaroten zu ei-

ner Induktion von Nurr1-ab-

hängigen Genen (DAT, VMAT2), 

zur Verminderung des Verlusts 

dopaminerger Neuronen und 

zur Umkehrung von Verhaltensdefiziten bei Ratten mit 6-OHDA-Läsion kam. Zwar können neu-

roprotektive Wirkungen in diesem Fall nicht allein durch Nurr1-vermittelte Effekte gerechtfer-

tigt werden, da auch eine Aktivierung durch andere Heterodimere, wie das Leber-X-Rezeptor-

(LXR, NR1H2-3)-RXR- und PPAR-RXR-Heterodimer von Bexaroten, stattfinden kann139. Die 

günstigen neuronalen Effekte von Bexaroten sind jedoch ein weiteres Indiz für die vielverspre-

chende Rolle von Nurr1 bei neurodegenerativen Pathologien. Allerdings waren Volakakis et al. 

nicht imstande die beschriebenen Wirkungen von Bexaroten zu reproduzieren und die Effekte 

von Bexaroten auf den Verlust von dopaminergen Neuronen und auf Verhaltensdefiziten bei 

Ratten mit 6-OHDA-Läsion festzustellen. Es konnte nur nachgewiesen werden, dass Bexaroten 

in der Lage ist die gestörte Ret-Expression und die neurotrophe GDNF (glial cell line-derived 

neutrophic factor)-Signalisierung wiederherzustellen90.  

Die bisher entdeckten Liganden für Nurr1 und die Nurr1-RXR-Heterodimer-selektiven RXR-

Agonisten haben wertvolle Einblicke in die Mechanismen und Effekte der Nurr1-vermittelten 

Signalübertragung geliefert, reichen aber noch nicht aus, um therapeutische Möglichkeiten zu 

Schema 5: Nurr1-RXR-Heterodimer-selektive RXR-Agonisten 
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erschließen. Daher braucht es neue selektive und potente Nurr1 Modulatoren, die das Ver-

ständnis des Rezeptors und seiner pharmakologischen Modulation erweitern können, um das 

Potenzial von Nurr1 voll aufzuklären und auszuschöpfen. 

  

Liganden des NOR-1 

Während auf dem Gebiet der Ligandenidentifikation und -entwicklung für Nur77 und Nurr1 in 

den vergangenen Jahren wichtige Fortschritte erzielt wurden ist der Schatz verfügbarer Ligan-

den für NOR-1 noch sehr klein. Dies erklärt das sehr eingeschränkte Wissen über die physiolo-

gische und pathophysiologische Rolle des Rezeptors zumindest teilweise, da pharmakologi-

sche und funktionelle Studien durch den Mangel an Liganden erschwert sind. Bei den beiden 

einzigen in der Literatur beschriebenen 

NOR-1-Ligandchemotypen handelt es 

sich um 6-MP (27) sowie dessen Analoga 

(6-Mercaptopurin Ribose, 6-Mercaptopu-

rin Desoxyribose) und PGA2 (19) (Schema 

6). 6-MP (27) war fähig NOR-1 zu aktivie-

ren, brauchte aber für die Aktivierung die 

N-terminale AF-1-Domäne. In einem 

Gal4-NOR-1-AF-1-Assay (in C2C12 My-

oblasten der Maus) konnte durch 50 μM 6-MP (27) eine 113-fache Aktivierung von NOR-1 

erreicht werden140. 

Im Gegensatz dazu reichte bei PGA2 (19) die LBD von NOR-1 aus, um eine NOR-1-abhängige 

Gentranskription bei einer Konzentration von 10 μM zu induzieren. Darüber hinaus zeigte sich, 

dass PGA2 (19) in der An- und Abwesenheit von RXRα in der Lage war, NOR-1 zu aktivieren. 

Diese Erkenntnis stimmt damit überein, dass NOR-1 als Monomer oder Homodimer fungiert. 

Weiter wurde beobachtet, dass bei Abwesenheit der LBD keine NOR-1 Aktivierung durch PGA2 

(19) erfolgte141. 

Durch den Mangel an selektiven NOR-1 Liganden sind die wenigen bisherigen Erkenntnisse 

über den Rezeptor mittels KO-Studien gewonnen worden und können noch keinen ausrei-

chenden Einblick in das pharmakologische Potenzial von NOR-1 liefern. Aus diesem Grund ist 

die Entwicklung von neuen potenten und selektiven NOR-1 Modulatoren essenziell für die 

Charakterisierung des Potenzials des Waisenrezeptors.  

Schema 6: NOR-1 aktivierende Verbindungen. 
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1.2.2 Peroxisomen-Proliferator-aktivierter Rezeptor γ  

Neben den Waisenrezeptoren der NR4A-Familie hat sich diese Forschungsarbeit mit dem in-

tensiv erforschten PPARγ und dessen allosterischer Modulation beschäftigt. Die NR-Unterfa-

milie NR1C der PPARs umfasst drei Subtypen: PPARα (NRC1), PPARδ (auch PPARβ genannt, 

NR1C2) und PPARγ (NR1C3). Alle Rezeptoren dieser Gruppe spielen im Fettstoffwechsel und in 

der Regulation des Lipid- und Glukosehomöostase eine wichtige Rolle. Sie sind wie die NR4A-

Familie in der Lage Heterodimere mit RXR zu bilden142. Die einzelnen Subtypen unterscheiden 

sich hinsichtlich ihres Expressionsmusters. PPARα findet sich hauptsächlich in der Leber, wird 

aber auch in braunem Fettgewebe, Herz, Niere und Darm exprimiert. Hauptsächlich reguliert 

er die β-Oxidation und ist an der Kontrolle des Energiehaushalts beteiligt142. Der Rezeptor gilt 

als zentraler Regulator des hepatischen Fett- und Energiestoffwechsels im nüchternen Zustand. 

PPARδ zeigt ein ubiquitäres Expressionsmuster, ist aber hauptsächlich an der Regulation der 

Fettsäureoxidation und des Energiestoffwechsels im Skelettmuskel beteiligt. PPARγ wird in 

braunen und weißen Fettgewebe und Immunzellen exprimiert143. Er reguliert unter anderem 

Adipogenese, Fettverteilung im Organismus und den Glucosestoffwechsel, hat aber auch wich-

tige Funktionen im Immunsystem und Entzündungsgeschehen. Alle drei PPARs werden auch 

im Gehirn exprimiert und haben dort das höchste Expressionslevel in Neuronen142. Da im Fokus 

dieser Arbeit PPARγ steht, wird im Folgenden nur auf diesen Subtyp eingegangen.  

 

1.2.2.1 Physiologische Rolle von PPARγ 

PPARγ ist in Geweben zu finden, in denen eine insulinabhängige Glucoseaufnahme stattfindet 

und spielt dabei eine wichtige Rolle in der Lipid- und Glucosehomöostase143. Im Unterschied 

zu PPARα und -δ, fördert PPARγ die Lipogenese und Speicherung von Lipiden im Fettge-

webe144. Dabei ist er entscheidend für den Differenzierungsvorgang von Präadipozyten zu Adi-

pozyten, im weißen und braunen Fettgewebe145,146. Ohne PPARγ sind reife Adipozyten nicht 

überlebensfähig, wodurch die wichtige Rolle dieses Rezeptors im Fettgewebe nochmals unter-

strichen wird147. 

Die Aktivierung von PPARγ bewirkt eine Aufnahme von zirkulierenden Fettsäuren in Adipozyten 

und zu einer Steigerung der Insulinsensitivität. Die Insulinsensitivität konnte einerseits durch 

eine erhöhte Expression von Proteinen erreicht werden, die in die Glucosehomöostase eingrei-

fen (c-CBL-assoziiertes Protein) oder andererseits durch die Erhöhung der Expression des Glu-

cosetransporters 4 (GLUT4), wodurch es zu einer Insulin-vermittelten Aufnahme von Glucose 
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in die Zelle kam144,148–150. Darüber hinaus führte die PPARγ-Aktivierung zu einer Steigerung der 

Plasmakonzentration von Adiponektin, wodurch die Fettsäureoxidation in Leber und Muskel 

induziert wurde151. 

Neben dem Einfluss von PPARγ auf den Lipidstoffwechsel, war ebenfalls eine Beteiligung an 

Immun- und Entzündungsvorgängen zu beobachten152. PPARγ hatte unter anderem einen Ein-

fluss auf die Differenzierung von Monozyten in funktionsfähigen Makrophagen153,154,155. In vitro 

Studien zeigten, dass die Expression von PPARγ in humanen zirkulierenden Monozyten erst 

stieg, wenn es zu ihrer Aktivierung und anschließender Differenzierung zu Makrophagen 

kam155,156. Ähnlich verhielt es sich bei murinen ruhenden Makrophagen, die eine geringe Ex-

pression des Rezeptors aufwiesen während Makrophagen bei einer Entzündungsreaktion eine 

deutlich erhöhte PPARγ Expression zeigten157. Die Induktion von PPARγ führte zu einer Erhö-

hung des Thrombozytenglykoprotein 4 (CD36) auf Makrophagen. CD36 ist in der Lage oxidier-

tes LDL (low density lipoprotein) zu erkennen und förderte dessen Aufnahme und Entsor-

gung157. 

Wie bereits erwähnt, wird PPARγ auch im Gehirn, besonders in Neuronen und Astrozyten, ex-

primiert158. In vitro Experimente in Oligodendrozyten demonstrierten, dass die Aktivierung von 

PPARγ die Oligodendrozytenaktivierung förderte, bei gleichzeitiger Hemmung ihrer Prolifera-

tion159,160. Zudem ist es auffällig, dass sich eine besonders hohe PPARγ Konzentration in dopa-

minergen Zellen (Hippocampus, Hypothalamus, Basalganglien) findet, wofür es bisher noch 

keine Erklärung gibt158. 

 
1.2.2.2 Liganden des PPARγ-Rezeptors 

PPARs gelten als Fettsäuresensoren und können durch verschiedene endogene oder mit der 

Nahrung aufgenommene Lipide aktiviert werden. Hierzu zählen z.B. mehrfach ungesättigte 

Fettsäuren, Fettsäuremeta-

bolite wie Prostaglandine 

und Vitamin E-Metabo-

lite161–163. Basierend auf der 

Struktur dieser natürlichen 

Liganden wirken auch zahl-

reiche Fettsäure-Mimetika 

als PPAR-Agonisten. In den 

vergangenen Jahrzehnten Schema 7: Nicht selektive PPARγ-Liganden. 
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wurden viele Liganden für alle drei Subtypen entdeckt. Dabei stellte sich heraus, dass das Er-

reichen einer Subtypen-Selektivität nicht trivial ist. Viele Liganden zeigen Aktivität auf allen drei 

Rezeptoren, wie der pan-PPAR-Agonist GW9578 (28) oder dualen Agonismus, wie Farglitazar 

(PPARα/δ-Agonist, 29) oder L796449 (PPARγ/δ-Agonist, 30)164–168 (Schema 7). Die Pirinixin-

säure, WY-14,643 (31), wurde erst als selektiver PPARα-Agonist identifiziert169, später stellte 

sich heraus, dass diese Verbindung ebenfalls bei PPARγ und RXR zu einer Aktivierung 

führte170,171(Schema 7).  

Für PPARγ existieren aber auch eine Reihe von selektiven und potenten Agonisten: Rosiglitazon 

(32), Pioglitazon (33), 

GW1929 (34)172 und 35173 

(Schema 8). Neben einer Viel-

zahl von Agonisten gibt es mit 

GW9662 (36) auch einen se-

lektiven und potenten PPARγ-

Antagonisten, der für die Un-

tersuchung der PPARγ-Aktivi-

tät und deren Auswirkungen 

einen besonderen Wert als chemisches Tool besitzt174. 

Die prominentesten PPARγ-Liganden sind die Thiazolidindione (TZD) Rosiglitazon (32) und Pi-

oglitazon (33), die zur Behandlung von Typ II Diabetes verwendet werden175,176. Ihr Einsatz 

wurde zuletzt aufgrund zum Teil schwerwiegender Nebenwirkungen (Gewichtszunahme, Kno-

chenbrüche, möglicherweise erhöhtes kardiovaskuläres Risiko, erhöhtes Blasenkrebsrisiko) und 

der im Vergleich zu anderen Verbindungen geringen Wirksamkeit eingeschränkt177. Jedoch ist 

das therapeutische Potenzial von PPARγ bei Indikationen, wie nicht alkoholischer Steatohepa-

titis, neurodegenerativen Erkrankungen und Typ II Diabetes noch nicht ausgeschöpft5,178,179. Es 

bedarf daher neuer Ansätze, um die pharmakologische Modulation des PPARγ effizienter und 

sicherer nutzbar zu machen. 

Bei den meisten PPARγ-Liganden, einschließlich der bisher genannten Modulatoren, handelt 

es sich um Liganden, die die orthosterische Bindungstasche des PPARγ-Rezeptors adressieren, 

über welche auch die natürlichen Liganden wirken. Sie bildete lange Zeit den Forschungs-

schwerpunkt bei der Entwicklung neuer PPARγ-Liganden und soll daher im Folgenden näher 

betrachtet werden. 

Schema 8: Selektive PPARγ-Liganden. 
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PPARγ zeigt einen ähnlichen Aufbau der Domänen wie sie generell bei NRs zu finden sind. Die 

LBD setzt sich hier aus den klassischen H1-H12 zusammen und enthält noch eine zusätzliche 

Helix (H2‘). Die LBD von PPARγ ist im Vergleich zu klassischen LBDs größer und enthält in ihrem 

Zentrum die LBP mit einer Größe von ca. 1200 Å3. Die LBP von PPARγ, auch orthosterische 

Bindungstasche genannt, unterteilt sich in drei Bereiche, deren Form wie ein „T“ oder „Y“ be-

schrieben werden kann. Jeder Bereich zeigt dabei unterschiedliche Eigenschaften und Bin-

dungspräferenzen. Der erste Bereich bildet sich aus H3, H5, H11 und H12, hat einen hydrophi-

len Charakter und beinhaltet die Interaktionsstelle für die saure Kopfgruppe von Liganden wie 

Rosiglitazon (32). Der zweite Bereich formt sich aus H2‘, H3, H6, H7 und der β-Schleifen-Region 

und hat hauptsächlich hydrophoben Charakter. Bereich drei ist von der β-Schleife umgeben 

befindet sich aber tiefer in der Tasche und wird zusätzlich noch von H2, H3 und H5 gebildet. In 

diesem Bereich befinden sich hydrophobe und hydrophile Regionen180. Bei der Interaktion mit 

einem Liganden ist der größte Teil der hydrophoben Wechselwirkungen eher unspezifisch, 

wodurch sich die hohe Diversität der Liganden erklären lässt181. 

Die Co-Kristallisation von 32 mit PPARγ war eine der ersten PPAR-Kristallstrukturen, die gelöst 

wurde (PDB: 2PRG)181. 32 nimmt darin eine hufeisenförmige Konformation um H3 ein (Abbil-

dung 5). Dabei bildet die Carbonylgruppe der TZD-Kopfgruppe von 32 Wasserstoffbrücken-

Abbildung 5: Kristallstruktur von 31 (weiß, mit farbigen Elementen) gebunden an die LBD von PPARγ
(gelb, PDB: 2PRG181). 1) 31 gebunden an die LBD von PPARγ. 2) Wasserstoffbrückenbindungsnetzwerk 
der TZD-Kopfgruppe von 31 mit Resten der AF-2. Die Abbildung ist aus Publikation181 entnommen. 
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bindungen mit zwei Histidin-Resten (His323, His449). Die Aminosäure Tyr473 formt eine Was-

serstoffbrückenbindung mit His323. Der zum Teil negativ geladene Stickstoff der TZD-Kopf-

gruppe ist in der Wasserstoffbrückenbindungsreichweite der Hydroxylgruppe der Seitenkette 

von Tyr473181. Tyr473 befindet sich in der AF-2, sodass diese Wasserstoffbrückenbindung von 

Tyr473 einen zentralen Bestandteil des Mechanismus ausmacht, in dem es zur Stärkung der 

Bindungsaffinität von Co-Aktivatoren/Schwächung der Bindung von Co-Repressoren kommt, 

durch die die Aktivierung des Rezeptors erfolgt. Am Rest His449 bildet ein Lysinrest (Lys367) 

eine weitere sekundäre Wasserstoffbrückenbindung mit dem Liganden. Durch die primären 

und sekundären Wasserstoffbrückenbindungen kommt es zu einer Fixierung der Kopfgruppe 

und den beteiligten Aminosäuren. In unmittelbarer Nähe zur Kopfgruppe befindet sich das 

Schwefel-Atom des TZD-Rings in einer hydrophoben Region die durch die Aminsosäuren 

Phe363, Gln286, Phe282 und Leu469 geformt wird. Der zentrale Benzenring verharrt direkt hin-

ter H3 und geht hydrophobe Kontakte mit dieser ein. Der überbrückende Sauerstoff zwischen 

Benzenring und Pyridinring führt zu einer wichtigen Geometrie für den Pyridinring, der die 

Tasche zwischen H3 und β-Schleife einnimmt. Beim bioisosterischen Austausch der Kopf-

gruppe gegen eine α-substituierte Carbonsäure bleibt die Affinität und die Rezeptoraktivität 

erhalten181. Diese ist insbesondere bei natürlichen Liganden zu finden die mit His323 und 

His449 Schlüsselinteraktionen eingehen181,182. 

Neben der großen Anzahl von PPARγ-Agonisten, gibt es auch den potenten irreversiblen An-

tagonisten, GW9662 (36). 

36 bildet eine kovalente 

Bindung zu Cys285 in H3 

von PPARγ (PDB: 3B03183), 

führt dadurch zu einer phy-

sischen Blockade der Bin-

dung eines Agonisten (z.B. 

Rosiglitazon (32), PDB: 

7AWC184) und somit zu ei-

ner Verhinderung der Aktivierung über die orthosterische Bindungsstelle (Abbildung 6, Abbil-

dung 7)185,157. Allerdings ist zu sehen, dass die aktive Konformation des Rezeptors von 36 nicht 

beeinträchtigt wird, so dass eine Aktivierung von 36-gebundenem PPARγ möglicherweise 

durch alternative Mechanismen erfolgen kann.  

Abbildung 6: Co-Kristallisation von 36 mit der LBD von PPARγ (PDB: 
3B0R183). 
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Neben der orthosterischen Bindung wurde in PPARγ auch eine alternative, allosterische Ligan-

dbindestelle identifiziert und beobachtet, dass einige Liganden gleichzeitig orthosterische und 

allosterische Bindung eingehen9,10,184,186–188. Allosterische Modulation von PPARγ könnte, wie in 

Kapitel 1.1.2.2 diskutiert, neue gezieltere Therapiemöglichkeiten mit einem möglicherweise ge-

ringeren Nebenwirkungsprofil erschließen. Durch die Verwendung selektiver allosterischer Lig-

anden besteht gleichzeitig die Chance, das Verständnis sowohl bekannter als auch unbekann-

ter Mechanismen des Rezeptors zu verbessern.  

Das Vitamin E Mimetikum Garcinolsäure (GA, 37) stellt einen besonderen PPARγ-Liganden mit 

allosterischer Bindung dar (Schema 9). GA 

(37) vermochte PPARγ in vitro sowohl allein 

als auch in der Kombination mit Pioglitazon 

(33) zu aktivieren. Bei einer Kombination von 

GA (37) und Pioglitazon (33) konnte eine Ver-

stärkung der Transkriptionsaktivität beo-

bachtet werden. Die Co-Kristallstruktur von 

PPARγ im Komplex mit GA (PDB: 7AWD184) 

zeigte, dass GA (37) in der Lage ist gleichzei-

tig die orthosterische und eine allosterische 

Bindungstasche zu besetzen. Neben GA (37) 

wurden bereits MRL-871 (1) und BVT.13 (38) (Schema 9) als allosterische Liganden von PPARγ 

Abbildung 7: Struktureller Vergleich der PPARγ-LBD mit dem Agonisten Rosiglitazon (PDB: 7AWC184, 
Protein grau, Helix 12 pink, Ligand nicht gezeigt) oder seinem irreversiblen Antagonisten GW9662 
(PDB: 3B0R183, Protein gelb, H12 orange, Ligand gelb (36)). 36 bindet kovalent an die orthosterische 
Bindungsstelle von PPARγ und induzierte eine verschobene Position von H12 verglichen zu der Kon-
formation mit Agonisten. Der Ligand beeinträchtigte die aktive Konformation von H12 nicht, was 
darauf hindeutet, dass die Aktivierung über alternative Mechanismen nicht durch 36 blockiert wird.  

Schema 9: Orthosterische und allosterische 
PPARγ-Liganden. 
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identifiziert, wobei an deren Bindung zum Teil auch die orthosterische Tasche eingenommen 

wurde9,10. Die allosterische Bindung von 37 erklärt die Fähigkeit PPARγ zusammen mit Piogli-

tazon zu aktivieren und deutet an, dass GA-Potenzial für eine PPARγ-Modulation besitzt, die 

sich von klassischen Agonisten unterscheidet. Diese Annahme wird auch durch Untersuchun-

gen zu Effekten auf das Co-Regulator-Interaktions-Profil und auf die Genexpression in HepG2-

Zellen (humane Hepatozyten) unterstützt, die für GA (37) und Pioglitazon (33) deutlich unter-

schiedliche Effekte feststellten. Während 33 die Rekrutierung von CREB-Bindungsprotein (CBP), 

PPARγ Co-Aktivator 1-α (PGC-1α), Vitamin D Rezeptor-Interaktionsprotein (DRIP), NCoA6 und 

Steroid Rezeptor Co-Aktivator (SRC) erhöhte und SMRT verdrängte, führte die Behandlung mit 

37 zur Verdrängung der gleichen Co-Aktivatoren und zur Rekrutierung der Co-Repressoren 

NCor1 und SMRT. Bei der Kombination von 33 und 37 dominierten die Effekte von 37 und 

wirkten den von 33 induzierten co-regulatorischen Effekten entgegen. Um festzustellen, ob 

sich die unterschiedlichen Effekte von 33 und 37 auch auf molekularer Ebene widerspiegeln 

wurden PPARγ exprimierende HepG2-Zellen mit 37 (10 μM), 33 (1 μM), 37 (10 μM) + 33 (1 μM) 

oder 37 (10 μM) + GW9662 (10 μM, 36) behandelt und die Genexpression mittels mRNA-

Sequenzing untersucht. Hierbei waren bemerkenswerte Unterschiede in der Auswertung der 

Genexpressionsprofile festzustellen. Während 33 nur 439 Gene regulierte, waren es bei 37 5578 

regulierte Gene, wovon circa ein Drittel, der von 33 regulierten Gene ebenso 37 beeinflusste. 

Dies bestätigte zum einen, dass beide an PPARγ wirken und zum anderen eine unterschiedliche 

PPARγ-Modulation aufweisen. Bei den von 33 regulierten Genen, handelte es sich hauptsäch-

lich um Gene, die mit dem PPAR-Signalweg in Verbindung stehen und an der Regulation von 

Lipidspeicherung (PLINs), Gluconeogenese (PCK1) und Fettsäureoxidation (ACAA1, ACOX, 

CPT1A) beteiligt sind. Während 37 ebenfalls die Gluconeogenese (PCK1) beeinflusste, wurden 

noch mehr Gene der Fettsäureoxidation (ACOX1, ACOX3, ACADM; CPT1A, CPT2 und EHHADH) 

sowie Fettsäuretransportergene induziert (ACSLs, SLC27A4). Zudem beeinflusste 37 Schlüssel-

gene des Insulinsignalings (FOXO1, IRS1, PIK3s), Glucosemetabolismus, (G6PC, GDPGp1) und 

oxidativen Phosphorylierung (Cytochrom C Oxidase, NADH-Dehydrogenase), die keine Beein-

flussung von 33 erfuhren. Bei der Kombination von 36 und 37 war zu beobachten, dass 36 

51% der Effekte von 37 wieder aufhob, wodurch eine PPARγ vermittelte Regulation dieser Gene 

durch 37 naheliegend ist. Bei der Kombination von 33 und 37 zeigten sich unterschiedliche 

Effekte auf die von PPARγ-regulierten Genen im Vergleich zu den einzelnen Wirkstoffen, was 

wiederum mit den unterschiedlichen Ergebnissen aus dem Co-Regulator-Interaktions-Profil 
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übereinstimmte. Beachtlich ist hierbei, dass die Kombination deutlich weniger Gene regulierte 

(740 Gene) als 37 (5578 Gene) allein184. Die Auswertung von Pfaden nach der Kyoto-Enzyklo-

pädie der Gene und Genome (KEGG)189,190 konnte ebenfalls bemerkenswerte Unterschiede in 

den Effekten von 33 und 37 auf das Genexpressionsprofil aufzeigen. Dabei zeigte sich für 33 

lediglich eine selektive und signifikante Hochregulierung von PPAR-Signalwegen, während für 

37 unter anderem eine Beeinflussung von mehreren KEGG-Signalwegen (Thermogenese, oxi-

dative Phosphorylierung, Fettsäuremetabolismus, Insulin-Signaling) festgestellt wurde, die mit 

der Aktivierung von PPAR in Verbindung gebracht werden konnten. Diese Beobachtungen le-

gen die Vermutung nahe, dass unterschiedliche Effekte von GA (37) und Pioglitazon (33) auf 

die Aktivität von PPARγ in Zusammenhang mit der allosterischen Bindung von GA stehen und 

möglicherweise neue Wege in der PPARγ-Modulation eröffnen184.  

Die allosterische Bindungstasche von PPARγ und die damit verbundenen Effekte stellen ein 

bisher noch nicht erschlossenes Forschungsgebiet dar. Es bedarf daher neuartiger PPARγ-Lig-

anden, die eine selektive allosterische PPARγ-Modulation ermöglichen, um die besonderen Ef-

fekte der allosterischen Bindung aufzuklären.  
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2. Motivation und Zielsetzung  
 
Im Hinblick auf die Existenz einer allosterischen Bindungsstelle in der LBD von PPARγ und die 

Tatsache, dass zwar eine Vielzahl an PPARγ Liganden verfügbar sind, die die orthosterische 

Bindungstasche adressieren, aber kein selektiv allosterischer Binder bekannt ist, besteht ein 

hoher Bedarf an neuen chemischen Tools, die diese Lücke schließen. Im Fokus dieser For-

schungsarbeit steht daher die Entwicklung einer neuen Tool-Verbindung, die selektiv alloste-

risch an PPARγ bindet und die umfassende in vitro Charakterisierung der Effekte eines solchen 

neuartigen PPARγ Liganden. Dabei basiert diese Arbeit auf der Entdeckung der ortho- und 

allosterischen Bindung von GA (37) an PPARγ und einer gemeinsamen Bindung von GA (allos-

terisch, 37) und Pioglitazon (orthosterisch, 33)184. Die limitierte synthetische Zugänglichkeit 

und mangelhafte Selektivität von GA (37) beschränken jedoch seine Anwendung als chemi-

sches Tool zur Untersuchung der allosterischen Modulation. Eine weitere Verbindung mit ähn-

lichen ortho- und allosterischen Bindungseigenschaften wie 37 wurde mit 39 (Schema 10) von 

Dr. Julius Pollinger identifiziert. 39 weist günstigere Ei-

genschaften und synthetische Zugänglichkeit als GA auf. 

Die Co-Kristallstruktur von PPARγ im Komplex mit 39 

(PDB: 8ATY191) zeigte, dass 39 PPARγ ebenfalls in einem 

2:1 Verhältnis bindet und sich in die ortho- und allosteri-

sche Bindungstasche einlagert171. Im Rahmen dieser Ar-

beit sollte daher basierend auf 39 ein selektiv allosteri-

scher PPARγ Ligand entwickelt, umfassend charakterisiert und als chemisches Tool verwendet 

werden, um die Rolle und Effekte der allosterischen PPARγ Modulation zu studieren. Die Er-

gebnisse wurden in der Publikation „Targeting the alternative vitamine E metabolite binding 

site enables non-canonical PPARγ modulation“191 veröffentlicht und werden in Kapitel 3.2 aus-

führlich dargestellt und diskutiert.  

 

Daneben befasste sich diese Forschungsarbeit mit den Waisenrezeptoren Nur77 und NOR-1 

und verfolgte das Ziel, chemische Startmaterie zur Entwicklung neuer Modulatoren dieser Re-

zeptoren zu identifizieren. Dabei sollte der Fokus auf der Entwicklung von Leitstrukturen liegen, 

die im Vergleich zu den wenigen verfügbaren Nur77 und NOR-1 Liganden verbesserte Wirk-

stoffeigenschaften und insbesondere geringere Lipophilie aufweisen. Zur Identifikation von 

Schema 10: Chemische Struktur 
von 39. 
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Nur77 und NOR-1 Modulatoren mit günstigen Eigenschaften sollte ein Fragment-basierter An-

satz verfolgt und daher ein Arzneistoff-Fragment-Screening durchgeführt werden. Dabei iden-

tifizierte Liganden sollten anschließend weiter charakterisiert und optimiert werden, um Leit-

strukturen und frühe chemische Tools für Nur77 und NOR-1 zu entwickeln. Die Ergebnisse sind 

in den Publikationen „Fragment-based discovery of orphan nuclear receptor Nur77/NGFI-B 

ligands“192 und „Druggability Evaluation of the Neuron Derived Orphan Receptor (NOR-1) Re-

veals Inverse NOR-1 Agonists”193 zu finden und werden in Kapitel 3.1 ausführlich aufgeführt 

und diskutiert.  
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3. Ergebnisse und Diskussion  

3.1 NR4A-Familie  
Der NR4A-Familie fehlt es an potenten und selektiven Verbindungen, um das noch zum Teil 

schlummernde Potential dieser Rezeptoren zu entdecken (siehe Kapitel 1.2.1). Um einen wich-

tigen Schritt zum Schließen dieser Lücke zu nehmen, wurde für die Rezeptoren Nur77 und 

NOR-1 ein Arzneistoff-Fragment-Screening durchgeführt, das im Folgenden beschrieben wird.  

 

3.1.1 Arzneistoff-Fragment-Screening 

Das Arzneistoff-Fragment-Screening wurde mit einer Fragment-Bibliothek von Prestwick Che-

mical194 in einem Gal4-Reportergenassay (transient transfizierte HEK293T-Zellen) für Nur77 

und NOR-1 zusammen mit Daniel Zaienne durchgeführt. Diese Bibliothek beinhaltete 480 Arz-

neistoff-Fragmente, die aus bekannten Strukturmotiven von zugelassenen Arzneistoffen stam-

men. Der zur Durchführung verwendete zelluläre Assay basierte auf einem konstitutiv expri-

mierten chimären Rezeptor, der aus der menschlichen Nur77-LBD oder NOR-1-LBD und der 

DBD des Hefeproteins Gal4 sowie aus dem Gal4-sensitiven Glühwürmchen-Luciferase-Reporter 

Konstrukt besteht. Dazu wurde eine konstitutiv exprimierte Renilla-Luciferase co-transfiziert, 

um die Transfektionseffizienz und die Toxizität des Wirkstoffs zu testen und zu überwachen 

(siehe Kapitel 5.4 Reportergen-Assays).  

Im ersten Screening erfolgte die Testung der Fragmente in Einpunktmessungen bei einer Kon-

zentration von 100 μM in zwei biologisch unabhängigen Wiederholungen. Da es sich bei Nur-

77 und NOR-1, wie bereits erwähnt, um konstitutiv aktive Rezeptoren handelt, musste für die 

Auswahl von primären Hits Kriterien gewählt werden, die die Induktion und die Repression der 

Rezeptoraktivität berücksichtigten. Alle Fragmente die eine Induktion von ≥ 150% (Agonisten) 

oder eine Repression auf ≤ 60% (inverse Agonisten) der Rezeptoraktivität im Vergleich zu 

DMSO (0,1%)-behandelten Zellen verursachten, wurden als primäre Fragment-Hits ermittelt. 

Die Anwendung dieser Kriterien identifizierte für Nur77 neun und für NOR-1 16 Fragmente, die 

eine Induktion oder Repression des Rezeptors verursachten. Anschließend erfolgte eine er-

neute Testung der identifizierten Fragmente auf ihre Wechselwirkung mit Gal4-Nur77/NOR-1 

in vier biologisch unabhängigen Wiederholungen. Unter den neun Fragmenten bei Nur77 be-

fand sich auch der bereits bekannte NR4A-Aktivator Quinolin-4-amin, der auch in diesem As-
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say System eine zufriedenstellende Aktivierung zeigte128. Da bei diesem Screening die Identifi-

zierung eines selektiven Nur77-Liganden im Fokus stand, fand 4-Quinolin-4-amin in der wei-

teren Auswertung keine Berücksichtigung128. Für die identifizierten Fragmente von beiden Re-

zeptoren erfolgte anschließend ein Kontrollexperiment mit dem Liganden-unabhängigen Tran-

skriptionsinduktor Gal4-VP16195,196 (n = 4), um unspezifische Auswirkungen auf die Reporter-

aktivität zu erfassen und dadurch falsch-positive Hits auszuschließen. Von den acht verbliebe-

nen Hits bei Nur77 offenbarten fünf, im Kontrollexperiment mit Gal4-VP16, unspezifische Ef-

fekte und mussten aus diesem Grund ausgeschlossen werden. Die Verbindungen 40-42 wiesen 

signifikante Gal4-Nur77 abhängige Effekte auf und wurden für die weitere Charakterisierung 

ausgewählt. Für 40 und 42 war eine leichte Herabsetzung der Gal4-VP16 Reportergenaktivität 

festzustellen, während dieser Effekt für 41 nicht zu beobachten war. Bei NOR-1 blieben nach 

der erneuten Testung im Gal4-NOR-1 und Gal4-VP16-Kontrollexperimenten, von den anfangs 

16-Fragment-Hits, ebenfalls drei übrig (41, 43, 44).  

 

3.1.2 Charakterisierung der Screening-Hits 

Die resultierenden Liganden beider Rezeptoren wurden anschließend auf ihre Aktivität an dem 

jeweiligen Rezeptor noch umfassender charakterisiert. Die Ergebnisse dafür sind in Tabelle 3 

und 4 aufgeführt.  
 

Tabelle 3: IC50-Werte der drei Screening-Hits (40, 41, 42) von Nur77 im Gal4-Reportergenassay, Nur77-
Volllängenassay und Bindungsaffinitäten gemäß isothermer Titrationskalorimetrie. 

ID Struktur Aktivität an Gal4-
Nur77 

Aktivität an 
NBRE Kd 

40 
HN

N N
N

 

IC50 = 48 ± 8 μM IC50 = 22 ± 3 μM 7,8 μM 

41 

OH

N
N

O

 

IC50 = 52 ± 3 μM IC50 = 35 ± 6 μM 10 μM 

42 

F

OH

F  

IC50 = 82 ± 5 μM / / 
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Tabelle 4: IC50- und EC50-Werte der drei Screening-Hits (41, 43, 44) von NOR-1 im Gal4-Reportergenas-
say. 

ID Struktur Aktivität an Gal4-
NOR-1 

Aktivierung/Rest Aktivierung  
bei 100 μM 

41 

OH

N
N

O

 

IC50 = 73 ± 19 μM 64 ± 7% 

43 
N
H

COOMe

 

IC50 = 47 ± 8 μM 47 ± 6% 

44 

Cl

COOH

 

EC50 = 44 ± 6 μM 132 ± 4% 

 

Für Nur77 konnten 40 (IC50 = 48 ± 8 μM) und 41 (IC50 = 52 ± 3 μM) als moderate inverse 

Agonisten im Gal4-Reportergenassay (HEK293T-Zellen) identifiziert werden, 42 zeigte eine ge-

ringere Aktivität. Zudem war bei 40 (IC50 = 22 ± 3 μM) und 41 (IC50 = 35 ± 6 μM) ebenfalls eine 

Aktivität am Nur77 Volllängenrezeptor 

in einem Reportergenassay mit dem 

natürlichen humanen Response-Ele-

ment (NBRE) zu beobachten. Der 

Nachweis der Bindung von 40 (7,8 μM) 

und 41 (10 μM) an die rekombinante 

LBD von Nur77 wurde zudem mittels 

isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) 

bestätigt (Abbildung 8). Die Bindung 

von 42 war nur schwach zu sehen. 41 

demonstrierte ebenfalls eine inverse 

Aktivität (IC50 = 73 ± 19 μM) an NOR-

1, die jedoch schwächer ausfiel als bei 

Nur77. Zudem konnten mit 43 (IC50 = 47 ± 8 μM) ein inverser NOR-1 Agonist und mit 44 (EC50 

= 44 ± 6 μM) ein Agonist für NOR-1 identifiziert werden. Im Vergleich zu den Liganden-Hits 

von anderen Rezeptoren, die mit dieser Bibliothek untersucht wurden, ist die Anzahl der Hits 

Abbildung 8: ITC-Ergebnisse bestätigen die Bindung 
von 40 und 41 an die rekombinante Nur77-LBD192. 
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bei Nur77 und NOR-1 gering197–199. Dies könnte ein Hinweis auf die beschränkte Ligandenbin-

dung an diesen Rezeptoren oder eine unzureichende Lipophilie der untersuchten Verbindun-

gen im Vergleich zu bekannten Liganden sein.  

 

3.1.3 Struktur-Wirkungs-Beziehung der neu identifizierten Nur77-Liganden  

Der folgende Teil beschränkt sich auf die weitere Charakterisierung der identifizierten Frag-

mente für den NR Nur77. Auf die weitere Charakterisierung der Fragmentliganden von NOR-1 

wird am Ende dieses Kapitel (Kapitel 3.1.6) kurz eingegangen. Die ausführliche Darstellung der 

Daten und genauen Abläufe der Charakterisierung von NOR-1 ist Teil der Forschungsarbeit 

von Daniel Zaienne und wird in dieser beschrieben. 

Für die weitere Charakterisierung der Screening-Hits wurde von den drei verbliebenen Hits die 

zwei vielversprechendsten (40, 41) weiterverfolgt. Bei Verbindung 40 handelt es sich um ein 

Fragment aus einer prominenten Arzneistoffklasse, den Sartanen. Daher lag es nahe, die Wirk-

stoffe dieser Arzneistoffklasse hinsichtlich ihrer Aktivität auf Nur77 zu untersuchen. Für die Un-

tersuchung erfolgte die Testung aller kommerziell verfügbaren Sartane (Azilsartan, Candes-

artan, Eprosartan, Fimasartan, Irbesartan, Losartan, 

Olmesartan, Telmisartan, Valsartan). Dabei zeigte nur 

Irbesartan (45, Schema 11) eine Aktivität, die sich in 

einem inversen Agonismus (IC50 = 30 μM) äußerte und 

auch durch das Kontrollexperiment mit Gal4-VP16 

bestätigt wurde. Der Versuch eine Bindung in einem 

nicht zellulären System mittels ITC, nachzuweisen 

scheiterte jedoch. Angesichts der bis dahin nicht so 

vielversprechenden Ergebnisse bei 40 und 45, lag der Fokus der weiteren Untersuchungen auf 

41. Bei der Charakterisierung von 41 wurde auf kommerziell verfügbare Verbindungen zurück-

gegriffen und ergänzend dazu vier Verbindungen (47, 49, 50, 51) synthetisiert (siehe Kapitel 

5.1.1). Bei der Selektion der kommerziell verfügbaren Verbindungen diente das N-Phenyl-

piperazin von 41 als Grundstruktur. Es wurden Verbindungen ausgewählt, die eine oder keine 

Acetyl-Gruppe im Bereich des Piperazin-N1 und variierende Reste am Phenyl-Ring aufwiesen 

und diese anschließend im Gal4-Assay getestet. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in 

Tabelle 5 zusammengefasst.  

 

Schema 11: Struktur von Irbesartan (45). 
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Tabelle 5: Aktivität von 47-57 an Nur77. Die Aktivität von Fragment-Hit 41 ist zum Vergleich angegeben. 

 

 

ID R1 R2 Aktivität an Nur77 bei 100 
μM 

41 Acetyl 4-OH 54 ± 3% 
(IC50 = 52 ± 3 μM) 

47 Acetyl 4-OCH3 106 ± 3% 

48 Acetyl 4-NH2 107 ± 8% 

49 Acetyl 4-NO2 82 ± 38% 

50 Acetyl 4-Cl 86 ± 11% 

51 Acetyl 2-F 108 ± 10% 

52 -H 4-OH 84 ± 4% 

53 -H 4-OCH3 122 ± 7% 

54 -H 4-NH2 117 ± 7% 

55 -H 4-NO2 158 ± 10% 

56 -H 4-Cl 154 ± 7% 

57 -H 2-F 182 ± 23% 
(EC50 = 70 ± 38 μM) 

 

Im ersten Schritt wurden die Auswirkungen auf den Austausch der 4-OH-Gruppe untersucht. 

Der Austausch führte in allen Verbindungen mit Acetylgruppe (47-51) zum Verlust der Aktivität 

auf Nur77 bei einer Konzentration von 100 μM. Die Entfernung der Acetyl-Gruppe bei gleich-

zeitiger Beibehaltung der 4-OH-Gruppe (52) verursachte ebenfalls einen Verlust der Nur77-

Aktivität. Interessanterweise führte das Fehlen der Acetyl-Gruppe bei 53, 54, 55, 56 und 57 zu 

einer Aktivierung von Nur77 bei 100 μM. Abgesehen von 57 war die Aktivierung jedoch zu 

schwach, um EC50-Werte für diese Verbindungen zu ermitteln. 57 wies durch die Einführung 

der Fluor-Gruppe an Position 2 eine verstärkten Nur77 Agonismus (EC50 = 70 μM) mit einer 

höheren Aktivierungseffizienz (182% maximale Aktivierung bei 100 μM) im Vergleich zu den 

anderen Verbindungen auf. Bei genauerer Betrachtung ließ sich außerdem erkennen, dass die 

Einführung einer elektronenziehenden Gruppe die Aktivität am Rezeptor erhöhte (55, 56, 57). 

Die beiden aktivsten Verbindungen 41 und 57 wurden hinsichtlich ihrer Ligandeneffizienz (LE) 

und lipophile Ligandeneffizienz (LLE) mit Csn-B (3) verglichen (Tabelle 6). LE gibt die Bindungs-

energie pro Atom zu seinem Bindungspartner (z.B. Rezeptor) an, während die LLE eine Verbin-
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dung zwischen Potenz und Lipophilie herstellt. Beide Parameter werden verwendet um die Eig-

nung von Verbindungen als Wirkstoffe abzuschätzen200. LE und LLE zeigten für 41 und 57 güns-

tige Ergebnisse und entsprachen oder übertrafen den stärkeren Agonisten Csn-B (3). Zudem 

wiesen diese beiden Verbindungen im Vergleich zu bekannten Nur77-Modulatoren eine deut-

lich reduzierte Lipophilie auf (Tabelle 6). 
 

Tabelle 6: Ligandeneffizienz (LE) und lipophile Ligandeneffizienz (LLE) für 41 und 57 im Vergleich zu 
Cytosporon B (3)117. 

ID Potenz an Nur77 XlogP Anzahl schwerer Atome LE LLE 

3 pEC50 6,9 4,79 23 0,41 2,1 

41 pIC50 4,3 1,38 16 0,37 2,9 

57 pEC50 4,2 1,92 13 0,44 2,2 
 

Bei dieser ersten Untersuchung der SAR wurde festgestellt, dass der im Fragment-Screening 

identifizierte Chemotyp von 41 zu agonistischen und invers agonistischen Liganden für Nur77 

entwickelt werden konnte. Dabei erschien die Acetyl- und die OH-Gruppe entscheidend für 

einen inversen Agonismus, während ein Agonismus durch das Fehlen der Acetyl-Gruppe und 

Einführung elektronenziehender Gruppen erreicht wurde. Diese vielversprechenden Ergebnisse 

bewogen dazu, das Potenzial des Chemotyps weiter zu studieren und dabei auf Computer-

gestützte Verfahren zurückzugreifen. 
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3.1.4 Docking-getriebene Fragmenterweiterung  

Um das Potenzial der Erkenntnisse von 41 und 57 weiter auszuschöpfen, wurde mithilfe des 

molekularen Dockings die In-

teraktion von 41 mit der 

Nur77-LBD vorhergesagt. Bei 

diesem Experiment erfolgte 

die Untersuchung der poten-

ziellen Bindung von 41 in al-

len vier bekannten Bindungs-

taschen der Nur77-LBD, wo-

bei sich der höchste Docking-

score für die Bindungsstelle 

von THPN (16, PDB: 4JGV120) 

ergab (Abbildung 9). In der 

Literatur wurde 16 als neutra-

ler Antagonist beschrieben120,130,201. In dem für die hier erwähnte Studie verwendeten Gal4-

Reportergenassay war jedoch, eine schwache Aktivierung von Nur77 durch 16 zu beobachten, 

wodurch sich die Möglichkeit eines Kompetitionsexperi-

ments mit 41 bot. Dieses Experiment demonstrierte, dass 

die gleichzeitige Behandlung der Zellen mit 41 (100 μM) 

und 16 der Gal4-Nur77-Aktivierung von 16 entgegen-

wirkte (Abbildung 10), was eine Konkurrenz zwischen 16 

und 41 um die gleiche Bindungsstelle und damit die vor-

hergesagte Bindungsstelle von 41 bestätigte. Die Do-

cking-Untersuchungen deuteten außerdem an, dass im 

Bereich des N-Acetyl-Substituenten noch Platz für eine 

Verlängerung von 41 gegeben sein könnte. Mit diesen 

Erkenntnissen wurde eine virtuelle Bibliothek von 25.021 

kommerziell verfügbaren N2-substituierten N1-Phenyl-

piperazinen mittels Docking (durch Dr. Thomas Wein) an die vorhergesagte Bindungsstelle von 

41 gescreent und die Verbindungen nach ihrem Docking-Score sortiert. 3.410 Verbindungen 

erreichten einen höheren Docking-Score als 41 (-7,68)192. Die 100 besten Verbindungen, mit 

Abbildung 9: 1) Der wahrscheinlichste Bindungsmodus von 41 in 
der THPN-Bindungstasche. 2) Für 41 wurde vorhergesagt, dass es 
in einem stark hydrophoben Hohlraum zwischen H9 und H11 bin-
det, der einen Raum für die Erweiterung des Acetylsubstituenten 
bietet. Die Hydroxylgruppe war Lösungsmittel exponiert und 
zeigte eine schwache Interaktion mit Thr513192.  

Abbildung 10: 41 (100 μM) wirkte 
der schwachen Nur77 Aktivierung 
durch 16 entgegen, was auf ein 
kompetitives Verhalten hindeutet192.
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Docking-Scores von -9,88 bis -8,78, wurden nochmals aufgrund ihres Molekulargewichts (≤ 

500 g/mol) und Entfernung von gleichen Strukturmotiven selektiert. Danach verblieben 17 che-

misch diverse von 41 abgeleitete Verbindungen, die in vitro auf ihre Fähigkeit Nur77 zu mo-

dulieren getestet wurden (58-74, Tabelle 7). 
 

Tabelle 7: 17 chemische diverse Verbindungen, abgeleitet von 41, mit Strukturformel geordnet nach 
ihrem Docking-Score und mit biologischer Charakterisierung. In blau ist das gemeinsame Strukturmotiv 
aller Verbindungen hervorgehoben. 

ID Reihenfolge (Score) Aktivität an Gal4-Nur77 Aktivität an NBRE Kd [μM] XlogP 

58 

O

N
N N

H

N

N
H

N

O

 
2 (-9,61) inaktiv (100 μM) n.b. n.b. 3,19 

59 
N

N

O
N

S
O

O
N

 
3 (-9,56) inaktiv (100 μM) n.b. n.b. 3,66 

60 
N

N

NN

O
N

 
5 (-9,49) EC50 = 17 ± 6 μM 

(131 ± 4% max. Akt.) 
146 ± 20% 
(100 μM) 4,1 6,15 

61 N
N

F3C OH
O

F

 
6 (-9,42) 130 ± 8% (30 μM) 

toxisch > 30 μM n.b. 0,91 4,14 

62 
 

7 (-9,40) 126 ± 6% (100 μM) n.b. 3,7 2,00 

63 
N

N
F3C

O
O

Cl
OH

 
8 (-9,37) toxisch (30 μM) n.b. 3,7 4,41 
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64 N
NF

O HN

O

NH2

 
10 (-9,35) IC50 = 81 ± 13 μM 

(26 ± 14% verb. Akt.) 81 ± 13% (100 μM) 8,3 2,21 

65 N
N

N

F

NH2

O

 
13 (-9,32) inaktiv (100 μM) n.b. n.b. 3,05 

66 N
N

F3C

N

O

O

Cl

 
15 (-9,27) inaktiv (100 μM) n.b. n.b. 5,15 

67 N
N

F

F

O

N
N

N

H2N

 
18 (-9,21) 136 ± 6% (100 μM) n.b. 12 1,54 

68 

N
N

Cl

O

HO

 

19 (-9,20) EC50 = 23 ± 2 μM 
(249 ± 10% max. Akt.) 

EC50 = 2 ± 1 μM 
(169 ± 18% max. 

Akt.) 
2,1 5,32 

69 
N

N
Cl

O

N N
N NH2

 
21 (-9,18) 121 ± 5% (30 μM) 

toxisch > 30 μM n.b. 6,6 1,52 

70 

N
NF3C

NN

S

 
28 (-9,12) toxisch (30 μM) n.b. keine 

Bindung 5,62 
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71 
N

N
F3C

O
S

HN

N

 
32 (-9,09) toxisch (30 μM) n.b. keine 

Bindung 3,92 

72 
N

N
F3C

N
H

O

HN

F

O

 
43 (-9,05) inaktiv (30 μM) 

toxisch (100 μM) n.b. n.b. 5,45 

73 

N
NF3C

NN

S

 
92 (-8,79) toxisch (30 μM) n.b. 1,6 6,07 

74 N
N S

N

O

 
96 (-8,78) EC50 = 60 ±8 μM 

(269 ± 27% max. Akt.) 
163 ± 14% (100 

μM) un. ITC 5,23 

n.b. = nicht bestimmt, max. Akt. = maximale Aktivität, verb. Akt. = verbleibende Aktivität,  
un = uneindeutiges 
 

3.1.5 Charakterisierung der Docking-Hits  

Bei der initialen Testung dieser 17 Verbindungen bei einer Konzentration von 30 und 100 μM, 

zeigten acht (60, 61, 62, 64, 67, 68, 69, 74) eine Modulation von Nur77 im Gal4-Reportergen-

Assay, fünf Verbindungen (58, 59, 65, 66, 72) wiesen keine Aktivität auf und vier Verbindungen 

(63, 70, 71, 73) wurden aufgrund von toxischen Effekten ausgeschlossen (Tabelle 7). Durch die 

Auswertung von Dosis-Wirkungs-Kurven war es möglich 60, 68 und 74 als neue Agonisten und 

64 als neuer inverser Agonist für Nur77 mit mikromolarer Potenz zu identifizieren. Für 61, 62, 

67 und 69 konnten keine EC50-Werte aufgrund zu schwacher Aktivierung oder toxischen Effek-

ten bestimmt werden. Die aktiven Verbindungen (60, 64, 68, 74) wurden zusätzlich auf ihre 

Modulation des monomeren humanen Volllängen Nur77 am NBRE untersucht. Für diese Un-

tersuchung diente ein Reporter, der eine einzelne NBRE-Kopie enthielt, um die Firefly-Luci-

ferase zu kontrollieren126. Auch im Volllängen-Assay waren 60 (146% Nur77 Aktivität bei 100 

μM) und 74 (163% Nur77 Akt. bei 100 μM) imstande eine Aktivierung auszulösen. 64 (81% 
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verbleibende Aktivität bei 100 μM) setzte auch hier die Nur77-Aktivität herab. 68 (EC50 = 2 ± 1 

μM, 169 ± 18% max. Aktivität) wies auch im Volllängen-Assay, wie zuvor schon im Gal4-Assay 

die höchste Nur77-Aktivierung auf. Für die weitere Validierung dieser vier Verbindungen und 

ihre Bindung an die LBD von Nur77, erfolgten weitere Testung mittels ITC. Außer für 74 bestä-

tigte sich für alle anderen eine niedrige mikromale Interaktion mit der Nur77-LBD (Tabelle 7). 

Zusätzlich erfolgten auch ITC-Experimente von den Verbindungen (63, 70, 71, 73), die im Zell-

Assay aufgrund von toxischen Effekten ausgeschlossen wurden. Hierbei konnte bei zwei Ver-

bindungen (63, 73) eine Bindung identifiziert werden, während die anderen beiden Verbindun-

gen (70, 71) keine Bindung zeigten.  

Bei der Betrachtung der strukturellen Merkmale ließ sich erkennen, dass durch die agonistische 

Aktivität von 60, 68, 74 und die Bindung von 73, starre und planare Strukturmotive favorisierte 

Substituenten für N-Phenylpiperazin-basierte Nur77-Agonisten darstellten. Die fehlende Akti-

vität von 65, 66 und die fehlende Bindung von 71 könnte auf einen Einfluss der Ligandengeo-

metrie hindeuten, mit einer Präferenz von gewinkelten gegenüber linearen Gerüsten. In Hin-

blick auf die Entwicklung von Agonisten, welche arzneimittelähnlichen Eigenschaften haben, 

könnten die deutlich hydrophileren Verbindungen 62, 

67, 69 einen interessanten Ansatzpunkt liefern – insbe-

sondere die Verbindungen 67 und 69 durch ihre polaren 

Substituenten. Unter den 17 getesteten Verbindungen 

stellten 68 und 74 die Verbindungen dar, die zur höchs-

ten Nur77-Aktivierung führten. Im Gal4-Assay zeigten 

beide eine hohe maximale Aktivierung um die 250% und 

bieten eine vielversprechende Ansatzmöglichkeit für die 

Entwicklung von weiteren Liganden. Insbesondere mit 

der Entdeckung der Verbindung 68 konnte ein Agonist 

gefunden werden, der eine potente Aktivierung an Gal4-

Nur77 und Volllängen-Nur77 bewirkte und eine Bin-

dungsaffinität im unteren mikromolaren Bereich aufwies 

(Abbildung 11). Bei der Untersuchung der Selektivität von 

68 gegenüber anderen NRs war lediglich eine leichte a-

gonistische Aktivität an Rezeptoren aus der gleichen NR4A-Familie (Nurr1, NOR-1) zu be-

obachten. Dies lässt sich durch die strukturelle Übereinstimmung dieser Rezeptoren erklären, 

Abbildung 11: ITC-Ergebnisse be-
stätigten die Bindung von 68 an die 
rekombinante Nur77-LBD192. 
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jedoch fiel die Aktivierung im Vergleich zur Aktivierung auf Nur77 gering aus, wodurch eine 

gewisse Präferenz von 68 für Nur77 besteht (Abbildung 12). Zudem demonstrierte ein Kom-

petitionsexperiment, dass THPN (16) die Bindung von 68 an Nur77 blockierte, wodurch die 

Bindung von 68 in die THPN-Bindungstasche, die auch vom molekularen Docking vorherge-

sagt wurde, bestätigt werden konnte (Abbildung 12). Darüber hinaus zeigte sich, dass 68 die 

mRNA-Expression des durch Nur77 regulierten Transkriptionsfaktor GATA-Bindungsfaktor 2 

(GATA2) in HeLa-Zellen erhöhte, die auch bei Nur77-Überexpression induziert wurde. Im Ver-

gleich dazu sorgte THPN (16) für einen gegenteiligen Effekt (Abbildung 12). Diese Ergebnisse 

bestätigten zusätzlich die Aktivierung von Nur77 durch 68 in nativen Zellen.  

Zusammenfassend ergaben sich aus dem Fragment-Screening für Nur77 zwei Verbindungen 

(40, 41) die sich von dem klassischen Gerüst der von lipophilen Naturstoffen abgeleiteten 

Nur77-Liganden deutlich un-

terschieden. Insbesondere 41 

zeigte eine geringere Lipophilie 

im Vergleich zu bekannten 

Nur77-Liganden. Durch die 

weitere Charakterisierung von 

41 konnten unter anderem die 

schwach agonistischen Nur77-

Liganden 62, 67 und 69 identi-

fiziert werden, die durch ihre Hydrophilie einen interessanten Ansatz für arzneimittelähnliche 

Zielstrukturen liefern könnten. Schlussendlich wurde durch die Identifizierung des N-Phenyl-

piperazin-Derivats 68 eine Verbindung entdeckt, die eine hohe Potenz aufweist, zu einer be-

achtlichen Aktivierung von Nur77 führt sowie eine Präferenz für Nur77 gegenüber den anderen 

Rezeptoren der NR4A-Familie (Nurr1, NOR-1) zeigt und somit eine interessante Leitstruktur für 

die weitere Optimierung von noch potenteren Nur77-Liganden darstellt.  

 

3.1.6 Charakterisierung neuer NOR-1 Modulatoren 

Die für NOR-1 identifizierten Screening-Hits 41 und 43 (Tabelle 4) wurden ebenfalls (durch 

Daniel Zaienne) weiter charakterisiert. Bei der Untersuchung der SAR von 41 konnte festgestellt 

werden, dass das Fehlen der Acetyl- oder phenolischen Hydroxy-Gruppe, wie bei Nur77, zum 

Verlust des inversen Agonismus an NOR-1 führte. Zudem bewirkte das Fehlen der Acetyl-

Abbildung 12: 1) 68 zeigt innerhalb der NR4A-Familie eine Prä-
ferenz für Nur77. 2) THPN (5 μM, 16) wirkt der Bindung von 68
entgegen. 3) Effekte von 68 (10 μM, 30 μM) und 16 (20 μM) an 
der mRNA-Expression von GATA2 in HeLa-Zellen192. 
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Gruppe und die Variation der 4-Position (-NH2, -NO2, -Cl), dass sich bei diesen Verbindungen 

die inverse Aktivität in eine leicht agonistische umwandelte, wodurch sich die Möglichkeit für 

die Entwicklung von Agonisten für NOR-1 bietet. Bei der Untersuchung von 43 lieferte die 

strukturelle Erweiterung durch ein Chlor-Atom jeweils an den Positionen 2, 4, 5, 6 und 7 die 

Entdeckung einer Verbindung, die eine 3,5-fache Steigerung (75, IC50 = 14 ± 2 μM) des inversen 

NOR-1 Agonismus ergab (Tabelle 8). Die Einführung an den anderen Positionen (2, 4, 6, 7) 

verursachte eine Verringerung der Aktivität. 
 

Tabelle 8: Aktivität von 43 und Derivaten (75-77) an NOR-1. 

 

 
ID R1 IC50 (verb. Aktivität) 

43 -H 47 ± 8 μM (47 ± 6%) 

75 -Cl 14 ± 2 μM (12 ± 4%) 

76 -Br 8 ± 1 μM (7 ± 3%) 

77 -Phenyl 4 ± 2 μM (49 ± 5%) 

verb. Akt. = verbleibende Aktivität 
 

Bei der weiteren Optimierung durch voluminösere Reste zeigte sich, dass durch die Einführung 

eines Brom- (76, IC50 = 8 ± 1 μM) oder Phenyl-Substituenten (77, IC50 = 4 ± 2 μM) eine inverse 

agonistische Potenz im unteren mikromolaren Bereich erreicht werden konnte, wobei beson-

ders das Bromderivat 76 aufgrund hoher invers agonistischer Effizienz (7% Restaktivität von 

NOR-1) überzeugte. Weitere Untersuchungen demonstrierten, dass 76 in der Lage war, die 

Interaktion von NOR-1 mit den Co-Regulatoren NCoR1 und SMRT mit vergleichbarer Potenz 

(NCoR1: IC50 = 12 ± 3 μM, SMRT: IC50 = 9 

± 2 μM) zu blockieren. Zudem wiesen 76 

sowie 43 einen Einfluss auf die Genex-

pression von NOR-1 auf, indem sie als in-

verse NOR-1 Agonisten in der Lage wa-

ren, das c-MYC-Protoonkogen (MYC) in 

HeLa-Zellen zu induzieren, wobei 76 eine 

stärkere Induktion als 43 verursachte - bei 

geringeren Konzentrationen (Abbildung 

Abbildung 13: 1) 76 verhinderte die Interaktion von 
NOR-1 mit NCoR1 und SMRT. 2) 43 und 76 induzie-
ren die Expression von MYC in HeLa Zellen193. 
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13). In vorhergehenden Studien zeigte sich, dass die konstitutive NOR-1 Aktivität die Expres-

sion von MYC direkt unterdrückte202,203,204.  

Zusammenfassend ergaben sich aus dem Fragment-Screening für NOR-1 zwei vielverspre-

chende Hits (41, 43), die als Ausgangverbindungen für die Entwicklung von neuen NOR-1-

Liganden dienen können. Zudem hat die weitere Charakterisierung von 43 den inversen Ago-

nisten 76 hervorgebracht, der ein frühes chemisches Tool zur Untersuchung der Effekte von 

NOR-1 darstellt.  

 

3.2 Entwicklung und Charakterisierung eines selektiv allosterischen PPARγ-Lig-

anden 
Die Forschung an PPARγ-Liganden beschränkt sich seit vielen Jahren auf das Adressieren der 

orthosterischen Bindungstasche und die dadurch vermittelte Auslösung der klassischen PPAR-

regulierten Gentranskription, die bereits sehr gut untersucht ist (siehe Kapitel 2). Trotz des Wis-

sens, dass eine allosterische Bindungstasche existiert, sind im Vergleich dazu die Mechanismen 

und Effekte der selektiven allosterischen Modulation noch nahezu unbekannt. Dies ist zum Teil 

durch die schwierige Entdeckung von allosterischen Liganden zu begründen, da hier nicht auf 

die klassischen Methoden, wie das Hochdurchsatz-Screening, zur Entdeckung von allosteri-

schen Liganden zurückgegriffen werden kann. Ungeachtet dieses Umstands finden sich Publi-

kationen, in denen eine allosterische Bindung für einige Liganden beschrieben wurde. Diese 

Liganden weisen jedoch eine doppelte Bindung an die ortho- und allosterische Bindungstasche 

von PPARγ auf oder sind in der Lage beide Taschen auszufüllen9,186,205,206. Das steigende Inte-

resse an der allosterischen Modulation begründet sich unter anderem in der höheren Selekti-

vität und der feineren Kontrolle über die Aktivität von Proteinen in dieser Klasse, wodurch ein 

besseres Verständnis von Nebenwirkungsprofilen gewonnen werden könnte und die allosteri-

sche Modulation möglicherweise einen Weg eröffnet, um neuartige therapeutische Möglich-

keiten zu erschließen207. 

Schon die Entdeckung und Erforschung des Vitamin E Mimetikum GA (37) zeigte, dass sich 

durch die Adressierung der ortho- und allosterischen Bindungstasche die PPARγ Modulation 

von den Effekten klassischer Agonisten, wie Pioglitazon (33) unterscheidet. 37 war nicht nur 

allein in der Lage PPARγ zu aktivieren, sondern konnte durch die gemeinsame Bindung mit 33 

zu einer synergistischen Aktivierung des Rezeptors führen. Darüber hinaus gab es deutlich un-

terschiedliche Effekte von 37 bei der Co-Regulator-Rekrutierung und der Genexpression im 
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Vergleich zu 33, die nahelegen, dass diese Unterschiede durch die zusätzliche allosterische 

Bindung zustande kommen (siehe Kapitel 1.2.2.2 Liganden des PPARγ-Rezeptors). Diese Ergeb-

nisse lieferten erste interessante Einblicke in das Potenzial der PPARγ-Modulation durch eine 

allosterische Bindung. Allerdings benötigt es für die genaue Erforschung der allosterischen Ef-

fekte und Mechanismen, einen selektiven allosterischen Liganden. 37 eignete sich durch seine 

komplexen biologischen Effekte, die geringe synthetische Zugänglichkeit und den Umstand, 

dass die ortho- und allosterische Bindungstasche gleichzeitig adressiert werden, nicht als Aus-

gangspunkt für dieses Vorhaben. So musste dafür eine synthetische Verbindung gefunden 

werden, die die Bindung von 37 imitiert und zusätzlich verbesserte Eigenschaften im Vergleich 

zu 37 aufweist.  

 

3.2.1 Identifikation eines allosterischen Liganden  

Die Identifikation allosterischer Liganden kann, wie bereits 

erwähnt durch in vitro Assays mittels Blockade der orthos-

terischen Bindungsstelle mit einem Antagonisten erfolgen. 

Für diesen Zweck wurde der irreversible Antagonist 

GW9662 (36) verwendet, der in der Lage ist, die orthoste-

rische Bindungsstelle dauerhaft durch die kovalente Bin-

dung zu Cys285 zu blockieren174. Dadurch ist es möglich 

Verbindungen zu identifizieren, die über andere Bindungs-

stellen wirken. Auf der Suche nach einem allosterischen 

Liganden wurde eine hauseigene Sammlung von synthetischen PPARγ-Modulatoren in einem 

Gal4-Hybrid-Reportergenassay gegen ligandenfreies und an GW9662 (36) gebundenes PPARγ 

getestet. Dieses Screening führte zur Identifizierung von Verbindung 39, die in der Lage ist 

PPARγ allein (EC50 = 2,1 ± 0,2 μM) und in Gegenwart von 36 (EC50 = 4 ± 1 μM) zu aktivieren 

(Abbildung 14). Darüber hinaus wies 39 günstigere Eigenschaften und eine bessere syntheti-

sche Zugänglichkeit als 37 auf und erschien als vielversprechender Leitstrukturkandidat zur 

Entwicklung allosterischer PPARγ-Modulatoren. Diese Ergebnisse verdeutlichten außerdem, 

dass PPARγ trotz der antagonistischen Bindung von 36 durch die orthosterische Bindungsstelle 

aktiviert werden kann (siehe Kapitel 1.2.2.2, Abbildung 7). Da 39 imstande war PPARγ in der 

Abbildung 14: Dosis-Wirkungs-
Kurve von 39 im Gal4-PPARγ-Re-
portergen-Assay in An- und Ab-
wesenheit vom irreversiblen or-
thosterischen Antagonist GW9662 
(36)191.  
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Anwesenheit von 36 zu aktivieren lag so-

mit nahe, dass 39 die aktive Konformation 

von PPARγ durch einen alternativen, mög-

licherweise allosterischen Mechanismus, 

stabilisieren kann. Um diese Vermutung 

zu bestätigen wurde 39 mit der PPARγ-

LBD co-kristallisiert. Die Auflösung der 

Kristallstruktur (PDB: 8ATY191) bestätigte 

die Annahme eines alternativen Mecha-

nismus. 39 band in einer 1:2 (PPARγ:39)-

Stöchiometrie in die ortho- und allosteri-

sche Bindungstasche, wie es ebenfalls für 37 zu beobachten war (Abbildung 15)184. Die PPARγ-

LBD Strukturen im Komplex mit 37 und 39 wiesen eine hohe Übereinstimmung in ihrer Kon-

formation auf. In der orthosterischen Bindungstasche formte 39 Bindungen mit Ser289, His449 

und Tyr473, die die den Bindungen 

der klassischen TZD und 37 entspra-

chen208. In der allosterischen Bin-

dungstasche befand sich 39 in dem 

Hohlraum zwischen H4 und H5 und 

ging ionische Wechselwirkungen 

durch die Carboxylat-Gruppe mit 

Arg288 ein, die ebenfalls bei der Bin-

dung von 37 beobachtet werden 

konnten (Abbildung 16). Zusätzliche 

Kontakte wie Wasserstoffbrücken 

zwischen dem Carboxylat von 39 und 

dem Rückgrat von Ser342 sowie zwischen dem sekundären Amin und der Seitenkette von 

Glu259 wurden ebenfalls ausgebildet. Die Analyse der PPARγ-39-Kristallstruktur zeigte, dass 

die orthosterische Bindungstasche nur einen begrenzten Platz für eine räumliche Erweiterung 

des Moleküls bot (Abbildung 16, Abbildung 17), während die allosterische Bindungstasche 

nach der Bindung von 39, im Bereich der 5- und 6-Position des Tetrahydronaphthalin, zum 

Lösungsmittel offen war. Dieser Bereich ließ somit Raum für eine Verlängerung des Moleküls 

Abbildung 15: Die Kristallstruktur der PPARγ-LBD in 
Komplex mit 39 (PDB: 8ATY)191 zeigte, dass zwei Mo-
leküle von 39 an die LBD binden können und wies 
eine hohe Übereinstimmung mit dem PPARγ-
GA(37)-Komplex auf184.  

Abbildung 16: Allosterische Bindung von GA (37, PDB: 
7AWD183) und 39 (PDB: 8ATY191) an die PPARγ-LBD zeigten 
eine Interaktion mit der Seitenkette von Arg288 und po-
tenziellen Freiraum für eine Erweiterung von 39191. 
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in diese Richtung, wodurch ein Teil des Moleküls aus der Tasche ragt (Abbildung 17). Die An-

nahme war daher, dass eine strukturelle Erweiterung in dieser Region die Bindung in die or-

thosterische Tasche verhindern würde, sodass nur noch eine Bindung in die allosterische 

Bindungstasche möglich ist.  

 

 
3.2.2 Struktur basiertes Design und Synthese  

Da die Struktur von 

39 keine einfache 

synthetische Zu-

gänglichkeit für eine 

Erweiterung des 

Moleküls lieferte, 

wurde mit 39 als 

Vorlage eine neue 

Verbindung designt. Als Ausgangspunkt hierfür diente Verbindung 78 (Schema 12). Im Gegen-

satz zu 39 ist eine Verlänge-

rung von 78 im Bereich des 

Benzylalkohols in Form ei-

nes Linkers möglich. Für die 

Synthese potenzieller allos-

terischer PPARγ-Modulato-

ren wurde zunächst als Vor-

stufe das Chloropyrimidin 

1 2 3 

Abbildung 17: Allosterische und orthosterische Bindung von 39 mit der PPARγ-LBD (PDB: 8ATY191). 
1) Allosterische Bindung von 39, Außenansicht auf die Tasche. 2) Allosterische Bindung von 39 zeigte
potenziellen Platz für eine Erweiterung. 3) Orthosterische Bindung von 39, zeigte keinen Platz für eine 
Erweiterung an 5- und 6-Position des Tetrahydronaphthalin191. 

Schema 13: Synthese von Verbindung 82. Reagenzien und Bedin-
gungen: (a) NaOH, H2O/Ethanol, 60 °C, 4,5 Std., 65%; (b) POCl3, Diet-
hylanilin, 90 °C, 5 Std., 75%. 

Schema 12: Vergleich der Struktur von Verbindung 39 und die Struktur der 
neu zu synthetisierende Verbindung 78. In Rot wurden die gleichen Kohlen-
stoffatome im Bereich der strukturellen Erweiterung von beiden Verbindun-
gen hervorgehoben. 
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82 durch nukleophile aromatische Substitution (SNAr) und Chlorierung hergestellt. Hierfür 

dienten Synthesevorschriften, die Dr. Julius Pollinger in seiner Forschungsarbeit etablierte171,209 

(Schema 13; Tabelle 9, Reaktions-Nr. 1). Für die SNAr wurden beide Edukte (82, 83) in Ethanol 

gelöst, Triethylamin (TEA) hinzugefügt und bei 120 °C vier Stunden gerührt (Tabelle 10). Bei 

der massenspektrometrischen Untersuchung anhand einer Dünnschichtchromatographie (DC) 

war festzustellen, dass das angestrebte Produkt sich nicht bildete. Darüber hinaus zeigte die 

gefundene Masse, dass anstelle einer Substitution von 83 an 82 eine Substitution von TEA 

erfolgte. Infolgedessen erfolgte der Ersatz von TEA durch Natriumcarbonat und die Reaktion 

wurde unter ansonsten identischen Bedingungen erneut durchgeführt (Tabelle 9, Reaktions-

Nr. 2). Hier kam es hauptsächlich zu einer Substitution von Ethanol (EtOH) an 82 – das ge-

wünschte Produkt bildete sich nicht. Daher wurde in der nächsten Synthese EtOH gegen Di-

methylformamid (DMF) ausgetauscht und die Reaktion unter sonst gleichen Bedingungen 

durchgeführt. Diesmal mit dem Ergebnis, dass das gewünschte Produkt (78) mit einer Ausbeute 

(20%) entstand (Tabelle 9, Reaktions-Nr. 3). 
 

Tabelle 9: Reagenzien und Bedingungen der nukleophilen Substitution von Verbindung 82 und 83 zu 
Verbindung 78.  

 

Reaktions-Nr. Edukte Reagenzien Bedingungen Produkt 

1 

82 
83 

TEA, EtOH 

120 °C 
4 Stunden 

N

N S
O

O

Cl

N

 

2 Na2CO3,  
EtOH N

N S
O

O

Cl

O

 

3 Na2CO3, DMF 

 
 

Wie in Kapitel 3.2.1 erwähnt, sollte durch eine strukturelle Erweiterung von Verbindung 39, eine 

Bindung in die orthosterische Tasche verhindert und dadurch eine selektive allosterische Bin-
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dung erreicht werden. Als Ausgangspunkt diente dafür 78, aufgrund der besseren syntheti-

schen Zugänglichkeit. Für diesen Zweck wurde als strukturelle Erweiterung ein 4-(2-Chlo-

rethyl)morpholin-Linker (84) ausgewählt, der mittels einer Williamson-Ether-Synthese mit 78 

verknüpft werden sollte (Tabelle 10). Die Williamson-Ether-Synthese stellt seit über 150 Jahren 

eine der Hauptmethoden zur Herstellung von Ethern dar210. Es handelt sich bei dieser Reaktion, 

um eine typische SN2-Reaktion. Aus diesem Grund ist sie empfindlich gegenüber einer Vielzahl 

von Parametern wie Lösungsmittel, Temperatur, Art der Abgangsgruppe, Nukleophil und Ge-

genkation211. Um die Reaktion zu fördern können Zusätze (z.B. Iodidsalze) zur Reaktionsmi-

schung hinzugegeben werden212. Die Reaktion stellte sich jedoch als komplex heraus, da es zu 

keiner Reaktion der beiden Edukte (78, 84) kam (Tabelle 10, Reaktions-Nr. 4). Aus diesem 

Grund wurden die Reaktionsbedingungen variiert. Jedoch führte der Austausch von Kaliumcar-

bonat gegen Kalium-tert-butanolat oder Natriumhydrid, ebenfalls zu keiner Reaktion (Tabelle 

10, Reaktions-Nr. 5 & 6).  
 

Tabelle 10: Reagenzien und Bedingung der Synthese von Verbindung 85 mittels Williamson-Ether-Syn-
these ausgehend von 78 mit 4-(2-Chloroethyl)morpholin (84) als Linker.  

 
Reaktions-Nr. Edukte Reagenzien Bedingungen Produkt 

4 
78 
84 

K2CO3, DMF 
80 °C 

4-24 Stunden keine Reaktion 5 KO-t-butyl, DMF 

6 NaH, DMF 
 

Daraufhin wurde die Syntheseabfolge geändert und angestrebt, die Williamson-Ether-Syn-

these vor der SNAr durchzuführen. Für die Reaktion sollte zuerst das primäre Amin von 83 

mithilfe einer tert-Butyloxycarbonyl(Boc)-Schutzgruppe geschützt werden, um eine Reaktion 

von dieser auszuschließen (Tabelle 11).  
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Tabelle 11: Reagenzien und Bedingungen für die Schützung von 83 mit einer tert-Butyloxycarbonyl-
Schutzgruppe. 

 

Reaktions-Nr. Edukte Reagenzien Bedingungen Produkt 

7 83 Boc2O, NaHCO3 

THF, MeOH 
RT (24 Std.) – 
50 °C (24 Std.) keine Reaktion 

 

 

Die sonst so einfach durchzuführende Boc-Schützung verlief jedoch ohne Erfolg, trotz Erhö-

hung der Temperatur von Raumtemperatur auf 50 °C und weiteren 24 Stunden Reaktionszeit, 

verblieb weiterhin nur 83 in der Reaktionsmischung (Tabelle 11). Aus diesem Grund wurde statt 

83 2-Methyl-3-nitrobenzylakohol (86) verwendet, wodurch die Schützung des primären Amins 

nicht mehr nötig war. 86 sollte mit 84 mittels einer Williamson-Ether-Synthese nach Finkelstein 

verknüpft werden (Tabelle 12, Reaktions-Nr. 8). Diese Synthese funktionierte ebenfalls nicht, 

beide Edukte verblieben in der Reaktionsmischung, ohne miteinander zu reagieren, woraufhin 

weitere Reaktionsbedingungen, wie der Austausch der Base, Lösungsmittel, Reaktionsdauer 

und Temperatur variiert wurden, was jedoch auch nicht zum erwünschten Ergebnis führte (Ta-

belle 12, Reaktions-Nr. 9-13).  
 

Tabelle 12: Reagenzien und Bedingungen der Williamson-Ether-Synthese von Verbindung 84 und 86 
zu Verbindung 87. 

 
Reaktions-Nr. Edukte Reagenzien Bedingungen Produkt 

8 

84 
86 

K2CO3, Aceton, KI 80 °C, 24 Std. 
100 °C, 24 Std. 

keine Reaktion 

9 K2CO3, DMF 80 °C, 24 Std. 

10 KO-t-butyl, DMF RTg, 24 Std. 

11 NaH, DMF RT, 24 Std. 

12 NaH, THF RT, 24 Std. 

13 K2CO3, DMF, KI 80 °C 24 Std. 
100 °C 24 Std. 
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Aufgrund der Hypothese, dass die vorherigen Syntheseversuche 

aufgrund mangelnder Nukleophilie des Benzylalkohols geschei-

tert waren, wurde 86 gegen das Phenol 88 ausgetauscht, um die 

Reaktivität zu steigern und die erforderliche Deprotonierung zu 

vereinfachen (Schema 14). Jedoch zeigte sich auch hier, dass die 

verschiedensten Reaktionsbedingungen (Base, Lösungsmittel, 

Temperatur, Reaktionsdauer), zu keiner Reaktion der beiden Edukte (84, 88) führte und diese 

in der Reaktionsmischung ohne Reaktion verblieben (Tabelle 13, Reaktions-Nr. 14-17). 
 

Tabelle 13: Reagenzien und Bedingungen der Williamson-Ether-Synthese von Verbindung 84 und 88. 

 

Da die Steigerung der Reaktivität, Variation der Edukte und die Veränderung der Reaktionsbe-

dingungen nicht zielführend waren, wurde die zusätzliche Hypothese aufgestellt, dass die Me-

thyl-Gruppe in Position 2 durch sterische Hinderung das Einführen von voluminösen Edukten 

verhinderte. Dies würde die Substitution von kleinen Resten wie EtOH und TEA, die bei der SNAr 

zuvor durch ESI-MS nachgewiesen werden konnten und die Verhinderung der Substitution der 

deutlich größeren Edukte (83, 86 & 88) erklären.  

Die genauere Betrachtung der Kristallstruktur von PPARγ im 

Komplex mit 39 deutete an, dass durch das Fehlen der Methyl-

Gruppe im designten potenziellen allosterischen Liganden keine 

entscheidenden Interaktionen mit der Bindungstasche verloren 

gehen sollten. Aus diesem Grund wurde (3-Aminophenyl)metha-

nol (89) als nächster Startpunkt gewählt, das keine Methyl-

Gruppe in Position 2 enthielt (Schema 15). Hier galt es wieder das primäre Amin mithilfe von 

 
Reaktions-Nr. Edukte Reagenzien Bedingungen Produkt 

14 

84 
88 

K2CO3, DMF, KI 80 °C, 24 Std. 
100 °C, 24 Std. 

keine Reaktion 15 K2CO3, DMF 80 °C, 24 Std. 

16 KO-t-butyl, DMF RTg, 24 Std. 

17 NaH, DMF RT, 24 Std. 

Schema 14: Struktur von 
Verbindung 88. 

Schema 15: Struktur von 
Verbindung 89. 
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einer Boc-Schutzgruppe zu schützen, wobei dieses Mal die Reaktion gelang (90), was die Hy-

pothese der sterischen Hinderung durch die Methyl-Gruppe ebenfalls bestätigte. Nach der 

Boc-Schützung sollte wiederum eine Williamson-Ethersynthese durchgeführt werden, um 90 

und den Morpholin-Linker (84) zu verknüpfen. Allerdings war es auch mit 90 und unterschied-

lichsten Reaktionsbedingungen nicht möglich die Reaktion in Gang zu bringen (Tabelle 14).  
 

Tabelle 14: Reagenzien und Bedingungen der Williamson-Ether-Synthese von Verbindung 84 und 90. 

 
Reaktions-Nr. Edukte Reagenzien Bedingungen Produkt 

18 

84 
90 

KO-t-butyl, DMF rt 

keine Reaktion 

19 NaH, DMF 80 °C 

20 NaH, THF 80 °C 

21 NaH, DMF, KI rt 

22 K2CO3. MeCN, KI rt 
 

Daraufhin wurde als neues Edukt 3-Nitrophenol (91) ausgewählt, das statt eines Benzylalkohols 

das reaktivere Phenol und statt dem Amin eine Nitro-Gruppe enthielt (Schema 16). Auch beim 

3-Nitrophenol (91) sollte zuerst der Linker eingeführt werden, diesmal mithilfe einer Mits-

unobu-Reaktion (Schema 16). Die Mitsunobu-Reaktion ist eine Kondensationsreaktion bei der 

ein Hydroxy-beinhaltendes-Substrat, oft ein primärer oder sekundärer Alkohol mit einem aci-

den pro-nukleophil substituiert wird. Sie wird durch ein Phosphin (z.B. Triphenylphosphin) und 

Azodicarboxylat (z.B. Diethylazodicarboxylat (DEAD), Diisopropylazodicarboxylat (DIAD)) ver-

mittelt. Dabei erfolgt die Aktivierung des Alkohols über ein Betain-Intermediat, dass durch die 

in situ Reaktion des Phosphins und einem Azodicarboxylat-Reagenz geformt wird und ein Al-

koxyphosphonium-Salz liefert. Dieses reagiert mit dem Sauerstoff des Alkohols, aktiviert diesen 

als Abgangsgruppe und ebnet so den Weg für die Substitution durch das Nukleophil213.Für 

diese Reaktion musste der 4-(2-Chlorethyl)morpholin-Linker (84) gegen einen 4-(2-Hyd-

roxy)morpholin-Linker (92) ausgetauscht werden, da für die Einführung des Ethers bei dieser 

Reaktion eine Hydroxy-Gruppe, statt des Chlors, benötigt wurde. Die Reaktion erfolgte mit gu-

ter Ausbeute (96%) und lieferte Verbindung 93 als Produkt (Schema 16).  
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Nach anschließender Reduktion mit Wasserstoff und Palladium (10%) auf Aktivkohle wurde 

Verbindung 94 erhalten. Mit 82 und 94 erfolgte anschließend wieder die Durchführung der 

SNAr, die 95 als Produkt lieferte (Schema 17). Als problematisch stellte sich die Aufreinigung 

des Produkts heraus, da kein sauberes Produkt erhalten werden konnte. Um die Optimierung 

der SNAr zu vereinfachen und eine einfache Variation von verschiedenen Linkern zu ermögli-

chen wurde parallel zu dieser Reaktion versucht ein Edukt zu identifizieren, mit dem es möglich 

ist die SNAr vor der Williamson-Ether-Synthese durchzuführen. Als Startpunkt dafür diente 3-

Nitrophenol (91), wobei das Phenol durch die deutlich höhere Reaktivität gegenüber dem 

Benzylalkohol für die anschließende SNAr geschützt werden musste, um eine selektive Reaktion 

nur am Amin zu gewährleisten. Für die Auswahl der Schutzgruppe musste berücksichtigt wer-

den, dass diese eine Stabilität im basischen Bereich aufzeigen musste, um eine Spaltung bei 

den basischen Reaktionsbedingungen der SNAr zu verhindern. Hierfür wurde eine Acetyl-

Schutzgruppe gewählt, die eine ausreichende Stabilität im 

basischen Bereich zeigte. 91 wurde mit Natriumacetat in 

Essigsäureanhydrid acetyliert (96, Schema 18), die Nitro-

Gruppe mit Wasserstoff und Palladium (10%) auf Aktiv-

kohle reduziert (97) und anschließend als Edukt für die SNAr 

verwendet. Während der Reaktion stellte sich heraus, dass die Schutzgruppe gespalten wurde 

Schema 17: Nukleophile aromatische Substitution von Verbindung 82 und 94 zu Verbindung 95. 

Schema 18: Struktur von Verbin-
dung 96. 

Schema 16: Mitsunobu-Reaktion von Verbindung 91 und 92 zu Verbindung 93. 
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und sich das gewünschte Produkt nicht gebildet hatte. Eine Vermutung war, dass die Schutz-

gruppe die hohen Temperaturen von 120 °C nicht ausgehalten hat und es daraufhin zu einer 

Spaltung kam. Als neuer Ansatz erfolgte daraufhin eine Methylierung der OH-Gruppe des 3-

Nitrophenols (91) durch Iodmethan zum 3-Nitroanisol (98) und anschließender Reduktion der 

Nitro-Gruppe zum m-Anisidin (99). Das Chloropyrimidin (82) und das m-Anisidin (99) wurden 

mittels SNAr zu 100 gekoppelt (Schema 19). Bei dieser Reaktion wurde zur Ausbeutesteigerung 

die sterisch gehinderte Base Diisopropylethylamin (DIPEA, Hünig-Base) verwendet. Durch 

Demethylierung der Methoxy-Gruppe und gleichzeitige Esterhydrolyse durch Bortribromid von 

100 wurde 101 erhalten und mittels einer Williamson-Ether-Synthese mit dem Morpholin-Lin-

ker (84) zu 102 umgesetzt (Schema 19). Die Aufreinigung von 102 stellte sich als schwierig 

heraus, da es sich bei der Verbindung um ein Zwitterion handelte, mit einem basischen Stick-

stoff im Morpholin-Ringsystem und der endständigen Carbonsäure. 102 befand sich nach Auf-

arbeitung mit Ethylacetat und Wasser zum größten Teil in der wässrigen Phase, wobei die Iden-

tifizierung des isoelektrischen Punkt sich als nicht trivial herausstellte. Da dieses Projekt darauf 

abzielte festzustellen, ob eine Verlängerung von 78, zu einer selektiven allosterischen Bindung 

führte, spielt für die Bestätigung dieser Hypothese zunächst die Art des Linkers noch eine un-

tergeordnete Rolle. Deshalb wurde, zur Vereinfachung der Aufreinigung, der Morpholin-Linker 

(84) gegen ein 2-Bromoethylbenzen-Linker (103) ausgetauscht und in einer Williamson-Ether-

Synthese mit 101 verknüpft. Die Reaktion lieferte 104 mit einer moderaten Gesamtausbeute 

von 12%. Die vollständige Synthese von 104 kann Schema 20 entnommen werden. 

 

 

Schema 19: Demethylierung und Esterhydrolyse von 100 mittels Bortribromid (BBr3) ergibt Verbin-
dung 101 die mittels einer Williamson-Ether-Synthese und dem Morpholin-Linker (84) zu 102 um-
gesetzt wurde.  
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Schema 20: Vollständige Synthese von 104. Reagenzien und Bedingungen: (a) NaOH, H2O/Ethanol, 
60 °C, 4,5 Std., 65%; (b) POCl3, Diethylanilin, 90 °C, 5 Std., 75%; (c) CH3I, NaH, DMF, RT, 24 Std., 82%; 
(d) H2, Pd(C), EtOAc, RT, 15 Std., 92%; (e) Hünig-Base, DMF, 120 °C, 20 Std., 63%; (f) BBr3, CH2Cl2, RT, 
16 Std., 81%; (g) K2CO3, KI, DMF, 80 °C, 23 Std., 47%. 
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3.2.3 Molekulare Modellierung  

Durch die in Kapitel 3.2.2 beschriebene Synthese, konnte die neue Verbindung 104 als poten-

zieller allosterischer Ligand ent-

deckt werden. Hierfür wurde 

ausgehend von 39 das Tetrahyd-

ronaphthalin-Ringsystem ent-

fernt und durch ein Phe-

nylethoxybenzen-Motiv ersetzt, 

welches eine deutliche Verlängerung des Moleküls bedeutete (104, Schema 21). Um Verbin-

dung 104 als potenziellen Kandidaten für das Vorhaben zu bestätigen, erfolgte eine Überprü-

fung seiner Eignung mittels molekularen Dockings im Vergleich zu 39. Dafür wurden die zwei 

Verbindungen (39, 104) in beide Bindungstaschen gedockt und die vorhergesagten Bindungs-

modi ausgewertet (Abbildung 18).  

In der orthosterischen Bindungstasche bestätigte das Docking, dass die Tasche keinen Platz für 

die verlängerte Kette bot. Im Vergleich dazu zeigten die Bindungsmodi von 39 und 104 in der 

allosterischen Bindungstasche eine hohe Übereinstimmung, wobei die verlängerte Kette von 

104 deutlich aus der allosterischen Bindungstasche zum Lösungsmittel herausragte. Somit lie-

ferte das molekulare Docking einen ersten Hinweis, dass die Verlängerung der Kette von 104 

voraussichtlich eine Bindung in der orthosterischen Tasche verhindert, ohne die allosterische 

Wechselwirkung einzuschränken. 

 

Abbildung 18: Docking von 104 in die Kristallstruktur von 39 in Komplex mit der PPARγ-LBD (PDB: 
8ATY191). Gezeigt ist die Bindung von 39 in die orthosterische (gelb) und allosterische (magenta) Tasche 
sowie die vorhergesagte Bindung von 104 (orange) in beide Taschen der PPARγ-LBD.  

Schema 21: Struktur der neuen Verbindung 104, abgeleitet 
von 39. 
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3.2.4 Charakterisierung des allosterischen PPARγ-Liganden  

Um die Ergebnisse aus dem molekularen Docking zu überprüfen und den neu synthetisierten 

PPARγ-Liganden zu charakterisieren, wurde 104 anschließend in zellulären und nicht zellulären 

Settings getestet, die im Folgenden beschrieben werden. 

 
3.2.4.1 Zelluläre Tests  

Die initiale zelluläre Testung von 104 erfolgte in einem Gal4-Hybrid-Reportergenassay. Hierfür 

wurden die Zellen mit un-

terschiedlichen Konzentra-

tionen von 104 in An- und 

Abwesenheit von Pioglita-

zon (33, 3 μM) behandelt. 

Dabei zeigte 104 an PPARγ 

allein nur eine sehr schwa-

che Aktivierung (Abbildung 

19), war aber in der Lage die Aktivität von 33 in einer dosisabhängigen Weise (EC50 = 1,4 ± 0,5 

μM in Anwesenheit von 33) deutlich zu steigern. Zudem induzierte 104 die Transkriptionsakti-

vität über das menschliche PPAR-RE (PPRE) und verstärkte die 33-vermittelte PPRE-Aktivierung 

(Abbildung 19). Diese Ergebnisse ließen vermuten, dass trotz der 

Bindung von 104 eine Bindung von 33 in die orthosterische Bin-

dungstasche immer noch möglich war. Zudem führte die Bin-

dung von 104 in die allosterische Bindungstasche zu einer Ver-

stärkung der Aktivität von 33 an PPARγ.  

Neben diesen Studien zur PPAR-abhängigen Reporteraktivie-

rung wurde die Fähigkeit von 104 untersucht, die PPARγ Phos-

phorylierung von Ser273 in HEK293T-Zellen zu blockieren. Die-

ser Effekt steht im Zusammenhang mit der antidiabetischen Ak-

tivität und kann bei klassischen TZD beobachtet werden214. Die 

Zellen wurden mit Rosiglitazon (32, 1 μM, Positivkontrolle), 104 

(20 μM) oder DMSO behandelt, anschließend das Protein extra-

hiert, mittels Gel-Elektrophorese aufgetrennt und durch Wes-

tern Blotting ausgewertet (siehe Kapitel 5.8). Im Gegensatz zu 

1 2 

Abbildung 19: Aktivität von 104 an Gal4-PPARγ (1) und PPRE (2) in 
An- und Abwesenheit von Pioglitazon (33, 3 μM)191.  

Abbildung 20: Effekte von 
104 an der Ser273 Phos-
phorylierung von PPARγ. 
Rosiglitazon (32) dient als 
positiv Kontrolle191. 



3. Ergebnisse und Diskussion 

67 | S e i t e  

den TZD zeigte sich 104 nicht imstande eine Phosphorylierung von Ser273 an PPARγ zu ver-

hindern (Abbildung 20). Dies könnte andeuten, dass die Blockade der Phosphorylierung von 

Ser273 in Zusammenhang mit der orthosterischen Bindung 

steht und eine alleinige allosterische Bindung nicht ausreicht.  

Für eine spätere Anwendung als chemisches Tool in zellulä-

ren Experimenten wurde die Selektivität von 104 an anderen 

NRs ebenfalls in Gal4-Hybrid-Reportergenassays untersucht 

(Abbildung 21). Dafür erfolgte die Testung von HEK293T-Zel-

len mit 104 (100 μM) auf den entsprechenden NRs in An- 

und Abwesenheit des jeweiligen Referenz-Liganden (1 μM). 

104 zeigte hier weder agonistische noch antagonistische Ef-

fekte auf die jeweiligen Referenz-Liganden. Insbesondere die 

fehlende Aktivität von 104 auf den anderen Mitgliedern der 

PPAR-Familie (NR1C1, NR1C2) wies auf eine Subtypen Selek-

tivität von 104 hin. Ebenso wurden außer der potenzierenden 

Wirkung auf die PPARγ-Aktivierung durch Pioglitazon (33) 

keine ago-positiven Effekte entdeckt. Allerdings kann basie-

rend auf diesem Assay nicht ausgeschlossen werden, dass es 

zu einer „stillen“ Bindung an eine alternative Stelle eines an-

deren Rezeptors kommen kann, ohne dass diese detektiert wurde. 

Neben der Selektivität erfolgte die Bestimmung der Toxizität von 104 in COS7-Zellen bei ver-

schiedenen Konzentrationen (1 

μM, 10 μM, 100 μM). Dafür wurde 

die Anzahl der apoptoti-

schen/nekrotischen Zellen im 

Vergleich zu den Positivkontrol-

len Doxorubicin/Flavopiridol er-

fasst (siehe Kapitel 5.9, Abbildung 

22). 104 zeigte bis hin zu 100 μM 

keine toxischen Effekte und be-

fand sich auf einem vergleichbaren Niveau wie die unbehandelte Kontrolle.  

Abbildung 21: Selektivitätspro-
fil von 104 an verschiedenen 
NRs. Ref.-Ligand = Referenz-
Ligand191. 

Abbildung 22: Effekte von 104 auf die Apoptose (1) und Nek-
rose (2) in COS7-Zellen nach 24 Stunden. Doxorubicin (Doxo, 
100 μM) und Flavopiridol (Flavo, 100 μM) dienten als Positiv-
kontrolle191. 

1 2 
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Diese Ergebnisse aus zellulären Experimenten lieferten die ersten Hinweise auf das Potenzial, 

das 104 in Bezug auf die Charakterisierung und Erforschung der allosterischen Bindungstasche 

von PPARγ besitzt. Insbesondere die vielversprechenden Ergebnisse aus dem Gal4-Assay wie-

sen darauf hin, dass 33 und 104 in der Lage sind gemeinsam zu binden und 104 somit die 

allosterische Bindungsstelle adressiert. Jedoch müssen sich, neben den zellulären Betrachtun-

gen, diese Ergebnisse auch in zellfreien Systemen reproduzieren lassen. Aus diesem Grund 

wurde die möglicherweise selektive allosterische Bindung von 104 in zellfreien Experimenten 

begutachtet, die im Folgenden beschrieben werden. 

 

3.2.4.2 Differentielle Scanning Fluorometrie  

Zunächst wurde die thermische Stabilität der rekombinanten PPARγ-LBD und die Stabilisierung 

durch die Testverbindungen (33, 104) in verschiedenen Konzentrationen und Kombinationen 

untersucht. Hierfür wurde das Protein (2 μM) mit dem Farbstoff SYPRO Orange (Verdünnung 

1:1000), DMSO (5%) und den jeweiligen Testverbindungen gemischt und die Stabilität über 

einen breiten Temperaturbereich (71 Zyklen, jeweils 1 °C/Zyklus) beobachtet. Parallel dazu er-

folgte die Durchführung des Experiments ohne Verwendung der PPARγ-LBD, um unspezifische 

Wechselwirkungen zwischen den Testverbindungen und dem Farbstoff die zu einem falsch-

positiven Ergebnis führen könnten, auszuschließen (siehe Kapitel 5.3.1). Die Auswertung ergab, 

dass 104 allein keine Auswirkung auf die 

Schmelztemperatur des Proteins zeigte. Aller-

dings war bei der Kombination mit 33 eine addi-

tive thermische Stabilisierung der PPARγ-LBD zu 

beobachten (Abbildung 23). Die differentielle 

Scanning Fluorometrie (DSF) lieferte somit einen 

weiteren Hinweis auf eine gleichzeitige Bindung 

beider Verbindungen, wobei 104 die allosteri-

sche Bindungsstelle besetzte und zu einer zusätzlichen Stabilisierung des Proteins beitrug. So-

mit konnten durch dieses Experiment die Effekte, die bereits in den zellulären Systemen beo-

bachtet wurden, bestätigt werden.  

Abbildung 23: Thermische Stabilität der 
PPARγ-LBD in der Anwesenheit von verschie-
denen Konzentrationen von 104 und Piogli-
tazon (33)191. 
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3.2.4.2 Kristallisierung 

Für einen sicheren Nachweis der direkten Bindung und zur Untersuchung des exakten Bin-

dungsmodus, wurde 104 mit der PPARγ-LBD (durch Dr. Apirat Chaikuad) co-kristallisiert. Die 

Induzierung des Kristallisationsprozesses erfolgte mit einer Dampfdifussions-Methode (Vapour 

Diffusion). In dieser Methode kam es zu einem kontinuierlichen Ausgleich zwischen dem Kon-

zentrationsgradienten, der sich zwischen einem „sitzenden Tropfen“ (sitting drop) des Protein-

104-Gemisches und einer 104-Reagenzienlösung befand, dieser Ausgleich lief so lange ab, bis 

die Kristallisation einsetzte (siehe Kapitel 5.2). Die Aufklärung der Kristallstruktur zeigte, dass 

104 tatsächlich imstande war, selektiv an die allosterische Bindungsstelle zu binden (PDB: 

8ATZ191) (Abbildung 24). Dabei bildete die Carbonsäure von 104 eine Wasserstoffbrückenbin-

dung zu Arg288 sowie einen Kontakt zum Rückgrat von Ser342. Die verlängerte Phenylethyl-

Gruppe befand sich wie vorhergesagt in der lösungsmittelexponierten Region, während der 

Ether-Linker einen Kontakt zu Glu259 bildete. 104 wies keinen Kontakt mit der AF-2 in H12 auf, 

war aber dennoch in der Lage eine aktive Konformation der PPARγ-LBD zu induzieren, in der 

die AF2 stabilisiert und an den Kern der LBD gebunden vorlag. Wichtig anzumerken ist dabei, 

dass der PPARγ-104-Komplex ohne ein Co-Aktivator-Peptid kristallisiert wurde, durch den 

diese aktive Konformation hätte induziert werden können215. Daher war es wahrscheinlich, dass 

die beobachtete Konformation der PPARγ-LBD an der allosterischen Stelle durch die Liganden-

bindung von 104 verursacht wurde. Eine Erklärung dafür könnte die geordnete Ω-Schleife sein, 

die dafür sorgte, dass sich H4 und H5 verbanden und im Vergleich zur 39-gebundenen Struktur 

eine etwas andere Konformation aufwies und zur allgemeinen Stabilisierung der PPARγ-LBD 

und AF-2 einen Beitrag leistete206. 
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Abbildung 24: Die Co-Kristallstruktur von PPARγ-LBD 1) im Komplex mit 104 (PDB: 8ATZ191) sowie 2) im
Komplex mit 39 (magenta, PDB: 8ATY191) und 104 (gelb, PDB: 8ATZ191). Die Überlagerung von 104 und 
39 (2) zeigte eine ähnliche aktive Konformation, aber eine selektive Bindung von 104 an die allosterische 
Bindungsstelle191. 
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Die Bindung an eine alternative Stelle bei PPAR ist wie oben schon erwähnt nicht neuartig und 

es wurden bereits Liganden wie MRL-871 (1) und BVT.13 (38) identifiziert. Diese Liganden in-

duzierten zusätzlich zu ihren verschiedenen Bindungsmodi unterschiedliche Proteinkonforma-

tionen, die zu einer unterschiedlichen Aktivierung des Rezeptors führten und entscheidend von 

der N-terminalen Helix 12 abhängen216,217,218. Um diese verschiedenen Bindungsmodi besser 

zu verstehen und miteinander vergleichen zu können, galt es als nächstes die strukturellen 

Folgen der Bindung von 104 und diesen Liganden die ähnliche Epitope adressieren, zu unter-

suchen. Für den direkten Vergleich wurde zunächst eine inaktive apo-PPARγ-Struktur und zwei 

Komplexe mit Pirinixinsäure (31) gelöst. Erstaunlicherweise zeigten die zwei Komplexe, von 31 

zwei unterschiedliche Bindungsmodi. Ein Komplex befand sich in einer aktiven Konformation 

mit Ligandenbindung an die ortho- und allosterische Stelle, wie es bei 39 zu beobachten war. 

Der zweite Pirinixinsäure-Komplex dagegen befand sich in einer inaktiven Konformation, mit 

einer ungewöhnlichen Einzelbindung, die teilweise die ortho- und auch die allosterische Stelle 

einnahm, ähnlich wie es bei MRL-871 (1) zu beobachten war (Abbildung 25). 

Die beiden Komplexe von 31 entsprachen den Ergebnissen aus kürzlichen Publikationen die 

demonstrierten, dass die Bindung von typischen PPARγ-Agonisten einem zweistufigen Mecha-

nismus folgt219. Bei einem strukturellen Vergleich von 1, 31, 38 (PDB: 2Q6S188), 39 und 104 

zeigte sich, dass sich durch deren Bindung unterschiedliche strukturelle Änderungen der 

PPARγ-LBD ergaben, welche sich in drei unterschiedlichen Konformationen von H12 äußerten 

(Abbildung 26).  
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Abbildung 25: Pirinixinsäure (31) wies zwei verschiedene Bindungsmodi für die Bindung an PPARγ
auf. 1) Die gleichzeitige Bindung von zwei Molekülen von 31 in die ortho- und allosterische Bindungs-
tasche, die der Bindung von 39 ähnelte und zu einer aktiven Konformation von H12 führte. 2) Ein-
zelbindung von 31, zeigte ein ähnliches Bindungsprofil wie bei MRL-871 (1), zwischen der ortho- und 
allosterischen Stelle und resultierte in einer inaktiven Konformation von H12. Zum Vergleich ist die 
Bindung von 39 (orange, PDB: 8ATY191) und 104 (türkis, PDB: 8ATZ191) an die PPARγ-LBD dargestellt191. 
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Die Bindung von 1 und die Einzelbindung von 31 zwischen der orthosterischen und allosteri-

schen Tasche waren nicht in der Lage die aktive Konformation von H12 im Kristall zu stabilisie-

ren. H12 befand sich entweder in einem ungeordneten Zustand oder war vom LBD-Kern nach 

außen verlängert. Die Konformation ähnelte dabei der inaktiven Apo-Form, bei der eine ver-

gleichbare Konformation aufgrund von Kristallkontakten beobachtet wurde219,220. Im Gegen-

satz dazu verursachten die anderen allosterischen Liganden eine nach innen gedrehte Bewe-

gung der H12, die zu deren Stabilisierung führte. Bemerkenswert war allerdings, dass nur die 

gleichzeitige Bindung von 31 oder GA (37) an die ortho- und allosterische Stelle sowie die 

Bindung von 104 an die allosterische Stelle allein, eine aktive Konformation der PPARγ-LBD 

induzierte und stabilisierte – 38 war dazu nicht in der Lage. Die aktive Konformation ist durch 

die vollständige „in“-Konformation von H12 gekennzeichnet und erinnert an die für 33 (PDB: 

5Y2O221) beobachtete Konformation.  

Aus der genauen Untersuchung der Überlagerung der gebundenen Zustände der oben ge-

nannten Liganden zeigte sich, dass diese unterschiedlichen Effekte mit den unterschiedlichen 

Ligandenbindungsmodi korrelieren könnten (Abbildung 27).  

1 2 

3 
Abbildung 26: 1) Die PPARγ-Liganden 31, BVT.13 (38, PDB: 2Q6S187), 39 und 104 induzierten ver-
schiedene Konformationen von H12. 2) Im Vergleich zu 38 war die Bindung von 104 aus dem orthos-
terischen Bereich nach außen verschoben. 3) Vergleich der PPARγ-LBD Strukturen im Komplex mit 
verschiedenen allosterischen und orthosterischen Liganden zeigte Unterschiede in der LBD und Kon-
formation. Zum Vergleich der inaktiven und aktiven Form sind die inaktive Apostruktur und der Piog-
litazon (33)-Komplex mit der PPARγ-LBD abgebildet191. 
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Dabei stellte sich heraus, dass 104 keine Bindung in der orthosterischen Tasche aufwies, wäh-

rend 1 und 38 Teile dieser Tasche 

besetzten, die typischerweise von 

orthosterischen Liganden wie 37 

eingenommen werden. Dieser 

strukturelle Vergleich offenbarten 

einen außergewöhnlichen Bin-

dungsmodus von 104, da diese 

Verbindung im Vergleich zu ande-

ren Liganden die orthosterische 

Bindungstasche weder teilweise 

noch vollständig besetzte (Abbil-

dung 27). Um diesen einzigartigen 

Bindungsmodus weiter zu studie-

ren, wurden Bindungsstudien in An- 

und Abwesenheit eines orthosterischen Liganden unter Verwendung von ITC und Massenspek-

trometrie (MS) durchgeführt. 

 
3.2.4.3 Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) 

Für die isotherme Titrationskalorimetrie wurde das PPARγ-LBD-Protein (20 μM) in einem ent-

sprechenden Puffer mit 5% DMSO verdünnt und mit 39 (100 μM) oder 104 (100 μM) titriert. 

Außerdem wurde an GW9662 (36) gebundenes PPARγ-Protein verwendet, dass 24 Stunden vor 

dem Experiment durch Inkubation mit 250 μM (36) bei 4 °C hergestellt und anschließend eben-

falls mit 39 (100 μM) oder 104 (100 μM) titriert wurde. Die Kontrolle der Bindung von 36 an 

die PPARγ-LBD erfolgte durch eine Titration mit Pioglitazon (33), die keine Bindung von 33 

zeigte. Zudem erfolgten Kontrollexperimente, um unspezifische Wärmeeffekte (Verdünnungs-

wärme etc.) die eine falsch-positive Bindung vortäuschen könnten, ausschließen zu können 

(siehe Kapitel 5.3.2).  

Abbildung 27: Die Überlagerung der gebundenen Ligan-
den MRL-871 (1), Pirinixinsäure (31), GA (37), BVT.13 (38) 
und 104 innerhalb der ortho- und allosterischen Bindungs-
region zeigte unterschiedliche Bindungsmodi191. 
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Die Ergebnisse zeigten eine 1:2 (Rezeptor:Ligand)-Stöchiometrie für 39, während 104 eine 1:1 

Interaktion mit der PPARγ-LBD aufwies (Abbildung 28). Bei der Verwendung der an 36-gebun-

denen PPARγ-LBD, in der die orthosterische Bindungsstelle durch den kovalent gebundenen 

Antagonisten 36 besetzt war, demonstrierten bemerkenswerterweise sowohl 39 als auch 104 

eine Bindungsstöchiometrie von 1:1 ohne Änderung in den Affinitäten, wodurch dieses Expe-

riment ein weiteres starkes Indiz für die selektive allosterische Bindung von 104 lieferte.  

 

3.2.4.4 MS-basierter-PPARγ-Ligandenbindungs-Assay 

Beim MS-basierten-Ligandenbindungs-Assay wurde PPARγ-LBD-Protein (0,2 oder 1 μM) eine 

Stunde mit dem jeweiligen Liganden (33 oder 104) bei 25°C inkubiert. Anschließend wurde der 

Protein-Ligand-Komplex von ungebundenem Liganden durch Ultrafiltration getrennt, der ge-

bundene Ligand durch Denaturierung freigesetzt und mittels LC-ESI-MS (durch Dr. Georg 

Höfner und Lennart Obeser) quantifiziert (siehe Kapitel 5.3.3).  

Die Ergebnisse zeigten, dass 104 in einer dosisabhängigen Weise mit dem PPARγ-LBD-Protein 

interagierte, unabhängig von der An- oder Abwesenheit des orthosterischen Agonisten 33 

(Abbildung 29). Hierdurch wurde abermals auf eine selektive Bindung von 104 in die allosteri-

sche Stelle hingedeutet, da die Anwesenheit von 36 (ITC) und 33 (MS) die Bindung von 104 in 

keiner Weise beeinflusste. Dies wies daraufhin, dass eine Bindung von ortho- und allosterischen 

Liganden ohne eine Konkurrenz zwischen diesen erfolgen kann. Andersherum offenbarte sich, 

dass die Bindung von 33 unabhängig von der Anwesenheit von 104 war, wodurch bestätigt 

wurde, dass 104 die Bindung des orthosterischen Agonisten ermöglichte (Abbildung 29). Dies 

Abbildung 28: Ergebnisse der isothermen Titrationskalorimetrie (ITC) für die Bindung von 39 und 
104 zur ligandenfreien und an GW9662(36)-gebundene PPARγ-LBD. Die Anpassung der Bindungs-
wärme ist mit den Isothermen als Einblendung dargestellt191. 



3. Ergebnisse und Diskussion 

74 | S e i t e  

konnte ebenfalls im Molekularen Docking von 33 und 104 veranschaulicht und bestätigt wer-

den (Abbildung 30).  

Zusammenfassend zeigten die bisher be-

schriebenen Ergebnisse, dass es gelungen ist 

mit 104 einen selektiven allosterischen Ligan-

den zu entwerfen, der eine Untersuchung der 

selektiven allosterischen Modulation ermög-

licht. Dabei wies schon das Molekulare Do-

cking auf den wahrscheinlichsten Bindungs-

modus für 104 in der allosterischen Bindungs-

tasche hin, was die zellulären Untersuchungen 

bestätigte sowie die Beobachtung eines sy-

nergistischen Effekts bei der gleichzeitigen Bindung von Pioglitazon (33) und 104. Die Co-

Kristallisation von 104 mit der PPARγ-LBD lieferte eine eindeutige Bestätigung der selektiven 

allosterischen Bindung und demonstrierte gerade im strukturellen Vergleich von 104 mit an-

deren Verbindungen, die auch in der Lage sind an die PPARγ-LBD zu binden, seinen außerge-

wöhnlichen Bindungsmodus. Dieser zeichnet sich darin aus selektiv die allosterische Bindungs-

tasche zu adressieren und damit zu einer Aktivierung zu führen. Zudem zeigte 104 keine teil-

weise oder vollständige Besetzung der orthosterischen Bindungstasche wie sie bei anderen 

Liganden zu beobachten war. Auch in zellfreien Untersuchungen konnte beobachtet werden, 

dass nach der Bindung von 104 eine Bindung an die orthosterische Bindungstasche durch ei-

nen Agonisten (ITC) oder Antagonisten (MS) immer noch möglich war, womit dies eine zusätz-

liche Bestätigung der unbesetzten orthosterischen Tasche lieferte.  

Abbildung 29: LC-ESI-MS-basiertes Ligandenbindungs-Experiment zeigte, 1) eine konzentrationsab-
hängige spezifische Bindung von 104 (0,2 – 4 μM) an die PPARγ-LBD in An- und Abwesenheit von 
Pioglitazon (33) 2) sowie eine spezifische Bindung von 104 und 33 in An- und Abwesenheit des je-
weiligen anderen Liganden191. 
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Abbildung 30: Molekulares Docking unterstützt
die Annahme der gemeinsamen Bindung von Pi-
oglitazon (33, türkis) und 104 (magenta) an die 
PPARγ-LBD. 33 wurde in die unbesetzte orthos-
terische Stelle des 104-PPARγ-Komplexes (PDB: 
8ATZ191) gedockt191. 
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3.2.4.5 Molekulare Effekte – Co-Regulator-Rekrutierungs-Assay  

Um die molekularen Effekte von 104 auf die PPARγ-Aktivität zu studieren, wurde der Einfluss 

von Pioglitazon (33), GW9662 (36) und 104 auf die Rekrutierung von Co-Regulatoren an die 

PPARγ-LBD mittels zeitaufgelösten Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (HTRF)-Assay ver-

glichen (Durchführung und Auswertung erfolgte durch Dr. Jan Heering). Dafür wurde die 

PPARγ-LBD mit Terbiumkryptat gelabelt und diente dadurch als FRET(Fluoreszenzresonanz-

Energietransfer)-Donor. An Fluoreszein gekoppelte Peptide mit den Interaktionsmotiven be-

kannter Co-Regulatoren dienten als FRET-Akzeptor (siehe Kapitel 5.5).  

Bei der Untersuchung von 29 kanonischen NR Co-Regulatoren induzierte 33 im Wesentlichen 

die Bindung von CBP-1, PGC-1α, NCoA6 und DRIP2 und verdrängte SMRT und NCOR (Abbil-

dung 31). Der Antagonist 36 hingegen verstärkte die Bindung von NCOR und SMRT an PPARγ, 

verdrängte CBP-1 und zeigte bei der Co-Inkubation mit 33 eine Umkehrung der Effekte von 

33. Dazu waren noch eine geringfügige Verstärkung der Bindung der Co-Aktivatoren PGC-1α, 

NCoA6 und DRIP zu beobachten, die auf einen schwach aktivierenden Stabilisierungseffekt von 

36 hindeuteten, was sich durch seine schwach partiell agonistische Aktivität erklären ließ. Die 

Untersuchung von 104 enthüllte eine schwächere Rekrutierung von PGC-1α und NCoA6.  

Jedoch war 104 im Gegensatz zu 33 in der Lage CBP-1 und DRIP2 zu verdrängen und die 

Bindung von SMRT und NCOR zu verstärken. Im Gegensatz zum Agonisten 33 und Antagonis-

ten 36 demonstrierte 104 ein außergewöhnliches Modulationsprofil von PPARγ mit aktivieren-

den (PGC-1α, NCoA6) und inaktivierenden (CBP-1, DRIP2, SMRT, NCOR) Modulationen. Da in 

den bereits aufgeführten Experimenten gezeigt werden konnte, dass 33 gleichzeitig mit 104 

Abbildung 31: Pioglitazon (33, 3 μM), GW9662 (36, 10 μM) und 104 (30 μM) verursachten unter-
schiedliche Auswirkungen auf die Rekrutierung von Co-Regulatoren durch PPARγ191. 
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binden konnte, sollte der Effekt dieser gemeinsamen Bindung auch hinsichtlich auf die unter-

schiedlichen Auswirkungen auf die Rekrutierung von Co-Regulatoren untersucht werden. In 

der Tat ergab sich, dass das Co-Faktor-Rekrutierungsprofil gemeinsame Effekte von beiden 

Liganden beinhaltete. 104 überwog bei den Effekten an der Co-Repressor Bindung (SMRT, 

NCOR), war aber nicht in der Lage die von 33 induzierte Co-Aktivator Rekrutierung (CBP-1 und 

DRIP2) umzukehren. Dies konnte auch in Kreuztitrationsexperimenten beobachtet werden (Ab-

bildung 31). Dafür wurden Biotin-gelabeltes CBP oder SMRT-ID2 Peptid stabil an 12 nM 

Terbiumkryptat als Streptadvidin Konjugat (Tb-SA) gekoppelt und bei 100 nm (für CBP) oder 

24 nM (für SMRT-ID2) präsentiert (siehe Kapitel 5.6). Die durch 33 stimulierte Rekrutierung von 

CBP wurde durch 104 in einer dosisabhängigen Weise verringert, während 104 die 

Rekrutierung von SMRT-ID2 förderte. Bei der gleichzeitigen Testung von 104 und 36 zeigte 

sich eine zusätzliche Verdrängung von CBP-1, wohingegen die Rekrutierung von NCOR- und 

SMRT-Co-Repressoren aufgehoben wurde. Dies könnte auf kooperative Effekte auf die PPARγ-

LBD hindeuten. Die Unterschiede in den Rekrutierungsmustern stehen in Zusammenhang mit 

den unterschiedlichen ligandeninduzierten PPARγ-LBD-Konformationen (siehe Kapitel 3.2.4.2). 

104 war imstande einen aktiven Zustand, ähnlich dem des orthosterischen Agonisten 33 zu 

induzieren. Das wies darauf hin, dass die Bindung dieses allosterischen Liganden eine 

ausreichende Stabilisierung vermitteln kann, die zu einer teilweisen Aktivierung führte. 

Außerdem war 104 in der Lage, 36-gebundenes PPARγ zu aktivieren, was mit der Beobachtung 

der gleichzeitigen Bindung von 104 und 36 im ITC übereinstimmte. Dies deutete auf eine 

kooperative Stabilisierung durch ortho- und allosterischen Liganden hin.  
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3.2.4.6 PPARγ-RXRα-Heterodimerisierungs-Assay 

Neben der Co-Regulator-Bindung spielt bei der Aktivierung von PPARγ die Heterodimerisie-

rung mit RXR eine wichtige Rolle, weshalb auch der Ein-

fluss von 104 auf diese untersucht wurde. Für die Mes-

sung der Bildung des PPARγ-RXRα-Heterodimers diente 

sGFP-RXRα-LBD als FRET-Akzeptor, dass in der Anwe-

senheit von biotinylierten PPARγ-LBD und Tb-SA titriert 

wurde (siehe Kapitel 5.7). 33 und der RXR-Agonist 

SR11237 erhöhten die Heterodimerisierung von PPARγ 

mit RXR222. Bemerkenswerterweise konnte 104 (50 μM) 

die Bildung des Heterodimers verringern und darüber 

hinaus die Stabilisierung des Dimers durch Pioglitazon 

(33) aufheben (Abbildung 32). Ähnliches war auch bei 

der Kombination von 104 und SR11237 zu beobachten. 

Dies deutet daraufhin, dass die Destabilisierung des Heterodimers nicht aus einer Konkurrenz 

mit 33 resultierte.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Effekte von 104 auf die Co-Regulator-Bindung 

und Dimerisierung von PPARγ deutlich von denen orthosterischer PPARγ-Agonisten abweichen 

und unterschiedliche Auswirkungen zeigten, die durch die ortho- oder allosterischen PPARγ-

Modulation zustande kamen und einen vielschichtigen Crosstalk zwischen den Liganden beider 

Bindungsregionen vermuten lässt.  

 

3.2.4.7 Adipozyten-getriebene mesenchymale Stammzelldifferenzierung 

Gemäß der zellulären, biochemi-

schen und biophysikalischen Cha-

rakterisierung erschien 104 als 

geeignetes Tool um die biologi-

schen Effekte selektiver Liganden 

der allosterischen Bindungsstelle 

zu erforschen. Hierfür sollte zu-

nächst untersucht werden, ob 104 

eine Förderung der Differenzierung von menschlichen adipozytären Stammzellen (ASC, 

Abbildung 33: Bilder des ASC-Differenzierungsexperiments
von Pioglitazon (33) und 104. DMSO diente als Negativkon-
trolle191. 

Abbildung 32: 104 (50 μM) verrin-
gerte und Pioglitazon (33) sowie der 
RXR-Agonist SR11237 erhöhten die 
Heterodimerisierung von PPARγ mit 
RXR. 104 war dazu in der Lage die Di-
merstabilisierungseffekte von 33 und 
SR11237 zu blockieren191. 
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ASC52telo hTERT) in Adipozyten verursachte. Dieser Prozess wird normalerweise durch PPARγ 

reguliert223. Hierfür wurden die Zellen ausgesät und einem Differenzierungsprozess unterzo-

gen, bei dem die ersten 13 Tage der Austausch des Differenzierungsmedium alle 48-72 

Stunden in sechs Zyklen erfolgte, wobei die Testverbindung je-

des Mal frisch hinzugefügt wurde. Die letzten neun Tage erhiel-

ten die Zellen eine Behandlung mit einem Erhaltungsmedium, 

das ebenso alle 48-72 Stunden in vier Zyklen ausgetauscht 

wurde. Nach 21-tägiger Behandlung wurden die Zellen fixiert, 

anschließend mit Oil Red O (ORO) angefärbt, Bilder in entspre-

chender Vergrößerung aufgenommen und die Daten mit 

ImageJ ausgewertet (siehe Kapitel 5.11). Bei der Auswertung des 

Experiments stellte sich heraus, dass 104 im Gegensatz zu 33 

selbst bei hohen Konzentrationen von 50 μM keine Adipoge-

nese induzierte. 104 war sogar fähig die von 33-induzierte Adipogenese leicht zu verringern 

(Abbildung 33, Abbildung 34). Das ASC-Differenzierungsexperiment zeigte, dass die Bindung 

von 104 in die allosterische Bindungsstelle kein klassisches, pro-adipogenes PPARγ-Signaling 

auslöste. 

  

Abbildung 34: 104 war im 
Vergleich zu Pioglitazon (33) 
nicht in der Lage eine Diffe-
renzierung von humanen 
adipozytären Stammzellen 
(ASC) auszulösen191. 
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3.2.4.8 Differentielle Genexpressionsanalyse von Hepatozyten 

Zur näheren Betrachtung der nicht-kanonischen PPARγ-Modulation, erfolgte als nächstes die 

Untersuchung des Einflusses von 104 auf die Genexpression in Hepatozyten (HepG2) mittels 

RNA-Sequenzierung. Dafür wurden HepG2-Zellen ausgesät und mit 104 (+0,1% DMSO) oder 

nur 0,1% DMSO als Kontrolle inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von zwölf Stunden wurden 

die Zellen geerntet, entsprechend aufbereitet und die RNA extrahiert. Die Sequenzierung der 

RNA erfolgte durch das Unternehmen Novogene auf Honorarbasis (siehe Kapitel 5.12).  

Nach Auswertung der Daten war festzustellen, dass 104 eine signifikante Veränderung von 

1750 proteinkodierenden Genen verursachte. Allerdings konnte bei 104 keine Induktion der 

kanonischen PPAR-Signalgebung beobachtet werden (Abbildung 35) im Gegensatz zu Piogli-

tazon (33) und GA (37) (Abbildung 36, Abbildung 37)184.  

 

 

Abbildung 35: Effekte von 104 auf den PPAR-Signalweg in HepG2-Zellen. Die unterschiedlichen 
Regulierungen (angezeigt als log2(fache Änderung)) werden durch die unterschiedlichen Farben vi-
sualisiert und auf den Bereich -1 bis 1 normalisiert191.  
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Tatsächlich bewirkte 104 eine Senkung der Expression mehrerer PPARγ-regulierter Gene, die 

an der Adipogenese, dem Fettstoffwechsel und -transport beteiligt sind (z.B. CPT-1, Perilipin, 

Abbildung 36: Effekte von Pioglitazon (33) auf den Signalweg von PPAR-Signalweg in HepG2-Zel-
len183. Die unterschiedlichen Regulierungen (angezeigt als log2(fache Änderung)) werden durch die 
unterschiedlichen Farben visualisiert und auf den Bereich -1 bis 1 normalisiert184.  

 

Abbildung 37: Effekte von Garcinolsäure (37) auf den Signalweg von PPAR-Signalweg in HepG2-
Zellen183. Die unterschiedlichen Regulierungen (angezeigt als log2(fache Änderung)) werden durch 
die unterschiedlichen Farben visualisiert und auf den Bereich -1 bis 1 normalisiert184. 
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FABP1, SCD-1)224. Dies stimmte mit den fehlenden pro-adipogenen Wirkungen bei der ASC-

Differenzierung überein. Genauere Untersuchungen der 1750 von 104 regulierten Genen zeig-

ten bei 230 Genen experimentell bestätigte oder vorhergesagte PPAR-REs in der Promoterre-

gion, die zusätzlich auf PPAR-vermittelte Effekte von 104 hinwiesen225. Beim Vergleich von 104 

und GA (37) konnten gemeinsame Auswirkungen identifiziert werden, wobei 104 eine höhere 

Selektivität zeigte (Abbildung 38)184. Durch eine differenzierte Genexpressionsanalyse konnte 

eine Herunterregulierung der 

Signalübertragung des Fork-

head-Box O (FOXO) Signal-

wegs, anti-apoptotische und 

anti-proliferative Aktivität so-

wie eine verringerte Lipoge-

nese als bemerkenswerte Auswirkungen von 104 festgestellt werden (Abbildung 39-43)224.  

Durch die Herabregulierung der FOXO-Signalübertragung kommt es zu einer Förderung von 

antioxidativen und zytoprotektiven Genen und zu einer Verringerung der Expression von ne-

gativen Zellzyklusregulatoren. Eine Hochregulierung führt zur Stimulation von pro-apoptoti-

schen Genen (Bim, TRAIL, FasL)226. Darüber hinaus spielt FOXO eine Rolle bei der Insulin-Sig-

nalübertragung und der Glukose-Homöostase (G6Pase, PEPCK). Eine Herunterregulierung von 

FOXO kann ebenfalls zu einer Umkehrung von Hyperglykämie und Insulinresistenz führen227,228. 

Die Aktivität von FOXO wird durch Acetylierung und Phosphorylierung bestimmt229. Dabei führt 

die Deacetylierung (z.B. durch SIRT1) und Phosphorylierung, die durch oxidativen (JNK, MST1) 

und nährstoffbedingten Stress (AMPK) oder externe Stimuli (STAT3) ausgelöst werden kann, zu 

einer Aktivierung und infolgedessen gelangt FOXO (wieder) in den Zellkern229–231. Acetylierung 

(z.B. durch CBP) und Phosphorylierung, die durch Wachstumsfaktoren oder Insulin-induziertes 

Zellwachstum ausgelöst werden, führen hingegen zu einer Inaktivierung und damit zum Export 

aus dem Kern sowie anschließendem Abbau von FOXO229,231,232.  

Die differenzierte Untersuchung der Genexpression von 104 zeigte, dass 104 eine Herunterre-

gulierung von FOXO3 und Aktivatoren der FOXO-Signalübertragung (z.B. SIRT1, MAPK8, 

Abbildung 38 : Gegenüberstellung der Effekte von 104 und GA 
(37) bei der Genexpression183. Die Heatmap zeigt hochregulierte 
(blau), runterregulierte (rot) und nicht regulierte (schwarz) Gene191.
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TMFSF10) verursachte sowie eine Hochregulation von hemmenden Regulatoren (z.B. SGK1) zu 

beobachten war (Abbildung 39, Abbildung 40). Demgegenüber veränderte Pioglitazon (33) die  

FOXO-Signalgebung nicht (Abbildung 41)184. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass die 

PPARγ-Modulation von 104 auf die allosterische Bindungsstelle zurückzuführen ist. Die Hem-

mung der FOXO-Signalübertragung durch 104 führte außerdem zu einer Herunterregulierung 

von Genen, die in Verbindung zur Lipogenese (z.B. LDLRAP1, SERPINA3, ATP10A), der TOR-

Signalübertragung (z. B. LAMTOR1, 2, mTORC1, PIP4K), der Zellzyklusprogression (z. B., 

ANAPC15, CDC16), Apoptose (z. B. DDIT3, BID) und ATP-Erzeugung (z. B. SLC25A17, 

Abbildung 39: Eine Auswahl von Genen die durch die Behandlung mit 104 (20 μM) reguliert wurden 
und mit dem FOXO-Signaling (1), Adipo-/Lipogenese (2), TOR-Signaling (3), Apoptose (3) und ATP-
Erzeugung (3) in Verbindung stehen. Die Heatmap zeigt die log2(x-fache Veränderung) der Genex-
pression von signifikant (p-Wert < 0,05) regulierten Genen191. 

Abbildung 40: Effekte von 104 auf den FOXO-Signalweg in HepG2-Zellen. Die unterschiedlichen Re-
gulierungen (angezeigt als log2(fache Änderung)) werden durch die unterschiedlichen Farben visua-
lisiert und auf den Bereich -1 bis 1 normalisiert191. 
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NDUFA9)224 stehen. Die Gesamtheit dieser Effekte, die durch 104 ausgelöst wurden, deutet auf 

einen verringerte Stoffwechselaktivität und den Eintritt der Zellen in einen Ruhezustand hin. 

Eine Erklärung hierfür könnte die verringerte FOXO-Aktivität liefern.  
 

 

Abbildung 41: Effekte von Pioglitazon (33) auf den FOXO-Signalweg in HepG2-Zellen183. Die unter-
schiedlichen Regulierungen (angezeigt als log2(fache Änderung)) werden durch die unterschiedlichen 
Farben visualisiert und auf den Bereich -1 bis 1 normalisiert184. 

Abbildung 42: Effekte von Garcinolsäure (37, GA) auf den FOXO-Signalweg in HepG2-Zellen183. Die 
unterschiedlichen Regulierungen (angezeigt als log2(fache Änderung)) werden durch die unter-
schiedlichen Farben visualisiert und auf den Bereich -1 bis 1 normalisiert184. 
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3.2.4.9 Beobachtung von FOXO-Phosphorylierung und Aktivität  

Für ein genauere Untersuchung der beobachteten unterdrückenden Wirkung von 104 auf 

FOXO, erfolgte eine Betrachtung in orthogonalen Zellexperimen-

ten. Hierfür wurden zum einen HEK293T-Zellen ausgesät und mit 

104 (20 μM) oder DMSO (Negativkontrolle) inkubiert. Nach einer 

entsprechenden Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet, das 

Protein extrahiert, mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und 

durch Western Blotting ausge-

wertet (siehe Kapitel 5.13). Die 

Auswertung zeigte, dass die Be-

handlung mit 104 zu einer Förde-

rung der Phosphorylierung von 

FOXO3a an Ser253 führte, was 

den Export von FOXO aus dem 

Zellkern steigerte (Abbildung 

43)233. Zudem konnte in einem weiteren Experiment an trans-

fizierten HepG2-Zellen gezeigt werden, dass Pioglitazon (33) 

die Transkriptionsaktivität von FOXO in einer zeitabhängigen 

Weise erhöhte, während die Behandlung mit 104 die Tran-

skriptionsaktivität verringerte. Für diese Steuerung könnte, in 

Anbetracht der Zeit, ein genomischer Mechanismus verant-

wortlich sein, der die Unterdrückung von FOXO bewirkte233 (Abbildung 44).

Abbildung 43: 104 (20 
μM, 16 Std.) erhöht die 
inaktivierende Phospho-
rylierung von FOXO3a an 
Ser253191. 

Abbildung 44: Pioglitazon (33) 
führt zu einer zeitabhängigen 
Erhöhung der FOXO-Aktivität 
in HepG2-Zellen, während 104
eine zeitabhängige Verringe-
rung verursacht191.  
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4. Zusammenfassung und Ausblick 
Nukleäre Rezeptoren (NRs) sind ligandengesteuerte Transkriptionsfaktoren, die sich aus einer 

Superfamilie von 48 humanen Mitgliedern zusammensetzt. Seit vielen Jahrzehnten stellen sie 

ein attraktives Forschungsgebiet für die Arzneistoffentwicklung dar, da sie eine bedeutende 

Rolle in zahlreichen physiologischen (Metabolismus, Immunantwort, Zelldifferenzierung) und 

pathologischen (Krebs, metabolisches Syndrom, Asthma) Prozessen unseres Körpers spielen1. 

In den letzten Jahren hat die Entdeckung von alternativen Liganden, die nicht die viel be-

forschte orthosterische Bindungstasche, sondern alternative Epitope adressieren, zunehmend 

an Bedeutung gewonnen. Die Identifizierung und Erforschung solcher allosterischer Liganden 

könnte in der Zukunft zu einem vertieften Verständnis sowohl bekannter als auch noch unbe-

kannter Wirkmechanismen führen und Ausgangspunkt für neue therapeutische Möglichkeiten 

bieten8,9,10. Neben der Entwicklung von Liganden für klassische NRs ist insbesondere die For-

schung an neuen Liganden für sogenannte Waisenrezeptoren, wie Nur77 oder NOR-1, von 

großer Bedeutung. Diese Rezeptoren weisen keinen bekannten endogenen Liganden auf und 

stellen daher eine besondere Herausforderung dar6,7.  

Das Ziel dieser Forschungsarbeit bestand darin, neue innovative Liganden für den Peroxiso-

men-Proliferator-aktivierter-Rezeptor γ (PPARγ) sowie für die Waisenrezeptoren Nervenwachs-

tumsfaktor induzierter Klon B (Nur77) und Neuronen-abgeleiteter Waisenrezeptor (NOR-1) zu 

identifizieren. 

Bei den Rezeptoren Nur77 und NOR-1 handelt es sich um noch unzureichend erforschte NRs 

der NR4A-Familie. Es fehlt insbesondere an Modulatoren dieser Rezeptoren als Werkzeuge, um 

ihr zum Teil noch unentdecktes Potential zu erforschen. Um diese Lücke zu schließen, wurde 

ein in vitro Screening (Gal4-Hybrid-Reportergenassay) durchgeführt und eine Bibliothek von 

480 Arzneistoff-Fragmenten, die aus bekannten strukturellen Motiven zugelassener Arzneimit-

tel stammen, mittels Einpunktmessungen (100 μM) auf ihre modulatorische Aktivität an Nur77 

und NOR-1 gescreent. Durch das Screening konnten für Nur77 neun und für NOR-1 16 primäre 

Treffer identifiziert werden, die eine Induktion (Rezeptoraktivität > 150% für Agonisten) oder 

Repression (Rezeptoraktivität < 60% für inverse Agonisten) des jeweiligen Rezeptors verur-

sachten. Nach erneuter Testung dieser Verbindungen in vier unabhängigen biologischen Wie-

derholungen und einem Kontrollexperiment mit dem Liganden-unabhängigen Transkriptions-

induktor VP16195,196, um unspezifische Auswirkungen auf die Reporteraktivität zu erfassen und 
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falsch positive Hits auszuschließen, blieben für Nur77 (40-42) und NOR-1 (41, 43, 44) jeweils 

drei Verbindungen als validierte Liganden übrig (Schema 22). 

40 (IC50 = 48 ± 8 μM) und 41 (IC50 = 52 ± 3 μM) vermittelten moderate invers agonistische 

Aktivität an Nur77, 42 zeigte eine geringere 

Aktivität. 40 (IC50 = 22 ± 3 μM) und 41 (IC50 

= 35 ± 6 μM) modulierten zudem den hu-

manen Nur77 Volllängen-Rezeptor in ei-

nem Reportgen-Assay mit dem natürlichen 

humanen Response-Element (NBRE). Die 

Bindung an die rekombinante Liganden-

bindungsdomäne (LBD) von Nur77 konnte 

ebenfalls mittels Isothermer Titrationskalo-

rimetrie (ITC, 40 – Kd = 7,8 μM, 41 – Kd = 10 μM) nachgewiesen werden. Da sich das Struk-

turmotiv von 40 von einer prominenten Arzneistoffklasse, den Sartanen, ableitete wurden alle 

kommerziell verfügbaren Sartane hinsichtlich ihrer Wirkung auf Nur77 im Gal4-Assay unter-

sucht - dabei zeigte nur Irbesartan (45) eine potenziell invers agonistische Aktivität (IC50 = 30 

μM). Der Nachweis einer Bindung mittels ITC scheiterte jedoch. Die weitere Untersuchung der 

Struktur-Wirkungs-Beziehungen von 41 demonstrierte, dass von diesem Chemotyp eine Opti-

mierung von agonistischen und invers agonistischen Liganden für Nur77 möglich war. Dabei 

stellte sich heraus, dass die Anwesenheit, der Acetyl- und der OH-Gruppe für den inversen 

Agonismus notwendig war, während das Fehlen der Acetyl-Gruppe und Einführung von elekt-

ronenziehenden Gruppen am Phenylsubstituenten zu Agonismus führte. Basierend auf diesen 

vielversprechenden Ergebnissen wurde der Chemotyp mithilfe Computer-gestützte Verfahren 

weiter optimiert. Dies geschah durch die Durchführung von Docking-Studien, um die Interak-

tion zwischen 41 und der Nur77-LBD vorherzusagen. Dabei konnte unter den vier bekannten 

Bindungstaschen von Nur77 die THPN (16) Bindungstasche (PDB: 4JGV120) als die Tasche mit 

dem höchsten Docking-Score identifiziert werden. Bei genauer Untersuchung dieser Bindungs-

tasche stellte sich heraus, dass im Bereich des N-Acetyl-Substituenten noch Raum für eine Ver-

längerung von 41 zur Verfügung stehen könnte. Mit dieser Erkenntnis wurden 25.021 kom-

merziell verfügbare N2-substituierte N1-Phenylpiperazine mittels molekularen Dockings an die 

vorhergesagte Bindungsstelle von 41 gescreent und die Verbindungen nach ihrem Docking-

Score sortiert. Aus den 100 Verbindungen mit dem höchsten Score wurden nach Filtern für das 

Schema 22: Screening-Hits für Nur77 und NOR-1. 
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Molekulargewicht (< 500 g/mol) und Entfernen von gleichen Scaffolds 17 chemisch diverse 

von 41 abgeleitete Verbindungen als Hits identifiziert und hinsichtlich ihrer Fähigkeit Nur77 zu 

modulieren in vitro getestet. In der primären Testung im Gal4-Reportergen-Assay (Konzentra-

tion: 30 μM, 100 μM) zeigten acht Verbindungen (60, 61, 62, 64, 67, 68, 69, 74) eine Modula-

tion von Nur77, wohingegen bei fünf Verbindungen (58, 59, 65, 66, 72) keine Aktivität festzu-

stellen war. Die restlichen vier Verbindungen (63, 70, 71, 73) mussten aufgrund von toxischen 

Effekten ausgeschlossen werden. Unter den acht Verbindungen, die eine Modulation von 

Nur77 aufwiesen, konnten durch Auswertung von Dosis-Wirkungs-Kurven drei Verbindungen 

(60, 68, 74) als neue Agonisten und eine Verbindung (64) als neuer inverser Agonist identifi-

ziert werden (Schema 23). Auch am monomeren humanen Volllängen Nur77 am NBRE 

demonstrierte 60 (146% Nur77 

Aktivierung bei 100 μM) und 74 

(163% Nur77 Aktivierung bei 

100 μM) eine Nur77 Aktivierung 

beziehungsweise 64 (81% ver-

bleibende Aktivierung bei 100 

μM) eine Repression von Nur77. 

Die höchste Nur77 Aktivierung 

in beiden Assays wurde durch 

68 (EC50 = 2 ± 1 μM, 169 ± 18% 

maximale Aktivierung) ausgelöst. Zusätzlich zu den Ergebnissen aus den Assays war es möglich 

die Bindung von allen aktiven Verbindungen, ausgenommen 74, mittels ITC zu bestätigen. Zu-

dem wurden die Verbindungen, die in den zellulären Tests wegen toxischen Effekten nicht cha-

rakterisiert werden konnten, ebenfalls hinsichtlich ihrer Bindung an das Nur77-Protein im ITC 

untersucht. Dadurch gelang es für 63 und 73 eine Bindung nachzuweisen, während 70 und 71 

keine Bindung zeigten. Zusammengenommen wies die Auswertung der strukturellen Merkmale 

daraufhin, dass starre und planare Strukturmotive favorisierte Substituenten für N-Phenyl-

piperazin-basierte Nur77 Agonisten darstellten. Zusätzlich gab die fehlende Aktivität von 65, 

66 und 71 Hinweise auf einen Einfluss auf die Ligandengeometrie, wobei sich eine Tendenz für 

gewinkelte gegenüber linearen Gerüsten offenbarte. In Hinblick auf die Entwicklung von po-

tenteren Nur77 Liganden wiesen die Verbindungen 68 und 74 (~ 250% maximale Aktivierung 

Schema 23: Aktive Verbindungen aus dem molekularen Do-
cking. Grün = agonistische Verbindungen (60, 68, 74), blau = 
invers agonistische Verbindung (64). 
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im Gal4-Assay) die höchste Nur77-Aktivierung auf und bieten dadurch einen vielversprechen-

den Startpunkt für die Entwicklung von Nur77-Agonisten. Darüber hinaus demonstrierte ins-

besondere 68 eine potente Aktivierung von Gal4-Nur77 und Volllängen-Nur77 und wies eine 

Bindungsaffinität im unteren mikromolaren Bereich auf. Bei der Untersuchung der Selektivität 

ergab sich lediglich eine leichte agonistische Aktivität an Rezeptoren aus der gleichen NR4A-

Familie (Nurr1, NOR-1), was sich durch die strukturelle Ähnlichkeit der Rezeptoren erklären 

lässt. Nichtsdestotrotz konnte beim Vergleich der Aktivitäten innerhalb der NR4A-Familie eine 

deutlich höhere Aktivität auf Nur77 beobachtet werden, was auf eine gewisse Präferenz für 

Nur77 hinwies. Daneben zeigten weitere Testungen, dass 68 in die vorhergesagte THPN-Bin-

dungstasche band und die mRNA-Expression des durch Nur77 regulierten Transkriptionsfaktor 

GATA-Bindungsfaktor 2 (GATA2) in HeLA-Zellen erhöhte. Abschließend kann festgestellt wer-

den, dass die Identifizierung des N-Phenylpiperazin-Derivates 68 eine Verbindung offenbarte, 

die sich durch ihre hohe Potenz, ihre beachtenswerte Aktivierung von Nur77 und ihre gewissen 

Selektivität gegenüber den anderen Vertretern der NR4A-Familie, die eine seltene Eigenschaft 

darstellt234, auszeichnet. Dies macht 68 zu einer vielversprechenden Leitstruktur für die zukünf-

tige Erforschung von noch potenteren Nur77-Liganden, insbesondere im Hinblick auf ihre po-

tenzielle Wirkung bei neurodegenerativen Erkrankungen. 

Neben der Bindung an Nur77 wies Verbindung 41 (IC50 = 73 ± 19 μM) ebenfalls eine inverse 

Modulation von NOR-1 auf. Zudem konnte bei 43 (IC50 = 47 ± 8 μM) ein inverser Agonismus 

und 44 (EC50 = 44 ± 6 μM) ein Agonismus an NOR-1 identifiziert werden. Die weitere Charak-

terisierung der Screening-Hits 41 und 43 für die Modulation von NOR-1 wurden durch Daniel 

Zaienne durchgeführt. Die Ergebnisse dieser Charakterisierung sind in ausführlicher Form in 

seiner Forschungsarbeit zu finden und werden in der vorliegenden nur zusammenfassend dar-

gestellt. Bei der strukturellen Untersuchung von 41 stellte sich heraus, dass das Fehlen der 

Acetyl- oder phenolischen Hydroxy-Gruppe, wie schon bei Nur77, zum Verlust des inversen 

Agonismus führte. Die inverse Aktivität wandelte sich durch das Fehlen der Acetylgruppe und 

die Variation der 4-Position (-NH2, -NO2, -Cl) in eine leicht agonistische Aktivität, was eine 

Möglichkeit zur Entwicklung von Agonisten für NOR-1 bietet. Durch die Untersuchung der 

strukturellen Erweiterung von 43 mit einem Chlor-Atom (Position 2, 4, 5, 6, und 7) kam es zur 

Entdeckung von 75, die eine 3,5-fache Steigerung (IC50 = 14 ± 2 μM) des inversen Agonismus 

zeigte. Diese Entdeckung ermöglichte den Rückschluss, dass das Einführen von voluminöseren 

Resten, wie Brom (76, IC50 = 8 ± 1 μM) oder Phenyl (77, IC50 = 4 ± 2 μM) eine invers agonistische 
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Potenz im unteren mikromolaren Bereich bewirkte. Besonders das Brom-Derivat (76) zeichnete 

sich durch eine hohe inverse agonistische Aktivität aus und überzeugte mit einer 7%igen 

Restaktivität von NOR-1 (Schema 24). 76 war zu dem im-

stande, die Interaktion von NOR-1 mit den Co-Regulato-

ren NCoR1 und SMRT mit einer vergleichbaren Potenz 

(NCoR1: IC50 = 12 ± 3 μM, SMRT: IC50 = 90 ± 2 μM) zu 

blockieren. Außerdem wurde ein Einfluss von 43 und 76 

auf die von NOR-1 regulierten Genexpression beobachtet. 

Beide waren in der Lage als inverse Agonisten, das c-MYC 

Protoonkogen (MYC) in HeLa-Zellen zu induzieren, was 

mit Ergebnissen aus vorherigen Studien übereinstimmte, 

dass eine Expression von MYC durch eine konstitutive NOR-1 Aktivität unterdrückt werden 

kann202,203,204.  

Insgesamt lieferten die Ergebnisse des Arzneistofffragment-Screenings und die anschließende 

Charakterisierung wertvolle Einblicke in die Entwicklung von neuen potenteren Liganden für 

die NR4A-Rezeptoren Nur77 und NOR-1. Die Identifizierung der Verbindungen 41 und 68 für 

Nur77 sowie 43 und 76 für NOR-1 können dazu beitragen, ein tieferes Verständnis der mole-

kularen Mechanismen hinter der Aktivierung von Nur77 und NOR-1 zu erlangen. Dies könnte 

einen vielversprechenden chemischen Ausgangspunkt für die Entwicklung von noch wirksame-

ren und selektiveren Liganden bieten, die das Potenzial haben zu zukünftigen Wirkstoffen zu 

werden und zudem ein besseres Verständnis vor allem bei neurodegenerativen Erkrankungen 

zu erlangen. 

 

 

Viele Jahre lang konzentrierte sich die Forschung zu PPARγ-Liganden auf das Adressieren der 

orthosterischen Bindungstasche und die klassische PPAR-regulierte Gentranskription, die 

durch Bindung an diese Tasche moduliert werden kann. Obwohl die Existenz einer allosteri-

schen Bindungstasche von PPARγ seit mehreren Jahren bekannt ist, liegt der Fokus immer noch 

auf der Entwicklung von orthosterischen Liganden. Dies ist zum Teil auf die Schwierigkeit der 

Entdeckung von allosterischen Liganden im Vergleich zu orthosterischen Liganden zurückzu-

führen, da herkömmliche Methoden wie das Hochdurchsatz-Screening kaum geeignet sind, da 

Schema 24: Struktur von Verbin-
dung 76 und 77. 
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sie vornehmlich orthosterische Binder hervorbringen. Nichtsdestotrotz sind Publikationen vor-

handen, die von allosterischen Liganden an PPARγ berichten. Die bisher veröffentlichten Lig-

anden zeigten bisher jedoch keine selektive Bindung in die allosterische Tasche, sondern ent-

weder eine (zweiseitige) Bindung in beide Taschen oder eine Bindung, die sich von der orthos-

terischen in die allosterische Tasche erstreckte9,186,205,206. Das zunehmende Interesse an der al-

losterischen Modulation rührt unter anderem von ihrem Potenzial für eine höhere Selektivität 

und eine feinere Kontrolle der Proteinaktivität in dieser Klasse her, um dadurch womöglich 

neuartige therapeutische Perspektiven zu erschließen207. Durch die Entdeckung der Bindung 

des Vitamin E Mimetikum Garcinolsäure (37, GA) an PPARγ wurde außerdem ein natürlicher 

Ligand gefunden, der in der Lage ist, PPARγ ortho- und allosterisch zu adressieren. Die Erfor-

schung dieser zweiseitigen Modulation zeigte eine Abweichung gegenüber der orthosteri-

schen Modulation durch klassische Agonisten wie Pioglitazon (33) und lieferte durch den di-

rekten Vergleich erste Hinweise auf den Einfluss und das Potenzial, die die allosterische Modu-

lation bewirken könnte184.  

Ein Ziel dieser Arbeit war es daher einen selektiven allosterischen PPARγ Liganden zu syntheti-

sieren und mit diesem die allosterische Modulation von PPARγ zu charakterisieren. Aufgrund 

seiner komplexen biologischen Effekte und seiner geringen synthetischen Zugänglichkeit 

konnte 37 nicht als Ausgangspunkt für dieses Vorhaben dienen. Um eine geeignete Ausgangs-

verbindung zu finden, erfolgte die Durchführung eines in vitro Screening mit einer hauseigenen 

Sammlung von synthetisierten PPARγ-Modulatoren mittels Gal4-Hybrid-Assay, bei dem die or-

thosterische Bindungsstelle von PPARγ durch den irreversiblen Antagonisten GW9662 (36) blo-

ckiert wurde. Dieses Screening führte zur Identifizierung von 39 (Schema 25), das obgleich der 

Bindung von 36 an die orthosterische Bindungsstelle eine Aktivierung von PPARγ verursachte 

(EC50 = 2,1 ± 0,2 μM), was auf einen möglichen allosterischen Mechanismus hindeutete. Dar-

über hinaus wies 39 im Vergleich zu 37 günstige Eigenschaften und eine bessere synthetische 

Zugänglichkeit auf. Die Co-Kristallisation von 39 mit der PPARγ-LBD bestätigte, dass 39 ge-

nauso wie 37 in der Lage war an die ortho- und allosterische Bindungstasche von PPARγ zu 

binden. Durch die genaue Analyse der Kristallstruktur insbesondere der beiden Bindungstas-

chen, offenbarte sich, dass die orthosterische Bindungstasche nach der Bindung von 39 nur 

begrenzten Raum für eine räumliche Molekülerweiterung bot. Die allosterische Bindungstasche 

hingegen war im Bereich der 5- und 6-Position des Tetrahydronapthalin lösungsmittelexpo-

niert, was eine Ausdehnung des Moleküls in diese Richtung ermöglichte. Mit der Hypothese, 
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dass eine Verlängerung der Molekülstruktur von 39 die Bindung in die orthosterische Bin-

dungstasche verhindern würde, wurde mit 39 als Vorlage Verbindung 78 als Ausgangspunkt 

designt. 78 lieferte im Bereich des Benzylalkohols eine Möglichkeit einer Molekülverlängerung 

in Form eines Linkers. Die Synthese von 78 verlief über eine nukleophile aromatische Substitu-

tion (SNAr) mit Chloropyrimidin (82) und (3-Amino-2-methylphenyl)methanol (83). Für die Mo-

lekülerweiterung wurde ein 4-(2-Chloroethyl)morpholin-Linker (84), der durch eine Wil-

liamson-Ether-Synthese mit 78 ver-

bunden werden sollte, ausgewählt. 

Die Synthese stellte sich als komplex 

heraus und zeichnete sich durch eine 

zahlreiche Variation der Edukte, Ver-

änderung der Reaktionsbedingun-

gen, Steigerung der Reaktivität so-

wie Umstellung der Synthesereihen-

folge aus. Schlussendlich führten die 

Anpassungen und Herausforderun-

gen zu einem veränderten Startmo-

lekül (101), dass die Variation von verschiedenen Linkern mittels Williamson-Ether-Synthese 

ermöglichte und Verbindung 104 lieferte (Schema 25).  

Durch die nachfolgende Testung der Eignung von 104 mittels molekularem Docking konnte 

die zuvor aufgestellte Hypothese bestätigt und die allosterische Bindungstasche als wahr-

scheinlichsten Bindungsmodus von 104 identifiziert werden. Die Charakterisierung des neu 

synthetisierten potenziellen allosterischen Liganden 104 erfolgte daraufhin in zellulären und 

nicht-zellulären Experimenten. 

In einem Gal4-Hybrid-Reportergenassay (HEK293T-Zellen) wurde festgestellt, dass 104 allein 

nur eine schwache Aktivierung von PPARγ zeigte. Allerdings war 104 nicht in der Lage, die 

Aktivität des orthosterischen Agonisten Pioglitazon (33) in einer dosisabhängigen Weise zu 

steigern. Außerdem induzierte 104 die Transkriptionsaktivität über das menschliche PPAR-

Response-Element (PPRE) und verstärkte die PPRE-Aktivierung durch 33. Diese Ergebnisse 

deuteten darauf hin, dass trotz der Bindung von 104 eine Bindung von 33 in die orthosterische 

Bindungstasche immer noch möglich war. In Ergänzung zu diesem Experiment wurde die Fä-

higkeit von 104 untersucht, die PPARγ-Phosphorylierung von Ser273 in HEK293T-Zellen zu 

Schema 25: Modifizierungsversuche von 39 und Aus-
schnitt aus der Synthese von 104. Reagenzien und Bedin-
gungen: (a) K2CO3, KI, DMF, 80 °C, 23 Std., 47%. 
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blockieren. Dieser Effekt kann bei klassischen Thiazolidindione (TZD), wie Rosiglitazon (32) o-

der Pioglitazon (33), beobachtet werden und steht mit der antidiabetischen Aktivität in Zusam-

menhang214. Es stellte sich jedoch heraus, dass 104 nicht imstande war diese Phosphorylierung 

zu blockieren, was darauf schließen lässt, dass eine alleinige Bindung von 104 in die allosteri-

sche Bindungstasche zur Auslösung des Effekts nicht ausreichte. Daneben zeigte 104 keine 

zytotoxische Aktivität in COS7-Zellen und keine agonistischen noch antagonistischen Effekte 

auf eine Vielzahl von im Gal4-Assay getesteten NRs, insbesondere nicht auf anderen Mitglie-

dern der PPAR-Familie (NR1C1, NR1C2).  

Zusätzlich zu den vielversprechenden zellulären Untersuchungen mussten die Ergebnisse 

ebenfalls im zellfreien System reproduziert werden. Die Untersuchung mittels differentieller 

Scanning Fluorometrie (DSF) demonstrierten, dass 104 allein keine Auswirkung auf die 

Schmelztemperatur des PPARγ-Proteins hatte. Jedoch war eine additive thermische Stabilisie-

rung der PPARγ-LBD bei der Kom-

bination von 104 mit 33 zu sehen. 

Dies lieferte einen weiteren Hinweis 

darauf, dass 104 sowohl die allos-

terische Bindungsstelle besetzte 

sowie zu einer zusätzlichen Stabili-

sierung des Proteins beitrug. Der 

eindeutige Beweis für die selektive 

allosterische Bindung von 104 

konnte durch die Co-Kristallisation 

von 104 mit der PPARγ-LBD gene-

riert werden. Die Analyse der Kris-

tallstruktur offenbarte eine selektive Bindung von 104 in die allosterische Bindungstasche von 

PPARγ (Abbildung 24).  

Obwohl die Aktivierungsfunktion (AF-2) im PPARγ-104-Komplex keine direkte Bindung mit 104 

aufwies, konnte festgestellt werden, dass dennoch eine aktive Konformation der PPARγ-LBD 

induziert wurde. Eine mögliche Erklärung dafür könnte die Ω-Schleife sein, die zu einer Stabili-

sierung der PPARγ-LBD und einer anderen Konformation von H4 und H5 führte. Bei dem Ver-

gleich des Bindungsmodus von 104 mit Bindungsmodi von anderen bekannten Liganden, wie 

Abbildung 24: Die Co-Kristallstruktur von PPARγ-LBD im 
Komplex mit 39 (magenta, PDB: 8ATY191) und 104 (gelb, 
PDB: 8ATZ191). Die Überlagerung von 104 und 39 zeigte eine 
ähnliche aktive Konformation, aber eine selektive Bindung 
von 104 an die allosterische Bindungsstelle. 
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MRL-871 (1) und BVT.13 (38), fiel auf, dass diese Liganden unterschiedliche Proteinkonforma-

tionen induzierten und dadurch unterschiedliche Auswirkungen auf die Aktivierung des Rezep-

tors bewirkten. Bei der Betrachtung der gebundenen Zustände von 1, Pirinixinsäure (31), 37, 

38, 39 und 104 mit der PPARγ-LBD zeigten sich unterschiedliche strukturelle Änderungen, 

insbesondere in Bezug auf die Konformation der Helix 12 (Abbildung 26). Die Bindung von 1 

und die Einzelbindung von 31 waren nicht in der Lage die aktive Konformation von H12 zu 

stabilisieren. Nur die gleichzeitige Bindung von 31 oder GA (37) an die ortho- und allosterische 

Bindungsstelle beziehungsweise die Bindung von 104 an die allosterische Bindungsstelle allein 

induzierte und stabilisierte die aktive Konformation der PPARγ-LBD, während die anderen al-

losterischen Liganden lediglich zu einer Stabilisierung der H12 führten. Zusätzlich wurde durch 

einen strukturellen Vergleich der Bindungsmodi der zuvor erwähnten Verbindungen der au-

ßergewöhnliche Bindungsmodus von 104 offenbart. 104 besetzte im Vergleich zu den anderen 

Liganden nur die allosterische Bindungstasche, ohne Überlappung in die orthosterische Bin-

dungstasche.  

Für die weitere Untersuchung der Bindung von 104, wurden Bindungsstudien in Lösung in An- 

und Abwesenheit eines orthosterischen Liganden unter Verwendung von ITC und Massenspek-

trometrie (MS) durchgeführt. Die ITC-Untersuchung zeigte eine 1:1 Stöchiometrie für die Bin-

dung von 104 an das PPARγ-LBD-Protein. Auch die vorherige Behandlung der PPARγ-LBD mit 

dem kovalenten Antagonisten GW9662 (36) änderte die Bindungsstöchiometrie nicht. Außer-

dem zeigte ein MS-basierter-PPARγ-Ligandenbindungs-Assay eine dosisabhängige Interaktion 

von 104 mit dem PPARγ-LBD-Protein, die unabhängig von der An- oder Abwesenheit des or-

thosterischen Agonisten Pioglitazon (33) war. Die Ergebnisse aus beiden Experimenten bestä-

tigten, dass eine Bindung von orthosterischen (33, 36) und allosterischen Liganden (104) ohne 

Konkurrenz möglich war sowie die Anwesenheit von 104 die Bindung von 33 nicht beeinflusste, 

so dass 104 die Bindung eines orthosterischen Agonisten ermöglichte. 

Abbildung 26: Vergleich der PPARγ-LBD Strukturen im Komplex mit verschiedenen allosterischen 
und orthosterischen Liganden zeigte Unterschiede in der LBD-Konformation. Zum Vergleich der in-
aktiven und aktiven Form sind die inaktive Apostruktur und der Pioglitazon (33)-Komplex mit der 
PPARγ-LBD abgebildet191. 
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Auch die molekularen Effekte der allosterischen Bindung von 104 auf die PPARγ-Aktivität wur-

den umfassend studiert. Hierfür erfolgte der Vergleich des Einflusses von Pioglitazon (33), 

GW9662 (36) und 104 auf die Rekrutierung von Co-Regulatoren an die PPARγ-LBD mittels 

zeitaufgelösten Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer(HTRF)-Assay. Im Gegensatz zu her-

kömmlichen Agonisten demonstrierte 104 abweichende molekulare Effekte (Abbildung 31). 

Pioglitazon (33) induzierte die Bindung von Co-Regulatoren wie CBP-1, PGC-1α, NCoA6 und 

DRIP2 an die PPARγ-LBD und verdrängte SMRT und NCOR. Dagegen verstärkte der Antagonist 

GW9662 (36) die Bindung von SMRT und NCOR und verdrängte CBP-1. 104 zeigte eine schwä-

chere Rekrutierung von PGC-1α und NCoA6, war aber fähig CBP-1 und DRIP2 zu verdrängen 

und die Bindung von SMRT und NCOR zu verstärken. Zudem konnte 104 die Heterodimerisie-

rung von PPARγ mit RXRα verringern und die Stabilisierung des Heterodimers, durch 33, auf-

heben.  

Da es sich bei 104 gemäß dieser umfassenden Charakterisierung um einen selektiven alloste-

rischen Liganden handelte, bot es sich an mit diesem die biologischen Effekte dieser selektiven 

Bindung zu betrachten. Hierfür wurde die Wirkung von 104 auf die Differenzierung von adi-

pozytären Stammzellen untersucht. Es stellte sich heraus, dass 104 im Gegensatz zu 33 keine 

Adipogenese induzierte und sogar die von 33 induzierte Adipogenese leicht verringerte, ob-

wohl dieser Prozess normalerweise durch PPARγ reguliert wird. Dieses Experiment zeigte somit, 

dass die allosterische Bindung von 104 keine klassisches, pro-adipogenes PPARγ-Signaling 

auslöste.  

Für ein noch besseres Verständnis der Wirkungsweise von 104 wurde die nicht-kanonische 

PPARγ-Modulation betrachtet. Dies geschah durch die Untersuchung des Einflusses von 104 

Abbildung 31: Pioglitazon (33, 3 μM), GW9662 (36, 10 μM) und 104 (30 μM) verursachten unter-
schiedliche Auswirkungen auf die Rekrutierung von Co-Regulatoren durch PPARγ191. 
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auf die Genexpression in Hepatozyten (HepG2) mittels RNA-Sequenzierung. Die Sequenzie-

rung lieferte 1750 Gene, deren Expression 104 signifikant veränderte. Zudem bewirkte 104 

keine Induktion der kanonischen PPARγ-Signalgebung, im Gegensatz zu Pioglitazon (33) und 

GA (37). 104 verursachte lediglich eine Runterregulierung mehrerer PPARγ-regulierter Gene, 

die an der Adipogenese, dem Fettstoffwechsel und -transport beteiligt sind. Weitergehende 

Untersuchungen präsentierten, dass 104 eine Herunterregulierung von FOXO3 und Aktiva-

toren der FOXO-Signalübertragung verursachte. 33 hingegen veränderte die FOXO-Signalge-

bung nicht184. Dies könnte darauf hindeuten, dass die PPARγ-Modulation von 104 auf die al-

losterische Bindungsstelle zurückzuführen ist. Zudem bewirkte die Behandlung mit 104 eine 

Herunterregulierung von Genen, die in Verbindung zur Lipogenese, der TOR-Signalgebung, 

der Zellzyklusprogression, Apoptose und ATP-Erzeugung stehen. Wenn die Effekte durch 104 

im gesamten betrachtet werden, deutet dies auf eine verringerte Stoffwechselaktivität und den 

Eintritt der Zellen in einen Ruhezustand hin. Ein möglicher Erklärungsansatz könnte die verrin-

gerte FOXO-Aktivität liefern. Aus diesem Grund wurde die beobachtete unterdrückende Wir-

kung von 104 auf FOXO in einem orthogonalen Zellexperiment (HEK293T) betrachtet. Die Er-

gebnisse zeigten, dass die Behandlung mit 104 zu einer Förderung der Phosphorylierung von 

FOXO3a an Ser253 führte, welche den Export von FOXO aus dem Zellkern förderte233. Zudem 

ergaben Transkriptionsaktivitätsmessungen, dass 104 die Transkriptionsaktivität von FOXO 

verringerte, während Pioglitazon (33) diese erhöhte.  

Zusammenfassend lieferte diese Forschungsarbeit neue Erkenntnisse über die allosterische 

Modulation des PPARγ-Rezeptors durch den neuen allosterischen Liganden 104. Die Ergeb-

nisse aus dieser Arbeit verdeutlichen die Bedeutung von allosterischen Liganden und gezielter 

allosterische Modulation von NRs, die intensivierte Forschung bedürfen. Mit 104 wurde eine 

Verbindung entwickelt, die die Möglichkeit für die Identifizierung und Entwicklung von neuen 

allosterischen Liganden bietet. Dies ist zum Beispiel durch ein MS-basierten-Ligandenbin-

dungs-Screening (wie unter Kapitel 3.2.4.4 MS-basierter-PPARγ-Ligandenbindungs-Assay) mit 

104 und Pioglitazon (33) möglich. Dabei kann das Protein entweder nur mit der zu screenen-

den Verbindung behandelt oder zusätzlich mit 33 oder 104 inkubiert werden. Dadurch, dass 

33 die orthosterische und 104 die allosterische Bindungstasche blockiert, dienen 33 und 104 

als Reporterliganden, um die jeweilige Bindungstasche eines neuen Liganden festzustellen. 

Dies erlaubt somit eine schnellere Identifizierung von allosterischen Liganden. Interessant wä-

ren insbesondere Verbindungen, die sich von 104 ableiten und sich durch eine bessere Affinität 



4. Zusammenfassung und Ausblick 

96 | S e i t e  

und Stabilität auszeichnen. Darüber hinaus bietet die Hemmung der FOXO-Signalübertragung 

durch 104 ein äußerst interessantes Forschungspotential. Diese Aktivität birgt möglicherweise 

einen therapeutischen Wert, da ein Zusammenhang zwischen der Aktivierung von FOXO und 

verschiedenen pathologischen Zuständen besteht. Eine gezielte Herunterregulierung dieses 

Signalwegs könnte beispielsweise eine positive neuroprotektive Wirkung haben, wie sie durch 

eine verstärkte Neurogenese nach FOXO-Hemmung in vivo beobachtet wurde235,236. 104 ist 

somit ein innovatives und vielfältig einsetzbares Werkzeug zur Erforschung der allosterischen 

Modulation von PPARγ, dessen Geschichte an diesem Punkt noch nicht zu Ende ist.  
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5. Experimenteller Teil  
 
5.1 Chemisch-synthetischer Teil  
 
Alle Lösungsmittel und Chemikalien wurden kommerziell erworben und ohne weitere Auf-

reinigung verwendet. Bei Bedarf wurde Argon als Inertgas verwendet. 

Für die Durchführung von Dünnschichtchromatographien wurden DC-Fertigfolien ALUGRAM 

Xtra SIL G/UV254 (Macherey Nagel, Düren, Deutschland) verwendet. Diese sind mit einer 20 mm 

dicken Schicht Kieselgel 60 und einem Fluoreszenzindikator U254 beschichtet. Die Visualisierung 

der Chromatogramme erfolgte über Fluoreszenzlöschung bei 254 nm oder durch Fluoreszenz 

bei 366 nm.  

Die Aufreinigung mittels Säulenchromatographie erfolgte durch Kieselgel 60 (Macherey Na-

gel, Düren, Deutschland), mit einer Korngröße von 0,04 – 0,063 mm. Als mobile Phase wurden 

technische Lösungsmittel verwendet.  
1H- und 13C-NMR-Spektren wurden mittels Kernresonanzspektroskopie (NMR) an den Spekt-

rometern von Bruker AVANCE DPX250 (Billerica, MA, USA, 250 MHz), Bruker AVANCE 300 (300 

MHz), Bruker AVANCE 400er (400 MHz) und Bruker AVANCE 500 (500 MHz) aufgenommen. 

Die Angabe der chemischen Verschiebung (δ) erfolgte in parts per million (ppm) und bezieht 

sich auf den internen Standard Tetramethylsilan (TMS), der als Signalkalibrierung diente. Die 

Einheit der dazugehörigen Kopplungskonstante J wurde in Hz angegeben. Die Signalaufspal-

tungen werden für Singuletts als s, für Dubletts als d, für Tripletts als t, für Quartetts als q und 

für Multipletts als m angegeben. 

Die Massenspektrometrie (MS) in Form von Elektrospray-Ionisierung (ESI) wurde an einem 

Surveyor MSQ Gerät (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) durchgeführt. Die Probe 

wurde hierbei mithilfe einer Pumpe (Flussrate: 300 μL/Min, Lösungsmittel: Methanol/Was-

ser/Ameisensäure, 50:50:0,1) injiziert. Zur Durchführung von DC-MS-Messungen wurde ein Ca-

mag TLC-MS Interface 2 (CAMAG Chemie-Erzeugnisse & Absorptionstechnik, Berlin, Deutsch-

land) zwischengeschaltet. Die Aufnahme von hochauflösenden Massenspektren erfolgte an ei-

nem MALDI LTQ ORBITRAP XL Instrument (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). 

Die Reinheitsbestimmung der synthetisierten Verbindungen erfolgte durch HPLC-Messungen. 

Die hierfür verwendete Waters 600 Controller HPLC-Anlage (Waters, Milford, MA, USA), bein-

haltete einen Waters 2487 dualen Absorptionsdetektor, einen Waters 717 Plus Autosampler 

und eine MultoHigh 100 RP18-5 μM, 240x4 mm Säule (Phenomenex, Torrance, CA, USA). Als 
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mobile Phase wurde ein Gradient, der sich aus Lösungsmittel A (Methanol mit 0,1% Ameisen-

säure) und Lösungsmittel B (Wasser für HPLC-Zwecke mit 0,1% Ameisensäure) zusammen-

setzte, verwendet. Der Gradient startete bei einer Zusammensetzung von Lösungsmittel A/B 

im Verhältnis 40:60 für fünf Minuten, dann binnen 20 Minuten wurde Lösungsmittel A auf 100% 

erhöht und die letzten 20 Minuten konstant gehalten. Die Detektion erfolgte mittels eines UV-

Detektors bei Wellenlängen von 254 und 280 nm. Alle synthetisierten Verbindungen, mit Aus-

nahme von Zwischenstufen, hatten eine Reinheit von > 95%. 

 

5.1.1 Synthese und analytische Daten von Derivaten für Nur77 

Generelle Vorgehensweise für die Acetylierung von N-Phenylpiperazinen 

Triethylamin (TEA, 1,0 äq) wurde zu einer Lösung des Piperazinderivats (1,0 äq) in 10 mL Dich-

lormethan (c = 0,5 M) hinzugefügt. Anschließend wurden Natriumacetat (1,1 äq) und 1-Ethyl-

3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid Hydrochlorid (EDC-HCl, 1,2 äq) hinzugefügt und die 

Mischung bei Raumtemperatur für 24 Stunden gerührt. Danach wurde Ethylacetat (10 mL) hin-

zugefügt, die Mischung dreimal mit Wasser (10 mL) gewaschen, die organische Phase über 

Natriumsulfat (Na2SO4) getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum verdampft. Das Produkt 

wurde durch Säulenchromatographie mittels Kieselgels mit n-Hexan/Ethylacetat (9:1) als mo-

bile Phase isoliert. 

 

1-(4-(4-Methoxyphenyl)piperazin-1-yl)ethan-1-on (47): Durchführung nach der generellen 

Vorgehensweise mit der Verwendung von 53 (106 mg, 551 μmol, 1,00 äq). Ausbeute: 56%. 

Beiger Feststoff. 
1H-NMR (500 MHz, Methanol‑d4): δ = 6,96–6,93 (m, 2H), 6,86–6,83 (m, 2H), 3,73 (s, 3H), 3,71 

3,69 (m, 2H), 3,66–3,64 (m, 2H), 3,05–3,03 (m, 2H), 3,00–2,98 (m, 2H), 2,13 (s, 3H) ppm.  
13C-NMR (125 MHz, Methanol‑d4): δ = 171,61, 156,03, 146,64, 120,18, 115,46, 55,92, 52,46, 

52,01, 47,56, 42,79, 21,13 ppm. 

MS (ESI+): m/z berechnet 235,14 für C13H19N2O2 ([M+H]+), gefunden 235,15. 

HRMS (MALDI): m/z berechnet 235,13963 für C13H19N2O2, gefunden 235,13953 ([M+H]+). 
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1-(4-(4-Nitrophenyl)piperazin-1-yl)ethan-1-on (49): Durchführung nach der generellen 

Vorgehensweise mit der Verwendung von 55 (105 mg, 505 μmol, 1,00 äq). Ausbeute: 44%. 

Gelber Feststoff. 
1H-NMR (500 MHz, DMSO‑d6): δ = 8,08–8,06 (m, 2H), 7,02–7,00 (m, 2H), 3,61–3,58 (m, 4H), 3,55 

– 3,53 (m, 2H), 3,48–3,46 (m, 2H), 2,04 (s, 3H) ppm.  
13C-NMR (125 MHz, DMSO‑d6): δ = 168,53, 154,37, 136,94, 125,72, 112,51, 46,96, 44,72, 21,19 

ppm.  

MS (ESI+): m/z berechnet 250,11 für C12H16N3O3 ([M+H]+), gefunden 250,08.  

HRMS (MALDI): m/z berechnet 250,11862 für C12H16N3O3, gefunden 250,11862 ([M+H]+). 

 

1-(4-(4-Chlorophenyl)piperazin-1-yl)ethan-1-on (50): Durchführung nach der generellen 

Vorgehensweise mit der Verwendung von 56 (106 mg, 538 μmol, 1,00 äq). Ausbeute: 43%. 

Beiger Feststoff. 
1H-NMR (500 MHz, Methanol‑d4): δ = 7,22–7,20 (m, 2H), 6,95–6,93 (m, 2H), 3,72–3,70 (m, 2H), 

3,67–3,65 (m, 2H), 3,18–3,16 (m, 2H), 3,12–3,10 (m, 2H), 2,13 (s, 3H) ppm.  
13C-NMR (125 MHz, Methanol‑d4): δ = 171,65, 151,23, 129,98, 129,94, 126,09, 119,02, 50,60, 

50,19, 47,27, 42,55, 21,12 ppm.  

MS (ESI+): m/z berechnet 239,09 für C12H16ClN2O ([M+H]+), gefunden 239,24. 

HRMS (MALDI): m/z berechnet 239,09457 für C12H16ClN2O, gefunden 239,09467 ([M+H]+). 

 

1-[4-(2-Fluorophenyl)piperazin-1-yl]ethan-1-on (51): Durchführung nach der generellen 

Vorgehensweise mit der Verwendung von 57 (102 mg, 567 μmol, 1,00 äq). Ausbeute: 37%. 

Braunes Öl. 
1H-NMR (500 MHz, Methanol‑d4): δ = 7,11–6,96 (m, 4H), 3,73–3,71 (m, 2H), 3,68–3,66 (m, 2H), 

3,08–3,06 (m, 2H), 3,02–3,00 (m, 2H), 2,13 (s, 3H).  
13C-NMR (125 MHz, Methanol‑d4): δ = 171,68, 158,15, 156,20, 141,01, 140,94, 125,81, 125,78, 

124,39, 124,32, 120,65, 120,63, 117,10, 116,94, 52,06, 52,03, 51,55, 51,52, 21,14 ppm.  

MS (ESI+): m/z berechnet 223,12 für C12H16FN2O ([M+H]+), gefunden 223,06.  

HRMS (MALDI): m/z berechnet 223,12412 für C12H16FN2O, gefunden 223,12416 ([M + H]+). 
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5.1.2 Synthese und analytische Daten des allosterischen PPARγ-Ligand 

Ethyl-2-((4-chloro-6-((3-(hydroxymethyl)-2-methylphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)sul-

fanyl)acetat (78): (3-Amino-2-methylphenyl)methanol (83, 71,0 mg, 515 μmol, 1,00 äq), Ethyl-

2-((4,6-dichloropyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetat (82, 138 mg, 515 μmol, 1,00 äq) und Natriumcar-

bonat (164 mg, 1,55 mmol, 3,00 äq) wurden in 4 mL Dimethylformamid (c = 0,05 M) gelöst und 

vier Stunden bei 120 °C gerührt. Danach wurde Wasser (10 mL) hinzugefügt und die Mischung 

dreimal mit Ethylacetat (10 mL) extrahiert, die organischen Phasen vereinigt, über Natriumsul-

fat (Na2SO4) getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum verdampft. Anschließend wurde 

eine Säulenchromatographie (n-Hexan/Ethylacetat 3:2) durchgeführt, um 78 (20%) als beigen 

Feststoff zu erhalten. 
1H-NMR (300 MHz, Chloroform-d): δ = 7,58-7,55 (m, 1H), 7,47-7,41 (m, 1H), 7,37-7,34 (m, 1H), 

6,15 (s, 1H), 4,94 (s, 2H), 4,40 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 4,04 (s, 2H), 2,39 (s, 3H), 1,50-1,45 (m, 3H) ppm.  
13C-NMR (75 MHz, Chloroform-d): δ = 170,43, 169,57, 162,76, 160,18, 140,93, 135,35, 133,11, 

127,25, 126,94, 126,19, 98,03, 63,56, 61,86, 33,65, 14,27, 13,23 ppm.  

MS (ESI+): m/z berechnet 390,08 für C16H18ClN3O3SNa ([M+Na]+), gefunden 390,01. 

 

tert-Butyl-(3-(hydroxymethyl)phenyl)carbamat (90): (3-Aminophenyl)methanol (89, 31,6 

mg, 257 μmol, 1,00 äq) und Natriumhydrogencarbonat (21,6 mg, 257 μmol, 1,00 äq) wurden 

eingewogen und in einem Tetrahydrofuran(THF)/Methanol-Gemisch (7:3, c = 0,03 M) gelöst 

und die Reaktionsmischung fünf Minuten gerührt. Währenddessen wurde Di-tert-butyldicar-

bonat (56,0 mg, 257 μmol, 1,00 äq) in THF (c = 0,09 M) gelöst und langsam der Reaktionsmi-

schung hinzugefügt und 18 Stunden bei Raumtemperatur gerührt. Danach wurde das Lösungs-

mittel im Vakuum verdampft, der Rückstand in Dichlormethan (10 mL) gelöst und dreimal mit 

Wasser (10 mL) gewaschen. Die organischen Phasen wurden vereinigt, über Na2SO4 getrocknet 

und das Lösungsmittel erneut im Vakuum verdampft. Die nachfolgende Aufreinigung erfolgt 

durch eine Säulenchromatographie (n-Hexan/Ethylacetat 2:1), um 90 (95%) als weißen kristal-

linen Feststoff zu erhalten. 
1H-NMR (250 MHz, Chloroform-d): δ = 7,13-7,11 (m, 2H), 6,90-6,86 (m, 1H), 6,59 (s, 1H), 4,49 

(s, 2H), 2,44 (s, 1H), 1,39 (s, 9 H) ppm. 

MS (ESI+): m/z berechnet 246,12 für C12H17NO3Na ([M+Na]+), gefunden 246,17. 
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4-(2-(3-Nitrophenoxy)ethyl)morpholin (93): 3-Nitrophenol (91, 50,6 mg, 364 μmol, 1,00 äq) 

und Triphenylphosphin (95,4 mg, 364 μmol, 1,00 äq) wurden in 7 mL THF (c = 0,05 M) gelöst 

und 4-(2-Hydroxy)morpholin (92, 44,0 μL, 364 μmol, 1,00 äq) hinzugefügt. Anschließend wurde 

Diisopropylazodicarboxylat (DIAD, 71,6 μL, 364 μmol, 1,00 äq) langsam hinzugetropft und die 

Reaktionsmischung eine Stunde gerührt. Danach wurde die organische Phase dreimal mit Was-

ser (10 mL) gewaschen, über Na2SO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum verdampft. 

Als weiterer Aufreinigungsschritt wurde eine Säulenchromatographie (n-Hexan/Aceton+TEA 

3:1+2%) durchgeführt, um 93 (96%) als beigen Feststoff zu erhalten. 
1H-NMR (250 MHz, Chloroform-d): δ = 7,67-7,63 (m, 1H), 7,60-7,58 (m, 1H), 7,29 (t, J = 8,3 Hz, 

1H), 7,13-7,09 (m, 1H), 4,08-4,03 (m, 2H), 3,61-3,58 (m, 4H), 2,73-2,68 (m, 2H), 2,51-2,44 (m, 4H) 

ppm. 

MS (ESI+): m/z berechnet 253,11 für C12H17N2O4 ([M+H]+), gefunden 253,18. 

 

3-(2-Morpholinoethoxy)anilin (94): 4-(2-(3-Nitrophenoxy)ethyl)morpholin (93, 53,6 mg, 212 

μmol, 1,00 äq) wurde in 40 mL Ethylacetat (c = 0,01 M) gelöst, Palladium (10%) auf Aktivkohle 

(22,6 mg, 212 μmol, 0,10 äq) hinzugefügt und anschließend vier Stunden bei Raumtemperatur 

und unter Wasserstoffatmosphäre gerührt. Die Reaktionsmischung wurde danach durch Celite 

filtriert und über Na2SO4 getrocknet. Die Verdampfung des Lösungsmittels im Vakuum führte 

zu 94 als beiger Feststoff (88%). 
1H-NMR (250 MHz, Chloroform-d): δ = 7,01 (t, J = 8,1 Hz, 1H), 6,31-6,26 (m, 2H), 6,24-6,20 (m, 

1H), 4,06-4,01 (m, 2H), 3,72-3,70 (m, 4H), 3,64 (s, 2H), 2,77-2,72 (m, 2H), 2,59-2,52 (m, 4H) ppm. 

MS (ESI+): m/z berechnet 223,14 für C12H19N2O2 ([M+H]+), gefunden 223,21. 

 

3-Nitrophenylacetat (96): 3-Nitrophenol (91, 1,01 g, 7,28 mmol, 1,00 äq) und Natriumacetat 

(0,712 g, 8,68 mmol, 1,20 äq) wurden in 10 mL Essigsäureanhydrid (c = 0,73 M) fünf Stunden 

refluxiert. Danach wurde dreimal mit Ethylacetat (10 mL) gewaschen, die vereinten organischen 

Phasen über Na2SO4 und das Lösungsmittel im Vakuum verdampft und 96 (86%) als braune 

Flüssigkeit erhalten, die über Nacht auskristallisierte.  
1H-NMR (250 MHz, Chloroform-d): δ = 8,13-8,08 (m, 1H), 8,00-7,98 (m, 1H), 7,56 (t, J = 8,1 Hz, 

1H), 7,47-7,42 (m, 1H), 2,34 (s, 3H) ppm. 

MS (ESI+): m/z berechnet 204,04 für C8H7NO4Na ([M+Na]+), 204,08 gefunden. 
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3-Aminophenylacetat (97): 3-Nitrophenylacetat (96, 1,19 g, 6,58 mmol, 1,00 äq) wurde in 200 

mL Ethylacetat (c = 0,03 M) gelöst, Palladium (10%) auf Aktivkohle (70,0 mg, 658 μmol, 0,10 

äq) hinzugefügt und anschließend fünf Stunden bei Raumtemperatur in einer Wasserstoffat-

mosphäre gerührt. Die Reaktionsmischung wurde danach durch Celite filtriert und über Na2SO4 

getrocknet. Die Verdampfung des Lösungsmittels im Vakuum führte zu 97 (96%) als braune 

Flüssigkeit. 
1H-NMR (250 MHz, Chloroform-d): δ = 7,12 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 6,53-6,49 (m, 1H), 6,48-6,44 (m, 

1H), 6,40-6,38 (m, 1H), 3,76 (s, 2H), 2,26 (s, 3H) ppm. 

MS (ESI+): m/z berechnet 152,06 für C8H10NO2 ([M+H]+), 152,04 gefunden.  

 

3-Nitroanisol (98): Dimethylformamid (DMF, 15 mL, c = 0,30 M) wurde zu 3-Nitrophenol (91, 

642 mg, 4,61 mmol, 1,00 äq) und Natriumhydrid (111 mg, 4,61 mmol, 1,00 äq) bei 0 °C hinzu-

gefügt. Anschließend wurde Methyliodid (315 μL, 5,07 mmol, 1,10 äq) tropfenweise zugegeben 

und die Reaktionsmischung bei Raumtemperatur für 24 Stunden gerührt. Nach 24 Stunden 

wurde Wasser (10 mL) hinzugefügt und die Mischung dreimal mit Ethylacetat (10 mL) extra-

hiert. Die organischen Phasen wurden vereint, über Na2SO4 getrocknet und das Lösungsmittel 

im Vakuum verdampft. Als weiterer Aufreinigungsschritt wurde eine Säulenchromatographie 

(n-Hexan/Ethylacetat 9:1) durchgeführt, um 98 (82%) als farblosen Feststoff zu erhalten. 
1H-NMR (300 MHz, Methanol-d4): δ = 7,78-7,74 (m, 1H), 7,68-7,67 (m, 1H), 7,46 (t, J = 8,2 Hz, 

1H), 7,30-7,26 (m, 1H), 3,86 (s, 3H) ppm.  
13C-NMR (75 MHz, Methanol-d4): δ = 160,34, 129,91, 120,54, 115,03, 107,94, 55,01 ppm.  

MS (ESI+): m/z berechnet 154,04 für 7H8NO3 ([M+H]+), kein Molekülion gefunden. 

 

m-Anisidin (99): 3-Nitroanisol (98, 1,21 g, 7,89 mmol, 1,00 äq) wurde in 100 mL Ethylacetat (c 

= 0,08 M) gelöst, Palladium (10%) auf Aktivkohle (84,0 mg, 789 μmol, 0,10 äq) hinzugefügt und 

anschließend 15 Stunden bei Raumtemperatur und unter Wasserstoffatmosphäre gerührt. Die 

Reaktionsmischung wurde danach durch Celite filtriert und über Na2SO4 getrocknet. Die Ver-

dampfung des Lösungsmittels im Vakuum führte zu 99 als braunes Öl (92%). 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ = 6,89 (t, J = 8,1 Hz, 1H), 6,16-6,13 (m, 2H), 6,09-6,05 (m, 1H), 

5,01 (s, 2H), 3,64 (s, 3H) ppm.  
13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ = 160,27, 149,98, 129,54, 106,86, 101,47, 99,44, 55,54 ppm. 

MS (ESI+): m/z berechnet 124,07 für C7H10NO ([M+H]+), gefunden 124,06. 
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Ethyl-2-((4-chloro-6-((3-methoxyphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetat (100): 

Ethyl-2-((4,6-dichloropyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetat (82, 256 mg, 957 μmol, 1,00 äq) wurde in 

einer Mischung von DMF (10 mL, c = 0,1 M) und Diisopropylethylamin (157 μL, 1,14 mmol, 1,19 

äq) gelöst, m-Anisidin (99, 118 mg, 957 μmol, 1,00 äq) hinzugefügt und die Lösung für 20 

Stunden bei 120 °C gerührt. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur wurde Ethylacetat (30 mL) 

hinzugefügt, die Mischung dreimal mit Wasser (30 mL) gewaschen, die vereinten organischen 

Phasen über Na2SO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum verdampft. Der nächste 

Aufreinigungsschritt erfolgte durch eine Säulenchromatographie (n-Hexan/Aceton 8:1), um 

100 als braunes Öl (63%) zu erhalten. 
1H-NMR (300 MHz, Methanol-d4): δ = 7,23 (t, J = 8,1 Hz, 1H), 7,17-7,16 (m, 1H), 7,09-7,05 (m, 

1H), 6,71-6,67 (m, 1H), 6,43 (s, 1H), 4,11 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 3,96 (s, 2H), 3,01 (s, 3H), 1,20 (t, J = 

7,1 Hz, 3H) ppm.  
13C-NMR (75 MHz, Methanol-d4): δ = 170,53, 169,64, 161,13, 160,29, 158,21, 139,63, 129,27, 

113,15, 109,2, 106,77, 100,29, 61,35, 54,39, 32,66, 12,99 ppm.  

MS (ESI+): m/z berechnet 376,06 für C15H16ClN3O3SNa ([M+Na]+), gefunden 375,99. 

 

2-((4-Chloro-6-((3-hydroxyphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)essigsäure (101): Ethyl- 

2-((4-chloro-6-((3-methoxyphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)acetat (100, 212 mg, 599 

μmol, 1,00 äq) wurde in Dichlormethan (7 mL, 0,09 M) gelöst, Bortribromid (115 μL, 1,20 mmol, 

2,00 äq) tropfenweise hinzugegeben und die Mischung 16 Stunden bei Raumtemperatur ge-

rührt. Danach wurde Wasser (10 mL) hinzugefügt und die Mischung dreimal mit Ethylacetat 

(10 mL) extrahiert, die organischen Phasen vereint, über Na2SO4 getrocknet und das Lösungs-

mittel im Vakuum verdampft. Der nächste Aufreinigungsschritt erfolgte durch eine Säulenchro-

matographie (n-Hexan/Aceton 3:2), um 101 als beigen Feststoff (81%) zu erhalten. 
1H-NMR (300 MHz, Methanol-d4): δ = 7,14 (t, J = 8,4 Hz, 1H), 7,01-6,98 (m, 2H), 6,57-6,53 (m, 

1H), 6,41 (s, 1H), 3,95 (s, 2H) ppm.  
13C-NMR (75 MHz, Methanol-d4): δ = 171,5, 170,6, 161,2, 158,2, 157,7, 139,5, 129,4, 112,3, 

110,9, 107,95, 99,9, 32,7 ppm.  

MS (ESI+): m/z berechnet 312,01 für C12H11ClN3O3S ([M+H]+), gefunden 312,08. 

 



5. Experimenteller Teil 

104 | S e i t e  

2-((4-Chloro-6-((3-phenethoxyphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)thio)essigsäure (104): 2-((4-

Chloro-6-((3-hydroxyphenyl)amino)pyrimidin-2-yl)sulfanyl)essigsäure (101, 42,4 mg, 136 

μmol, 1,00 äq) und Kaliumcarbonat (56,3 mg, 407 μmol, 2,99 äq) wurde in DMF (10 mL, c = 0,01 

M) gelöst und 30 Minuten gerührt. Anschließend wurde 2-Bromoethylbenzen (103, 18,5 μL, 

136 μmol, 1,00 äq) langsam hinzugetropft und die Mischung 27 Stunden bei 80 °C gerührt. 

Nach dem Abkühlen auf Raumtemperatur wurde Ethylacetat (10 mL) hinzugefügt und die Mi-

schung dreimal mit Wasser (10 mL) gewaschen. Die organischen Phasen wurden vereint, über 

Na2SO4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vakuum verdampft. Die weitere Aufreinigung 

wurde mittels Säulenchromatographie (n-Hexan/Aceton 2:1) durchgeführt und 104 als beiges 

Öl (47%) erhalten. 
1H-NMR (500 MHz, Methanol-d4): δ = 7,22-7,19 (m, 2H), 7,15-7,14 (m, 3H), 7,11 (t, J = 8,1 Hz, 

1H), 7,01-7,00 (m, 1H), 6,93-6,91 (m, 1H), 6,58-6,56 (m, 1H), 6,37 (s, 1H), 4,23 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 

3,92 (s, 2H), 2,85 (t, J = 6,9 Hz, 2H) ppm.  
13C-NMR (125 MHz, Methanol-d4): δ = 171,75, 171,08, 162,47, 159,48, 159,05, 140,81, 139,15, 

130,70, 129,87, 129,38, 127,41, 113,62, 112,25, 109,46, 101,49, 67,35, 35,77, 33,98 ppm.  

MS (ESI+): m/z berechnet 438,08 für C20H18ClN3O3SNa ([M+Na]+), gefunden 438,50. 

HRMS (MALDI): m/z berechnet 416,08302 für C20H19ClN3O3S, gefunden 416,08310 ([M+H]+). 

 

5.2 PPARγ-LBD-Expression, Aufreinigung und Kristallisation  
 Die rekombinante Herstellung der PPARγ-LBD und die Kristallstrukturanalysen erfolgten 

durch Dr. Apirat Chaikuad. 

Der Ligand (4 mM, ~10-facher Überschuss) wurde der rekombinanten PPARγ-LBD (13 mg/mL, 

hergestellt wie zuvor beschrieben191) vor der Kristallisation mittels einer Dampfdiffusions-Me-

thode (vapour diffusion) bei 20 °C und den in Tabelle 15 aufgelisteten Bedingungen hinzuge-

fügt. Bei dieser Methode kommt es zu einem kontinuierlichen Ausgleich zwischen dem Kon-

zentrationsgradienten, der sich zwischen dem „sitzenden Tropfen“ (sitting drop) des Protein-

104-Gemisches und einer 104-Reagenzienlösung befindet, wobei dieser Ausgleich so lange 

abläuft, bis es zu einer Kristallisation kommt. 

Die Struktur wurde an der Swiss Light Source (Paul-Scherrer-Institut, Villigen, Schweiz) vermes-

sen. Die Auswertung erfolgte mit XDS5237 und aimless6238, die Lösung der Proteinstruktur mit-

hilfe der Koordinaten von PPARγ (PDB: 6TSG161) mit Phaser7239. Der manuelle Modellaufbau 

und die Strukturverfeinerung wurden mit COOT240 und REFMAC5241 durchgeführt.  
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Tabelle 15: Datenerfassung und Verfeinerungsstatistik der durchgeführten Kristallisationen. 

Komplex 39 104 31 (Zweifach 
Bindung) 

31 (Einfach 
Bindung) Apo-Form 

PDB ID 8ATY 8ATZ 8CPI 8CPH 8CPJ 

 Datenerfassung 
Auflösunga (Å) 44,30-1,90  

(1,97-1,90) 
46,33-1,95 
(2,02-1,95) 

46,38-2,10 
(2,17-2,10) 

44,50-2,40 
(2,51-2,40) 

44,62-2,40 
(2,48-2,40) 

Spacegroup P 43212 P 43212 P 43212 P 212121 P 41212 

Zellabmessung 
a, b = 65,3,  
c = 156,0 Å 

α, β, γ = 90,0° 

a, b = 65,5,  
c = 157,4 Å 

α, β, γ = 90,0° 

a, b = 65,6,  
c = 157,3 Å 

α, β, γ = 90,0° 

a = 62,5, b = 
63,4, c = 168,4 Å 

α, β, γ = 90,0° 

a, b = 63,1,  
c = 168,1 Å 

α, β, γ = 90,0° 
No. Unique  
reflectionsa 

27.306 (2.612) 25.916 (2.487) 20.906 (2.002) 26.908 (3.218) 14.070 (1,341) 

Vollständigkeit 99,3 (98,5) 100,0 (100,0) 100,0 (100,0) 99,8 (99,5) 100,0 (100,0) 
I/σIa 16,6 (2,2) 14,1 (2,0) 23,5 (2,0) 17,2 (1,8) 19,6 (2,0) 

Rmergea 0,059 (0,877) 0,068 (0,989) 0,045 (1,085) 0,058 (1,255) 0,101 (1,387) 
CC (1/2) 0,999 (0,767) 0,999 (0,867) 1,000 (0,833) 1,000 (0,738) 0,999 (0,798) 

Redundanz 8,7 (8,5) 11,1 (11,6) 11,8 (12,5) 9,6 (9,4) 13,8 (14,2) 
 Verfeinerung 

No. atoms in  
refinement 

(P/L/O)b 
2,199/ 46/ 185 2,221/ 28/ 128 2,224/ 42/ 44 4,231/ 42/ 36 2,185/ -/ 14 

B-Faktor (P/L/O)b 
(Å2) 

43/ 45/ 49 52/ 78/ 51 73/ 99/ 59 95/ 114/ 71 97/ -/ 68 

Rfact (%) 17,6 19,7 22,2 21,6 23,8 
Rfree (%) 20,1 24,5 28,2 26,3 28,2 

rms deviation 
bondc (Å) 

0,015 0,014 0,011 0,011 0,012 

rms deviation 
anglec (°) 

1,5 1,3 1,2 1,3 1,1 

Kristallisationsbe-
dingungen  

1,4 M Ammoni-
umsulfat, 0,1 M 

tris 8,0 

1,6 M Ammoni-
umsulfat, 0,1 M tris 

7,5 

1,6 M Ammoni-
umsulfat, 0,1 M 

tris 8,0 

30% PEG 3350, 
0,15 M Natriumci-

trat 

27% PEG 3350, 
0,15 M Natriumci-

trat 
a Die Werte in Klammern zeigen die Statistik für die highest resolution shells.  
b P/L/O steht für Protein/ Ligand von Interesse und andere (Wasser- und Lösungsmittelmoleküle) 
c rms bedeutet root-mean-square. 
 

5.3 Bindungs-Assays  
 
5.3.1 Differentielle Scanning Fluorometrie 

Die Untersuchung der thermischen Stabilität der rekombinanten PPARγ-LBD (hergestellt wie 

zuvor beschrieben191) und die Stabilisierung durch Testverbindungen erfolgte mittels Differen-

tieller-Scanning-Fluorometrie (differential scanning fluorimetry, DSF) an einem Mx3005p Echt-

zeit PCR Gerät (Stratagene, San Diego, CA, USA) gemäß eines publizierten Protokolls242. Das 

rekombinante PPARγ-LBD-Protein wurde mit einem Puffer (10 mM HEPES, pH 7,5; 100 mM 

NaCl) auf eine Endkonzentration von 2 μM verdünnt und anschließend mit dem Farbstoff 



5. Experimenteller Teil 

106 | S e i t e  

SYPRO Orange (Verdünnung 1:1000), DMSO (5%) und den Testverbindungen (104), Pioglita-

zon (33) und Kombinationen von 33 (5, 10 & 20 μM) und 104 (5 & 10 μM) in unterschiedlichen 

Konzentrationen gemischt. Die Temperatur wurde über 71 Zyklen (1 °C/Zyklus) erhöht, wobei 

die Fluoreszenz in Abhängigkeit von der Temperatur gemessen wurde. Die Testung aller Pro-

ben erfolgte in drei biologisch unabhängigen Wiederholungen. Ebenfalls wurden Kontrollex-

perimente ohne PPARγ-LBD durchgeführt, um mögliche unspezifische Wechselwirkungen zwi-

schen den Testverbindungen und dem Farbstoff auszuschließen. Die Schmelzkurven wurden 

mithilfe einer Boltzmann-Gleichung analysiert, um die Schmelzpunkte (Tm) zu ermitteln und 

ΔTm zu berechnen, das Tm (Verbindung) – Tm (unbehandelt) entspricht. 

 

5.3.2 Isotherme Titrationskalorimetrie  

Die Experimente zur isothermen Titrationskalorimetrie (ITC) wurden an einem Affinity-ITC-Ge-

rät (TA Instruments, New Castle, Deutschland) bei 25 °C mit einer Rührgeschwindigkeit von 75 

Umdrehungen pro Minute durchgeführt. 

ITC-Experimente für Nur77: Das Nur77-LBD-Protein (20-40 μM) wurde in Puffer (20 mM Tris, 

pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,2 mM TCEP, 5% Glycerol), der 2% DMSO enthielt, mit der jeweiligen 

Testverbindung (40-42, 60-64, 67-69, 73, 74; Konzentration: 100 oder 200 μM, im selben Puf-

fer mit 2% DMSO) in 25 Injektionen (1 x 1 μL und 24 x 4 μL oder 24 x 3 μL) in einem Injektions-

intervall von 200 – 300 Sekunden titriert. Zur Kontrolle der detektierten Daten erfolgten zwei 

Experimente. Die Testverbindung wurde unter sonst gleichen Bedingungen in den jeweiligen 

Puffer und der jeweilige Puffer in die PPARγ-LBD-Proteinlösung titriert. Die detektierten Wär-

meraten für die Titrationen wurden mithilfe der Software NanoAnalyze (TA instruments, New 

Castle, Deutschland) mit einem unabhängigen Bindungsmodell ausgewertet.  

ITC-Experimente für PPARγ: Das PPARγ-LBD-Protein (20 μM, hergestellt wie zuvor beschrie-

ben191) wurde in Puffer (20 mM Tris, pH 7,5, 150 mM NaCl, 5% Glycerol), der 5% DMSO enthielt, 

mit der jeweiligen Testverbindung (39, 104, jeweils 100 μM, im selben Puffer mit 5% DMSO) in 

26 Injektionen (1 x 1 μL und 25 x 5 μL) in einem Injektionsintervall von 150 Sekunden titriert. 

Um eine Bindung an die GW9662 (36)-gebundene PPARγ-LBD zu bestimmen, wurde das Pro-

tein (100 μM) 24 Stunden lang vor dem ITC-Experiment bei 4 °C mit dem oben beschriebenen 

Puffer, der zusätzlich 36 (250 μM) enthielt, inkubiert. Die Durchführung des ITC erfolgte danach 

wie oben beschrieben, wobei der verwendete Puffer durch 50 μM 36 ergänzt wurde. Zur Über-

prüfung der Bindung von 36 wurde die an 36 gebundene PPARγ-LBD mit Pioglitazon (33) unter 
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denselben Bedingungen titriert, wobei keine Bindungswärme detektiert wurde. Als Kontrollex-

perimente wurden das freie oder 36-gebundene PPARγ-LBD-Protein mit Puffer und Puffer mit 

den Lösungen der Testverbindungen titriert. Die Ergebnisse wurden mit der Software Nano-

Analyze (TA Instruments, New Castle, Deutschland) mit einem sequenziellen Zwei-Seiten-Bin-

dungsmodell (39-PPARγ) oder einem unabhängigen Bindungsmodell (39-PPARγ/36, 104-

PPARγ, 104-PPARγ/36) ausgewertet.  

 
5.3.3 MS-basierter PPARγ-Ligandbindungs-Assay 

 Die Experimente zum „MS-basierten PPARγ-Ligandenbindungs-Assay“ wurden von Dr. 

Georg Höfner und Lennart Obeser durchgeführt.  

Die PPARγ-LBD (0,2 oder 1 μM) wurde mit Liganden in Tris Puffer (20 mM Tris, 200 mM NaCl, 

0,5 mM TCEP, 5% Glycerol, 1% DMSO, pH 7,5) in einem Gesamtvolumen von 110 μL für eine 

Stunde bei 25 °C in einem schüttelnden Wasserbad inkubiert. Parallel dazu erfolgte eine Inku-

bation mit einem zuvor denaturierten Protein (80 °C, 30 Minuten im Wasserbad) unter sonst 

gleichen Bedingungen. Die Bindungsproben (100 μL) wurden dann auf einen Microcon 10 kDa 

0,5 mL Zentrifugalfilter, der eine Ultracel-Membran aus regenerierter Cellulose (Merck, Darm-

stadt, Deutschland) enthält, übertragen und anschließend einer Ultrafiltration bei 14000 g für 

40 Minuten unterzogen, wobei sich ein Restvolumen von 5 μL ergab. Danach wurde jeder Filter 

auf ein neues Polypropylenröhrchen aufgesetzt und nach dem Aufbringen von 10 μL Ammo-

niumacetatpuffer (154 mM, pH 7,4) 10 Sekunden intensiv geschüttelt. Für die vollständige Ab-

trennung des verbleibenden Rückstands auf der Membran, wurde die Filtereinheit umgedreht 

(entgegengesetzte Flussrichtung im Vergleich zur Ultrafiltration) und eine Minute bei 4000 g 

zentrifugiert. Zu den dadurch enthaltenen Proben wurde 80 μL mobile Phase (0,1% Ameisen-

säure und Acetonitril, Verhältnis 40:60) hinzugefügt. Nach anschließender Zentrifugation bei 

25.142 g für zehn Minuten wurde jedes Aliquot mit JP147 (Verbindung 28 von Referenz171, 

finale Konzentration 10 nM) als interner Standard versetzt und mit der mobilen Phase verdünnt. 

Die Quantifizierung mittels LC-ESI-MS/MS erfolgte mit einem Injektionsvolumen von 10 μL an 

einem API 3200 QTrap Triple-Quadropol-Massenspektrometer (Sciex, Darmstadt, Deutsch-

land), das an einen Agilent 1100 HPLC-System (Agilent, Waldbronn, Deutschland) mit SIL-

20A/HAT-Autosampler (Shimadzu, Kyoto, Japan) gekoppelt war. Das Gerät wurde durch das 

Analyst-Programm (v.1.6.3) gesteuert. Die Durchführung der Chromatographie erfolgte an ei-

ner Triart-C18-Säule (3 μM, 50 mm x 2 mm, YMC Europe, geschützt mit einer 0,5 μm- und einer 
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0,2 μm-Fritte) als stationärer Phase und einer mobilen Phase (0,1% Ameisensäure und Aceto-

nitril, 40:60) mit einer Flussrate von 400 μL/Min. Die MS-Detektion erfolgte unter positiven ESI-

Bedingungen im MRM-Modus mit folgenden Ergebnissen für die Massenübergänge: m/z 416,1 

→ 105,1 (104), m/z 357,2 → 134,1 (Pioglitazon, 33), m/z 382,2 → 310,1 (JP147). 

 

5.4 Reportergen-Assays 

5.4.1 Kultivierung der verwendeten Zellen  

Alle Zelllinien wurden von DMSZ (Deutsche Sammlung für Mikroorganismen und Zellkultur 

GmbH) erhalten. HEK293T-, HepG2-, COS7- und ASC52telo HTERT-Zellen wurden, wenn nicht 

anders beschrieben, in Dulbecco’s modifiziertem Eagel’s Medium (dulbecco’s modified eagle’s 

medium, DMEM, Gibco, Life Technologie, Carlsbad, Kalifornien, USA) mit einem hohen Glu-

cose-Anteil, das mit 10% fetalem Kälberserum (fetal calf serum, FCS, Capricorn, Ebsdorfen-

grund, Deutschland), Natriumpyruvat (1 mM), Penicillin (100 U/mL) und Streptomycin (100 

μg/mL) ergänzt wurde, bei 37 °C und 5% CO2 kultiviert. Die Kultivierung von HeLa-Zellen er-

folgte in RPMI 1640-Medium ohne Natriumpyruvat aber ansonsten gleichen Zusätzen und Be-

dingungen. 

 
5.4.2 Hybrid-Reportergen-Assay 

Der „Hybrid-Reportergen-Assay“ wurde wie zuvor beschrieben durchgeführt126,120. Es wurden 

jeweils drei Plasmide (Gal4-Rezeptor-Fusionsplasmid, Firefly-Luciferase-Plasmid, Renilla-Plas-

mid) transient transfiziert. Dabei diente pFR-Luc (Stratagene) als Reporterplasmid und pRL-

SV40 (Promega) zur Normalisierung der Transfektionseffizienz und des Zellwachstums. Die 

Durchführung der Experimente erfolgte mit folgenden Plasmiden, die für die Hinge-Region 

und die LBD der kanonischen Isoform der Kernrezeptoren kodieren: pFA-CMV-hTHRα-LBD161, 

pFA-CMV-hTHRβ-LBD161, pFA-CMV-hRARα-LBD171, pFA-CMV-hRARβ-LBD171, pFA-CMV-

hRARγ-LBD171, pFA-CMV-hPPARα-LBD243, pFA-CMV-hPPARγ-LBD243, pFA-CMV-hPPARδ-

LBD243, pFA-CMV-hRORα-LBD244, pFA-CMV-hRORβ-LBD244, pFA-CMV-hRORγ-LBD244, pFA-

CMV-hLXRα-LBD245, pFA-CMV-hLXRβ-LBD245, pFA-CMV-hFXR-LBD246, , pFA-CMV-hVDR-

LBD247, pFA-CMV-hCAR-LBD247, pFA-CMV-hHNF4α-LBD199, pFA-CMV-hRXRα-LBD248, pFA-

CMV-hRXRβ-LBD248, pFA-CMV-hRXRγ-LBD248, pFA-CMV-hTR2-LBD, pFA-CMV-hTR4-LBD, pFA-

CMV-hTLX-LBD, pFA-CMV-hNur77-LBD126, pFA-CMV-hNurr1-LBD126, pFA-CMV-hNOR-1-

LBD126, pFA-CMV-hLRH-1-LBD und pFA-CMV-VP16-LBD.  
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HEK293T-Zellen wurden, wie in Kapitel 5.4.1 beschrieben, kultiviert und in 96-Well-Platten (3 x 

104 Zellen pro Well) ausgesät. Der Austausch des Mediums erfolgte nach 24 Stunden gegen 

Opti-MEM ohne Zusätze und die Zellen wurden mit einem pFA-CMV-hNR-LBD-Klon, pFR-Luc 

und pRL-SV40 mittels Lipofectamin LTX-Reagenz (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) nach Herstelleranweisung transient transfiziert. Fünf Stunden nach been-

deter Transfektion fand die Inkubation der Zellen mit den jeweiligen Testverbindungen oder 

Referenzagonisten in Opti-MEM, das zusätzlich Penicillin (100 U/mL), Streptomycin (100 

μg/mL) und 0,1% DMSO enthielt, statt. Als Negativkontrolle diente Opti-MEM mit 0,1% DMSO. 

Von jeder Probe wurden Duplikate erstellt und diese in mindestens drei unabhängigen Experi-

menten getestet. Nach einer Inkubationszeit von 14-16 Stunden wurden die Zellen lysiert und 

die Luciferaseaktivität anhand der Lumineszenz mit dem Dual-Glo Luciferase-Assay-System 

(Promega, Fitchburg, WI, USA) nach Herstelleranweisung auf einem Tecan Spark Luminometer 

(Tecan Deutschland GmbH, Deutschland) gemessen. Um relative Lichteinheiten (relative light 

units, RLU) zu erhalten, wurde die Lumineszenz der Firefly-Luciferase durch die Lumineszenz 

der Renilla-Luciferase dividiert und mit 1000 multipliziert. Dieser Schritt führte zur Normalisie-

rung der Transfektionseffizienz und des Zellwachstums. Durch Division der mittleren RLU der 

Testverbindungen durch die mittleren RLU der Negativkontrolle (0,1% DMSO) ergab sich die 

x-fache Aktivierung. Die relative Aktivierung ließ sich aus dem Quotienten der x-fachen Akti-

vierung der jeweiligen Testverbindung und des jeweiligen Referenzagonisten bilden. Folgende 

Referenzagonisten wurden, wenn nichts anderes angegeben ist mit einer Konzentration von 1 

μM verwendet: THRα/β – T3, RARα-γ – Tretinoin, PPARα – GW7647, PPARγ – Pioglitazon (33), 

PPARβ/δ – L165,041, RORα – T0901317, RORβ – T0901317, RORγ – SR1001, LXRα/β – T0901317, 

FXR – GW4064, VDR – Calcitriol, CAR – CITCO, HN4α – Frag1240, RXRα-γ – Bexaroten, TLX – 

Propranolol, Nur77 – Amodiaquin (4, 100 μM), Nurr1 – Amodiaquin (4, 100 μM), NOR-1 – Amo-

diaquin (4, 100 μM). Für die Erstellung der Dosis-Wirkungs-Kurven und die Berechnung der 

EC50-Werte wurde die Gleichung „[Agonist] gegen Reaktion (variable Steigung – vier Parame-

ter)]“ in GraphPad Prism (Version 7.00, GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) verwendet. Für 

aktive Verbindungen wurden Kontrollexperimente mit dem Liganden-unabhängigen Tran-

skriptionsfaktor Gal4-VP16 (kodiert durch pECE-SV40-Gal4-VP16195, 1 ng/Well, Addgene Plas-

mid #71728, Watertown, MA, USA) durchgeführt. 
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5.4.3 PPARγ-PPRE-Assay 

Die Untersuchung der Aktivierung des PPARγ-RE (PPRE) wurde wie zuvor bereits beschrieben 

mittels Reporterplasmid PPRE1-pGL3 durchgeführt171. Dieses kodiert unter Kontrolle des 

menschlichen PPRE für die Firefly-Luciferase. Zur Normalisierung der Transfektionseffizienz 

und des Zellwachstums, diente pRL-SV40. HepG2-Zellen wurden, wie in Kapitel 5.4.1 beschrie-

ben, kultiviert und 24 Stunden vor der Transfektion in 96-Well-Platten (1,25 x 104 Zellen pro 

Well), die mit Kollagen G-Lösung beschichtet waren, ausgesät. Für die Erzeugung der Beschich-

tung wurden die Kulturplatten vor der Zellaussaat für 30 Minuten bei 37°C mit einer 10 μg/mL-

Lösung von Kollagen G in phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) inkubiert. Vor der Transfektion 

wurde das Medium gegen Opti-MEM ohne Zusätze ausgetauscht. Die transiente Transfektion 

mit PPRE1-pGL3 und pRL-SV40 (Promega) erfolgte mit Lipofectamin 3000 (Invitrogen) nach 

Herstelleranweisung. Fünf Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit Opti-MEM, 

das zusätzlich Penicillin (100 U/mL), Streptomycin (100 μg/mL) sowie 0,1% DMSO enthielt, und 

der jeweiligen Testverbindung (+ 0,1% DMSO) oder mit 0,1% DMSO allein (Negativkontrolle) 

inkubiert. Jede Probe wurde als Duplikat in drei unabhängigen Wiederholungen gemessen. Die 

Messung der Luziferaseaktivität und die Analyse der Daten erfolgte, wie unter Kapitel 5.4.2 

beschrieben. 

 
5.4.4 Nur77-Volllängen-Assay 

 Die Klonierung des humanen Volllängen Nur77 erfolgte durch Dr. Jan Heering.  

Der Reportergen-Assay für die Beobachtung der Modulation des humanen Nur77-Volllängen-

rezeptors auf dem natürlichen humanen NBRE wurde mit den Plasmiden pcDNA3.1-Nur77, 

pFR-Luc-NBRE und pRL-SV40 durchgeführt. pcDNA3.1-Nur77 wurde durch Klonierung der hu-

manen Volllängen Nur77 kodierenden DNA-Sequenz (CDS) für die Isoform 1 (uniprot P22736-

1) in pcDNA3.1 +/C-(K)-DYK (genescript, New Jersey, USA) erhalten - der C-terminale Tag 

wurde weggelassen. Durch die natürliche Nur77 cDNA als Vorlage (GenBank-Eintrag: 

BC016147.1, erworben als I.M.A.G.E.-cDNA-Klon von Source BioScience, Nottingham, UK) 

konnte mittels PCR das Insert mithilfe der Q5 high-fidelity DNA-Polymerase (New England Bi-

olabs (NEB), Ipswich, MA, USA) sowie mit den Primern 5′ -CGA GCT CGG ATC CGC CAC CAT 

GCC CTG TAT CCA AGC CCA ATA TG-3′ (fwd; Startcodon) und 5′-CCC CTC TAG ATC AGA AGG 

GCA GCG TGT CCA TG-3′ (rev; Stoppcodon) erhalten werden. Der Vorwärtsprimer diente zur 
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Einführung einer Restriktionsstelle für BamHI gefolgt von einer Kozak-Sequenz und dem Start-

codon. Der Rückwärtsprimer führte zur Einführung einer Restriktionsstelle für XbaI unmittelbar 

nach dem Stoppcodon. Die Klonierung des Insert erfolgte zwischen BamHI und XbaI innerhalb 

der MCS (multiple cloning site) von pcDNA3.1+/C-(K)-DYK unter Verwendung von T4 DNA 

Ligase (NEB). Die Steuerung der Expression der humanen Volllängen Nur77-Isoform 1 ohne 

Tags erfolgt durch den CMV-Promotor. Die überlappende Sequenzierung der Sequenz zwi-

schen CMV-Promotor und bGH_PA-Terminator diente als Überprüfung der Sequenzidentität. 

Der Nur77-Volllängen-Reportergen-Assay wurde mit den Plasmiden pcDNA3.1-Nur77, pFR-

Luc-NBRE und pRL-SV40 wie der Hybrid-Reportergen-Assay durchgeführt. Als Referenzligand 

diente der NR4A-Agonist-Amodiaquin85,96,126 (4, EC50 = 61 ± 5 μM, 602 ± 60% max. Aktivierung; 

100 μM als Positivkontrolle). 

 

5.5 PPARγ-Co-Regulator-Rekrutierungs-Assay 
 Die Experimente zum „PPARγ-Co-Regulator-Rekrutierungs-Assay“ wurden von Dr. Jan He-

ering durchgeführt.  

Für die Untersuchung der Rekrutierung von Co-Regulator Peptiden an die PPARγ-LBD wurde 

ein homogener zeitaufgelöster Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (HTRF)-Assay verwen-

det, der zuvor bereits beschrieben wurde184. Das rekombinante, biotinylierte PPARγ-LBD-Pro-

tein (exprimiert wie zuvor beschrieben222) wurde stabil mit Terbiumkryptat als Streptavidin Kon-

jugat (Tb-SA, Cisbio Bioassays, Codolet, France) gekoppelt und diente als FRET-Donor. Die Her-

stellung der Assay-Lösungen erfolgte in einem HTRF-Puffer (25 mM HEPES, pH 7,5, 150 mM 

KF, 10% Glycerol), der DTT (5 mM) und 0,1% CHAPS, rekombinant biotinyliertes PPARγ (finale 

Konzentration: 3 nM), Tb-SA (3 nM), das jeweilige fluoreszenz-gelabelte Co-Regulator Peptid 

(100 nM) und 1% DMSO mit der jeweiligen Testverbindung (33, 36, 104) oder DMSO allein als 

Negativkontrolle enthielt. Die Co-Regulator-Peptide (ThermoFisher Scientific, Life Technolo-

gies GmbH, Darmstadt, Deutschland) waren mit Fluorescein als FRET-Akzeptor fusioniert. Alle 

Experimente wurde in 384 Well-Platten durchgeführt, unter der Verwendung von weißen 

Mikrotiterplatten mit flachem Boden aus Polystyren (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutsch-

land). Jede Probe wurde in vier technischen Wiederholungen gemessen. Nach einer Inkubati-

onszeit von zwei Stunden bei Raumtemperatur wurde die Fluoreszenzintensität (FI) des FRET-

Akzeptors (bei 520 nm) und des Tb-SA-Donors (bei 620 nm) an einem SPARK Plattenleser (Te-

can Deutschland GmbH) nach Anregung bei 340 nm gemessen. FI520 nm wurde durch die 
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FI620 nm geteilt und mit 10.000 multipliziert, um ein dimensionsloses HTRF-Signal zu bekom-

men. Die folgenden Fluorescein-gekoppelten Co-Regulator-Peptide wurden verwendet: Ste-

roid-Rezeptor-Co-Aktivator (SRC) 1-1, Fluorescein-KY SQTSHKLVQLLTTTAEQQL-OH; SRC 1-2, 

Fluorescein-LTARHKILHRLLQEGSPSD-OH; SRC 1-3, Fluorescein-ESKD HQLLRYLLDKDEKDL-OH; 

SRC 1-4, Fluorescein-GPQTPQAQQKSLLQQLLTE-OH; SRC 2-1, Fluorescein-DSKGQTKLLQLLTT-

KSDQ M-OH; SRC 2-2, Fluorescein-LKEKHKILHRLLQDSSSPV-OH; SRC 2-3, Fluorescein-KKKEN-

ALLRYLLDKDDTKD-OH; SRC 3-1, Fluorescein -ESKGHKKLLQLLTCSSDDR-OH; SRC 3-2, Flu-

orescein-LQEKHRILHKLLQNGNSPA-OH; SRC 3-3, Fluorescein-KKENNALLRYLLDRDDPSD-OH; 

NR Co-Repressor (NCOR) ID1, Fluorescein-RTHRLITLADHICQIITQDFARN-OH; NCOR ID2, Flu-

orescein-DPASNLGLEDIIRKALMGSFDDK-OH; Silencing Mediator für Retinoid und Thyroid Hor-

monrezeptor (SMRT) ID1, Fluorescein-GHQRVVTLAQHISEVITQDYTRH-OH; SMRT ID2, Flu-

orescein-HASTNMGLEAIIRKALMGKYDQW-OH; CREB-Bindungsprotein 1 (CBP-1), Fluorescein-

AASKHKQLSELLRGGSGSS-OH; C33, Fluorescein-HVEMHPLLMGLLMESQWGA-OH; D11-FXXLF, 

Fluorescein-VESGSSRFMQLFMANDLLT-OH; D22, Fluorescein-LPYEGSLLLKLLRAPVEEV-OH; 

EAB1, Fluorescein-SSNHQSSRLIELLSR-OH; EA2, Fluorescein-SSKGVLWRMLAEPVSR-OH; And-

rogenrezeptor-assoziiertes Protein 70 (ARA70), Fluorescein-SRETSEKFKLLFQSYNVND-OH; N-

terminale Sequenz vom Androgenrezeptor (AR N-term), Fluorescein-SKTYRGAFQNLFQSVREVI-

OH; Peroxisom-proliferator-aktivierender Rezeptor gamma Co-Aktivator 1-α (PGC1α), Flu-

orescein-EAEEPSLLKKLLLAPANTQ-OH; NR Co-Aktivator 6 (NCoA6, auch PRIPRAP250 genannt), 

Fluorescein-VTLTSPLLVNLLQSDISAG-OH; NR-interagierendes Protein 1 (NRIP1, auch RIP140 

genannt, Interaktionsmotiv L6), Fluorescein-SHQKVTLLQLLLGHKNEEN-OH; RIP140L8, Flu-

orescein-SFSKNGLLSRLLRQNQDSY-OH; TB3, Fluorescein-SSVASREWWVRELSR-OH; Thyroid 

Hormonrezeptor assoziiertes Protein (TRAP) TRAP220/DRIP-1, Fluorescein-KVSQNPILTSLLQIT-

GNGG-OH; TRAP220/DRIP-2, Fluorescein-NTKNHPMLMNLLKDNPAQD-OH. Bei allen Experi-

menten, die den kovalenten Antagonisten GW9662 (36) enthielten, wurde PPARγ (3 nM) im 

HTRF-Puffer, mit allen Zusätzen, 48 Stunden vor dem Experiment bei 4°C mit 36 (10 μM) in der 

Anwesenheit von 0,125% DMSO inkubiert.  
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5.6 Konzentrationsabhängiger PPARγ-Co-Regulator-Rekrutierungs-Assay 
 Die Experimente zum „Konzentrationsabhängiger PPARγ-Co-Regulator-Rekrutierungs-As-

say“ erfolgten durch Dr. Jan Heering.  

Die konzentrationsabhängige PPARγ-Co-Regulator-Rekrutierung wurde mit einer PPARγ-LBD 

durchgeführt, die am N-terminus an superfolder GFP (sGFP-PPARγ, Expression wie zuvor Be-

schrieben222) fusioniert war, wobei sGFP als FRET-Akzeptor diente. Die Peptide die vom CBP-1 

Co-Aktivator Motiv 1 (CBP; biotin-NLVPDAASKHKQLSELLRGGSGS-OH) und der SMRT Interak-

tionsdomäne 2 (SMRT-ID2; Biotin-SQAVQEHASTNMGLEAIIRKALMGKYDQW-OH) abgeleitet 

waren, wurden von Eurogentec (Seraing, Belgien) bezogen und mit Streptavidin an Terbium-

kryptat gekoppelt. Die Herstellung der Assay-Lösungen erfolgte in Puffer (25 mM HEPES, pH 

7,5, 150 mM KF, 5% Glycerol, 5 mM DTT und 0,1% CHAPS) und enthielten Tb-SA (12 nM), das 

jeweilige Biotin-gelabelte Peptid (12 nM) und 100 nM (für CBP) oder 24 nM (für SMRT) sGFP-

PPARγ Protein sowie 1% DMSO mit der Testverbindung (Pioglitazon (33), 104) oder 1% DMSO 

als Negativkontrolle. Die Testung jeder Probe erfolgte in drei technischen Wiederholungen. 

Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden bei Raumtemperatur wurde, wie in Kapitel 5.5. be-

schrieben die Fluoreszenzintensität (FI) bei 520 nm und 620 nm gemessen und das HTRF-Signal 

bestimmt.  

 

5.7 PPARγ-RXRα-Heterodimerisierungs-Assay 
 Die Experimente zum „PPARγ-RXRα-Heterodimerisierungs-Assay“ erfolgten durch Dr. Jan 

Heering.  

Die Untersuchung des Einflusses von 104 auf die Bildung des PPARγ-RXRα Heterodimer er-

folgte mithilfe von sGFP-RXRα-LBD-Protein (bis zu 300 nM, FRET-Akzeptor), das in der Anwe-

senheit von biotinylierten PPARγ-LBD222 (0,375 nM) und Tb-SA (0,75 nM) titriert wurde. Die 

Konzentration von sGFP wurde konstant bei 300 nM gehalten, indem freies sGFP hinzugefügt 

wurde. Die Durchführung der Assays erfolgte in HTRF-Assay-Puffer (unter 5.5 beschrieben) mit 

10% Glycerol, der zusätzlich 5 mM DTT, 0,1% CHAPS, 1% DMSO sowie die jeweilige Testver-

bindung bei fixen Konzentrationen (SR11237 – 10 μM, 33 – 10 μM, 104 – 50 μM) oder DMSO 

allein als Negativkontrolle enthielt. Die Testung jeder Probe erfolgte in drei technischen Wie-

derholungen. Nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden bei Raumtemperatur wurde, wie in 

Kapitel 5.5. beschrieben die Fluoreszenzintensität (FI) bei 520 nm und 620 nm gemessen und 

das HTRF-Signal bestimmt.  
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5.8 PPARγ-Phosphorylierung an Ser273 
 Die Experimente zur „PPARγ-Phosphorylierung an Ser273“ erfolgten durch Dr. Julian 

Marschner.  

Um die Effekte von PPARγ-Liganden auf die PPARγ-Phosphorylierung an Ser273 zu studieren, 

wurden HEK293T-Zellen in 6-Well-Platten (3 x 105 Zellen pro Well) im unter Kapitel 5.4.1 be-

schriebenen Medium ausgesät. Nach 24 Stunden erfolgte die Behandlung der Zellen mit Ro-

siglitazon (32, 1 μM) oder 104 (20 μM) in Opti-MEM, ergänzt mit Penicillin (100 U/mL), Strep-

tomycin (100 μg/mL) und 0,1% DMSO oder nur mit dem Opti-MEM mit Zusätzen. Jede Probe 

wurde in drei biologisch unabhängigen Wiederholungen hergestellt. Nach 16 Stunden wurden 

die Zellen geerntet, anschließend bei 1000 g zehn Minuten zentrifugiert und für weitere Verar-

beitung bei -80 °C als trockene Pellets eingefroren. Für die Proteinextraktion wurden die Pellets 

in 100 μL vollständigem Radioimmunpräzipitations-Assay-Puffer (10 mL Pierce RIPA-Puffer, er-

gänzt mit 1 Tablette Pierce Protease- und Phosphatase-Inhibitor, ThermoFisher #A32959) re-

suspendiert, gründlich gevortext und 15 Minuten bei 4 °C und 600 U/Min horizontalem Schüt-

teln inkubiert. Nach anschließender Zentrifugation bei 14.000 g und 4 °C für zehn Minuten, 

wurde der Überstand geerntet und dann mit 25 μL 5X Pierce TM Lane Marker reduzierender 

Probenpuffer (ThermoFisher #39000) gemischt und für fünf Minuten auf 95 °C erhitzt. Bis zur 

weiteren Verarbeitung wurden die Proben erneut bei -80 °C gelagert. Die Natriumdodecylsulfat 

(SDS)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde unter Verwendung eines 12%igen Polyac-

rylamidgels, das mit 15 μL Proteinextrakt beladen war, bei 100 V für 20 Minuten und 200 V für 

40 Minuten im Laufpuffer (25 mM TRIS, 192 mM Glycin, 0,1% w/v SDS, pH 8,3) durchgeführt. 

Kurz vor dem Tank-Blotting der getrennten Proteine auf eine mit Methanol aktivierte Polyvi-

nylidenfluorid (PVDF)-Membran (Immobilon®-FL PVDF-Membran, Merck, #05317) wurden Gel 

und Membran zwei Minuten lang in Transferpuffer (125 mM TRIS, 970 mM Glycin) äquilibriert. 

Das Tank-Blotting mit dem in Transferpuffer getränktem Whattman-Papier erfolgte bei 80 V 

und 4 °C über Nacht. Die PVDF-Membran wurde viermal für zehn Minuten in einer Tris-gepuf-

ferten Kochsalzlösung mit 0,5% Tween 20 (TBST) gewaschen, anschließend in TBST mit 5% BSA 

und in anti-PPARγ (Ser273)-Antikörper (Bioss Antibodies #bs-4888R, verdünnt 1:1000) oder 

anti-GAPDH (Cell Signaling Technology, Klon D16H11, verdünnt 1:1000) über Nacht bei 4 °C 

inkubiert. Anschließend wurde der gleiche Waschschritt, wie oben beschrieben, noch einmal 

durchgeführt und die Membran mit einem Meerrettichperoxidase-konjugierten sekundären 

Antikörper (Sigma Aldrich #12-348, 1:4000 verdünnt in TBST und 5% Magermilch) für eine 
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Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Waschen in TBST wurde die Membran eine 

Minute lang in verstärkter Chemilumineszenzlösung (100 mM Tris/HCl pH 8,8, 2,5 mM Luminol, 

0,4 mM p-Cumarsäure, 2,6 mM Wasserstoffperoxid) getaucht und das Signal mit dem Che-

miDoc Imaging System (BioRad) detektiert.  

 

5.9 Toxizitäts-Assay 
 Die Experimente zur Messung der „Toxizität“ erfolgten durch Dr. Julian Marschner.  

COS7-Zellen (DSMZ #ACC 60) wurden, wie in Kapitel 5.4.1 beschrieben kultiviert und einen Tag 

vor dem Experiment in 96-Well-Platten (5 x 104 Zellen pro Well) in Kulturmedium mit reduzier-

ten Serumgehalt (0,2%) ausgesät. Am nächsten Tag erfolgte der Austausch des Mediums ge-

gen ein Kulturmedium, dass den gleichen reduzierten Serumgehalt (0,2%) beinhaltet und zu-

sätzlich 0,1% DMSO sowie die zu untersuchende Testverbindung (104, Doxorubicin, Flavopi-

ridol) oder 0,1% DMSO als unbehandelte Kontrolle enthielt. Nach einer Inkubationszeit von 24 

Stunden, wurde das Medium abgesaugt, die Wells wurden einmal mit 100 μL PBS gewaschen 

und 30 Minuten lang mit PBS inkubiert, das entweder 1 μM NucView® 405 fluorogenes 

Caspase-3-Substrat (#P4864, Merck, Darmstadt, Deutschland) oder 0,5 μg/mL Propodiumiodid 

(#P4864, Merck, Darmstadt, Deutschland) enthielt, um Apoptose bzw. nicht regulierte Formen 

des Zelltods nachzuweisen. Nach der Inkubation wurden insgesamt sechs Fluoreszenzbilder 

pro Well bei 10-facher Vergrößerung, zum Nachweis von NucView® (Ex: 381-400 nm, Em: 414-

450 nm) bzw. Propidiumiodid (Ex: 543-566 nm, Em: 580-611 nm) mit einem Tecan Spark Cyto 

(Tecan Group AG) aufgenommen. Die Messung der Referenzwerte für Hintergrundkorrekturen 

und der Nachweis von Autofluoreszenz erfolgte vor der Färbung bei der jeweiligen Wellen-

länge. Zusätzlich wurde die Konfluenz der Zellen vor der Verabreichung der Prüfverbindungen, 

nach dem ersten Mediumwechsel, 24 Stunden nach der Verabreichung der Prüfverbindungen 

und nach der Fluoreszenzbildgebung mit einem Tecan Spark Cyto bestimmt, um den Zellver-

lust durch die Verabreichung der Prüfverbindung und die Handhabung der Zellen zu beobach-

ten.  
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5.10 Effekte an der GATA2-Expression in HeLa-Zellen 
 Die Experimente zur Bestimmung der „Effekte an der GATA2-Expression in HeLa-Zellen“ 

erfolgten durch Dr. Julian Marschner.  

Für die Bestimmung der Effekte an der GATA2-Expression wurden HeLa-Zellen (ATCC CCL-2TM) 

mit dem unter Kapitel 5.4.1 beschriebenen Medium in 12 Well-Platten (2,5 x 105 Zellen pro 

Well) ausgesät. Nach 24 Stunden wurde das Medium durch RPMI 1640 ersetzt, dass zusätzlich 

0,2% FCS, Penicillin (100 U/mL) und Streptomycin (100 μg/mL) enthielt und anschließend wei-

tere 24 Stunden bebrütet. Danach erfolgte die Inkubation der Zellen mit 68 (10 und 30 μM) 

oder THPN (16, 20 μM), die jeweils 0,1% DMSO enthielten oder mit 0,1% DMSO allein (Nega-

tivkontrolle). Nach einer Inkubationszeit von 16 Stunden, wurde das Medium entfernt, die Zel-

len mit PBS gewaschen und nach Absaugen der Restflüssigkeit bei -80 °C bis zur weiteren 

Aufarbeitung eingefroren. Die RNA-Extraktion erfolgte mit dem E.Z.N.A® Total RNA Kit I 

(Omega Bio-tek, Norcross, USA) nach Herstelleranweisung. Mit einem NanoDropTM One 

UV/VIS-Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) wurde die RNA-Konzent-

ration und die -Reinheit bei 260/280 nm bestimmt. Vor der reversen Transkriptase (RT), wurde 

die RNA bei einer Konzentration von 133 ng/μL linearisiert und anschließend für mindestens 

eine Minute auf Eis inkubiert. Die Durchführung der RT erfolgte an einem Thermocyclers XT96 

(VWR International, Darmstadt, Deutschland) mit einem maximalen Gesamtvolumen von 22,45 

μL, dass sich aus einer Gesamt-RNA-Menge von 2 μg sowie 20 U rekombinantem RNasin® 

Ribonuklease Inhibitor (Promega, Mannheim, Deutschland), 100 U SuperScript® IV RT (enthielt 

5x Erststrang Puffer und 0,1 M Dithiothreitol (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)), 3,75 ng 

lineares Acrylamid, 625 ng Random-Hexamer-Primer (#11277081001, Merck, Darmstadt, 

Deutschland) und 11,25 nmol Desoxynukleosidtriphosphat Mischung (2,8 nmol je ATP, TTP, 

CTP, GTP; #R0186, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) zusammensetzte. Die Durchfüh-

rungstemperatur lag zehn Minuten bei 50 °C und zehn Minuten bei 80 °C. Die quantitative 

Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) wurde mit einem Applied BiosystemsTM QuantStudio 1 

(Thermo Fisher, Waltham, USA) und einer SYBR-grün-basierten Detektionsmethode durchge-

führt. Dafür wurde 0,2 μL vorbereitete cDNA-Lösung, 6 pmol Vorwärts- und Rückwärtsprimer, 

0,8 U Tag DNA Polymerase (#M0267, New England Biolabs, Ipswich, USA), 4 ppm SYBR® Green 

I (#S9430, Sigma Aldrich, St. Louis, USA), 1,2 nmol Desoxynukleosidtriphosphat-Mischung (wie 

oben angegeben), 60 nmol MgCl2, 4 μg Rinderserumalbumin (#B14, Thermo Fisher Scientific, 
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Waltham, USA), 20% BioStab PCR Optimizer II (#53833, Merck, Darmstadt, Deutschland) und 

10% Taq-Puffer ohne Detergenzien (#B55, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) verwendet 

und anschließend mit ddH2O zu einem Endvolumen von 20 μL aufgefüllt. Alle Proben durch-

liefen 40 Zyklen von Denaturierung (15 Sekunden bei 95 °C), Primer-Annealing (15 Sekunden 

bei 60 °C) und Dehnung (15 Sekunden bei 68 °C). Die Auswertung der PCR-Produktspezifität 

erfolgte durch eine Schmelzkurvenanalyse im Bereich von 65 bis 95 °C. Die GADPH-mRNA-

Expression diente zur Normalisierung der GATA2 mRNA Expression jeder Probe, unter Verwen-

dung der ΔCt-Methode. Folgende Primer wurden verwendet: GAPDH: fw: 5′-AGG TCG GAG TCA 

ACG GAT TT-3′, rev: 5′-TTC CCG TTC TCAGCC TTG AC-3′; GATA2: fw: 5′-CAG CAA GGC TCG TTC 

CTG TTC A-3′, rev: 5′-ATG AGT GGT CGG TTC TGC CCA T-3′. 

 

5.11 Adipozyten-getriebene mesenchymale Stammzelldifferenzierung  
 Die Experimente zur „Adipozyten-getriebene mesenchymale Stammzelldifferenzierung“ er-

folgten durch Romy Busch.  

Die Differenzierungsexperimente mit ASC52telo hTERT-Zellen (ATCC® SCRC-4000TM) wurden 

nach einem bereits beschriebenen Verfahren durchgeführt249. Die Kultivierung der Zellen er-

folgte, wie in Kapitel 5.4.1 aufgeführt und wurden einen Tag vor dem Experiment in 96-Well-

Platten (5 x 103 Zellen pro Well) im Kulturmedium ausgesät. Am nächsten Tag erfolgte die 

Inkubation der Zellen mit einem Differenzierungsmedium, das sich aus Kulturmedium (siehe 

Kapitel 5.4.1) mit Humaninsulin (10 μg/mL, #I3536, Merck, Darmstadt, Deutschland), Dexame-

thason (1 μM, #D4902, Merck, Darmstadt, Deutschland), Isobutylmethylxanthin (0,5 mM, 

#I5879, Merck, Darmstadt, Deutschland), DMSO (finale Konzentration 0,1%) und den jeweiligen 

Testverbindungen (33, 104) zusammensetzte. Das Differenzierungsmedium wurde alle 48-72 

Stunden für insgesamt sechs Zyklen innerhalb von 13 Tagen erneuert. Bei jedem Mediumwech-

sel wurden die Testverbindungen frisch zugesetzt. Innerhalb des Zeitraums vom 14. bis zum 

22. Tag befanden sich die Zellen in einem Erhaltungsmedium, das aus dem Kulturmedium be-

stand und nur Humaninsulin (10 μg/mL) enthielt, ohne zusätzliche Behandlung. Das Erhal-

tungsmedium wurde innerhalb von neun Tagen alle 48-72 Stunden in insgesamt vier Zyklen 

erneuert. Nach dem 21-tägigen Differenzierungsprozess und der Behandlung mit den Testver-

bindungen wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschließend 15 Minuten bei Raumtem-

peratur mit Formalin (10%, stabilisiert mit Methanol, 100 μL pro Well, Nr. 15071, Morphisto 

GmbH, Offenbach am Main, Deutschland) fixiert. Danach wurde das Formalin abgesaugt und 
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die fixierten Zellen zweimal mit 40%igem 2-Propanol gewaschen. Der zweite Waschschritt dau-

erte 30 Minuten bei Raumtemperatur, um die Proben für die Färbung ins Gleichgewicht zu 

äquilibrieren. Oil Red O (#O0625, Merck, Darmstadt, Deutschland) wurde in 2-Propanol (10 

mg/mL) zubereitet und mit einem Whatman®-Filterpapier der Qualität 595 (#311611, Schlei-

cher & Schuell GmbH, London, UK) und einem 0,2 μm Spritzenfilter (FP 30/0,2 CA-S, 

#10462200, Schleicher & Schuell GmbH, London, UK) gefiltert und anschließend mithilfe von 

ddH2O verdünnt, sodass die Lösung eine Endkonzentration von 0,4% Oil Red O und 40% 2-

Propanol erreichte. Nach der Gleichgewichtseinstellung wurden die Proben mit einer 0,4%igen 

Oil Red O-Lösung bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Oil Red O-Lösung abge-

saugt und die Wells zwei bis dreimal mit ddH2O gewaschen, um gegebenenfalls ausgefallene 

Oil Red O-Kristalle zu entfernen. Für die nachfolgenden Analysen erfolgte die Aufbewahrung 

der Proben in ddH2O. Für jedes Well wurden mehrere Bilder mit einem Motic®AE31E-Invers-

mikroskop und einem Moticam 1080 (Motic Hong Kong Ldt.) bei vierfacher Vergrößerung auf-

genommen. Nach anschließender Dichromatisierung und Extraktion des roten Kanals mit 

ImageJ 1.53q wurde der prozentuale Anteil, der durch Oil Red O gefärbten Flächen durch die 

Erzeugung binärer Bilder unter Anwendung eines geeigneten Schwellenwerts auf die extrahier-

ten Bilder bewertet. Zur Auswertung einer biologischen Wiederholung wurde der Mittelwert 

von drei technischen Wiederholungen berechnet und jede Probe in drei voneinander unab-

hängigen Experimenten getestet.  

 

5.12 Differentielle Genexpressionsanalyse von Hepatozyten 
 Die mRNA-Sequenzierung der hier beschriebenen Proben erfolgte durch das Unternehmen 

Novogene auf Honorabasis. An der Aufbereitung der erhaltenen Daten war Dr. Julian 

Marschner mit beteiligt.  

HepG2-Zellen wurden, wie in Kapitel 5.4.1 beschrieben kultiviert und in 6-Well-Platten (1 x 106 

Zellen pro Well) ausgesät. Nach 24 Stunden erfolgte ein Austausch des Mediums gegen mini-

males essenzielles Medium (MEM), dem 1% FCS, Penicillin (100 U/mL) und Streptomycin (100 

μg/mL) zugesetzt waren. Das Medium wurde nach 48 Stunden erneuert und enthielt nun zu-

sätzlich 0,1% DMSO und Verbindung 104 (20 μM) oder 0,1% DMSO allein als Kontrolle. Jede 

Behandlung fand an vier unabhängigen biologischen Proben statt. Nach zwölf Stunden Inku-

bation wurden die Zellen geerntet und zweimal mit kaltem PBS gewaschen. Aus den erhaltenen 

Proben wurde mittels RNA-Extraktion mit dem E.Z.N.A.® Total RNA Kit I (R6834-02, Omega-
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Bio-Tek Inc., Norcross, SA, USA) die RNA gewonnen. Die RNA-Sequenzierung erfolgte durch 

das Unternehmen Novogene (Cambridge, UK) auf Honorarbasis. Als Ausgangsmaterial für die 

RNA-Probenvorbereitung diente 1 μg RNA pro Probe. Die Erstellung der Sequenzierungsbibli-

othek geschah mit dem NEBNext® UltraTM RNA Library Prep Kit für Illumina® (NEB, USA) wie 

vom Hersteller empfohlen. Zusätzlich wurden Indexcodes hinzugefügt, um die Proben den Se-

quenzen zuzuordnen. Zur Isolierung der mRNA wurde die Gesamt-RNA mit an Poly-T-Oligo 

gebundenen magnetischen Perlen gereinigt. Die Fragmentierung wurde unter Verwendung 

von zweiwertigen Kationen bei erhöhter Temperatur in NEBNext Erststrang-Synthese-Reakti-

ons-Puffer (5X) durchgeführt. Die Synthese des cDNA-Erststrangs erfolgte unter der Verwen-

dung von Random-Hexamer-Primern und M-MuLV-Reverser-Transkriptase (RNase H). Die Syn-

these des zweiten Strangs erfolgte anschließend mit der DNA-Polymerase I und RNase H und 

mithilfe von Exonukleasen/Polymerase-Aktivitäten wurden die verbliebenen Überhänge in 

stumpfe Enden umgewandelt. Die 3‘-Enden der DNA-Fragmente wurden adenyliert und an 

einen NEBNext-Adapter, der Haarnadelstreifenstrukturen beinhaltet, gebunden. Dies diente 

zur Vorbereitung der Hybridisierung. Anschließend erfolgte die Aufreinigung der Bibliotheks-

fragmente mit dem AMPure XP-System (Beckman Coulter, Beverly, USA), um cDNA-Fragmente 

mit einer Länge von 150 bis 200 bp zu isolieren. Danach wurde 3 μL USER-Enzyme (NEB, USA) 

und größenselektierte, Adapter-gebundene cDNA für 15 Minuten bei 37 °C verwendet, gefolgt 

von fünf Minuten bei 95 °C vor der PCR. Die Durchführung der PCR erfolgte mit Phusion High-

Fidelity DNA Polymerase, Universal-PCR-Primern und einem Index (X) Primer. Die PCR-Pro-

dukte wurden gereinigt (AMPure XP System) und die Bewertung der Qualität der Bibliothek 

erfolgte mit dem Agilent Bioanalyzer 2100 System. Die Durchführung des Clustering der index-

kodierten Proben wurde auf dem cBot Cluster Generation System unter Verwendung des PE 

Cluster Kit cBot-HS (Illumina) entsprechend der Herstelleranweisung durchgeführt. Nach Ab-

schluss des Clustering wurden die Bibliothekspräparate einer Sequenzierung unterzogen und 

Paired-End-Reads generiert. Alle Rohdaten wurden im FASTQ-Format zunächst durch fastp 

aufgearbeitet. Daten (Reads) die Adapter- und Poly-N-Sequenzen enthielten oder eine nied-

rige Qualität aufwiesen wurden aus den Rohdaten entfernt, wodurch bereinigte Reads entstan-

den. Gleichzeitig erfolgte die Berechnung des Q20, Q30 und der GC-Gehalt der bereinigten 

Reads. Alle folgenden Analysen wurden mit den bereinigten Reads mit hoher Qualität erhoben. 

Die Dateien für Referenzgenome und Genmodelle wurden vom Genom-Website-Browser 

(NCBI/UCSC/Ensembl) heruntergeladen. Die Auswertung von Paired-End-Clean-Reads erfolgte 
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mit der Software STAR (spliced transcripts alignment to a reference). Die Anzahl der gemappten 

Reads für jedes Gen wurde durch Feature Counts bestimmt. Anschließend erfolgte die Berech-

nung der Reads pro Kilobase des Exon-Modells pro Millionen gemappter Reads (RPKM) jedes 

Gens auf der Grundlage der Länge des Gens und der Anzahl der für dieses Gen gemappten 

Reads. RPKM dienten zur Schätzung der Genexpressionswerte und berücksichtigten die Aus-

wirkungen der Sequenzierungstiefe sowie der Genlänge auf die Anzahl der Reads250. Für die 

Analyse der differentiellen Expression zwischen den beiden Bedingungen/Gruppen (vier biolo-

gische Wiederholung pro Bedingung) wurde das DESeq2 R-Paket verwendet. Dieses bietet sta-

tistische Routinen zur Bestimmung der differentiellen Expression in digitalen Genexpressions-

daten unter Verwendung eines Modells auf der Grundlage der negativen Binomialverteilung. 

Gene mit einem p-Wert < 0,05, die durch DESeq2 identifiziert wurden, erhielten eine Einstufung 

als differentiell exprimiert. Die Implementierung der Gene Ontology (GO, http://www.geneon-

tology.org/) zur Vereinheitlichung der Darstellung von Geneigenschaften und der Anreiche-

rungsanalyse von differentiell exprimierten Genen erfolgte mithilfe der R-Pakete clusterProfil, 

AnnotationDbi und org.Hs.eg.db. GO-Begriffe mit einem p-Wert von < 0,05 wurden durch un-

terschiedliche exprimierte Gene als signifikant angereichert betrachtet. Für die Visualisierung 

der verschiedenen Pfade (log2 fold change), die sich durch die Behandlung ergaben, wurde 

das R-Paket pathview auf der KEGG Pathway Project-Datenbank (http://www.ge-

nome.jp/kegg/) verwendet. Die Gene die 104, Pioglitazon (33) und GA (37) regulierten, wurden 

mithilfe der PPARgene-Datenbank225 auf das Vorhandensein von experimentell bestätigten o-

der vorhergesagten PPAR-Antwortelementen analysiert. 

 

5.13 Beobachtung der FOXO-Phosphorylierung und Aktivität 
 Die Experimente zur „Beobachtung der FOXO-Phosphorylierung und Aktivität“ erfolgte 

durch Dr. Julian Marschner.  

HepG2-Zellen wurden, wie in Kapitel 5.4.1 beschrieben kultiviert. Bei jeweils einer Passage vor 

und während der Experimente erfolgte die Kultivierung auf Kollagen G beschichteten Platten 

(siehe Kapitel 5.4.3).  

FOXO-RE-Reporter-Assay 

Die Zellen wurden auf Kollagen G beschichtete 96-Well-Platten (3 x 104 Zellen pro Well) in 

DMEM (siehe Kapitel 5.4.1) ausgesät. Nach 24 Stunden erfolgte der Austausch des Mediums 
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gegen MEM-Medium, das zusätzlich Penicillin (100 U/mL) und Streptomycin (100 μg/mL) ent-

hielt. Nach weiteren 24 Stunden wurde das Medium gegen Opti-MEM ohne Zusätze ausge-

tauscht, die Zellen mit Lipofectamin 3000 (Invitrogen) transient mit FHRE-Luc (Addgene Plas-

mid #1789, 12 ng pro Well) und pRL-SV40 (Promega. 1 ng pro Well) transfiziert. Vier Stunden 

nach vollendeter Transfektion wurden die Zellen mit der Testverbindung (104 – 20 μM) in MEM, 

ergänzt mit Penicillin (100 U/mL), Streptomycin (100 μg/mL) und 0,1% DMSO oder mit 0,1% 

DMSO allein inkubiert. Die Luziferaseaktivität wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der 

Inkubation mit dem Dual-Glo-Luciferase Assay System (Promega, gemäß Protokoll) auf einem 

Tecan-Spark Luminometer (Tecan Deutschland GmbH, Deutschland) gemessen. Jede Probe 

wurde in Duplikaten in mindestens drei unabhängigen Experimenten getestet. Zur Berechnung 

der relativen Lichteinheiten (RLU) wurde die Firefly-Lumineszenz durch die Renilla-Lumines-

zenz geteilt und mit 1000 multipliziert. Dies diente zur Normalisierung der Transfektionseffizi-

enz und des Zellwachstums. Anschließend wurde die mittlere RLU der behandelten Proben 

durch die mittlere RLU der 0,1%igen DMSO-Kontrolle zum jeweiligen Messzeitpunkt geteilt, 

um die relative FHRE-Aktivität zu erhalten.  

Protein-Extraktion, SDS-PAGE und Western-Blot 

HEK293T-Zellen wurden in 6-Well-Platten (3 x 105 Zellen pro Well) mit dem in Kapitel 5.4.1 

beschriebenen Medium ausgesät. Nach 24 erfolgte die Inkubation der Zellen mit 104 (20 μM) 

in Opti-MEM, ergänzt mit Penicillin (100 U/mL), Streptomycin (100 μg/mL) und 0,1% DMSO 

oder mit dem ergänzten Medium mit Zusätzen ohne 104. Jede Probe wurde in drei unabhän-

gigen biologischen Wiederholungen hergestellt. Nach einer Inkubationszeit von 16 Stunden 

wurden die Zellen geerntet, anschließend bei 1000 g zehn Minuten zentrifugiert und bis zur 

Weiterverarbeitung als trockene Pellets bei -80 °C eingefroren. Für die Proteinextraktion wur-

den die Pellets in 100 μL vollständigem Radioimmunpräzipitations-Assay-Puffer (10 mL Pierce 

RIPA-Puffer) der mit einer Tablette Pierce Protease- und Phosphatase-Inhibitor (ThermoFisher 

#A32959) ergänzt wurde, vollständig resuspendiert. Anschließend wurde die Suspension 

gründlich gevortext, 15 Minuten bei 4 °C und 600 Umdrehungen pro Minute sowie horizonta-

lem Schütteln inkubiert und bei 14.000 g (4 °C, zehn Minuten) zentrifugiert. Nach dieser Pro-

zedur wurde der Überstand geerntet, mit 25 μL 5X PierceTM Lane Marker reduzierender Pro-

benpuffer (ThermoFisher #39000) vermischt und fünf Minuten auf 95 °C erhitzt. Bis zur weiteren 

Verarbeitung erfolgte die Lagerung der Proben bei -80 °C. Die Durchführung der Natrium-
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dodecylsulfat (sodium dodecyl sulfat, SDS)-Polyacrylamidgel-Elektrophorese geschah mit ei-

nem 12%-igen Polyacrylamidgel, das mit 15 μL Proteinextrakt bei 100 V für 20 Minuten und 

200 V für 40 Minuten in Laufpuffer (25 mM TRIS, 192 nM Glycin, 0,1% w/v, SDS, pH 8,3) beladen 

war. Das Gel und die Membran wurden zwei Minuten lang in Transferpuffer (125 mM TRIS, 970 

mM Glycin) äquilibriert und anschließend das Tank-Blotting des separierten Proteins auf eine 

methanolaktivierte Polyvinylfluorid (PVDF)-Membran (Immobilon®-FL PVDF-Membran, 

Merck, #05317) mit in Transferpuffer getränktem Whattmann-Papier bei 80 V und 4°C über 

Nacht durchgeführt. Danach erfolgten vier Waschschritte der PVDF-Membran für zehn Minu-

ten in 0,5% TBST mit anschließender Inkubation in TBST mit 5% BSA und Anti-Phospo-FOXO3a 

(Ser253)-Antikörper (Cell Signaling Technology #9466, verdünnt 1:1000) oder Anti-GAPDH 

(Cell Signaling Technology, Klon D16H11, verdünnt 1:1000) über Nacht bei 4 °C. Nach Wieder-

holung der oben beschriebenen Waschprozedur wurde die Membran eine Stunde bei Raum-

temperatur mit einem Meerettichperoxidase-konjugierten sekundären Antikörper (Sigma Al-

dirch #12-348, verdünnt 1: 4000 in TBST und 5% Magermilch) inkubiert. Anschließend wurde 

mit TBST gewaschen und die Membran eine Minute in verstärkter Chemilumineszenzlösung 

(100 mM Tris/HCl, pH 8,8, 2,5 mM Luminol, 0,4 mM p-Cumarsäure, 2,6 mM Wasserstoffperoxid) 

getaucht. Die Ermittlung des Signals erfolgte mit einem ChemiDoc Imaging System (BioRad, 

Hercules, Kalifornien, USA). 

 
5.14 Molekulares Docking  
 Die Experimente zum „Molekularen Docking“ wurden von Laura Isigkeit und Dr. Thomas 

Wein durchgeführt.  

Molekulares Docking für PPARγ 

Das Molekulare Docking wurde mit der Software Molecular Operating Environment (MOE, Ver-

sion 2020.09, Chemical Computing Group Inc. Montreal, QC, Canada) durchgeführt. Die Kris-

tallstruktur des PPARγ-39-Komplexes (PDB: 8ATY) diente als Vorlage für das struktur- und do-

ckingbasierte Design von 104. Die Struktur wurde unter Anwendung von MOE QuickPrep unter 

Standardeinstellung erstellt und der Protonierungszustand des Komplexes angepasst. Die Vor-

bereitung von 104 erfolgte unter Anwendung der MOE-Wash-Routine mit dominantem Pro-

tonierungszustand bei pH 7,0. Die Koordinaten wurde in 3D neu aufgebaut und die bestehende 

Chiralität beibehalten. Für alle Docking-Berechnungen dienten folgende Einstellungen: Force 

Field = Amber10:EHT, Rezeptor = Rezeptor- und Lösungsmittelatome, Site = Ligandenatome 
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von 39, Placement = Template mit 100 Posen, Verfeinerung = starrer Rezeptor, Scoring-Funk-

tion = GBVI/WSA dG mit 10 Posen. Die Eignung der Methode wurde durch das Redocking des 

kristallisierten Liganden 39 an der orthosterischen Stelle (RMSD = 0,39, mittlere RMSD = 1,57, 

Score = - 8,24) und der allosterischen Stelle (RMSD = 0,18, mittlere RMSD = 1,92, Score = -

8,67) von PPARγ bestätigt. Durch das Andocken von Pioglitazon (33) an den PPARγ-104-Kom-

plex (PDB: 8ATZ191) wurde die mögliche gemeinsame Bindung von 104 und 33 bewertet. Die 

Durchführung der Vorbereitung und des Dockings geschah wie oben beschrieben. Da im 

PPARγ-104-Komplex kein Ligand an die orthosterische Stelle gebunden war, wurde die TZA-

Wechselwirkungen von Pioglitazon (33) mit His323, His449 und Ser289 als Vorlage definiert 

und der allosterische Ligand diente zur Definition ausgeschlossener Volumina. Beim Vergleich 

mit dem co-kristallisierten PPARγ-Pioglitazon(33)-Komplex (PDB: 5Y2O221) ergab sich eine 

RMSD von 3,57 für den experimentell bestimmten Bindungsmodus von 33 und die vorherge-

sagte Pose im PPARγ-104-Komplex. 

Molekulares Docking für Nur77 

Basierend auf den Katalogen von SPECS (SPECS Surface Nano Analysis GmbH, Berlin, Deutsch-

land, https://www.specs-group.com/) und Enamine (Enamine Ltd., New Jersey, USA, 

https://enamine.net/) wurde mithilfe der Substrukturfilter der CDK- und RDKit-Software in 

KNIME (Version 4.4.0; KNIME AG, Zürich, Schweiz) eine virtuelle Sammlung von 25.021 kom-

merziell verfügbaren Derivaten von 41 mit dem N-Phenylpiperazin Strukturelement als ge-

meinsamem Kerngerüst erstellt. Die Berechnung der molekularen Merkmale, Morgan-Finger-

abdrücke und Tanimotoähnlichkeit der Screening-Verbindungen erfolgte ebenfalls mit CDK- 

und RDKit-Software in KNIME. 

Die Schrödinger Software Suite (Version 2019-1; Schrödinger Inc., New York, NY, U.S.A.) diente 

zur Durchführung aller Docking-Berechnungen. Die Moleküle der Screening-Bibliothek wurden 

durch LigPrep in 3D-Strukturen umgewandelt. Basierend auf dem 2D-SDF-Format wurden 

Wasserstoffatome hinzugefügt, Ionisierungszustände für pH 7,0 ± 1,0 erzeugt und Tautomere 

und Enantiomere generiert. Nach Minimierung der 3D-Konformationen durch confgen251 erga-

ben sich 42.816 Verbindungen für das virtuelle Screening mittels Docking. 

Die Nur77-Proteinstrukturen 3v3q50, 4jgv120 und 6kz586 aus der Proteindatenbank252 wurden für 

das Docking in Maestro (Schrödinger, LLC, New York, USA) importiert und mit dem Proteinvor-

bereitungsassistenten vorbereitet. Die Identifizierung der Zentren der Bindungsstellen erfolgte 

durch die co-kristallisierten Liganden. Mit dem Modul „Receptor Grid Generation“ in Maestro 
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wurde das Docking-Gitter erstellt. Die Berechnung des Docking erfolgte in Glide253 (Schrödin-

ger, LLC, New York, USA) durch die Verwendung des Standard-Präzisionsprotokolls (SP), wobei 

für die abschließende Post-Docking-Minimierung mit zehn (anstelle von fünf) besten Posen 

und fünf (anstelle von einer) endgültigen Posen gearbeitet wurde. 41 wurde an alle Protein-

strukturen angedockt. Das Docking der virtuellen Sammlung erfolgte nur an die 4jgv50-Struk-

tur. Die ermittelten Docking-Scores für die virtuellen Screening-Verbindungen befanden sich 

in einem Bereich von -9,88 und -2,03.  
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6-MP 6-Mercaptopurin 
6-OHDA 6-Hydroxydopamin 
  
AD Alzheimer's disease 
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AMPKα AMP-aktivierte Proteinkinase α 
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AR Androgenrezeptor 
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Boc tert-Butyloxycarbonyl 
  
CBP CREB-Bindungsprotein 
CD36 Thrombozytenglykoprotein 4 
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Mikroorganismen und 
Zellkultur 
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EDC-HCl 1-Ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl)carbodii
mid Hydrochlorid 
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EtOH Ethanol 
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FI Fluoreszenzintensität 
FOXA2 Forkhead-Box-Protein A2 
FRET Fluoreszenzresonanz-

Energietransfer 
  
GA Garcinsolsäure 
GATA2 GATA-Bindungsfaktor 2 
GDNF glial cell line-derived 

neutrophic factor 
GFP green fluorescent protein 
GLUT4 Glucosetransporter 4 
GPCRs G-Protein-gekoppelte 

Rezeptoren 
  
HTRF zeitaufgelösten Fluoreszenz-

Resonanz-Energie-Transfer 
HTS high-troughput-screening 
  
IL-1β Interleukin-1β 
iNOS induzierbarer 

Stickstoffmonoxid-Synthase 
ITC isotherme 

Titrationskalorimetrie 
  
KO Knockout 
  
LBD Ligandenbindungsdomäne 
LBP ligand binding pocket 
LDL low density lipoprotein 
L-Dopa Levodopa 
Lenti Lentivirus 
LID L-Dopa induzierten Dyskinesie 
LPS Lipopolysaccharid 
LXR Leber-X-Rezeptor 
  
MEF2 myocyte enhancer factor 2 
MEM minimales essenzielles Medium 
MPP+ 1-Methyl-4-phenylpyridinium 
MPTP 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-

tetrahydropyridi 
MS Multiple Sklerose, 

Massenspektrometrie 
MYC c-MYC-Protoonkogen 
  
Na2SO4 Natriumsulfat 
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NBRE NFGI-B Response Element 
NCoA6 nukleärer Rezeptor Co-

Aktivator 6 
NCOR-1 nukleärer Co-Repressor 1 
NOR-1 Neuronen abgeleiteter 

Waisenrezeptor 
NRIP nukleärer Rezeptor 

Interaktionsprotein 
NRs Nukleäre Rezeptoren 
NSAIDs non-steroidal anti-

inflammatory drugs 
NTD N-terminale Domäne 
Nur77 Nervenwachstumsfaktor-

induzierter Klon B 
Nurr1 Kernrezeptor verwandtes 

Protein 1 
  
ORO Oil Red O 
  
PD Parkinson's disease 
PDNPA n-Pentyl-2-[3,5-dihydroxy-2-

(1-nonanyl)phenyl]acetat 
PGA1 Prostaglandin A1 
PGA2 Prostaglandin A2 
PGC-1α PPARγ Co-Aktivator 1-α 
PGE1 Prostaglandin E1 
PPAR Peroxisom-Proliferator-

aktivierter Rezeptor 
PPRE menschliche PPAR-RE 
  
RE Response Elemente 
ROR RAR-related orphan receptor 
RXR Retinoid-X-Rezeptor 
  
SAR structure activity relationship 

SDS Natriumdodecylsulfat 
sGFP superfolder GFP 
SMRT nukleärer Co-Repressor 2 
ID2 Interaktionsdomäne 2 
SN Substantia nigra 
SNAr nukleophile aromatische 

Substitution 
SPR Oberflächenplasmonen-

resonanzspektroskopie 
SRC Steroid Rezeptor Co-Aktivator 
  
Tb-SA Terbiumkryptat als 

Streptadvidin Konjugat 
TEA Triethylamin 
TH Thyrosinhydroxylase 
THF Tetrahydrofuran 
THPN 1-(3,4,5-

Trihydroxyphenyl)nonan-1-on 
TMPA 2-[2,3,4-Trimethoxy-6-(-1-

octanoyl)phenyl]acetat 
TMS Tetramethylsilan 
TNFα Tumornekrosefaktor α 
TR Thyroidhormon-Rezeptor 
TReg regulatorischen T-Zellen 
TZD Thiazolidindion 
  
VTA tegmentalen Area 
  
WT Wildtyp 
  
XCT XCT139508 
  
ZNS Zentralen-Nerven-System 
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