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N tedermolekulare transmembraniire Anionentransporter fiir poten-
zielle Anwendungen in der lonenkanalersatztherapie zur Behandlung
von Krankheiten mit dysreguliertem lonentransport (wie Mukoviszi-
dose) und Krebs (durch Storung chemischer Gradienten in Zellen und
Auslosen von Zelltod) sind derzeit ein intensiv bearbeitetes For-
schungsgebiet. Dieser Kurzaufsatz fasst jiingste Entwicklungen beim
Design niedermolekularer transmembrandrer Anionentransporter
zusammen. Ein Schwerpunkt liegt auf Studien zur Anwendung dieser

Verbindungen in biologischen Systemen.

Einleitung

Der Transport von Anionen durch Phospholipid-Dop-
pelschichten wird von Kanalproteinen vermittelt, die sich
durch die Membran ziehen. Diese Vorgéinge sind wichtig fiir
die Regulation von pH-Werten, zur Aufrechterhaltung des
osmotischen Gleichgewichts und fiir die zelluldre Signal-
gebung. Defekte bei Anionentransportproteinen konnen zu
einer Reihe von Ionenkanalkrankheiten (,,channelopathies®)
filhren.! Zu diesen Krankheiten gehort die Mukoviszidose
(CF; cystic fibrosis), deren Ursache ein dysregulierter Anio-
nentransport durch den CFTR-Anionenkanal in Epithelzell-
membranen ist. Bei Mukoviszidose sind sowohl der Chlorid-
als auch der Bicarbonatfluss durch den CFTR-Kanal beein-
trachtigt, was sich auf den Transport von Wasser durch die
Membran auswirkt und in der Bildung zdhen Schleims in
Epithelzellen enthaltenden Organen (wie der Lunge; Ursa-
che fiir chronisches Lungenleiden bei den meisten Mukovis-
zidose-Patienten) resultiert.”! Es wurde vorgeschlagen, dass
synthetische Ionenkanile die Funktion des CFTR-Kanals
ersetzen konnten.’! Grundlegende, unabhingige Arbeiten
der Gruppen von Tomich™ und Gokel® iiber peptidbasierte
Anionenkanile und deren Anwendung in biologischen Sys-
temen stellen wichtige Schritte in diese Richtung dar. Die
eleganten Anion-nt-Slides, tiber die Matile und Mitarbeiter
berichteten,®! demonstrieren, dass auch vollstindig syntheti-
sche Strukturen als Anionenkanile fungieren konnen. In ei-
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nem anderen Ansatz entwickelten Smith und Mitarbeiter
Harnstoff-funktionalisierte Phospholipide, die, an beiden
Seiten der Membran vorliegend, Anionen wie bei einer
Staffeliibergabe durch die Doppelschicht translozieren.”
Allerdings sind viele dieser kanalartigen Verbindungen zu
groB3, um sie als wirkstoffartig einstufen zu konnen. Seit
jingstem gibt es daher ein Interesse an der Entwicklung
kleiner synthetischer Verbindungen, die in Anlehnung an
supramolekulare Konzepte der Anionenbindung Anionen
durch Lipiddoppelschichten transportieren konnen (Abbil-
dung 1). Die Anionenrezeptorchemie ist ein relativ ausge-
reiftes Gebiet.®! Eine breite Vielfalt von Rezeptoren wurde
beschrieben, die elektrostatische Wechselwirkungen, Was-
serstoffbriicken, Anion-ni-Wechselwirkungen, Halogenbin-
dungen und Anion-Dipol-Wechselwirkungen zur Komple-
xierung anionischer Gastmolekiile verwenden.! Jedoch wis-
sen wir nur wenig dariiber, wie ein niedermolekularer Anio-
nentransporter gestaltet sein muss, um ein anionisches Gast-
molekiill zu binden, dieses diffusiv durch eine
Lipiddoppelschicht zu leiten und auf der anderen Seite der
Membran wieder freizusetzen.'”! Mehr Studien werden be-
notigt, um zu verstehen, welche molekularen Parameter op-
timiert werden miissen, um einen effizienten Transport mit-
tels kleiner Molekiile in niedrigen Konzentrationen zu errei-
chen. In diesem Kurzaufsatz legen wir den Schwerpunkt auf
Fortschritte bei der Entwicklung niedermolekularer wirk-
stoffartiger Anionentransporter, fiir die eine vielverspre-
chende biologische Aktivitdt beobachtet wurde. Fiir einen
vollstandigen Uberblick zum Thema transmembranirer An-
ionentransport verweisen wir auf die Literatur.!”!
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Abbildung 1. Uberblick tber die verschiedenen Arten von Anionen-
transportmechanismen. a) Kanalmechanismus: Der Rezeptor bildet ei-
ne Pore durch die Membran, durch die die Anionen diffundieren kén-
nen. b) Staffelmechanismus: Modifiziertes Phospholipid bindet an das
Anion und gibt es an ein anderes modifiziertes Phospholipid weiter.

c) Beweglicher Trager: Der Rezeptor bindet das Anion, und der Kom-
plex diffundiert an die andere Seite der Membran, wo das Anion freige-
setzt wird.

Naturstoffe

Naturstoffe, die in der Lage sind, einen Anionentransport
zu vermitteln, konnen als Inspiration fiir den Entwurf nie-
dermolekularer Anionentransporter dienen. Allerdings gibt
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es nur wenige Beispiele von Naturstoffen, die diese Eigen-
schaft haben, und ihre Wirkungsweise in biologischen Syste-
men ist Gegenstand der Debatte.'!! Die am hiufigsten un-
tersuchte Familie von Naturstoffen mit der Fahigkeit zum
transmembraniren Anionentransport sind die Prodigiosi-
ne,"?l die von Streptomyces und Serratia produziert werden.
Die Struktur des Stamm-Prodigiosins 1 ist in Schema 1 ge-
zeigt. Diese tripyrrolischen Verbindungen haben Antikrebs-
eigenschaften. Mehrere Hypothesen wurden hierzu aufge-

CHs

CH,

Schema 1. Prodigiosin (1) bindet HCl durch drei Wasserstoffbriicken
und durch elektrostatische Wechselwirkungen.

stellt, z. B. dass die Verbindungen acidische Kompartimente
in Zellen durch HCl-Transport deacidifizieren kénnen"! und
dadurch den pH-Wert des Zytoplasmas von Krebszellen
senken und Zelltod auslosen. Die protonierte Form von
1 kann iiber drei Wasserstoffbriicken an Chlorid koordinie-
ren. Der entstehende Komplex ist fettloslich und kann als
Symporter fiir H*/Cl™ agieren und damit einen Mechanismus
fiir die Depolarisierung acidischer Kompartimente in Zellen
bereitstellen. Neuere Studien haben gezeigt, dass Prodigiosin
iiber einen Anionenaustauschprozess (Antiportprozess) als
Chloridtransporter wirkt!® und Bicarbonatanionen trans-
portieren kann."¥ Die Verbindung ist bei niedrigen Konzen-
trationen wirksam (der Transport von Chlorid und Bicarbo-
nat wurde in POPC-Liposomen bei Konzentrationen von
0.005% Transporter beziiglich Lipid beobachtet)!™ und
iibertrifft damit viele der unten beschriebenen synthetischen
Systeme. Viele der in diesem Gebiet durchgefiihrten Studien
werden in POPC- oder POPC/Cholesterin-Membranen
durchgefiihrt. Diese sind zwar niitzliche Modelle in frithen
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Forschungsstadien, jedoch kann das Verhalten von Trans-
portern in biologischen Membranen ganz anders sein.
Kiirzlich entdeckten Davis und Mitarbeiter zwei weitere
Beispele von Naturstoffen, die, iber einen diskreten mole-
kularen Tragermechanismus, als transmembranidre Anionen-
transporter wirken konnen. Beide Naturstoffe verwenden
OH:--Anion-Wechselwirkungen zum Transport anionischer
Gastmolekiile. Das erste Beispiel ist Sphingolipidceramid 2,
fiir das zuvor nachgewiesen wurde, dass es in hohen Kon-
zentrationen Poren bildet und die Freisetzung von pro-
apoptotischen Proteinen aus Mitochondrien auslost.”! An-
hand von Experimenten in EZPC/Liposomen konnten Davis
und Mitarbeiter zeigen, dass 2 zur Bindung und zum Trans-
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HNJKCHB HO\)\/O\H/(CHZ)nCH3
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b
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4a R = (CHy)sCH3
4b R = (CF;)sCF3

port von Chlorid und Bicarbonat in einem Antiportprozess
befidhigt ist, und zwar bei Konzentrationen (1 Mol-% Trans-
porter beziiglich Lipid) unter der zur Selbstassoziation zu
Poren erforderlichen Konzentration. '"H-NMR-Experimente
in CD,Cl, sprechen dafiir, dass das Chlorid an die beiden OH-
Gruppen und die NH-Gruppe bindet."® Auf shnliche Weise
fanden Davis und Mitarbeiter, dass die natiirlich vorkom-
menden Monoacylglycerole 3a und 3b beim selben Trans-
porter/Lipid-Verhéltnis Chlorid iiber einen Chlorid/Nitrat-
Antiportprozess durch EYPC-Membranen transportieren
konnen, wobei die Anionen iiber OH--A~-Wasserstoffbrii-
cken gebunden werden. Einfache Modifikationen, die einen
zusdtzlichen Wasserstoffbriickendonor und eine perfluorierte
Kette einfiihrten, ergaben die synthetischen Analoga 4a und
4b, deren Anionentransportvermégen das des Naturstoffs 3a
iibertraf. Dieses Beispiel illustriert, wie niitzlich die Unter-
suchung von Naturstoffen als Inspiration fiir die Entwicklung
neuer Anionophore sein kann.['7

Synthetische Systeme
1. Prodigiosin-Analoga

Da die Prodigiosine die am héufigsten untersuchte Fa-
milie von Naturstoffen mit signifikantem Anionentransport-
vermogen sowie gut dokumentierter Antikrebs- und im-
munsuppressiver Aktivitdt ist, tiberrascht es nicht, dass
mehrere Forschungsgruppen an dieser Verbindungsklasse
geforscht haben. 2005 untersuchten Sessler, Magda und Mit-
arbeiter die Chloridtransporteigenschaften einer Reihe
strukturell verwandter acyclischer pyrrolischer Systeme, ein-
schlieBlich der Prodigiosine 5, 8 und 9 und der Dipyrro-
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methene 6 und 7.'% In Vesikelstudien wurde fiir die Chlo-
ridtransportaktivitdt dieser Verbindungen die Reihenfolge
5>8~6>7>9 gefunden. Der Transport verlief dabei
hauptsichlich iiber einen H*/Cl"-Symportmechanismus. In-

teressanterweise war Prodigiosin 5 betrichtlich aktiver als die
anderen Analoga. Die Antikrebseigenschaften der Verbin-
dungen wurden in A549- (Lungenkrebs) und PC3-Zelllinien
(Prostatakrebs) untersucht. Die beobachtete Reihenfolge der
antiproliferativen Aktivitdt deckte sich mit der Anionen-
transportaktivitdt der Verbindungen.

In einer neueren Studie fanden Quesada und Mitarbeiter,
dass das synthetische, einen Indolring enthaltende Prodiginin
Obatoclax (GX15-070; 10; entwickelt von der Fa. Gemin X,

jiingst durch Cephalon akquiriert) eine vielversprechende
Aktivitédt in praklinischen und klinischen Tests an verschie-
denen Krebstypen zeigt und auflerdem Chlorid- und Bicar-
bonationen durch Lipiddoppelschichtmembranen transpor-
tiert und acidische Kompartimente in GLC4-Krebszellen
(kleinzelliges Lungenkarzinom) depolarisieren kann. Diese
Ergebnisse liefern weitere Belege dafiir, dass die Antikrebs-
aktivitit der Prodigiosine auf ihre Fihigkeit zur Anderung
des pH-Wertes von Tumorzellen durch Anionentransport-
prozesse und das Auslésen von Zelltod zuriickzufiihren ist.l”]

Quesada und Mitarbeiter zeigten ebenfalls, dass die
strukturell verwandten und synthetisch einfacher zugingli-
chen Tambjamin-Alkaloide 11-16 zum transmembrandren
Anionentransport befihigt sind.”” Der pKg-Wert dieser
Verbindungen liegt bei ungefdhr 10, im Vergleich zu 7.2 fiir
Prodigiosin. Das bedeutet, dass diese Verbindungen bei
physiologischen pH-Werten protoniert bleiben, und Experi-
mente mit Modellmembransystemen zeigten, dass sie, anders
als die Prodigiosine, schlechte HCI-Cotransporter sind. Hin-
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gegen erwiesen sich die Verbindungen als wirksame Cl7/
HCO; -Antiporter, wobei Verbindung 16 die hochste Akti-
vitdt zeigte. Die biologische und Antikrebsaktivitdt der
Tambjamine wurde auch an GLC4-Zellen untersucht, die mit
dem pH-abhingigen Farbstoff Acridinorange gefarbt waren.
Es wurde gefunden, dass die Verbindungen 14 und 16 (die
beiden aktivsten Transporter) die acidischen Kompartimente
dieser Zellen deacidifizieren konnten. Ahnliche Ergebnisse
wurden mit 11 und 15 erhalten, wohingegen 12 ein schlechtes
Anionophor war und die Kompartimente nicht deacidifizier-
te. Die Autoren schlagen vor, dass der Bicarbonattransport
fir die pH-Anderungen in den Zellen verantwortlich sein
konnte. Jiingste Studien an Tambjaminen zeigten aulerdem
eine Korrelation zwischen Lipophilie und Transportvermégen
auf.?!

2. Antikrebsaktivitdt

Mit Blick auf die offensichtliche Verbindung zwischen
Anionentransport und Antikrebsaktivitdt der Prodigiosine
und ihrer Analoga gab es ein verstdrktes Interesse an der
Entwicklung anderer synthetischer Verbindungen mit &hnli-
chen Eigenschaften, die nicht auf der Struktur des Prodigio-
sins basieren. Besonders interessant waren Systeme basierend
auf Tris(2-aminoethyl)amin (tren). 2009 zeigten Smith und
Mitarbeiter in einer Serie von U-Rohr-Experimenten, dass
tren-basierte Trisamide in der Lage sind, HCI durch eine or-
ganische Schicht zu transportieren.”? Gale und Mitarbeiter
konnten kiirzlich zeigen, dass tren-basierte Tristhioharnstoffe,
z.B. 22, Harnstoffanaloga wie 17 sowohl als Chlorid/Nitrat-
wie auch als Chlorid/Bicarbonat-Antiporter deutlich {iiber-
treffen.” Fluorierung der Phenylringe erhohte die Lipophilie
der Verbindungen (eine gingige Strategie zur Verbesserung
der Bioverfiigbarkeit von Molekiilen). Die fluorierten Ver-
bindungen zeigten eine signifikant erhohte Transporteffizienz
in Vesikeln und in vitro. Die besten Transporter (z.B. 25)
depolarisierten acidische Kompartimente in GLC4-Zellen
und reduzierten die Zellviabilitit in einer Reihe von Krebs-
zelllinien. Versuche an GLC4-Zellen, die mit dem Farbstoffe
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17R=Ph;X=0
18 R = p-F-CgHys; X = O
19 R = CgF5; X =0 24R=CeF5X=8S

20 R = p-CF3-CgHy; X =0 25 R =p-CF3-CeHy; X =S

21R= CF3;X=O 26 R= ; X=8

CFy’
CFs CFs

22R=Ph;X=8
23 R=p-F-CgHy; X=8S

Hoechst 33342 gefarbt waren, bestétigten, dass die aktiven
Transporter den Zelltod dieser Zellen auslosten (Abbil-
dung 2).24

(@) (b) (©
"

Abbildung 2. Mit Hoechst 33342 angefirbte GLC4-Zelllinie (blaue An-
farbung des Zellkerns) nach Einwirkung verschiedener Rezeptoren

(24 h): a) unbehandelte Zellen, b) 18, c) 20, d) 23, e) 24, f) 25.

a,b) Zellen mit normaler Zellkernmorphologie; c—f) Zellen mit konden-
sierten Zellkernen und ,,bohnenférmige* Zellen (Indiz fur Apoptose).
Nachdruck mit Genehmigung aus Lit. [24].

In einer jiingsten Veroffentlichung zeigten Gale und
Mitarbeiter, dass Bisharnstoffe basierend auf ortho-Pheny-
lendiamin (OPD) 27-34 wirksame Transporter fiir verschie-
denste Anionen, einschlieBlich Chlorid, Nitrat, Bicarbonat,
Fumarat und Maleat sind.” Modellversuche mit Phospo-
lipidvesikeln ergaben, dass die Einfithrung einer elektronen-
ziehenden Gruppe wie NO, (32) oder CN (30) das Anio-
nentransportvermogen dieser Rezeptoren drastisch verbes-
sern kann. Die Autoren konnten fiir die OPD-basierten
Verbindungen auch Antitumoraktivitit in vitro nachweisen.
Ahnlich wie im Fall der oben diskutierten tripodalen Re-
zeptoren 17-26 ergaben Versuche an A375-Melanomzelllini-
en, die mit Acridinorange angefirbt waren, dass die Rezep-
toren 28, 29, 31, 32 und 33 zelluldre Kompartimente deaci-
difizieren. Tests der gleichen Zelllinie, diesmal mit Hoechst
33342 angeférbt, bestidtigten, dass die Bisharnstoffe den
Zelltod von Krebszellen auslosen konnen. Die wirksamsten
Anionentransporter wiesen auch die hochste Antikrebsakti-
vitdt auf, was die Hypothese weiter stiitzt, dass die anionen-
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transportinduzierte Anderung des pH-Wertes von Tumor-
zellen in einer vielversprechenden Antikrebsaktivitét resul-
tieren kann. Fiir Verbindung 34 wurde gefunden, dass sie
Antikrebsaktivitdt aufweist, Organellen jedoch nicht deaci-
difiziert und deshalb nach einem alternativen Mechanismus
agieren konnte.

3. Behandlung von Mukoviszidose und dhnliche Anwendungen

Neben der moglichen Verwendung in der Krebstherapie
liegt der Schwerpunkt der Studien zum Anionentransport auf
der Entwicklung von Kanalersatztherapien fiir Mukoviszi-
dose. Bei Mukoviszidose-Patienten ist der Chlorid- und Bi-
carbonat-Transport durch die Zellmembran beeintrichtigt,
einhergehend mit der Bildung einer dicken Schleimschicht,
insbesondere auf Epithelzellen. Es wurde vorgeschlagen, dass
synthetische wirkstoffartige Molekiile, die als transmembra-
nidre Anionentransporter wirken, zur Behandlung dieses
Zustands genutzt werden konnten. Tatséchlich zeigten einige
der ersten und wirksamsten synthetischen Anionophore, die
von Davis und Mitarbeitern entwickelt wurden, diesbeziiglich
vielversprechende Ergebnisse. Diese Systeme bestehen aus
einem Cholsédure-Geriist mit Wasserstoffbriickendonorgrup-
pen. In einer richtungsweisenden Studie berichteten Smith,
Davis und Sheppard iiber die Anionenbindungs- und Anio-
nentransportfiahigkeiten einer Serie von Cholapoden
35a-e.*! Die Affinititskonstanten fiir Chlorid wurden in

OCH,

35a Ar = 4-Methoxyphenyl
35b Ar = 3-Methoxyphenyl
35c Ar = 4-Methylphenyl
Ar 35d Ar = Phenyl

35e Ar = 4-Nitrophenyl

wassergesdttigter Chloroformlésung gemessen und reichten
von 3.4x10°m~! (35a) bis 5.2x10°m~! (35e). Chloridtrans-
portstudien mit POPC/Cholesterin-Vesikeln (7:3 ergaben,
dass 35e der deutlich beste Transporter dieser Serie fiir
Chlorid/Nitrat ist. Die Autoren konnten mithilfe der Ussing-
Kammer-Technik zeigen, dass 35e Chlorid auch in MDCK-
Epithelien (Madin Darby canine kidney) transportiert, was
als ein erster Hinweis galt, dass diese Klasse von Verbin-
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dungen fiir die Behandlung von Mukoviszidose niitzlich sein
konnte.

Smith, Davis und Mitarbeiter fanden in Struktur-Aktivi-
tits-Studien, bei denen die Substituenten am Cholapod-Ge-
riist variiert und die Transporteigenschaften der erhaltenen
Verbindungen gemessen wurden,?”! dass Verbindung 36 in

Konzentrationen von nur 1:250000 (bezogen auf Lipid; ent-
spricht weniger als zwei Transportermolekiilen pro Vesikel)
Chlorid durch POPC/Cholesterin(7:3)-Membranen transpor-
tieren kann. Die Autoren fanden, dass eine Erhohung der
Lipophilie des Cholapoden keinen Einfluss auf die Ge-
schwindigkeit des Transports hat und dass positiv geladene
Steroide niedrige Transportaktivitidten aufweisen. Die Studi-
en wurden so durchgefiihrt, dass die Cholapoden vor den
Transportexperimenten in die Vesikeln eingefiihrt wurden. In
einer anderen Studien wurde trans-Decalin als Grundgeriist
fiir die Anbringung von Harnstoffgruppen verwendet. Diese
Systeme zeigten ebenfalls hohe Transportaktivitdten bei
niedrigen Konzentrationen,™ iiber ihre biologische Aktivitit
wurde bisher aber nicht berichtet.

Uber die letzten Jahre wurden weitere Strukturgeriiste
entwickelt, die Anionentransportfihigkeit zeigen, ein-
schlieBlich einer Serie von Calixpyrrolen™ und Isophthal-
amiden. Davis, Gale, Quesada und Mitarbeiter haben gezeigt,
dass die Prdorganisation eines Transporters dramatische
Auswirkungen auf seine Anionenaffinitit und Anionen-
transportfihigkeit haben kann.’” Unter anderem wurden die
Isophthalamide 37-39 beschrieben. Verbindung 38 enthailt

Bu. B
nBu‘NH o nBu NH HN nBu
O;\©)‘\N nBu Qéﬁ@fgo

H H H
37 °© © 38
(0] (6]
nBu\N N,nBu
H, H
9 Q39
CHj; CHj

Hydroxygruppen in 4- und 6-Position, die eine Préaorganisa-
tion der Amide zu einer syn-syn-Konformation bewirken, die
fiir die Komplexierung von Anionen geeignet ist. Verbindung
39 enthidlt Methoxygruppen in 4- und 6-Position, die Was-
serstoffbriicken mit den Amidgruppen eingehen; diese Ver-
bindung bindet daher keine Anionen und wurde als Kontrolle
verwendet. Durch Bestimmung der Stabilitdtskonstanten
mittels "H-NMR-Titration in CD;CN wurde die Affinitit von
37 und 38 fiir Chlorid, Bromid und Iodid aufgezeigt, und es
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wurde nachgewiesen, dass der préorganisierte Rezeptor eine
deutlich hohere Anionenaffinitit hat (Tabelle 1). Die hohere
Affinitdt konnte auch auf die Polarisation der Amidbindun-
gen durch die intramolekularen Wasserstoffbriicken in 38
zuriickzufiihren sein. Verbindung 38 erwies sich als potenter
Chlorid/Nitrat-Austauscher in EYPC-Vesikeln, wohingegen
37 und 39 inaktiv waren.

Tabelle 1: Assoziationskonstanten K, [M~'] fiir 37 und 38 fiir die Bindung
von Chlorid, Bromid und lodid (Tetrabutylammoniumsalze), gemessen
bei 298 K in CD;CN (Fehler <10%).

Verbindung cl- Br~ I~
37 195 60 15
38 5230 716 152

Gokel und Mitarbeiter untersuchten auch das Anionen-
transportvermogen von Isophthalamiden und Pyridin-Ana-
loga (40-47).CY Die Autoren fanden, dass diese Verbindun-
gen Chlorid durch DOPC-Membranen transportieren und

g
(¢] (0]
(0] \N (0]
NH HN : /©/NH HN\©\
X X X X
40 X=CH, 45 X=H
41 X=H 46 X = NO,
42X =CN 47 X = OCHj3
43 X = NO,
44 X = OCH3

dass diejenigen Verbindungen mit der hochsten Anionen-
bindungsaffinitdt auch das hochste Anionentransportvermo-
gen aufweisen. Ferner lieBen Experimente mit planaren Li-
piddoppelschichten darauf schlieBen, dass der potente
Transporter 43 durch die Bildung eines Kanals oder einer
Pore in der Lipiddoppelschicht wirkt. In einer neueren Studie
nutzten Gokel und Mitarbeiter diese Verbindungen, um den
Transfer von Plasmid-DNA in E. coli zu vermitteln. Es wurde
gezeigt, dass sowohl die Isophthalamide als auch die Pyridin-
Analoga als Transformationsreagentien fiir E.-coli-Zellen
wirken konnen; die hochsten Aktivitdten wurden dabei fiir 44
und 47 beobachtet. Obschon die Transformationseffizienz
eher moderat ist, konnten diese Studien ein interessantes
neues Ziel fiir die biologische Anwendung von Anionen-
transportern aufzeigen.

Yang und Mitarbeiter untersuchten ein Isophthalamid mit
zwei o-Aminoxysiure-Einheiten (48).°% Die Autoren zeig-
ten, dass 48 in CDCl; eine Vielzahl von Gastmolekiilen bin-
den kann und dabei eine gute Selektivitat fiir Chlorid ge-
geniiber anderen hiufigen Anionen aufweist. Die Fahigkeit
der a-Aminoxyverbindung, Chlorid durch Lipiddoppel-
schichten zu transportieren, wurde in Modellvesikeln sowie in
lebenden MDCK-Zellen demonstriert. Patch-Clamp-Experi-
mente mit Riesenliposomen lassen darauf schlieen, dass die
Transportaktivitdt von 48 auf die Bildung von Ionenkanélen
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zuriickzufiihren ist.*? In einer separaten Studie untersuchten
die Autoren die biologische Aktivitdt von 48 in groBerem
Detail.™! Verschiedene zellbasierte Experimente zeigten,
dass 48 das Membranpotential lebender Zellen durch Chlo-
ridtransportprozesse verdndern kann. Dies ist wichtig, weil
Anderungen im Zellmembranpotential als Ergebnis eines
Ionentransports das Verhalten der natiirlichen Ionenkanile
in lebenden Zellen beeinflussen werden; diese Tatsache
macht es schwierig, den Einfluss eines synthetischen Anio-
nentransporters auf biologische Systeme vorauszusagen. Ein
Rezeptor, der in Vesikelstudien als Antiporter wirkt, muss
dies nicht notwendigerweise auch in lebenden Zellen tun, da
der durch den synthetischen Transporter vermittelte Chlo-
ridtransport durch eine Vielzahl anderer zelluldrer Prozesse
kompensiert werden kann. Zum Beispiel ist bekannt, dass
hohe extrazellulire K*-Konzentrationen starke Auswirkun-
gen auf das Membranpotential weicher Muskelzellen haben
und auf diese Weise spannungsgesteuerte Ca**-Kaniile akti-
vieren und Muskelkontraktion verursachen. Yang und Mit-
arbeiter konnten zeigen, dass die Verbindunge 48 Aorten-
ringe der Maus zu relaxieren vermag (die durch hohe extra-
zellulire K'-Konzentrationen vorkontrahiert waren), ver-
mutlich durch Repolarisierung des Membranpotentials durch
Chloridtransport und Deaktivierung spannungsgesteuerter
Ca’"-Kaniile. Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass
die Anionentransportaktivitét synthetischer Rezeptoren viele
andere zelluldre Prozesse beeinflussen kann und verweist auf
eine mogliche Anwendung kiinstlicher Anionentransporter
zur Behandlung von Bluthochdruck (der auf Muskelrelaxa-
tion beruht).

4. Flippase-Aktivitdt

Ein Prozess, der mit dem transmembranidren Anionen-
transport konkurrieren oder diesen komplementieren kann,
ist die so genannte ,,Flippase“-Aktivitit. Bei diesem Vorgang
interagiert der Rezeptor mit einer Phospholipid-Kopfgruppe
der Doppelschicht und transloziert das Phospholipidmolekiil
von der duleren zur inneren Deckschicht der Membran und
umgekehrt. In biologischen Systemen sind die Phospholipide
asymmetrisch zwischen den beiden Deckschichten der
Membran verteilt, und diese Asymmetrie spielt eine ent-
scheidende Rolle bei einer Reihe zelluldrer Funktionen wie
Exozytose, Membranfusion, Blutgerinnung und Signaltrans-
duktion.® Die asymmetrische Verteilung wird normaler-
weise von spezialisierten Proteinen aufrechterhalten, und die
Entwicklung einer synthetischen Flippase konnte fiir thera-
peutische Zwecke niitzlich sein.

In ersten Arbeiten auf diesem Gebiet entwickelten Smith
und Mitarbeiter das tren-basierte Sulfonamid 49 und zeigten,
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49 R" = R2 = NHSO,CgH4CH5
50 R' = NHSO,CgH4CH3

R2 = NHCONHCgH5
51 R" = NHSO,CgH,CH3

R2 = NHCONHCgH4NO,

N

R12 R?

R1

dass es mit Phospholipiden interagieren kann und sowohl in
Modellvesikeln als auch in Erythrozyten Flippase-Aktivitat
fiir Phosphatidylcholin (PC) aufweist.’™ In spiteren Studien
wurde gefunden, dass die Harnstoff-derivatisierten Sulfon-
amide 50 und 51 Phosphatidylserin (PS) durch die Membra-
nen von Liposomen und Erythrozyten translozieren, nicht
aber durch die Plasmamembran nukleierter Zellen. Die Au-
toren fithren dies auf die geringe Aufenthaltszeit der Rezep-
toren in der Membran zuriick, einhergehend mit einer
schnellen Verteilung von 50 und 51 in den Membranen in-
terner Organellen in nukleierten Zellen; dieser Prozess kann
in roten Blutkdrperchen nicht stattfinden.”

Smith und Davis untersuchten auch die Flippase-Aktivitat
der Cholapoden 35d und 52.°% Es wurde gezeigt, dass das
neutrale Cholapod 35d PC durch Vesikelmembranen trans-

loziert, nicht aber PS. Auf der andere Seite wurde gezeigt,
dass das kationische Cholapod 52 eine starke Translokation
von PS sowohl durch Liposomen- als auch Erythrozyten-
membranen vermittelt. Die Autoren untersuchten auch die
potenziellen therapeutischen FEigenschaften von 52. Der
Einfluss von 52 auf die Blutgerinnung wurde anhand der
Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin untersucht. Es
wurde gefunden, dass 52 die vom Erythrozyt gebildete Menge
an Thrombin deutlich steigern kann und dass dieser Effekt
auf die erhohte Menge an PS auf der Zelloberfldche des roten
Blutkorperchens zuriickzufiihren ist.”!

5. Lipinskis Fiinfer-Regel

Wie oben diskutiert wurde, besitzen synthetische Anio-
nentransporter Potenzial fiir pharmazeutische Anwendun-
gen. Es iiberrascht daher nicht, dass Versuche unternommen
wurden, etablierte Konzepte aus dem Bereich der Wirk-
stoffentwicklung auf die Entwicklung von Ionophoren anzu-
wenden. Medizinalchemiker benutzen eine Reihe von
Faustregeln, wie z. B. Lipinskis Fiinfer-Regel, um die Chancen
fiir das Auffinden von Verbindungen mit akzeptablen AD-
ME-Eigenschaften zu erhohen (ADME = absorption, dis-
tribution, metabolism, and excretion).’”) Verbindungen mit
brauchbarem ADME-Verhalten haben ein Molekulargewicht
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unter 500, besitzen nicht mehr als fiinf Wasserstoffbriicken-
donoren und nicht mehr als zehn Wasserstoffbriickenakzep-
toren, und ihr Verteilungskoeffizient in Octanol/Wasser
(log P) ist nicht groBer als 5. Anhand dieser Kriterien unter-
suchten Gale und Mitarbeiter das Potenzial kleinerer Mo-
noharnstoff- und Monothioharnstoffsysteme 53-58. Es wurde

53X=0
N 54 X=8
N N 56 X=S
H H
N N 58 X=S
H H N/
R
X 59X=0,R'=H,R"=H
J\ 60X=S, R =H,R"=
PN _ P "
H m / 61X =0, R =CF3 R"=nBu
HN 62X =8,R' =CF; R"=nBu

gefunden, dass Verbindung 58 (ein Thioharnstoff mit fusio-
niertem Indolring) eine deutlich hohere Aktivitit fiir den
Chlorid/Bicarbonat-Antiport durch eine POPC-Membran hat
als die anderen Monoharnstoff- und Monothioharnstoffver-
bindungen sowie der Trisharnstoff 22.5% Infolgedessen wurde
eine Serie von Verbindungen dhnlicher Struktur synthetisiert,
von denen einige zur Erhohung der Lipophilie CF;-Gruppen
enthielten (59-62).”°! Chlorid/Nitrat-Antiportexperimente
zeigten, dass Verbindung 59 praktisch inaktiv ist, die anderen
Transporter aber aktiv sind. Verbindung 62 ist am wirksams-
ten, gefolgt von 60 und dann 61. Das Harnstoffsystem wurde
durch die Einfithrung der CF;-Gruppe erst aktiviert, beim
Thioharnstoffsystem wurde der bereits stattfindende Trans-
port beschleunigt. In-vitro-Studien an A375-Melanomzellen
zeigten ferner, dass bereits diese einfachen Monoharnstoff-
und Monothioharnstoff-haltigen fluorierten Indole (61 und
62) ein vielversprechendes Antitumorverhalten aufweisen.

Somit scheinen Thioharnstoffgruppen attraktive Struk-
turmotive fiir das Design von Anionentransportern zu sein.
Allerdings gibt es Bedenken beziiglich der Giftigkeit dieser
Gruppe,*” was eine Suche nach anderen einfachen Wasser-
stoffbriickenmotiven als wirksame Anionentransporter aus-
gelost hat. Davis und Gale berichteten, dass Thioharnstoff-
Isostere, wie die Cyanguanidine 63 und 64 und das 3-Amino-
1,2,4-benzothiadiazin-1,1-dioxid 65, als Chlorid/Nitrat-Anti-
porter fiir POPC-Membranen wirken und der Prozess in der
Gegenwart von Valinomycin und einem Kaliumgradienten
beschleunigt wird. !

N\\\N 63 Rl =CegHs O\\S/i?\l 65
64 R" = C4F
\ 65
RLNJ\N,CGHH @N/‘k _CeHis
H H H H
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Die Anionentransporteigenschaften von Squaramiden
wurden ebenfalls untersucht, und in diesem Fall zeigten die
Verbindungen 6668 bessere Aktivititen im Chlorid/Nitrat-
und Chlorid/Bicarbonat-Austausch als ihre Harnstoff- und

H H
r-N_ N-g H H H H
NN NN
Pl RO ROR
o o) S e}
66 R =CgHs 69 R = CgHs 72 R =CgHs

67 R =p-CF3-CgHy 70 R =p-CF3-CgH, 73 R =p-CF3-CgH,
68 R = ; CF; 71 R= ; CFy; 74 R=. ; CF3
CF; CF3 CF3

Thioharnstoffanaloga 69-71 bzw. 72-74. Es wurde gefunden,
dass die Einfiihrung von CF;-Gruppen in die Stammverbin-
dungen den Anionentransport deutlich beschleunigt.*” Die
Lipophilien der Squaramide sind niedriger als die der analo-
gen Thioharnstoffe, was Vorteile beziiglich der Einhaltung
der Lipinski-Regel mit sich bringt. Die Autoren erkldren den
erhohten Chlorid-Transport mit der signifikant hoheren
Chlorid-Affinitdt der Squaramide im Vergleich zu den
Harnstoff- oder Thioharnstoff-Analoga.

In einer jiingeren Studien nutzten Matile und Mitarbeiter
Halogenbindungen fiir die Entwicklung kleiner Anionopho-
re. Die Autoren untersuchten Calix[4]arene mit perfluorier-
ten Phenylsubstituenten, die Anionen iiber Anion-n-Wech-
selwirkungen (z.B. 75) und Halogenbriicken (z.B. 76) bin-
den.¥ Die gleiche Arbeitsgruppe zeigte kiirzlich auch, dass

0 e} 4
F F
F F |
F 75 76
77 n=0
FsC(c b 28 n=2 F F F
Fa, 79 n=3 F I F I F I
80 n=5
I F F F I F
F F F
F:C” O CFs 81 82 83 84

die sehr einfachen halogenierten Verbindungen 77-84 den
Anionentransport durch Lipiddoppelschichtmembranen
durch die Bildung von Halogenbriicken mit dem zu trans-
portierenden Anion vermitteln kénnen. Dies ist ein bemer-
kenswerter Befund, da diese Verbindungen klein, einfach und
kommerziell erhéltlich sind und der Lipinski-Regel gehor-
chen. Des Weiteren zeigten die Autoren, dass Verbindung 77
den transmembranédren Anionentransport auch dann ver-
mittelt, wenn sie in der Gasphase zugesetzt wird. Dies konnte
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ein wichtiger therapeutischer Vorteil fiir die Behandlung von
Mukoviszidose sein, da der Transporter mithilfe eines Inha-
lators direkt in die Lunge verabreicht werden konnte.[*

Zusammenfassung und Ausblick

Anionentransporter bieten potenzielle Anwendungs-
moglichkeiten zur Behandlung von Mukoviszidose und
Krebs. Um dieses Ziel zu erreichen, miissen wir verstehen,
wie die molekularen Parameter zu optimieren sind, um einen
effektiven Transport bei niedrigen Konzentrationen zu be-
wirken. Mithilfe von Fluorierungen ist es bei einer Reihe von
Systemen gelungen, die Transportgeschwindigkeiten deutlich
zu steigern.'7?3# Faustregeln, wie z.B. Lipinskis Fiinfer-
Regel, konnen helfen, die Biokompatibilitdt der Verbindun-
gen zu gewihrleisten. Die Korrelation zwischen molekularen
Eigenschaften und Transportfahigkeit ist derzeit Gegenstand
unserer Studien. Diese Studien, zusammen mit den Arbeiten
anderer Gruppen, geben zunehmend Aufschluss dariiber, wie
die Transporteigenschaften von Anionenrezeptoren zu opti-
mieren sind. Sobald dies erreicht ist, wird der nichste Schritt
darin bestehen, die Effekte der Transporter in Zellen und
biologischen Systemen zu erforschen. Eine zukiinftige Her-
ausforderung wird sein, die Wirkungsmechanismen dieser
Verbindungen in Zellen exakt aufzukldaren. Dies ist kein tri-
viales Problem, der potenzielle Nutzen solcher Systeme als
zukiinftige Therapeutika macht die Forschungen auf diesem
Gebiet aber unbedingt lohnenswert.
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