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Mit molekularer Symmetrie zu neuen
Wirkstoffen: Hydroxymethyl-substituierte 3,9-
Diazatetraasterane als erste eigenstindige
Klasse symmetrischer MDR-Modulatoren®*

Andreas Hilgeroth,* J6sef Molnar und
Eric De Clercq

Integrale Proteine als Ionenkanile, Neurorezeptoren oder
Transportproteine sind problematische Targetstrukturen fiir
die moderne Wirkstoffentwicklung, da die Erkennungs- oder
Bindungsregionen von funktionsmodifizierenden Arzneistof-
fen hiufig nicht oder nur unzureichend bekannt sind.l!! Ein
Design auf der Basis von Struktur-Wirkungs-Beziehungen
setzt die moglichst genaue Kenntnis der rdaumlichen Anord-
nung der proteinogenen Aminosiuren dieser Bindungsregio-
nen voraus.'l Da die Strukturauflosung bei integralen Mem-
branproteinen auflerordentlich problematisch ist, griinden
sich Theorien iiber ihre Funktion und deren Beeinflussung
mit Wirkstoffen hiufig auf Modelle.l'?) Zu diesen bislang in
ihrer Funktion nur modellhaft beschriebenen und hochak-
tuellen Targetstrukturen fiir die Bekdmpfung der problema-
tischen Mehrfachresistenz (multidrug resistance, MDR) in
der Krebstherapie gehoren die transmembransténdigen Mo-
lekiilpumpen P-Glycoprotein (P-GP) und das Multidrug-
Resistance-assoziierte Protein (MRP).34 Durch ihre Ein-
bindung in die fluide Membran der Zelle ist eine Kristallisa-
tion erheblich erschwert, die notwendig wire fiir die Struktur-
aufklarung der Bindungsregion fiir modifizierende Arznei-
stoffe, die die MDR im Sinne einer Blockade der Molekiil-
pumpen modulieren oder umkehren konnten. Bis heute ist
damit eine gezielte Entwicklung von so genannten MDR-
Modulatoren auf der Basis von Targetstrukturen nicht
moglich. Dennoch konnten bislang zahlreiche Arzneistoffe
aus unterschiedlichen Wirkstoffklassen wie Verapamil (VRP)
oder Cyclosporin A als MDR-Modulatoren in In-vitro- Assays
charakterisiert werden, die bei Applikation mit den P-GP-
und MRP-Substraten deren Ausschleusen aus den Tumorzel-
len als Inhibitoren der Pumpen vermindern.®! Thre pharma-
kologische Eigenwirksamkeit, durch die auch weiterentwi-
ckelte, strukturell modifizierte Verbindungen gekennzeichnet
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sind, schlieB3t jedoch eine Anwendung als MDR-Modulatoren
aus, da fiir die gewiinschten inhibierenden Effekte iiberwie-
gend Konzentrationen in Bereichen erforderlich wiren, in
denen die Eigenwirkungen tiberwiegen oder toxische Neben-
wirkungen auftreten.[®

Wir stellen hier die bislang einzige Klasse eigensténdiger
symmetrischer Modulatoren vor. In ersten In-vitro-Assays an
MDR-resistenten Krebszellen konnten wir zeigen, dass zur
Umkehr der MDR Konzentrationen unterhalb zytotoxischer
Relevanz ausreichend sind. Die neuartigen Modulatoren vom
Typ der Hydroxymethyl-substituierten 3,9-Diazatetraastera-
ne weisen im Gegensatz zu allen anderen bisherigen Wirk-
stoffen einen symmetrischen Bau auf. Mit ihrer rigiden
Kifigstruktur ist die Anordnung der funktionellen Gruppen
fir Wechselwirkungen mit Aminosduren der potenziellen
Bindungsregion genau festgelegt. Da die Verbindungen stark
inhibitorisch wirksam sind, konnte mit ihrem rigiden symmet-
rischen Bau erstmals ein Hinweis auf einen moglichen, bislang
unbekannten symmetrischen Bau der potenziellen Protein-
bindungsregion der Modulatoren gegeben sein.

Zur Herstellung der symmetrischen Inhibitoren 6a-c
gingen wir von den N-substituierten 4-Aryl-1,4-dihydropyri-
dinen la—c aus. 1a und 1b wurden durch Umsetzung von
Nicotinsdureethylester mit Chlorameisensduremethyl- bzw.
-phenylester und anschlieende regioselektive Arylierung an
der 4-Position unter Kupfer(i)-iodid-Katalysel”! erhalten
(Schema 1); das N-Boc-Derivat 1¢ wurde aus 1b mit Kali-
um-tert-Butoxid erhalten.

Interessanterweise lieferte die Bestrahlung von Losungen
der Verbindungen 1a—c mit Ultra-Vitalux-Lampen bei 4 >
270 nm unter Anregung des 1,4-Dihydropyridin-Chromo-
phors zwischen 296 und 305 nm die 3,9-Diazatetraasterane
3a—c als Kopf-Schwanz-verkniipfte, zentrosymmetrische Di-
merisierungsprodukte neben den entsprechend verkniipften
neuartigen anti-Dimeren 4a—c (Schema 2). Beide Arten der
Dimerisierungsprodukte sind bislang als direkte Reaktions-
produkte fiir 5-unsubstituierte 4-Aryl-1,4-dihydropyridine
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Schema 1. Synthese der monomeren 4-Aryl-1,4-dihydropyridine. a) Cul
(5Mol-%), ROCOCI (1 Aquiv.), 10min, —8°C, THF; b)PhMgCl
(1 Aquiv.), 30 min, RT, 1a (75%), 1b (83%); c) tBuOK (2 Aquiv.),
30 min, —18°C, THF, 1¢ (69 %).
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la-c¢

6a-c: R?=H 5

6d: R' = Ph, R? = CH20H
Schema 2. Synthese der Targetstrukturen 6a—c aus den monomeren 4-
Aryl-1,4-dihydropyridinen. a) Av, 1 >270 nm, 4 Wochen, 27°C, THF, 3a
(44%),4a (33%), 3b (46%), 4b (32%), 3¢ (41%), 4¢ (38%); b) LiAlH,
(1 Aquiv.), 2 h, —8°C, THF, 6a (78 %), 6b (75 %), 6¢ (65%).

nicht beschrieben; fiir die entsprechenden N-Alkyl-substi-
tuierten monomeren 1,4-Dihydropyridin-Derivate wurden
Tetrakishomocubane 5 als Reaktionsprodukte gefunden.!”]
Zurzeit untersuchen wir die Ursachen des iiberraschend
andersartigen Reaktionsverlaufs. Im Falle der anti-Dimere
ziehen wir einen stabilisierenden konjugativen Effekt der N-
Oxycarbonylgruppe auf ein hypothetisches intermedidres
Biradikal 2 in Betracht, der iiber eine Bindungsrotation dann
zur anti-Dimerenbildung fiihrt. Die abschliefende selektive
Estergruppenreduktion am substituierten Cyclobutanring der
Dimere zu den Zielverbindungen 6 a—c erfolgte mit Lithium-
aluminiumhydrid bei tiefer Temperatur.

Im In-vitro-Assay auf Hemmung der Molekiilpumpenak-
tividt wird mit einer Fluoreszenzmessung unbehandelter und
mit P-GP-Modulatoren behandelter Zellen das Verhéltnis der
Aufnahme eines spezifisch bindenden, fluoreszierenden P-
GP-Transportersubstrates, z. B. Rhodamin R123, von Tumor-
stammzellen einerseits und von mittels MDR-Gentransfek-
tion resistent gewordenen Zellen andererseits als P-GP-
inhibitorisches Aktivitdtsverhiltnis (R) berechnet (Tabel-
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le 1).®1 Durch diesen direkten Vergleich der Fluoreszenzdaten
ist gesichert, dass die beobachteten Aktivititen von der
spezifischen P-GP-Inhibition durch die MDR-Modulatoren
herriihren.

Tabelle 1. Effekte der Hydroxymethyl-3,9-diazatetraasterane 6 a—d auf die
MDR von Tumorzellen (Maus-T-Lymphom).[?!

Aktivitdtsverhiltnisse (R)<]

Verbindung 3 um 30 um
6a 1.11 18.62
6b 28.10 30.8714
6¢ 6.81 7.4219
6d 0.97 5.40

[a] VRP-Kontrolle mit 11 um: 7.27. 11 pum ist nach Lit. [8] die relevante
Maximalkonzentration zur MDR-Modulation. Die Verbindungen sind
aktiv (A), wenn das Verhiltnis R > 1.1 ist, und sehr aktiv (AA) fiir R-Werte
> 108 [b] R= (mlnni bclmn(%n‘}\/MDR unlﬁ;]]\lindclu Kunlrul](k)umm“" [c] Mittelwerte
aus zwei Bestlmmungen [d] Sattlgungskonzentrauon fiir P-GP-Inhibition.

Bei den untersuchten Hydroxymethyl-Kéfigverbindungen
6a—c wurde fiir die N-Methoxycarbonyl-substituierte Verbin-
dung 6a eine Wirksamkeit dhnlich der von VRP ermittelt,
wobei ein linearer Zusammenhang von Konzentration und
inhibitorischer Aktivitdt festgestellt wurde. Als Struktur-
merkmale fiir eine ausreichende Aktivitdt von MDR-Modu-
latoren gelten zwei lipophile Reste und ein basisches Stick-
stoffatom, das in Arbeiten von Ecker et al. erstmals durch
eine Estergruppenfunktion als Wasserstoffbriicken(WB)-Ac-
ceptor ersetzt wurde.’»' In unseren Verbindungen ist das
Stickstoffatom als hydrophiles Strukturelement durch die
Hydroxymethylgruppen ersetzt. Mit einer Zunahme der
Aktivitét fiir die mit lipophileren Gruppen am N-Substituen-
ten ausgestatteten Verbindungen 6b und 6c¢ bei geringen
Konzentrationen wird das Konzept einer ausreichenden
Lipophilie fiir eine gute MDR-Modulation unterstiitzt.['!
Interessant ist dabei, dass mit einer Erh6hung der Gesamt-
anzahl an potenziellen WB-Donor/Acceptorfunktionen von
vier (zwei Hydroxymethylgruppen und zwei Carbamides-
tergruppen) in Verbindung 6b auf insgesamt sechs (vier
Hydroxymethylgruppen und zwei Carbamidestergruppen) in
Verbindung 6d'? ein volliger Verlust der Wirksamkeit bei
gleicher geringer Konzentration von 3 um verbunden ist.
Bislang wurde fiir eine optimale Bindungsaffinitdt zum P-GP
eine hohe Anzahl von WB-Bindungsfunktionen fiir Wechsel-
wirkungen mit den Amidfunktionen der diskutierten Bin-
dungsseite des P-GP favorisiert.':1314 Erste Untersuchungen
einer Reihe von 3,9-Dialkyl-3,9-diazatetraasteranen!™ zeigen
fiir ein 3,9-Dibenzyl-Derivat mit vier Hydroxymethylgruppen
inhibitorische Aktivitdtsverhéltnisse von 30.19 bei 3 um und
24.83 bei 30 um. Mit insgesamt vier WB-Donor/Acceptor-
funktionen entspricht die Wirksamkeit damit der der Verbin-
dung 6b, die ja ebenfalls mit zwei Hydroxymethylgruppen
und zwei Carbamidestergruppen vier entsprechende Funk-
tionen fiir WB-Bindungen aufweist. Ein 3,9-Dimethyl-3,9-
diazatetraasteran mit vier Hydroxymethylgruppen weist mit
R=0.88 (3 um) und 4.7 (30 um) erst bei 30 uMm eine nennens-
werte P-GP-inhibitorische Aktivitdt auf. Dies unterstreicht
die Bedeutung eines volumingsen lipophilen N-Substituenten
fiir die inhibitorische Aktivitit, die sich bereits beim Ver-
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gleich des 3,9-Dimethoxycarbonyl-Derivates 6a mit dem 3,9-
Diphenoxycarbonyl-Derivat 6b zeigt. Eine Verringerung der
Anzahl an Hydroxymethylgruppen von vier auf zwei in dem
3,9-Dibenzyl- und dem 3,9-Dimethyl-Derivat fiihrt zu einer
Abnahme der inhibitorischen Aktivitdtsverhéltnisse R auf
16.42 (3 um) und 10.69 (30 um) bzw. 0.67 (3 um) und 2.7
(30 um). Fiir vier Hydroxymethylgruppen werden &dhnliche
Ergebnisse erhalten wie fiir die Kombination von zwei
Hydroxymethylgruppen und zwei Carbamidestergruppen.
Hingegen sind vier Hydroxymethylgruppen und zwei Carba-
midestergruppen und damit insgesamt sechs WB-Donor/
Acceptorfunktionen als ungiinstig anzusehen. Unsere Ergeb-
nisse, die zumindest fiir unsere Reihe erster symmetrischer
Modulatoren eine Begrenzung der WB-Donor/Acceptor-
gruppenzahl nahelegen, leisten damit einen wesentlichen
Beitrag zur Diskussion der Rolle der WB-Bindung in Bezug
auf die Wirksamkeit. Der Vergleich der Konzentrationen fiir
eine ausreichende inhibitorische Aktivitit (<3 pum) und der
im MTT-Assayl'! fiir die Bestimmung des AusmafBes an
Lactatdehydrogenase(LDH)-Aktivitdt in metabolisch akti-
ven normalen Zellen (MT-4) ermittelten CCs,-Werte fiir die
Zytotoxizititen von 6b und 6c¢ (>93 bzw. 125 pm) macht
deutlich, dass die neuartigen MDR-Modulatoren iiberzeug-
ende inhibitorische Effekte in Konzentrationen unterhalb
zytotoxischer Bedenklichkeit hervorrufen.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass Hydroxymethyl-
substituierte 3,9-Diazatetraasterane eine eigenstidndige Klas-
se von neuartigen MDR-Modulatoren darstellen, deren
Wirksamkeit in Konzentrationen unterhalb zytotoxischer
Effekte liegt. Ein hochinteressantes Charakteristikum der
Verbindungen ist ihr streng symmetrischer Charakter, der sich
bei ihrer auferordentlichen Wirkung auf das Target der
Molekiilpumpen oder deren potenzielle Bindungsregion,
iiber deren Struktur bislang nichts bekannt ist, iibertragen
lassen konnte. Zielsetzung weiterer Arbeiten wird eine Uber-
priffung dieser ,,Symmetrichypothese® mit der Herstellung
und Untersuchung unsymmetrischer Verbindungen sein. Zur
Einschitzung des klinischen Potenzials sind Untersuchungen
an weiteren resistenten Zelllinien in Vorbereitung, deren
MDR in der Expression anderer Molekiilpumpen als dem P-
GP begriindet ist.

Eingegangen am 7. Mérz 2002,
verdnderte Fassung am 5. Juli 2002 [Z18849]
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Fluoreszenzspektroskopische Quantifizierung
der Freisetzung von cyclischen Nucleotiden aus
photoaktivierbaren [Bis(carboxymethoxy)-
cumarin-4-ylJmethylestern in Zellen**
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Die Verwendung von photoaktivierbaren (,,caged*) Ver-
bindungen gilt als elegante Methode zur Erzeugung schneller
Konzentrationsspriinge von Biomolekiilen innerhalb einer
Zelle.'l Diese Verbindungen sind photolabile inaktive Deri-
vate von biologisch aktiven Molekiilen; die biologisch aktive
Substanz kann mit Hilfe einer photochemischen Reaktion
schnell freigesetzt werden. Mit den inaktivierten Verbindun-
gen wird die zeit- und raumaufgeloste Analyse komplexer
biologischer Vorginge moglich.
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Fiir viele Anwendungen wire es duf3erst niitzlich zu wissen,
wie viel von der inaktivierten Verbindung innerhalb der Zelle
photolysiert wird. Bisher gelang dies in wenigen Féllen nur
iiber relativ aufwendige Messungen der biologischen Wir-
kung. Wir zeigen hier am Beispiel der axialen und dquato-
rialen Diastereomere der [6,7-Bis(carboxymethoxy)cumarin-
4-yllmethyl(BCMCM)-Ester von cyclischem Adenosin-3',5'-
monophosphat (cAMP) 1 und cyclischem Guanosin-3',5'-
monophosphat (cGMP) 2, die ausgezeichnete Phototrigger
fiir cyclische Nucleotide darstellen, dass dies auf einfache
Weise durch Fluoreszenzmessungen moglich ist.

1 und 2 bilden bei der Bestrahlung mit UV-Licht in
wissrigen Pufferlosungen und innerhalb von Zellen sehr
schnell — binnen 2-5 NanosekundenP! — cAMP oder cGMP
und 6,7-Bis(carboxymethoxy)-4-(hydroxymethyl)cumarin (3,
BCMCM-OH) (Schema 1). Die Photolyse verlduft kinetisch
einheitlich mit Quantenausbeuten von 0.08 bis 0.14%! und pro
Molekiil 3 entsteht 1 Molekiil cAMP oder cGMP.
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N> OCH,COOH ~ | N>
HOOCH,CO. R o N
oder /H\O
Lo | SN Lo
0.
12 HO
Ho | Av °
&quatoriales Isomer
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OCH,COOH
N~ | \> HOOCH,CO
2
R')\N N +
. ,Cl) | OH
H o
R, 0.
o~ \OO o
o}
HO' 3
CcAMP oder cGMP

¢AMP und BCMCM-,caged® cAMP (1): R = H, R' = NH,
¢GMP und BCMCM-,caged" cGMP (2): R = NH,, R' = OH

Schema 1. Photolyse von 1 und 2.

1 und 2 zeigen nur geringe Fluoreszenzquantenausbeuten,
wihrend der Alkohol 3 stark fluoresziert (Tabelle 1, vgl. auch
Abbildung 1a). Bei der Photolyse beobachtet man daher
einen drastischen (in Pufferlosungen ca. 40 bis 50-fachen)
Fluoreszenzanstieg (Abbildung 1b). In HEPES-Pufferlosun-

Tabelle 1. Fluoreszenzmaxima A{"*, Fluoreszenzquantenausbeuten ¢; und
Fluoreszenzlebensdauern r; der BCMCM-,,caged* cAMPs und cGMPs 1-2
sowie von 3 in HEPES-KOH-Puffer, pH 7.2; A.,. =333 nm.

Verbindung AP™ [nm)] @2l 7; [ns]
1 (axial) 440 0.015 ng.
1 (dquatorial) 439 0.016 <02
2 (axial) 436 0.012 ng.
2 (dquatorial) 441 0.014 <02
3 431 0.62 3.18

[a] Fehlergrenzen +0.002 (1,2) bzw. +£0.01 (3); n.g. = nicht gemessen.
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