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1 Einleitung 

1.1 Physiologie der KV7-Kanäle 

1.1.1 Tertiär- und Quartärstruktur 

Die spannungsabhängigen Kaliumkanäle vom KV7-Typ werden im menschlichen Genom durch fünf 

verschiedene KCNQ Gene (KCNQ1-5) codiert, die jeweils die Informationen für ein KV7-Protein 

(KV7.1-5) enthalten.1 Für die Bildung eines vollständigen Kaliumkanals sind vier dieser KV7-

Untereinheiten notwendig, wobei sowohl homomere als auch heteromere Kombinationen 

vorkommen. Im Fall von heterotetrameren KV7-Kanälen findet in der Regel eine Assemblierung von 

je zwei KV7-Proteinen eines Subtyps zu einer funktionellen Einheit statt.2,3 Bei einer strukturell 

detaillierteren Betrachtung zeigt sich, dass eine KV7-Untereinheit wiederum aus sechs 

transmembranären Domänen (S1-S6) besteht. Dabei bilden die Segmente S1 bis S4 den 

Spannungssensor, wohingegen die Segmente S5 und S6 an der Bildung der kaliumselektiven 

Ionenpore beteiligt sind. Hinzu kommen ein kurzer N-terminaler Abschnitt und ein längerer C-

terminaler Bereich, die beide intrazellulär lokalisiert sind.4 Dieser für spannungsabhängige 

Kaliumkanäle typische Aufbau wurde zunächst basierend auf einem Homologiemodelling 

vorhergesagt und konnte kürzlich durch eine kryoelektronenmikroskopische Aufnahme des KV7.2-

Kanals in grundlegenden Zügen bestätigt werden (Abbildung 1).5,6 

 

Abbildung 1. Durch Kryoelektronenmikroskopie (KryoEM) erhaltene Struktur des homotetrameren KV7.2-Kanals im Apo-

Zustand (PDB: 7CR0) in Seitenansicht (A) und Aufsicht (B) mit unterschiedlich gefärbten Untereinheiten (TMD = 

Transmembrandomäne). Die cytosolischen Bereiche des Kanals waren in der KryoEM-Aufnahme schlecht aufgelöst und 

sind daher nur ansatzweise erkennbar. 

Der C-terminale Bereich der KV7-Kanäle ist in vier Helices (A-D) gegliedert und enthält Regionen, die 

für die Tetramerisierung verantwortlich sind. Außerdem finden sich in diesem Teil Bindestellen für 

Signalmoleküle wie z. B. Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat und Interaktionsbereiche für diverse 

regulatorische Proteine wie beispielsweise Calmodulin.2,7,8 Neben der Möglichkeit der 

Beeinflussung durch diese allgemein bekannten, regulatorisch wirksamen Mediatoren, die in 

zahlreichen Signalkaskaden involviert sind, existiert zudem eine Besonderheit in Hinblick auf die 

Modulation der KV7-Öffnungswahrscheinlichkeit. Bestimmte Transmembranproteine, die durch die 

KCNE1-5 Gene codiert werden, fungieren als Hilfsuntereinheiten und üben einen ausgeprägten 

Effekt auf viele Eigenschaften der KV7-Kanäle aus.9 Dabei kann die KV7-Öffnungswahrscheinlichkeit 

sowohl positiv als auch negativ beeinflusst werden in Abhängigkeit davon, welche Kombination aus 

KV7-Untereinheit und KCNE-Hilfsuntereinheit im konkreten Fall vorliegt.10,11 
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1.1.2 Subtypen und Gewebeverteilung 

KV7-Kanäle kommen ubiquitär im menschlichen Organismus vor, wobei die Expression der 

verschiedenen Untereinheiten sowie ihre Kombination stark gewebespezifisch sind. So findet sich 

etwa der KV7.1-Subtyp insbesondere in Kardiomyozyten und tritt bevorzugt als Homotetramer in 

Verbindung mit KCNE1 oder KCNE3 auf. Diese kardialen KV7-Kanäle spielen eine entscheidende 

Rolle bei der Repolarisation des Herzpotenzials durch die Erzeugung der langsam aktivierenden 

Komponente des verzögerten Kalium-Gleichrichterstroms (IKs-Strom).12,13 Daneben wird der KV7.1-

Kanal auch in Innenohr, Schilddrüse, Lunge, Niere, Bauchspeicheldrüse, Darm und glatter 

Gefäßmuskulatur exprimiert.14–19 Die Expression der KV7.2- und KV7.3-Untereinheiten erfolgt 

hingegen vorwiegend im zentralen und peripheren Nervensystem.20 Beide Subtypen kommen zwar 

als Homotetramere vor, aber dominierend ist die heterotetramere KV7.2/3-Kombination, welche 

verglichen mit den reinen KV7.2- oder KV7.3-Kanälen auch deutlich stärkere Kaliumströme 

generiert.21,22 Die KV7.4-Untereinheit spielt in der homotetrameren Variante eine wichtige Rolle in 

dopaminergen Neuronen des zentralen Nervensystems (ZNS) sowie im Hör- und Gleichgewichts-

organ.23,24 Als KV7.4/5-Heterotetramer findet sie sich zudem in der glatten Muskulatur und wurde 

in dieser Form in einer Vielzahl von Organen nachgewiesen (z. B. Magen-Darm-Trakt, Blase, 

Arterien, Atemwege, Gebärmutter, Corpus cavernosum).25–31 Demgegenüber wird der homo-

tetramere KV7.5-Kanaltyp wiederum hauptsächlich in Neuronen exprimiert, wo er insbesondere an 

der verzögerten Nachhyperpolarisation beteiligt ist.32 

1.1.3 Funktionen von neuronalen KV7-Kanälen 

Das ubiquitäre Vorkommen der KV7-Kanäle deutet an, dass sie in einer Vielzahl von physiologischen 

Prozessen involviert sind, deren Diskussion hier nicht umfassend möglich ist. Aus diesem Grund 

liegt der Fokus im Folgenden ausschließlich auf neuronalen KV7-Kanälen, die in den meisten 

Bereichen des zentralen und peripheren Nervensystems, wie bereits erwähnt, vorwiegend aus 

KV7.2-, KV7.3- und KV7.5-Untereinheiten bestehen.20 KV7.4-Kanäle wurden hingegen in peripheren 

Nervenzellen bisher nicht nachgewiesen und auch im ZNS kommt dieser Subtyp nur in wenigen 

Regionen vor.20,33,34 Der durch die Gesamtheit der verschiedenen neuronalen KV7-Kanäle 

vermittelte Strom kann durch die Aktivierung von muskarinischen Acetylcholinrezeptoren 

gehemmt werden und wird daher allgemeinhin auch als M-Strom (IKM) bezeichnet.35,36 Der M-Strom 

übt eine Erregbarkeitskontrolle sowohl des zentralen als auch des peripheren Nervensystems 

einschließlich sympathischer, parasympathischer sowie sensorischer Neuronen aus und beeinflusst 

in gleicher Weise erregende wie hemmende Nervenbahnen.37–40  

Eine Besonderheit der KV7-Kanäle ist die Aktivierung bereits bei unterschwelligen Potenzialen ab 

etwa −60 mV. Da sie nicht inaktivieren, erzeugen KV7-Kanäle folglich einen konstanten, 

spannungsabhängigen Auswärtsstrom, der insbesondere eine Stabilisierung des Ruhepotenzials 

bewirkt.41 Des Weiteren leisten KV7-Kanäle auch einen Beitrag zur Nachhyperpolarisation während 

der Refraktärphase.42 Aufgrund der im Vergleich zu anderen spannungsgesteuerten Ionenkanälen 

relativ langsamen Öffnungskinetik sind KV7-Kanäle hingegen nicht wesentlich an der Repolarisation 

individueller Aktionspotenziale beteiligt.43,44 Im Fall einer hochfrequenten Aktionspotenzial-

auslösung vergrößert die Aktivierung von KV7-Kanälen jedoch das sogenannte Spike-Intervall und 

begrenzt auf diese Weise effektiv die Fähigkeit von Nervenzellen wiederholt und in schneller 

Abfolge zu feuern.45,46 Insgesamt üben KV7-Kanäle also eine tiefgreifende dämpfende Wirkung auf 
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die allgemeine Erregbarkeit von Neuronen aus, was dazu führt, dass ihre Funktion im Nervensystem 

gelegentlich mit der einer Bremse verglichen wird.47,48 

1.2 Pharmakologie der KV7-Kanäle 

1.2.1 Molekulare Pharmakologie: Bindungsstellen und Mechanismen 

Die Öffnungswahrscheinlichkeit der KV7-Kanäle lässt sich durch niedermolekulare Liganden 

modulieren, wobei sowohl KV7-Aktivatoren bzw. Öffner als auch KV7-Inhibitoren bekannt sind.49 

Aufgrund ihres epileptogenen Potenzials sind KV7-Inhibitoren jedoch im Wesentlichen Modell-

substanzen ohne klinische Anwendung und sollen hier nicht näher diskutiert werden.50 Für die 

therapeutisch einsetzbaren KV7-Öffner werden grundsätzlich zwei unterschiedliche Wirkmecha-

nismen angenommen, die auf verschiedene Bindetaschen am KV7-Kanal zurückzuführen sind. Diese 

in Abbildung 2 ersichtlichen Bindungsstellen, die bereits vor längerer Zeit durch Mutationsstudien 

identifiziert wurden, konnten nun kürzlich durch die oben erwähnten kryoelektronen-

mikroskopischen Untersuchungen bestätigt werden. Darüber hinaus wurden auf diese Weise auch 

neue Informationen zum genauen Bindungsmechanismus der Liganden gewonnen.5,51,52  

 

Abbildung 2. Kryoelektronenmikroskopische Struktur des homotetrameren KV7.2-Kanals im Komplex mit Retigabin (A; 

PDB: 7CR2) und ztz240 (B; PDB: 7CR1). Die Liganden (in Fuchsia dargestellt) zeigen das Vorhandensein von zwei 

verschiedenen Bindetaschen in der Porenregion (A) und der Spannungssensordomäne (B). Die Bindetasche von Retigabin 

ist zusätzlich vergrößert dargestellt. 

Der experimentelle KV7-Öffner ztz240 repräsentiert einen Substanztyp, der in der Region des 

Spannungssensors zwischen der S3- und S4-Domäne bindet (Abbildung 2B).5 Im Gegensatz dazu 

interagiert der klinisch validierte KV7-Kanalöffner Retigabin mit einer hydrophoben Tasche im 

intramembranären Bereich der Porenregion, die durch das S5-Segment, die Porenhelix und das S6-

Segment der benachbarten Untereinheit gebildet wird (Abbildung 2A).5 Die Bindung von Retigabin 

wird dabei über Wasserstoffbrückenbindungen mit der Seitenkette von S303 sowie den 

Carbonylgruppen von L299 und F305 ermöglicht. Daneben findet die Interaktion hauptsächlich über 

hydrophobe Wechselwirkungen statt. Hervorzuheben ist weiterhin die Bedeutung des 

Tryptophanrests 236, dem bei der molekularen Erkennung von Retigabin und anderer potentieller 

Liganden anscheinend eine Schlüsselrolle zukommt, denn in Mutationsstudien führte ein Austausch 

gegen Leucin zu einem vollständigen Verlust der Retigabinsensitivität von entsprechenden KV7-

Kanälen.52 Dieses spezifische Tryptophansegment ist bei den Untereinheiten KV7.2-5 konserviert, 

fehlt aber in der Bindetasche von KV7.1-Kanälen, was erklärt, dass dieser KV7-Subtyp von Retigabin 
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und diversen anderen Substanzen, die ebenfalls die Bindungsstelle der Porenregion adressieren, 

nicht moduliert wird.53  

Bezogen auf den Wirkungsmechanismus konnte gezeigt werden, dass Liganden des Spannungs-

sensors mit ihrer Bindungsstelle nur im aktivierten Zustand interagieren können, was eine 

Stabilisierung desselben zur Folge hat und die Sensordeaktivierung drastisch verlangsamt. Retigabin 

hingegen stabilisiert die offene Konformation der Kaliumpore und bindet unabhängig vom 

Membranpotenzial. Es kann seine Bindetasche also sowohl im aktivierten Zustand als auch im 

Ruhezustand erreichen mit der Konsequenz, dass Retigabineffekte sogar bei negativen Spannungen 

verzeichnet werden, bei welchen die meisten KV7-Kanäle noch geschlossen sind.54  

1.2.2 Therapeutisches Potenzial von KV7-Öffnern 

In Anbetracht der Vielzahl an physiologischen Funktionen, die von KV7-Kanälen erfüllt werden, 

kommen diverse Indikationen für Substanzen infrage, die in der Lage sind, die Öffnungs-

wahrscheinlichkeit von KV7-Kanälen zu erhöhen. Auch hier liegt der Fokus dieser Arbeit wieder auf 

der Modulation von neuronalen KV7-Kanälen und dem speziell daraus abgeleiteten therapeutischen 

Potenzial. Als mögliches Einsatzgebiet für KV7-Öffner ist daher zuerst die Schmerztherapie zu 

nennen, für welche die umfangreichste Evidenz existiert. KV7-Kanäle werden in primär afferenten 

Neuronen ebenso wie in Spinalnerven exprimiert und möglicherweise spielen sie auch in 

Gehirnbereichen eine Rolle, die an der Schmerzverarbeitung beteiligt sind.20,55 Somit scheinen KV7-

Kanäle auf allen Ebenen des nozizeptiven Systems involviert zu sein, was sie zu idealen Zielen für 

die Behandlung von verschiedenen Schmerzzuständen macht.56 Die Ergebnisse einer in vivo-Studie 

deuten demgegenüber an, dass der tatsächliche Wirkmechanismus von KV7-Öffnern etwas 

eingeschränkter sein könnte. Demnach wird die Analgesie eventuell hauptsächlich über die 

Wirkung an peripheren sensorischen Nerven erreicht.57 Gleichwohl ändert diese Einschränkung 

nichts an dem zweifelsfrei nachgewiesenen analgetischen Effekt von KV7-Öffnern. So zeigten 

elektrophysiologische Untersuchungen, dass eine Aktivierung von KV7-Kanälen die Erregbarkeit von 

nozizeptiven Neuronen reduziert und über diesen Mechanismus eine Unterdrückung der 

Schmerzübertragung möglich ist.58,59 Ferner konnten in präklinischen Schmerzmodellen für KV7-

Aktivatoren eindeutig analgetische, antihyperalgetische und antiallodynische Effekte nachge-

wiesen werden.60–62 Nicht zuletzt bestätigt auch die umfangreiche über 30-jährige human-

medizinische Erfahrung mit dem Wirkstoff Flupirtin KV7-Kanäle als validierte Ziele für die 

Schmerzbehandlung. Die klinische Evidenz umfasst dabei sowohl die Therapie von akuten 

Schmerzen, z. B. in der postoperativen Behandlung, als auch die Linderung von subakuten 

Schmerzzuständen, wie etwa bei Beschwerden im Rückenbereich.63,64 Weiterhin lassen sich mit 

vergleichbarer Effektivität chronische Schmerzformen, z. B. bei Osteoporose, durch KV7-Öffner 

behandeln.65 Darüber hinaus deuten präklinische Daten sogar auf eine Wirksamkeit bei 

neuropathischen Schmerzen hin, welche mit den derzeit verfügbaren Arzneistoffen oft nur 

unzureichend therapierbar sind.66  

Neben der Schmerztherapie bietet sich der Einsatz von KV7-Öffnern vor allem bei einer Reihe von 

Erkrankungen an, die im Wesentlichen auf einer neuronalen Übererregbarkeit beruhen. Die 

Fähigkeit von KV7-Öffnern, eine überschießende Auslösung von Aktionspotenzialen zu unterbinden, 

prädestiniert sie insbesondere für die Anwendung als Antiepileptika. Verschiedene KV7-Öffner 
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haben folglich ihre Wirksamkeit in einer ganzen Reihe von präklinischen Epilepsiemodellen gezeigt. 

Das experimentelle Set-up umfasste dabei sowohl chemisch als auch elektrisch induzierte Modelle 

für tonisch-klonische, komplex-partielle und sekundär-generalisierte Anfälle.67–69 Einzig in einem 

Tiermodell, welches entwickelt wurde, um Absenceepilepsie zu simulieren, konnte für den KV7-

Öffner Retigabin kein Effekt nachgewiesen werden,70 dennoch ist seine Wirksamkeit, insbesondere 

bei fokalen Anfällen, durch klinische Studien eindeutig belegt.71 

Über die bereits etablierte Anwendung als Analgetika und Antiepileptika hinaus befinden sich KV7-

Öffner derzeit auch für weitere Indikationen in unterschiedlichen Phasen der präklinischen und 

klinischen Erprobung. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass KV7-Öffner die 

Dopaminfreisetzung von bestimmten Neuronen modulieren, die im ventralen tegmentalen Areal 

(VTA) an neuronalen Belohnungsmechanismen beteiligt sind. Damit kommen KV7-Öffner prinzipiell 

für die Behandlung von Schizophrenie, Angstzuständen oder Depressionen sowie zur Suchttherapie 

in Betracht.20 Als vielversprechend ist hier insbesondere das Potenzial von KV7-Öffnern bei 

Depressionen einzustufen. Im Tiermodell konnte eine Hyperaktivierung von dopaminergen VTA-

Neuronen, die mit schweren depressiven Störungen assoziiert ist, durch Anwendung des KV7-

Öffners Retigabin signifikant reduziert werden.72 Eine offene klinische Pilotstudie zeigte zudem eine 

deutliche Verringerung von depressiven und anhedonischen Symptomen bei betroffenen Patienten 

nach Retigabinbehandlung.73  

Abseits von diesen psychiatrischen Erkrankungen deuten in vivo-Daten aus Tiermodellen darauf 

hin, dass der frühzeitige Einsatz von KV7-Öffnern außerdem die Folgen verschiedener Formen von 

Hirnschädigungen effektiv abmildern könnte. Dies umfasst sowohl Schädel-Hirn-Traumata als auch 

chronisch-stressinduzierte oder durch ischämische Ereignisse hervorgerufene Hirnverletzungen.74–

77 Diese initialen Schädigungen führen häufig zu Entzündungsreaktionen und einer neuronalen 

Übererregbarkeit, die im Verlauf weitere Folgeschäden verursachen können. KV7-Öffner vermitteln 

ihren neuroprotektiven Effekt hier vermutlich durch Reduktion der pathologischen Übererreg-

barkeit. Nicht zuletzt wurde die Anwendung von KV7-Öffnern auch bei neurodegenerativen 

Erkrankungen wie amyotropher Lateralsklerose (ALS) oder multipler Sklerose (MS) in klinischen 

Studien untersucht. Die Ergebnisse waren dabei jedoch sehr heterogen. Während der Einsatz eines 

KV7-Öffners die bei ALS auftretende Übererregbarkeit von Motoneuronen erfolgreich reduzieren 

konnte, wurde bei MS kein neuroprotektiver oder den Krankheitsverlauf beeinflussender Effekt 

gefunden.78,79 

1.2.3 Klinisch validierte KV7-Öffner vom problematischen Triaminoaryltyp 

Flupirtin 

Das bereits erwähnte Analgetikum Flupirtin (1, Abbildung 3) war der erste zugelassene Arzneistoff, 

der hauptsächlich als Öffner von KV7-Kanälen fungierte. Der genaue Wirkmechanismus war jedoch 

zunächst ungewiss und wurde erst einige Jahre nach seiner Markteinführung aufgeklärt.80 

Anfänglich war lediglich bekannt, dass die Analgesie weder über Opioidrezeptoren noch über eine 

Hemmung der Prostaglandinsynthese erreicht wird.62,81 Diverse klinische Studien haben die 

Wirksamkeit und Verträglichkeit von Flupirtin im Vergleich zu anderen gängigen Analgetika wie 

Ibuprofen, Diclofenac oder Tramadol untersucht und kamen zu dem Schluss, dass Flupirtin 

vergleichbare schmerzlindernde Effekte erzielt und gleichzeitig besser verträglich ist als z. B. 
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Diclofenac oder Tramadol.63,82 Neben einer schmerzlindernden Wirkung weist Flupirtin auch eine 

muskelrelaxierende Wirkkomponente auf,83 welche wahrscheinlich zum Teil aus einem zusätzlichen 

Agonismus am GABAA Rezeptor resultiert.84 Die simultanen muskelrelaxierenden und analgetischen 

Eigenschaften prädestinieren Flupirtin insbesondere für die Behandlung von schmerzhaften 

Muskelverspannungen und machen es zu einem einzigartigen Analgetikum. 

 

Abbildung 3. Strukturen von Flupirtin (1) bzw. Retigabin (2) und entsprechende para-Azachinondiimin- oder para-

Chinondiimin-Metabolite (3). Ortho-Azachinondiimin- bzw. ortho-Chinondiimin-Oxidationsprodukte sind ebenfalls 

möglich aber hier nicht gezeigt. Die Toxifizierung erfolgt bei Flupirtin vermutlich über einen Haptenmechanismus unter 

Bildung von Flupirtin-Protein-Addukten (4). Retigabin bildet hingegen nach Oxidation, Dimerisierung und erneuter 

Oxidation wahrscheinlich Phenaziniumstrukturen (5), die für blaue Gewebepigmentierungen verantwortlich sind.  

Insgesamt war Flupirtin in Deutschland mehr als 30 Jahre erfolgreich in der klinischen Anwendung 

und galt allgemeinhin als gut verträglicher Arzneistoff mit relativ milden Nebenwirkungen.85 In den 

Jahren 2011 und 2012 wurden dann jedoch erste Berichte über Leberschäden unter 

Flupirtinbehandlung veröffentlicht.86,87 Die schweren hepatotoxischen Ereignisse waren mit einer 

Melderate von 1,68 Fällen pro 100.000 Patientenjahren sehr selten, aber zwangen die zuständigen 

Behörden aufgrund der teilweise tödlichen Verläufe Anwendungsbeschränkungen für die 

Behandlung mit flupirtinhaltigen Arzneimitteln zu erlassen. Nachdem sich diese Maßnahmen als 

unzureichend erwiesen hatten, um die durch Flupirtin verursachten Leberschäden zu vermeiden, 

wurde in letzter Konsequenz Medikamenten mit dem Wirkstoff Flupirtin die Zulassung entzogen.88 

In der Schmerztherapie hinterließ Flupirtin seitdem eine bislang nicht geschlossene 

Behandlungslücke, denn es war eine wertvolle Alternative zu nichtsteroidalen Antirheumatika 

(NSAR) und schwachen Opioiden, da es weder wie NSARs Magen-Darm-Blutungen hervorgerufen 

hat, noch Nebenwirkungen wie Abhängigkeit, Obstipation oder Atemdepression verursachte, die 

bekanntermaßen mit Opioidanalgetika in Verbindung gebracht werden.89 

Retigabin 

Bei Retigabin (2, Abbildung 3) handelt es sich um ein strukturelles Analogon von Flupirtin, welches 

seine Wirkung ebenfalls über die Öffnung von KV7-Kanälen vermittelt. Die Zulassung erfolgte 2011 

zur Zusatzbehandlung von fokalen Anfällen bei erwachsenen Patienten mit Epilepsie und 

unzureichender Wirksamkeit anderer geeigneter Arzneimittel.90 Retigabin ist ein pan-KV7.2-5-

Öffner, d. h., es verfügt lediglich über eine begrenzte KV7-Subtypselektivität. So besteht zwar keine 

nennenswerte Affinität zu KV7.1-Kanälen, was ein sicherheitsrelevantes Merkmal ist, da somit eine 

proarrhythmogene Wirkung ausgeschlossen werden kann, aber zwischen den übrigen 

Untereinheiten (KV7.2-5) existieren hinsichtlich der Potenz nur marginale Unterschiede.53,91,92 
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Ähnlich wie Flupirtin agiert auch Retigabin zusätzlich als Agonist an GABAA-Rezeptoren, was 

ebenfalls zur antikonvulsiven Wirkung beitragen könnte.93  

Aufgrund des innovativen Wirkmechanismus sowie des im Vergleich zu anderen Antiepileptika 

geringen Interaktionspotenzials galt Retigabin bei seiner Markteinführung als sehr vielverspre-

chender Wirkstoff.94 Bereits kurze Zeit später wurde jedoch in Post-Marketing-Studien eine 

ungewöhnliche Nebenwirkung registriert. Die Langzeitbehandlung mit Retigabin führte bei einigen 

Patienten zu Blauverfärbungen der Haut und bestimmter Augengewebe.95 Da die Folgen und die 

Reversibilität dieser Verfärbungen zunächst unklar waren und befürchtet werden musste, dass die 

Veränderungen am Auge die Sehfähigkeit beeinflussen, veröffentlichte die FDA einen Warnhinweis. 

Obwohl zusätzlich durchgeführte Studien nicht darauf hindeuteten, dass das Sehvermögen durch 

die Gewebeverfärbungen beeinträchtigt wird, wurde die Vermarktung von Retigabin durch den 

Hersteller wegen stark rückläufiger Anwendung 2017 eingestellt.96  

Weitere Nachteile von Retigabin trugen wahrscheinlich ebenfalls zu seiner abnehmenden 

Bedeutung bei. Allem voran kann hier die mangelnde KV7-Subtypselektivität genannt werden. Die 

daraus resultierende Aktivierung von KV7.4/5-Kanälen in urogenitalen glatten Muskelzellen kann 

unter Umständen zu Harnverhalt führen, was für die betroffenen Patienten eine sehr 

unangenehme Nebenwirkung darstellt.97,98 Weiterhin besitzt Retigabin im Vergleich zu anderen 

Antiepileptika nur eine relativ kurze Halbwertszeit von 6–8 h und erfordert daher eine dreimal 

tägliche Dosierung.99 Zudem ist die Blut-Hirn-Schranken-Gängigkeit mit einem Gehirn-zu-Plasma-

Konzentrationsverhältnis von 0,16 nicht optimal, was vergleichsweise hohe Dosen von bis zu 

1200 mg pro Tag notwendig machte.99,100 Alles in allem bot Retigabin jedoch trotz dieser Schwächen 

einen einzigartigen Wirkmechanismus für die Epilepsiebehandlung, der aktuell mangels 

alternativer Arzneistoffe nicht genutzt werden kann. Insbesondere bei der Pharmakotherapie von 

genetisch bedingten Epilepsieformen, die auf Mutationen in den KCNQ-Genen beruhen, kann 

Retigabin nicht adäquat durch andere Antiepileptika ersetzt werden. Folglich wurden bereits 

Stimmen laut, die eine Wiedereinführung von Retigabin zumindest für die personalisierte Therapie 

fordern.101  

Ursachenanalyse der unerwünschten Arzneimittelwirkungen von Flupirtin und Retigabin 

Die für die Marktrücknahme verantwortlichen unerwünschten Arzneimittelwirkungen (UAWs) von 

Flupirtin und Retigabin wurden in beiden Fällen näher untersucht. Für Flupirtin konnten zunächst 

in einem in vitro-Assay nach Oxidation durch Peroxidasen und Inkubation mit Glutathion 

entsprechende Flupirtin-Glutathion-Konjugate nachgewiesen werden.102 Diese stabilen und 

isolierbaren Metabolite, bei denen Glutathion als Thioether kovalent an den zentralen Pyridinring 

von Flupirtin gebunden ist, gelten wiederum als indirekter Beweis für das Auftreten von 

Azachinondiimin-Intermediaten wie Verbindung 3 (Abbildung 3), die selbst zu reaktiv sind, um sie 

direkt zu detektieren. Eine Bestätigung dieser initialen in vitro-Ergebnisse erfolgte wenig später 

durch eine klinische Studie, welcher es gelang nach Verabreichung von Flupirtin an gesunde 

Probanden, den Nachweis von entsprechenden Mercaptursäurederivaten im Urin zu 

erbringen.103,104 Da ein Zusammenhang zwischen der Bildung von reaktiven, chinoiden Metaboliten 

und Hepatotoxizität für eine ganze Reihe von Arzneistoffen bekannt ist,105 kann mit hoher 
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Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass die Azachinondiimin-Metabolite in die 

Pathogenese der durch Flupirtin induzierten Leberschäden entscheidend involviert sind.  

Darüber hinaus deuten jedoch die geringe Prävalenz der hepatotoxischen Reaktionen und das 

Fehlen einer klaren Dosisabhängigkeit darauf hin, dass eine zusätzliche Komponente am 

Pathomechanismus beteiligt ist.88 Hier wurden zunächst genetische Polymorphismen 

metabolisierender Enzyme als Ursache in Betracht gezogen. Nachdem diese Vermutung jedoch 

weitestgehend ausgeschlossen werden konnte,104 rückt die Theorie einer möglichen Beteiligung 

des adaptiven Immunsystems in den Fokus, welche im Wesentlichen durch zwei Fallstudien 

gestützt wird. So kam etwa eine Untersuchung von Lebergewebe betroffener Patienten zu dem 

Schluss, dass basierend auf klinischen und histologischen Merkmalen die Möglichkeit einer 

immunvermittelten Toxizität gegeben ist. Darüber hinaus konnte eine genetische Analyse ein 

bestimmtes Allel eines humanen Leukozytenantigens (HLA) als Risikofaktor für die Flupirtin-

induzierte Hepatotoxizität identifizieren.86,106 Ähnliche Zusammenhänge zwischen bestimmten 

HLA-Genvarianten und einer Arzneistoffhypersensitivität wurden auch für andere Substanzen wie 

z. B. Abacavir, Carbamazepin oder Flucloxacillin beschrieben.107 Im Fall von Flucloxacillin wurden 

zudem Wirkstoff-Peptid-Konjugate als HLA-Liganden identifiziert, welche auf der Oberfläche von 

Antigen-präsentierenden Zellen vermutlich die arzneistoffspezifische Aktivierung der T-Zell-

Antwort auslösen.108 Dieser Nachweis wurde für Flupirtin noch nicht erbracht, aber die Vermutung 

liegt dennoch nahe, dass Flupirtin ebenso als Hapten fungieren könnte, welches nach Konjugation 

seiner reaktiven Azachinondiimin-Metabolite mit endogenen Trägerproteinen Addukte wie 

Verbindung 4 bildet, die dann eine toxische Autoimmunreaktionen hervorrufen. Die über einen 

solchen immunvermittelten Mechanismus ausgelöste idiosynkratische Form der Hepatotoxizität ist 

typischerweise sehr selten, nicht dosisabhängig und tritt oft mit zeitlicher Verzögerung auf,109 wie 

es auch im Fall der Flupirtin-assoziierten Leberschäden beschrieben wurde.88 Sie ist damit eindeutig 

von der intrinsischen Hepatotoxizität abzugrenzen, wie sie z. B. bei Paracetamol beobachtet wird, 

wo ein chinoider Metabolit direkt eine dosisbezogene, zellschädigende Wirkung vermittelt.110 

Im Gegensatz zu Flupirtin ist der hepatische Metabolismus von Retigabin nicht durch Oxidation, 

sondern durch Phase-II-Reaktionen wie insbesondere N-Glucuronidierungen geprägt. 

Dementsprechend gibt es auch keine Hinweise auf eine Metabolisierung zu reaktiven Chinondiimin-

Metaboliten oder mögliche hepatotoxische Wirkungen von Retigabin bei therapeutischer 

Dosierung.90,111 Unter anderen Bedingungen abseits der Leber scheint Retigabin jedoch ebenfalls zu 

einem Chinondiimin-Intermediat wie Verbindung 3 oxidiert zu werden. Darauf deutet das Auftreten 

der Phenaziniumverbindung 5 hin, die in Rattenaugen nach Retigabinbehandlung mit Hilfe von 

MALDI-Imaging-Massenspektrometrie nachgewiesen wurde. Diese Substanz, welche im Verdacht 

steht, für die blaue Gewebeverfärbung verantwortlich zu sein, entsteht vermutlich aus 

Chinondiimin-Metaboliten von Retigabin durch Dimerisierung und erneute Oxidation. 

Interessanterweise wurden die Phenaziniumverbindungen bei Albinoratten, die kein Melanin 

bilden, nicht nachgewiesen, was darauf hindeutet, dass die Oxidation und/oder die Dimerisierung 

von Retigabin in Assoziation mit Melanin ablaufen oder zumindest eine lokale Anreicherung 

begünstigt wird.112,113  

Zusammenfassend existieren derzeit also keine Hinweise, dass der Wirkmechanismus, d. h. die 

Öffnung von KV7-Kanälen, bei den Pathomechanismen der Gewebeverfärbung bzw. Hepatotoxizität 
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eine Rolle spielt. Sowohl im Fall von Flupirtin als auch bei Retigabin sind die für das Scheitern 

verantwortlichen UAWs wahrscheinlich auf den substanzspezifischen Metabolismus zurück-

zuführen, der insbesondere das labile und oxidationsempfindliche Triaminoarylgrundgerüst 

betrifft, das die strukturell eng verwandten Arzneistoffe gemeinsam haben. 

1.3 Entwicklung alternativer KV7-Öffner 

Bereits vor Bekanntwerden der oben beschriebenen kritischen UAWs von Flupirtin und Retigabin 

wurde aufgrund minderschwerer Unzulänglichkeiten, wie z. B. mangelnder KV7-Subtypselektivität, 

kurzer Halbwertszeit und mäßiger Blut-Hirn-Schranken-Gängigkeit, an der Entwicklung von 

alternativen Wirkstoffen gearbeitet. Spätestens aber seit der Marktrücknahme der beiden KV7-

Öffner wurden diese Anstrengungen weiter intensiviert. Über die Jahre wurde so eine Vielzahl von 

experimentellen KV7-Öffnern entwickelt, die unterschiedliche Stufen der präklinischen und 

klinischen Entwicklung erreichten, wobei keiner dieser Wirkstoffkandidaten bisher die Marktreife 

erlangt hat. Im Folgenden werden ohne Anspruch auf Vollständigkeit einige alternative KV7-Öffner 

vorgestellt und Herausforderungen bei der Entwicklung aufgezeigt.  

Prinzipiell lässt sich das Hauptproblem von Flupirtin und Retigabin, die oxidationsempfindliche 

Triaminoarylstruktur und die damit verbundene Bildung von chinoiden Oxidationsprodukten, bei 

der Entwicklung von neuen Wirkstoffen durch verschiedene Vorgehensweisen vermeiden. Eine 

Möglichkeit ist das Screening von Substanzbibliotheken, um KV7-Öffner mit gänzlich neuartigen 

Chemotypen zu identifizieren. Ein solches Vorgehen führte z. B. zur Entdeckung des 4-

Aminotetrahydrochinolin-Derivats ZK21 (6, Abbildung 4).114 Auch der neuartige KV7-Öffner GRT-X 

(7), der zudem einen innovativen dualen Wirkmechanismus besitzt und neben einer Modulation 

der KV7-Aktivität ebenso eine Erhöhung der Synthese von protektiven Neurosteroiden bewirkt, hat 

keine nennenswerte strukturelle Ähnlichkeit mehr zu Flupirtin und Retigabin.115 Sowohl ZK21 als 

auch GRT-X könnten somit verglichen mit den problematischen KV7-Öffnern vom Triaminoaryltyp 

über verbesserte Sicherheitseigenschaften verfügen. Diese Annahme bedarf jedoch noch einer 

Bestätigung, denn beide Substanzen befinden sich erst am Anfang der präklinischen Entwicklung, 

und die Vergangenheit zeigt, dass vollständig neue Chemotypen auch das Risiko von unerwarteten 

Toxizitätsproblemen bergen. Dies war z. B. bei dem KV7-Öffner PF-04895162 (8) der Fall, welcher 

zwar in verschiedenen Tiermodellen ein breites Spektrum an antiepileptischer Wirkung 

demonstrierte, aber auf der anderen Seite im menschlichen Organismus unerwartet die 

Gallensäurehomöostase störte und aus diesem Grund in einer Phase-I-Studie scheiterte.116 Auch 

der vielversprechende, selektive KV7.2/3-Öffner ICA-27243 (9), ein Vertreter der am Spannungs-

sensor angreifenden Substanzen, offenbarte unvorhergesehene toxikologische Probleme. Die 

Verbindung führte im Tierversuch zu nicht-hämolytischen Anämien und wurde daher ebenfalls von 

der weiteren Entwicklung ausgeschlossen.117  

 

Abbildung 4. Auswahl von literaturbekannten KV7-Öffnern mit neuartigen Chemotypen. 
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Ein alternativer Ansatz, um zu neuartigen KV7-Öffnern zu gelangen, ist ein ligandenbasiertes Design 

unter Verwendung von Flupirtin und Retigabin als Leitstrukturen. Auf diese Weise können KV7-

Öffner mit verbesserten Eigenschaften durch kleinere strukturelle Änderungen erhalten werden. In 

der Literatur finden sich zahlreiche Beispiele für ligandenbasierte Ansätze, wobei, wie in Abbildung 

5 ersichtlich ist, in vielen Fällen die Problematik der Bildung von chinoiden Metaboliten beim Design 

nicht ausreichend berücksichtigt wurde. So wird für den KV7-Öffner HN37 (10) zwar eine 

verbesserte chemische Stabilität im Vergleich zu Retigabin angegeben, aber es besteht theoretisch 

noch immer die Möglichkeit der Entstehung von para-Chinondiimin-Oxidationsprodukten. 

Ungeachtet dieser Problematik ist HN37 derzeit Gegenstand einer Phase-I-Studie in China.118 Auch 

der KV7-Öffner Lu AA41178 (11), der sich in präklinischen Modellen für Epilepsie, Schizophrenie und 

Depression als effektiv erwies, besitzt trotz deutlicher struktureller Modifikationen noch immer ein 

Risiko für die Bildung von chinoiden Metaboliten.119 Das Gleiche gilt für das erst kürzlich 

veröffentlichte Retigabinanalogon 12.120 Auf der einen Seite erwies sich dieses Derivat der 

Muttersubstanz in vielerlei Hinsicht überlegen. So wurden etwa ein besseres Gehirn-zu-Plasma-

Konzentrationsverhältnis, eine längere Plasmahalbwertszeit und eine potentere Öffnung von KV7-

Kanälen beschrieben. Auf der anderen Seite ist jedoch das problematische Triaminobenzen-

Grundgerüst nach wie vor enthalten und stellt ein erhebliches Sicherheitsrisiko dar. Bei XEN1101, 

einer Verbindung aus einer Reihe von Anilidderivaten mit Tetrahydroisochinolin-Substituenten 

(13),121 wurde zwar im Vergleich zu Retigabin eine Aminogruppe entfernt, aber die Grundstruktur 

enthält gleichwohl ein para-Diaminobenzen-Strukturmotiv. Da die Substanz bereits Phase-II-

Studien abgeschlossen hat, kann davon ausgegangen werden, dass keine akuten toxikologischen 

Probleme bestehen. Wie sich jedoch insbesondere bei Flupirtin gezeigt hat, werden sehr seltene 

Nebenwirkungen in kleineren Patientenkollektiven nicht zuverlässig erfasst. Es stellt sich also 

dennoch die Frage, ob nicht aus Sicherheitsgründen ein Verzicht auf das riskante para-

Diaminobenzen-Strukturelement ratsamer gewesen wäre.  

 

Abbildung 5. Auswahl von literaturbekannten KV7-Öffnern, welche strukturell mit Flupirtin und Retigabin verwandt sind.
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2 Zielstellung 

KV7-Öffner stellen in vielerlei Hinsicht vorteilhafte Behandlungsalternativen bei verschiedenen 

Erkrankungen dar, die eine Verminderung der neuronalen Erregbarkeit erfordern. Leider kann das 

vielversprechende Potenzial aktuell nicht genutzt werden, weil kein sicherer Arzneistoff mit diesem 

spezifischen Wirkmechanismus zur Verfügung steht. Das ist insofern bedauerlich, als dass die 

beiden klinisch validierten KV7-Öffner vom Triaminoaryltyp nicht wegen ihres Wirkmechanismus, 

sondern wahrscheinlich hauptsächlich aufgrund ihrer oxidationsempfindlichen Struktur gescheitert 

sind. Aus diesem Grund war das Ziel dieser Arbeit, in einem retro-metabolischen Designansatz 

ausgehend von Flupirtin und Retigabin, oxidationsresistente Grundstrukturen zu entwickeln. Im 

Unterschied zu den ligandenbasierten Strategien, welche in Kapitel 1.2.4 erwähnt wurden, galt es 

dabei bedenkliche Strukturmotive wie ortho- oder para-ständige Aminogruppen gänzlich zu 

vermeiden, um die Bildung von Chinondiimin- oder Azachinondiimin-Oxidationsprodukten bereits 

durch das Design auszuschließen.  

Um dieses Ziel zu erreichen, sollten im Wesentlichen zwei Strategien parallel verfolgt werden. Der 

erste Ansatz, welcher auf die in Abbildung 6 dargestellten Carba-Analoga mit der Grundstruktur 14 

abzielte, basiert auf einer Invertierung der Aminomethylenfunktion der ursprünglichen 

Triaminoarylgrundstruktur kombiniert mit dem Austausch der primären Aminofunktion gegen eine 

Methylgruppe. Dies führt zusammengenommen zu einem aromatischen Kern, der nur noch einen 

stickstoffhaltigen Substituenten trägt. Die zweite Vorgehensweise sah eine Modifikation der 

Carbamatstruktur von Flupirtin und Retigabin zu Nicotinamid- bzw. Benzamidfunktionen vor, um 

Analoga mit der Grundstruktur 15 zu erhalten. Diese Carba-Derivate besitzen lediglich meta-

ständige Aminogruppen, die in Bezug auf die Bildung von chinoiden Metaboliten unproblematisch 

sind.  

 

Abbildung 6. Strukturen von Flupirtin (1) und Retigabin (2) sowie Modifikationen (14/15), die ausgehend von der 

Triaminoaryl-Grundstruktur vorgenommen werden sollten, um die Bildung von Chinondiimin- bzw. Azachinondiimin-

Oxidationsprodukten zu verhindern (X = N oder CH und R = Alkyl oder Benzyl). 

Einem iterativen Zyklus aus Design, Synthese und biologischer Testung folgend, sollten beide 

Grundstrukturen im Anschluss weiter optimiert werden. Über eine Verbesserung von Substanz-

eigenschaften hinaus sollten in diesem Zusammenhang auch Erkenntnisse zu grundlegenden 

Struktur-Wirkungs-Beziehungen gewonnen werden. Ergänzt durch Dockingstudien können dadurch 

Hypothesen zu den Bindungsmechanismen der neuen Carba-Analoga erarbeitet werden, die 

perspektivisch eine Basis für die rationale Weiterentwicklung der Grundstrukturen bieten. Es stand 

jedoch nicht nur die biologische Aktivität im Fokus, sondern es galt auch potenzielle toxikologische 

Risiken der neuen Carba-Derivate auszuschließen, daher wurden alle Verbindungen zusätzlich in 

einem Zellviabilitätsassay charakterisiert. Basierend auf den kombinierten Aktivitäts- und 

Toxizitätsdaten sollten schließlich im Idealfall geeignete Analoga identifiziert werden, die für eine 

weitergehende Charakterisierung infrage kommen.
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3 Methoden und Ergebnisse 

3.1 Synthese ausgewählter Analoga von Flupirtin und Retigabin 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt ca. 170 Substanzen erfolgreich synthetisiert. Daraus 

ergaben sich 48 Endverbindungen mit einer großen strukturellen Diversität, die für die biologische 

Testung bereitgestellt werden konnten. Die Synthesen der Carba-Analoga mit invertierter 

Aminomethylenfunktion (Grundstruktur 14) sind in Publikation I enthalten, wohingegen die 

Publikationen II und III die Nicotinamid- und Benzamidanaloga (Grundstruktur 15) sowie verwandte 

Verbindungen behandeln. Im Folgenden werden exemplarisch einige ausgewählte Synthesen aus 

verschiedenen Substanzklassen erläutert. 

3.1.1 Carba-Analoga mit invertierter Aminomethylenfunktion 

Die Synthese des ersten Carba-Analogons 21 wurde ausgehend vom kommerziell erhältlichen 

Pyridinderivat 16 in fünf Stufen realisiert (siehe Schema 1). Im initialen Schritt erfolgte die 

Einführung einer Nitrilfunktion über eine modifizierte Version der typischerweise kupfer-

katalysierten Rosenmund-von-Braun-Reaktion. Anstelle von CuCN wurde in diesem Fall jedoch eine 

Kombination aus Palladiumkatalysator und Zn(CN)2 verwendet, was eine nahezu quantitative 

Ausbeute ermöglichte. Die Nitrogruppe der resultierenden Verbindung 17 wurde anschließend mit 

Eisen in Essigsäure reduziert, um das Aminopyridin 18 zu erhalten, das wiederum mit 

Isobutylchlorformiat zum Carbamat 19 umgesetzt wurde. Im nächsten Reaktionsschritt erfolgte die 

Reduktion der Cyanogruppe von Verbindung 19 mit Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAL-H), die 

zunächst zu einem Iminintermediat (nicht gezeigt) führte und nach saurer wässriger Aufarbeitung 

den entsprechenden Aldehyd 20 in schlechter, aber dennoch ausreichender Ausbeute ergab. 

Abschließend wurde eine reduktive Aminierung mit 4-Fluoranilin und NaBH4 durchgeführt, um die 

invertierte Aminomethylenfunktion der Zielverbindung 21 zu bilden.122 

 

Schema 1. Synthese von Analogon 21: a) Zn(CN)2, Pd(PPh3)4, DMF, 70 °C, 24 h, 96 %; b) Fe, AcOH, CaCl2, EtOH, 22 °C, 2 h, 

71 %; c) Isobutylchlorformiat, TEA, 4-DMAP, DCM, 22 °C, 4 d, 34 %; d) DIBAL-H, DCM, −85 °C, 4 h, 23 %; e) 1. 4-Fluoranilin, 

DCM, 22 °C, 5 h, 2. NaBH4, MeOH, 22 °C, 1 h, 82 %. 

In vorangegangenen Arbeiten stellte sich heraus, dass mehrere Amidderivate von Flupirtin und 

Retigabin im Vergleich zu Carbamatanaloga eine überlegene KV7-Öffnungsaktivität besaßen.123,124 

Außerdem deutet eine Metabolismusstudie darauf hin, dass die Carbamatfunktion von Flupirtin 

anfällig für die Spaltung durch Esterasen ist,102,125 was wiederum die Vermutung zulässt, dass 

Amidderivate möglicherweise eine verbesserte metabolische Stabilität aufweisen. Aus diesem 

Grund wurden im nächsten Schritt Amidderivate mit der Grundstruktur 14 synthetisiert. Parallel 
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zur Einführung einer Amidgruppe wurde hier jedoch eine weitere Strukturänderung vorgenommen, 

die den zentralen aromatischen Ring betraf. Da Retigabin im Vergleich zu seinem Pyridinanalogon 

Flupirtin bei der KV7.2/3-Öffnung ca. um den Faktor sieben potenter ist, besitzen die folgenden 

Derivate in Analogie zu Retigabin einen zentralen Phenylring (siehe Schema 2). Verwandte 

Verbindungen der in diesem Abschnitt behandelten Analoga 29a-d sind auch in Patenten der Firma 

Lundbeck beschrieben, wobei allerdings nur begrenzte Informationen veröffentlicht wurden, 

sodass die Berücksichtigung des Substanztyps in dieser Arbeit gleichwohl neue Erkenntnisse zu 

Synthese, Struktur-Wirkungs-Beziehungen, in vitro-Toxizität und Oxidationsverhalten 

ermöglichte.126,127 

 

Schema 2. Synthese der Analoga 29a-d: a) Zn(CN)2, Pd(OAc)2, PPh3, DMF, 100 °C, 1,5 h, 83 %; b) SnCl2, EtOAc, 70 °C, 0,5 h, 

99 %; c) Br2, DCM, −78–22°C, 1 h, 96 %; d) CuCN, NMP, 170 °C, 7–8 h, 42–47 %; e) 1. Butyrylchlorid, TEA, 4-DMAP, THF, 

0 °C, 0,5 h, 2. 22/70 °C, 16 h–7 d, 56–74 % (27a,d); f) 1. Butyrylchlorid, TEA, DCM, 22 °C, 1 h, 2. 22 /40 °C, 3–89 h, 67–88 % 

(27b,c); g) Ni, HCOOH, 80 °C, 6–8 h, 37–88 %; h) 1. 4-Fluoranilin, Molekularsieb, Toluen, 120 °C, 4–8 h, 2. NaBH4, MeOH, 

1,4-Dioxan, 0–22 °C, 17 h, 42–73 %. 

Die Synthesen der entsprechenden Analoga 29a-d erfolgten, wie in Schema 2 ersichtlich, 

ausgehend von kommerziell erhältlichen 4-Bromanilinverbindungen. Für die Synthese eines 2,6-

dimethylierten Derivats wurde das notwendige 4-Bromanilin 25a zuvor durch Bromierung des 

Anilins 24 dargestellt. Nachfolgend wurden die 4-Bromaniline 25a-c in einer Rosenmund-von-

Braun-Reaktion unter Verwendung von CuCN, das eine Doppelfunktion als Katalysator und 

Cyanidquelle erfüllte, in die Nitrile 26a-c überführt. Im Fall eines trifluormethylierten Analogons 

erfolgte die Synthese über einen abweichenden Weg. Ausgehend vom Nitrobenzenderivat 22, 

wurde zuerst das Nitril 23 dargestellt, welches dann mit SnCl2 zum Anilin 26d reduziert wurde. 

Erneut ermöglichte eine palladiumkatalysierte Version der Rosenmund-von-Braun-Reaktion eine 

bessere Ausbeute (83 %) im Vergleich zum zuvor verwendeten kupferkatalysierten Verfahren (43–

47 %). Im nächsten Schritt verliefen die Synthesewege wieder gleich, und es folgte für alle Derivate 

eine Amidkupplung. Da sich die als Edukte eingesetzten 4-Aminobenzonitrile 26a-d aufgrund der 

elektronenziehenden Eigenschaften der Cyanogruppe und der sterischen Hinderung durch ortho-

Substituenten als unreaktive Aminkomponenten erwiesen, waren erhöhte Temperaturen, lange 

Reaktionszeiten oder der zusätzliche Einsatz eines Katalysators (4-DMAP) notwendig, um 

ausreichende Umsetzungen zu erzielen. Die Nitrilfunktion der so erhaltenen Amide 27a-d wurde 

anschließend mit Nickel in Ameisensäure reduziert, was die entsprechenden Aldehyde 28a-d ergab. 



Methoden und Ergebnisse 

15 

   

Im letzten Reaktionsschritt wurde auch hier eine reduktive Aminierung mit Natriumborhydrid und 

4-Fluoranilin durchgeführt, um die gewünschten Analoga 29a-d zu erhalten.122  

Ein Austausch des zentralen Pyridinrings gegen einen Phenylring, wie bei den Analoga 29a-d 

realisiert, war naheliegend in Hinblick auf die KV7-Öffnungsaktivität. Der Pyridinring hat allerdings 

wiederum attraktive physikochemische Eigenschaften. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob ein 

invertierter Pyridinring, der gegenüber dem Substitutionsmuster von Flupirtin um 180° rotiert 

inkorporiert ist, besser toleriert wird und eventuell nicht zu einer Beeinträchtigung der KV7.2/3-

Öffnung führt. Die Synthese dieser neuartigen Analoga mit invertiertem Pyridinring wurde in sieben 

Stufen durchgeführt. Da der Methylsubstituent hier erst im letzten Reaktionsschritt eingeführt 

wurde, bot der in Schema 3 dargestellte Syntheseweg zudem auch die Möglichkeit, die 

Methylgruppe durch alternative Kohlenwasserstoffreste zu ersetzen.  

 

Schema 3. Synthese der Analoga 37a-c: a) EtOH, SOCl2, 90 °C, 18 h, 88 %; b) NBS, THF, 0–22 °C, 17 h, 77 %; c) LiAlH4, THF, 

22 °C, 5 h, 54 %; d) MnO2, Toluen, 80 °C, 2 h, 41 %; e) Säurechlorid, DIPEA, DCM, 0–22 °C, 16,5–24,5 h 48–50 %; f) 1. 4-

Fluoranilin, Toluen, Molekularsieb, 120 °C, 5 h, 2. NaBH4, MeOH, 1,4-Dioxan, 0 °C, 17 h, 57–74 %; g) Trimethylboroxin 

oder Cyclopropylboronsäure, Pd(PPh3)4, Na2CO3, 1,4-Dioxan, H2O, 140 °C, 75 min im Mikrowellenreaktor, 15–43 %. 

Ausgangspunkt der Synthesen war 6-Aminonicotinsäure (30), welche in einer ersten Reaktion mit 

Ethanol und Thionylchlorid zum Ethylester 31 verestert wurde (siehe Schema 3). Die anschließende 

Bromierung, um Verbindung 32 zu erhalten, geschah durch eine Umsetzung mit N-Bromsuccinimid 

(NBS). Die Konvertierung des Ethylnicotinats 32 zum Aldehyd 34 erfolgte in diesem Fall nicht direkt, 

sondern wurde durch ein zweistufiges Verfahren realisiert. Im ersten Schritt wurde LiAlH4 

verwendet, um den Ethylester 32 zum entsprechenden Alkohol 33 zu reduzieren, der dann in der 

Folgereaktion unter Verwendung von aktiviertem Mangandioxid reoxidiert wurde, was schließlich 

den gewünschten Aldehyd 34 ergab. Diesem Reduktions-Oxidations-Verfahren folgte die Synthese 

der Amide 35a/b unter Einsatz der erforderlichen Säurechloride. Anschließend wurde die 

Aldehydgruppe der resultierenden Amide in einem reduktiven Aminierungsverfahren mit 4-

Fluoranilin gekuppelt, um die sekundären Amine 36a/b darzustellen. Im letzten Schritt erfolgte die 

Einführung der Methylgruppe über eine Suzuki-Reaktion mit Trimethylboroxin als Methylquelle, 

wodurch die Endverbindungen 37a/b erhalten wurden. Im Fall von Verbindung 37b wurde zudem 

ein 3,3-Dimethylbutanamidsubstituent als eine sterisch anspruchsvollere Amidseitenkette gewählt, 

was in dieser Form beispielsweise auch von Lu AA41178 (11) bekannt ist.119 Des Weiteren wurde 

das Analogon 37c mit einem Cyclopropylrest anstelle der bei den Derivaten 37a/b verwendeten 

Methylgruppe synthetisiert, um in diesem Bereich der Grundstruktur ebenfalls möglichen Platz für 
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einen raumfordernderen Substituenten zu eruieren. Die Synthese von Verbindung 37c erfolgte 

dabei analog zu den Methylverbindungen unter Verwendung von Cyclopropylboronsäure anstelle 

von Trimethylboroxin.122  

3.1.2 Carba-Analoga mit Nicotinamid- oder Benzamidstruktur 

Das strukturell eng an Flupirtin angelehnte Nicotinamidanalogon 45b wurde in einer dreistufigen 

Synthese ausgehend von 2,6-Dichlornicotinsäure (42b) erhalten (siehe Schema 4). Im ersten Schritt 

erfolgte die Darstellung von Verbindung 43b durch die Einführung der primären Aminogruppe an 

Position 2 des Pyridinrings, was durch eine kupferkatalysierte Ullmann-artige Reaktion mit 

Natriumazid als Stickstoffquelle gelang. Diese Methode von Zhao et al. ermöglichte im Gegensatz 

zu einer zuvor durchgeführten Umsetzung mit Ammoniak die selektive Aminierung an Position 2 

ohne Bildung des an Position 6 substituierten Regioisomers.128 Nachfolgend wurde eine 

Amidkupplung mit Carbonyldiimidazol (CDI) als Kupplungsreagenz und n-Butylamin als 

Aminkomponente durchgeführt, um das Nicotinamid 44b zu erhalten. Die anschließende 

nukleophile Substitution des verbleibenden Chloratoms mit 4-Fluorbenzylamin lieferte 

schlussendlich die Zielverbindung 45b. 

 

Schema 4. Synthese der Analoga 45a/b: a) KOH, MeOH, 65 °C, 2 h, 75 %; b) BTMAC, POCl3, 90 °C, 16 h, 55 %; c) H2SO4, 

HNO3, 105 °C, 2 h, 77 %; d) NaN3, K2CO3, CuI, Ethylendiamin, EtOH, Ar, Reflux, 11,5–28 h, 54–87 %; e) 1. CDI, THF, 50 °C, 

1 h, 2. Amin, THF, 22 °C, 12 h, 35–55 %; f) Morpholin, NMP, 165 °C, 1–3 h im Mikrowellenreaktor, 16–73 %.  

Bei der Synthese des alternativen Nicotinamidanalogons 45a (Schema 4) wurde die von Flupirtin 

bekannte Grundstruktur deutlicher verändert, indem weitere Strukturelemente eingeführt 

wurden, die sich bei literaturbekannten KV7-Öffnern mit anderer Grundstruktur als erfolgreich 

erwiesen hatten. Hierbei fiel die Wahl auf einen Morpholinring anstelle des 4-

Fluorbenzylaminsubstituenten, wie er z. B. auch in Lu AA41178 (11) enthalten ist. Zudem wurde 

eine benzylische Amidseitenkette gewählt, die sich in einer Arbeit von Surur et al. als günstig 

erwiesen hat.124 Auch eine Methylgruppe in ortho-Position zur Amidfunktion, wie sie sich 

beispielsweise in HN37 (10) findet, wurde der Grundstruktur hinzugefügt. Dieser zusätzliche 

Methylsubstituent ließ sich, wie in Schema 4 gezeigt, synthetisch durch eine Guareschi-Reaktion 

einführen, bei der Acetessigester und Cyanacetamid zu einem Pyridinderivat kondensierten.129 Das 

resultierende Dihydroxypyridin 40 wurde anschließend durch Umsetzung mit Phosphorylchlorid 

zweifach chloriert, was das Dichlorpyridin 41 ergab. Danach erfolgte eine saure Hydrolyse der 

Cyanogruppe, um das Nicotinsäurederivat 42a zu erhalten. Hier wurden verschiedene 

Hydrolyseverfahren evaluiert. Das beste Ergebnis lieferte die als Nitriersäure bekannte Mischung 
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aus konzentrierter Schwefelsäure und konzentrierter Salpetersäure, wobei eine Nitrierung des 

elektronenarmen Pyridinrings nicht zu befürchten war. Die weiteren Reaktionsschritte bis zum 

finalen Analogon 45a erfolgten in analoger Weise, wie es bereits für die vorherige 

Nicotinamidverbindung 45b beschrieben wurde.130 

In den vorangegangenen Arbeiten von Surur et al. erwies sich zudem ein Austausch der primären 

Aminogruppe von Flupirtin bzw. Retigabin gegen einen Alkoxyrest als vorteilhaft für die KV7.2/3-

Öffnung,124 daher wurde diese Strukturänderung im Folgenden auch auf ein Benzamidderivat 

angewendet. Die Synthese eines entsprechenden methoxysubstituierten Analogons erfolgte 

ausgehend von 4-Nitrotoluen (46), wie in Schema 5 dargestellt. Nach anfänglicher regioselektiver 

Bromierung des Edukts 46 wurde die Methylgruppe der resultierenden Verbindung 47 mit KMnO4 

zur Carboxyfunktion oxidiert, um das Benzoesäurederivat 48 zu erhalten. Es folgte eine 

Amidkupplung, bei der zunächst durch Umsetzung mit Thionylchlorid das Säurechlorid vom 

Intermediat 48 gebildet wurde, welches anschließend durch Reaktion mit 4-Fluorbenzylamin das 

Amid 49 ergab. Die Methoxyfunktion ließ sich im nächsten Schritt in einer kupferkatalysierten C-O-

Kreuzkupplungsreaktion mit Methanol einführen. Nachfolgend wurde die aromatische 

Nitroverbindung 50 zum Anilinderivat 51 reduziert, welches wiederum nach einer reduktiven 

Aminierung die Zielverbindung 52 ergab.130 

 

Schema 5. Synthese des Analogons 52: a) Br2, Fe, 80 °C, 1,5 h, 55 %; b) KMnO4, H2O, Pyridin, 100 °C, 17 h, 18 %; c) 1. SOCl2, 

Toluen, 120 °C, 2,5 h, 2. 4-Fluorbenzylamin, TEA, DCM, 0–22 °C, 2,5 h, 42 %; d) MeOH, K2CO3, CuI, Ethylenediamin, N2, 

95 °C, 15 h, 51 %; e) SnCl2, EtOAc, 80 °C, 30 min, 100 %; f) 1. 4-Fluorbenzaldehyd, Molekularsieb, Toluen, 120 °C, 5 h, 2. 

NaBH4, 1,4-Dioxan, MeOH, 22 °C, 17 h, 69 %. 

Die Neukombination von Partialstrukturen aus den Derivaten 45a/b bzw. 52 und das Einführen von 

weiteren ausgewählten Strukturelementen ergab im Folgenden die Nicotinamidanaloga 55a-f 

(siehe Schema 6). Anstelle eines Methoxysubstituenten wurden auch alternative Alkoxyreste 

ausgewählt, deren Einführung ausgehend von Verbindung 42a über eine nukleophile 

Substitutionsreaktion erfolgte. Das als Nukleophil fungierende Alkoholat wurde in situ durch 

Umsetzung des entsprechenden Alkohols mit Natriumhydrid erzeugt. Die Substitutionsreaktion 

verlief aufgrund des dirigierenden Effekts der benachbarten Carboxygruppe mit ausgeprägter 

Regioselektivität an Position 2 des Pyridinrings.131 Im nächsten Schritt erfolgte eine Amidkupplung, 

wobei die Aktivierung der Nicotinsäurederivate 53a-c in diesem Fall über die Bildung von 

Säurechloriden in einer DMF-katalysierten Reaktion mit Oxalylchlorid erreicht wurde. Die 

Säurechloride wurden dann direkt mit den entsprechenden Aminen umgesetzt, um die 

gewünschten Amide 54a-d zu erhalten. Die Einführung des Aminosubstituenten an Position 6 des 

Pyridinrings erfolgte im letzten Reaktionsschritt über eine erneute nukleophile Substitutions-

reaktion, welche jedoch drastischere Reaktionsbedingungen als die vorangegangene erforderte 
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und daher durch mikrowellengestütztes Erhitzen auf 165 °C erfolgte.130 6-Morpholinonicotinamide 

wie die Verbindungen 55a-d wurden zuvor bereits auch in einem Patent der Firma Grünenthal als 

KV7-Öffner beschrieben. Es fehlte bisher allerdings eine umfassende Diskussion der zugrunde 

liegenden Struktur-Wirkungs-Beziehungen, welche in diesem Projekt im Kontext zu den weiteren 

Carba-Analoga ermöglicht werden konnte. Darüber hinaus wurde die bestehende Arbeit von 

Grünenthal um zuvor noch nicht berücksichtigte Strukturelemente erweitert, von denen einige 

vorbehaltlich einer eingehenderen Prüfung nicht mehr durch das entsprechende Patent 

beansprucht sein dürften.132  

 

Schema 6. Synthese der Analoga 55-58: a) Alkohol, NaH, THF, 0 °C–70 °C, 7–23 h, 96–99 %; b) 1. (COCl)2, DMF, DCM, 0–

22 °C, 3 h, 2. Amin, TEA, DCM, 0–22 °C, 16 h, 49–61 %; c) Amin, NMP, 165 °C, 0,5–1 h, 23–53 %; d) Pyridin-4-ylboronsäure, 

Pd(PPh3)4, Na2CO3, 1,4-Dioxan, H2O, Ar, 140 °C, 30 min im Mikrowellenreaktor, 59 %; e) 1-Cyclohexenylboronsäure 

Pinacolester, Pd(PPh3)4, Na2CO3, 1,4-Dioxan, H2O, Ar, 140 °C, 15 min, Mikrowellenreaktor, 86 %; f) H2, Pd/C, MeOH, 22 °C, 

5 h, 74 %.  

Um die Rolle des Morpholinrings, der in diversen literaturbekannten KV7-Öffnern mit unterschied-

licher Grundstruktur enthalten ist, näher zu untersuchen, wurde er in den Derivaten 56, 57 und 58 

durch verschiedene Carba-Analoga ersetzt (siehe Schema 6). Rückschlüsse über die Bedeutung des 

Morpholinstickstoffatoms sollten ein Tetrahydro-2H-pyran-Ring und ein 3,6-Dihydro-2H-pyran-

Substituent liefern. Zudem wurde mit einem Pyridin-4-yl-Rest auch ein aromatischer und somit 

planarer Substituent ausgewählt, um die Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu vervollständigen. Ein 

Piperidin-1-yl-Ring, der bereits bei Verbindung 55e eingeführt wurde, sollte des Weiteren 

Erkenntnisse zur Relevanz des Morpholinsauerstoffatoms für die molekulare Erkennung durch die 

KV7.2/3-Bindetasche generieren. Die für die Carba-Analoga 56, 57 und 58 notwendige Knüpfung 

von C-C-Bindungen wurde, wie in Schema 6 dargestellt, über Suzuki-Reaktionen unter Verwendung 

der entsprechenden Boronsäure oder des Boronsäurepinacolesters realisiert. Der Tetrahydro-

pyransubstituent im Fall von Analogon 58 wurde durch katalytische Hydrierung des Dihydropyran-

vorgängers 57 erhalten.  
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3.1.3 Carba-Analoga mit Nicotinamid-ähnlichen Strukturen 

Wie in Kapitel 1.2.1 erwähnt, ist die Carbamatteilstruktur von Retigabin an der Ausbildung von 

Wasserstoffbrückenbindungen zur KV7.2-Bindetasche beteiligt (Abbildung 2). Dementsprechend 

wurde eine analoge Funktion für die Amidgruppe der Benzamid- und Nicotinamidderivate 

vermutet. Durch strukturelle Variation der Amidpartialstruktur sollte ihre Bedeutung für die 

Interaktion mit der Bindungsstelle verifiziert werden. Zu diesem Zweck wurde die ursprüngliche 

Amidfunktion beispielsweise durch eine amidähnliche Struktur ersetzt, die zudem in ein anelliertes 

Ringsystem integriert ist. Das aus diesem Ansatz hervorgegangene Isoxazolo[5,4-b]pyridin-3-amin 

65 ist in Schema 8 abgebildet und stellt im Prinzip ein konformationell eingeschränktes 

Amidmimetikum dar. Ein zweiter Modifikationsansatz zielte darauf ab, die Amidgruppe durch 

zyklische Amidbioisostere wie einen 1,2,4-Oxadiazol- oder einen 1,2,4-Triazolring zu ersetzen, was 

zu den Analoga 62 respektive 68 führte (siehe Schemata 7 und 8).  

Die Synthese des Triazolanalogons 62 konnte, wie in Schema 7 dargestellt, in vier Schritten realisiert 

werden. Als Ausgangspunkt wurde das oben erwähnte Nicotinsäurederivat 53a verwendet, welches 

im ersten Schritt durch Alkylierung mit Iodmethan in den entsprechenden Methylester 59 überführt 

wurde. Anschließend erfolgte die Substitution des Chloratoms von Verbindung 59 durch Morpholin. 

Die Methylesterfunktion des resultierenden Morpholinderivats 60 wurde darauffolgend einer 

Hydrazinolyse unterzogen, um das Hydrazid 61 zu erhalten. Im finalen Schritt wurde dann die 

Triazolsynthese nach einer Methode von Yeung et al. durchgeführt,133 die eine einstufige, 

basenkatalysierte Kondensation eines Hydrazids, wie Verbindung 61, mit einem Nitril vorsieht, 

wobei in diesem Fall 4-Fluorbenzonitril eingesetzt wurde, um das finale Analogon 62 zu erhalten. 

 

Schema 7. Synthese des Analogons 62: a) CH3I, K2CO3, DMF, 22 °C, 8 h, 98 %; b) Morpholin, TEA, NMP, 90 °C, 2 d, 39 %; c) 

N2H4*H2O, MeOH, Reflux, 24 h, 67 %; d) 4-Fluorbenzonitril, K2CO3, n-BuOH, 150 °C, 4 h, Mikrowellenreaktor, 47 %. 

Die Darstellung des Isoxazolo[5,4-b]pyridin-3-amin-Analogons 65 erfolgte, wie in Schema 8 

dargestellt, in drei Stufen. Ausgangspunkt war in diesem Fall 2,6-Dichlor-4-methylnicotinonitril (41), 

dessen Chlorsubstituent in Position 6 durch Morpholin substituiert wurde. Die Umsetzung verlief 

regioselektiv mit einer Präferenz für Position 6, wie von Antczak et al. beschrieben.134 Trotzdem 

wurde eine kleine Menge des an Position 2 substituierten Regioisomers gebildet. Das 

Produktgemisch wurde chromatographisch getrennt, und das gewünschte Regioisomer 63 wurde 

anschließend durch Reaktion mit Acetohydroxamsäure zyklisiert, um das entsprechende 

Isoxazolo[5,4-b]pyridin-3-amin 64 zu erhalten.135 Im letzten Reaktionsschritt wurde dann durch 

Umsetzung der Aminogruppe von Verbindung 64 mit 4-Fluorbenzaldehyd ein Imin (nicht gezeigt) 

gebildet, das durch Hydrosilylierung mit Triethylsilan und Trifluoressigsäure ohne vorherige 

Isolierung zum sekundären Amin 65 reduziert wurde.  

Die Synthese des Oxadiazolderivats 68 begann mit dem oben erwähnten Intermediat 63 (siehe 

Schema 8). Im ersten Schritt erfolgte die Einführung der Methoxygruppe durch Substitution des 

verbliebenen Chloratoms mit Natriummethoxid. Die Nitrilfunktion der auf diese Weise erhaltenen 
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Verbindung 66 wurde dann unter Verwendung einer wässrigen Hydroxylaminlösung in eine 

Amidoximgruppe überführt, was die Substanz 67 in nahezu quantitativer Ausbeute ergab. Diese 

Reaktion benötigte eine ungewöhnlich lange Zeit (4 Tage) bis zur vollständigen Konversion. Der 

Grund dafür war wahrscheinlich die ortho-Disubstitution relativ zur Nitrilgruppe und die daraus 

resultierende sterische Hinderung derselben. Ferner verringern die elektronenschiebenden 

Eigenschaften der Morpholin- und Methoxysubstituenten die Reaktivität der Nitrilfunktion für 

einen nukleophilen Angriff durch Hydroxylamin. Das Amidoxim 67 wurde anschließend durch 

Umsetzung mit Phenylessigsäurechlorid acyliert. Eine Isolierung des entsprechenden O-

Acylamidoxim-Zwischenprodukts (nicht gezeigt) erfolgte nicht, sondern es wurde durch Zugabe von 

Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF), das als Katalysator fungierte, direkt der Ringschluss zum 

Oxadiazolanalogon 68 induziert.136  

 

Schema 8. Synthese der Analoga 65-68: a) Morpholin, MeOH, 0–22 °C, 16 h, 70 %; b) Acetohydroxamsäure, t-BuOK, Ar, 

DMF, 22–50 °C, 5,5 h, 43 %; c) 4-Fluorbenzaldehyd, (C2H5)3SiH, TFA, DCM, 22–60 °C, 25 h, 80 %; d) NaOMe, MeOH, Reflux, 

24 h, 90 %; e) Hydroxylamin, EtOH, H2O, Reflux, 4 d, 99 %; f) 1. Phenylacetylchlorid, TEA, DCM, 0 °C, 1 h, 2. TBAF, THF, 

22 °C, 2 h, 36 %; g) Ni, H2, NH3, MeOH, 50 °C, 5 h, 71 %; h) 4-Fluorbenzoylchlorid, TEA, DCM, 22 °C, 16 h, 64 %. 

3.2 Bestimmung der KV7.2/3-Öffnungsaktivität 

Die KV7-Kanalöffnungsaktivität der synthetisierten Analoga wurde mit HEK293-Zellen bestimmt, die 

den heterotetrameren KV7.2/3-Kanal überexprimieren. Für diesen Zweck wurde ein kommerziell 

erhältlicher Assay verwendet, der auf einem thalliumsensitiven Fluoreszenzfarbstoff beruht und die 

Durchlässigkeit von KV7-Kanälen für Thalliumionen nutzt. Die genaue Struktur des Fluoreszenz-

farbstoffs wurde nicht offengelegt, aber es handelt sich dabei um einen Ester, der intrazellulär 

durch Esterasen gespalten wird, um so die thalliumkomplexierende Carboxyform freizusetzen. 

Diese aktivierte Verbindung generiert bei einem Thalliumeinstrom ein entsprechendes 

Fluoreszenzsignal, dessen Intensität proportional zur Anzahl der offenen KV7-Kanäle ist und somit 

Aufschluss über ihre funktionelle Aktivität gibt. Die korrigierte Fluoreszenzintensität als Funktion 

der Substanzkonzentration wurde verwendet, um EC50-Werte zu berechnen, welche die 

Konzentration ausdrücken, die erforderlich ist, um das halbmaximale Fluoreszenzsignal zu 

erreichen. Außerdem wurde die intrinsische Aktivität als Maß für die maximale Wirkstärke 

bestimmt. Sie beschreibt das prozentuale Verhältnis des maximalen durch eine Testsubstanz 

induzierten Fluoreszenzsignals zu dem maximalen Fluoreszenzsignal, das durch Flupirtin 

hervorgerufen wird. Eine Zusammenfassung der Aktivitätsdaten befindet sich in Tabelle 1. 
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Tabelle 1. KV7.2/3-Öffnung, in vitro-Toxizität und logD7,4-Werte der Analoga im Vergleich zu Flupirtin und Retigabin.[a] 

  HEK293 HEK293 TAMH TAMH HEP-G2 HEP-G2  

Nr. logD7,4
[b] EC50

[c] 

[µM] 

Emax
[d] 

[%] 

LD50
[e] 

[µM] 

LD25
[f] 

[µM] 

LD50
[e] 

[µM] 

LD25
[f] 

[µM] 

LD25/ 

EC50
[g] 

Flu 2,1 1,837 ± 0,844 100 487 ± 51 103 ± 47 547 ± 111 74 ± 40 40 

Ret 2,1 0,249 ± 0,052 119 ± 7 >400 >400 >400 269 ± 166 1080 

21 3,4 4,123 ± 3,945 94 ± 15 >250 76 ± 15 >250 136 ± 38 18 

29a 3,0 0,143 ± 0,020 143 ± 7 >125 >125 >125 >125 875 

29b 2,9 0,675 ± 0,276 176 ± 14 >125 >125 >125 88 ± 9 88 

29c 3,0 1,505 ± 0,364 167 ± 16 >63 >63 >63 >63 42 

29d 3,0 0,362 ± 0,093 156 ± 14 >125 >125 >125 75 ± 17 207 

37a 2,3 4,840 ± 2,907 89 ± 32 >125 110 ± 54 >125 46 ± 24 10 

37b 3,0 0,677 ± 0,419 153 ± 12 >125 >125 >125 66 ± 27 97 

37c 2,8 2,015 ± 1,195 138 ± 20 >125 76 ± 52 >125 55 ± 17 27 

45a 2,2 6,858 ± 1,319 113 ± 28 >500 349 ± 36 >500 123 ± 73 18 

45b 2,7 -[h] -[h] >125 >125 >125 56 ± 40 - 

52 4,3 -[h] -[h] >8 >8 >8 >8 - 

55a 3,0 0,117 ± 0,029 144 ± 11 >63 >63 >63 >63 539 

55b 3,8 0,017 ± 0,009 132 ± 16 >31 >31 >31 15 ± 1 882 

55c 3,3 0,012 ± 0,004 117 ± 19 >15 >15 >15 >15 1250 

55d 2,6 3,799 ± 1,730 170 ± 4 >250 >250 >250 >250 66 

55e 4,7 0,040 ± 0,007 127 ± 1 >31 >31 >31 32 ± 10 775 

55f 4,1 0,310 ± 0,119 105 ± 12 >63 >63 >16 >16 52 

56 2,7 0,500 ± 0,105 112 ± 11 >63 >63 >63 26 ± 20 52 

57 3,1 0,143 ± 0,003 111 ± 11 >125 >125 >63 >63 440 

58 3,1 2,402 ± 0,759 129 ± 16 >125 >125 >125 >125 52 

62 3,3 2,245 ± 0,338 149 ± 25 >30 >30 >30 >30 13 

65 3,2 -[h] -[h] >125 >125 >125 >125 - 

68 4,7 1,179 ± 0,193 45 ± 4 >30 >30 >30 >30 25 

[a] Alle Werte sind Mittelwerte von mindestens drei unabhängigen Bestimmungen. [b] logD7,4-Werte wurden mit einer 

HPLC-basierten Methode bestimmt. [c] Notwendige Konzentration, um die halbmaximale KV7.2/3-Öffnung zu erhalten. 

[d] Maximale KV7.2/3-Öffnung relativ zur maximalen KV7.2/3-Öffnung von Flupirtin. [e] Konzentration, die notwendig war, 

um die Zellviabilität verglichen mit unbehandelten Kontrollen auf 50 % zu reduzieren. [f] Konzentration, die notwendig 

war, um die Zellviabilität verglichen mit unbehandelten Kontrollen auf 75 % zu reduzieren. [g] Für die Berechnung des 

LD25/EC50 Verhältnisses wurde der geringere der beiden LD25 Werte verwendet. [h] Keine KV7.2/3-Öffnung bis zu einer 

Konzentration von 20 µM. 

3.3 Bestimmung von in vitro-Toxizität und Oxidierbarkeit 

Um die strukturell teilweise deutlich von Flupirtin und Retigabin abgewandelten Analoga auf 

mögliche toxikologische Risiken hin zu untersuchen, wurden alle Verbindungen in einem 

Zellviabilitätsassay analysiert. Die für den Assay eingesetzten humanen Hep-G2 bzw. murinen 

TAMH Zellen sind hepatischen Ursprungs und für in vitro-Toxizitätstests etabliert.137,138 Der 

Nachweis der Zellviabilität mit dem verwendeten MTT-Assay basiert auf der in lebenden Zellen 

stattfindenden mitochondrialen Reduktion des gelben, wasserlöslichen 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-

yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromids (MTT) zu einem blauvioletten, wasserunlöslichen Formazan, 

das durch kolorimetrische Messung quantifiziert werden kann.139 Ein limitierender Faktor bei der 
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durchgeführten Toxizitätsprüfung war für viele Analoga die Wasserlöslichkeit. Die meisten 

Verbindungen erwiesen sich zudem als eher untoxisch, sodass LD50-Werte nur selten ermittelt 

werden konnten, da die erforderlichen hohen Konzentrationen nicht erreicht wurden, ohne dass 

die Substanzen im Assaysystem präzipitierten. Aus diesem Grund wurden alternativ die weniger 

gebräuchlichen LD25-Werte berechnet, welche die Konzentration angeben, bei der die Zellviabilität 

auf 75 % reduziert wurde. Die Ergebnisse des MTT-Assays sind ebenfalls in Tabelle 1 

zusammengefasst. 

Oxidationsstabilität ist ein Schlüsselmerkmal für neue Derivate von Flupirtin und Retigabin, da das 

oxidationsempfindliche Triaminoarylgrundgerüst der Hauptschwachpunkt beider Wirkstoffe zu 

sein scheint. Aus diesem Grund wurden einige Analoga hinsichtlich ihrer Oxidierbarkeit untersucht. 

Da für Flupirtin und Retigabin zwei unterschiedliche Oxidationsmechanismen berücksichtigt 

werden müssen, erschien die elektrochemische Oxidation mit Hilfe von Cyclovoltammetrie als ein 

praktikables Verfahren, um einen ersten Eindruck von der allgemeinen Oxidationsempfindlichkeit 

der Analoga zu gewinnen. Diese Methode wurde bereits verwendet, um das elektrochemische 

Oxidationsverhalten anderer oxidativ toxifizierbarer Wirkstoffe, wie z. B. Paracetamol oder 

Diclofenac, zu untersuchen.140 Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass bei einer elektro-

chemischen Oxidation prinzipiell ein vergleichbares Produktspektrum wie bei einer Inkubation mit 

Lebermikrosomen erhalten wird.141 Die mit der Cyclovoltammetrie bestimmten anodischen 

Peakpotenzialwerte der Carba-Derivate mit invertierter Aminomethylenfunktion finden sich in 

Tabelle 2. Um neben der allgemeinen Oxidationsempfindlichkeit zusätzlich das Risiko der Analoga 

für die Bildung von chinoiden Metaboliten einschätzen zu können, wurde XenoSite genutzt. Dabei 

handelt es sich um eine in silico-Methode, die auf einem Deep-Learning-Ansatz basierend die 

Vorhersage der metabolischen Entstehung verschiedener Chinonspezies ermöglicht.142 Die 

vorhergesagten Molekülchinonbildungsscores (MQS) sind ebenfalls in Tabelle 2 enthalten, wobei 

ein Wert von 0,52 als Grenzwert gilt, oberhalb dessen eine Verbindung mit großer 

Wahrscheinlichkeit chinoide Metaboliten bildet. 

Tabelle 2. Untersuchungen zur Oxidierbarkeit von Flupirtin, Retigabin und der Analoga 21-37c, einschließlich durch 

Cyclovoltammetrie bestimmte anodische Peakpotenzialwerte (Ep.a.) und in silico-Molekülchinonbildungsscores (MQS). 

Nr. Epa [mV] MQS Nr. Epa [mV] MQS 

Flu 306 0,91 29c 643 0,73 

Ret 260 0,94 29d 663 0,56 

21 648 0,87 37a 678 0,42 

29a 633 0,50 37b 663 0,45 

29b 618 0,57 37c 678 0,34 
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4 Diskussion 

4.1 KV7.2/3-Öffnungsaktivität 

Die KV7.2/3-Aktivitätsdaten der im Rahmen dieser Arbeit entstandenen Analoga zeigen ein 

bemerkenswert heterogenes Bild, denn es wurden sowohl inaktive als auch im nanomolaren 

Bereich aktive Substanzen erhalten. Diese deutlich abgestuften Ergebnisse ermöglichten es, valide 

Struktur-Wirkungs-Beziehungen abzuleiten, die in Kapitel 4.2 in Auszügen diskutiert werden. 

Interessanterweise waren nicht nur bei den Analoga mit invertierter Aminomethylenfunktion, 

sondern auch bei den Nicotinamidderivaten die anfänglich synthetisierten Verbindungen 21 bzw. 

45b lediglich schwach aktiv oder gänzlich inaktiv, obwohl sie unter allen Substanzen die geringsten 

strukturellen Änderungen im Vergleich zu Flupirtin aufweisen. Diese Aktivitätseinbußen deuten an, 

dass die Veränderungen der Grundstruktur, die auf eine Verbesserung der Oxidationsstabilität 

ausgelegt waren, zunächst nachteilige Auswirkungen auf die KV7.2/3-Öffnung hatten. Im Fall beider 

Grundstrukturen gelang es aber nachfolgend, durch weitere Modifikationen die initialen 

Aktivitätsverluste zu kompensieren. Schließlich wurden sogar Analoga erhalten, welche die 

Leitstrukturen Flupirtin und Retigabin hinsichtlich der KV7.2/3-Öffnung deutlich übertrafen. Das gilt 

sowohl in Hinblick auf die Potenz, bei der ein EC50-Wert von 0,012 µM erreicht wurde, als auch für 

die intrinsische Aktivität, die auf bis zu 176 % gesteigert werden konnte. 

Aktuell liegen zur Beurteilung der biologischen Aktivität der Analoga nur die Daten des KV7.2/3-

Kanals vor. Perspektivisch ist jedoch ebenfalls eine Testung an den anderen KV7-Subtypen 

angedacht, die zum Teil auch bereits begonnen hat. Kenntnisse über das Selektivitätsprofil der 

Substanzen sind für eine Weiterentwicklung notwendig, denn eine Erhöhung der 

Öffnungswahrscheinlichkeit von kardialen KV7.1-Kanälen muss bei therapeutischer Dosierung 

unbedingt ausgeschlossen werden, da andernfalls gefährliche proarrhythmogene Effekte zu 

befürchten wären.143 Wünschenswert ist auch eine möglichst geringe Affinität der Analoga zu den 

KV7.4/5-Untereinheiten, da vermutlich hauptsächlich über diese Subtypen der für Retigabin als 

Nebenwirkung beschriebene Harnverhalt vermittelt wird.97,98 Neben einer Ausweitung der Testung 

auf die anderen KV7-Kanaltypen ist auch eine Verifizierung von ausgewählten Ergebnissen des in 

dieser Arbeit verwendeten fluoreszenzbasierten Aktivitätsassays durch Patch-Clamp-Messungen 

ratsam, denn die Methode gilt für die Beurteilung der funktionellen Aktivität von Ionenkanälen 

nach wie vor als Goldstandard.144 Im Unterschied zum fluoreszenzbasierten Verfahren erlaubt es 

diese Technik, die Interaktion von Ligand und Ionenkanal bei variablen Potenzialen und somit 

unterschiedlichen konformationellen Zuständen des Kanals zu studieren, was zusätzliche 

Rückschlüsse über den Mechanismus eines Kanalmodulators zulässt.  

4.2 Struktur-Wirkungs-Beziehungen 

4.2.1 Relevanz der Amidpartialstruktur für die KV7.2/3-Öffnung 

Mehrere literaturbekannte KV7-Öffner, wie beispielsweise die Verbindungen 10 oder 11, besitzen 

zwei zur Amidfunktion ortho-ständige Methylgruppen und auch in dieser Arbeit konnte der güns-

tige Einfluss einer ortho-Disubstitution relativ zur Amidstruktur auf die KV7.2/3-Öffnung bestätigt 

werden. Bei den Carba-Analoga mit invertierter Aminomethylenfunktion führte der Einbau einer 



Diskussion 

24 

 

zweiten Methylgruppe im Fall von Derivat 29a zu einer Reduktion des EC50-Wertes um den Faktor 

4,7 verglichen mit dem direkten Monomethylanalogon 29b. Bemerkenswerterweise schien dieser 

Effekt bei den Nicotinamid- und Benzamidanaloga sogar noch erheblich ausgeprägter zu sein. Hier 

machte die zusätzliche ortho-Methylgruppe den Unterschied zwischen kompletter Inaktivität und 

submikromolarem EC50-Wert aus, wie der Vergleich der Verbindungen 52 und 55f verdeutlicht.  

In Publikation II konnte mithilfe von Dockingstudien gezeigt werden, dass die Amidfunktion der 

Derivate 52 und 55f im gebundenen Zustand in der KV7.2/3-Bindetasche wahrscheinlich um ca. 90° 

aus der Ebene des benachbarten aromatischen Rings gedreht ist. Nur in dieser Konformation kann 

die Amidstruktur mit dem Carbonylsauerstoffatom von L338 und der Indol-NH-Gruppe von W236 

zwei Wasserstoffbrückenbindungen eingehen, die in analoger Weise auch für die anderen 

Nicotinamidderivate sowie für die Carba-Analoga mit invertierter Aminomethylenfunktion 

vorhergesagt wurden (siehe Abbildung 7A). Die Bedeutung dieser konservierten Wasserstoff-

brückenbindungen, die ebenfalls durch die Carbamatgruppen von Flupirtin und Retigabin 

ermöglicht werden, offenbart insbesondere ein Vergleich der Analoga 62 und 68. Das Triazolderivat 

62 ist in der Lage, in Analogie zu den Amidverbindungen beide Wasserstoffbrückenbindungen 

auszubilden, wohingegen das Oxadiazolanalogon 68 nur eine der beiden Interaktionen eingehen 

kann (siehe Publikation III). Vermutlich aus diesem Grund befand es sich mit einer intrinsischen 

Aktivität von lediglich 45 % an der Grenze zur Inaktivität, während die Triazolverbindung 62 sogar 

einen deutlich verbesserten Emax-Wert von 149 % erreichte. 

 

Abbildung 7. A: Durch Docking vorhergesagte Wasserstoffbrückenbindungen (gestrichelte Linien) der Amidfunktion des 

Nicotinamidanalogons 55a und des Anilidderivats 29a zur KV7.2/3-Bindetasche im Vergleich zum Triazol- und 

Oxadiazolderivat (62/68). B: Stabilisierung einer koplanaren Ausrichtung der Amidfunktion durch eine intramolekulare 

Wasserstoffbrückenbindung bei Analogon 52 und Einfluss der zusätzlichen ortho-Methylgruppe auf den Torsionswinkel 

der Amidfunktion bei Verbindung 55f.  

Wieder Bezug nehmend auf das inaktive Benzamidanalogon 52, konnte in Publikation II durch 

Moleküldynamiksimulationen gezeigt werden, dass die gedrehte Konformation der Amidgruppe, 

welche die gleichzeitige Ausbildung von beiden potenziell wichtigen Wasserstoffbrückenbindungen 

erst ermöglicht, in diesem Fall energetisch sehr ungünstig ist. Eine intramolekulare Wasserstoff-

brückenbindung zwischen der Methoxygruppe und der Amidfunktion stabilisiert im Gegenteil eine 

unvorteilhafte koplanare Ausrichtung der Amidstruktur zum benachbarten Aromaten (Abbildung 

7B). Die zusätzliche Methylgruppe des submikromolar aktiven Nicotinamidanalogons 55f hingegen 

erzwingt durch sterische Wechselwirkungen mit dem Carbonylsauerstoffatom einen 

Torsionswinkel der Amidgruppe, der in guter Übereinstimmung mit dem für den gebundenen 
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Zustand vorhergesagten 90°-Winkel ist. Die Bindung von Analogon 55f in die KV7.2/3-Bindetasche 

wird in diesem Fall also durch eine Präorganisation der erforderlichen Molekülgeometrie 

begünstigt, welche den Entropieverlust bei der Ligandenbindung reduziert. Das Gleiche gilt 

wahrscheinlich auch für das erwähnte Anilidderivat 29a sowie für alle weiteren KV7-Öffner mit einer 

ortho-disubstituierten Amidgruppe. Zusätzliche Evidenz für den vermuteten Bindungsmodus, der 

eine Rotation der Amidfunktion vorsieht, lieferte zudem auch das konformationell eingeschränkte 

Amidmimetikum 65. Die Integration einer amidähnlichen Struktur in ein anelliertes Ringsystem 

erzwingt in diesem Fall die als ungünstig angenommene koplanare Anordnung, was mit der 

fehlenden KV7.2/3-Öffnungsaktivität von Verbindung 65 korreliert. 

4.2.2 Bedeutung der Molekülgeometrie bei der Variation des 4-Fluorbenzylaminbereichs 

Die bevorzugte Orientierung des 4-Fluorphenylrings von entsprechenden Analoga in Relation zum 

zentralen aromatischen Ring beeinflusst maßgeblich die KV7.2/3-Öffnung. Dies wird insbesondere 

bei Betrachtung des in Abbildung 8 dargestellten Analogons 69 deutlich, dessen Synthese in 

Publikation I beschrieben ist und hier nicht näher erläutert wurde. Verbindung 69 war eine Vorstufe 

auf dem Weg zur Entwicklung der Carba-Analoga mit der Grundstruktur 14. Es besitzt als 

strukturelle Besonderheit einen Ethylenlinker und wies mit einem EC50-Wert von >10 µM lediglich 

eine schwache KV7.2/3-Öffnung auf. Diese deutlichen Aktivitätseinbußen, verglichen mit Flupirtin 

und Retigabin, waren unerwartet, denn in der KryoEM-Struktur von Retigabin im Komplex mit dem 

KV7.2-Kanal deutete nichts auf eine direkte Interaktion der sekundären Aminofunktion mit der 

Bindetasche hin, sodass ihr Austausch gegen eine Methylengruppe theoretisch möglich sein sollte. 

In der Konsequenz musste der Aktivitätsverlust von Analogon 69 also auf Ursachen in der 

Molekülgeometrie zurückzuführen sein. Anhand der Modellsubstanz 1,2-Diphenylethan konnte 

schließlich mit Moleküldynamiksimulationen gezeigt werden, dass Verbindung 69 durch den 

Ethylenlinker wahrscheinlich eine antiperiplanare Konformation bevorzugt, d. h., der 4-

Fluorphenylring und der zentrale Pyridinring sind ungefähr in einer Linie ausgerichtet. Der 

Aminomethylenlinker von Retigabin hingegen begünstigt eine gewinkelte Konformation, die in 

etwa auch der Molekülgeometrie im gebundenen Zustand an den KV7.2-Kanal entspricht. Darauf 

deutet die Analyse des Konformationsraums von N-Benzylanilin als Modellsubstanz hin, die in 

Abbildung 8 dargestellt ist. Für die Entwicklung der Carba-Analoga musste also ein alternatives 

Strukturelement gefunden werden, da sich ein Ethylenlinker wie bei Verbindung 69 als ungeeignet 

erwiesen hat. Durch die Invertierung des Linkerelements von Retigabin gelang es schließlich, trotz 

Entfernung der sekundären Aminofunktion vom zentralen aromatischen Ring, einen Amino-

methylenlinker zu erhalten, der die als vorteilhaft angenommene, gewinkelte Geometrie 

sicherstellt. Die aus diesem Vorgehen entstandenen Carba-Analoga mit der Grundstruktur 14 

erwiesen sich verglichen mit Verbindung 69 als deutlich potenter und übertrafen teilweise auch 

Flupirtin und Retigabin in Hinblick auf die KV7.2/3-Öffnung. 

In der KryoEM-Struktur von Retigabin im Komplex mit dem KV7.2-Kanal finden sich Hinweise darauf, 

warum die Lokalisierung des 4-Fluorphenylrings in der Bindetasche, die durch die gewinkelte 

Molekülgeometrie ermöglicht wird, eine wichtige Funktion erfüllen könnte. Im Detail erscheint es 

so, als würde speziell dieser Molekülteil die Position von Enden angrenzender Lipidenseitenketten 

der Zellmembran einnehmen, die sich im Apo-Zustand in einer von S1- und S5-Domäne sowie der 

Porenhelix gebildeten Vertiefung befinden. Li et al. vermuteten, dass diese Lipide durch die Bindung 
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von Retigabin verdrängt werden, was eine erhöhte Mobilität der Spannungssensordomäne erklären 

könnte, die in der KryoEM Struktur beobachtet wurde. Dieser allosterische Effekt von Retigabin 

könnte neben Konformationsänderungen in der Porendomäne für die Retigabinwirkung auf die 

KV7-Kanäle mitverantwortlich sein.5  
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Abbildung 8. Links: Vergleichende Darstellung verschiedener Linker zwischen aromatischem Kern und 4-Fluorphenylring. 

Rechts: Konformationsraumanalyse von N-Benzylanilin und 1,2-Diphenylethan als Modellsubstanzen für die verwendeten 

Aminomethylen- bzw. Ethylenlinkerelemente. Der Stern markiert den Winkel und den Abstand der Phenylringe von 

Retigabin im gebundenen Zustand in der KV7.2-Bindetasche. 

Bei den in Publikation III beschriebenen Nicotinamidanaloga 55a-e wurden anstelle des 4-

Fluorbenzylaminrests verschiedene heterozyklische Substituenten erprobt. Auch bei diesen 

Strukturelementen, die ungeachtet der geringen strukturellen Ähnlichkeit noch immer in etwa die 

gleiche Region der Bindetasche besetzen wie der ursprüngliche 4-Fluorbenzylaminteil, fand sich ein 

deutlicher Einfluss der bevorzugten Molekülgeometrie auf die KV7.2/3-Öffnung. In diesem Fall 

deuteten die vorhergesagten Bindungsposen an, dass der jeweilige zyklische Substituent nach 

Möglichkeit ungefähr koplanar zum zentralen Pyridinring ausgerichtet sein muss, um in die KV7.2/3-

Bindetasche zu passen. Diese auf Dockingergebnissen basierende Hypothese zum Bindungsmodus 

konnte durch die experimentellen KV7.2/3-Aktivitätsdaten der strukturell eng verwandten Analoga 

55a und 58 bestätigt werden, deren EC50-Werte sich signifikant um den Faktor 20 unterschieden.  

Im Fall des deutlich aktiveren Morpholinanalogons 55a begünstigt das Morpholinstickstoffatom 

durch Wechselwirkung mit dem elektronenarmen Pyridinring eine annähernd koplanare 

Ausrichtung, wenngleich der Morpholinring natürlich nicht planar ist und sich die Bezeichnung 

koplanar hier auf eine durch den Morpholinring gedachte Ebene bezieht. Demgegenüber bevorzugt 

das unterlegene Tetrahydropyrananalogon 58 aufgrund des sp3-hybridisierten Methinkohlenstoff-

atoms wahrscheinlich eine gegeneinander verdrehte Anordnung von Pyridinkern und zyklischem 

Substituent. Diese theoretischen Überlegungen zur Molekülgeometrie konnten in Publikation III 

durch Dichtefunktionaltheorie-basierte Moleküldynamiksimulationen bestätigt werden. Demnach 

führt das Methinkohlenstoffatom anstelle des Morpholinstickstoffatoms in Hinblick auf den 

entsprechenden Torsionswinkel zu einer Verschiebung des energetischen Optimums vom Bereich 

um 0° zu ungefähr 60° bei gleichzeitiger Reduktion der Rotationsenergiebarrieren. In der 

Konsequenz ist für den Tetrahydropyranring von Verbindung 58 die koplanare Ausrichtung zum 

zentralen Pyridinring nicht wie bei einem Morpholinring fixiert. Diese fehlende Präorganisation 

erfordert im Verlauf der Bindung von Substanz 58 an den KV7.2/3-Kanal eine zusätzliche 

Konformationsänderung und erhöht somit den zu erwartenden Entropieverlust, was sich 
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letztendlich ungünstig auf die Interaktion auswirkt. Einen Einfluss des Morpholinstickstoffatoms 

über die Begünstigung einer passenden Molekülgeometrie hinaus, z. B. durch die Ausbildung von 

direkten Wechselwirkungen mit der Bindetasche, konnte hingegen weitestgehend ausgeschlossen 

werden, denn das Dihydropyranderivat 57 war in Bezug auf die KV7.2/3-Öffnung wiederum ähnlich 

aktiv wie das Morpholinanalogon 55a. Im Gegensatz zum Tetrahydropyranderivat 58 nimmt der 

Dihydropyranring von Verbindung 57, wie in Publikation III gezeigt wurde, durch die sich in 

Konjugation zum Pyridinring befindliche Doppelbindung ebenfalls bevorzugt die als günstig 

angenommene koplanare Konformation ein. 

Der Vergleich der Analoga 55a und 56 deutet darüber hinaus darauf hin, dass Koplanarität nicht die 

einzige Bedingung für einen geeigneten zyklischen Substituenten ist. Das Analogon 56 enthält eine 

2,4′-Bipyridinstruktur, deren Pyridinringe zwar aller Wahrscheinlichkeit nach koplanar angeordnet 

sind, aber dennoch war die Verbindung um den Faktor 4,3 weniger potent als das Morpholin-

analogon 55a. Es liegt also die Vermutung nahe, dass der heterozyklische Substituent auch eine 

gewisse Flexibilität und Dreidimensionalität benötigt, denn für einen Morpholinring, wie er im 

Derivat 55a enthalten ist, wird eine sesselartige Konformation als energetisch günstig 

angenommen,145 die ebenfalls in den durch Docking und Moleküldynamiksimulationen 

vorhergesagten Bindungsposen des Analogons 55a beobachtet wurde. Im Gegensatz dazu scheint 

die Passform des Pyridinylrests von Verbindung 56 aufgrund seiner zweidimensionalen und starren 

Geometrie nicht optimal zu sein, wenngleich auch bei diesem Analogon insgesamt noch immer ein 

guter EC50-Wert von 0,5 µM erreicht wurde. 

Zusammenfassend lässt sich konstatieren, dass geeignete zyklische Substituenten, die beide 

Anforderungen erfüllen, d. h., koplanar zum zentralen Aromaten ausgerichtet sind und durch ihre 

Flexibilität annähernd eine Sesselkonformation ermöglichen, dem ursprünglichen 4-

Fluorbenzylaminrest von Flupirtin und Retigabin eindeutig überlegen sind. In diesem 

Zusammenhang sind konkret das Morpholinanalogon 55a, das Piperidinderivat 55e und die 

Dihydropyranverbindung 57 zu nennen, die hinsichtlich der KV7.2/3-Öffnung teilweise deutlich 

potenter waren als das entsprechende direkte 4-Fluorbenzylaminanalogon 55f. Im Fall des 

Piperidinderivats 55e ermöglichte die Methylengruppe anstelle des Morpholinsauerstoffatoms 

sogar eine weitere Steigerung der Potenz um ca. das Dreifache. Vermutlich verbessert hier der 

lipophilere Piperidinring die Interaktion mit der von F240, F305 und L338 gebildeten hydrophoben 

Vertiefung der KV7.2/3-Bindetasche, die von den zyklischen Substituenten besetzt wird. 

4.2.3 Einfluss potentieller Ligand-Lipid-Interaktionen auf die KV7.2/3-Öffnung 

Die Bindestelle von Retigabin und verwandter Substanzen befindet sich, wie in Kapitel 1.2.1 

erläutert, in der Transmembranregion des KV7-Kanals an der Protein-Lipid-Grenzfläche. Potenzielle 

KV7-Öffner müssen also in der Lage sein, sich in diese Grenzschicht zu integrieren, d. h., sie müssen 

nicht nur gut in die Bindetasche passen, sondern auch in adäquater Weise mit den angrenzenden 

Lipidseitenketten wechselwirken können, da ein gewisser Molekülteil zwangsläufig in Richtung der 

Lipidmatrix orientiert ist. Solche Ligand-Lipid-Wechselwirkungen wurden bisher als Einflussfaktoren 

der Arzneimittelaktivität unterschätzt, aber sie gewinnen zunehmend an Bedeutung für das 

Wirkstoffdesign, da eine wachsende Zahl von intramembranären Bindungsstellen durch Röntgen-

kristallographie und Kryoelektronenmikroskopie entdeckt werden.146 Ein bekanntes und treffendes 
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Beispiel für ausgeprägte Ligand-Lipid-Wechselwirkungen in einer intramembranären Bindetasche 

ist Ivacaftor, das zur Klasse der CFTR-Potentiatoren gehört (CFTR = Cystic Fibrosis Transmembrane 

Conductance Regulator). Das Molekül besitzt zwei tert-Butylgruppen, die mit Lipiden der 

angrenzenden Membran interagieren und gleichzeitig den polaren Teil des Liganden, der für die 

Wechselwirkung mit der CFTR-Bindestelle über Wasserstoffbrückenbindungen verantwortlich ist, 

gegen die Phospholipid-Grenzfläche abschirmen.147 

Ein prinzipiell vergleichbares Bindungsverhalten wie bei Ivacaftor wird ungeachtet des 

unterschiedlichen Zielproteins auch für die hier synthetisierten KV7-Öffner angenommen. Polare 

Wechselwirkungen der Analoga mit der Bindetasche finden, wie in Kapitel 4.2.1 erläutert, 

wahrscheinlich insbesondere über die Amidfunktion statt. Eine Abschirmung dieses eher 

hydrophilen Strukturbereichs gegen die angrenzende Lipidschicht ist speziell durch geeignete 

ortho-Substituenten relativ zur Amidgruppe möglich. Hier ist jedoch zu beachten, dass der zentrale 

aromatische Ring in zwei verschieden Orientierungen in der Bindetasche liegen kann. 

Dockingresultate aus den Publikationen I und III lassen vermuten, dass kleinere ortho-

Substituenten, wie z. B. eine Methylgruppe, bevorzugt der Proteinseite zugewandt sind. Werden 

die Reste jedoch größer, ist diese Ausrichtung nicht mehr möglich mit der Folge, dass der zentrale 

Aromat durch Rotation um die Längsachse des Moleküls umgekehrt orientiert in der Bindetasche 

liegt und die entsprechenden Substituenten somit in Richtung Lipidschicht deuten. Ein geeigneter, 

d. h. sterisch anspruchsvoller und möglichst lipophiler, ortho-Substituent konnte auf diese Weise in 

mehreren Fällen wahrscheinlich durch Verbesserung der Ligand-Lipid-Wechselwirkung die KV7.2/3-

Öffnungsaktivität der betreffenden Analoga verbessern. Diese Beobachtung wurde prinzipiell für 

beide in dieser Arbeit betrachteten Grundstrukturen gemacht, wie die in Abbildung 9 dargestellten 

Beispiele verdeutlichen. Um diese Hypothese zum Einfluss von Ligand-Lipid-Interaktionen zu 

stützen, wurden in Publikation III zudem Moleküldynamiksimulationen mit einem KV7.2/3-Kanal 

durchgeführt, der in eine artifizielle Membran eingebettet ist. Diese Simulationen bestätigten die 

angenommene Ausrichtung der Analoga in der Bindetasche mit Zuwendung der lipophilen ortho-

Substituenten zur Membran. Ihre räumliche Nähe zu angrenzenden Lipidresten lässt Interaktionen 

über hydrophobe Wechselwirkungen plausibel erscheinen, die dazu beitragen können, die Bindung 

der entsprechenden Analoga in der KV7.2/3-Bindetasche zu verbessern.  

Neben der ortho-Position der Amidfunktion konnte auch in anderen Molekülbereichen beobachtet 

werden, dass lipophilere Strukturelemente häufig zu einer verbesserten KV7.2/3-Öffnung führten. 

So bewirkte z. B., wie bereits erwähnt, der Austausch des Morpholinsubstituenten von Analogon 

55a gegen einen Piperidinrest in Verbindung 55e eine Verringerung des EC50-Wertes um den Faktor 

2,9. Auch der Ersatz des Pyridinrings von Derivat 37a durch einen Phenylring im Fall der Substanz 

29b oder der Wechsel der Butanamidseitenkette von Verbindung 37a gegen eine 3,3-

Dimethylbutanamidseitenkette bei Analogon 37b verbesserte die Potenz um das 7,1-Fache 

respektive 7,2-Fache. Aufgrund dieser und weiterer ähnlicher Beobachtungen wurde der Einfluss 

der Lipophilie auf die KV7.2/3-Aktivität in der Folge näher untersucht, indem für alle Analoga logD7,4-

Werte bestimmt wurden (siehe Tabelle 1). Eine substanzübergreifende Korrelation der Lipophilie 

mit der biologischen Aktivität konnte dabei allerdings nicht bestätigt werden, obwohl dies in 

ähnlicher Weise für einige eng mit Flupirtin verwandte Derivate in der Literatur beschrieben ist.148 

Wahrscheinlich war die strukturelle Diversität der in dieser Arbeit synthetisierten Analoga für einen 

solchen Zusammenhang zu groß. Die oben erwähnten Fallbeispiele legen gleichwohl die Vermutung 
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nahe, dass die allgemeine Lipophilie der Substanzen möglicherweise dennoch einen Einfluss auf die 

KV7.2/3-Öffnung hat. Dies könnte zum einen an der insgesamt eher hydrophoben Natur der 

Bindetasche liegen. Denkbar wäre jedoch auch, dass ihre intramembranäre Lokalisation hier erneut 

eine Rolle spielt. Wie die Substanzen zu ihrem Bindungsort am KV7-Kanal gelangen, ist zwar bisher 

nicht abschließend geklärt, aber eine plausible Möglichkeit ist die Diffusion durch die Zellmembran. 

Dieser hypothetische Weg könnte erklären, dass lipophilere Verbindungen in vielen Fällen eine 

scheinbar bessere KV7.2/3-Öffnung zeigen, die in Wirklichkeit jedoch möglicherweise nur auf einem 

günstigeren Membran-Wasser-Verteilungsgleichgewicht beruht, welches die lokale Konzentration 

des Liganden in unmittelbarer Nähe der Bindungsstelle erhöht. 

 

Abbildung 9. Positiver Einfluss eines sterisch anspruchsvollen, lipophilen Substituenten in ortho-Position zur 

Amidfunktion durch verbesserte Ligand-Lipid-Interaktionen. Für eine Trifluormethylgruppe ist in der Literatur 

beschrieben, dass sie raumfordernder als ein Methylrest ist und sich bioisoster zu einer Ethylgruppe verhält.149 Graue 

Bögen markieren die Molekülseite, die der Bindetasche zugewandt ist, während Bögen in Fuchsia den Molekülbereich 

anzeigen, der mit der Lipidschicht interagiert. Eine durchgezogene Linie bedeutet gute Ligand-Lipid-Interaktionen, 

wohingegen eine gepunktete Linie eine mangelhafte Abschirmung in Richtung der Lipidschicht indiziert.  

4.3 In vitro-Hepatotoxizität 

Die durch Flupirtin hervorgerufenen schweren Leberschäden sind, wie bereits erwähnt, mit einer 

Melderate von 1,68 Fällen pro 100.000 Patientenjahren sehr seltene Ereignisse.88 Aus diesem 

Grund waren klinische Studien nicht in der Lage, das Risiko für lebensgefährliche hepatotoxische 

Reaktionen aufzudecken, und Flupirtin galt lange Zeit als gut verträgliches Analgetikum mit nur 

relativ milden Nebenwirkungen.82 Auch in standardmäßig durchgeführten in vitro-Toxizitätsassays 

verhält sich Flupirtin unauffällig, andernfalls wäre es nicht in die klinische Erprobung gelangt. Das 

verdeutlichen vor allem auch die in dieser Arbeit für Flupirtin bestimmten LD50-Werte, welche im 

Bereich von 500 µM liegen und somit therapeutisch relevante Konzentrationen je nach Dosierung 

ca. um den Faktor 100–300 überschreiten.104 Im Allgemeinen ist idiosynkratische Toxizität, wie sie 

für Flupirtin vermutet wird, aufgrund der multifaktoriellen Ursachen und individuellen 

Risikofaktoren in einem in vitro-Toxizitätsmodell nur sehr schwer zu reproduzieren.150 Trotz aller 

Bemühungen auch seitens der pharmazeutischen Industrie existiert derzeit kein universelles 

Modell, das diese Form der Leberschädigung zuverlässig vorhersagt, was sich darin widerspiegelt, 

dass idiosynkratische Hepatotoxizität nach wie vor einer der beiden häufigsten Gründe für 

Marktrücknahmen, Anwendungseinschränkungen und Projektabbrüche ist.151,152 Dementspre-
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chend erfasst der in dieser Arbeit verwendete MTT-Assay ebenfalls nur die intrinsische, 

dosisbezogene Toxizität einer Verbindung. Die Ergebnisse sind sehr wahrscheinlich nicht prädiktiv 

für die idiosynkratische Toxizität von Flupirtin, da eine Beteiligung des Immunsystems ebenso wenig 

berücksichtigt wird wie eine intensive Metabolisierung der Substanzen.153 Die toxikologische 

Untersuchung durch den MTT-Assay ist daher nicht zur Verifizierung der Hypothese des 

durchgeführten Wirkstoffdesigns zu verstehen, sondern sie diente der Identifizierung von 

intrinsischen toxikologischen Risiken der neuen Analoga, die es auszuschließen gilt, bevor etwa eine 

Testung im Tiermodell möglich wäre. 

Die in vitro-Toxizitätsdaten der synthetisierten Derivate waren insgesamt ähnlich heterogen wie 

die KV7.2/3-Aktivitätsdaten, doch während eindeutige Struktur-Aktivitäts-Beziehungen aufgestellt 

werden konnten, war es nicht möglich, klare Struktur-Toxizitäts-Beziehungen abzuleiten. Allgemein 

lässt sich jedoch festhalten, dass die beiden Grundstrukturen 14 und 15 kein generelles 

toxikologisches Risiko bergen. Bei Betrachtung der LD25-Werte finden sich sowohl Substanzen, die 

im Vergleich mit Flupirtin besser abschnitten als auch Analoga, für welche kleinere LD25-Werte 

bestimmt wurden. Es ist jedoch zu beachten, dass die absoluten LD-Werte für sich allein wenig 

aussagekräftig sind. Dies verdeutlichen in der Literatur veröffentlichte und ebenfalls mittels MTT-

Assay bestimmte LD50-Werte von verschiedenen hepatotoxischen Arzneistoffen, die sich über einen 

großen Konzentrationsbereich von 25 µM bis 20 mM erstrecken.154 Deutlich relevanter ist daher 

die Relation von toxischer Konzentration zu therapeutisch effektiver Konzentration, also die 

therapeutische Breite. Zur vorläufigen Abschätzung der therapeutischen Breite wurde daher für die 

Analoga das Verhältnis aus LD25-Wert und EC50-Wert berechnet. Die in Tabelle 1 enthaltenen 

LD25/EC50-Quotienten sind für viele Analoga noch deutlich günstiger als für Flupirtin, welches bereits 

selbst keine ausgeprägte Toxizität zeigte. Bei den in Publikation I behandelten Substanzen mit 

invertierter Aminomethylenfunktion erreichte z. B. Verbindung 29a einen Wert von 875 im 

Vergleich zu einem Verhältnis von 40, welches für Flupirtin errechnet wurde. Bei den 

Nicotinamidanaloga aus Publikation II bzw. III erwies sich das Derivat 55c mit einem LD25/EC50-

Quotienten von 1250 als noch unkritischer und übertraf damit sogar Retigabin. Diese Ergebnisse 

sind jedoch nur ein vorläufiger Indikator für die therapeutische Breite, da sie lediglich auf in vitro-

Werten basieren. Bei möglichen Testungen im Tiermodell können etwa pharmakokinetische 

Einflussfaktoren das Verhältnis von Toxizität zu Aktivität noch deutlich verschieben. Vorerst kann 

jedoch konstatiert werden, dass einige toxikologisch unauffällige Substanzen erhalten wurden, bei 

denen die biologisch aktive und die zellschädigende Konzentration um zwei bis drei 

Größenordnungen getrennt sind. 

Die bei der in vitro-Toxizitätstestung beobachtete mäßige Wasserlöslichkeit einiger Analoga könnte 

perspektivisch problematisch werden, wenn etwa funktionelle in vivo-Studien durchgeführt 

werden sollen. Andererseits sind die für eine weitere Charakterisierung in Frage kommenden 

Verbindungen ausnahmslos im nanomolaren Bereich aktiv, sodass nur sehr geringe 

Konzentrationen notwendig wären. Zudem wirkt sich die im Vergleich zu Flupirtin und Retigabin 

leicht erhöhte Lipophilie der Substanzen eventuell positiv auf das Gehirn-zu-Plasma-

Konzentrationsverhältnis aus, welches insbesondere bei Epilepsiemodellen eine relevante 

Einflussgröße für die in vivo-Aktivität darstellt.100 Für den Fall, dass dennoch eine Verbesserung der 

Wasserlöslichkeit notwendig ist, bietet sich eine Salzbildung an, denn die meisten Substanzen 

verfügen über entsprechende basische Strukturelemente.  
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4.4 Untersuchungen zur Oxidierbarkeit 

Für die Nicotinamid- und Benzamidanaloga kann eine direkte Oxidation zu chinoiden Strukturen 

bedingt durch das gegebene Substitutionsmuster des aromatischen Kerns weitestgehend 

ausgeschlossen werden. Auch bei den Carba-Analoga mit invertierter Aminofunktion ist eine 

Bildung von Chinondiiminen oder Azachinondiiminen durch die Grundstruktur verhindert. 

Allerdings wäre hier die Entstehung von weniger häufig beschriebenen Chinoniminmethid-

Metaboliten theoretisch denkbar. Aus diesem Grund war für diese Substanzklasse in Publikation I 

das oxidative Verhalten Gegenstand weiterer Untersuchungen. Cyclovoltammetrische Messungen 

ergaben für die entsprechenden Analoga ein sehr konsistentes Bild. Während Flupirtin und 

Retigabin bereits bei Potenzialen von 260 bzw. 306 mV oxidiert wurden, waren die Oxidationspo-

tenziale der Carba-Analoga ohne Ausnahme größer als 600 mV. Somit können diese Verbindungen, 

verglichen mit Flupirtin und Retigabin, als deutlich oxidationsstabiler angesehen werden. 

Die verringerte Oxidationsempfindlichkeit schließt jedoch nicht unbedingt die Entstehung von 

chinoiden Oxidationsprodukten aus, daher wurde zusätzlich das Risiko der Analoga, entsprechende 

Metabolite zu bilden, mit einer in silico-Methode untersucht. Die Molekülchinonbildungsscores, die 

für Flupirtin und Retigabin erhalten wurden, lagen mit 0,94 bzw. 0,91 nahe dem Maximalwert von 

1,00 und bestätigen somit die Hypothese, dass die Wirkstoffe zur Bildung von chinoiden Oxidations-

produkten neigen (Tabelle 2). Alle Carba-Analoga hatten hingegen verglichen mit Flupirtin und 

Retigabin reduzierte Risikoscores, wobei jedoch ein eindeutiger Einfluss des zentralen 

aromatischen Rings erkennbar war. Das Pyridinanalogon 21 hatte mit 0,87 noch einen relativ hohen 

MQS-Wert, der deutlich über dem Grenzwert von 0,52 lag. Somit ist für diese Verbindung trotz 

reduzierter Oxidationsempfindlichkeit noch immer die enzymatische Bildung von chinoiden 

Metaboliten zu befürchten. Die Phenylanaloga 29a-d hatten hingegen bereits deutlich reduzierte 

MQS-Werte, wobei die Substanz 29a auch wie gefordert den Grenzwert unterschritt. Den 

günstigsten Einfluss auf das Risiko für chinoide Metabolite scheint jedoch der invertierte Pyridinring 

der Analoga 37a-c zu haben, denn die MQS-Werte dieser Verbindungen lagen ausnahmslos sehr 

deutlich unter 0,52.  

Unter Berücksichtigung dieser subkritischen in silico-Risikoscores und der erheblich verringerten 

Oxidationsempfindlichkeit, die bei der Cyclovoltammetrie deutlich wurde, ist die Bildung von 

Chinoniminmethid-Oxidationsprodukten für die Analoga 29a und 37a-c somit sehr unwahrschein-

lich. Zusätzliche Sicherheit könnten hier in Zukunft in vitro-Untersuchungen mit enzymatisch 

vermittelter Oxidation bringen, welche darauf abzielen, reaktive Metabolite indirekt über das 

Auftreten von Glutathionkonjugaten nachzuweisen, ähnlich wie es für Flupirtin von Methling et al. 

durchgeführt wurde.102 Eine solche experimentelle Bestätigung der Designhypothese wäre auch für 

die Nicotinamidanaloga wünschenswert, obwohl ihre Grundstruktur keine Möglichkeit zur direkten 

Bildung von chinoiden Metaboliten vermuten lässt. In der Literatur ist jedoch beispielsweise 

beschrieben, dass selbst allgemeinhin als metabolisch inert angenommene fluorierte Aromaten in 

seltenen Fällen durch oxidative ipso-Substitution zu chinoiden Strukturen oxidiert werden 

können.155 Unabhängig vom oxidativen Verhalten ist für alle Carba-Analoga die Umsetzung zu 

farbigen Phenaziniumverbindungen, wie sie für Retigabin beschrieben sind, aufgrund ihrer Struktur 

unmöglich, sodass Gewebeverfärbungen, die zur Marktrücknahme von Retigabin führten, im Fall 

beider Grundstrukturen nicht zu befürchten sind.
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5 Zusammenfassung und Ausblick 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erfolgreich Carba-Analoga von Flupirtin und Retigabin mit 

verschiedenen Grundstrukturen synthetisiert und für eine Charakterisierung hinsichtlich der 

KV7.2/3-Öffnungsaktivität bereitgestellt. Aufbauend auf den erhaltenen Daten war es möglich 

Struktur-Wirkungs-Beziehungen abzuleiten, die beispielsweise die zentrale Bedeutung der 

Amidfunktion und die Rolle der Konformation bestimmter Molekülbereiche umfassen. Darüber 

hinaus deuten Aktivitätsdaten und Moleküldynamiksimulationen auf einen nicht unerheblichen 

Beitrag von Ligand-Lipid-Interaktionen bei der Bindung der Analoga in der KV7.2/3-Bindetasche hin. 

Diese und andere in den Publikationen I-III enthaltene Erkenntnisse zu Struktur-Wirkungs-

Beziehungen bieten zusammengenommen eine wertvolle Basis, um eine weitere rationale 

Optimierung der Grundstrukturen zu ermöglichen, falls dies etwa in Hinblick auf physikochemische 

Eigenschaften oder die bisher nicht erfasste KV7-Subtypselektivität erforderlich sein sollte. 

Während für die Nicotinamid- und Benzamidanaloga die direkte Bildung von chinoiden Metaboliten 

bereits durch die Grundstruktur weitestgehend ausgeschlossen ist, lässt die durchgeführte 

Untersuchung des Oxidationsverhaltens für die Carba-Analoga mit invertierter Aminomethylen-

gruppe den vorläufigen Schluss zu, dass auch für die Verbindungen 29a und 37a-c in dieser Hinsicht 

nur ein geringes Risiko besteht. Im Fall beider Grundstrukturen wurden zudem Substanzen 

erhalten, die eine sehr potente KV7.2/3-Öffnungsaktivität offenbarten und sich diesbezüglich den 

KV7-Öffnern vom Triaminoaryltyp teilweise deutlich überlegen zeigten. Darüber hinaus erwiesen 

sich einige der im nanomolaren Bereich aktiven Analoga im in vitro-Hepatotoxizitätsassay als 

unbedenklich in den Konzentrationen, die jeweils für die KV7.2/3-Öffnung erforderlich waren. 

Unter Berücksichtigung der bisher erhobenen Daten hinsichtlich Aktivität, Toxizität und 

Oxidationsverhalten empfehlen sich insbesondere die Verbindungen mit invertierter 

Aminomethylenfunktion 29a bzw. 37b sowie die Nicotinamidderivate 55b/c als geeignete 

Kandidaten für eine weitergehende Charakterisierung. Diesbezüglich ist zunächst auszuschließen, 

dass die genannten Analoga für die Arzneimittelsicherheit kritische Ionenkanäle wie KV7.1 oder 

hERG beeinflussen, die dafür bekannt sind, kardiale Nebenwirkungen zu vermitteln. Bei 

entsprechenden positiven Resultaten der im Moment noch andauernden Selektivitätstestungen 

sind nachfolgend auch funktionelle Studien im Tiermodell geplant, um einen analgetischen 

und/oder antikonvulsiven Effekt in vivo zu bestätigen.
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