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Einleitung 1

1 Einleitung

Arachidonséure (AA, 5,8,11,14-Eicosatetraensdure), ein Hauptbestandteil der zelluldren Lipide, ist
die Vorstufe einer groRen Anzahl extrem potenter biologischer Mediatoren. Dazu gehdren z.B.
Prostaglandine (PGs), Thromboxane (Txs), Leukotriene (LTs) und Lipoxine. Diese werden vor-
wiegend von den Cyclooxygenasen (COX) und Lipoxygenasen (LOX) gebildet. [Dannhardt 1993,
Samuelsson 1991] Zusétzlich zu den COX- und LOX-Stoffwechselwegen findet eine Metaboli-
sierung der Arachidonséure in vielen Geweben Uber Cytochrom P-450-abhéngige Enzyme statt.
Hierbei entstehen durch Hydroxylaseaktivitat Hydroxyeicosatetraensauren (HETEs) [Brash 1995,
McGiff 1991, Nithipatikom 2001] und durch Epoxygenaseaktivitat die Epoxyeicosatrienséduren
(EETs). [Chen 2001] Desweiteren sind freie Radikale in der Lage, die Arachidonsdure zu
metabolisieren, wobei die Isoprostane entstehen. [Murphy 2001] (vgl. Schema 1)

Membran-Phospholipide

Phospholipase A,

v
Arachidonsaure

Lipoxygenasen freie Radikale Cytochrome P450 CycIooTygenasen
Isoprostane Epoxygenasen Hydroxylasen pGG,
5-LOX 12.L0X  15-LOX Epoxide HETEs
| | | PGH,
5-HPETE 12-HPETE 15-HPETE l l —l
l | PGD; PGFy | 12-HHT
LTA, 5-HETE 15-HETE TxA; PGE, PGl,
| LB, 12-HETE | |
LTC, TxB, 6-keto-PGFq
LTD,
LTE,
Leukotriene HETES Thromboxane Prostaglandine

Schema 1: schematische Darstellung wichtiger AA-Stoffwechselwege. Strukturformeln der
Eicosanoide im Anhang Tabelle 24



Einleitung 2

Von den Metaboliten der Arachidonsdure, auch Eicosanoide genannt, wird eine Vielzahl von
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen vermittelt. [Ford-Hutchinson 1985,
Mayatepek 1995] Auf die Bedeutung der Eicosanoide soll nachfolgend n&her eingegangen werden.

1.1 Pathophysiologische und physiologische Bedeutung der Eicosanoide

Eine aktuelle Ubersicht iber Bedeutung, Biosynthese, Wirkmechanismus und Beeinflussung von
Prostaglandinen und Leukotrienen gibt Funk [2001].

Nach wie vor ist die physiologische und pathophysiologische Bedeutung der Eicosanoide nicht bis
in alle Einzelheiten geklart. Die sehr kurzlebigen Metaboliten sind im Unterschied zu den
systemisch agierenden Hormonen in parakriner oder autokriner Art wirksam. [Katori 2000,
Narumiya 1994] Eine Vielzahl von Erkrankungen wird mit der Wirkung von AA-Metaboliten in
Verbindung gebracht. Aber auch eine Reihe von physiologischen Funktionen ist von der
Gegenwart der Eicosanoide abhéngig.

Das Enzym 5-LOX wird vorwiegend in Neutrophilen, Mastzellen, Basophilen und Macrophagen
exprimiert. Eine Besonderheit dieses Enzyms ist seine Wechselwirkung mit einem speziellen
Kopplungsprotein an der Kernmembran, dem 5-Lipoxygenase-aktivierenden Protein (FLAP), als
Voraussetzung fur die Enzymaktivitat. [Ford-Hutchinson 1991 (2)] Produkte der 5-LOX, die Leu-
kotriene [Denzlinger 1996, Silverman 1999], stellen wichtige Mediatoren akuter entziindlicher
Erkrankungen und anaphylaktischer Reaktionen dar. [Lewis 1990, Mayatepek 1995] Als Krank-
heitsbhilder sind hier u.a. rheumatoide Arthritis, Gicht, Psoriasis und Colitis ulcerosa zu nennen.
[Muller 1995, Steinhilber 1999] Die Peptido-Leukotriene C,, D4, E4 — zusammengefalit als slow
reacting substance of anaphylaxis bezeichnet — sind extrem potente Spasmogene an der glatten
Muskulatur. Darauf beruht ihre Schlusselrolle in der Pathogenese des allergischen Asthma bron-
chiale. [Crowther 2001, Kroegel 1996, Steinhilber 1999]

Die 12-LOX wird hauptséchlich in Thrombozyten, Leukozyten und Hautzellen exprimiert. [Nie
2000, Ruzicka 1984] Produkte der 12-LOX sind in die Entstehung der Psoriasis [Mitchell 1999,
Mdller 1994], neuronaler Degeneration und diabetischer Nephropathie [Li 1997, Muller 1994]
involviert. AuBerdem ist eine Beteiligung an der Tumorentwicklung, insbesondere an der
Angiogenese im Tumorgewebe [Krieg 1995, Nie 2002] und an der Metastasierung nachgewiesen
worden. [Honn 1994, Maccarrone 1997]

Die 15-LOX wird in Retikulozyten, Eosinophilen, Macrophagen sowie in Hautzellen exprimiert.
Im Gegensatz zur 5-LOX, die nur freie Arachidonséure verstoffwechseln kann, ist die 15-LOX der
Sdugetiere in der Lage, auch andere mehrfach ungeséttigte Fettsduren sowie veresterte mehrfach
ungeséttigte Fettsduren zu metabolisieren. [Brash 1997, Kihn 1990] Fir die Produkte dieses
Enzyms wird eine Wirkung auf die Entwicklung und Differenzierung von Zellen diskutiert.
[Brinckmann 1998] Sie werden mit Atherosklerose [Ford-Hutchinson 1991 (1), Kiihn 1999], der
endothelialen Zellproliferation [Bray 1986], Ausreifung von Blutzellen [van Leyen 1998] sowie
entziindlichen und immunologischen Reaktionen [Davis 1988, Prigge 1997, Vanderhoeck 1988] in
Verbindung gebracht. Die von der 15-LOX gebildeten Metaboliten kdénnen die Wirkung der
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Leukotriene antagonisieren [Sheran 1997, Vanderhoeck 1980] bzw. verstérken. [Fogh 1988]

Fur die Produkte der Lipoxygenasen, besonders die HETES, ist eine Beteiligung am Wachstum von
Krebszellen [Ghosh 1997, Nie 2001] sowie an der Apoptoseauslésung bzw. -hemmung [Avis 2001,
Goetzl 1995, Maccarrone 1997, Wong 2002] in der Literatur belegt. AuBBer von den Lipoxygenasen
werden die HETEs auch durch Singulettsauerstoff, Autoxidation oder Cytochrom-P-450-abhé&ngige
Enzyme gebildet. [Capdevila 1982]

Die Cyclooxygenasen existieren in drei Isoformen. Ihre Produkte, die Prostaglandine, entfalten ihre
pathophysiologische Bedeutung unter anderem in der Entwicklung von Entziindungen, Schmerzen
und Fieber. [Vane 1998]

Die COX-1 wird in den meisten Zellen des menschlichen Organismus konstitutiv exprimiert.
[Seibert 1997] Sie spielt eine wichtige Rolle in der Vermittlung von physiologischen Funktionen.
Welche Eicosanoide in den Zellen gebildet werden, ist jedoch von Organ zu Organ sehr ver-
schieden. [Jakobsson 1999] Im Gastrointestinal-Trakt und im Uterus wirken die Prostaglandine
muskelkontraktierend, im Magen wirken sie zytoprotektiv. In den Nieren erhéhen die
Prostaglandine den renalen BlutfluB und erhalten die Homgdostase der Nierenfunktion. Im ZNS
erfillt die COX-1 ebenfalls physiologische Funktionen. [Griswold 1996, Vane 1998] Fur die
Blutgerinnung ist die COX-1 der Blutplattchen, die hier das Thromboxan bildet, essentiell.

Die COX-2, die vor reichlich zehn Jahren entdeckt wurde, ist dagegen nur in bestimmten Organen,
z.B. der Niere, dem Gehirn und dem Rickenmark, konstitutiv exprimiert. Die Tatsache, dafR
COX-2-knock-out-Mé&use schwere Nephropathien entwickeln und nicht lebensféahig sind, ist Aus-
druck fir die physiologische Bedeutung dieses Enzyms. [Dinchuk 1995, Mitchell 1999, Morteau
2000] Die COX-2 ist in die Regulation des Renin-Angiotensin-Systems und in die glomerulare
Hamodynamik involviert. [Hinz 1999] Weiterhin wird die COX-2 im Uterusepithel exprimiert und
spielt dort eine Rolle bei der Nidation der befruchteten Eizelle und bei der Angiogenese fur den
Aufbau der Plazenta. [Chakraborty 1996]

Die pathophysiologische und physiologische Bedeutung der Produkte der COX-2 erstreckt sich auf
akute und proliferative Entzindungen, Arthritis, Angiogenese, Knochenabsorption, Ulcera,
Kolonkrebs, Alzheimer-Krankheit, Nierenfunktion, das ZNS und die Reproduktion. [Katori 2000]
Im Zuge entziindlicher Erkrankungen wird vom Organismus eine Induktion der COX-2 auch in
anderen Geweben und Organen ausgelost. Induktoren der COX-2 sind z.B. Onkogene,
inflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren und Mitogene. [Dempke 2001, Herschman 1996]
Eine Erhohung der GefaRpermeabilitat durch die Prostaglandine fiihrt zur Bildung von Odemen.
Die Prostaglandine steigern die Empfindlichkeit von Nozizeptoren auf Stimuli im traumatisierten
Gewebe und fuhren damit zur Schmerzentstehung. [Schaible 1993]

Die Existenz einer dritten Isoform, der COX-3, wurde schon langer vermutet [Willoughby 2000]
und kirzlich nachgewiesen. Sie ist vorwiegend im ZNS lokalisiert. [Chandeasekharan 2002]
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1.2 Inhibitoren des Arachidonsaurestoffwechsels

Die herausragende Bedeutung der Arachidonsduremetaboliten im pathophysiologischen Geschehen
zahlreicher Erkrankungen hat schon vor Jahren dazu gefihrt, dal sich zahlreiche Arbeitsgruppen
mit der Entwicklung von Inhibitoren der Stoffwechselwege der AA beschaftigen. Der Arachidon-
sduremetabolismus bietet eine Vielzahl von Angriffspunkten, um die pathophysiologische Wirkung
der Eicosanoide zu unterbinden (vgl. Schema 2).

Durch Inhibition der Phospholipase A, (PLA,) Iait sich der gesamte AA-Stoffwechsel blockieren.
Neben den Glucocorticoiden, die eine indirekte Hemmung der PLA, bewirken [Le 1975, Lewis
1979], sind weitere bislang nicht therapeutisch angewandte PLA,-Hemmer beschrieben worden.
[Tibes 1995]

Membran-Phospholipide

- . COX-2-

Glucocorticoide I Phospholipase A; selektive
FLAP- | /
Inhibitoren Arachidonséure l \
FLAP ——5-LOX 12-LOX 15-LOX COX-1 COX-2

LTs HETES TxBs PGs
5-LOX- 12-LOX- 15-LOX-

Inhibitoren Inhibitoren Inhibitoren

Rezeptorantagonisten

Schema 2: schematische Darstellung der Angriffspunkte fiir eine Beeinflussung des AA-
Stoffwechsels

Die nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR), Inhibitoren der Cyclooxygenasen, wurden schon
viele Jahre therapeutisch eingesetzt, bevor ihr Wirkmechanismus erkannt wurde. [Vane 1998, Vane
1971] Die éalteren Vertreter dieser Wirkstoffklasse weisen meist keine Spezifitat gegenuiber einer
der Isoformen der COX auf oder sind uberwiegend Hemmer der COX-1. Die Entdeckung der
COX-2 und ihrer Bedeutung hatte zur Folge, daf? die Einfihrung von COX-2-selektiven Inhibitoren
angestrebt wurde, von denen sich die ersten Vertreter, Rofecoxib, Celecoxib und Parecoxib, seit
einigen Jahren unter den in der Therapie angewandten Arzneistoffen befinden. [Hinz 2002, Katori



Einleitung 5

2000, Marnett 1999]

Im Gegensatz zu den Cyclooxygenasen ist die Entwicklung auf Seite der Lipoxygenasen weniger
weit fortgeschritten.

Seit einigen Jahren werden die ersten Leukotrien-Rezeptor-Antagonisten, Montelukast, Zafirlukast
und Pranlukast, in der Therapie des Asthma bronchiale eingesetzt. [Engels 1998, Schulz 1998]
Durch Hemmung des FLAP ist eine Blockade des Stoffwechsels der 5-LOX mdglich. Ausgehend
von dem NSAR Naproxen fiihrten geringfiigige strukturelle Abwandlungen zu FLAP-Inhibitoren,
die jedoch bisher keine therapeutische Relevanz besitzen. [Ford-Hutchinson 1991 (2), Hatzelmann
1994]

Strukturvorschlage fur LOX-Inhibitoren sind in der Literatur in grofer Zahl zu finden. Thera-
peutisch angewandt wird bisher nur ein Vertreter dieser Wirkstoffgruppe — das Zileuton. [Bodem
1997]

Die beschriebenen LOX-Inhibitoren lassen sich nach ihrem Wirkmechanismus in vier Gruppen
einteilen:

- Radikalfanger/ Redoxinhibitoren:  Aufgrund des radikalischen Charakters der
Lipoxygenasereaktion bzw. wegen des geringen Redoxpotentials der LOX ist eine Hem-
mung der Enzyme auf diesem Wege mdglich. [Musser 1992] Vertreter dieser Gruppe von
Inhibitoren sind Nordihydroguajaretsdure (NDGA) [Gronert 1995], Kaffeeséure,
Hydroxylamine [Strasser 1988], Aniline [Suzuki 1997], Phenole [Kohyama 1997, Lau
1989] und Aminophenole. [Buckle 1988]

- Eisen-Komplexbildner: Das katalytische Zentrum der Lipoxygenasen enthdlt ein Eisen-
atom. Daher ist die Entwicklung von Eisen-Chelatoren ein Ansatzpunkt zur Auffindung
neuer Wirkstoffe. Zu den Vertretern der Eisen-Komplexbildner gehdéren Hydroxy-
harnstoffderivate (z.B. Zileuton) [Carter 1991, Summers 1990], Hydroxamsaurederivate
[Connolly 1999, Summers 1987 (2)] und Hydroxypyridone. [Abeysinghe 1996] Speziell
bei den Hydroxamsédurederivaten wurde die Hemmwirkung neben der Komplexbildung
auch auf eine Reduktion des zentralen Eisens zurlickgefiihrt. [Musser 1992]

- Substrat-Analoga: Zu dieser Gruppe gehéren z.B. mehrfach ungeséttigte Fettsduren mit
einer oder mehreren Dreifachbindungen anstelle einer Doppelbindung, Olséure, Eruca-
séure sowie langerkettige Alkohole und Aldehyde. [Nieuwenhuizen 1997] Auch die
Hydrazone bzw. Amidrazone werden von einigen Autoren in diese Wirkstoffgruppe ein-
geordnet. [Galey 1988] Als Referenzsubstanz ist das BW755¢ bekannt. [Provost 1996]

- Sonstige Inhibitoren: LOX-Inhibitoren, Uber deren Wirkmechanismus bisher wenig be-
kannt ist, sind unter anderem Knoblauchdl [Wagner 1987] und Boswelliasdure. [Ammon
1991, Safayhi 1995, Safayhi 1992]

Hudson beschrieb im Jahre 1993, daRR die Blockade des COX-Stoffwechselweges durch NSAR zu
einer Induktion des LOX-Stoffwechsels fuhren kann. [Hudson 1993] Dies wird als ein Grund flr
das Auftreten von Nebenwirkungen unter der Therapie mit NSAR angesehen. Ein bekanntes Bei-
spiel hierfir ist das aspirininduzierte Asthma. [Babu 2000] Um dies zu verhindern bzw. dem vor-
zubeugen scheint die Entwicklung von sogenannten Dualhemmern, also Substanzen mit
inhibitorischer Wirkung sowohl auf den COX- als auch auf den LOX-Stoffwechselweg, ein
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geeigneter Ansatzpunkt zu sein. [de Leval 2002, Kirchner 1997, Laufer 1995, Provost 1996]

In der klinischen Phase Ill befindet sich ein solcher Dualhemmer, der seine Wirkung auf die
5-LOX und COX entfaltet, das Licofelone. [Boileau 2002] Fir Hypericin, einen Inhaltsstoff des
Johanniskrauts, wurden unléngst ebenfalls inhibitorische Effekte sowohl auf die COX-1 als auch
auf die 5-LOX beschrieben. [Panossian 1996]
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1.3 Zielstellung der Arbeit

Die Zielstellung der vorliegenden Arbeit bestand aus zwei Teilen, die sich auch im formellen Auf-
bau der Arbeit widerspiegeln:

1. Im Syntheseteil (Kapitel 2) sollten neue potentielle Inhibitoren der Enzyme der
Arachidonsédurekaskade mit einer Hydrazonstruktur als Grundbaustein synthetisiert
werden. Zielstrukturen waren Amidrazone und sich daraus ableitende Heterocyclen. Die
Synthesekonzeption war an bisherige am Institut angefertigte Arbeiten anzuschlieRRen.
Die neu dargestellten Substanzen sollten analytisch charakterisiert und in ihrer Struktur
abgesichert werden.

2. Im zweiten Teil der Arbeit, dem analytischen Teil (Kapitel 3), stand das Ziel, ein ent-
sprechendes Testsystem zu entwickeln, mit dem die inhibitorische Wirkung der Substan-
zen gleichzeitig auf den LOX- und COX-Stoffwechselweg bestimmt werden kann. Das
neue Testsystem sollte als Enzymquelle humanes Vollblut verwenden. Es sollte einfach
zu handhaben sein und einen hohen Probendurchsatz fiir die Anwendung als Routine-
testmethode ermdglichen. Die Durchfiihrung der Testung sollte mit der Standard-
ausriistung eines Analytiklabors maoglich sein. Die experimentellen Bedingungen der zu
entwickelnden Testmethode sollten systematisch optimiert werden. Das neue Testsystem
war anhand bekannter Referenzsubstanzen zu evaluieren und auf seine Leistungsfahigkeit
zu Uberprifen.

Mit der Testmethode und mittels am Hause etablierter Screeningmodelle waren flr einen
Teil der neu synthetisierten und fiir schon friher dargestellte Verbindungen ent-
sprechende Wirksamkeitsdaten zu ermitteln.

Wenn moglich, sollten fur die getesteten Verbindungen Struktur-Wirkungsbeziehungen
formuliert werden.
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2 Synthese von Hydrazonderivaten

2.1 Einleitung

Die inhibitorische Aktivitdt von Hydrazonderivaten auf die Enzyme des Arachidonsaurestoff-
wechsels ist schon seit 1angerem bekannt. [Baumann 1982, Ghiglieribertez 1987] Seitdem sind eine
Reihe von Verbindungen mit einem Hydrazongrundgerist synthetisiert und hinsichtlich ihrer
Hemmwirkung auf die AA-Kaskade getestet worden. [Cuadro 1998, Galey 1988]

Dazu gehdren auch die Amidrazone (Saureamidhydrazone), die als Inhibitoren von Lipoxygenasen
und Cyclooxygenasen beschrieben wurden. [Barja-Fidalgo 1999, Clemens 2001 (1), Nuhn 1993] In
der chemischen Literatur ist diese Verbindungsklasse seit Ende des 19. Jahrhunderts bekannt. Die
Amidrazone werden in einer Reihe technischer Prozesse, wie z.B. in der Farbindustrie, der Photo-
graphie, der Synthese von Polymeren und in der Schédlingsbekampfung als Herbizide, Nematozide
oder Rodentizide eingesetzt. Aufierdem ist tUber die antimycobakterielle Wirkung einiger Amidra-
zonderivate berichtet worden. [Blanchard 1996, Easmon 1997, Neilson 1970, Ranft 2001]

Eine wichtige chemische Bedeutung der Amidrazone ist ihre Eignung als Ausgangsstoffe fur Cyc-
lisierungsreaktionen, die in der Literatur zahlreich beschrieben worden sind. [Zelenin 1989]

Am Institut fir Pharmazeutische Chemie wird seit mehreren Jahren an der Synthese, Charakteri-
sierung und Testung von Amidrazonen und deren cyclischen Derivaten gearbeitet. [Donner 2002,
Frohberg 1994, Poppel 1994, Ranft 1999, Schulze 2001,] Als Zugang zu dieser Art von Ver-
bindungen hat sich die Synthese aus den durch Japp-Klingemann-Reaktion erhaltenen Carbon-
séurearylhydrazonoylchloriden etabliert. [Frohberg 2002 (1)] Die Carbonsaurearylhydrazonoyl-
chloride kommen aufgrund ihrer Toxizitat fur eine Anwendung als Enzyminhibitoren nicht in
Frage. Auf dem genannten Weg kann das Substitutionsmuster der Amidrazonstruktur an drei
Stellen beeinfluBt werden (s. Schema 3): der Substituent R', je nach dem, welcher Ausgangsstoff
fir die Japp-Klingemann-Reaktion eingesetzt wird, der Substituent R" des Hydrazon-Aromaten
und der Substituent des Amidrazon-Stickstoffes R"'. Dabei bleiben die méglichen Strukturen auf
a-carbonylsubstituierte Verbindungen beschréankt, die durch die Japp-Klingemann-Reaktion vorge-
geben sind.

Z )YN R, e 4%5 A
J / v ™

Schema 3: Variationsmdglichkeiten in der Struktur bei Synthese von Amidrazonen und
4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazolen
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Die Cyclisierungen mit Carbonylverbindungen bieten einen weiteren Variationspunkt in der
Struktur der dabei entstehenden Heterocyclen — die Substituenten R" und RY in Position 5 des
Ringes.

Durch die Auswahl der Carbonylkomponente kann die Art des erhaltenen Heterocyclus bestimmt
werden. Die Amidrazone lassen sich zu aromatischen und nichtaromatischen Fiinf-, Sechs- und
Siebenringen umsetzen, was zusatzlich zu den in Schema 3 dargestellten 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-
triazolen die Anzahl der zugénglichen Strukturen weiter erhéht.

Damit erdffnet sich die Mdglichkeit, aus einer begrenzten Anzahl gut zuganglicher Ausgangsstoffe,
zahlreiche Strukturabkdmmlinge als potentielle Hemmstoffe der Lipoxygenasen bzw. Cyclooxyge-
nasen zu erhalten.

In Untersuchungen an der Lipoxygenase-1 der Sojabohne (L-1) sowie an humanen polymorph-
kernigen Leukozyten (PMNL) konnte die teilweise recht potente Hemmwirkung einiger Hydrazon-
derivate nachgewiesen werden. [Clemens 2001 (2), Kupfer 1996] Daher erscheint es sinnvoll, die
Palette der verfugbaren Strukturen weiter zu vergréRern.

Ziel des Syntheseteils der vorliegenden Arbeit war es, in Fortfiihrung der Diplomarbeit [Drut-
kowski 1999] weitere offenkettige und cyclische Derivate mit einer Hydrazonstruktur zu syn-
thetisieren. Dabei sollten mdglichst umfangreiche Abwandlungen der Struktur erreicht werden —
nicht jedoch eine systematische ,,Abkochung“ von Derivatereihen. Durch die Strukturvielfalt ist
eine grofle Variabilitat der physikochemischen Eigenschaften zu erreichen, die VVoraussetzung flr
eine spatere Verwendung der Daten in in silico-Modellen ist, um Struktur-Wirkungs-Beziehungen
zu erkennen und zu formulieren.

Fur Untersuchungen, den Wirkmechanismus der Hydrazonverbindungen betreffend — die Frage, ob
das Hydrazon-H-Atom am N? fiir die Wirkung der Substanzen essentiell ist — sollte ein Amidra-
zonderivat mit Substitution am Stickstoff N? synthetisiert werden. Als Zielstruktur wurde eine am
N2-Atom methylierte Verbindung vorgegeben (Schema 4, Struktur I).

" R
R3 R*=H, Alkyl

Schema 4: Zielstrukturen 1 und 11

Die hervorragende Cyclisierbarkeit der Amidrazone mit Aceton und Formaldehyd zu Finf- und
Siebenringen war Ausgangspunkt flir die Bestrebung, einen analogen Reaktionsweg zur Synthese
von Sechsringen zu nutzen. Als Zielstruktur wurde ein 1,2,4-Triazin ohne bzw. mit einfacher
Substitution in Ringposition 5 und 6 formuliert (Schema 4, Struktur I1). In Analogie zur Reaktion
der Amidrazone mit Aceton sollte das Triazin durch Umsetzung von N'-unsubstituierten
Amidrazonen mit Dicarbonylverbindungen bzw. Dibromalkanen erhalten werden.
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2.2 Arbeitsergebnisse

2.2.1 Synthesen

Der Zielstellung der Arbeit, Amidrazone und deren cyclisierte Derivate zu synthetisieren, wurde

iiber den folgenden allgemeinen Reaktionsweg nachgegangen (Schema 5).

+ Diazoniumverbindung Carbonsdurearyl

2-Chlor-1,3-dicarbonylverbind >
o, rdiearbonylverbindungen hydrazonoylchloride

l + Amin
+ Carbonylverbindung
cyclische Amidrazonderivate < Amidrazone

Schema 5: Syntheseweg zur Darstellung der Amidrazonderivate

Fir die Synthese der Amidrazonderivate wurde der Weg {iber die Carbonséurearyl-
hydrazonoylchloride gewahlt, da hierdurch eine vielfédltige Variation der Substituenten moglich

wird (vgl. Einleitung).

2.2.1.1 Ausgangsstoffe

Ausgangsstoffe fiir die Darstellung von Hydrazonderivaten waren die 2-Chlor-1,3-dicarbonylver-
bindungen. Zur Synthese solcher Verbindungen mit einer Butanamidstruktur (N-Aryl-2-chlor-3-
oxobutanamide 3a-e, Schema 6) wurde das von Harenberg entwickelte Verfahren [Harenberg
1987] mit der im experimentellen Teil beschriebenen Apparateanordnung angewandt (Kap. 2.4.2,
AV 1). Das abgespaltene Ethanol wurde wihrend der Reaktion abdestilliert und somit dem
Gleichgewicht entzogen. Der in drei- bis vierfachem UberschuB einzusetzende Acetessigester (1)
wurde im Anschlufl abdestilliert. Um Dimerisierungsreaktionen zu vermeiden, mufite darauf
geachtet werden, daf} die Reaktionstemperatur 160 °C nicht iibersteigt. Der zweite Reaktionsschritt
konnte nach dem Auskristallisieren des Zwischenproduktes 2 ausgefiihrt werden, ohne daB die
Dicarbonylverbindung gereinigt werden mufite. Zur anschliefenden Chlorierung eignete sich am
besten Sulfurylchlorid, mit dem in wasserfreiem Toluol umgesetzt wurde. Um eine zu starke
Erhitzung des Reaktionsansatzes zu vermeiden, empfahl sich Eiskiihlung. Mitunter war es bei
langsam ablaufender Reaktion jedoch erforderlich, die Umsetzung durch gelindes Erwérmen zu
beschleunigen.
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0O O 1 0O O 0O O
+ RLH M +S0,Cl,
H3CMO/\CH3 —> R! cH; —> R CH;
- EtOH &
1 2 3a-e

Schema 6: Darstellung der N-Aryl-2-chlor-3-oxobutanamide 3a-€ als 2-Chlor-1,3-dicarbonyle 3

Tabelle 1: Substitutionsmuster der N-Aryl-2-chlor-3-oxobutanamide 3a-e

R (0] (0]
3a CsHs-NH R! CH;
3b 2-Cl-C4H4-NH Cl
3c 3-C1-C¢H,-NH 3a-e
3d 4-C1-C¢H4-NH
3e 4-F-C¢H,-NH

2.2.1.2 Carbonsaurearylhydrazonoylchloride

—t p2 2
=NLR N—N-R
R! CH, N=N H

Cl [- CH,COOH] Cl

\
@]

3 4

Schema 7: Darstellung der a-Carbonyl-Carbonséurearylhydrazonoylchloride 4 (Japp-
Klingemann-Reaktion)

Durch Japp-Klingemann-Reaktion [Shawali 1971, Shawali 1997, Stetter 1959] wurden aus den
2-Chlor-1,3-dicarbonylverbindungen 3 in Reaktion mit diazotierten Anilinen die a-Carbonyl-
Carbonsdurearylhydrazonoylchloride 4 erhalten (s. Schema 7). Der Reaktionsmechanismus dieser
Umsetzung ist ausfiihrlich in der Literatur beschrieben. [Phillips 1959] Bei Durchfiihrung der
Reaktion sollte darauf geachtet werden, da3 die Temperatur des Reaktionsansatzes 5 °C nicht
iibersteigt. [Huisgen 1967] Die Japp-Klingemann-Reaktion konnte nicht nur mit einfachen
Anilinen durchgefiihrt werden, sondern auch mit komplexeren Strukturen. Die Reaktion fiihrte z.B.
mit dem Cumarinderivat 7-Amino-4-trifluormethyl-2H-chromen-2-on zum gewiinschten
Hydrazonoylchlorid. Allerdings wurde hierbei nur eine Ausbeute von 30 % erreicht. Die nur
unvollstindig ablaufende Diazotierung der Aminkomponente schien dabei der limitierende Faktor
zu sein. Ein entsprechender UberschuB des Amins konnte die Reaktionsausbeute deutlich erhdhen.

Besondere Bedeutung haben die Carbonsdurearylhydrazonoylchloride als Ausgangsstoffe fiir die
Synthese von Heterocyclen iiber eine 1,3-dipolare Cycloaddition. Hierbei kommt zum Tragen, daf3
die Verbindungen Precursor fiir Nitrilimine sind, die als Dipol wirken. [Fliege 1984, Huisgen 1965]
Wird als 2-Chlor-1,3-dicarbonylverbindung 2-Chlorcyclohexan-1,3-dion (5) eingesetzt, kommt es
zur Ringoffnung und der Substituent R' ist als Butansiurerest vorgegeben. Die Auswahl des
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Losungsmittels beeinflufBt, ob die Pentansdure als freie Séure oder in veresterter Form vorliegt.
Wird die Umsetzung in Alkoholen durchgefiihrt, entstehen die entsprechenden Ester — im Falle der
Verbindungen 40 und 4p die Methylester (s. Schema 8). Die freie Sdure wird erhalten, wenn die
Reaktion in Wasser durchgefiihrt wird. [Frohberg 1997]

Die Carbonséurearylhydrazonoylchloride 4 besitzen ein sehr gutes Kristallisationsvermdgen und
lieBen sich als weille bis schwach gelb gefarbte Kristalle isolieren. Die Substanzen waren nicht
oxidationsempfindlich und bei der Lagerung {iiber lange Zeit stabil. Untersuchungen zur
Konfiguration und zum Vorliegen von intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen sind von

Frohberg et al. vorgenommen worden. [2002 (1)]

Cl 0

(in MeOH) Cl
5 4o,p

Schema 8: Darstellung der 2-Oxoadipinséure-1-arylhydrazonoylchloride 40,p durch Japp-
Klingemann-Reaktion aus 2-Chlorcyclohexan-1,3-dion 5 in MeOH

Tabelle 2: Substitutionsmuster der a-Carbonyl-Carbonsiurearylhydrazonoylchloride 4

R R? R!
4a CoHs-NH CcH: )\KN_N_ R?
4b C.H,-NH 2F-CH, © ) H
4c C¢Hs-NH 3-F,C-CH, 4
4d C.Hs-NH 3-F-CoH,
4e C.H,-NH CF,
(6]

(0]
4F 2-CI-C4H,-NH 2-CI-C,H,
4g 2-CI-C4H,-NH 2-NC-CH,
4h 2-CI-C4H,-NH 3-CI-C,H,
4 2-CI-C4H,-NH 4-HOOC-CH,
4 3-CI-C¢H,-NH 2-CI-C,H,
4k 4-CI-C4H,-NH 3-CI-C,H,
41 4-F-C{H,NH 3-CH,0C-CqH,
4am C,Hs-O C¢Hs
n CH, 4-CI-C4H,
40 CH,0COC;H; 4F-CH,
4p CH,0COC;H, 3-0,N-CoH,
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Gemid3 der Synthesekonzeption war eine der gewiinschten Zielstrukturen das N-methylierte
Carbonsdurearylhydrazonoylchlorid 8 (s. Schema 9). Zur Synthese dieser Verbindung ist die Japp-
Klingemann-Reaktion nicht anwendbar, da diese Reaktion auf die Darstellung von
N-monoarylsubstituierten Hydrazonen beschrankt ist. [Frohberg 2002 (1)] In der Literatur sind
keine direkt libertragbaren Vorschriften zur Losung dieses Problems gegeben. Zunichst wurde
versucht, das entsprechende Arylhydrazonoylchlorid 4a analog der Vorschrift von Audrieth [1941]
mit Methyliodid zu methylieren. Dieser Versuch war trotz verschiedentlicher Variationen der
Reaktionsbedingungen nicht erfolgreich. Die direkte Halogenierung des entsprechenden Hydrazons
schied wegen der dabei auftretenden Halogenierung des nicht deaktivierten Aromaten aus. Daher
blicb als Syntheseweg nur die Darstellung liber das N-methylsubstituierte Hydrazid mit dessen
anschlieBender Chlorierung (s. Schema 9).

CH;
0 | 0 CH;
HoN—N H |
cl N-N
N N
H » H
0 0

Schema 9: Darstellung des Oxalsdure-2-anilid-1-(N-methyl-N-phenyl-hydrazonoyl)chlorides (8)

Der Ausgangsstoff Oxalsdure-2-anilid-1-chlorid 6, erhalten nach Literaturvorschrift [I.G. Farben
1929], wurde in Toluol mit N-Methyl-N-phenylhydrazin bei Raumtemperatur umgesetzt. Die
Chlorierung des mit einer Ausbeute von 50 % erhaltenen Oxalsdure-2-anilid-1-(N-methyl-N-
phenylhydrazids) 7 wurde zunéchst mit Thionylchlorid versucht (nach [Kuhn 1998]). Dies fiihrte
jedoch nicht zum gewiinschten Ergebnis. Diinnschichtchromatographisch war eine Umsetzung zu
beobachten, es war jedoch nicht moglich, das gesuchte Produkt zu isolieren. Die Chlorierung mit
Phosphorpentachlorid in Toluol unter moderatem Erwdrmen des Reaktionsansatzes analog der
Vorschrift von Rivett [1983] gelang mit einer Ausbeute von nahezu 50 %. Das Produkt 8 mufite
sdulenchromatographisch gereinigt werden.
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2.2.1.3 Amidrazone

R! R!
a) 3 #)
_N-N-F FRNH, N—NZ-R?
0 H E—— o) H
(fir R” = Aryl) R3/ AN
4 H 9
b) R! R'
N—N—R?> +2 HN N—N-R’
o) H < > o) H
Cl — N

Schema 10: Darstellung der Amidrazone 9 und 10
a) N'-unsubstituierte bzw. N'-monosubstituierte Amidrazone 9
b) N'-pentamethylensubstituierte Amidrazone 10
") Die Numerierung der N-Atome wurde nach Reimlinger [1997] vorgenommen.

Die moéglichen Synthesewege zur Darstellung von Amidrazonen (Sdureamidhydrazonen) sind in
einem Ubersichtsartikel von Watson [1991] zusammengefait. Einer der Zugangswege ist die
nucleophile Substitution von Carbonsidurearylhydrazonoylchloriden mit Ammoniak, primiren oder
sekunddren aliphatischen oder aromatischen Aminen. [Watson 1975] GemiB3 den Betrachtungen
zur Synthese in der Einleitung wurden die Amidrazone auf diesem Weg synthetisiert. Wurde die
Umsetzung mit Anilinen durchgefiihrt, war die Zugabe der dquimolaren Menge Triethylamin als
Protonenakzeptor notwendig, um die Reaktion durchzufiihren. [Benincori 1988] Da Ammoniak
und aliphatische Amine eine ausreichende Basizitdt besitzen, um als Protonenakzeptor zu
fungieren, [Heubach 1980] wurden diese Reaktionspartner in doppelt molarer Menge eingesetzt
und auf den Zusatz von Triethylamin verzichtet.

Biilow fiihrte die Reaktion mit Ammoniak durch, indem Ammoniakgas in die ethanolische Losung
der Hydrazonoylchloride eingeleitet wurde. [Biilow 1925] Ebenso war es moglich, den Ammoniak
in methanolischer Loésung zu verwenden. Dadurch wurden Nebenreaktionen unterdriickt, die bei
Verwendung einer wilrigen Ammoniaklosung auftraten und durch eine starke Verfarbung des
Reaktionsansatzes sichtbar waren. Feste aliphatische oder aromatische Amine wurden in einem
kleinen Volumen Dioxan gelost.

Am besten lief die Reaktion ab, wenn die Aminkomponente im Reaktionsgefall vorgelegt und das
in Dioxan geldste Carbonséurearylhydrazonoylchlorid langsam dazu gegeben wurde. So konnte die
Entstehung von Nebenprodukten weitestgehend vermieden werden.

Die Reaktion verlief bei einer Temperatur von 40 bis 45 °C meist innerhalb von zwolf Stunden mit

einer Ausbeute von 70 bis 80 %.
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Tabelle 3: Substitutionsmuster der Amidrazone 9, 10

R R? R® R
%a C¢Hs-NH CeHs CH, o N—g—Rz
9b CeHs-NH 2-F-CeH, H .
9 C¢Hs-NH 3-F3C-CeH, H R
od CoHs-NH 3-F-CeH, H o
9% CHs-NH 4-F-CeH, H 1
of | 2-CI-CiHoNH 2-Cl-C¢H, H R i
9g | 2-Cl-C¢H4-NH 2-NC-CH, H o)\fN_E_R
oh | 2-Cl-C4H,-NH 3-CI-CeH, H N
9i | 2-CI-C¢HsNH | 4-HOOC-CgH, H O
9] | 3-CI-CiHoNH 2-CI-CH, 2-naphthyl 10
9k | 4-Cl-C4H,-NH 3-CI-CeH, H
9l 4-F-CHy-NH | 3-CH;0C-CgH, H
9m C,Hs-0 CoHs H
9n C,Hs-0 4-C1-CgH, H
% CH; 4-CI-C¢Hy 1-naphthyl
9% CH; 4-Cl-C¢Hy 2-naphthyl
9q | CH;OCOC;Hq CeHs CeHs
9r | CH;0COC;Hs 4-F-CeH, H
9s | CH;0COC;H; 3-0,N-CgH, H
10a CeHs-NH CF, -
(6]
(6]
10b | 2-Cl-C¢H,-NH CeHs -

Die Synthese des N°-methylsubstituierten Amidrazones 11 aus der Verbindung 8 verlief ohne
Unterschiede zur Umsetzung der N?-unsubstituierten Verbindungen. Es wurde eine Ausbeute von
50 % erreicht.

11

Schema 11: Oxalsdure-2-anilid-N*-methyl-N'-pentamethylen-N>-phenylamidrazon (11)
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Werden die am Stickstoff N' pentamethylensubstituierten Amidrazone 10 mit Carbonylverbin-
dungen zur Reaktion gebracht, kann nicht mit der Ausbildung eines Ringschlusses in der im
Kapitel 2.2.1.4 beschriebenen Art und Weise gerechnet werden.

Zur Abklarung der Reaktivitdt der Amidrazone 10 wurde ein Vertreter, das Amidrazon 10b,
dennoch mit Formaldehyd unter Katalyse mit para-Toluolsulfonsdure behandelt (s. Schema 12).
Auf der Diinnschichtplatte wurde ein Reaktionsprodukt detektiert, das isoliert werden konnte. Die
nachfolgende Strukturaufklarung brachte das Ergebnis, dal es sich bei der isolierten Substanz um
ein N*-hydroxymethylsubstituiertes Amidrazon handelt. Mit dieser Reaktion wurde ein weiterer
Syntheseweg gefunden, um Amidrazone mit zweifacher Substitution am Hydrazonstickstoff N* zu
erhalten.

OH
NH NH (
Cl o)\(N_I}\IIO cucho O)YN—NO
N N
O e
10b 12

Schema 12: Darstellung des Oxalsiure-2-(2-chloranilid)-N*-hydroxymethyl-N'-pentamethylen-
N>-phenylamidrazons (12)

Die synthetisierten Amidrazone bildeten meist gelb gefarbte Kristalle, die teilweise stark
oxidationsempfindlich waren, was sich schon beim Stehenlassen an der Luft durch eine
Intensivierung der Farbung bemerkbar machte. In verschlossenen Gefallen bei — 18 °C unter

Schutzgasatmosphire waren die Verbindungen jedoch iiber einen langen Zeitraum stabil.

2.2.1.4 Cyclisierungsreaktionen

In der Literatur sind zahlreiche Synthesewege beschrieben, die zu aromatischen und
nichtaromatischen 1H-1,2,4-Triazolen fiihren (Ubersicht in [Kadaba 1989]). Amidrazone sind als
Ausgangsstoffe fir die Darstellung derartiger Heterocyclen bekannt. [Zelenin 1989] Die
Umsetzung von Amidrazonen mit Carbonylverbindungen (Aldehyden, Ketonen) ist trotz der

Einfachheit der Reaktion bisher nur von wenigen Autoren praktiziert worden. [Zelenin 1980]
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2.2.1.4.1 4.,5-Dihydro-1H-1.2.4-triazole

Schema 13: Darstellung der 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole 13

Die 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole 13 wurden aus den Amidrazonen 9 und Aceton bzw. Acet-
aldehyd erhalten (s. Schema 13). Die Carbonylverbindung diente gleichzeitig als Losungsmittel fiir
die Reaktion. Die fiir die Cyclisierung erforderlichen sauren Reaktionsbedingungen wurden durch
Zugabe katalytischer Mengen para-Toluolsulfonsdure geschaffen. [Case 1973]

Diese Art der Umsetzung lieB sich auch mit anderen Carbonylverbindungen durchfiihren. In
[Drutkowski 1999] wurde die Cyclisierung mit Aceton, Ethylmethylketon und Cyclohexanon vor-
genommen. Mit Formaldehyd entstanden die wenig stabilen, in 5-Position unsubstituierten
4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole, die auf der Diinnschichtplatte nachweisbar waren, aber nicht isoliert
werden konnten, da sie sofort in die aromatischen 1H-1,2,4-Triazole {ibergingen (s. Kap. 2.2.1.4.2).
Meist erfolgte der Ringschluf3 innerhalb von 30 Minuten. Da in einigen Féllen jedoch auch
Reaktionszeiten von mehreren Stunden erforderlich waren, empfahl es sich, den Reaktionsverlauf
mittels DC zu verfolgen. Die Reaktionsausbeuten lagen zwischen 20 und 60 %.

Versuche, die teilweise unbefriedigenden Ausbeuten durch Katalyse mit anderen Siuren, wie z.B.
verdiinnter oder konzentrierter Salzsdure oder Essigsdure zu erhéhen, schlugen fehl. Hierbei wurde
eine Reihe von Nebenprodukten gebildet, die diinnschichtchromatographisch nachgewiesen, aber
nicht isoliert werden konnten.

Bei der Umsetzung der N'-arylsubstituierten Amidrazone mit Aceton wurde auf der DC-Platte die
Bildung eines zweiten Produktes beobachtet. Der Vergleich des Laufverhaltens dieser Neben-
produkte auf der DC mit dem der unten beschriebenen Triazepine (s. Kap. 2.2.1.4.3) lie8 den
SchluB zu, daB es sich bei diesen Verbindungen um arylkondensierte Triazepine (analog den Ver-
bindungen 15) handeln mufite. Alle Versuche, diese Nebenprodukte zu isolieren und zu reinigen,
scheiterten.

Die Amidrazone 9b, 9f, 99 und 9j waren der Umsetzung mit Aceton unter den beschriebenen
Bedingungen nicht zugénglich. Es war diinnschichtchromatographisch nur eine duferst geringe
Menge der 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole nachweisbar, erkennbar an der typischen
Eigenfluoreszenz dieser Verbindungen. Gemeinsames Strukturmerkmal der genannten Amidrazone
ist der Substituent in ortho-Position des Hydrazon-Aromaten. Dieser fiihrt zu einer sterischen
Hinderung und der Ausbildung einer Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem ortho-
Substituenten und dem Wasserstoff der Hydrazon-NH-Gruppe, was die Reaktivitdt an dieser Stelle
des Molekiils deutlich herabsetzen kann. [Frohberg]

Die beschriebenen 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole 13 waren meist gut kristallisierende
Verbindungen, die intensiv gelb gefarbte Kristalle bildeten. Die Verbindungen waren in Alkoholen

gut 16slich, wobei eine intensiv griin-gelbe Fluoreszenz auftrat. Im festen Zustand waren die
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4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole bei Raumtemperatur iiber lange Zeit stabil.

Bemerkenswert ist die Eigenschaft der 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole 13, an der Luft unter
trockenem Erhitzen innerhalb weniger Stunden in die entsprechenden aromatischen 1H-1,2.4-
Triazole iiberzugehen [Drutkowski 1999, Pinson 1984].

Unter stark sauren Bedingungen und bei ldngerem Stehenlassen an der Luft waren die
Verbindungen nicht stabil. Dies wurde durch die Abnahme bzw. das vollige Verschwinden der
Fluoreszenz erkennbar. Im Kapitel 2.2.3.4 sind die Ergebnisse von NMR-Experimenten
beschrieben, mit denen dieser Sachverhalt ndher untersucht wurde.

Zwischen Amidrazonen und Alkylaryl- oder Diarylketonen fand keine Reaktion in der oben
beschriebenen Art und Weise statt. Hierflir war die niedrige Carbonylreaktivitit der
arylsubstituierten Ketone verantwortlich. Der Ersatz der Ketone durch a,a-Dichlormethanderivate

sollte auch diese Art der Cyclisierung ermdglichen [Neugebauer 1995].

N%\ 5
0 R

4

13

Tabelle 4: Substitutionsmuster der 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole 13

R R? R® R* R®
13a C¢HsNH CeHs CH; CH; CH;
13b CeHsNH 3-F-C¢H, H CH, CH,
13c CeHsNH 4-F-C¢H, H CH; CH;
13d | 2-CI-C¢H,NH 3-C1-CgH, H CH; CH;
13e | 2-Cl-C¢H,NH 4-HOOC-C¢H, H CH, CH,
13f | 4-CI-CaH,NH 3-C1-CgH, H CH; CH;
13g | 4-F-CH,NH 3-CH;0C-CgH, H CH, CH,
13h C,Hs-0 CeHs H CH; CH;
13i C,Hs-0 4-C1-CeH,4 H CH; H
13j CH; 4-C1-C4H, 1-naphthyl CH, CH,
13k CH; 4-CI-C¢H,4 2-naphthyl CH; CH;
131 | CH,0COC;H, CHs CHs CH, CH,
13m | CH,0COC;Hg 4-F-C¢H, H CH; CH;
13n | CH;0COC;H, 3-0,N-CgH, H CH; CH;
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2.2.1.4.2 1H-1.,2.4-Triazole

R! R!
N—N—R>  +HCHO/Ox. NOR
o) H > O N
NH, [H'] N—
9 14

Schema 14: Darstellung der 1H-1,2,4-Triazole 14

Die Umsetzung N'-unsubstituierter Amidrazone 9 mit Formaldehyd anstelle von Ketonen fiihrte
unter saurer Katalyse zu 1H-1,2,4-Triazolen 14 (s. Schema 14). Die Reaktion wurde in Ethanol am
RiickfluB durchgefiihrt. Die entsprechenden 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole 13 wurden als
Intermediate im Reaktionsansatz anhand ihrer typischen Fluoreszenz auf der DC-Platte detektiert.
Ihre Isolierung gelang aber nicht, da sie beim Versuch der Aufreinigung sofort in die aromatischen
Verbindungen {ibergingen. Diese Erscheinung des spontanen oxidativen Ubergangs der
4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole 13 zu den aromatischen 1H-1,2,4-Triazolen 14 ist in der Literatur
bekannt. [Case 1970]

Auch die Amidrazone mit ortho-Substitution am Hydrazonaromaten, die mit Aceton keine
Reaktion eingingen, reagierten mit Formaldehyd problemlos zu 1H-1,2,4-Triazolen 14. Offensicht-
lich ist der Raumbedarf des Formaldehydmolekiils so gering, da} hier die sterische Hinderung
keine Rolle spielt. Desweiteren wird die Reaktion durch die im Vergleich zum Aceton hohere
Reaktivitdt des Formaldehyds begiinstigt.

Die 1H-1,2,4-Triazole 14 kristallisierten aus Alkoholen in feinen, farblosen Nadeln. Auf der Diinn-
schichtplatte waren die Verbindungen gut erkennbar an einer intensiven bldulichen Fluoreszenz bei
Bestrahlung mit UV-Licht der Wellenldnge 254 nm.

Tabelle 5: Substitutionsmuster der 1H-1,2,4-Triazole 14

R! R? R'
14a 2-C1-C¢H,-NH 2-C1-C¢H,4 O)\fN
\ 2
14b 2-Cl-C¢H,-NH 2-NC-C¢H, N yN—R
14c 4-F-C4H,-NH 3-CH;OC-C¢H,4 y
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2.2.1.4.3 Naphthotriazepine

R R2
N—N—R? Nen”
0 H + HCHO o %
R
NH HN

ag

R
N—N-R?
o) H + HCHO
NH -
N

90

Schema 15: Darstellung der Naphthotriazepine 15

Wurden N'-arylsubstituierte Amidrazone mit Formaldehyd umgesetzt, fithrte die Reaktion zu
arylkondensierten Triazepinen 15 (s. Schema 15). Die Synthese solcher Benzotriazepine und
Arbeiten zur Strukturaufkldrung sind in der Literatur beschrieben. [Drutkowski 1999, Frohberg
1996] Eine Ubersicht iiber 1,3,4-Triazepine liefert Morgenstern. [2000] Die beschriebene Reaktion
der N'-phenyl-substituierten Amidrazone lieB sich gleichermaBen mit den N'-naphthyl-
substituierten Amidrazonen 9j,0,p durchfiihren. Mittels DC konnte im Reaktionsansatz die Bildung
von 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazolen 13 in Analogie zu der im Kap. 2.2.1.4.1 beschriebenen
Cyclisierungsreaktion nachgewiesen werden. Die Isolierung dieser Nebenprodukte gelang jedoch
in keinem Fall. Die Reaktionsbedingungen zur Darstellung von Naphthotriazepinen 15 wurden
analog der Synthese der Fiinfringe gestaltet. Die Umsetzung erfolgte in siedendem Ethanol unter
Katalyse mit para-Toluolsulfonsdure. Die Reaktionszeiten waren sehr kurz. Bereits nach wenigen
Minuten fiel das Produkt aus, welches nach dem Abkiihlen des Reaktionsansatzes in fast reinem
Zustand abgesaugt werden konnte. Die Naphthotriazepine waren als ausgesprochen gut

kristallisierende, intensiv gelb-orange geférbte Verbindungen isolierbar.



Arbeitsergebnisse 21

1

R Rz Rl R2
/ /
(0) (0)
HN HN
15a,b 15¢c

Tabelle 6: Substitutionsmuster der Naphthotriazepine 15

R! R?
15a 3-Cl-C4H,-NH 2-C1-C¢H,
15b CH, 4-C1-C¢H,
15¢ CH; 4-C1-C¢H,4

2.2.1.4.4 1,6-Dihydro-1.2.4-triazin

cl
0 CHs
N—N@—Cl HsC N
0 H 0 0 SN
NH, g N
[H+] YgCHz

9n CH; 16

Schema 16: Darstellung des Ethyl-1-(4-chlorphenyl)-5-methyl-6-methylen-1,6-dihydro-1,2,4-
triazin-3-carboxylats (16)

Eine Zielstruktur der Synthesekonzeption waren die 1,2,4-Triazine (s. Schema 4, Kap. 2.1). Um
dieses Ziel zu erreichen, schien ein geeigneter Reaktionspartner fiir die Amidrazone das
1,2-Dibromethan zu sein. [Mohamed 1995] Die Reaktion wurde in Ethanol unter Zusatz von
Natriumhydrogencarbonat am Riickflul durchgefiihrt. Nach 24 Stunden war der Reaktionsansatz
dunkel verfarbt, und es war diinnschichtchromatographisch kein Ausgangsstoff mehr nachweisbar.
Ein Produkt konnte jedoch nicht isoliert werden.

Analog der Literaturvorschrift von Benson wurde mit Diacetyl ein weiterer Versuch durchgefiihrt,
ein 1,2,4-Triazin zu erhalten. [Benson 1990] Diese Dicarbonylverbindung sollte durch die Reaktion
jeweils einer Ketogruppe mit einer NH-Gruppe des Amidrazons einen sechsgliedrigen
Heterocyclus bilden. Unter Katalyse mit para-Toluolsulfonsidure fand in Ethanol bereits bei Raum-
temperatur innerhalb von 24 Stunden eine Umsetzung mit dem Amidrazon 9n statt (s. Schema 16).
Das spontan ausfallende intensiv orange gefarbte Produkt erwies sich jedoch in der anschliefenden
Analytik nicht als das Triazin mit der in der Einleitung aufgestellten Zielstruktur. Weitere NMR-
analytische Untersuchungen ergaben, dal es sich bei dem isolierten Produkt um das
Ethyl-1-(4-chlorphenyl)-5-methyl-6-methylen-1,6-dihydro-1,2,4-triazin-3-carboxylat (16) handelt.
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Diese Art der Umsetzung von Amidrazonen mit Diacetyl wurde in der Literatur bisher noch nicht
beschrieben.

Die Ausbeute der Reaktion betrug etwa 30 %. Durch Erwdrmen des Reaktionsansatzes lieB sich die
Ausbeute nicht erhdhen, da hierbei eine Reihe von Nebenprodukten entstand, welche aber nicht
ndher charakterisiert wurden.

Auf der Diinnschichtplatte war auch nach Reaktion bei Raumtemperatur ein weiteres Produkt
detektierbar, welches nach seinem Aussehen und seinen Laufeigenschaften ein entsprechendes
4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazol 13 sein sollte.

2.2.2 Reaktionsschema fur die Cyclisierungsreaktionen

In Zusammenfassung der hier vorgestellten Ergebnisse und denen aus [Drutkowski 1999] kann ein
verallgemeinerndes Reaktionsschema (Schema 17) erstellt werden. Es beschreibt die moglichen
Richtungen der chemischen Umsetzungen, welche ausgehend von Amidrazonen mit Carbonylver-
bindungen bevorzugt sind.

Hierbei ist zum einen zwischen den N'-unsubstituierten und N'-substituierten Amidrazonen zu
unterscheiden. Zum anderen bestehen Unterschiede zwischen den Reaktionen mit Formaldehyd
und denen mit Ketonen und Aldehyden (ausgenommen Formaldehyd).

Die Reaktionen mit Aceton oder Acetaldehyd ergeben bevorzugt 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole.
Umsetzungen mit Formaldehyd ergeben aus N'-unsubstituierten bzw. N'-alkylsubstituierten
Amidrazonen bevorzugt 1H-1,2,4-Triazole und aus N'-arylsubstituierten Amidrazonen bevorzugt
arylkondensierte Triazepine. Mit dem Auftreten der entsprechenden alternativen Produkte als
Nebenprodukte der Reaktionen ist in jedem Fall zu rechnen. Alle genannten Umsetzungen laufen

unter saurer Katalyse mit para-Toluolsulfonséure ab.
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1H-1,2,4-Triazole

Rl\(N\N/R2
N_:/

14

N\

[4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole]

+ Formaldehyd, Riickfluf3

HN \
_R?

arylkondensierte Triazepine

4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole

+ Ketone und Aldehyde
(ausgenommen HCHO),
Riickfluf3

/N

[4,5-Dihydro-1H-
1,2,4-triazole]

[arylkondensierte

Triazepine] N —7<
R

1 2
4
H;C R
13

4,5-Dihydro-1H-1,2,4-
triazole

Schema 17: Ubersicht iiber die Cyclisierungsreaktionen von Amidrazonen mit Carbonyl-

verbindungen
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2.2.3 Analytische Daten — Strukturabsicherung

Zur Strukturabsicherung und -aufkldrung der im Rahmen dieser Arbeit neu synthetisierten
Verbindungen wurden 'H-und "C-NMR-Experimente  durchgefiihrt ~sowie IR- und
Massenspektren aufgenommen. Die Reinheit der isolierten Produkte wurde mit der
elementaranalytischen Bestimmung des C-, H-, N- und Halogengehaltes der Verbindungen
nachgewiesen.

Die Daten der 'H-, "C-NMR- und IR-Analytik sind fiir wesentliche Strukturelemente der
beschriebenen Verbindungen in den Tabellen 7 bis 11 zusammengestellt. Weitere Signale der
NMR-Spektren sind im experimentellen Teil bei den Beschreibungen der jeweiligen Verbindungen
aufgefiihrt, ebenso die massenspektrometrischen Daten sowie die Ergebnisse der Elementar-
analysen. Im Anhang (Teil I) sind NMR-Spektren der in den Tabellen mit ° gekennzeichneten
Verbindungen abgebildet. Ausgangsstoffe, die nach Literaturvorschriften synthetisiert wurden, sind
in den Tabellen nicht aufgefiihrt.

2.2.3.1 Carbonsaurearylhydrazonoylchloride

In den 'H-NMR-Spektren der Carbonsiurearylhydrazonoylchloride treten neben den Signalen der
Aromaten die der H-Atome der Hydrazonstruktur zwischen 9 und 10 ppm hervor. In den
PC-NMR-Spektren finden sich zwei charakteristische Signale fiir die C=0O- und die
C=N-Gruppierungen bei 157 ppm bzw. 120 ppm. Das IR-Spektrum zeigt Banden fiir die C=0- und
die NH-Struktur.
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Tabelle 7: spektroskopische Daten der Carbonsédurearylhydrazonoylchloride 4

'H-NMR-spektroskopische BC-NMR- IR-spektroskopische
Daten (DMSO-dg) spektroskopische Daten Daten
3 [ppm] (DMSO-ds) & [ppm] (KBr) v [cm™]

NNH (s, 1H) C=0 (1C) | C=N(1C) NH c=0
4b 9,41 157,0 121,5 3324 1658
4d 10,11 157,4 119,6 3386, 3233 1667
de 10,24 158,9 122,2 3400, 3258 | 1702, 1731
4f 9,01 157,1 121,8 3371, 3320 1691
4q 10,62 156,9 121,2 3354, 3208 1687
4h 10,61 157,2 118,9 3348, 3275 1680
4i 9,88 157,1 119,6 3434 1690
4j 8,89 156,9 122,3 3313, 3272 1651
4k 10,46 157,4 119,5 3370, 3246 1669
4] 10,32 157,7 1194 3306, 3237 1650
8 — 158,5 117,7 3315 1651

2.2.3.2 Amidrazone

Die 'H-NMR-Spektren der Amidrazone in DMSO zeigen zwei den Stickstoffgruppierungen

zuzuordnende Signale: ein Singulett der Hydrazon-Gruppe zwischen 8 und 9 ppm und das

Singulett der NH,- bzw. NH-Gruppe bei 6 bzw. 8 ppm. Im Falle der Oxalsiure-2-anilid-1-

arylamidrazone kommt ein weiteres NH-Signal flir die Sdureamid-Gruppe hinzu, welches eine

chemische Verschiebung um 10 ppm aufweist (s. Angaben im experimentellen Teil). In den

PC-NMR-Spektren sind das C=0-Signal bei 160 ppm (bzw. 190 ppm) und das C=N-Signal bei

137 ppm typisch fiir die Amidrazonstruktur. Im IR-Spektrum sind die Banden der C=0O- und

NH-Valenzschwingungen bei 1650 und 3300 bis 3400 cm™ zu erkennen.
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Tabelle 8: spektroskopische Daten der Amidrazone 9, 10

'H-NMR-spektroskopische BC-NMR- IR-spektroskopische Daten
Daten (DMSO-dg) spektroskopische Daten (KBr) v[cm™]
& [ppm] (DMSO-ds) & [ppm]

NNH (s, 1H) | NHJNH | C=0 (1C) | C=N (1C) NH C=0
9b 8,25 6,44 (s, 2H) 160,2 138,0 3357, 3441 1654
9c 8,94 6,16 (s, 2H) 159,9 138,1 3360 1647
od 8,80 6,12 (s, 2H) 160,1 136,7 3440, 3361 1648
of’ 8,02 6,71 (s, 2H) 159,6 137,7 3418, 3329 1691
9g 9,13 6,55 (s, 2H) 159,6 137,7 3460, 3356 1701, 1672
9h 8,99 6,25 (s, 2H) 159,5 136,2 3324 1678
9i 9,32 6,42 (s, 2H) 159,3 136,6 3333 1686
9j 8,96 8,04 (s, 1H) 160,8 133,9 3345, 3307 1678
9k 8,79 6,12 (s, 2H) 160,0 137,1 3359 1675
ol 8,83 6,10 (s, 2H) 160,2 137,8 3339, 3437 1667
9m 8,65 5,86 (s, 2H) 162,4 133,5 3365 1714
90 9,94 7,73 (s, 1H) 193,6 134,7 3331 1671
9% 9,83 6,61 (s, 1H) 193,5 136,4 3343 1669
or 8,90 5,70 (s, 2H) 196,2 141,5 3446, 3362 1740, 1667
9s’ 9,39 5,91 (s, 2H) 196,5 132,0 3361 1684
10a 8,89 - 160,6 138,1 3426, 3314 1659, 1716
11 - - 162,3 152,5 3435 1660
12 - - 152,5 136,9 3436 1668

2.2.3.3 Heterocyclische Verbindungen

In den "H-NMR-Spektren der nichtaromatischen, heterocyclischen Verbindungen sind die Signale
der NH-Gruppe des Heterocyclus im Bereich der Verschiebung der Signale der Aromatenprotonen
sichtbar. Im Falle der 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole 13 sind die NH-Signale um etwa 7 ppm ver-
schoben. Bei den Triazepinen 15 betrigt die Verschiebung dieses Signals etwa 9 ppm. Durch Auf-
nahme von Spektren, die den Nuclear-Overhauser-Effekt (NOE) zeigen, und 'H, *C-NMR-long-
range-Experimente wurde die Zuordnung der NH-Signale zu den entsprechenden Gruppierungen
gesichert. Hinzu kommen jeweils die Signale der Alkylgruppen in 5-Position der Ringe.

Verglichen mit den "“C-Spektren der offenkettigen Verbindungen sind die Signale der
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C=0O-Gruppen der Heterocyclen etwa 3 ppm hochfeldverschoben, wohingegen die Signale der
C=N-Gruppen meist um mehr als 7 ppm tieffeldverschoben auftreten. Die Signale des C-5-Atoms
der Heterocyclen treten bei etwa 85 ppm im Falle der 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole 13 und bei
etwa 58 ppm im Falle der Naphthotriazepine 15 auf. Bei den 1H-1,2,4-Triazolen 14, als Aromaten,
erscheint das Signal des C-5-Atoms im Bereich der aromatischen C-Atome bei etwa 130 ppm. Die
typischen Banden im IR-Spektrum treten bei 1680 bis 1700 cm™ fiir die Carbonylfunktion und bei
3300 bis 3400 cm™ fiir die NH-Gruppe auf.

Die Zuordnung des "“C-Signals der C=N-Gruppe sowohl in den offenkettigen als auch den cyc-
lischen Verbindungen gestaltete sich oft schwierig, da die Verschiebung des aromatischen
C-Atoms in a-Position zur Hydrazonstruktur die gleiche Grofenordnung aufweist. Um zwischen

beiden Signalen zu unterscheiden, wurden 'H, *C-NMR-long-range-Experimente durchgefiihrt.

2.2.33.1 4,5-Dihydro-1H-1.2.4-triazole

13

Tabelle 9: spektroskopische Daten der 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole 13

'H-NMR- B3C-NMR-spektroskopische Daten IR-
spektroskopische (DMSO-dg) & [ppm] spektroskopische
Daten (DMSO-dg) Daten
3 [ppm] (KBr) v [ecm™]
NH (R®) | CHs(s) C=0 [C=N@C)| C-5 CH, NH C=0
(s, 1H) (10) (10)
13a° - 1,52 (6H) | 1574 1442 87,3 | 22,1 (20) 3331 1678

13b 7,55 1,60 (6H) 156,5 144,5 83,8 | 26,4 (20) 3294 1668
13c 7,30 1,47 (6H) 156,7 144,8 84,7 | 26,5(2C) |3381,3325| 1679
13d°| 7,69 1,60 (6H) 156,5 144,3 84,2 | 26,5(2C) 3358 1697
13e 7,84 1,69 (6H) 156,4 144,5 83,7 | 26,6 (2C) 3341 1686
13f 7,58 1,58 (6H) 156,6 144,5 83,9 | 26,520 3317 1674
139 7,53 1,58 (6H) 156,6 144,7 84,0 | 26,6 (2C) 3290 1676
13h 7,19 1,52 (6H) 158,8 141,1 84,1 | 26,6 (2C) 3292 1722
13i 7,66 1,26 (3H) 158,7 1423 73,7 | 20,2 (10) 3419 1717

13j - 1,51 (6H) 189.4 148,4 90,5 | 27,2 (2C) 3435 1685
13k - 1,56 (6H) 188,4 146,4 89,1 | 25,520 3468 1680
13l - 1,49 (6H) 189,8 145,6 88,5 | 25,4(20) 3460 1680

13m| 7,09 1,47 (6H) 190,7 147,5 84,4 | 26,6 (2C) 3348 1665
13n 7,52 1,62 (6H) 1914 148,9 83,9 | 26,4 (20) 3360 1667
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2.2.3.3.2 1H-1,2.4-Triazole

O)\fN\ ,
N—R

N~/
14

Tabelle 10: spektroskopische Daten der 1H-1,2,4-Triazole 14

'H-NMR-spektroskopische | **C-NMR-spektroskopische Daten IR-spektros-
Daten (DMSO-ds) (DMSO-dg) & [ppm] kopische Daten

3 [ppm] (KBr) v [cm”]

C()-H (s, 1H) C=0(1C) [ C=N(I1C) | C-5(1C) | NH C=0

14a 9,22 156,5 147,2 130,5 3346 1703
14b 9,41 157,9 147,9 129,5 3436 1701
14¢° 9,63 157,1 144,1 130,5 3372 1698

2.2.3.3.3 Naphthotriazepine

R! R2 R! R?
/ /
o) o)
HN HN
15a,b 15¢

Tabelle 11: spektroskopische Daten der Naphthotriazepine 15

'H-NMR-spektrosko- B3C-NMR-spektroskopische IR-spektroskopische
pische Daten (DMSO-ds) Daten (DMSO-ds) & [ppm] Daten
3 [ppm] (KBr) v [cm™]
NH (s, 1H) [ CH, (s, 2H) | C=O (1C) [ C=N (1C) [C5 (1C)|  NH c=0
15a° 9,09 4,86 160,5 133,2 58,8 3337 1685
15b 8,77 5,27 194,2 147,8 52,5 3322 1692
15¢ 8,62 5,05 194,5 147,3 56,9 3363 1691

Die NMR-Spektren des 1,6-Dihydro-1,2,4-triazins 16 finden sich im Anhang (Abbildungen 44
bis 46). Die Daten sind im experimentellen Teil aufgefiihrt.
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2.2.3.4 Strukturabsicherung

Die Reaktion der unsubstituierten Amidrazone mit Ketonen zu Verbindung 13 kann prinzipiell zu
zwei Produkten flihren (s. Schema 18): dem heterocyclischen 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazol 13A
und fiir den Fall, daB die Carbonylkomponente nur am Stickstoff N' angreift, zu der offenkettigen
Analogform 13B.

R! R!
N R 2
0 N7 oA VTR
N X CHs I|‘I __— 145160ppm
H HC Y8090 ppm
HyC” “CHs
13A 138

Schema 18: Signale im *C-NMR-Spektrum der heterocyclischen 13A und offenkettigen 13B
Isomeren

Das Signal mit der chemischen Verschiebung von 80 bis 90 ppm in den "“C-NMR-Spektren
beweist den erfolgten RingschluB in Ubereinstimmung mit Literaturangaben. [Zelenin 1989,
Zelenin 1980] Wenn der RingschluB nicht stattfindet, ist im *C-NMR-Spektrum ein Signal bei 145
bis 160 ppm zu erwarten. [Kadaba 1989]

Im sauren Milieu waren die in der Form 13A vorliegenden 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole 13 nicht
stabil. Um dies ndher zu untersuchen, wurden mit der Verbindung 13d NMR-Experimente
durchgefiihrt. Wurde diese Substanz in DMSO-ds gelost und mit einem Tropfen deuterierter
Trifluoressigsdure versetzt, so war bereits nach einem Tag im *C-NMR-Spektrum zu beobachten,
da} das Signal des Kohlenstoffs in Position 5 des Heterocyclus bei 84,4 ppm kleiner wurde.
Zusitzlich entstand ein Signal mit der chemischen Verschiebung 147,3 ppm, welches auf das Vor-
liegen der Form 13B hindeutete (s. Schema 18). Auch fiir die zwei Methylgruppen war nach dem
Ansduern im “C-NMR-Spektrum ein neues Signal bei 30,6 ppm nachzuweisen (ohne Ansiuern:
26,4 ppm).

Die urspriingliche Vermutung, daf} unter sauren Bedingungen der Ringschluf} reversibel ist und das
Ausgangsamidrazon 9h und Aceton nebeneinander vorliegen, konnte anhand der Daten nicht
bestitigt werden. Im C-NMR-Spektrum des angeséuerten 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazols fehlten
die Signale des Amidrazons. Selbes gilt fiir die 'H-NMR-Spektren, in denen die typischen NH-
Peaks des Ausgangsamidrazons 9h bei 9,97 ppm, 8,99 ppm (NH) und bei 6,25 ppm (NH,) fehlten.
Im '"H-NMR-Spektrum verringerte sich die GroBe der Signale mit der chemischen Verschiebung
von 9,73 ppm (NH) und 1,59 ppm (CHj;) unter dem Einflufl von Trifluoressigsdure innerhalb kurzer
Zeit deutlich. Dafiir waren bei 10,09 ppm und bei 2,06 ppm neue Signale entstanden, die der
offenkettigen tautomeren Form 13B zugeordnet wurden. Bei Einstrahlung einer Zweitfrequenz
entsprechend der chemischen Verschiebung des neu entstandenen Signals der CH;-Gruppen
(2,06 ppm) trat kein NOE auf, da die rdumliche Nahe dieser Gruppen zu den Protonen des
Aromaten und der NH-Gruppe nun nicht mehr gegeben war. Nach elf Tagen hatte sich das
Verhiéltnis der Integrale der NH-Signale auf 1,5 : 1 zugunsten der offenkettigen Form eingestellt (s.
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Abbildungen 36 bis 39).

Auch wenn das 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazol 13d in Chloroform-d gelést und mit deuterierter
Trifluoressigsdure versetzt wurde, waren die gleichen Verinderungen in den '"H-NMR-Spektren zu
beobachten, wie in DMSO.

Beim Stehenlassen der nicht mit Trifluoressigsdure angesduerten Chloroform-Losung wurde jedoch
nach einer Woche eine Zersetzung des Heterocyclus zum Amidrazon 9h festgestellt. In diesem Fall
traten im 'H-NMR-Spektrum die charakteristischen NH-Signale des Amidrazons bei 9,97 ppm,
8,99 ppm und 6,25 ppm auf.

Fiir die Struktur der 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole 13 konnen zwei tautomere Formen 13A und
13C angenommen werden (Schema 19). Mit Hilfe von NOE-Experimenten wurde gezeigt, daB3 die
Heterocyclen in der tautomeren Form 13A vorliegen. [Drutkowski 1999]

!
H H3C H3C
13A 13C

Schema 19: tautomere Formen 13A und 13C der 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole

Die Cyclisierungsreaktion der N'-2-naphthylsubstituierten Amidrazone 9j,p mit Formaldehyd kann
theoretisch zu zwei moglichen Produkten fiihren (Schema 20). Mit 'H, *C-NMR-long-range-
Experimenten wurde nachgewiesen, daBl als Produkt der Cyclisierungsreaktion die Form 15A
vorlag. Es war keine Fernkopplung des C-5-Kohlenstoffes mit irgendeinem Proton zu beobachten.
Bei Vorliegen der isomeren Form 15B sollte eine Kopplung zwischen dem C-5-Kohlenstoff und
dem Proton in Position 6 auftreten.
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O + HCHO
N—n’

_ O)\( N i
9.p - 5

15a,b B

Schema 20: Cyclisierungsreaktion der Amidrazone 9j,p zu den Naphthotriazepinen 15a,b
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2.3 Zusammenfassung: Synthesen

Im Syntheseteil der vorliegenden Arbeit konnte die Palette der in den vergangenen Jahren am
Institut fir Pharmazeutische Chemie synthetisierten Hydrazon-Verbindungen um zahlreiche neue
Vertreter erweitert werden. Die Synthesekonzeption und die Zugangswege zu den Strukturen
blicben dabei im wesentlichen unverdndert. Schwerpunktmifig standen die synthetischen Arbeiten
unter dem Ziel, Amidrazone und hiervon abgeleitete Heterocyclen zu erhalten.

Ausgehend von 2-Chlor-1,3-dicarbonylverbindungen wurden durch Japp-Klingemann-Reaktion
zunichst Carbonsdurearylhydrazonoylchloride erhalten. Diese wurden mit Ammoniak, Anilinen
oder Alkylaminen zu den Amidrazonen umgesetzt. In sauer katalysierten Reaktionen lieen sich
die Amidrazone mit Carbonylverbindungen zu verschiedenen Heterocyclen umsetzen. Als
Carbonylkomponenten kamen in diesen Heterocyclensynthesen Aceton, Acetaldehyd und
Formaldehyd zum Einsatz. Die Synthesen ergaben je nachdem, welche Partner miteinander zur
Reaktion gebracht wurden, fiinfgliedrige (4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole bzw. 1H-1,2,4-Triazole)
oder siebengliedrige Heterocyclen (Naphthotriazepine). Die bevorzugte Richtung des Reaktions-
verlaufs wurde in einer Ubersicht (Schema 17) verallgemeinernd dargestellt. Als Katalysator, um
die sauren Reaktionsbedingungen zu schaffen, eignete sich para-Toluolsulfonsaure.

Eine vollig neuartige Synthese wurde mit der Reaktion eines Amidrazons mit Diacetyl zu einem
1,6-Dihydro-1,2,4-triazin durchgefiihrt. Die Umsetzung der Amidrazone mit 1,2-Dibromethan
gelang dagegen nicht.

Das nicht durch Japp-Klingemann-Reaktion zugidngliche N-methylierte Carbonséurearyl-
hydrazonoylchlorid wurde aus Oxalsdure-2-anilid-1-chlorid und N-Methyl-N-phenylhydrazin und
nachfolgender Chlorierung erhalten. Durch Reaktion mit Piperidin wurde das entsprechende
N>-methylsubstituierte Amidrazon erhalten. Ein alternativer Weg, N’-substituierte Amidrazone
darzustellen, wurde mit der Reaktion von N'-disubstutiverten Amidrazonen mit Formaldehyd
gefunden. Es konnte ein N*-hydroxymethylsubstituiertes Amidrazon isoliert werden.

Alle erstmals synthetisierten Verbindungen wurden hinsichtlich ihrer Struktur mittels 'H- und
C-NMR-Spektroskopie, Massenspektrometrie und IR-Spektroskpoie analytisch untersucht. Die
spektroskopischen Arbeiten dienten der Strukturaufklarung und -absicherung. Mit Hilfe
zweidimensionaler NMR-Spektroskopie und NOE-Experimenten konnte das Vorliegen der
Heterocyclen in den vorgeschlagenen tautomeren bzw. isomeren Formen nachgewiesen werden.
NMR-analytisch wurde auch die Instabilitidt der 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole im sauren Milieu
aufgezeigt. Hier liegen diese Verbindungen in der tautomeren offenkettigen Form vor.

Die weitere Charakterisierung der in der Arbeit beschriebenen neuen Substanzen fand elementar-
analytisch sowie iber den Schmelzpunkt statt.

Fiir die durchgefiihrten Reaktionen wurden im experimentellen Teil der Arbeit allgemeine Arbeits-
vorschriften formuliert, nach denen bei der Synthese weiterer analoger Verbindungen vorgegangen

werden kann.
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2.4 Experimenteller Teil — Synthesen

2.4.1 Allgemeine Angaben

Die angegebenen Schmelzbereiche wurden mit einem Heiztischmikroskop nach Boetius bestimmt
und stellen unkorrigierte Werte dar.

Die Elementaranalyse zur Bestimmung des C-, H-, N-Gehaltes erfolgte an einem Gerét von Leco
im automatischen Mikroverfahren, der Halogengehalt wurde im Halbmikroverfahren titrimetrisch
ermittelt.

DC-Alufolien mit Kieselgel 60 F,s4 der Firma Merck, Darmstadt wurden zur diinnschichtchroma-
tographischen Kontrolle der Reaktionsverldufe und zur Uberpriifung der Reinheit der isolierten
Substanzen verwendet. Als Laufmitte]l wurde, wenn nicht anders angegeben, Chloroform / Ether
(7/ 3, V/V) verwendet. Die Detektion erfolgte nach dem Trocknen der Platten mittels UV-Licht
der Wellenldngen 366 nm und 254 nm und in einigen Féllen durch Besprithen der Platten mit
Bromthymolblaulsung (0,4 g KOH und 0,2 g Bromthymolblau auf 1000 ml Wasser).

Fiir die Flash- und Sdulenchromatographie wurden Kieselgel 60H bzw. Kieselgel 60 der Firma
Merck verwendet.

Zur Aufnahme der einzelnen Spektren dienten folgende Gerite:

- NMR-Spektroskopie: Gemini 2000 und Gemini 200 mit den Arbeitsfrequenzen
399,96 MHz und 199,95 MHz fiir 1H—NMR—Spektren und 100,6 MHz und 50,3 MHz fiir
PC-NMR-Spektren. TMS wurde als interner Standard verwendet. Die chemischen Ver-

schiebungen sind in 0 [ppm] angegeben und beziehen sich auf die Symmetrieachse der
Signale.

- Massenspektroskopie: AMD 402 der Firma AMD INTEDRA (ElektronenstoB3ionisation
bei 70 eV)

- IR-Spektroskopie: Spectrum BX FT-IR der Firma Perkin-Elmer

Fiir die charakteristischen Strukturbausteine sind die Daten der NMR- und IR-Analytik in den
Tabellen 7 bis 11 im Kapitel 2.2.3 aufgefiihrt. In den nachfolgenden Kapiteln sind lediglich die
zusitzlichen Signale in den NMR-Spektren angegeben.
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2.4.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

Allgemeine Arbeitsvorschrift 1 fir die Synthese von N-Aryl-2-chlor-3-oxobutanamiden 3
(AV 1)

In einem Dreihalskolben mit aufgesetzter Destillationsapparatur werden 1,5 mol (190 ml) Acet-
essigester auf 150 — 160 °C erhitzt. Das frisch destillierte oder umkristallisierte Arylamin (0,5 mol;
feste Arylamine werden in einem kleinen Volumen DMF gel6st) wird unter Rithren innerhalb von
30 min zugetropft. Dabei mull die Temperatur im Bereich von 150 — 160 °C gehalten werden. Die
Temperatur wird weiter konstant gehalten bis kein Ethanol oder Ethanol-Ester-Azeotrop mehr
iiberdestilliert. Der Ansatz wird danach auf 80 °C abgekiihlt und der Uberschuf an Acetessigester
im Vakuum abdestilliert. Der Riickstand wird in eine Porzellanschale gebracht und {iber Nacht aus-
kristallisieren gelassen. Der Feststoff wird mit eiskaltem Ether gewaschen und ohne weitere Rei-
nigung der Chlorierung unterzogen.

Zu einer geriihrten Suspension der 1,3-Dicarbonylverbindung (30 mmol) in 150 ml trockenem
Toluol wird langsam eine dquimolare Menge Sulfurylchlorid (4,5 g) getropft. Bei Bedarf wird der
Reaktionsansatz mit Eis gekiihlt. Nach vollstindigem Umsatz der Ausgangsstoffe (DC-Kontrolle)

wird das Produkt abgesaugt und aus dem angegebenen Losungsmittel umkristallisiert.

Allgemeine Arbeitsvorschrift 2 fir die Synthese von Carbonsaurearylhydrazonoylchloriden 4
(AV 2)

Das entsprechende Arylamin (20 mmol) wird in 40 ml halbkonzentrierter Salzsdure gelost und
unter Eiskiihlung bei 0 — 5 °C mit 20 mmol Natriumnitrit (1,4 g in 5 ml Wasser) diazotiert. Die
frisch bereitete Losung des diazotierten Anilins wird tropfenweise zu der gekiihlten Mischung aus
16 g Natriumacetat und 20 mmol 2-Chlor-1,3-dicarbonylverbindung 3 in 100 ml Methanol gege-
ben. Die Temperatur sollte bei diesem Vorgang 5 — 10 °C betragen. Nach zwei Stunden Riihren
wird der Feststoff abgesaugt, gewaschen, getrocknet und aus dem angegebenen Losungsmittel um-
kristallisiert.

Allgemeine Arbeitsvorschrift 3 fiir die Synthese von Amidrazonen 9 und 10 (AV 3)

Eine Losung des Carbonsdurearylhydrazonoylchlorides 4 (20 mmol) in ca. 50 ml Dioxan wird
langsam zur doppelt molaren Menge des Amins gegeben. Im Falle der Umsetzung mit aroma-
tischen Aminen werden jeweils 20 mmol Amin und Triethylamin (2,8 ml) eingesetzt. Feste Amine
werden in wenigen ml Dioxan geldst. Ammoniak wird in methanolischer Losung (5,7 ml einer 7 N
Losung in MeOH) eingesetzt. Man rithrt mindestens zwdlf Stunden bei einer Temperatur von
35 —40 °C. Nachdem das Arylhydrazonoylchlorid vollstindig umgesetzt ist (DC-Kontrolle) wird
der gesamte Reaktionsansatz unter kraftigem Riihren in ca. 300 ml kaltes Wasser eingegossen. Das
Produkt fallt in der Regel sofort - teilweise auch erst nach Stehenlassen - als Feststoff aus.
AnschlieBend wird abgesaugt und aus dem angegebenen Losungsmittel umkristallisiert.

Die N'-unsubstituierten-N>-Arylamidrazone sind, besonders wenn sie nicht ganz rein vorliegen,

nicht stabil. Man bewahrt sie daher unter Sauerstoffausschluf} auf.
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Allgemeine Arbeitsvorschrift 4 fur die Synthese von 5,5-Dialkyl-1-aryl-4,5-dihydro-1H-1,2,4-
triazolen 13 (AV 4)

10 mmol des entsprechenden Amidrazons 9 und 0,1 g para-Toluolsulfonsdure werden in etwa
50 ml des Ketons bzw. Aldehyds geldst. Der Ansatz wird solange unter RiickfluB3 erhitzt, bis der
Ausgangsstoff diinnschichtchromatographisch nicht mehr nachweisbar ist. AnschlieBend wird das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Produkt aus dem angegebenen Losungsmittel um-
kristallisiert.

Erfolgt die Umsetzung sehr langsam und unvollstindig werden zusitzlich 50 ml Ethanol oder

Toluol in das Reaktionsgefd3 gegeben und weiter unter RiickfluB3 erhitzt.

Allgemeine Arbeitsvorschrift 5 fiir die Synthese von 1-Aryl-1H-1,2 4-triazolen 14 (AV 5)

10 mmol des entsprechenden Amidrazons 9 werden in 50 ml Ethanol gel6st. Diese Losung wird
mit 15 mmol Formaldehyd (1,2 ml einer 37 %-igen Losung) und 0,1 g para-Toluolsulfonséure ver-
setzt. Man erhitzt unter Riickflul} bis der Ausgangsstoff diinnschichtchromatographisch nicht mehr
nachweisbar ist. Dann entfernt man das Losungsmittel im Vakuum, nimmt den Riickstand in
Methanol auf und 148t im Tiefkiihlschrank auskristallisieren. Es fdllt zunichst ein Gemisch aus
1H-1,2,4-Triazol und der entsprechenden 4,5-Dihydroverbindung aus. Durch Stehenlassen des
abgesaugten Rohproduktes an der Luft oxidiert dieses zur gewiinschten Verbindung
(DC-Kontrolle). Zum Reinigen des Produktes kristallisiert man aus dem angegebenen Losungs-
mittel um.

Allgemeine Arbeitsvorschrift 6 fir die Synthese von arylkondensierten Dihydro-[1,2,4]-tri-
azepinen 15 (AV 6)

10 mmol des entsprechenden Amidrazons 9, 15 mmol Formaldehyd (1,2 ml einer 37 %-igen
Losung) und 0,1 g para-Toluolsulfonsdure werden in 50 ml Ethanol unter Riickfluf3 erhitzt. Nach
kurzer Zeit farbt sich der Reaktionsansatz intensiv gelb. Man erhitzt noch weitere 30 Minuten.
Beim Abkiihlen fallt das Produkt aus. Man saugt ab und kristallisiert aus dem angegebenen
Losungsmittel um.
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2.4.3 Synthetisierte Verbindungen

2.4.3.1 2-Chlor-1,3-dicarbonylverbindungen

Nach Literaturvorschriften wurden die Verbindungen 3a [Biilow 1924], 3b,c [Kettrup 1970] und
3d [Frohberg 2002 (2)] synthetisiert.

2-Chlor-N-(4-fluorphenyl)-3-oxobutanamid (3e): (publiziert in [Frohberg 2001 (2)]) Die Ver-
bindung wurde aus 4-Fluoranilin (11,1 g, 100 mmol), Acetessigester (39 g, 300 mmol) und Sul-
furylchlorid (13,4 g, 100 mmol) nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 1 synthetisiert. Nach
Umkristallisieren aus Ethanol wurden 8,0 g (35 %) der Verbindung 3e als weifle Nadeln erhalten.
Fp: 126-127 °C. '"H-NMR (DMSO-dc): & [ppm] = 2,29 (s, 3H, CH;), 5,33 (s, 1H, CHCI), 10,71 (s,
1H, CONH), 7,2-7,6 (4H, Ar-H). "C-NMR (DMSO-d): & [ppm] = 26,9 (1C, CH3), 63,8 (1C, CH),
115,8-159,1 (6C, Ar-C), 163,2 (1C, CONH), 197,5 (1C, COCHj3). IR (KBr): v [em™'] = 3236 (NH),
1728, 1647 (C=0). MS m/z: 229 ([M]’, 25), 111 (100). Elementaranalyse C;,HoNO,CIF (229,6)
ber.: C 52,30 %, H 3,95 %, N 6,10 %, Cl 15,44 %, F 8,27 %; gef.: C 52,11 %, H 3,95 %, N 6,12 %,
Cl115,40 %, F 7,92 %.

2.4.3.2 Carbonsaurearylhydrazonoylchloride
Nach Literaturvorschriften wurden die Verbindungen 4a,c,m,n,o0 [Frohberg 1995] synthetisiert.

2-Anilino-N-(2-fluorphenyl)-2-oxoethanhydrazonoylchlorid (4b): (publiziert in [Frohberg 2002
(1)]) Die Verbindung wurde aus 2-Chlor-N-phenyl-3-oxobutanamid (3a) (4,2 g, 20 mmol) und
2-Fluoranilin (2,2 g, 20 mmol) nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 2 synthetisiert. Nach
Umkristallisieren aus Chloroform/ Heptan wurden 4,1 g (70 %) der Verbindung 4b als feine, hell-
gelbe Nadeln erhalten. Fp: 129-134 °C. '"H-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 7 und & [ppm] = 7,02-7,92
(9H, Ar-H), 10,14 (s, 1H, CONH). *C-NMR (DMSO-d¢): s. Tab. 7 und & [ppm] = 115,6-152,2
(12C, Ar-C). MS m/z: 291 ([M]’, 100). Elementaranalyse C,4H;,N;OCIF (291,7) ber.: C 57,65 %,
H 3,80 %, N 14,40 %, C1 12,15 %, F 6,51 %; gef.: C 57,26 %, H 3,67 %, N 14,44 %, C1 12,16 %,
F 6,41 %.

2-Anilino-N-(3-fluorphenyl)-2-oxoethanhydrazonoylchlorid (4d): (publiziert in [Drutkowski
2002]) Die Verbindung wurde aus 2-Chlor-N-phenyl-3-oxobutanamid (3a) (4,2 g, 20 mmol) und
3-Fluoranilin (2,2 g, 20 mmol) nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 2 synthetisiert. Nach
Umkristallisieren aus Chloroform/ Heptan wurden 4,8 g (82 %) der Verbindung 4d als weifle Na-
deln erhalten. Fp: 168-170 °C. '"H-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 7 und & [ppm] = 6,7-7,7 (9H, Ar-H),
10,45 (s, 1H, CONH). "C-NMR (DMSO-de): s. Tab. 7 und & [ppm] = 101,9-163,4 (12C, Ar-C).
MS m/z: 291 ([M]’, 72), 93 (100). Elementaranalyse C;;H;N;OCIF (291,7) ber.: C 57,65 %,
H 3,80 %, N 14,40 %, C1 12,15 %, F 6,51 %; gef.: C 57,82 %, H 3,78 %, N 14,30 %, CI 12,06 %,
F 6,52 %.



Experimenteller Teil — Synthesen 37

2-Anilino-2-oxo-N-[2-oxo0-4-(trifluormethyl)-2H-chromen-7-yllethanhydrazonoylchlorid (4e):
Die Verbindung wurde aus 2-Chlor-N-phenyl-3-oxobutanamid (3a) (4,2 g, 20 mmol) und
7-Amino-4-(trifluormethyl)-2H-chromen-2-on (4,6 g, 20 mmol) nach der allgemeinen Arbeitsvor-
schrift AV 2 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Chloroform/ Aceton wurden 2,5 g (30 %) der
Verbindung 4e als feine, hellgelbe Nadeln erhalten. Fp: 231-236 °C. '"H-NMR (DMSO-dy): s.
Tab. 7 und & [ppm] = 7,1-7.8 (8H, Ar-H), 10,90 (s, 1H, CONH), 6,81 (s, 1H, CH=C). "C-NMR
(DMSO-d¢): s. Tab. 7 und & [ppm] = 102,1-156,8 (12C, Ar-C), 155,8 (1C, C=0), 113,5 (1C,
CCF;), 112,8 (1C, CF;). MS m/z: 409 ([M]", 78), 93 (100). Elementaranalyse C;sH;;N;0;CIF;
(409,8) ber.: C 52,76 %, H 2,70 %, N 10,25 %, CI 8,65 %, F 13,91 %; gef.: C 52,39 %, H 2,67 %,
N 9,99 %, C1 8,61 %, F 13,97 %.

N-(2-Chlorphenyl)-2-[(2-chlorphenyl)amino]-2-oxoethanhydrazonoylchlorid (4f): (publiziert
in [Frohberg 2002 (1)]) Die Verbindung wurde aus 2-Chlor-N-(2-chlorphenyl)-3-oxobutanamid
(3b) (4,9 g, 20 mmol) und 2-Chloranilin (2,5 g, 20 mmol) nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AV 2 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Chloroform/ Heptan wurden 4,2 g (60 %) der Ver-
bindung 4f als schwach gelbe Nadeln erhalten. Fp: 170-172 °C. 'H-NMR (DMSO-de): s. Tab. 7
und & [ppm] = 7,0-7,9 (8H, Ar-H), 10,00 (s, 1H, CONH). C-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 7 und
S [ppm] = 117,0-137,7 (12C, Ar-C). MS m/z: 341 (IM]’, 50), 127 (100). Elementaranalyse
C14HoN;OCl; (342,6) ber.: C 49,08 %, H 2,94 %, N 12,26 %, Cl 31,04 %; gef.: C 48,63 %,
H 2,81 %, N 12,20 %, C1 31,05 %.

N-(2-Chlorphenyl)-2-[(2-cyanophenyl)amino]-2-oxoethanhydrazonoylchlorid (4g): (publiziert
in [Frohberg 2002 (1)]) Die Verbindung wurde aus 2-Chlor-N-(2-chlorphenyl)-3-oxobutanamid
(3b) (4,9 g, 20 mmol) und 2-Cyanoanilin (2,1 g, 20 mmol) nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AV 2 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Chloroform/ Heptan wurden 3,7 g (55 %) der Ver-
bindung 4g als weiBe Kristalle erhalten. Fp: 165-167 °C. 'H-NMR (DMSO-d¢): s. Tab. 7 und
S [ppm] = 7,1-7,8 (8H, Ar-H), 9,75 (s, 1H, CONH). "C-NMR (DMSO-d): s. Tab. 7 und & [ppm] =
113,6-144,6 (12C, Ar-C). MS m/z: 332 (IM]", 20), 297 (100). Elementaranalyse C,sH,,N,OCl,
(333,2) ber.: C 54,08 %, H 3,02 %, N 16,81 %, C1 21,28 %; gef.: C 54,01 %, H 2,99 %, N 16,77 %,
C121,27 %.

N-(3-Chlorphenyl)-2-[(2-chlorphenyl)amino]-2-oxoethanhydrazonoylchlorid (4h): (publiziert
in [Frohberg 2002 (1)]) Die Verbindung wurde aus 2-Chlor-N-(2-chlorphenyl)-3-oxobutanamid
(3b) (4,9 g, 20 mmol) und 3-Chloranilin (2,5 g, 20 mmol) nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AV 2 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Chloroform wurden 2,8 g (41 %) der Verbindung
4h als blaBgelbe Nadeln erhalten. Fp: 206-209 °C. 'H-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 7 und & [ppm] =
7,0-7,8 (8H, Ar-H), 9.89 (s, 1H, CONH). "C-NMR (DMSO-d;): s. Tab. 7 und & [ppm] =
113,5-144,5 (12C, Ar-C). MS m/z: 341 (IM]", 35), 127 (100). Elementaranalyse C;4H;,N;0Cl;
(342,6) ber.: C 49,08 %, H 2,94 %, N 12,26 %, C1 31,04 %; gef.: C 48,63 %, H 2,76 %, N 12,25 %,
C130,52 %.

4-(2-{1-Chlor-2-[(2-chlorphenyl)amino]-2-oxoethyliden}hydrazino)benzoesaure (4i): Die Ver-
bindung wurde aus 2-Chlor-N-(2-chlorphenyl)-3-oxobutanamid (3b) (4,9 g, 20 mmol) und
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4-Aminobenzoesdure (2,7 g, 20 mmol) nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 2 synthetisiert.
Nach Umkristallisieren aus Chloroform/ Heptan wurden 4,4 g (63 %) der Verbindung 4i als weille
Kristalle erhalten. Fp: > 360 °C. 'H-NMR (DMSO-d¢): s. Tab. 7 und & [ppm] = 7,2-7,9 (8H, Ar-H),
10,78 (s, 1H, CONH), 10,13 (s, 1H, COOH). "C-NMR (DMSO-dc): s. Tab. 7 und & [ppm] =
114,2-146,7 (12C, Ar-C), 167,2 (1C, COOH). MS m/z: 353 (IM]’, 33), 127 (100).
Elementaranalyse C,sH;;N;05Cl, (352,2) ber.: C 51,16 %, H 3,15 %, N 11,93 %, CI 20,13 %; gef.:
C 51,11 %, H 3,20 %, N 11,67 %, C1 19,75 %.

N-(2-Chlorphenyl)-2-[(3-chlorphenyl)amino]-2-oxoethanhydrazonoylchlorid (4j): (publiziert
in [Frohberg 2002 (1)]) Die Verbindung wurde aus 2-Chlor-N-(3-chlorphenyl)-3-oxobutanamid
(3c) (4,9 g, 20 mmol) und 2-Chloranilin (2,5 g, 20 mmol) nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AV 2 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Chloroform/ Aceton wurden 3,4 g (50 %) der Ver-
bindung 4j als weiBe Plittchen erhalten. Fp: 184-188 °C. '"H-NMR (DMSO-d¢): s. Tab. 7 und
& [ppm] = 7,0-8,0 (8H, Ar-H), 10,33 (s, 1H, CONH). "C-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 7 und & [ppm]
=117,2-139,7 (12C, Ar-C). MS m/z: 341 ([M]", 65), 127 (100). Elementaranalyse C;4H;,N;0Cl;
(342,6) ber.: C 49,08 %, H 2,94 %, N 12,26 %, C1 31,04 %; gef.: C 48,98 %, H 2,99 %, N 12,20 %,
C130,92 %.

N-(3-Chlorphenyl)-2-[(4-chlorphenyl)amino]-2-oxoethanhydrazonoylchlorid (4k): (publiziert
in [Frohberg 2002 (1)]) Die Verbindung wurde aus 2-Chlor-N-(4-chlorphenyl)-3-oxobutanamid
(3d) (4,9 g, 20 mmol) und 3-Chloranilin (2,5 g, 20 mmol) nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AV 2 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Chloroform/ Aceton wurden 4,4 g (65 %) der Ver-
bindung 4k als weifle Kristalle erhalten. Fp: 200-204 °C. 'H-NMR (DMSO-d,): s. Tab. 7 und
 [ppm] = 7,0-7,8 (8H, Ar-H), 10,26 (s, IH, CONH). *C-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 7 und & [ppm]
= 113,7-144,6 (12C, Ar-C). MS m/z: 341 ([M], 35), 127 (100). Elementaranalyse C,;4H;,N;0Cl;
(342,6) ber.: C 49,08 %, H 2,94 %, N 12,26 %, C1 31,04 %; gef.: C 48,89 %, H 2,91 %, N 12,28 %,
C131,01 %.

N-(3-Acetylphenyl)-2-[(4-fluorphenyl)amino]-2-oxoethanhydrazonoylchlorid (4l): (publiziert
in [Drutkowski 2002]) Die Verbindung wurde aus 2-Chlor-N-(4-fluorphenyl)-3-oxobutanamid (3e)
(4,6 g, 20 mmol) und 1-(3-Aminophenyl)ethanon (2,7 g, 20 mmol) nach der allgemeinen Arbeits-
vorschrift AV 2 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Methanol wurden 4,2 g (63 %) der Ver-
bindung 4l als kurze, dunkelgelbe Nadeln erhalten. Fp: 232-234 °C. 'H-NMR (DMSO-dy): s.
Tab. 7 und & [ppm] = 6,9-7,8 (8H, Ar-H), 10,15 (s, 1H, CONH). "C-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 7
und d[ppm] = 114,4-160,9 (12C, Ar-C). MS m/z: 333 ([M], 100). Elementaranalyse
Ci6H13N;0,CIF (333,7) ber.: C 57,58 %, H 3,92 %, N 12,59 %, CI 10,62 %, F 5,69 %; gef.:
C 57,70 %, H 4,02 %, N 12,51 %, C1 10,59 %, F 5,78 %.

2-(2-Methyl-2-phenylhydrazino)-2-oxo-N-phenylacetamid (7): (publiziert in [Frohberg 2002
(1)]) Oxalséure-2-anilid-1-chlorid (6) [I.G. Farben 1929] (9,1 g, 50 mmol) und 1-Methyl-1-phenyl-
hydrazin (6,1 g, 50 mmol) werden in trockenem Toluol bei Raumtemperatur geriihrt bis diinn-
schichtchromatographisch kein Ausgangsstoff mehr nachweisbar ist (Laufmittel fir DC:
Hexan/ Ethylacetat = 5 / 7). Der Feststoff wird abgesaugt, mit Toluol und Methanol griindlich ge-
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waschen und aus Chloroform/ Heptan umkristallisiert. Es wurden 6,7 g (50 %) der Verbindung 7
als amorpher Feststoff erhalten. Fp: 230-231 °C. 'H-NMR (DMSO-dq): & [ppm] = 6,8-7,8 (10H,
Ar-H), 3,13 (s, 3H, CHs), 10,69 (s, 1H, CONH), 11,00 (s, IH, CONHN). "C-NMR (DMSO-d,):
O [ppm] = 112,7-149,3 (12C, Ar-C), 39,9 (1C, CHj;), 158,8 (1C, CONH), 159,9 (1C, CONHN). IR
(KBr): v [em'] = 3300, 3244 (NH), 1755 (C=0). MS m/z: 269 ([M]", 100). Elementaranalyse
Ci5HisN30, (269,3) ber.: C 66,90 %, H 5,61 %, N 15,60 %; gef.: C 66,61 %, H 5,63 %, N 15,33 %.

2-Anilino-N-methyl-2-oxo-N-phenylethanhydrazonoylchlorid (8): (publiziert in [Frohberg 2002
(1)]) 2-(2-Methyl-2-phenylhydrazino)-2-oxo-N-phenylacetamid (7) (5,4 g, 20 mmol) werden in
35 ml trockenem Toluol suspendiert. Dazu wird langsam Phosphorpentachlorid (4,1 g, 20 mmol)
gegeben und vier Stunden bei 60 °C geriihrt. Dann wird der Ansatz auf Eis gegossen, mit Ether
ausgeschiittelt, mit Wasser gewaschen und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohpro-
dukt wird sdulenchromatographisch mit Toluol als Laufmittel gereinigt. Umkristallisation aus
Chloroform/ Heptan ergab 2,9 g (50 %) der Verbindung 8 als feine, hellgelbe Nadeln erhalten. Fp:
126-131 °C. '"H-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 7 und & [ppm] = 7,1-7,7 (10H, Ar-H), 10,05 (s, 1H,
CONH). PC-NMR (DMSO-de): s. Tab. 7 und & [ppm] = 117,5-147,9 (12C, Ar-C). MS m/z: 287
(IM]", 45), 105 (100). Elementaranalyse C;sH;4N;OCl (287,8) ber.. C 62,61 %, H 4,90 %,
N 14,60 %, CI 12,32 %; gef.: C 62,30 %, H 4,91 %, N 14,52 %, C1 12,36 %.

2.4.3.3 Amidrazone

Nach Literaturvorschriften wurden die Verbindungen 9a, 10b [Frohberg], 9e [Keilhau 1991], 9n,q
[Frohberg 1995] synthetisiert.

2-Amino-2-[(2-fluorphenyl)hydrazono]-N-phenyl-acetamid (9b): (publiziert in [Drutkowski
2002]) Die Verbindung wurde aus 2-Anilino-N-(2-fluorphenyl)-2-oxoethanhydrazonoylchlorid
(4b) (5,8 g, 20 mmol) und Ammoniak nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 3 synthetisiert.
Nach Umkristallisieren aus Methanol wurden 2,8 g (52 %) der Verbindung 9b als gelbe Kristalle
erhalten. Fp: 158-160 °C. '"H-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 8 und & [ppm] = 6,7-7,8 (9H, Ar-H), 9,80
(s, IH, CONH). PC-NMR (DMSO-dc): s. Tab. 8 und & [ppm] = 115,6-150,9 (12C, Ar-C). MS n/z:
272 ([M]’, 100). Elementaranalyse C,;H;3sN,OF (272,3) ber.: C 61,76 %, H 4,81 %, N 20,57 %,
F 6,98 %,; gef.: C 61,62 %, H 4,79 %, N 20,60 %, F 7,01 %.

2-Amino-2-[(3-trifluormethylphenyl)hydrazono]-N-phenyl-acetamid (9c): Die Verbindung
wurde aus 2-Anilino-N-(3-trifluormethylphenyl)-2-oxoethanhydrazonoylchlorid (4c) (6,8 g,
20 mmol) und Ammoniak nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 3 synthetisiert. Nach Um-
kristallisieren aus Chloroform/ Heptan wurden 4,1 g (64 %) der Verbindung 9c als braunes Pulver
erhalten. Fp: 170-173 °C. '"H-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 8 und & [ppm] = 7,0-7,8 (9H, Ar-H), 9,91
(s, IH, CONH). PC-NMR (DMSO-d,): s. Tab. 8 und & [ppm] = 108,4-146,4 (12C, Ar-C). MS m/z:
322 ([M], 100). Elementaranalyse C;sH;3N,OF; (322,3) ber.: C 55,90 %, H 4,06 %, N 17,38 %,
F 17,68 %; gef.: C 55,85 %, H 4,18 %, N 17,22 %, F 17,52 %.
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2-Amino-2-[(3-fluorphenyl)hydrazono]-N-phenyl-acetamid (9d): (publiziert in [Drutkowski
2002]) Die Verbindung wurde aus 2-Anilino-N-(3-fluorphenyl)-2-oxoethanhydrazonoylchlorid
(4d) (5,8 g, 20 mmol) und Ammoniak nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 3 synthetisiert.
Nach Umkristallisieren aus Chloroform/ Heptan wurden 4,0 g (74 %) der Verbindung 9d als
weiBes Pulver erhalten. Fp: 175-178 °C. '"H-NMR (DMSO-d): s. Tab. 8 und & [ppm] = 6,4-7,8
(9H, Ar-H), 9,83 (s, 1H, CONH). “C-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 8 und & [ppm] = 104,2-164,9
(12C, Ar-C). MS m/z: 272 ([M]’, 100). Elementaranalyse C;,H;3N,OF (272,3) ber.: C 61,76 %,
H 4,81 %, N 20,57 %, F 6,98 %; gef.: C 61,52 %, H 4,96 %, N 20,53 %, F 6,93 %.

2-Amino-N-(2-chlorphenyl)-2-[(2-chlorphenyl)hydrazono]acetamid (9f): (publiziert in [Drut-
kowski 2002]) Die Verbindung wurde aus N-(2-Chlorphenyl)-2-[(2-chlorphenyl)amino]-2-
oxoethanhydrazonoylchlorid (4f) (6,8 g, 20 mmol) und Ammoniak nach der allgemeinen Arbeits-
vorschrift AV 3 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Chloroform/ Heptan wurden 4,8 g (75 %)
der Verbindung 9f als weifie Nadeln erhalten. Fp: 172-174 °C. '"H-NMR (DMSO-d,): s. Tab. 8 und
0 [ppm] = 6,8-8,2 (8H, Ar-H), 9,96 (s, IH, CONH). BC-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 8 und & [ppm] =
114,6-142,0 (12C, Ar-C). MS m/z: 322 ([M]", 100). Elementaranalyse C,,H;,N,OCl, (323,2) ber.:
C 52,03 %, H 3,74 %, N 17,33 %, C1 21,94 %; gef.: C 51,64 %, H 3,69 %, N 16,97 %, C1 21,80 %.

2-Amino-N-(2-chlorphenyl)-2-[(2-cyanophenyl)hydrazono]acetamid (99): (publiziert in [Drut-
kowski 2002]) Die Verbindung wurde aus 2-[(2-Chlorphenyl)amino]-N-(2-cyanophenyl)-2-
oxoethanhydrazonoylchlorid (4g) (6,6 g, 20 mmol) und Ammoniak nach der allgemeinen Arbeits-
vorschrift AV 3 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Chloroform/ Ethanol wurden 4,7 g
(76 %) der Verbindung 9g als amorpher, schwach gelber Feststoff erhalten. Fp: 222-223 °C.
"H-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 8 und o [ppm] = 6,8-8,0 (8H, Ar-H), 9,71 (s, 1H, CONH). BC.NMR
(DMSO-dy): s. Tab. 8 und & [ppm] = 114,9-147,6 (12C, Ar-C). MS m/z: 313 ([M]’, 10), 135 (100).
Elementaranalyse C;sH;,NsOCI (313,75) ber.: C 57,43 %, H 3,85 %, N 22,32 %, Cl 11,30 %; gef.:
C 57,22 %,H 3,76 %, N 21,94 %, C1 11,16 %.

2-Amino-N-(2-chlorphenyl)-2-[(3-chlorphenyl)hydrazono]acetamid (9h): (publiziert in [Drut-
kowski 2002]) Die Verbindung wurde aus N-(3-Chlorphenyl)-2-[(2-chlorphenyl)amino]-2-
oxoethanhydrazonoylchlorid (4h) (6,5 g, 20 mmol) und Ammoniak nach der allgemeinen Arbeits-
vorschrift AV 3 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Chloroform/ Heptan wurden 3,9 g (62 %)
der Verbindung 9h als weiBe Kristalle erhalten. Fp: 192-194 °C. '"H-NMR (DMSO-dg): s. Tab. 8
und & [ppm] = 6,7-8,2 (8H, Ar-H), 9,97 (s, 1H, CONH). "C-NMR (DMSO-d,): s. Tab. 8 und
S [ppm] = 111,0-147,3 (12C, Ar-C). MS m/z: 322 ([M]’, 100). Elementaranalyse C,,H;,N,OCl,
(323,2) ber.: C 52,03 %, H 3,74 %, N 17,33 %, C1 21,94 %; gef.: C 52,10 %, H 3,71 %, N 17,23 %,
C121,78 %.

4-(2-{1-Amino-2-[(2-chlorphenyl)amino]-2-oxoethyliden}hydrazino)benzoesdure  (9i): Die
Verbindung wurde aus 4-(2-{1-Chlor-2-[(2-chlorphenyl)amino]-2-oxoethyliden } hydrazino)benzoe-
sdure (41) (7,0 g, 20 mmol) und Ammoniak nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 3 syntheti-
siert. Nach Umkristallisieren aus Chloroform/ Heptan und Dioxan wurden 3,4 g (51 %) der Ver-
bindung 9i als dunkelgelbe Kristalle erhalten. Fp: 256-260 °C. '"H-NMR (DMSO-d,): s. Tab. 8 und
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0 [ppm] = 7,0-8,2 (8H, Ar-H), 9,97 (s, IH, CONH). BC-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 8 und & [ppm] =
111,2-149,3 (12C, Ar-C). MS m/z: 332 ([M]’, 100). Elementaranalyse C,sH;3N,05Cl (332,8) ber.:
C 54,14 %, H 3,94 %, N 16,83 %, Cl 10,65 %,; gef.: C 54,23 %, H 4,12 %, N 16,69 %, C1 10,47 %.

N-(3-Chlorphenyl)-2-[(2-chlorphenyl)hydrazono]-2-(2-naphthylamino)acetamid (9j): (publi-
ziert in [Drutkowski 2002]) Die Verbindung wurde aus N-(2-Chlorphenyl)-2-[(3-chlor-
phenyl)amino]-2-oxoethanhydrazonoylchlorid (4j) (6,8 g, 20 mmol) und 2-Naphthylamin (2,9 g,
20 mmol) nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 3 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus
Methanol und Chloroform/ Heptan wurden 5,9 g (66 %) der Verbindung 9j als kleine, weifle Na-
deln erhalten. Fp: 198-200 °C. "H-NMR (DMSO-dq): s. Tab. 8 und & [ppm] = 6,8-7,9 (15H, Ar-H),
10,44 (s, 1H, CONH). "C-NMR (DMSO-d,): s. Tab. 8 und & [ppm] = 112,0-140,2 (22C, Ar-C).
MS m/z: 448 ([M]’, 100). Elementaranalyse C,4H;sN,OCl, (449,3) ber.: C 64,16%, H 4,04%,
N 12,47%, C1 15,78%; gef.: C 64,50%, H 4,05%, N 12,26%, CI 15,36%.

Fiir die Reaktionskontrolle mittels DC wurde als Laufmittel Toluol verwendet.

2-Amino-N-(4-chlorphenyl)-2-[(3-chlorphenyl)hydrazono]acetamid (9K): (publiziert in [Drut-
kowski 2002]) Die Verbindung wurde aus N-(3-Chlorphenyl)-2-[(4-chlorphenyl)amino]-2-
oxoethanhydrazonoylchlorid (4K) (6,8 g, 20 mmol) und Ammoniak nach der allgemeinen Arbeits-
vorschrift AV 3 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Chloroform/ Heptan wurden 4,7 g (74 %)
der Verbindung 9K als weiBer, amorpher Feststoff erhalten. Fp: 188-189 °C. 'H-NMR (DMSO-d):
s. Tab. 8 und & [ppm] = 6,7-7,8 (8H, Ar-H), 9,99 (s, IH, CONH). *C-NMR (DMSO-d,): s. Tab. 8
und & [ppm] = 111,1-147,2 (12C, Ar-C). MS m/z: 322 ([M]’, 100). Elementaranalyse
C14H1uN4OCl, (323,2) ber.: C 52,03 %, H 3,74 %, N 17,33 %, Cl 21,94 %; gef.: C 52,05 %,
H 3,67 %, N 17,01 %, C121,37 %.

2-[(3-Acetylphenyl)hydrazono]-2-amino-N-(4-fluorphenyl)acetamid (91): (publiziert in [Drut-
kowski 2002]) Die Verbindung wurde aus N-(3-Acetylphenyl)-2-[(4-fluorphenyl)amino]-2-
oxoethanhydrazonoylchlorid (4l) (6,6 g, 20 mmol) und Ammoniak nach der allgemeinen Arbeits-
vorschrift AV 3 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Chloroform/ Heptan wurden 5,4 g (86 %)
der Verbindung 9l als gelber Feststoff erhalten. Fp: 232-234 °C. '"H-NMR (DMSO-d,): s. Tab. 8
und & [ppm] = 7,1-7,8 (8H, Ar-H), 9,92 (s, 1H, CONH). "C-NMR (DMSO-d,): s. Tab. 8 und
& [ppm] = 111,9-159,7 (12C, Ar-C). MS m/z: 314 ([M]", 100). Elementaranalyse C;sH;sN,O,F
(314,3) ber.: C 61,14 %, H 4,81 %, N 17,82 %, F 6,04 %; gef.: C 60,56 %, H 4,86 %, N 17,62 %,
F 6,22 %.

Ethyl-2-amino-2-phenylhydrazonoacetat (9m): Die Verbindung wurde aus Ethyl-chlor-phenyl-
hydrazonoacetat (4m) (4,5 g, 20 mmol) und Ammoniak nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AV 3 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Chloroform/ Heptan wurden 1,0 g (48 %) der
Verbindung 9m als griin-gelbe Kristalle erhalten. Fp: 124-126 °C. '"H-NMR (DMSO-d,): s. Tab. 8
und & [ppm] = 6,7-7,2 (5H, Ar-H), 1,27 (t, 3H, CH3), 4,21 (q, 2H, CH,). "C-NMR (DMSO-dy): s.
Tab. 8 und & [ppm] = 112,4-145,9 (6C, Ar-C), 60,9 (1C, CH,), 14,0 (1C, CH;). MS m/z: 207 ([M]’,
100). Elementaranalyse C;oH3N3O, (207,3) ber.. C 57,96 %, H 6,32 %, N 20,27 %; gef.:
C 57,83 %, H 6,36 %, N 20,06 %.
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N?-(4-Chlorphenyl)-N'-(1-naphthyl)-2-oxopropanhydrazonamid (90): Die Verbindung wurde
aus N-(4-Chlorphenyl)-2-oxopropanhydrazonoyl chlorid (4n) (4,6 g, 20 mmol) und 1-
Naphthylamin (2,9 g, 20 mmol) nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 3 synthetisiert. Nach
Umkristallisieren aus Chloroform/ Heptan wurden 6,1 g (91 %) der Verbindung 90 als gelbe
Kristalle erhalten. Fp: 135-136 °C. 'H-NMR (DMSO-d¢): s. Tab. 8 und & [ppm] = 7,2-8,3 (11H,
Ar-H), 2,49 (s, 3H CH;). "C-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 8 und & [ppm] = 110,2-143,6 (16C, Ar-C),
25,4 (1C, CH;). MS m/z: 337 ([M]", 100). Elementaranalyse C,oH;(N;OCl (337,8) ber.: C 67,56 %,
H 4,77 %, N 12,44 %, C1 10,49 %; gef.: C 67,22 %, H 4,57 %, N 12,09 %, C1 10,44 %.

NZ-(4-Chlorphenyl)-N*-(2-naphthyl)-2-oxopropanhydrazonamid (9p): Die Verbindung wurde
aus N-(4-Chlorphenyl)-2-oxopropanhydrazonoylchlorid (4n) (4,6 g, 20 mmol) 2-Naphthylamin
(2,9 g 20mmol) nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 3 synthetisiert. Nach
Umkristallisieren aus Chloroform/ Heptan wurden 4,6 g (68 %) der Verbindung 9p als gelb-braune
Kristalle erhalten. Fp: 140-142 °C. '"H-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 8 und & [ppm] = 7,1-8,0 (11H,
Ar-H), 2,52 (s, 3H, CH;). C-NMR (DMSO-d,): s. Tab. 8 und & [ppm] = 109,4-143,1 (16C, Ar-C),
24,9 (1C, CH;). MS m/z: 337 ([M]’, 100). Elementaranalyse CoHsN;OCI (337,8) ber.: C 67,56 %,
H 4,77 %, N 12,44 %, C1 10,49 %; gef.: C 67,18 %, H 4,76 %, N 12,21 %, C1 10,54 %.

Methyl-6-amino-6-[(4-fluorphenyl)hydrazono]-5-oxohexanoat (9r): Die Verbindung wurde aus
Methyl-6-chlor-6-[(4-fluorphenyl)hydrazono]-5-oxohexanoat (40) (6,0 g, 20 mmol) und
Ammoniak nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 3 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus
Chloroform/ Heptan wurden 3,8 g (65 %) der Verbindung 9r als gelbe Kristalle erhalten. Fp:
127-129 °C. '"H-NMR (DMSO-d,): s. Tab. 8 und & [ppm] = 7,0-7,2 (4H, Ar-H), 1,78 (quint., 2H,
CH,), 2,33 (t, 2H, CH,), 2,88 (t, 2H, CH,), 3,56 (s, 3H, CH;0). C-NMR (DMSO-de): s. Tab. 8
und O [ppm] = 114,9-158,8 (6C, Ar-C), 21,4 (1C, CH,), 34,0 (1C, CH,), 35,4 (1C, CH,), 52,6 (1C,
CH;0). MS m/z: 281 ([M]", 100). Elementaranalyse C;;H;sN;OsF (281,3) ber.: C 55,51 %,
H 5,73 %, N 14,93 %, F 6,75 %; gef.: C 55,60 %, H 5,57 %, N 14,98 %, F 6,86 %.

Methyl-6-amino-6-[(3-nitrophenyl)hydrazono]-5-oxohexanoat (9s): Die Verbindung wurde aus
Methyl-6-chlor-6-[(3-nitrophenyl)hydrazono]-5-oxohexanoat (4p) (6,6 g, 20 mmol) und Ammo-
niak nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 3 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Chloro-
form/ Heptan wurden 3.4 g (56 %) der Verbindung 9s als rote Kristalle erhalten. Fp: 147-149 °C.
'H-NMR (DMSO-de): s. Tab. 8 und & [ppm] = 7,4-8,0 (4H, Ar-H), 3,57 (s, 3H, CH;0), 2,93 (t, 2H,
CH,CO), 2,34 (t, 2H, CH,COO0), 1,80 (quint., 2H, CH,). "C-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 8 und
O [ppm] = 107,6-150,4 (6C, Ar-C), 52,6 (1C, CH;0), 35,6 (1C, CH,CO), 34,0 (1C, CH,COO), 21,2
(1C, CH,). MS m/z: 308 ([M]", 100). Elementaranalyse C,;H;sN,Os (308,4) ber.: C 50,64 %,
H 5,23 %, N 18,17 %; gef.: C 50,51 %, H 5,19 %, N 18,14 %.

2-{[2-Oxo-4-(trifluormethyl)-2H-chromen-7-yllhydrazono}-2-piperidyl-N-phenylacetamid

(10a): Die Verbindung wurde aus 2-Anilino-2-0x0-N-[2-ox0-4-(trifluormethyl)-2H-chromen-7-
yl]ethanhydrazonoylchlorid (4€) (8,2 g, 20 mmol) und Piperidin (4,0 ml, 40 mmol) nach der allge-
meinen Arbeitsvorschrift AV 3 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Heptan wurden 6,1 g
(67 %) der Verbindung 10a als orangefarbene Kristalle erhalten. Fp: 215-218 °C. 'H-NMR
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(DMSO-ds): s. Tab. 8 und o [ppm] = 6,5-8,6 (8H, Ar-H), 11,54 (s, 1H, CONH), 6,48 (s, 1H,
CH=C), -0,02 (s, 6H, 3CH,), 3,31 (s, 4H, 2CH,). "C-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 8 und & [ppm] =
120,3-156,6 (12C, Ar-C), 23,4 (1C, CH,), 25,9 (2C, 2CH,), 51,3 (2C, 2CH,), 141,0 (1C, CCFy),
159,6 (1C, C=0), 110,8 (1C, C=C), 125,1, 113,5, 107,7, 102,8 (1C, CF5). MS m/z: 458 ([M]’,
100). Elementaranalyse C,3H,1N4O;F; (458,5) ber.: C 60,26 %, H 4,61 %, N 12,22 %, F 12,43 %j;
gef.: C 59,93 %, H 4,51 %,N 11,83 %, F 11,73 %.

2-[Methyl(phenyl)hydrazono]-N-phenyl-2-piperidin-1-ylacetamid (11): Die Verbindung wurde
aus 2-Anilino-2-oxo-N-phenylethanhydrazonoylchlorid (8) (5,7 g, 20 mmol) und Piperidin (4,0 ml,
40 mmol) nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 3 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus
Heptan wurden 4,6 g (68 %) der Verbindung 11 als weille Kristalle erhalten. Fp: 158-160 °C.
'H-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 8 und & [ppm] = 6,8-7,7 (10H, Ar-H), 7,06 (s, IH, CONH), 3,08 (s,
3H, CH3), 1,68 (s, 6H, 3CH,), 3,51 (s, 4H, 2CH,). "C-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 8 und & [ppm] =
115,2-138,1 (16C, Ar-C), 46,0 (1C, CHj3), 23,9 (1C, CHy), 24,9 (2C; 2CH,), 42,3 (2C, 2CH,).
MS m/z: 336 ([M]’, 80), 84 (100). Elementaranalyse C,yH,N,O (336,4) ber.. C 71,40 %,
H 7,19 %, N 16,65 %; gef.: C 71,08 %, H 7,21 %, N 16,39 %.

N-(2-Chlorphenyl)-2-[(hydroxymethyl)(phenyl)hydrazono]-2-piperidin-1-ylacetamid (12): Die
Verbindung wurde aus N-(2-Chlorphenyl)-2-phenylhydrazono-2-piperidin-1-ylacetamid (10b)
(3,6 g, 10 mmol) und Formaldehyd analog der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 5 synthetisiert.
Nach Umkristallisieren aus Methanol wurden 3,6 g (92 %) der Verbindung 12 als gelbe Kristalle
erhalten. Fp: 128-130 °C. '"H-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 8 und & [ppm] = 6,9-7,6 (9H, Ar-H), 7,26
(s, IH, CONH), 1,60 (s, 6H, 3CH,), 3,25 (s, 4H, 2CH,), 5,22 (2H, CH,0H). "C-NMR (DMSO-dj):
s. Tab. 8 und 0 [ppm] = 114,7-147,4 (12C, Ar-C), 24,0 (1C, CH,), 24,7 (2C, 2CH,), 48,2 (2C,
2CH,), 63,2 (1C, CH,0H). MS nv/z: 368 ([M]-H,0, 100). Elementaranalyse C,H,3N40,Cl (386,9)
ber.: C 62,09 %, H 5,99 %, N 14,48 %, CI 9,16 %; gef.: C 62,92 %, H 5,64 %, N 14,91 %,
Cl19,13 %.

2.4.3.4 Heterocyclische Verbindungen

2.4.3.4.1 4.,5-Dihydro-1H-1.2.4-triazole

4,5,5-Trimethyl-N,1-diphenyl-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-3-carboxamid (13a): (publiziert in
[Drutkowski 2002]) Die Verbindung wurde aus 2-Methylamino-N-phenyl-2-phenylhydrazonoacet-
amid (9a) (2,7 g, 10 mmol) und Aceton nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 4 synthetisiert.
Nach Umkristallisieren aus Methanol wurden 1,3 g (42 %) der Verbindung 13a als gelbe Kristalle
erhalten. Fp: 100-102 °C. '"H-NMR (DMSO-dc): s. Tab. 9 und & [ppm] = 6,9-7,7 (10H, Ar-H),
10,15 (s, 1H, CONH). BC-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 9 und & [ppm] = 117,4-143,8 (12C, Ar-C).
MS nv/z: 308 ([M]", 11), 292 (100). Elementaranalyse C;sH,N,O (308,4) ber.: C 70,11 %,
H 6,53 %, N 18,16 %; gef.: C 69,79 %, H 6,40 %, N 17,95 %.
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1-(3-Fluorphenyl)-5,5-dimethyl-N-phenyl-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-3-carboxamid  (13b):
(publiziert in [Drutkowski 2002]) Die Verbindung wurde aus 2-Amino-2-[(3-fluor-
phenyl)hydrazono]-N-phenyl-acetamid (9d) (2,7 g, 10 mmol) und Aceton nach der allgemeinen
Arbeitsvorschrift AV 4 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Methanol wurden 2,2 g (70 %) der
Verbindung 13b als gelbe Plittchen erhalten. Fp: 172-175 °C. 'H-NMR (DMSO-d,): s. Tab. 9 und
d [ppm] = 6,6-7,8 (9H, Ar-H), 10,06 (s, 1H, CONH). *C-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 9 und d [ppm]
= 102,4-164,4 (12C, Ar-C). MS m/z: 312 ([M]’, 18), 204 (100). Elementaranalyse C;H;;N,OF
(312,3) ber.: C 65,37 %, H 5,48 %, N 17,93 %, F 6,08 %; gef.: C 65,27 %, H 5,59 %, N 17,91 %,
F 5,96 %.

1-(4-Fluorphenyl)-5,5-dimethyl-N-phenyl-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-3-carboxamid  (13c):
(publiziert in [Drutkowski 2002]) Die Verbindung wurde aus 2-Amino-2-[(4-fluor-
phenyl)hydrazono]-N-phenyl-acetamid (9e) (2,7 g, 10 mmol) und Aceton nach der allgemeinen
Arbeitsvorschrift AV 4 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Heptan wurden 1,7 g (54 %) der
Verbindung 13c als gelbe Kristalle erhalten. Fp: 119-123 °C. "H-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 9 und
S [ppm] = 7,0-7,8 (9H, Ar-H), 10,05 (s, 1H, CONH). *C-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 9 und  [ppm]
= 114,9-159,6 (12C, Ar-C). MS m/z: 312 ([M], 18), 204 (100). Elementaranalyse C;;H;,N,OF
(312,3) ber.: C 65,37 %, H 5,48 %, N 17,93 %, F 6,08 %; gef.: C 65,44 %, H 5,50 %, N 17,70 %,
F 6,36 %.

N-(2-Chlorphenyl)-1-(3-chlorphenyl)-5,5-dimethyl-4,5-dihydro-1H-1,2 4-triazol-3-carbox-
amid (13d): (publiziert in [Drutkowski 2002]) Die Verbindung wurde aus 2-Amino-N-(2-
chlorphenyl)-2-[(3-chlorphenyl)hydrazono]acetamid (9h) (3,2 g, 10 mmol) und Aceton nach der
allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 4 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus 2-Propanol wurden
2,6 g (72 %) der Verbindung 13d als dunkelgelbe Kristalle erhalten. Fp: 149-149 °C. 'H-NMR
(DMSO-dg): s. Tab. 9 und & [ppm] = 6,7-7.8 (8H, Ar-H), 9,73 (s, 1H, CONH). “C-NMR
(DMSO-dy): s. Tab. 9 und & [ppm] = 113,4-144,8 (12C, Ar-C). MS m/z: 362 ([M]", 7), 220 (100).
Elementaranalyse C;7;H;sN4,OCl, (363,3) ber.: C 56,21 %, H 4,44 %, N 15,42 %, Cl 19,52 %, gef.:
C 56,32 %, H 4,48 %, N 15,72 %, C1 19,45 %.

4-(3-{[(2-Chlorphenyl)amino]carbonyl}-5,5-dimethyl-4,5-dihydro-1H-1,2 4-triazol-1-yl)ben-
zoesaure (13e): Die Verbindung wurde aus 4-(2-{1-Amino-2-[(2-chlorphenyl)amino]-2-
oxoethyliden}hydrazino)benzoesaure (9i) (3,3 g, 10 mmol) und Aceton nach der allgemeinen Ar-
beitsvorschrift AV 4 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Chloroform/ Heptan und Aceton
wurden 3,3 g (89 %) der Verbindung 13e als dunkelgelbe Kristalle erhalten. Fp: 203-206 °C.
'H-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 9 und & [ppm] = 7,1-7,9 (8H, Ar-H), 9,70 (s, IH, CONH). *C-NMR
(DMSO-dy): s. Tab. 9 und & [ppm] = 113,4-146,4 (12C, Ar-C). MS m/z: 372 (IM]’, 8), 230 (100).
Elementaranalyse C,gH;;N405Cl (372,8) ber.: C 57,99 %, H 4,59 %, N 15,02 %, C1 9,51 %, gef.:
C 57,74 %, H 4,68 %, N 15,65 %, C1 9,56 %.

1-(3-Chlorphenyl)-N-(4-chlorphenyl)-5,5-dimethyl-4,5-dihydro-1H-1,2 4-triazol-3-carbox-
amid (13f): (publiziert in [Drutkowski 2002]) Die Verbindung wurde aus 2-Amino-N-(4-chlor-
phenyl)-2-[(3-chlorphenyl)hydrazono]acetamid (9K) (3,2 g, 10 mmol) und Aceton nach der allge-
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meinen Arbeitsvorschrift AV 4 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Methanol wurden 1,3 g
(36 %) der Verbindung 13f als gelbe Kristalle erhalten. Fp: 175-177 °C. '"H-NMR (DMSO-dg): s.
Tab. 9 und & [ppm] = 6,8-7,8 (8H, Ar-H), 10,24 (s, IH, CONH). PC-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 9
und & [ppm] = 113,3-144,8 (12C, Ar-C). MS m/z: 362 ([M], 9), 220 (64). Elementaranalyse
Cy7H6N4OCl, (363,3) ber.: C 56,21 %, H 4,44 %, N 15,42 %, Cl 19,52 %; gef.: C 56,32 %,
H 4,33 %, N 15,41 %, C1 19,32 %.

1-(3-Acetylphenyl)-N-(4-fluorphenyl)-5,5-dimethyl-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-3-carbox-
amid (13g): (publiziert in [Drutkowski 2002]) Die Verbindung wurde aus 2-[(3-Acetyl-
phenyl)hydrazono]-2-amino-N-(4-fluorphenyl)acetamid (91) (3,1 g, 10 mmol) und Aceton nach der
allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 4 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Methanol wurden
1,82 (50 %) der Verbindung 13g als gelbe Kristalle erhalten. Fp: 146-148 °C. 'H-NMR
(DMSO-dg): s. Tab. 9 und & [ppm] = 7,1-7,8 (8H, Ar-H), 10,22 (s, 1H, CONH). BC.NMR
(DMSO-dy): s. Tab. 9 und & [ppm] = 114,9-160,9 (12C, Ar-C). MS m/z: 354 (IM]’, 13), 228 (100).
Elementaranalyse CioH;oN4O,F (354,4) ber.: C 64,40 %, H 5,40 %, N 15,81 %, F 5,36 %; gef.:
C 64,23 %, H 5,41 %, N 15,73 %, F 5,38 %.

Ethyl-5,5-dimethyl-1-phenyl-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-3-carboxylat (13h): Die Verbindung
wurde aus Ethyl-2-amino-2-phenylhydrazonoacetat (9m) (2,1 g, 10 mmol) und Aceton nach der
allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 4 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Methanol wurden
1,9g (78 %) der Verbindung 13h als gelbe Kristalle erhalten. Fp: 135-139 °C. 'H-NMR
(DMSO-dg): s. Tab. 9 und d [ppm] = 6,8-7,3 (SH, Ar-H), 1,72 (t, 3H, CH;), 4,25 (quint., 2H, CH,).
BC-NMR (DMSO-de): s. Tab. 9 und & [ppm] = 116,1-143,1 (6C, Ar-C), 14,0 (1C, CHs), 61,1 (1C,
CH,). MS m/z: 247 ([M]’, 20), 186 (100). Elementaranalyse C,3H,,N;0, (247,3) ber.: C 63,14 %,
H 6,92 %, N 16,99 %; gef.: C 62,98 %, H 6,86 %, N 16,84 %.

Ethyl-1-(4-chlorphenyl)-5-methyl-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-3-carboxylat (13i): Die Ver-
bindung wurde aus Ethyl-2-amino-2-[(4-chlorphenyl)hydrazono]acetat (9n) (2,4 g, 10 mmol) und
Acetaldehyd analog der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 4 unter Verwendung von Acetaldehyd
(0,8 ml, 15 mmol) in 50 ml Ethanol synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Methanol wurden
1,2g (45 %) der Verbindung 13i als gelbe Kristalle erhalten. Fp: 116-118 °C. 'H-NMR
(DMSO-dg): s. Tab. 9 und & [ppm] = 6,9-7,5 (4H, Ar-H), 1,28 (t, 3H, CH}s), 4,25 (q, 2H, CH,), 5,76
(q, 1H, CH). "C-NMR (DMSO-dq): s. Tab. 9 und & [ppm] =114,5-142,9 (6C, Ar-C), 13,9 (1C,
CH,), 61,3 (1C, CH,). MS nv/z: 267 ([M]’, 35), 206 (100). Elementaranalyse C;,H ,N;0,Cl (267,7)
ber.: C 53,84 %, H 5,27 %, N 15,69 %, Cl 13,24 %; gef.: C 53,57 %, H 5,37 %, N 15,53 %,
Cl 13,24 %.

Das entsprechende 1H-1,2,4-Triazol konnte diinnschichtchromatographisch nachgewiesen aber

nicht isoliert werden.

1-[1-(4-Chlorphenyl)-5,5-dimethyl-4-(1-naphthyl)-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-3-yl]ethanon

(13j): Die Verbindung wurde aus N*-(4-Chlorphenyl)-N'-(1-naphthyl)-2-oxopropanhydrazonamid
(90) (3,4 g, 10 mmol) und Aceton nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 4 synthetisiert. Nach
Umkristallisieren aus Methanol wurden 2,5 g (66 %) der Verbindung 13j als zitronengelbe
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Kristalle erhalten. Fp: 129-132 °C. 'H-NMR (DMSO-d¢): s. Tab. 9 und & [ppm] = 7,3-7,9 (11H,
Ar-H), 2,34 (s, 3H, CH;). "C-NMR (DMSO-dq): s. Tab. 9 und & [ppm] = 120,1.4-142,7 (16C,
Ar-C), 26,1 (1C, CH;). MS m/z: 377 (IM]’, 9), 362 (100). Elementaranalyse C,,H,,N;OCl (377,9)
ber.: C 69,93 %, H 5,33 %, N 11,12 %, Cl 9,38 %; gef.: C 70,04 %, H 5,17 %, N 11,06 %,
C19,33 %.

Die diinnschichtchromatographische Reaktionskontrolle erfolgte mit dem Laufmittel Toluol.

1-[1-(4-Chlorphenyl)-5,5-dimethyl-4-(2-naphthyl)-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-3-yl]ethanon
(13k): Die Verbindung wurde aus N*-(4-Chlorphenyl)-N'-(2-naphthyl)-2-oxopropanhydrazonamid
(9p) (3,4 g, 10 mmol) und Aceton nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 4 synthetisiert. Nach
Umkristallisieren aus Methanol wurden 2,0 g (54 %) der Verbindung 13k als zitronengelbe
Kristalle erhalten. Fp: 174-176 °C. '"H-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 9 und & [ppm] = 7,3-7,9 (11H,
Ar-H), 2,44 (s, 3H, CH;). "C-NMR (DMSO-d,): s. Tab. 9 und & [ppm] = 119,2-141,2 (16C, Ar-C),
26,5 (1C, CH;). MS m/z: 377 ([M], 8), 362 (100). Elementaranalyse C»,H,,N;OCI (377.,9) ber.:
C 69,93 %, H 5,33 %, N 11,12 %, C1 9,38 %; gef.: C 70,08 %, H 5,57 %, N 11,16 %, C1 9,32 %.

Methyl-5-(1,4-diphenyl-5,5-dimethyl-4,5-dihydro-1H-1,2 4-triazol-3-yl)-5-oxopentanoat (13l):
Die Verbindung wurde aus Methyl-6-anilino-5-0x0-6-phenylhydrazonohexanoat (9q) (3.4 g,
10 mmol) und Aceton nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 4 synthetisiert. Nach Umkristal-
lisieren aus Methanol wurden 1,8 g (48 %) der Verbindung 13l als orangefarbene Kristalle erhalten.
Fp: 45-48 °C. "H-NMR (DMSO-d,): s. Tab. 9 und & [ppm] = 6,8-7,4 (4H, Ar-H), 3,58 (s, 3H, CH;),
3,33 (t, 2H, CH,CO0O0), 1,76 (q, 2H, CH,), 2,93 (t, 2H, CH,CO). "C-NMR (DMSO-dc): s. Tab. 9
und 8 [ppm] = 117,8-142,0 (6C, Ar-C), 51,2 (1C, CH;0), 37,1 (1C, CH,COO), 32,4 (1C, CH,CO),
19,2 (1C, CH,), 172,9 (1C, COO). MS m/z: 379 ([M]’, 5), 364 (100). Elementaranalyse
CyHpsN305 (379,5) ber.: C 69,63 %, H 6,64 %, N 11,07 %; gef.: C 69,99 %, H 6,53 %, N 11,03 %.

Methyl-5-[1-(4-fluorphenyl)-5,5-dimethyl-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-3-yl]-5-oxopentanoat
(13m): Die Verbindung wurde aus Methyl-6-amino-6-[(4-fluorphenyl)hydrazono]-5-oxohexanoat
(9r) (2,8 g, 10 mmol) und Aceton nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 4 synthetisiert. Nach
Umkristallisieren aus Methanol wurden 1,0 g (30 %) der Verbindung 13m als orangefarbene
Kristalle erhalten. Fp: 70-74 °C. '"H-NMR (DMSO-dg): s. Tab. 9 und & [ppm] = 7,1-7,3 (4H, Ar-H),
3,58 (s, 3H, CHs), 2,84 (t, 2H, CH,COO), 1,81 (quint, 2H, CH,), 2,35 (t, 2H, CH,CO). *C-NMR
(DMSO-dg): s. Tab. 9 und & [ppm] = 115,2-158,4 (6C, Ar-C), 51,2 (1C, CH;0), 35,9 (1C,
CH,CO00), 32,4 (1C, CH,CO), 19,4 (1C, CH,), 172,8 (1C, COO). MS m/z: 321 ([M]’, 18), 274
(100). Elementaranalyse C;sHN;O5F (321,4) ber.: C 59,80 %, H 6,27 %, N 13,07 %, F 5,91 %;
gef.: C 59,35 %, H 6,53 %, N 12,98 %, F 5,99 %.

Methyl-5-[1-(3-nitrophenyl)-5,5-dimethyl-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-3-yl]-5-oxopentanoat

(13n): Die Verbindung wurde aus Methyl-6-amino-6-(3-nitrophenyl)hydrazono-5-oxohexanoat
(9s) (3,1 g, 10 mmol) und Aceton nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 4 synthetisiert. Nach
Umkristallisieren aus Methanol wurden 2,7 g (77 %) der Verbindung 13n als dunkelrote Kristalle
erhalten. Fp: 137-139 °C. '"H-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 9 und & [ppm] = 7,5-8,0 (4H, Ar-H), 3,58
(s, 3H, CH5), 2,90 (t, 2H, CH,COO), 1,82 (quint, 2H, CH,), 2,37 (t, 2H, CH,CO). “C-NMR
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(DMSO-dg): s. Tab. 9 und & [ppm] = 109,1-147,9 (6C, Ar-C), 51,2 (1C, CH;0), 36,1 (1C,
CH,CO00), 32,4 (1C, CH,CO), 19,0 (1C, CH,), 173,2 (1C, COO). MS m/z: 348 ([M]’, 24), 301
(100). Elementaranalyse C;¢HyN4Os (348,4) ber.. C 55,16 %, H 5,78 %, N 16,08 %; gef.:
C 55,19 %, H 5,73 %, N 15,95 %.

2.4.3.42 1H-1,2.4-Triazole

N,1-Bis-(2-chlorphenyl)-1H-1,2,4-triazol-3-carboxamid (14a): (publiziert in [Drutkowski 2002])
Die Verbindung wurde aus 2-Amino-N-(2-chlorphenyl)-2-[(2-chlorphenyl)hydrazono]acetamid
(9f) (3,2 g, 10 mmol) und Formaldehyd nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 5 synthetisiert.
Nach Umkristallisieren aus 2-Propanol wurden 1,4 g (42 %) der Verbindung 14a als weifles Pulver
erhalten. Fp: 132-134 °C. 'H-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 10 und & [ppm] = 7,2-8,0 (8H, Ar-H),
10,07 (s, 1H, CONH). "C-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 10 und & [ppm] = 124,7-134,1 (12C, Ar-C).
MS m/z: 332 ([M]’, 11), 297 (100). Elementaranalyse C;sH;(N,OCl, (333,2) ber.: C 54,08 %,
H 3,11 %, N 16,81 %, C1 21,28 %; gef.: C 53,46 %, H 3,14 %, N 16,99 %, C1 20,96 %.

N-(2-Chlorphenyl)-1-(2-cyanophenyl)-1H-1,2,4-triazol-3-carboxamid (14b): Die Verbindung
wurde aus 2-Amino-N-(2-chlorphenyl)-2-[(2-cyanophenyl)hydrazono]acetamid (9g9) (3,1 g,
10 mmol) und Formaldehyd nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 5 synthetisiert. Nach Um-
kristallisieren aus 2-Propanol und MeOH wurden 1,6 g (50 %) der Verbindung 14b als weilles Pul-
ver erhalten. Fp: 137-140 °C. '"H-NMR (DMSO-d): s. Tab. 10 und & [ppm] = 7,1-7,9 (8H, Ar-H),
10,08 (s, 1H, CONH). *C-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 10 und & [ppm] = 120,3-137,7 (12C, Ar-C).
MS m/z: 323 ([M]’, 10), 288 (100). Elementaranalyse C;cH(NsOCl, (323,7) ber.: C 59,36 %,
H 3,11 %, N 21,63 %, C1 10,95 %; gef.: C 59,14 %, H 3,15 %, N 21,88 %, C1 10,74 %.

1-(3-Acetylphenyl)-N-(4-fluorphenyl)-1H-1,2,4-triazol-3-carboxamid  (14c): (publiziert in
[Drutkowski 2002]) Die Verbindung wurde aus 2-[(3-Acetylphenyl)hydrazono]-2-amino-N-(4-
fluorphenyl)acetamid (9I) (3,1 g, 10 mmol) und Formaldehyd nach der allgemeinen Arbeitsvor-
schrift AV 5 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Methanol wurden 1,9 g (58 %) der Verbin-
dung 14c als weiBe Nadeln erhalten. Fp: 190-192 °C. 'H-NMR (DMSO-d,): s. Tab. 10 und & [ppm]
=17,2-8,5 (8H, Ar-H), 10,65 (s, IH, CONH), 2,68 (s, 3H, CH;). "C-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 10
und & [ppm] = 115,2-138,4 (12C, Ar-C), 197.4 (1C, CO), 26,9 (1C, CH3). MS m/z: 324 (IM]’,
100). Elementaranalyse C;;H3N4O,F (324,3) ber.: C 62,96 %, H 4,04 %, N 17,27 %, F 5,86 %;
gef.: C 62,26 %, H 3,99 %, N 17,05 %, F 5,84 %.

2.4.3.4.3 Naphthotriazepine

2-(2-Chlorphenyl)-N-(3-chlorphenyl)-2,5-dihydro-1H-naphtho[2,1-e][1,2,4]triazepin-4-car-

boxamid (15a): (publiziert in [Drutkowski 2002]) Die Verbindung wurde aus N-(3-Chlorphenyl)-
2-[(2-chlorphenyl)hydrazono]-2-(2-naphthylamino)acetamid (9j) (4,5 g, 10 mmol) und Formalde-
hyd nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 6 synthetisiert. Nach Umkristallisieren aus Metha-
nol/ Chloroform wurden 2,0 g (43 %) der Verbindung 15a als hellgelbe Nadeln erhalten. Fp:
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155-156 °C. 'H-NMR (DMSO-de): s. Tab. 11 und & [ppm] = 7,2-8,1 (14H, Ar-H), 10,12 (s, 1H,
CONH). "C-NMR (DMSO-dy): s. Tab. 11 und & [ppm] = 120,3-149,1 (22C, Ar-C). MS m/z: 460
([M]+, 100). Elementaranalyse C,sH;sN4OCl, (461,4) ber.. C 65,09 %, H 3,93 %, N 12,14 %,
C115,37 %; gef.: C 64,76 %, H 3,80 %, N 12,12 %, Cl 15,25 %.

1-[2-(4-Chlorphenyl)-2,5-dihydro-1H-naphtho[2,1-e][1,2,4]triazepin-4-yl]ethanon (15b): Die
Verbindung wurde aus N*-(4-Chlorphenyl)-N'-(2-naphthyl)-2-oxopropanhydrazonamid (9p) (6,7 g,
10 mmol) und Formaldehyd nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 6 synthetisiert. Nach Um-
kristallisieren aus Methanol wurden 2,0 g (58 %) der Verbindung 15b als orangefarbene Nadeln
erhalten. Fp: 193-195 °C. "H-NMR (DMSO-d,): s. Tab. 11 und & [ppm] = 7,4-8,2 (10H, Ar-H),
2,51 (s, 3H, CH;). "C-NMR (DMSO-d): s. Tab. 11 und & [ppm] = 116,9-140,6 (16C, Ar-C), 24,5
(1C, CH;). MS m/z: 349 ([M]’, 100). Elementaranalyse CpHsN;OCI (349,8) ber.: C 68,67 %,
H 4,61 %, N 12,01 %, C1 10,13 %; gef.: C 68,72 %, H 4,57 %, N 11,69 %, CI1 10,14 %.

1-[4-(4-Chlorphenyl)-4,5-dihydro-1H-naphtho[1,2-e][1,2,4]triazepin-2-yl]ethanon (15c): Die
Verbindung wurde aus N*-(4-Chlorphenyl)-N'-(1-naphthyl)-2-oxopropanhydrazonamid (90) (3.4 g,
10 mmol) und Formaldehyd nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AV 6 synthetisiert. Nach Um-
kristallisieren aus Ethanol wurden 2,7 g (77 %) der Verbindung 15c als orangefarbene Nadeln er-
halten. Fp: 187-190 °C. '"H-NMR (DMSO-d): s. Tab. 11 und & [ppm] = 7,3-7,9 (10H, Ar-H), 2,56
(s, 3H, CH;). "C-NMR (DMSO-de): s. Tab. 11 und & [ppm] = 116,7-136,2 (16C, Ar-C), 23,9 (1C,
CH;). MS m/z: 349 ([M]’, 100). Elementaranalyse C,oH;sN;OCl (349,8) ber.: C 68,67 %,
H 4,61 %, N 12,01 %, C1 10,13 %; gef.: C 67,96 %, H 4,62 %, N 12,08 %, C1 10,20 %.

2.4.3.4.4 1,6-Dihydro-1.2.4-triazin

Ethyl-1-(4-chlorphenyl)-5-methyl-6-methylen-1,6-dihydro-1,2,4-triazin-3-carboxylat (16):
10 mmol Ethyl-2-amino-2-[(4-chlorphenyl)hydrazono]acetat (9n) (2,4 g, 10 mmol) und frisch
destilliertes Diacetyl (1 ml, 10 mmol) werden in 50 ml Ethanol gelost. Es werden 0,1 g
para-Toluolsulfonsdure zu dem Reaktionsansatz gegeben. Nach 24 Stunden Riihren bei Raum-
temperatur wird das ausgefallene Produkt abgesaugt und aus Methanol umkristallisiert. Es wurden
0,9 g (30 %) der Verbindung 16 als orangefarbene Nadeln erhalten. Fp: 190-193 °C. 'H-NMR
(Benzen-ds): & [ppm] = 6,8-7,3 (4H, Ar-H), 4,15 (q, 2H, CH,), 1,02 (t, 3H, CHjs), 1,81 (s, 3H,
=CH;), 3,67/ 3,87 (2H, =CH,). PC-NMR (Benzen-dq): & [ppm] = 124,6-129,8 (6C, Ar-C), 61,1
(1C, CH,), 14,1 (1C, CHs), 83,9 (1C, =CH,), 22,0 (1C, =CH;), 142,8 (1C, C=N), 161,5 (1C, C=0),
130,1 (2C, =C-C). IR (KBr): v [cm™'] = 3444 (NH), 1725 (C=0). MS m/z: 290 ([M]", 100). Ele-
mentaranalyse C;4H;4N30,Cl (291,8) ber.: C 57,64 %, H 4,84 %, N 14,40 %, Cl 12,15 %; gef.:
C 57,50 %, H 4,76 %, N 14,31 %, C1 11,90 %.
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3 Entwicklung eines Vollbluttestsystems

3.1 Einleitung

Um die im Syntheseteil beschriebenen potentiellen Hemmstoffe der Arachidonsdurekaskade und
zahlreiche in den letzten Jahren am Institut synthetisierte Verbindungen auf ihre Wirksamkeit ge-
genuber den Enzymen LOX und COX zu untersuchen, sollte im Rahmen dieser Arbeit ein Test-
system entwickelt und genutzt werden.

Die folgenden Anforderungen wurden an die zu erstellende Methode gestelt:

- Testbedingungen mdglichst nahe an den Gegebenheiten im menschlichen Organismus,

- gleichzeitige Erfassung jeweils mindestens eines Metaboliten der Enzyme 5-LOX,
12-LOX, 15-LOX und COX-1,

- einfache, gut handhabbare Durchfiihrung der Testung,
- moglichst geringe Testkosten pro zu testender Substanz,
- Durchfiihrbarkeit mit der standardmaRigen Gerateausstattung eines analytischen Labors,

- Probendurchsatz in einer Grofienordnung, die den routineméRigen Einsatz der Methode
erlaubt.

Die Eckdaten fur das zu entwickelnde Testsystem wurden folgendermalien festgelegt:
- Probenmatrix: humanes Vollblut,

- Quantifizierung der Eicosanoide mittels HPLC-Analytik mit UV-Detektion und/ oder
Fluoreszenz-Detektion.

Zur analytischen Erfassung von Metaboliten der Arachidonsdure ist in der Literatur in den ver-
gangenen zwanzig Jahren bereits eine Vielzahl von Methoden beschrieben worden (Ubersicht in
[Brideau 1996]). An dieser Stelle soll ein kurzer Uberblick tiber die etablierten Testsysteme gege-
ben und begrindet werden, warum in der vorliegenden Arbeit die Neuentwicklung einer Vollblut-
testmethode mit den oben genannten Charakteristika angestrebt wurde.

Sofern bei der Testung nicht mit isolierten Enzymen gearbeitet wird, dienen als Analysenmatrix
und damit als Enzymquelle entweder isolierte Zellen in Puffer [Benrezzouk 2001, Laufer 1995]
oder Vollblut. [Brideau 1999, Surette 1994] Das Blut kann in beiden Féallen — zur Gewinnung von
Zellen oder fur die Vollbluttestung — vom Menschen [Sirois 1991, Sweeney 1987 (2)] oder von
Tieren (Maus [Matthews 1981], Ratte [Kiyomiya 1986], Rind [Walstra 1984], Pferd [Lindberg
1998] u.a.) stammen. Wird die Testung mit isolierten Zellen durchgefiihrt, so werden zur Unter-
suchung der 5-LOX polymorphkernige Leukozyten (PMNL), zur Bestimmung der COX und der
12-HETE Blutplattchen und zur Erfassung der 15-LOX Monozyten verwendet. [Dadaian 1999,
Dannhardt 1992]

Die Mdglichkeit, isolierte Enzyme zur Testung heranzuziehen, wird aufgrund der schlechten Ver-
flgbarkeit der humanen Enzyme kaum genutzt. Lediglich als Screeningmethode ist die Verwen-
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dung pflanzlicher Enzyme, wie z.B. der L-1 der Sojabohne (einer 15-LOX, bezogen auf AA), an-
zusehen. [Clemens 2002 (2), Prigge 1996]

Zwischen tierischen und menschlichen Enzymen besteht bezlglich der erhaltenen Testwerte so-
wohl mit isolierten Zellen als auch im Vollblut eine weitestgehende Ubereinstimmung. [de Leval
2001]

In der Literatur wurde in vergleichenden Studien gezeigt, dall die mit isolierten Zellen erhaltenen
Testergebnisse mit den im Vollblut erhaltenen Werten Ubereinstimmen. [Gresele 1986] Trotzdem
sind bei der Entscheidung, ob die Testung mit isolierten Zellen oder mit Vollblut durchgefihrt
werden soll, weitere Aspekte zu betrachten. Die Verwendung isolierter Zellen als Enzymquelle
bietet den Vorteil, dal eventuell durch andere Blutbestandteile hervorgerufene Storeffekte stark
reduziert bzw. ganz zu vernachléssigen sind. Es konnen lediglich die Enzyme, die zur Ausstattung
der betreffenden Zellen gehdren, durch die Testsubstanzen beeinfluRt werden. Umgekehrt kénnen
auch nur diese Enzyme einen EinfluR auf die Testsubstanzen austben, z.B. durch Metaboli-
sierungsreaktionen. Bei einer im Zellassay wirksamen Verbindung kann wiederum mit hoher
Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dafl die Wirksamkeit tatsachlich durch eine
Wechselwirkung der Substanz mit dem entsprechenden Enzym zustande kommt. Im Vollbluttest-
system dagegen kdnnen die Wirkstoffe durch eine Vielzahl von Faktoren beeinfluit werden. Als
ein bedeutsamer Einflulfaktor ist die Plasmaproteinbindung zu nennen. Weiterhin sind eine Reihe
von abbauenden Enzymen und andere potentiell durch die Testsubstanzen hemmbare Enzyme im
Blut vorhanden. So kann eine im Zellassay gut wirksame Substanz bei der Testung im Vollblut-
assay unter Umstanden eine sehr schlechte oder gar keine Wirksamkeit zeigen, weil z.B. die Ver-
bindung eine starke Plasmaproteinbindung eingeht, welche verhindert, dall die Substanz Uberhaupt
an ihren eigentlichen Wirkort, die Enzyme, gelangen kann. Da jedoch vorrangig eine Wirksamkeit
der untersuchten Substanzen im menschlichen Organismus interessant ist, sollten diese Faktoren
bei der Testung durchaus Berucksichtigung finden. Fir die Entwicklung des Testsystems sollte ein
Weg gefunden werden, die Testbedingungen den Gegebenheiten im menschlichen Organismus so
weit wie mdglich anzugleichen. Weiterhin ist die Blutaufarbeitung in einem Vollblutassay mit weit
weniger Arbeitsaufwand verbunden als zur Isolierung der Zellen notwendig ist. Aus diesen
Grinden wurde als Probenmatrix humanes Vollblut gewahlt.

Fur die Detektion der zu erfassenden Arachidonsauremetaboliten werden in der Literatur ver-
schiedene Methoden angewandt.

Der Trend ist in den letzten Jahren dahin gegangen, die Erfassung der Eicosanoide mittels Radio-
Immuno-Assay (RIA) [Patrignani 1987, Tries 2002] oder einem fluoreszenzgekoppelten Immuno-
assay vorzunehmen. [Carlson 1999] Diese Methoden zeichnen sich durch eine hohe Spezifitat und
&uRerst geringe Nachweisgrenzen aus und haben den Vorteil, dafl das Blut vor der Messung nur
wenig oder gar nicht aufgearbeitet werden muR. Nachteilig wirken sich die hohen Kosten und die
Tatsache aus, dafl immer nur ein Metabolit erfalit werden kann. Jeder zusatzliche Metabolit, der
bestimmt werden soll, steigert demzufolge die Kosten der Testung erheblich.

Die anderen angewandten Erfassungsmethoden erfordern vor der eigentlichen Messung eine Auf-
trennung der Metaboliten, in der Regel mittels Hochleistungs-Fliissigchromatographie (HPLC).
Ublicherweise kommt eine Umkehrphasen-HPLC (RP-HPLC) zum Einsatz. Die Detektion kann
UV-spektrometrisch mit [Terragno 1981] und ohne [Mathews 1981, Radmark 2000] vorherige
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Derivatisierung erfolgen. Weiterhin sind die Radioisotopen-Detektion nach Verstoffwechselung
“C-markierter AA [Matsuo 1997], die Fluoreszenz-Detektion nach entsprechender Markierung
[Kelly 1987, Toyo’oka 1995, Yasaka 1994] und die elektrochemische Detektion [Herrmann 1987]
beschrieben worden.

Aufwand und Kosten fiir die Durchfiihrung der Routinetestung sind bei Einsatz der UV-Detektion
ohne Derivatisierung am geringsten. Allerdings besteht hierbei der Nachteil, da einige AA-
Metaboliten, besonders die COX-Metaboliten, kein Absorptionsmaximum im UV-Wellenléngen-
bereich oberhalb von 200 nm besitzen und somit nicht ohne weiteres UV-spektroskopisch erfallbar
sind. In der Literatur ist ein HPLC-System zur Erfassung von Eicosanoiden beschrieben worden,
welches fir die Prostaglandine und Thromboxane die Wellenldnge 192,5 nm zur Detektion nutzt.
[Kim 1998] Dies war mit den zur Verfligung stehenden Geréten technisch nicht nachvollziehbar.
Lediglich der COX-Metabolit 12-HHT besitzt ein Absorptionsmaximum bei 230 nm und kann mit
den ublichen UV-Detektoren quantifiziert werden.

Mit den beschriebenen UV- und fluoreszenzspektrometrischen Verfahren, die eine Derivatisierung
der Eicosanoide beinhalten, sind prinzipiell zwar alle AA-Metaboliten erfal3bar, jedoch ist die
Durchfilhrung eines Derivatisierungsschrittes immer auch eine moégliche Fehlerquelle, welche die
MeRergebnisse negativ beeinflussen kann. Zudem sind die Derivatisierungsschritte oftmals mit
einem grof3en Arbeits- und Zeitaufwand verbunden.

Die elektrochemische Detektion hat den Nachteil, da bei den erforderlichen Redox-Potentialen
von Uber 1V viele Bestandteile des Blutes erfa3t werden, was die Auswertung erschweren kann
und die Empfindlichkeit und Spezifitat der Methode stark beeintrachtigt.

Als weitere Methode der Eicosanoiderfassung sei der Vollstdndigkeit halber die selten angewandte
Massenspektrometrie-gekoppelte Gaschromatographie (GC-MS) genannt. Notwendigerweise ist
hierbei vor der Gaschromatographie ein Derivatisierungsschritt durchzufiihren. [Guido 1983, Sirois
1991] Da viele der Eicosanoide die gleichen molaren Massen besitzen, kénnen die AA-Metaboliten
mit Hilfe der massenselektiven Detektion nicht ohne weiteres unterschieden werden, was als
Nachteil zu werten ist. Das gleiche Problem stellt sich auch bei den LC-MS-Methoden, die zur
Analyse verschiedener Lipidverbindungen ebenfalls zur Anwendung kommen. [Sajiki 1998]

Fur die Entwicklung des neuen Testsystems wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit zundchst
zwei Detektionsvarianten ndher betrachtet: einmal die UV-Detektion ohne vorherige Derivati-
sierung und zum anderen die Fluoreszenzdetektion nach Markierung der Eicosanoide mit einem
Fluoreszenzmarker.

Seit einigen Jahren besteht ein grof3es Interesse an der Entwicklung selektiv auf die COX-2 wir-
kender Inhibitoren. Zur Differenzierung zwischen COX-1- und COX-2-Aktivitat der Testsubstan-
zen waére die Durchfuhrung einer weiteren Testung notwendig, da zur Stimulation der beiden Iso-
formen der COX jeweils andere Bedingungen erforderlich sind. [Dannhardt 2001, Demasi 2000,
Laufer 1999] Da die Strukturen der zu untersuchenden Substanzen keinen Anhaltspunkt fur eine
mogliche COX-2-Selektivitét bieten, wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit auf die Bestimmung
der COX-2 verzichtet und die Testung auf das Enzym COX-1 beschrankt.
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3.2 Gerate, Materialien und Methoden

3.2.1 Gerate

Blutabnahme:

Kanliilen
Spritzen

Blutaufarbeitung:

Bechergléser aus Polypropylen
Zentrifugengléser mit Verschlul? aus Polypropylen
Zentrifuge

Wasserbad
Schttler
Abdampfblock

Ultraschallbad
Einkanal-Mikroliterpipetten

Festphasenextraktion:

Vakuumapparatur
RP-18 Extraktionssdulen

HPLC-Anlage mit UV- und Fluoreszenz-Detektion:

HPLC-System der Firma Merck:
Vorséule

Trennsaule

Saulenofen
Diodenarray-Detektor
Fluoreszenz-Detektor
Gradientenpumpe
Laufmittelentgaser
Autosampler
Computer-Interface

VASUFLO® Perfusionsbesteck
Transcoject® Luer-Einmalspritzen,
60 ml

VIT LAB

VIT LAB

Labofuge A, Haereus Sepatech bzw.
MLW T 52.2

Heidolph, WB 4000

MLW S 420

Anfertigung der Werkstatt des
Fachbereichs Pharmazie

USG 50

Carl Roth GmbH

Baker-SPE System, Adsorbex® SPU
Bakerbond spe Octadecyl Disposable
Extraction Columns, 500 mg, 3 ml bzw.
Merck LiChrolut® RP-18 500 mg, 3 ml

LiChroCART® 4-4, LiChorspher® 100
RP-18 (5 um)

LiChroCART® 250-4, LiChrospher®
100 RP-18 (5 um)

L-7360

L-7455

L-7480

L-7100

L-7612

L-7200

D-7000
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Mel3- und Steuerprogramm

Aufbereitung des Wassers (aqua bidest.)

HSM 3.1

ELGA Maxima Ultra Pure Water

3.2.2 Chemikalien, Reagenzien und Referenzsubstanzen

Referenzeicosanoide:

PGB, LTB,, 12-HHT, 5-HETE, 12-HETE, 15-HETE,

PGD,, PGE,, PGF,,, TXB;

Standardhemmsubstanzen:

Zileuton
Acetylsalicylsaure, Indometacin
NDGA

Reagenzien:

Heparin
Calcium lonophor A23187 (Calcimycin)
Arachidonséure

Magnesiumchlorid, Calciumchlorid, Kaliumcarbonat

BrMMC
Kronenether 18-Krone-6

Essigséure, Salzsdure
Trifluoressigsaure, Ameisensaure
MeOH fir HPLC, Acetonitril fir HPLC

Dulbeccos Puffer-Substanz ohne Phenolrot, Ca und Mg

PBS-Puffer

Cayman Chemical

Zyflo™ Filmtab®, Abbott
VEB Berlin Chemie
Fluka Chemical

Liquemin® N 10000, Roche
Serva bzw. Fluka Chemical
Fluka Chemical

Riedel-de Haen
Sigma-Aldrich

Fluka Chemical

Grussing GmbH

Fluka Chemical

Carl Roth GmbH

Serva

Dulbeccos Puffer-Substanz 9,55 g
Agua bidest. ad 1000 ml
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3.2.3 Methoden

Die im folgenden beschriebenen Methoden stellen die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
optimierten Arbeitsvorschriften zur Versuchsdurchfiihrung dar, die fir die Routinetestung genutzt
werden sollen. Fir die im Ergebnisteil beschriebenen Experimente wurden teilweise abgewandelte
Versuchsdurchfihrungen praktiziert. Diese Abweichungen sind bei den entsprechenden
Ergebnissen vermerkt.

3.2.3.1 Blutaufarbeitung
Alle verwendeten Gerdte und Gefalle, die mit dem Blut in Berlihrung kommen, bestehen aus

Polypropylen. Alternativ kdnnen Glasgerdte und -gefdRe verwendet werden, wenn diese vorher
silikonisiert werden.

3.2.3.1.1 Zur Testung zu verwendende Ldsungen

Zur Durchflihrung der Vollbluttestung werden die folgenden Lésungen benétigt:

- Die zu testenden Substanzen (Inhibitoren) werden so in DMSO gel6st, dafl die ge-
winschte Testkonzentration durch Zugabe von 6 pl der Substanzlsung zu 3 ml Blut er-
halten wird. Die Ldsungen der Testverbindungen werden unmittelbar vor Beginn der
Testung frisch hergestellt. Fiir die Routinetestung wird eine Ldsung der Konzentration
5 mM hergestellt (Endkonzentration in den Blutproben: 10 uM).

- Calcium-lonophor A23187 in DMSO 15 mM (7,85 mg/ ml)

- Arachidonséure in Ethanol 5 mM (1,52 mg/ ml)

- CaCl, 0,25 M (27,7 g) und MgCl, 0,25 M (23,8 g) gemeinsam in 1 | Wasser

- Interner Standard PGB, in MeOH 7,4 uM (2,5 pg/ ml), Lésung bis zur Verwendung bei
— 18 °C unter Argon lagern (= L6sung zum Abstoppen der Enzymreaktion).

Die Reagenzienlosungen A23187 und Arachidonséure kdnnen unter Argonatmosphére bei — 18 °C
Uber lange Zeit aufbewahrt werden.

3.2.3.1.2 Bearbeitung des humanen Vollblutes

Die Verwendung des menschlichen Blutes wurde bei der Ethikkommission der Universitat ange-
zeigt und durch diese genehmigt. Die Probanden werden mittels eines Hinweisblattes tber die Art
der Verwendung ihres Blutes informiert.

Von gesunden, freiwilligen Probanden, die mindestens fiinf Tage keine NSAR eingenommen
haben, werden unter den entsprechenden hygienischen Bedingungen ca. 60 ml Blut aus der Arm-
vene entnommen und in ein Becherglas, welches 10 I.E. Heparin (= 10 pl Liquemin® N 10000) je
ml Blut enthélt, Gberfiihrt und gut geschdittelt. Das Blut wird unmittelbar anschlieRend in Portionen
zu je 3 ml aufgeteilt und ohne Vorinkubation weiterverwendet.
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Nach Zugabe der DMSO-L6sung der Testsubstanzen (6 pl) werden die Blutproben 30 min bei
38 °C im Wasserbad inkubiert. Zu den Kontrollproben (Blindwerten) jeder Testreihe wird anstelle
einer Substanzldsung reines DMSO (6 pl) gegeben.

AnschlieBend wird die Enzymreaktion durch Zugabe der Calcium-lonophor A23187-Ldsung (6 pl,
Endkonzentration 30 uM), Arachidonsaureldsung (6 pl, Endkonzentration 10 uM) sowie der Ca-/
Mg-Salzlosungen (6 pl, Endkonzentration jeweils 0,5 mM) gestartet. Die Proben werden 40 min
bei 38 °C im Wasserbad inkubiert.

Danach wird die Reaktion mit 500 pl der eiskalten PGB;-Ldsung in Methanol abgestoppt. Die
Proben werden nun mindestens zwei Stunden bei — 18 °C aufbewabhrt.

Je nach gewéhlter Methode wird mit der Festphasenextraktion oder der flussig-fllissig-Extraktion
fortgefahren.

Die Standardmethode zur Routinetestung setzt mit der Festphasenextraktion (Kap. 3.2.3.2.1) fort.

3.2.3.2 Extraktion der Eicosanoide

3.2.3.2.1 Festphasenextraktion

Die C-18 Festphasensaulen werden vor dem Auftragen des Blutes nacheinander mit jeweils 10 ml
Methanol und 10 ml Wasser konditioniert. Dabei ist darauf zu achten, dal} die S&ulen nicht
trockenlaufen. Um die konditionierten Sdulen vor dem Austrocknen zu schiitzen, werden sie bis zur
weiteren Verwendung unter Wasser aufbewahrt.

Vor der Extraktion werden die Blutproben mit 4 ml einer 0,1 %-igen Salzsdure-Lésung angesauert.
AnschlieRend wird 25 min bei 2000 g zentrifugiert. Der Uberstand des Zentrifugates wird auf die
Festphasensdulen aufgebracht und mit einem leichten Unterdruck durch die Sorbensschicht ge-
saugt. Bis die gesamte Blutprobe aufgetragen ist, durfen die S&ulen nicht trockenlaufen.
AnschlieBend werden die S&ulen mit 2 ml Wasser gewaschen und 15 min bei angelegtem maxi-
malen Unterdruck weitestgehend von Feuchtigkeitsresten befreit. Die Eluation der lipophilen
Arachidonséuremetaboliten erfolgt in drei Schritten mit HPLC-reinem Methanol (400 pl + 400 pl +
200 pl) bei einem Unterdruck von ca. 10 mmHg.

Das Eluat wird unter Argonstrom bei einer Temperatur von 38 °C zur Trockene eingedampft.

Die Festphasensédulen kénnen etwa vier- bis fiinfmal verwendet werden.

Es wird mit der HPLC-Analytik fortgefahren.

3.2.3.2.2 Flussig-flussig-Extraktion

Die Blutproben werden vor Beginn der Extraktion mit 4 ml einer 0,1 %-igen Salzsdure-L&sung
angesauert. Zu jeder Probe werden 2 ml Ethylacetat gegeben und gut geschittelt. Die Proben
werden 20 min bei 2000 g zentrifugiert. Der klare Uberstand wird abgenommen. Es wird noch
zweimal mit jeweils 1,5 ml Ethylacetat ausgeschittelt. Die Extrakte werden vereinigt und unter
Argonstrom bei 38 °C zur Trockene abgedampft. Es wird mit der HPLC-Analytik fortgefahren.
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3.2.3.3 HPLC-Analytik

Je nach gewahlter Erfassungsmethode fur die Arachidonséduremetaboliten wird mit einer der
folgenden HPLC-Methoden weitergearbeitet.

Die Standardmethode zur Routinetestung nutzt die HPLC-Analytik mit UV-Detektion (Kap.
3.2.3.3.1).

3.2.3.3.1 HPLC-Analytik — UV-Detektion

Der Ruckstand des abgedampften Eluats bzw. Extraktes wird in 120 pl MeOH aufgenommen und
der HPLC-Analytik zugefihrt.

Die underivatisierten Metaboliten werden zur nachfolgenden UV-Detektion mit folgender Lauf-
mittelzusammensetzung aufgetrennt:

Laufmittel A: Methanol; Laufmittel B: Wasser / Essigsdure (100/0,1; V/V).

Es wird folgender Gradientenverlauf gewahlt:

0 bis 12 min: isokratisch A/ B = 70/ 30, Flul} = 1,2 ml/ min; 12 bis 15 min: linearer Gradient auf
A/ B =75/ 25, lineare Erhdhung des Flusses auf 1,5 ml/ min; 15 bis 30 min: isokratisch
A/B=75/25,Fluk =1,5ml/ min.

Auf die Saule werden 20 pl der Probenlésung injiziert. Die Trennung erfolgt bei Raumtemperatur.
Die Retentionszeiten der Arachidonsauremetaboliten unter den angegebenen Bedingungen betragen
etwa:

Interner Standard PGB;: 8 min; LTB,: 11 min; 12-HHT: 15 min; 15-HETE: 21 min; 12-HETE:
24 min; 5-HETE: 26 min.

Das UV-Absorptions-Spektrum wird im Bereich von 200 bis 320 nm aufgenommen. Zur
Quantifizierung der Metaboliten werden die Peaks bei folgenden Wellenldngen ausgewertet:
Interner Standard PGB;: 280 nm; LTB,: 270 nm; 12-HHT: 230 nm; 15-HETE, 12-HETE und
5-HETE: 235 nm.

Die Arachidonséuremetaboliten werden Uber die Peakflachenverhdltnisse zum internen Standard
quantifiziert.

Alternativ ist es moglich, die oben genannten Arachidonsduremetaboliten durch einen isokratischen
LaufmittelfluR mit nachfolgender UV-Detektion zu trennen. Mit dem Laufmittelgemisch
Methanol / Wasser / Essigsaure (78 /22 /0,1; V/V, FluB = 1 ml/ min) erfolgt die Trennung inner-
halb von 20 min. Allerdings kann es hierbei vorkommen, daf} die Peaks von PGB;, LTB4 und
12-HHT von Storpeaks (z.B. vom Peak der Testsubstanz) uberlagert werden und damit nicht
auswertbar sind. Die Retentionszeiten bei Verwendung dieses isokratischen Laufmittels betragen
etwa:

Interner Standard PGB;: 6 min; LTB,: 8 min; 12-HHT: 12 min; 15-HETE: 14 min; 12-HETE:
16 min; 5-HETE: 18 min.

Die Auswertung der Chromatogramme erfolgt wie oben beschrieben.
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3.2.3.3.2 HPLC-Analytik — Fluoreszenz-Detektion

Fur die Derivatisierung zu verwendende Ldsungen:
- BrMMC in Acetonitril (1 mg/ 3 ml)

- Kronenethersuspension (nach [Wolf 1990]): 35mg Kronenether (18-Krone-6) und
100 mg Kaliumcarbonat werden in einer Mischung aus 5 ml Acetonitril und 50 pl Wasser
30 min im Ultraschallbad behandelt. Anschliefend werden erneut 5ml Acetonitril
hinzugegeben, die Suspension nochmals kurz im Ultraschallbad behandelt, der klare
Uberstand abgenommen und zur Derivatisierung verwendet.

Zur HPLC mit Fluoreszenzdetektion wird der Rickstand des unter Argon abgedampften Eluats in
90 pl der BrMMC-L6sung aufgenommen und mit 30 pl der Kronenethersuspension versetzt. Es
wird 90 Minuten bei Raumtemperatur und unter Lichtausschluf® geschittelt. Anschlieend wird die
Losung der HPLC-Analytik zugefihrt.

Die Auftrennung der derivatisierten Metaboliten mit anschlieender fluoreszenzspektrometrischer
Detektion erfolgt unter Verwendung folgender Laufmittel:

Laufmittel A: Methanol; Laufmittel B: Wasser / Essigsaure (100/0,1; V/V).

Es wird folgender Gradientenverlauf gewahlt:

0 bis 22 min: A/ B =72/ 28, FluB = 1,0 ml/ min; 22 bis 30 min: linearer Gradient auf
A /B =85/15, lineare Erhthung des Flusses auf 1,25 ml/ min; 30 bis 45 min: A/B =85/ 15,
FluR = 1,25 ml/ min.

Auf die Sdule werden 20 pl der Probenldsung injiziert. Die Trennung erfolgt bei einer konstanten
Temperatur von 25 °C.

Die Retentionszeiten der Arachidonsauremetaboliten unter den angegebenen Bedingungen betragen
etwa:

Interner Standard PGB;: 22 min; LTB,: 23 min; PGE,: 9 min; PGD,: 11 min; PGF,,: 8 min; TxB,:
7,5 min; 5-HETE: 34 min.

Die Fluoreszenz wird bei der Emissionswellenldange A., =400 nm gemessen. Als Anregungs-
wellenldnge wird A =320 nm eingestellt. Eine zusétzliche Kontrolle, insbesondere der vollstén-
digen Umsetzung bei der Derivatisierung, bietet die gleichzeitige Aufnahme des UV-Spektrums
zwischen 200 und 420 nm.

Die Arachidonsduremetaboliten werden tber die Verhdltnisse ihrer Peakflachen zu denen des
internen Standards quantifiziert.
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3.2.4 Rechnerische und statistische Auswertung

Die Wirkstarke der Testsubstanzen wird bei Nutzung der UV-Detektion als prozentuale Hemmung
der Bildung von LTB,, 15-HETE, 12-HETE, 5-HETE fur die Lipoxygenasen und 12-HHT fiir die
Cyclooxygenase-1 berechnet (bei Fluorezenzdetektion entsprechend fur die anderen Metaboliten).
Die Testung wird in der Regel als Dreifachbestimmung (n = 3) durchgefiihrt. MeRwerte sind in
allen Fallen die Flachen der Peaks. Die Peakflachen werden gegen den internen Standard korrigiert.
Die fir weitere Kalkulationen genutzte RechengroRe (korrigierte Peakflache) ist der Quotient:
Peakflache des Analyten
Peakflache des internen Standards
jeweils mit dem arithmetischen Mittel der Ergebnisse der parallelen Dreifachbestimmungen durch-
gefiihrt.
Zur Angabe der Hemmaktivitat einer Probe wird der prozentuale Anteil des errechneten Mittel-
werts gegen den Mittelwert der Blindwerte der jeweiligen MeRserie herangezogen. Die Ergebnisse
(Hemmwerte) werden als Mittelwert (MW) + Standardabweichung (SD) angegeben. Negative
Werte stehen fir eine Stimulation der Bildung dieses Metaboliten.
Die statistische Signifikanz wird bezogen auf ein 95 %-Vertrauensintervall mittels t-Test-Analyse
tberprift. In den Abbildungen und Tabellen sind statistisch signifikante Unterschiede mit einem
Stern (*) gekennzeichnet.
Die 1Cs-Werte werden in Dreifachbestimmung durch nichtlineare Regression nach der Gleichung

v IC,,° _ I :
——% (Variante der Hill-Gleichung) berechnet. [Fleischer 2000] Zur Kurvenan-

Vo 1C,° +X

korrigierte Peakflache =

. Die weiteren Berechnungen werden

passung wird der Levenberg-Marquardt-Algorithmus verwendet. Jede 1Csy wird aus vier bis funf
Hemmwerten berechnet, wobei hierfir das Blut von mindestens drei verschiedenen Probanden
genutzt werden sollte. Angegeben sind der Mittelwert (MW) + Standardabweichung (SD).

Zur rechnerischen und statistischen Auswertung dient das Programm Microcal™ Origin®,
Version 6.0.
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3.3 Entwicklung des Testsystems

Bei der Entwicklung eines neuen Testsystems — auch wenn dieses in seinen Grundlagen auf den
literaturbekannten Vorgehensweisen beruht — ist ein wesentlicher Arbeitsschritt die Optimierung
der Testbedingungen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden systematisch alle das Testergebnis beeinflussenden
Versuchsbedingungen und Arbeitsschritte genauer untersucht und auf eine moégliche Optimierung
analysiert. Dabei stand immer als Ziel im Vordergrund, das Testsystem so zu gestalten, daf3 es eine
routineméfige Anwendung zur Evaluierung neu synthetisierter Substanzen erlaubt.

Die Arbeitsschritte und Ergebnisse der Optimierung des Testsystems werden in den einzelnen Ab-

schnitten dieses Kapitels beschrieben. Dabei wird auf folgende Punkte eingegangen:

- Beeinflussung der Eicosanoidbildung: Losungsmittel fiir die Reagenzien und

Testsubstanzen, Konzentration der Stimulationsreagenzien, Stimulationsdauer, Abstop-
pen der Stimulationsreaktion, Interindividuelle Schwankungen der Hemmbarkeit der
Metaboliten

- Extraktion der Eicosanoide: Festphasenextraktion, fliissig-fliissig-Extraktion, Abdampfen

des Losungsmittels nach der Extraktion

- HPLC-Analytik: UV-Detektion, Fluoreszenz-Detektion nach Derivatisierung.

Die folgenden Arachidonsiduremetaboliten sollten UV-spektrometrisch erfafit werden: LTB, und
5-HETE (5-LOX), 12-HETE (12-LOX), 15-HETE (15-LOX) und 12-HHT (COX-1). Bei Anwen-
dung der Fluoreszenzderivatisierung konnten zusétzlich auch TxB,, PGD,, PGE, und PGF,,
(COX-1) quantifiziert werden.

3.3.1 Beeinflussung der Eicosanoidbildung

Die Synthese von Arachidonsduremetaboliten in menschlichem Blut kann in-vitro durch ver-
schiedene Stimuli induziert werden. Hierzu gehéren Calcium-Ionophor A23187 [Borgeat 1979],
Pléttchen-aktivierender Faktor (PAF) [Chilton 1982], Formyl-methionyl-leucyl-phenylalanin
[Salari 1985], Interleukin-8 [Schréder 1989] oder unlosliche Stimuli, wie z.B. Zymosan. [Claesson,
1981] Alle diese Stimulantien bewirken die Mobilisierung von intrazelluldren Calcium-lonen.
[Naccache 1981] Den Calcium-Ionen wiederum kommt eine zentrale Rolle bei der Aktivierung der
Saugetier-Lipoxygenasen zu. [Rouzer 1985] Durch Erhéhung der Konzentration der intrazelluldren
Calcium-Ionen wird die LOX an Membranen lokalisiert, wodurch sie in der Lage ist, mit Ara-
chidonsdure zu reagieren. Im Falle der 5-LOX wird dies durch das Protein FLAP vermittelt.
[Rouzer 1988 (2), Skorey 1998] Auch auf die COX hat das Calcium-lonophor A23187 einen
stimulierenden Effekt. [Wentzell 1978] AuBlerdem wird in den Thrombozyten die Synthese von
Thromboxanen und Prostanglandinen durch Thrombin stimuliert. [Sweeney 1987 (1)] Bei der
Betrachtung der Stimulierbarkeit der LOX/ COX gibt es Unterschiede zwischen isolierten
Enzymen und Enzymen in intakten Zellen, die im Vollblut vorliegen. [Rouzer 1988 (1)] Dies muf3
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bei der Gestaltung der Testbedingungen beriicksichtigt werden.
Die Bildung der Arachidonsidure-Metaboliten
wird in den zur Erfassung von Eicosanoiden be-
schriebenen Systemen {iiblicherweise durch das
Stimulans Calcimycin (Calcium-lonophor
A23187) initiiert. [Borgeat 1979, Sweeney 1987
(2)] Calcimycin (Strukturformel s. Schema 21) ist

ein Antibiotikum, welches aus Streptomyces

chartreusis isoliert wurde. [Zmijewski 1983] Die
Schema 21: Strukturformel des Calcium-

Wirkung dieser Substanz beruht darauf, daB3 sie Tonophors A23187 (Calcimycin)

den Calcium-lonen-Einstrom in die Zelle ver-

starkt [Malaisse 1981], indem entsprechende Kanéle in der Zellmembran gedffnet werden. Die
erhohte intrazelluldre Calcium-Konzentration aktiviert die calciumabhingigen Enzyme der
Arachidonsdure-Kaskade. [Rouzer 1987] Moglicherweise werden auch intrazelluldre Calcium-
Speicher mobilisiert. Weiterhin wurde gezeigt, daB3 das cytosolische Enzym 5-LOX in Leukozyten
und Macrophagen unter dem Einflufl von A23187 im Sinne einer calciumabhingigen Membran-
assoziation an intrazellulire Membranen bindet. [Rouzer 1988 (2)] Wird dem Vollblut kein
Calcium-Ionophor A23187 zugesetzt, lassen sich trotzdem die Eicosanoide detektieren, die in den
Blutplittchen gebildet werden (12-HETE und 12-HHT, s. Abbildung 2, Kap. 3.3.1.2). [Sweeney
1987 (1)]

Studien ergaben, dal3 die Verfiigbarkeit von Arachidonsdure haufig den limitierenden Faktor fiir die
Eicosanoidbiosynthese darstellt. [Clancy 1983] Um das Substrat der Lipoxygenasen und
Cyclooxygenasen in ausreichender Menge zur Verfiigung zu stellen, werden die Blutproben mit
Arachidonsdure versetzt. [Borgeat 1979] Damit soll ausgeschlossen werden, dafl die Enzym-
reaktion aufgrund einer Substratverarmung zum Stillstand kommt. Die Arachidonsdure hat
zugleich einen stimulierenden Effekt auf ihre eigene Verstoffwechselung. [Vila 1997] Die fiir die
Aktivierung der Enzyme notwendigen Calcium-lonen sind bei der Durchfiihrung von Zellassays
meist im Puffer enthalten. Zum Vollblutassay werden Calcium- oder auch Magnesium-lonen
separat zugegeben. [Rouzer 1987] Damit wird verhindert, dal die Metabolisierung aufgrund eines
Mangels an Kationen zum Erliegen kommt. Dies ist erforderlich, da die durch die Stimulation mit
A23187 in die Zellen einstromenden Calcium-Ionen in der Blutprobe nicht aus Calcium-Speichern
des Organismus ersetzt werden konnen.

Ein weiterer Faktor, der selbstverstindlich die Menge der gebildeten Arachidonsdure-Metaboliten
beeinfluflt, ist die Zeitdauer der Inkubation und damit die Reaktionszeit, die den Enzymen zur Ver-
fligung steht. Wahrend in Zellassays meist Stimulationszeiten von fiinf bis zehn Minuten aus-
reichend sind [Laufer 1995], muBl bei der Arbeit mit Vollblut diese Zeit deutlich langer gewahlt
werden. In den Literaturvorschriften sind Stimulationszeiten von 15 bis 80 Minuten iiblich.
[Kikawa 1989, Saareks 1998]

Die genannten Abhédngigkeiten, die einen Einflul auf die Metabolisierung der Arachidonsdure
haben, sollten im Zuge der Entwicklung des Vollblut-Testsystems nacheinander untersucht werden.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in den folgenden Kapiteln wiedergegeben.

SchlieBlich ist der Wirkstoff zu betrachten, mit dem das Blut ungerinnbar gemacht wird. Hierfiir
kommt fiir diese Art der Testung lediglich Heparin in Frage. Die Komplexbildner Citrat und EDTA
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scheiden aus, da hierdurch die Calcium-lonen komplexiert werden. Das hat zum einen den ge-
wiinschten Effekt, da3 die Blutgerinnung unterbunden wird. Zum anderen wird durch das Fehlen
der Calcium-Ionen aber auch eine Stimulation der Enzyme verhindert. Deshalb sind im Citrat- oder
EDTA-Blut keine Untersuchungen zum Arachidonsdurestoffwechsel moglich. [Surette 1994]
Samtliche Untersuchungen wurden mit Blut durchgefiihrt, welches entsprechend den iiblichen Vor-
schriften mit Heparin (10 L.E./ ml Blut) versetzt wurde. [Berg 1999, Kiirschner 1998]

3.3.1.1 EinflulR des Losungsmittels fur Testsubstanzen und Reagenzien auf die
Metabolitenbildung

Fiir die Herstellung der Losungen, die im Verlauf der Testung zum Blut zugegeben werden, wéren
Wasser, isotonische Kochsalzlosung bzw. ein Puffer des Blut-pH-Wertes die idealen Losungs-
mittel. Diese sind jedoch in der Praxis nicht oder nur in Ausnahmeféllen einsetzbar, da sich die
meisten der zu untersuchenden Inhibitoren, aber auch die Reagenzien A23187 und AA nur sehr
schlecht in Wasser 16sen. Aus diesem Grund muf} auf organische Solventien zuriickgegriffen
werden. Ein geeignetes Losungsmittel sollte selbst keine {ibermidBige Beeinflussung des Ara-
chidonsiurestoffwechsels im Blut bewirken.

DMSO, DMF, Ethanol, Methanol oder isotonische Kochsalzlosung sind in den Literaturvor-
schriften am gebrduchlisten, um die Losungen der Inhibitoren und Reagenzien zur Durchfiihrung
von Vollbluttestungen herzustellen. [Alanko 1991, Patrignani 1987, Young 1996] Anhand von
Blindproben ohne Zusatz eines Inhibitors wurden die drei Losungsmittel Wasser, DMSO und
Methanol gegeniibergestellt. Die Stimulation der Enzymreaktionen erfolgte mit einer DMSO-
Losung von A23187 und einer methanolischen AA-Losung. Durch den Zusatz von 6 ul Losungs-
mittel wurde die Zugabe des Inhibitors simuliert.

Aus Abbildung 1 ist ersichtlich, dal es zwischen den in den Blutproben nachgewiesenen
Eicosanoidmengen teils erhebliche Differenzen innerhalb der drei Versuchsgruppen gibt. Die
5-LOX wird durch DMSO-Zusatz offenbar stimuliert, so dafl der Gehalt an LTB, und 5-HETE um
50 bis 80 % ansteigt. Wéhrend die 12-HETE durch Methanol-Zusatz um etwa 50 % gehemmt wird,
hat DMSO keinen Einflu} auf dieses Enzym. Die 15-LOX bleibt durch die Wahl des Losungs-
mittels unbeeinflulit. Der COX-Metabolit 12-HHT wird sowohl in den mit DMSO als auch
Methanol behandelten Blutproben um etwa 60 % mehr nachgewiesen als in den mit Wasser ver-
setzten Proben.

Nicht endgiiltig geklart werden kann die Frage, ob das Losungsmittel tatsdchlich eine stimulierende
bzw. inhibierende Wirkung auf die Enzyme besitzt oder ob die erhdhten bzw. erniedrigten
Metabolitenmengen durch andere Ursachen, z.B. eine verdnderte Extraktionsfahigkeit der Eicosa-
noide, bedingt sind. Da jedoch die Wiederfindungsraten des PGB, keinen Unterschied zwischen
den einzelnen Proben aufweisen, ist es naheliegend, die verdnderten Metabolitenmengen auf eine
Enzymstimulation bzw. -inhibition zurlickzufiihren. Fiir die Sojabohnen-LOX ist von Kermasha et
al. [2001] eine Beeinflussung der Lipoxygenaseaktivitit durch organische Losungsmittel beschrie-

ben worden, die auch auf die Enzyme im humanen Vollblut zutreffen kénnte.
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Abbildung 1: Einflul} des zugesetzten Losungsmittels auf die Eicosanoidbildung bezogen auf die
Proben mit Zusatz von 6 pl Wasser (= 100 %), kein Inhibitor; sonstige Bearbeitung
nach Standardvorschrift (n = 3, fiir DMSO: n = 6)
Blutproben mit Zusatz von 6 pul Wasser (cyan), DMSO (gelb) bzw. MeOH (blau)

Fiir die Durchfithrung der Testung wurde der Verwendung von DMSO als Losungsmittel fiir die
Testsubstanzen der Vorzug gegeben, da die Mehrzahl der untersuchten Verbindungen in DMSO
besser 16slich ist als in Methanol. Der stimulierende Effekt des DMSO sollte keinen Einfluf3 auf die
Ergebnisse der Testung haben, da alle Blindproben mit der gleichen Menge Losungsmittel versetzt
werden und sich somit der Effekt des DMSO rechnerisch ausgleicht.

Um eventuell auftretende Instabilititen der Inhibitoren nicht als verfalschenden EinfluBfaktor in die
Analytik eingehen zu lassen, wurden die Losungen der Testverbindungen immer erst unmittelbar
vor Beginn der Testung hergestellt.

3.3.1.2 Abhéangigkeit der Metabolitenbildung von der Calcium-lonophor A23187-
Konzentration

Um die Abhéngigkeit der Bildung von Arachidonsdure-Metaboliten von der Calcium-Ionophor-
Konzentration zu untersuchen, wurden Blutproben mit unterschiedlichen Mengen Calcium-
Ionophor A23187 versetzt, so dal} in den Proben die Endkonzentrationen 0, 15, 30, 40 und 50 uM
eingestellt wurden. Ublicherweise werden fiir Vollblutassays A23187-Konzentrationen von
30 bis 100 uM eingesetzt. [Alanko 1998, Cai 1998, Carlson 1999] In Zellassays kann diese Kon-
zentration wesentlich geringer gehalten werden. Hier sind fiir solche Testungen Konzentrationen
von nur 1 bis 10 uM gebrauchlich. [Matsuo 1997, McDonald 1991] Die iibrige Behandlung der
Blutproben erfolgte nach den im experimentellen Teil angegebenen Standardbedingungen, jedoch
ohne Ionenzusatz.

Die graphische Darstellung in Abbildung 2 zeigt in den schwarzen Linien die Abhédngigkeit der
Menge der erfafiten Metaboliten von der eingesetzten Konzentration an Calcium-Ionophor.
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Abbildung 2: Abhéngigkeit der Eicosanoidbildung von der A23187-Konzentration und vom

Kationenzusatz. Blutproben ohne Inhibitor, Stimulationsdauer: 30 min (n = 4)
schwarze Linie: ohne Ionenzusatz

griine Linie: Zusatz von | mM Mg**

gelbe Linie: Zusatz von 1 mM Ca**

blaue Linie: Zusatz von 0,5 mM Ca*" + 0,5 mM Mg*"

Wihrend in den Proben ohne A23187-Zusatz keine Bildung von LTB, nachweisbar ist, steigt diese
bei Erhohung der Ionophor-Konzentration bis auf 30 uM stark an. Bei noch grofleren A23187-

Konzentrationen ist eine weitere Steigerung der Eicosanoidbildung zu verzeichnen, die jedoch
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nicht mehr so extrem ausfillt, wie in niedrigeren Konzentrationsbereichen. Fiir die 5-HETE, die
12-HETE und die 12-HHT scheint durch grofere Ionophor-Konzentrationen eine noch deutlich
hohere Ausbeute erreichbar zu sein, was jedoch nicht weiter untersucht wurde. Die hohen Mengen
an 12-HETE und 12-HHT, die schon ohne Zugabe des Stimulationsreagenzes nachweisbar sind,
lassen sich damit erkldren, dafl diese Metaboliten zusitzlich von den Enzymen der Blutplittchen
gebildet werden, deren Stimulation nicht A23187-abhingig ist. [Sweeney 1987 (1)] Die 15-HETE
bleibt durch die zugegebene Menge an A23187 nahezu unbeeinflufit.

Da die Erhéhung der Calcium-Ionophor-Konzentration von 30 uM auf 50 uM eine Steigerung der
Kosten fiir die Untersuchungen auf das mehr als 1,5-fache bedeutet, wurde fiir die Routinetestung
der Kompromif} eingegangen, die etwas geringeren Metabolitenausbeuten bei der Konzentration
30 uM zugunsten der niedrigeren Materialkosten in Kauf zu nehmen.

Zu beachten ist bei der Durchfiithrung der Testung, dal} die von einigen Autoren [Carlson 1999]
vorgeschlagene Vorinkubation des Blutes bzw. der Zellen vor der Zugabe der Inhibitorldsung sehr
schnell die Fahigkeit der Enzyme herabsetzt, unter A23187-Stimulation AA-Metaboliten zu
generieren. [Surette 1994] Aus diesem Grund wurden alle Untersuchungen ohne Vorinkubation
unmittelbar nach Abnahme des Blutes durchgefiihrt.

3.3.1.3 Abhéangigkeit der Metabolitenbildung von der Calcium- und Magnesium-
lonen-Konzentration

Calcium- und Magnesium-Ionen sind die beiden am haufigsten vorkommenden intrazelluldren
Kationen. Magnesium-lonen koénnen mit Calcium-lonen um Bindungsstellen konkurrieren und den
Calcium-Ionen-Einstrom in die Zellen beeinflussen. [Reddy 2000] Fiir beide Ionen und fiir zahl-
reiche andere zweiwertige Kationen, wie z.B. Mn*", Ba®', St*', ist eine stimulierende Wirkung auf
die 5-Lipoxygenaseaktivitdt bekannt. [Kuo 1997, Restrepo 1973, Tatulian 1998] Andere lonen, wie
z.B. Zn*", Cu®*, Co*", oder auch Wasserstoffperoxid inhibieren die 5-LOX. [Hammarberg 1999,
Percival 1992] Die 12-LOX und die 15-LOX sind weitgehend calciumunabhéngig. [Yamamoto
1992] Zur Stimulation des Arachidonsdurestoffwechsels in Zell- und Vollblutassays werden
sowohl Calcium- als auch Magnesium-lonen oder eine Mischung aus beiden Ionen eingesetzt.
[Kiyomiya 1986, Laufer 1995, Pasqualini 2000] Reddy et al. fanden, da3 das Stimulationspotential
der Magnesium-Ionen nur etwa halb so grof3 ist wie das der Calcium-Ionen. [Reddy 2000] Andere
Autoren beschrieben einen inhibierenden Effekt der Magnesium-lonen auf die 5-LOX. [McDonald
1991] In hoheren Konzentrationen haben die Calcium-Ionen einen destabilisierenden Effekt auf die
5-LOX. [Rouzer 1987] Die Auswirkung einer gleichzeitigen Zugabe beider Kationen zu den Blut-
oder Zellzubereitungen im Vergleich zum Einsatz nur eines Kations auf die Eicosanoidausbeute
wurde bisher noch nicht ndher untersucht. In den nachfolgend beschriebenen Experimenten wurde
der EinfluBl der Zugabe von Calcium- oder Magnesium-Ionen und einer Mischung beider Kationen
jeweils in der Ionen-Endkonzentration von 1 mM auf die Stimulation der Eicosanoidbildung
analysiert.

In Abbildung 2 (Kap. 3.3.1.2) ist die Abhéngigkeit der Bildung der fiinf AA-Metaboliten von der

Art der zugesetzten Ionen und der A23187-Konzentration bei 30-miniitiger Inkubation dargestellt.
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Die iibrigen Versuchsbedingungen entsprechen den im Methoden-Teil (Kap. 3.2) angegebenen
Standardbedingungen.

Durch den lonenzusatz verdndert sich im Vergleich zu den Proben ohne lonenzusatz (schwarze
Linien in Abbildung 2, Kap. 3.3.1.2) der Kurvenverlauf teilweise erheblich.

Die Graphen fiir die Bildung der Metaboliten LTB, und 5-HETE haben einen &dhnlichen Verlauf.
Wird den Proben nur eines der beiden Kationen in der Konzentration 1 mM zugesetzt, so ist die
Bildung der Arachidonsduremetaboliten mit Calcium-lonen bzw. mit Magnesium-lonen gleich
groB3. Uberraschend ist das Ergebnis, das beobachtet wurde, wenn die Kationenkonzentration bei
1 mM belassen wurde, diese sich jedoch aus 0,5 mM Calcium-Ionen und 0,5 mM Magnesium-
Ionen zusammensetzt. Mit dieser Mischung der Ionen 148t sich die Metabolitenausbeute deutlich
steigern. Schon bei einer Konzentration von 15 pM A23187 wurden mit Calcium- und Magnesium-
Ionen die gleichen Metabolitenmengen gemessen, wie nach Stimulation mit 30 uM A23187 und
Zusatz nur eines der beiden Kationen in der gleichen Endkonzentration. Vergleicht man die Werte
der Stimulation mit 30 uM A23187 miteinander, so ist durch den Zusatz der Mischung aus den
zwei Salzen eine Steigerung der Synthese von AA-Metaboliten durch die 5-LOX um {iber 50 % zu
verzeichnen. Ohne Ionenzugabe verlauft die Kurve parallelverschoben zu der Kurve der Stimu-
lation mit der Kationenmischung. Im Fall der 12-LOX ist dieser Effekt nicht ganz so stark ausge-
pragt. Hier scheint das Stimulationsmaximum bei 50 uM A23187 noch nicht erreicht zu sein. Das
Abknicken der Kurve fiir die Ionenmischung konnte auf den obengenannten inhibierenden Effekt
der Mg*-Ionen zuriickzufiihren sein. Fir die 12-HHT gilt offensichtlich das schon fiir die
12-HETE Festgestellte. Auch hier ist moglicherweise eine Steigerung der Metabolitenproduktion
iber das untersuchte Mall hinaus moglich. Die 15-HETE ist durch die Ionenzugabe nicht
beeinfluft.

Im menschlichen Organismus wird die 15-HETE nicht allein von der 15-Lipoxygenase gebildet.
Auch fiir Cytochrom P-450-Enzyme ist beschrieben, daf} sie eine 15-LOX-Aktivitdt besitzen und
Metaboliten der Arachidonsdure, also auch die 15-HETE bilden konnen. Auch diese 15-LOX-
Aktivitdt der Cytochrome ist durch Calcium-lonen stimulierbar. [Iwase 1998] Daher ist nicht
auszuschliefen, da3 die im Assay gemessene 15-HETE nicht von der 15-LOX, sondern auch von

den Cytochromen gebildet wurde.

3.3.1.4 Abhéangigkeit der Metabolitenbildung von der Arachidonsaure-
Konzentration

Wie eingangs erwéhnt, ist damit zu rechnen, dafl durch eine Zugabe von Arachidonsdure zu den
Blutproben die Ausbeute an Eicosanoiden gesteigert werden kann. Extrazelluldr applizierte AA
induziert einen Anstieg der intrazelluldren Calcium-lonen-Konzentration durch eine Aktivierung
des Ca’"-Influx bzw. Freisetzung der Ionen aus dem endoplasmatischen Retikulum, was den
stimulierenden Effekt der AA auf die Enzyme der Arachidonséurekaskade erklért. [Enomoto 1995]
Die in der Literatur beschriebenen Testsysteme verwenden iiblicherweise AA-Konzentrationen im
Bereich von 10 bis 20 uM. Fiir die Standardversuchsdurchfithrung wurde die Arachidonsidurekon-
zentration auf 10 uM festgelegt. Hohere AA-Mengen haben in den Blutproben einen negativen
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EinfluB} auf die HPLC-Analytik, denn die AA eluiert nur schwer von der RP-18-Séule, was mit der
Zeit eine starke Verschmutzung der Saule nach sich zieht und haufiges Spiilen erforderlich macht.

In Abbildung 3 ist der EinfluB3 der zu den Blutproben gegebenen AA-Menge auf die Eicosanoidbio-
synthese dargestellt. Ohne AA-Zusatz sind die gemessenen Metabolitenmengen um bis zu 50 %
geringer als mit 10 pM AA. Ob nun diese Steigerung vorwiegend durch die Eigenstimulation oder
durch das erhohte Substratangebot verursacht wird, ist mittels der vorliegenden Daten nicht ein-

deutig zu entscheiden.

1204

Metabolitenbildung [%0]

LTB, 5-HETE 12-HETE 15-HETE 12-HHT
Eicosanoide

Abbildung 3: Abhingigkeit der Eicosanoidbildung vom A A-Zusatz
Blutproben ohne Inhibitorzusatz, sonstige Blutbearbeitung nach
Standardvorschrift (n = 4)
cyan: 10 uM AA (= 100 %), gelb: ohne AA-Zusatz

3.3.1.5 Abhéangigkeit der Metabolitenbildung von den Inkubationszeiten

Die Zeit, die den Enzymen nach ihrer Stimulation zur Metabolisierung der Arachidonsédure zur
Verfligung steht, hat einen erheblichen Einflufl auf die in den Blutproben nachzuweisende Menge
an Eicosanoiden. Die Inkubationsdauer muf3 fiir Vollblut entsprechend den Angaben in der
Literatur wesentlich linger gewdhlt werden als in Zellassays, wo teilweise mit nur fiinf Minuten
Reaktionszeit gearbeitet wird. [Laufer 1995, Sweeney 1987 (1)] Bei den Betrachtungen tiber die
Inkubationszeiten miissen zwei Aspekte beriicksichtigt werden: einerseits steigt die
Metabolitenmenge an, je lédnger die Proben inkubiert werden; andererseits setzen Abbaureaktionen
— insbesondere durch Enzyme der Cytochrom P450-Familie — ein, sobald Eicosanoide im Blut
vorliegen. Die AA-Metaboliten sind im Blut recht kurzlebig. Da in einem Vollblutassay die
komplette Enzymausstattung des menschlichen Blutes vorhanden ist, ist es als sicher anzunehmen,
daB diese Abbauprozesse auftreten. [Lewis 1990, Shak 1985] Daher ist zu erwarten, dal mit
Verldangerung der Reaktionszeit zunédchst die Menge an nachweisbaren AA-Metaboliten zunimmt.
Ab einem gewissen Zeitpunkt werden die Abbaureaktionen allerdings die Synthese der AA-
Metaboliten iiberwiegen; einmal durch zunehmende Aktivierung der abbauenden Enzyme, zum
anderen durch ein allméhliches Abflauen der Synthesereaktionen, wenn beispielsweise das Substrat

verbraucht ist, so dal nunmehr geringere Eicosanoidmengen gemessen werden.
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Abbildung 4: Abhingigkeit der Eicosanoidbildung von der Stimulationsdauer
Blutproben ohne Inhibitorzusatz, Stimulationszeiten: 20, 30, 45, 60, 90 min

Abbildung 4 zeigt die zeitabhangigen Kurven fiir die Bildung der finf im UV-Bereich detektier-
baren Metaboliten. Es wurden Inkubationszeiten zwischen 20 und 90 Minuten gewdhlt. Die ein-
gangs aufgestellte theoretische Betrachtung iiber den Kurvenverlauf wurde bestétigt. Der Zeitpunkt
der maximalen Eicosanoidausbeute (der Knickpunkt in den Kurven) war nicht fiir alle fiinf
Metaboliten identisch. Er lag im Zeitraum zwischen 40 und 60 Minuten. Lediglich bei der
12-HETE ist kein Knickpunkt aufgetreten. Dagegen fand hier in der Zeit zwischen 60 und
90 Minuten die groBte Steigerung der 12-HETE-Synthese statt. Da aber die 12-HETE der Metabolit
ist, der in den Blutproben Peaks mit einer sehr groen Fliche ergibt, ist die Ausnutzung dieses
Steigerungspotentials nicht notwendig. Fiir die Standarddurchfiihrung der Versuche wurde eine

sonstige Bedingungen nach Standardvorschrift (n = 3)

Inkubationszeit von 40 Minuten gewahlt.
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3.3.1.6 Interindividuelle Unterschiede in der Hemmbarkeit der Metabolitenbildung

Bei der Arbeit mit biologischem Material sind eine Streuung und zufillige Schwankungen der
erhaltenen Ergebnisse immer gegeben und nicht vermeidbar. Dies trifft auch auf die beschriebenen
Untersuchungen zur Beeinflussung der Eicosanoidbiosynthese zu. Daher kann nicht erwartet wer-
den, dal bei Testung einer Substanz in einer Konzentration mit dem Blut verschiedener Probanden
exakt die gleichen MeBergebnisse erhalten werden. Selbst bei der Verwendung des Blutes eines
einzigen Probanden an verschiedenen Tagen, ist mit dem Erhalt unterschiedlicher Ergebnisse zu
rechnen. Patrignani beschreibt, daf3 selbst bei mehreren Blutabnahmen an einem Tag bei demselben
Probanden Schwankungen in der gemessenen LTB,-Menge von 8 bis 15 % auftreten. [Patrignani
1987] Zur Ermittlung der GroBe und Bedeutsamkeit dieser interindividuellen Unterschiede in der
Bildung von Arachidonsiduremetaboliten wurden die Standardsubstanzen Zileuton und Indometacin
jeweils iiber vier Testdurchldaufe hinweg mit dem Blut von vier Probanden in der Konzentration
2 uM mitgefiihrt. Die Losungen der Testverbindungen wurden dabei vor der Testung immer frisch
hergestellt.

a . .
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Abbildung 5: Interindividuell unterschiedliche Hemmbarkeit der Eicosanoidbiosynthese
a) MW = SD mit Zileuton (2 uM) bzw. Indometacin (2 uM) versetzter Blutproben
von vier Probanden flir jeweils zwei Metaboliten (n = 4)
b) Darstellung der vier Einzelwerte fiir Zileuton (MW + SD, n = 3)
c) Darstellung der vier Einzelwerte fiir Indometacin (MW = SD, n = 3)
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In Abbildung 5a sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Ergebnisse aus den vier ge-
trennten Testldufen fiir jeweils zwei Metaboliten dargestellt. Die Standardabweichungen haben
Werte von weniger als + 10 % bzw. ein Wert mit + 19 %. Damit liegen sie im fiir biologisches
Material akzeptablen Bereich. Zusétzlich sind die einzelnen Mefwerte der vier Testreihen in der
Abbildung 5b,c graphisch dargestellt.

3.3.2 Abstoppen der Enzymreaktionen

Ublicherweise werden Enzymreaktionen abgestoppt, indem eiskalte organische Losungsmittel zur
Proteinfiallung zu den Proben gegeben werden. Meist kommen Acetonitril oder Methanol zum Ein-
satz. Da organische Losungsmittel einen ungiinstigen EinfluB auf die anschlieBende Festphasen-
extraktion haben (s. unten), sollte die zugegebene Menge Acetonitril bzw. Methanol mdoglichst
gering gehalten werden. Dazu wurde in einem Experiment am Beispiel des Methanol untersucht,
welche Menge Losungsmittel zum Abstoppen der Enzymreaktionen ausreichend ist. In den
Literaturvorschriften sind Losungsmittelmengen von 1 bis 5 ml [Kiirschner 1998, Miiller 1995]
angegeben. Auch der vollstindige Verzicht auf die Zugabe von Methanol und das Abstoppen allein
durch schnelles Einfrieren der Proben bzw. das rasche Abkiihlen in Eiswasser ist beschrieben
worden. [Kikawa 1989, Sirois 1991]
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Abbildung 6: Einflul der zum Abstoppen der Reaktion benutzten Methanolmenge auf die
wiedergefundenen Eicosanoidmengen. Blutproben ohne Inhibitorzusatz, sonstige
Bearbeitung der Blutproben nach Standardvorschrift (n = 2)
a) Wiederfindung des internen Standards PGB,
b) Wiederfindung der im Blut gebildeten Eicosanoide
Abstoppen: cyan: ohne MeOH, gelb: mit 0,5 ml MeOH,
blau: mit 1 ml MeOH, rot: mit 2 ml MeOH
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Zunichst wurde nur die Wiederfindung des internen Standards PGB; nach Abstoppen der
Reaktionen mit 1 und 2 ml Methanol und ohne Methanol betrachtet (Abbildung 6a). Ausgehend
von den in diesem Experiment erhaltenen Ergebnissen wurden weitere vergleichende Unter-
suchungen mit geringeren Methanolmengen vorgenommen. Dabei wurden die Wiederfindungs-
raten der vom Blut gebildeten Eicosanoide nach Abstoppen der Reaktionen mit 0,5 und 1 ml
Methanol und ohne Methanol gemessen (Abbildung 6b).

Die hochsten Wiederfindungsraten wurden jeweils in den Proben gefunden, denen kein Methanol
zugesetzt wurde. Bei der Routinetestung wurde das Abstoppen der Enzymreaktionen mit 0,5 ml
eiskaltem Methanol durchgefiihrt. Mit dem Methanol wurde der interne Standard PGB, zugegeben,

weswegen nicht komplett auf die Zugabe des Losungsmittels verzichtet werden konnte.

3.3.3 Extraktion der Eicosanoide

Ein die Qualitidt der MeBergebnisse entscheidend beeinflussender Faktor in der Durchfiihrung der
Vollbluttestung ist die Vorbereitung der Blutproben fiir die HPLC-Analytik. Da eine direkte Auf-
gabe des Blutes auf die HPLC-S4ule nicht moglich ist, miissen die Eicosanoide, die wihrend der
Stimulationsphase gebildet wurden, auf geeignete Art und Weise aus der Matrix extrahiert werden,
um anschlieBend der HPLC-Analytik zugefiihrt werden zu konnen. Diese Extraktion der
Arachidonsdure-Metaboliten aus dem Blut hat einen erheblichen Einflu} auf die Wiederfindungs-
raten, die mit dem Testsystem erreicht werden. Zwei Methoden sind fiir die Extraktion der Eicosa-
noide aus dem menschlichen Blut gebrduchlich: Festphasenextraktion (SPE) an RP-18-Sdulen
[Kikawa 1989, Metz 1982] und fliissig-fliissig-Extraktion mit organischen Losungsmitteln, z.B.
Ethylacetat. [Huwyler 1990] In den folgenden Untersuchungen wurden die Festphasenextraktion
und die fliissig-fliissig-Extraktion mit Ethylacetat hinsichtlich der Wiederfindungsraten miteinander
verglichen. Mit dem Ziel der Steigerung der Metabolitenausbeute wurden fiir die Festphasen-

extraktion gleichzeitig die Durchfiihrungsbedingungen optimiert.

3.3.3.1 Festphasenextraktion

Umfangreiche Untersuchungen zur Festphasenextraktion von Eicosanoiden wurden von Eskra und
Luderer [Eskra 1986, Luderer 1983] durchgefiihrt. Die Arbeitsschritte bei einer Festphasenex-
traktion sind:

- Konditionierung der RP-18-Saulen,
- Aufbringen der vorbereiteten Blutproben,

- Entfernen der polaren Bestandteile durch Spiilen der Sdulen mit hydrophilen Losungs-

mitteln (meist mit Wasser bzw. Methanol-Wasser-Gemischen),

- Eluation der Eicosanoide mit organischem Losungsmittel.
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3.3.3.1.1 Konditionierung der RP-18-Siulen

Die Konditionierung neuer RP-18-Séulen erfolgte nach den Vorgaben des Herstellers der Séulen.
Jeweils 10 ml Methanol und 10 ml Wasser wurden nacheinander mit mittlerem Unterdruck durch
die Sdulen gesaugt. Der teilweise praktizierte zusitzliche Waschschritt mit 25 %-igem Methanol

[Steinhilber 1989] beeinflufite die Ergebnisse nicht und wurde deshalb nicht vorgenommen.

3.3.3.1.2 Vorbereiten der Blutproben durch Ansiuern

Mit dem Anséduern der Blutproben soll sichergestellt werden, dal die Arachidonsduremetaboliten in
undissoziierter Form vorliegen, was Voraussetzung fiir deren Extrahierbarkeit ist. In der Literatur
sind sowohl die Extraktion ohne vorheriges Ansduern der Blutproben [Fruchtmann 1993] als auch
das Ansduern mit verdiinnten organischen bzw. anorganischen Séuren beschrieben. Es wird mit
Essigsdure [Kupfer 1996], Ameisensdure [Luderer 1983], Salzsdure [Herrmann 1987] u.a.
gearbeitet.

Problematisch ist jedoch die ungeniigende Stabilitdt der Eicosanoide im sauren Milieu, die von
Osborne in Zusammenhang mit der Festphasenextraktion untersucht wurde. [Osborne 1983]
pH-Werte unter 5 lassen stabilitdtsbedingt eine nur noch sehr geringe Wiederfindungsrate fiir die
Eicosanoide zu.

Welche der genannten Sduren fiir das Testsystem den giinstigsten Einflufl auf die Wiederfindungs-
raten hat, sollte mit den nachfolgend beschriebenen Versuchen geklért werden.

Das Prostaglandin PGB; wurde in PBS-Puffer in der gleichen Weise behandelt wie in der Testvor-
schrift fiir das Blut angegeben. Im Vergleich zu einer Probe PGB, die nicht der Festphasen-
extraktion unterzogen wurde, wurden die Wiederfindungsraten errechnet.

Zum Ansduern der Losungen vor der Festphasenextraktion erwies sich 0,1 %-ige Salzsdure als am
besten geeignet. Hiermit wurde eine Wiederfindungsrate von nahezu 100 % erreicht, (Abbildung
7). Hoher konzentrierte Salzséure verringerte die wiedergefundene PGB;-Menge um 20 %. Mit
Essigsdure und Ameisensdure konnten nur vergleichsweise geringe Wiederfindungsraten erzielt
werden. Trifluoressigsdure brachte ebenso wie der vollstindige Verzicht auf das Ansduern der
Proben eine &hnliche Wiederfindungsrate wie die mit stirker konzentrierter Salzsdure versetzten
Proben.

Durch hohere Essigsdurekonzentrationen verringerte sich die wiedergefundene Menge PGB,
drastisch. Mit 1 %-iger Essigsdure gingen die gemessenen Wiederfindungsraten gegen Null. Dies
1aBt sich damit begriinden, daB3 durch das Ansduern mit Essigsdure der pH-Wert der Blutproben
stiarker absinkt als beim Ansduern mit Salzsdure gleicher prozentualer Konzentration. Da die
Stabilitdt der Ficosanoide im sauren Milieu gering ist, liegt die Vermutung nahe, dafl beim
Ansduern mit 1 %-iger Essigsdure der saure pH-Wert zum Zerfall der Metaboliten fiihrt. Das PGB,
weist von den zu erfassenden Eicosanoiden die groBte Stabilitdt auf. [Wobst 2003]
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Abbildung 7: Einflull des Ansduerns auf die Wiederfindungsrate des PGB, nach Festphasen-
extraktion (n = 4)
PGB, in PBS-Puffer, Festphasenextraktion und HPLC nach Standardvorschrift

3.3.3.1.3 Spiilen der RP-18-Saulen zum Entfernen polarer Blutbestandteile

Das Spiilen der Festphasensdulen zum Entfernen hydrophiler Blutbestandteile, die die HPLC-
Analytik storen wiirden, wird gewohnlich mit Wasser vorgenommen. In zahlreichen Literaturvor-
schriften wird vor der Eluation der AA-Metaboliten ein zusétzlicher Spiilschritt mit wéBriger
Methanollosung durchgefiihrt. [Fruchtmann 1993] In vergleichenden Untersuchungen wurden die
Festphasensdulen mit 5 %, 10 % und 25 % Methanol gespiilt. Dabei zeigte sich jedoch, daB3 dieser
zusitzliche Spilschritt keinen Einflu auf die Wiederfindung der AA-Metaboliten hat. (s.
Abbildung 8, Kap. 3.3.3.1.4) In der Routinetestung wurde dieser Spiilschritt daher nicht durch-
gefiihrt.

3.3.3.1.4 Eluation der Eicosanoide

Die AA-Metaboliten wurden mit 1000 ul absolutem Methanol, das in drei Portionen (400 pl +
400 pl + 200 pl) auf die Sdaulen gegeben wird, von den Festphasensiulen eluiert. Versuche mit
einer geringeren Menge Methanol ergaben, dal mindestens 600 ul Methanol zur Eluation
verwendet werden sollten, um sicherzustellen, da8 die Eicosanoide vollstindig von den Fest-
phasensédulen gewaschen werden. Groflere Volumina Methanol haben keinen signifikanten Einfluf3
auf die Wiederfindungsraten (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Einfluf} des Spiilens und der Eluation auf die Wiederfindungsraten des PGB, nach
Festphasenextraktion (n = 3), Kontrolle: Proben ohne SPE
PGB, in PBS-Puffer, HPLC nach Standardvorschrift

Die iiber den gesamten Versuchsablauf erreichten Wiederfindungsraten bezogen auf PGB, lagen
bei Durchfiihrung der Standardmethode zwischen 70 und 90 %, was den Literaturangaben ent-
spricht. [Celardo 1994] Kritischster Punkt fiir die Hohe der Wiederfindungsraten war dabei die
Festphasenextraktion. Von daher sind die Testsysteme, die die AA-Metaboliten mit einem
Immuno-Assays detektieren, bevorteilt, da hier die Extraktion der Eicosanoide entfallen kann.

Ein wesentlicher Kostenfaktor fiir die Durchfiihrung der routinemiBigen Vollbluttestung mit dem
vorgestellten Testsystem ist die Wiederverwendbarkeit der RP-18 Festphasensdulen. Prinzipiell
koénnen die Sdulen vier- bis fiinfmal verwendet werden, wenn nicht vorher eine Verstopfung durch
Blutbestandteile, z.B. Zellreste, die nicht vollstindig abzentrifugiert wurden, auftritt. Fiir das als
interner Standard verwendete PGB; wurden neue mit schon mehrfach (zwei- bis viermal) ver-
wendeten Festphasensdulen hinsichtlich der Wiederfindung verglichen. In Abbildung 9a sind die
Mittelwerte der in der Routinetestung erzielten Wiederfindungsraten des PGB; mit neuen und
mehrfach verwendeten Sdulen gegeniibergestellt. Abbildung 9b zeigt die Wiederfindungsraten von
in PBS-Puffer aufgenommenem PGB, nach Extraktion mit unbenutzten und benutzten Sdulen.
Zwischen den beiden Probengruppen sind keine statistisch signifikanten Unterschiede zu
verzeichnen. Im Trend ist eine geringfiigig bessere Wiederfindung fiir die unbenutzten Siulen zu
beobachten.
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Abbildung 9: Vergleich der Wiederfindungsraten des zugesetzten PGB, bei der
Festphasenextraktion mit neuen (cyan) und mehrfach verwendeten (gelb) Sidulen
a) Wiederfindung des PGB, in Blutproben aus der Routinetestung (208 ng/ Injektion)
(n=10)
b) PGB; in Puffer, behandelt nach Standardvorschrift (n = 6)

Durch eine Modifikation der Festphasenextraktion ist es prinzipiell mdoglich, zusétzlich die
Peptido-Leukotriene LTC,, LTD, und LTE4 zu erfassen. Dazu muf3 bei der Konditionierung der
RP-18-Sédulen EDTA aufgebracht werden. [Kikawa 1989, Verhagen 1986] Bei der HPLC-Analytik
eluieren diese drei Metaboliten sehr stark pH-abhidngig. Somit ist im Chromatogramm mit der
Uberlagerung mit anderen Peaks zu rechnen. Da die Bildung der Peptido-Leukotriene zudem eine

langere Stimulationszeit beansprucht, wurde darauf verzichtet, diese Eicosanoide zu quantifizieren.

3.3.3.2 Flussig-flussig-Extraktion

Gegendiiber der Festphasenextraktion ist die fliissig-fliissig-Extraktion mit weniger Arbeitsaufwand
verbunden. Es werden 2 ml Losungsmittel zu dem Blut gegeben, gut geschiittelt, zentrifugiert und
das Losungsmittel abgenommen. Dies wird noch zweimal mit 1,5 ml Losungsmittel wiederholt. In
der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob die fliissig-fliissig-Extraktion mit Ethylacetat
und die Festphasenextraktion gleichwertig sind. Dazu wurden aus den Blutproben ohne Inhibitor
die Eicosanoide mittels Festphasenextraktion und mittels Extraktion mit Ethylacetat separiert. Die
beiden Extraktionsmethoden wurden zum einen anhand der Peakflichen des internen Standards
PGB, und zum anderen mittels der Ausbeuten der iibrigen AA-Metaboliten miteinander verglichen.
Abbildung 10 zeigt die Gegeniiberstellung der erhaltenen Ergebnisse. Die mit fliissig-fliissig-
Extraktion erreichten Wiederfindungsraten des PGB, lagen erheblich unter denen der Festphasen-
extraktion. Das gleiche wurde auch fiir die beiden im Blut gebildeten AA-Metaboliten LTB, und
15-HETE festgestellt. Die anderen Eicosanoide 5-HETE, 12-HETE und 12-HHT lieen sich mit
der Methode der flissig-fliissig-Extraktion teilweise erheblich besser abtrennen. Die Schwankungs-
breite der Peakfliachen nach fliissig-fliissig-Extraktion war in allen Féllen deutlich gréBer als nach
Festphasenextraktion.
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Abbildung 10: Vergleich der Festphasenextraktion (cyan) mit der fliissig-fliissig-Extraktion mit
Ethylacetat (gelb) (n = 4)
a) Wiederfindung des internen Standards PGB,
b) Peakflachen der im Blut gebildeten Eicosanoide

Entscheidender Faktor zur erfolgreichen Durchfiihrung einer fliissig-fliissig-Extraktion ist die Ein-
stellung des optimalen pH-Wertes. Moglicherweise wire ein stirker saurer pH-Wert fiir die
Extraktion des LTB, und der 15-HETE giinstiger. Das wiirde aber wiederum die Stabilitit der
Metaboliten negativ beeinflussen (vgl. Kapitel 3.3.3.1.2).

Ein Nachteil der Losungsmittelextraktion ist, da3 die Chromatogramme durch die Extraktion vieler
extrem lipophiler Bestandteile aus dem Blut wesentlich unsauberer sind als nach Festphasen-
extraktion. Dadurch ist die Auswertung erheblich erschwert und ein Spiilen der HPLC-Séule wird
haufiger erforderlich.

3.3.3.3 Vergleich der beiden Extraktionsmethoden

Vergleichende Untersuchungen zur Festphasenextraktion und fliissig-fliissig-Extraktion wurden
bereits von Verhagen et al. durchgefiihrt. [1986] Diese Gegeniiberstellung zwischen Festphasenex-
traktion mit RP-18-Siulen zweier unterschiedlicher Hersteller, Amberlite XAD-8-Extraktion und
Extraktion mit Diethylether zeigt deutliche Unterschiede zwischen den Wiederfindungsraten, die
mit den einzelnen Methoden erzielt wurden. Die Festphasenextraktion und die Amberlite XAD-§-
Extraktion ermdglichten eine Wiederfindung von iiber 90 % fiir alle gemessenen Metaboliten. Die
fliissig-fliissig-Extraktion mit Ether dagegen ergab fiir einige der untersuchten Eicosanoide nur eine
Wiederfindung von weniger als 20 %.

Der Unterschied zwischen den beiden Methoden wird auch bei der vergleichenden Auswertung der
in den Kapiteln 3.3.3.1 und 3.3.3.2 vorgenommenen Untersuchungen deutlich. Die fliissig-fliissig-
Extraktion mit Ethylacetat lieB bei zwei Ficosanoiden und dem internen Standard
Wiederfindungsraten erreichen, die verglichen mit der Festphasenextraktion nur etwa die Halfte

betrugen. Die anderen AA-Metaboliten wurden bei Anwendung der Festphasenextraktion in
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geringerem Mafe wiedergefunden als bei der fliissig-fliissig-Extraktion. Bei letzterer waren
wiederum groere Schwankungen in den Wiederfindungsraten zu verzeichnen, was in der
Abbildung 10 durch die groBeren Standardabweichungen sichtbar wird. Dies deckt sich mit den
oben beschriebenen Befunden aus der Literatur.

Der Extraktionsschritt der Eicosanoide nimmt eine Schliisselrolle fiir die Qualitdt der gesamten
Testmethode ein. Es wurde daher die Entscheidung getroffen, trotz des groBeren Aufwandes und
der Mehrkosten die Eicosanoide in der Routinetestung mittels Festphasenextraktion zu isolieren.
Damit sollten die besseren und vor allem konstanteren Wiederfindungsraten, besonders die des

internen Standards PGB, ausgenutzt werden, um genauere Ergebnisse zu erzielen.

3.3.4 Abdampfen des Ldsungsmittels vor der HPL.C-Analytik

Um die Proben vor der Quantifizierung in einem definierten Volumen Methanol aufnehmen zu
koénnen, muf3 vor der HPLC-Analytik das Extraktions- bzw. Eluationsmittel entfernt werden.

Folgende Methoden zum Abdampfen des Methanols wurden miteinander verglichen:
- Abdampfen im Abdampfblock unter Argonstrom bei 38 °C,
- Abdampfen des Losungsmittels bei Raumtemperatur unter Argonstrom,
- Entfernen des Losungsmittels im Vakuumkonzentrator.

Bei den drei untersuchten Abdampfvarianten waren Verluste von maximal 10 % zu verzeichnen.
Die erzielten Ergebnisse waren mit allen drei untersuchten Methoden nahezu identisch. Daher fiel
Entscheidung fiir die routinemafBige Anwendung des Abdampfens im Abdampfblock unter Argon-

strom bei 38 °C allein nach durchfiihrungspraktischen Gesichtspunkten.

3.3.5 HPLC-Analytik

Bei den Betrachtungen zur HPLC-Analytik wurden zwei Detektionsmethoden néher untersucht.
Zunichst wird im Kapitel 3.3.5.2 die Detektion der Eicosanoide im UV-Wellenldngenbereich von
230 bis 280 nm vorgestellt. Als zweites wird auf die fluorimetrische Detektion der AA-Metaboliten
nach Derivatisierung mit dem Fluoreszenzmarker 4-Brommethyl-7-methoxycumarin (BrMMC)
eingegangen (Kapitel 3.3.5.3).

Zur Quantifizierung der Eicosanoide wurde in allen Fallen ein interner Standard verwendet.
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3.3.5.1 Interner Standard

Bei der Durchfiihrung quantitativer Analytik ist es unerldflich, eine Standardsubstanz mitzufiihren.
Es gibt die Moglichkeit der Verwendung eines internen oder eines externen Standards. Wéhrend
ein externer Standard fiir ein Vollbluttestsystem eher ungeeignet erscheint, hat das Mitfiihren eines
internen Standards in jeder einzelnen Analysenprobe durch sédmtliche Arbeitsschritte der Testung
den Vorteil, dal Schwankungen bei der Durchfiihrung der Testung von Probe zu Probe (z.B. in der
Wiederfindung) durch Korrektur der MeBwerte gegen den Standardwert direkt beriicksichtigt
werden. An eine Substanz, die als interner Standard eingesetzt werden soll, sind folgende Anfor-
derungen zu stellen: [Haefelfinger 1981]

- eine den zu analysierenden Substanzen dhnliche chemische Struktur,

- kein Auftreten der Substanz in der analytischen Matrix, z.B. als Metabolisierungsprodukt

der zu untersuchenden Enzyme,

- HPLC-Retentionszeit in der Ndhe der zu analysierenden Substanzen, aber nicht gleich-
zeitig mit diesen,
- ausreichende Stabilitét liber den gesamten Testzeitraum.

Fiir die Durchfilhrung analoger Testungen sind in der Literatur verschiedene Substanzen als
interner Standard vorgeschlagen. Héufig genutzt werden das PGB, bzw. seine hydroxylierten
Derivate (19-OH-PGB,) [Borgeat 1988, Fruchtmann 1993] oder das PGB, [Kiss 1998, Werz 1998].
In dem in dieser Arbeit beschriebenen Testsystem wurde als interner Standard PGB, verwendet.
Dieses Prostaglandin wird im physiologischen Verlauf des Arachidonsdurestoffwechsels nicht
gebildet, ist jedoch als Prostaglandin den zu erfassenden Metaboliten strukturell dhnlich. Die
Substanz hat ein Absorptionsmaximum im UV-Bereich bei der Wellenldnge 280 nm, was eine
einfache Detektion ermoglicht. PGB, ist polarer als die anderen zu erfassenden AA-Metaboliten
und eluiert daher in der RP-HPLC geringfiigig vor den im Blut gebildeten Eicosanoiden. Die
Stabilitét iiber den Testzeitraum wurde im Rahmen der Validierung des Testsystems nachgewiesen
(s. Kap. 3.3.6.1.1). Weiterhin wurde tiberpriift und sichergestellt, dal der PGB;-Peak nicht durch
interne und externe Storfaktoren, wie z.B. andere zu diesem Zeitpunkt eluierende Blutbestandteile,
beeintrachtigt wird und daBl im aufgearbeiteten Vollblut nichts enthalten ist, das eventuell den

PGB;-Peak vortiduschen oder scheinbar vergrofern konnte.

3.3.5.2 UV-Detektion

Die am einfachsten durchfilhrbare Methode der Detektion nach HPLC-Auftrennung ist die
UV-photometrische Erfassung der Eicosanoide. Ein gravierender Nachteil dieser Methode ist, daf3
das Absorptionsmaximum der fiir eine Testung durchaus interessanten COX-Metaboliten
Thromboxan B, und die Prostaglandine E, und D, bei der Wellenldnge 192,5 nm und damit unter-
halb der Grenze des mit den verfiigbaren Mitteln realisierbaren Mef3bereichs von 220 nm liegt. Soll
auf eine Derivatisierung der Eicosanoide verzichtet werden, kann mit entsprechenden Detektoren
und bei giinstiger Auswahl des HPLC-Laufmittels auch die UV-spektroskopische Erfassung von
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Metaboliten mit solch einem kurzwelligen Absorptionsmaximum vorgenommen werden, wie von
Kim beschrieben wurde. [1998] Ein COX-Metabolit mit einem Absorptionsmaximum im UV-
photometrisch  erfaBbaren Wellenldngenbereich ist die 12-HHT (Ap.x=230nm). Die
Quantifizierung des COX-Produktes 12-HHT, um die Aktivitdt der COX zu bestimmen, ist in der
Literatur nur vereinzelt beschrieben worden. [Dannhardt 1992] Randall et al. haben jedoch in ver-
gleichenden Untersuchungen bei Inhibition des COX-Stoffwechselweges mit dem NSAR
Indometacin identische Hemmkurvenverldufe fiir das Prostaglandin E, und die 12-HHT erhalten,
was den Bezug der COX-Testung auf die 12-HHT rechtfertigt. [Randall 1980]

Dagegen besitzen die relevanten LOX-Produkte ein Absorptionsmaximum oberhalb von 220 nm,
so daB eine problemlose UV-Detektion moglich ist. Von Vorteil ist hierbei der Einsatz eines
Dioden-Array-Detektors (DAD), mit dem iiber den Bereich von 200 bis 300 nm oder gegebenen-
falls dartiber hinaus das gesamte Spektrum des Eluates aufgezeichnet werden kann. Damit ist es im
Zuge der Auswertung moglich, anhand der typischen UV-Spektren der Eicosanoide deren Identitit
zu sichern. Dies kann beim Arbeiten mit Vollblut sehr hilfreich sein, um Fehlinterpretationen zu
vermeiden, da recht hdufige und unregelmifig auftretende zusitzliche Peaks im Eluationszeitraum
der Metaboliten die Auswertung der Chromatogramme erschweren konnen.

Fiir die HPLC-Trennung langkettiger Carbonséuren empfiehlt es sich, ein Methanol-Laufmittel zu
verwenden. [Aced 1991, Metz 1982] Beschrieben sind auch Laufmittel auf Acetonitril- oder THF-
Basis. [Yamaguchi 1989, Verhagen 1986]

Im einfachsten Fall erfolgt die HPLC-Trennung mit einem isokratischen Laufmittel bestehend aus
78 % Methanol, 22 % Wasser, 0,01 % Essigsdure und einem Laufmittel-FluB von 1,0 ml/ min.
[Kupfer 1996] Der Nachteil dieser Methode besteht darin, dafl hierbei die Peaks der zeitig
eluierenden Metaboliten (PGB, und LTB,) oftmals durch Storpeaks liberlagert sind. Auch einige
der getesteten Inhibitoren eluieren in diesem Zeitintervall, was unter Umsténden die Auswertung
der Chromatogramme erschweren oder gar unmdéglich machen kann. Abhilfe kann die Verwendung
eines polareren Laufmittelgemisches schaffen. Dies wurde mit der Mischung
Methanol / Wasser / Essigsdaure 70/30/0,1 (V/V) praktiziert. [Steinhilber 1989] Dadurch ver-
langerte sich allerdings die Analysenzeit besonders fiir die spét eluierenden Metaboliten (HETESs)
deutlich (> 70 Minuten).

Eine Moglichkeit, diese Probleme zu umgehen, ist die Nutzung eines Laufmittelgradienten. Um die
Trennung der zeitig eluierenden Metaboliten und der untersuchten Inhibitoren zu verbessern, wurde
zu Beginn eines jeden HPLC-Laufes die Hydrophilie des Laufmittels im Vergleich zu dem oben
genannten 78 %-igen Methanol erhoht. Ab dem Mittelteil der Chromatogramme kam wieder ein
hoéherer Methanolanteil im Laufmittelgemisch zum Einsatz. Dadurch konnte die Analysenzeit fiir
alle finf untersuchten Arachidonsduremetaboliten unter 30 Minuten gehalten werden. Da die
Peaks, besonders der spit eluierenden Metaboliten, die Tendenz zu einer starken Verbreiterung
haben, wurde mit Erhéhung des Methanolanteils gleichzeitig der Laufmittelflul auf 1,5 ml/ min
gesteigert, was sich positiv auf die erhaltenen Peakbreiten auswirkte. Das Ergebnis, ein
Chromatogramm einer Blutprobe nach ungehemmter Reaktion und im Vergleich ein
Chromatogramm nach gehemmter Reaktion (Substanz T13, Struktur s. Anhang Tabelle 20), zeigt
die Abbildung 11. Die Zuordnung der Peaks zu den Eicosanoiden erfolgte anhand kommerziell
erworbener Referenzsubstanzen durch Vergleich der Retentionszeiten und der UV-Spektren. Mit
dem vorgeschlagenen Laufmittelgradienten war die HPLC-Analytik einer Blutprobe innerhalb von
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30 Minuten moglich.

Mit einem Test auf Reinheit der Peaks wurde iiberpriift, ob die detektierten Peaks zur Quantifi-
zierung der AA-Metaboliten genutzt werden konnen. Dazu wurden mit dem DAD die UV-Spektren
am Anfang, in der Mitte und am Ende des eluierenden Peaks aufgezeichnet und iibereinander-
gelegt. Die dabei erhaltenen Spektren waren deckungsgleich. Somit kann davon ausgegangen
werden, daf3 die Peaks nur von einer einzigen Substanz gebildet wurden, also rein waren.
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Abbildung 11: Beispielchromatogramme: HPLC-Analytik mit UV-Detektion, Blutproben nach
a) ungehemmter und b) mit Verbindung T13 (10 uM) gehemmter Reaktion,
Bearbeitung der Blutproben nach Standardvorschrift

3.3.5.3 Fluoreszenzdetektion

Der Nachteil der UV-Detektion, da3 aufgrund der kurzwelligen Absorptionsmaxima nur einige der
Eicosanoide erfait werden konnen, kann umgangen werden, indem vor der HPLC-Analytik eine
Derivatisierung der AA-Metaboliten vorgenommen wird. Dafiir gibt es folgende Moglichkeiten:
die Markierung mit einem Chromophor, um die UV-Detektion zu ermdglichen, oder die
Derivatisierung mit einem Fluoreszenzmarker. Die Carboxylgruppe, die in allen im Rahmen der
Testung interessierenden Eicosanoiden vorhanden ist, stellt eine fiir Derivatisierungsreaktionen
pradestinierte Struktur dar. So ist es nicht verwunderlich, daf} alle in der Literatur beschriebenen
Derivatisierungsverfahren darauf ausgerichtet sind, die Carboxylfunktion umzusetzen.
(Ubersichten in [Mukherjee 1996, Toyo’oka 1995, Yasaka 1994])

Fiir die Fluoreszenzmarkierung von Carbonsduren ist in der Literatur eine Vielzahl von Reagenzien
beschrieben. [Engels 1988, Wolf 1992] Die Fluoreszenzmarker gehdren zu verschiedenen
chemischen Strukturgruppen. Gebrauchlich sind Cumarinanaloge, Alkylhalogenide, Amine,
Phenanthrenanaloge, Anthracenanaloge, Diazoalkane und andere. [Mukherjee 1996, Toyo’oka
1995] Fiir die Untersuchungen zur Fluoreszenzmarkierung in dieser Arbeit sollte ein Marker ge-
wihlt werden, der kommerziell erhéltlich, nicht zu kostenintensiv, {iber einen ldngeren Zeitraum
ausreichend stabil und von der Derivatisierungsreaktion her einfach zu handhaben ist. Die vorge-

nannten Kriterien werden am besten von dem Cumarinderivat 4-Brommethyl-7-methoxycumarin
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(4-Brommethyl-7-methoxy-2-oxo0-2H-benzo-pyran, =~ BrMMC; Br
Schema 22) [McGuffin 1985, Turk 1978] erfiillt, so daf} dieses

Reagenz zur Entwicklung einer HPLC-Methode mit \
Fluoreszenzmarkierung ausgewahlt wurde. H;C—0 o) 0
Als Fluoreszenzlabel wurde BrMMC von Diinges im Jahr 1977 Schema 22: 4-Brommethyl-7-
erstmals beschrieben. [Diinges 1977 (1)] Es wurde in zahlreichen methoxycumarin
Arbeiten zur Fluoreszenzmarkierung sowohl aliphatischer als (BrMMCOC)

auch aromatischer Carbonsduren genutzt. [Wolf 1992, Wolf 1990]

Ein Nachteil dieser Verbindung ist allerdings, dal die Erfassungsgrenze nicht so niedrig ist, wie es
mit anderen Markern und unter Verwendung einer laserinduzierten Fluoreszenz méglich wird. Nur
hitte der Einsatz eines empfindlicheren Markers weit mehr Aufwand fiir die Versuchsdurchfiihrung
bedeutet, da diese grofitenteils frisch hergestellt werden miissen oder eine aufwendigere Derivati-
sierung erfordern. Dies hétte dem Ziel der Arbeit, ein einfach und mit wenig Zeitaufwand nutzbares
Testsystem zu entwickeln, widersprochen.

In den folgenden Untersuchungen wurde der Frage nachgegangen, ob die Fluoreszenzmarkierung
der Eicosanoide gegeniiber der UV-Detektion ohne Derivatisierung entscheidende Vorteile hin-

sichtlich Erfassungsgrenze und Empfindlichkeit bringt.

3.3.5.3.1 Optimierung des Derivatisierungsvorgangs

Der Derivatisierungsvorgang mit dem Fluoreszenzmarker BrMMC wurde zunichst analog den in
der Literatur angegebenen Arbeitsvorschriften durchgefiihrt. [Lam 1978, Wolf 1990] Den Reak-
tionsmechanismus zeigt das Schema 23. [Wolf 1992]

£

K’ "OOCR + Q — - [ j
(k) "00CR o o
o
CHzBI' CH200CR
Br

X X
) oocn - — m - ®
H;C—O 07 S0  H,c—0 0" o

@ Br +RCOOK" — » @ "OOCR + KBr

2 RCOOH + K,CO; — > 2K’ "OOCR + H,CO,4

Schema 23: Reaktionsschema der Fluoreszenzmarkierung von Carbonsduren mit BrMMC

Als Katalysator fiir diese Reaktion dient der Kronenether 18-Krone-6, der eine Phasengrenz-
katalyse, auch als mizellare Katalyse bezeichnet, bewirkt. [Durst 1975, van der Horst 1989] Die
Umsetzung lauft im basischen Milieu ab, wobei sich die Auswahl der verwendbaren Basen auf
Kaliumcarbonat und -hydrogencarbonat bzw. Triethylamin beschridnkt. [Diinges 1977 (2)] Die
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meist beschriebene notwendige Erwdrmung des Reaktionsansatzes auf 40 °C oder sogar bis auf
80 °C [Grushka 1978, Gueddour 1993] hatte in den vorliegenden Untersuchungen keinen merk-
lichen EinfluB auf die Ausbeuten der Reaktionen. Fiir die Dauer der Umsetzung finden sich in der
Literatur Angaben von zehn Minuten bis zehn Stunden. [McGuffin 1985, Turk 1978]

Bei der Handhabung des Fluoreszenzmarkers BrMMC muf} beachtet werden, daB3 die geloste
Substanz sich in Anwesenheit von Licht und/ oder protischen Lésungsmitteln (wie z.B. Wasser
oder Methanol) duBSerst schnell zersetzt. Deshalb muf} die Derivatisierung unter Lichtausschlufl und
in aprotischem Losungsmittel durchgefiihrt werden. Meist werden Acetonitril oder Aceton benutzt.
Die Derivatisierungsprodukte dagegen sind iiber ldngere Zeit stabil. [Wolf 1992]

Die variablen Punkte, die einen meBbaren Einflull auf die Fluoreszenzausbeute haben, sind die
Konzentration und Zusammensetzung der zugesetzten Reagenzien und die Derivatisierungsdauer.
Die Konzentration der zuzusetzenden Reagenzien richtet sich zuerst nach der in den Proben
erwarteten Menge an zu derivatisierenden Eicosanoiden. Da die Reaktion iiblicherweise mit einem
1,5 bis 3-fachen molaren Uberschufl an BrtMMC durchgefiihrt wird, 148t sich die bendtigte Menge
an Reagenz errechnen. Da BrMMC wegen des im Molekiil vorhandenen Brom-Atoms selbst ein
Fluoreszenz-Quencher ist, kann eine zu hohe BrMMC-Konzentration in der Reaktionsmischung
zur Abschwichung der Fluoreszenz flihren. [Diinges 1978]

In den Abbildungen 12 und 13 ist die Abhéngigkeit der Derivatisierung von den zugegebenen
Reagenzien und von der Reaktionsdauer dargestellt.

&
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Abbildung 12: Einfliisse auf die Fluoreszenzmarkierung; 7,5 nmol PGB, je Probe (n = 2)
HPLC wie in Kap. 3.2.3.3.2 angegeben
a) Beeinflussung der Fluoreszenzmarkierung durch die zugegebenen Reagenzien
b) Vollstiandigkeit der Derivatisierung in Abhéngigkeit von den Reagenzien
BrMMC und Kronenether (UV-Detektion bei 280 nm)
cyan: 5 pl Kronenethersuspension nach [Wolf 1990]
gelb: 10 ul Kronenethersuspension
rot: Sul Kronenetherlosung
blau: 10ul Kronenetherldsung

Eine vorteilhafte Variante, den Kronenether und das Kaliumcarbonat der Reaktionsmischung zuzu-
setzen, ist die Herstellung einer Kronenethersuspension nach der Vorschrift von Wolf [1990]

(Herstellungsvorschrift im Kap. 3.2.3.3.2). Diese Suspension erhohte die Fluoreszenzausbeuten
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gegeniiber der Verwendung einer einfachen Losung des Kronenethers in Acetonitril [Gueddour
1993] um etwa das Dreifache (Abbildung 12a). In Abbildung 12b sind als Kontrolle auf voll-
staindige Umsetzung die Peakfldchen des nach dem Derivatisierungsvorgang noch vorhandenen
underivatisierten PGB, aufgetragen. Es ist erkennbar, dafl die Derivatisierung erst bei dreifachem
UberschuB des BrMMC und nur unter gleichzeitiger Zugabe von 10 pl Kronenethersuspension
vollstidndig ablauft.
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Abbildung 13: Abhéngigkeit der Fluoreszenzmarkierung von
a) dem Reagenz-Reaktant-Verhéltnis: 1,5 nmol PGB; mit 20 ul Kronenether-
suspension und BrMMC (0,7 bis 7-fach molar) bei Raumtemperatur (n = 4)
b) der Reaktionsdauer: 1,5 nmol PGD, mit 20 pl Kronenethersuspension und
3 nmol BrMMC bei Raumtemperatur (n = 2)
HPLC-Analytik wie in Kap. 3.2.3.3.2 angegeben

Aus Abbildung 13a ist ersichtlich, dal das maximale Fluoreszenzsignal des PGB, bei zwei- bis
dreifachem Uberschul des BrtMMC erreicht wurde. Ein groBerer Uberschul an BrMMC hatte ein
leichtes Absinken der Fluoreszenz zur Folge, was auf den oben beschriebenen Quenchingeffekt
zurilickzufiihren sein diirfte.

Weitere Versuche dienten dazu, die fiir eine vollstaindige Umsetzung benotigte Derivatisierungszeit
zu ermitteln. Die Abbildung 13b zeigt, daB sich nach einer Reaktionszeit von 40 min die Ausbeute
des PGD,-Derivates nur noch unwesentlich erhohte, so daf3 eine ldngere Reaktionsdauer nicht

erforderlich war.

3.3.5.3.2 Optimierung des Laufmittels

In der Literatur sind fiir die HPLC-Trennung von BrMMC-Derivaten sowohl Laufmittel auf
Acetonitril- [Tsuchiya 1982] als auch Methanol-Basis [Herrmann 1987] beschrieben. Der direkte
Vergleich beider Laufmittelgruppen zeigt, daB durch methanolische Laufmittel die GroBe der
mittels Fluoreszenz aufgenommenen Peaks gegeniiber acetonitrilhaltigen Laufmitteln deutlich ge-
steigert werden kann (s. Abbildung 14).

Weiterhin ist aus der Abbildung zu entnehmen, daf3 die Fluoreszenzintensitdt mit zunehmendem
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Wasseranteil im Laufmittel ansteigt, wihrend die GroBe der im UV gemessenen Peaks in allen
Laufmitteln konstant bleibt (gelbe Balken in Abbildung 14a). Wolf [1992] bringt diese Erschei-
nung mit der hoheren Polaritit des Methanols bzw. Wassers in Zusammenhang. Analoge Resultate
erbrachten Laufmitteluntersuchungen mit drei Prostaglandinen und Thromboxan (s. Abbildung
14b). Aus diesem Grund wurde ein Laufmittelgemisch aus Methanol und Wasser genutzt. Damit
die Analysenzeiten in einem vertretbaren Rahmen bleiben, ist fiir die Analytik von Eicosanoiden
die Verwendung eines Laufmittelgradienten nahezu unumginglich. Allerdings mufBl hierbei
beachtet werden, dal sich die Sensitivitit der Fluoreszenzmessung mit der
Laufmittelzusammensetzung adndern kann (s. oben). Zu Beginn eines jeden Laufes eluieren
zundchst die Reagenzien, so da3 mit einer polaren Laufmittelmischung gestartet werden muf3, um
die ersten Metabolitenpeaks sicher von den Reagenzienpeaks abzutrennen. Anschlieend kann die
Polaritdit des Laufmittels herabgesetzt werden, um die Retentionszeiten der unpolaren

Metabolitenderivate zu verkiirzen.
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Abbildung 14: Einflul des HPLC-Laufmittels auf das Fluoreszenzsignal (n = 2), Laufmittelfluf3:
1 ml/ min
a) 1,5 nmol PGB, mit 20 pl Kronenethersuspension und 3 nmol BrMMC
b) 1,5 nmol je Metabolit mit 20 pl Kronenethersuspension und 15 nmol BrMMC
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Ein Beispielchromatogramm von sechs kommerziell erworbenen Referenzmetaboliten nach
Derivatisierung zeigt Abbildung 15.

Auf eine Besonderheit des COX-Metaboliten TxB, soll an dieser Stelle hingewiesen werden. Auf-
grund seiner Struktur lassen sich fiir das TxB, zwei anomere und zwei tautomere Formen
formulieren. Die beiden cyclischen Hemiacetale 11-0-OH-TxB, und 11-B-OH-TxB, bilden ein
Anomerenpaar. Die ringgeschlossenen Anomere bilden mit der offenkettigen Aldehydform ein
Tautomerenpaar. Die Einstellung des Gleichgewichtes zwischen offenkettiger und cyclischer Form
des TxB, ist pH-abhédngig. [John 1997] Die pH-Werte, bei denen sich das Gleichgewicht zu 100 %
auf einer der beiden Seiten befindet, liegen jedoch im so stark Sauren bzw. Basischen, dal3 dadurch
die RP-HPLC-Saulen zerstort wiirden. [Terragno 1981] Bei den iiblichen leicht sauren pH-Werten,
die zur Trennung der Eicosanoide genutzt werden, tritt das TxB, im Chromatogramm immer als
Doppelpeak  ohne Basislinientrennung auf. Dies kann durch einen zusétzlichen
Derivatisierungsschritt mit Malondialdehyd umgangen werden. [Dannhardt 1998]
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Abbildung 15: Beispielchromatogramm: fluoreszenzmarkierte Referenzmetaboliten (167 ng je
Metabolit)
HPLC wie unter Methoden im Kap. 3.2.3.3.2 angegeben

Aus den vorgestellten Ergebnissen wurde die Standardvorschrift fiir die Fluoreszenzmarkierung
erstellt, die im Kapitel 3.2.3.3.2 wiedergegeben ist.

Zur Kalibrierung dieser Methode wurden Verdiinnungsreihen von PGB,, PGD, und PGE, erstellt,
derivatisiert und vermessen. Die Prostaglandine lagen in den Konzentrationen 7 ng, 13 ng, 26 ng,
52 ng, 104 ng, 208 ng, 416 ng, 833 ng (jeweils je Injektion) vor.

Die Konzentration von 7ng war in allen Fillen nicht mehr detektierbar. PGB; war in der
Konzentration 13 ng ebenfalls nicht mehr zu detektieren. Die iibrigen verwendeten Prostaglandin-
Konzentrationen lagen alle im linearen Bereich der Methode (Abbildung 16).

Somit ist diese Fluoreszenzmethode zur Eicosanoidbestimmung grundsétzlich geeignet. Vor einer

Routineanwendung miif3te allerdings eine umfangreichere Validierung vorgenommen werden. Das
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Detektionslimit fiir die vermessenen Prostaglandine D, und E, liegt bei 13 ng bzw. 37 pmol je
Injektion (Losung 1,8 uM). Fiir PGB, liegt das Detektionslimit bei ca. 20 ng bzw. 59 pmol je
Injektion (Losung 3,0 uM). Diese Werte liegen im Bereich der mit der UV-Messung mdglichen
Nachweisgrenze von 9 ng je Injektion. (s. Kap. 3.3.6.1.3) Das Quantifizierungslimit liegt in beiden
Fillen entsprechend etwa um den Faktor 3 hoher. Da die Fluoreszenzdetektion im Vergleich zur
UV-Detektion beziiglich der Nachweisgrenze keinen Vorteil bietet und wegen des zusédtzlichen
Derivatisierungsaufwandes wurde fiir die Routinetestung die Standardmethode ohne
Derivatisierung mit Detektion der im UV-Bereich photometrisch erfalbaren fiinf AA-Metaboliten
bevorzugt.
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Abbildung 16: Kalibriergeraden fiir PGB, PGD, und PGE, nach Fluoreszenzmarkierung mit
BrMMC und HPLC-Trennung gemél Standardvorschrift (n = 2)
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3.3.6 Validierung des Testsystems fir die UV-Detektion

Unter Validierung einer analytischen Methode versteht man den Beleg dafiir, da3 die Methode

geeignet ist, zuverléssig richtige Ergebnisse fiir die Bestimmung des Analyten in einer bestimmten
Matrix zu liefern. (Grundlagen in: [CPMP 1989, DIN 55350 1987, Kromidas 1999, McLean 1990,
Riley 1996])

Nach den ICH-Richtlinien [ICH 1995] soll die Validierung einer MeBBmethode zur Quantifizierung
eines Analyten folgende Punkte umfassen:

Richtigkeit: driickt die Ubereinstimmung zwischen den Werten, die als richtig akzeptiert
werden, und den gefundenen Werten aus und macht Aussagen iiber systematische Fehler
der Methode.

Prézision: driickt die Ubereinstimmung unabhiingiger Analysenergebnisse untereinander
aus und ist ein Maf} fiir die Streuung der Analysenergebnisse. Es wird unterschieden
zwischen Wiederholprazision, Vergleichsprizision und Laborprézision. Die Prizision
wird tiblicherweise ausgedriickt als Varianz bzw. Standardabweichung einer MefBserie.
Sie sollte mit homogenen authentischen Proben bestimmt werden. Wenn das nicht mog-

lich ist, konnen auch kiinstlich hergestellte Proben verwendet werden.
Genauigkeit: ist ein Oberbegriff fiir Richtigkeit und Prizision.

Wiederholprézision (Wiederholbarkeit): ist die Prézision, die unter den gleichen Arbeits-

bedingungen iiber ein kurzes Zeitintervall gemessen wird.

Vergleichspréazision (Vergleichbarkeit): ist die Prizision unter Vergleichsbedingungen,

gemessen in verschiedenen Labors, von verschiedenen Priifern, an verschiednen Tagen,

mit verschiedenen Anlagen.

Spezifitat: ist die Moglichkeit, den Analyten ohne Stérung in Gegenwart von Komponen-
ten zu erfassen, deren Anwesenheit wéihrend der Analytik erwartet werden kann, wie z.B.

Verunreinigungen, Abbauprodukte oder Matrixbestandteile.

Selektivitat: ist die Fahigkeit, alle interessierenden Analyten nebeneinander ohne gegen-
seitige Storung zu bestimmen.

Linearitat: ist die Fahigkeit der analytischen Prozedur, Testergebnisse zu liefern, die
direkt proportional zur Konzentration des Analyten sind.

Melbereich: ist das Intervall zwischen oberer und unterer Konzentration des Analyten in
der Probe, fiir die gezeigt wurde, daB3 die analytische Prozedur einen ausreichenden Grad

an Prézision, Richtigkeit und Lineariét hat.

Weitere Begriffe und Charakteristika im Zusammenhang mit der Validierung einer Analysen-

methode sind:

Detektionslimit: (Nachweisgrenze) ist die niedrigste Menge Analyt in einer Probe, die
detektiert werden kann, dabei aber nicht notwendigerweise als exakter Wert quantifiziert
werden konnen muf3.

Quantifizierungslimit: (Erfassungsgrenze) ist die niedrigste Menge Analyt in einer Probe,
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die mit ausreichender Prézision und Richtigkeit quantifiziert werden kann.

- Robustheit: ist die Kapazitit einer analytischen Methode, durch kleine Verdnderungen der
Methodenparameter unbeeinfluflit zu bleiben und bietet ein Mal} fiir die Zuverldssigkeit

der Methode bei normaler Nutzung.

- Reproduzierbarkeit: ist die Prézision bei Messungen in unterschiedlichen Laboratorien.

Im Rahmen dieser Arbeit und einer nachfolgend angefertigten Diplomarbeit [Wobst 2003] wurde
die neu entwickelte Testmethode zur quantitativen Erfassung von Metaboliten der Arachidonsdure-
kaskade im humanen Vollblut mittels HPLC und anschlieBender UV-Detektion validiert.

Den ersten Schritt der Validierung stellten die Versuche mit dem internen Standard Prostaglandin
B, ohne Blut in Wasser bzw. in PBS-Puffer dar. Diese Versuche dienten vor allem dazu, die
Durchfiihrung der eigentlichen Validierung mit den physiologischen AA-Metaboliten zu planen.
Die Validierungsarbeiten waren zum Zeitpunkt des Niederschreibens dieser Arbeit noch nicht voll-
stindig abgeschlossen. Daher soll an dieser Stelle stellvertretend nur auf die durchgefiihrten

Versuche mit PGB, eingegangen werden.

3.3.6.1 Validierung mit dem internen Standard PGB,

Mit Hilfe dieser Versuche zur Validierung des Testsystems mit dem internen Standard PGB,
konnen einerseits erste Aussagen zur Qualitdt des Assays getroffen werden, andererseits kann die
Eignung des PGB, als interner Standard nachgewiesen werden.

Die Stabilitdt der Losungen des PGB; ist fiir dessen Nutzung als Standardsubstanz von besonderer
Wichtigkeit. Nachfolgend wurde die Stabilitit des Prostaglandins B; in Losung unter verschiede-
nen Lagerungsbedingungen und wihrend der Versuchsdurchfiihrung, speziell wihrend des
Prozesses des Abdampfens der Proben, untersucht. Zur Ermittlung des linearen Bereichs der

Konzentrationskurve wurde eine Kalibriergerade erstellt.

3.3.6.1.1 Stabilitit der Losungen

Zur Untersuchung der Stabilitdt der Losungen der AA-Metaboliten wurden die entsprechenden
Mengen PGB, in Methanol geldst und zu jedem MeBzeitpunkt dem Gefal ein Teil der Losung
entnommen. Die erste Bestimmung wurde direkt nach dem Herstellen der Lésungen durchgefiihrt.
Zwei weitere Messungen wurden nach einer Woche und nach vier Wochen Lagerung bei — 18 °C
bzw. bei + 6 °C vorgenommen. Abbildung 17 zeigt die Ergebnisse dieses Versuchs.

Die MeBwerte der bei — 18 °C gelagerten Proben sind nicht statistisch signifikant verschieden von
den AusgangsmelBwerten. Die Stabilitit der Losung ist iiber den Zeitraum von mindestens vier
Wochen gegeben. Die MeBergebnisse der bei + 6 °C gelagerten Proben weisen eine groBere
Schwankungsbreite auf als Werte der eingefrorenen Losungen. Aulerdem ist anhand der darge-
stellten Mittelwerte erkennbar, dal} bei + 6 °C der PGB;-Gehalt bereits nach einer Woche vermin-
dert ist.
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Abbildung 17: Stabilitdt von PGB;-Losungen iiber einen Zeitraum von vier Wochen bezogen auf
die Proben, die sofort nach der Herstellung vermessen wurden bei a) — 18 °C und
b) + 6 °C (jeweils Dreifachbestimmung in zwei Experimenten, n = 6)
cyan: sofort nach Herstellung vermessen (= 100 %)
gelb: eine Woche nach Herstellung vermessen
blau: vier Wochen nach Herstellung vermessen

3.3.6.1.2 Stabilitdt des PGB, beim Abdampfen

Um die Blutproben nach der Festphasenextraktion zur quantitativen HPLC-Analytik in einem
definierten Volumen Losungsmittel vorliegen zu haben, miissen die Extrakte zundchst bis zur
Trockene abgedampft werden (s. Kapitel 3.3.4). Hier liegt die Vermutung nahe, daf} die Stabilitét
der Eicosanoide wahrend und nach dem Abdampfvorgang beeintrichtigt ist. Daher wurde fiir den
internen Standard PGB, die Stabilitdit im Zusammenhang mit dem Abdampfvorgang untersucht.
Dazu wurden drei Losungen verschiedener Konzentrationen unter Argonbegasung bei 38 °C zur
Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde in 120 ul Methanol entweder sofort nach dem
Abdampfen oder nach dem trockenen Stehenlassen flir drei Stunden bei Raumtemperatur aufge-
nommen. Zum Vergleich wurden Proben der gleichen Konzentration ohne den Abdampfvorgang
bestimmt.

Nach dem Abdampfen sind die Mittelwerte der Flichen der mit einem Stern gekennzeichneten
Probengruppen signifikant verschieden von den ohne Abdampfen bestimmten Werten (s.
Abbildung 18). Jedoch ist der Unterschied zwischen den Proben, die sofort nach dem Abdampfen
in Methanol aufgenommen wurden, und denen, die stehengelassen wurden, nicht statistisch
signifikant. Der Verlust beim Abdampfen betrégt bis zu 20 %.
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Abbildung 18: Einflul des Abdampfprozesses auf die Wiederfindungsraten des PGB, bezogen auf
die Proben ohne Abdampfen des Losungsmittels (jeweils Dreifachbestimmung in
zwei Experimenten, n = 6), HPLC nach Standardmethode
cyan: Proben ohne Abdampfen des Losungsmittels vermessen (= 100 %)
gelb: Proben sofort nach dem Abdampfen des Losungsmittels vermessen
blau: Proben drei Stunden nach dem Abdampfen des Losungsmittels

stehengelassen und dann vermessen

3.3.6.1.3 Kalibriergerade fiir PGB, in Methanol

Fiir PGB, wurde eine Kalibriergerade mit gleichméBiger Verteilung der Konzentrationen {iber den
Bereich von 9 bis 125 ng/ Injektion aufgenommen. Das Prostaglandin wurde in Methanol geldst
und sonst keiner weiteren Bearbeitung unterzogen.

Jeweils in Dreifachbestimmung wurden an drei Tagen folgende Konzentrationen bestimmt, so daf3
insgesamt ein Datensatz von n = 9 Bestimmungen vorliegt:

7,1ng (1,1 uM), 9,5ng (1,5 uM), 12,5ng (2 uM), 17ng (2,5 uM), 22 ng (3,5 uM), 30ng
(4,5 uM), 40 ng (6 uM), 53 ng (8 uM), 71 ng (10,5 uM), 94 ng (14 uM) und 125 ng (18,5 uM) (je
Injektion).

Die Losungen wurden in getrocknetem Methanol hergestellt.

In der folgenden Tabelle 12 sind die Kalibrierparameter aller neun MeBserien zusammengestellt.
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Tabelle 12: Kalibrierparameter fiir den internen Standard PGB,

Serie Steigung +SD RSD Ordinaten- +SD Korrelations-

[%%6] abschnitt koeffizient R
1 963,056 14,624 1,518 -8366,831 872,576 0,9991
2 1002,769 11,723 1,169 -4852,8450 667,373 0,9994
3 1093,615 17,776 1,625 -5798,806 795,479 0,9989
4 890,916 8,8194 0,990 -7617,202 554,000 0,9997
5 913,396 11,600 1,270 -6764,356 692,130 0,9994
6 953,329 18,927 1,985 -6123,396 1129,319 0,9984
7 996,808 14,725 1,477 -6031,629 924,975 0,9992
8" 1034,529 29,368 2,839 -954,866 1844,797 0,9972
9* 976,630 48,967 5,014 -5936,248 2921,727 0,9901
G 956,595 11,930 1,247 -5980,783 711,798 0,9994

* Serien wurden bei Erstellung der Gesamtkalibriergerade (G) (Abbildung 19a) nicht beriicksichtigt

Die in Abbildung 19a dargestellte Kalibriergerade wurde aus den Mittelwerten aller Werte der

Neunfachbestimmung erstellt, die bei Einzelregression einen Korrelationskoeffizienten von

mindestens 0,998 ergaben. Zwei Wertereihen (die Serien 8 und 9) wurden entfernt. Die Parameter

dieser Regression sind in Tabelle 12 in der Zeile (G) aufgefiihrt.

Mit dem Datenpool der Kalibrierung wurden einige weitere Berechnungen durchgefiihrt und

graphische Auftragungen vorgenommen:

Detektionslimit: Das Detektionslimit der Methode liegt bei etwa 9 ng (26 pmol)/ Injektion
bzw. 1,5 uM. (Lit.: 20 ng [Turk 1978], 300 pmol [McGuffin 1985])

Empfindlichkeit: Auftragung des Quotienten Signal/ Konzentration gegen die
Konzentration (Abbildung 19b). Die Empfindlichkeit der MeBBmethode 146t unterhalb von
30 ng (89 pmol)/ Injektion deutlich nach. Die griinen Symbole stellen den jeweiligen

Mittelwert der Parallelbestimmungen einer Konzentration dar. Die eingezeichneten
Linien fiir Mittelwert und Akzeptanzgrenzen von + 10 % beziehen sich auf die flinf

hochsten Konzentrationen.

Quantifizierungslimit: Aus der Auftragung der Empfindlichkeit kann das

Quantifizierungslimit abgelesen werden. Als untere Grenze zur Quantifizierung wird der
Punkt angesehen, an dem die Empfindlichkeitskurve die Akzeptangrenzen verlaf3t: hier
bei einer Konzentration von 30 ng/ Injektion bzw. 4,5 pmol/ 1. Das Quantifizierungslimit
liegt etwa um den Faktor 3 liber dem Detektionslimit, was sich mit den iiblichen Angaben
in der Literatur deckt. [Kromidas 1999]
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Abbildung 19: Kalibriergerade (a), Empfindlichkeit (b), relative Abweichung (¢) und Residuen (d)

fiir die Konzentrationsreihen des PGB, (Erlduterungen im Text)

Relative Abweichung: Auftragung der prozentualen Abweichung des mittels Kalibrier-
gerade errechneten Wertes der Konzentration gegen die richtige (eingewogene)

Konzentration (Abbildung 19¢). Die griinen Symbole geben die jeweiligen Mittelwerte
der relativen Abweichung der Signale einer Konzentration wieder (n = 9). Die blauen
Symbole stellen die relative Abweichung dar, die aus den Mittelwerten der Signale aller
neun Proben je Konzentration errechnet wurde. Eingetragen sind auflerdem die Ab-
weichungsgrenzen (Akzeptanzgrenzen) von = 10 bzw. 20 %. Die relative Abweichung
von £ 20 % stellt gleichzeitig ein Mal} zur Findung des Quantifizierungslimits dar. [DIA
1991] Dieses stimmt mit der {iber die Empfindlichkeitskurve ermittelten Grenze {iberein
(s. oben).

Residuen: vertikale Abstinde der MeBBwerte von der Regressionsgeraden; Auftragung der
Differenz zwischen richtigem (eingewogenem) Konzentrationswert und mittels Kalibrier-
gerade errechnetem Konzentrationswert (Abbildung 19d). Markiert sind die Akzeptanz-
grenzen von =+ 10. Bei richtiger Wahl der Regressionsfunktion sind die Residuen um das
Nullniveau normalverteilt.
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3.3.6.2 Kalibrierung fur LTB,, 12-HHT und 5-HETE

Fiir die Eicosanoide LTB,, 5-HETE und 12-HHT wurden Kalibriergeraden aufgenommen. Fiir die
MeBserien wurden fiinf Konzentrationen gewéhlt und jeweils ohne Bearbeitung in Dreifach-
bestimmung vermessen. Als Konzentrationen wurden eingesetzt: 7,9 ng, 13,1 ng, 21,9 ng, 36,5 ng,
60,9 ng je Injektion. Die kommerziell erworbenen Referenzsubstanzen wurden zur Herstellung der
Verdiinnungsreihen in Methanol geldst.

Abbildung 20 zeigt die drei erstellten Kalibriergeraden und die graphische Darstellung der
Empfindlichkeiten der jeweiligen Messungen. In Tabelle 13 sind die Kalibrierparameter der

Melserien zusammengestellt.

Tabelle 13: Kalibrierparameter der Referenzeicosanoide LTB,, 12-HHT und 5-HETE

Serie Anstieg +SD RSD [%] | Ordinaten- +SD R
abschnitt
LTB,4(1) 3162,612 115,225 3,643 -9486,506 3909,065 0,9980
LTB, (2) 3197,375 101,086 3,162 -10052,145 3429,386 0,9985
LTB4 (3) 3543,731 202,945 5,727 -10329,316 6885,018 0,9951
12-HHT (1) | 2716,416 88,214 3,247 -8636,041 2992.714 0,9984
12-HHT (2) | 2778,839 121,394 4,368 -10712,023 4118,356 0,9971
12-HHT (3) | 3047,715 124,711 4,092 -10779,301 4230,893 0,9975
5-HETE (1) | 4977,156 140,8486 2,830 -3395,014 4778,334 0,9988
5-HETE (2) | 5426,274 161,859 2,983 -8760,059 5491,148 0,9987
5-HETE (3) | 6351,012 316,144 4,978 -8856,414 10725,333 0,9963

Die kleinste der ausgewihlten Konzentrationen konnte vom Detektor gerade noch erfafit werden.
Das Detektionslimit fiir diese drei Metaboliten liegt demzufolge geringfiigig unter 8 ng
(23 pmol)/ Injektion (12 uM fiir LTB,; 14 uM fiir 12-HHT; 13 uM fiir 5S-HETE). Die Empfindlich-
keitskurven zeigen unterhalb der Konzentrationen von 30 ng/ Injektion ein deutliches Abknicken;
im Falle der 5-HETE erst bei der Konzentration 7,9 ng/ Injektion. Das Quantifizierungslimit ist
entsprechend beim dreifachen Wert des Detektionslimits anzusetzen: 24 ng/ Injektion (36 uM fiir
LTB,; 42 uM fiir 12-HHT; 39 uM fiir 5-HETE).

Damit lassen sich mit der UV-MeBmethode ohne Derivatisierung geringere Eicosanoidmengen
nachweisen als mit UV-Detektion und vorangehender Derivatisierung mit 2-Bromacetophenon bei
der als Nachweisgrenze fiir die Eicosanoide Werte von 0,1 bis 1 ug/ Injektion ermittelt wurde.
[Mandel 1999] Die von Doehl beschriebene Derivatisierungstechnik mit Pyridiniumdichromat
(PDC) und anschlieBender UV-Detektion bei 230 nm lie3 die Detektion von 0,15 pmol Prostaglan-
din zu. [Doehl 1985]
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Abbildung 20: Kalibriergeraden und Empfindlichkeiten fiir die Konzentrationsreihen der Referenz-
eicosanoide LTB, (a), 5-HETE (b) und 12-HHT (c¢)

3.3.6.3 Prazision der MelRmethode

Da zur Durchfithrung der Testung von Testreihe zu Testreihe das Blut verschiedener Probanden
verwendet wird, liegt es nahe, Untersuchungen dariiber anzustellen, welche Schwankungen
dadurch in die MeBwerte einflieBen konnen. DaBl die erzielten Ergebnisse hinsichtlich der

inhibitorischen Aktivitdt der Testsubstanzen auch mit dem Blut mehrerer Probanden konstant sind,
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wurde bereits anhand der Standardinhibitoren in Kap. 3.3.1.6 gezeigt. An dieser Stelle sollen die
eigentlichen MeBwerte (Peakflichen) ndher betrachtet werden, was Riickschliisse auf die Konstanz

bzw. Schwankungen der im Testblut gebildeten Metabolitenmenge zulaBt.
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Abbildung 21: Interindividuelle Unterschiede in der detektierbaren Eicosanoidmenge im Blut von
acht Probanden. Durchfithrung der Testung nach Standardvorschrift
Jede Saule (1 — 8) stellt den Mittelwert der drei Blindproben einer Testreihe dar.
MW = Mittelwert der Werte 1 bis 8 + 20 %-Grenzen
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Aus acht Probenserien wurden jeweils die Mittelwerte der Peakflachen der drei mitgefiihrten unge-
hemmten Blindwerte miteinander verglichen. Abbildung 21 zeigt die graphische Darstellung der
jeweils acht Mittelwerte, den Mittelwert (MW) iiber alle acht MeBreihen sowie die + 20 %-
Grenzen der Abweichung von diesem Gesamtmittelwert.

Die jeweils in den stimulierten Blutproben gebildeten absoluten Mengen der Eicosanoide sind von
Proband zu Proband teilweise sehr unterschiedlich. Besonders ausgeprigt sind diese Schwan-
kungen bei den Metaboliten 12-HETE und 12-HHT. Hier werden die + 20 %-Grenzen von einigen
Proben deutlich tiberschritten. Das kdnnte damit zusammenhéngen, daBl diese beiden Metaboliten
auch in unstimulierten Blutproben nachweisbar sind (s. Abbildung 2, Kap. 3.3.1.2). Somit kommen
hierbei auch interindividuelle Unterschiede im Grundlevel des 12-HETE- und 12-HHT-Gehaltes
des Blutes zum Tragen, bevor iiberhaupt der Eicosanoidstoffwechsel extern stimuliert wurde. Fiir
die Metaboliten LTB,, 5S-HETE und 15-HETE liegen jedoch nahezu alle Werte der einzelnen Mef3-
tage im Bereich der 20 %-Abweichungsgrenzen.
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3.4 Ergebnisse der Vollbluttestung

3.4.1 Bekannte Inhibitoren

Um Aussagen zur Spezifitit und Genauigkeit des neuen Vollbluttestsystems zu machen, wurden
vier literaturbekannte Inhibitoren der Arachidonsdurekaskade getestet und deren I1Cso-Werte be-
rechnet. Die Testungen mit humanem Vollblut wurden nach der im Methoden-Teil (Kapitel 3.2.3)
beschriebenen Vorschrift durchgefiihrt. Die erhaltenen Hemmwerte wurden den in der Literatur
angegebenen 1Csp-Werten gegeniibergestellt. Die vier ausgewéhlten Substanzen sind Nordihydro-
guajaretsdure (NDGA) als Inhibitor der 5-LOX [Gronert 1995], Zileuton als selektiver Inhibitor der
5-LOX, in den USA zugelassen als Antiasthmatikum [Sirois 1991], sowie Indometacin und Acetyl-
salicylsdure (ASS) als Vertreter der Klasse der hidufig eingesetzten nichtsteroidalen Anti-
rheumatika, deren Wirkung auf einer Hemmung der COX-1 beruht. [Berg 1999, Cryer 1998]

Die 5-LOX-Werte wurden fiir die Metaboliten LTB, und 5-HETE, die COX-Werte fir die 12-HHT
bzw. in den Literaturangaben fiir PGE, ermittelt.

Die mit dem Testsystem bestimmten ICso-Werte der Substanzen gegeniiber den Enzymen 5-LOX
bzw. COX-1 und die Hemmwerte aus den entsprechenden Literaturangaben sind in Tabelle 14
aufgefiihrt. Abbildung 22 zeigt die ICso-Kurven der vier Standardsubstanzen.

Tabelle 14: ICs, der Standardinhibitoren NDGA, Zileuton, Indometacin, ASS

Inhibitor Enzym ermittelte 1Cso [UM] ICs [UM] aus Literatur

NDGA 5-LOX 1,5" (LTB,) 1,0 (LTB,) [Gronert 1995]
2,9" (5-HETE)

Zileuton 5-LOX 0,60 = 0,09 (LTBy) 0,76 (LTB,) [Kolasa 1997]
1,65+0,11 (5-HETE)

Indometacin COX-1 0,34% (12-HHT) 0,37 (PGE,) [Cryer 1998]

ASS COX-1 2,5" (12-HHT) 4,4 (PGE,) [Cryer 1998]

. Einfachbestimmung der ICsj aus vier Hemmwerten

Die Hemmwerte fiir Zileuton wurden von Kolasa [1997] mit einem Vollblutassay {iber die Detek-
tion des AA-Metaboliten LTB, mittels eines RIA ermittelt. Die berechnete ICs, stimmt fiir die
Inhibition der Synthese von LTB, mit der Literaturangabe iiberein.

NDGA, ein polyhydroxyphenolisches Antioxidans, ist als starker Inhibitor des Lipoxygenase-
Stoffwechselweges bekannt und wird in der Literatur héufig als Vergleichssubstanz fiir die Wirk-
potenz anderer Inhibitoren herangezogen. [Lin 1996] Die mit dem neu entwickelten Testsystem

bestimmte ICs, entspricht den Literaturwerten.
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Abbildung 22: ICso-Kurven der Standardinhibitoren Zileuton (a) und NDGA (b) fiir die 5-LOX
(LTB,) und fiir Indometacin (¢) und ASS (d) fiir die COX-1 (12-HHT) (n = 3)

Fiir die NSAR Indometacin und ASS finden sich in der Literatur Hemmwerte, die bezogen auf die
PGE,-Bildung in humanem Vollblut bzw. TxB,-Bildung in isolierten Blutplittchen menschlichen
Ursprungs bestimmt wurden. Die Detektion erfolgte in der angegebenen Referenz liber einen RIA.
Da mit dem UV-Testsystem die Metaboliten PGE, und TxB, nicht erfaBbar sind, wurde zur
Messung der Beeinflussung der COX-1 der Metabolit 12-HHT herangezogen, der im UV-Bereich
bei 230 nm detektierbar ist. Die Ubereinstimmung der ermittelten Hemmwerte mit den Literatur-
werten ist ein Indiz dafiir, da8 auch die 12-HHT als untypisches, sonst meist nicht bestimmtes
COX-1-Produkt zur Evaluierung der Hemmung von Cyclooxygenasen geeignet ist. [Randall 1980]
Die Testergebnisse, die durch Erfassung der Eicosanoide mittels HPLC und UV-Detektion erhalten
wurden, liegen im Bereich der Literaturwerte, in denen zur Quantifizierung ein RIA genutzt wurde.
Das zeigt, daB3 die Methode der Detektion der AA-Metaboliten keinen EinfluB3 auf die erhaltenen
Ergebnisse besitzt und daf die Literaturwerte auch unter Nutzung der UV-Detektion reproduzierbar
sind.

Auf weitere Bemiihungen, die typischen COX-Metaboliten PGE,, PGD, und TxB, der Erfassung
durch das Testsystem zuginglich zu machen, wurde verzichtet. Dies wire insofern interessant, da
aufgrund des Metabolitenmusters der unterschiedlichen COX-Produkte Riickschliisse auf eine

eventuelle zusitzliche Beeinflussung nachgeschalteter Enzyme gezogen werden konnten. Auch die
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spezifische Beeinflussung der Enzyme bestimmter Zellen (z.B. der COX der Blutplittchen) wire
dadurch moglicherweise erkennbar.

Betrachtet man die Dosis-Wirkungs-Diagramme der untersuchten Referenzverbindungen
(Abbildung 23), so ist sichtbar, da3 die hemmende Wirkung dieser Substanzen spezifisch auf nur
ein Enzym des AA-Stoffwechselweges zielt. Zileuton beeinfluit die Produkte der 12-LOX,
15-LOX und COX nur geringfligig. NDGA zeigt in héheren Dosen neben der 5-LOX-Hemmung
zusétzlich eine Inhibition der 12-LOX. Im Falle der beiden NSAR Indometacin und ASS be-
schrankt sich die Beeinflussung des AA-Metabolismus erwartungsgemifl auf die COX. Die drei
erfaften Lipoxygenasen bleiben praktisch unbeeinflufit.

Q
=
i
(=}
o
1
o
~
=
Q
[=]
1

Beeinflussung [%)]
Beeinflussung [%)]

0,05 1 2 10 0,1 1 5 10
Konzentration Zileuton [uM] Konzentration NDGA [uM]
©) 1004 " d)
80
S )
(o))
< 404 ?
> >
[} 0
1%} 2]
=2 204 =
= =
£ c
[} ©
jo) -
a © &
-20 4
.40 -

0,01 01 1 10 ) 1 5 10 100
Konzentration Indometacin [uM] Konzentration ASS [uM]

Abbildung 23: Dosis-Wirkungs-Diagramme der Standardinhibitoren Zileuton (a), NDGA (b),
Indometacin (c), ASS (d) (n= 3)
cyan: LTB,, gelb: 5S-HETE, rot: 12-HETE, blau: 15-HETE, violett: 12-HHT

Eine Differenzierung zwischen der Inhibition der beiden COX-Isoformen ist mit dem beschrie-
benen Testsystem nicht moglich. Fiir Untersuchungen zu dieser Fragestellung sind in der Literatur
entsprechende Modelle beschrieben. [Brideau 1996, Dannhardt 2001] Die 12-HHT, die in dem hier
beschriebenen Assay erfal3t wird, sollte zum weitaus groBten Teil von der COX-1 stammen, da die
COX-2 physiologisch im humanen, peripheren Blut nicht exprimiert ist. Es kann jedoch nicht
hundertprozentig ausgeschlossen werden, da3 bei einzelnen Probanden, z.B. durch eine entziind-
liche Erkrankung oder Infektion, die COX-2 ebenfalls exprimiert ist und deren Metaboliten wie die
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der COX-1 mit dem Testsystem im Vollblut erfalit werden. Dies wird umgangen, indem fiir ICs,-
Bestimmungen das Blut mehrerer Probanden verwendet wird und so mogliche probanden-

spezifische Eigenheiten ausgeglichen werden.

3.4.2 Potentielle neue Inhibitoren

Am Institut wurde eine Vielzahl neuer Substanzen synthetisiert, die hinsichtlich einer moglichen
inhibierenden Wirkung auf Enzyme der Arachidonséurekaskade untersucht werden sollten.
Gemeinsames Strukturmerkmal dieser Substanzen ist die Hydrazon- bzw. Amidrazonstruktur (vgl.
auch Syntheseteil Kap. 2 dieser Arbeit). Zu Untersuchungen beziiglich des Wirkmechanismus
dieser Substanzen wird auf die Arbeit von Clemens verwiesen. [Clemens 2001 (2)] Eine grofie
Anzahl dieser Verbindungen wurde routinemifig bereits auf ihre Inhibition der Sojabohnen-
Lipoxygenase-1 getestet. Im Kap. 3.4.2.5 sind einige dieser Testwerte den im Vollblut erhaltenen
Werten gegeniibergestellt.

3.4.2.1 Standardkonzentration 10 uM

Fiir die Routinetestung neuer Inhibitoren wurden diese in den meisten Fillen als erstes in der Kon-
zentration 10 uM eingesetzt. Wurde bei dieser Testung ein Enzym stirker als 50 % gehemmt, er-
schien es sinnvoll, diese Substanz weiter zu untersuchen und eventuell eine Bestimmung der 1Cs,
vorzunehmen.

Die Ergebnisse fiir die getesteten Verbindungen sind geordnet nach ihren wesentlichen Struktur-
merkmalen in den Tabellen 15 und 16 aufgelistet. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind hier nur
die Hemmwerte aufgelistet und die statistische Signifikanz der Hemmung bzw. Stimulation ge-
kennzeichnet (*). Die Strukturformeln und vollstindigen Testergebnisse mit den Mittelwerten und
Standardabweichungen finden sich im Anhang in den Tabellen 20 bis 22.

Als eine weitere literaturbekannte Referenzsubstanz wurde die Verbindung CGS 8515 getestet.
CGS 8515 ist ein selektiver 5-LOX-Inhibitor und war vor der Entwicklung des Zileuton eine zu
Vergleichszwecken hiufig herangezogene Standardsubstanz. Die in humanem Vollblut bestimmte
ICso wird in der Literatur mit 0,6 uM angegeben. [Ku 1988]
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Tabelle 15: Testergebnisse der offenkettigen Verbindungen im Vollblut

Inhibitorkonzentration 10 uM; Angaben in [%] Hemmung bezogen auf die

Blindproben; negative Werte: Stimulation der Enzyme
Struktur der Verbindungen: Tabelle 20 im Anhang

Verbindung 5-LOX 12-LOX | 15-LOX | COX-1
LTB, | 5-HETE | 12-HETE | 15-HETE | 12-HHT

CGS 8515 90 65 25 - 20
T1 21 38 44 - 51
T2 32 36 30 - 35
9d 76* 75% 54% 11 15
9c 27 34 32 - -
T3 89* g2* 83 68 50%
T4 48 54% -96 4 71
TS5 29% 21% 8 - 83*
T6 5 28 4 1 19
T7 37 15 -48 2 42
9g 63* 48* 1 23 41%
9k 32 4 4 14 21
T8 9 5 5 23 17
T9 38 42 15 -110* 11
T10 99 86* 87* 56* 73
T11 66* 61% 65* 12 46*
T12 14 2 21 19 7
T13 91 76* 27 25 2
T14 64* 45% 50% -8 44
T15 28 9 32 9 21
T16 33 51 3 53 ‘16
T17 93* 83* 25 11 -8
T18 51% 54% 34 23 13
T19 -6 5 9 1 17
T20 10 19 17 13 43%
T21 4 35 38 -55 10
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Tabelle 16: Testergebnisse der cyclischen Verbindungen im Vollblut
Inhibitorkonzentration 10 uM; Angaben in [%] Hemmung bezogen auf die
Blindproben; negative Werte: Stimulation der Enzyme
Struktur der Verbindungen: Tabelle 21 im Anhang

Verbindung 5-LOX 12-LOX 15-LOX COX-1
LTB, 5-HETE | 12-HETE | 15-HETE | 12-HHT

T22 85%* 73% 38 26 29
13a 36* 36 45 -6 -3
T23 79%* 41 46* -6 19
T24 26 -1 27 20 57
T25 46* 35 -42 30 -37*
T26 32 27 7 25 39%*
T27 49* 30 32 -- 57*
T28 -4 5 -26 -15 4
T29 100* 92% 31 16 -55
T30 -9 15 -6 4 60*
T31 77* 67* 50 -3 -25%
T32 14 19* -24 30 -7
T33 38 36* 64* 15 14
T34 26 21 26 -1 -7
T35 -4 -47* 22 33 -61*
T36 -21 33%* 21 13 -
T37 32 3 18 21 16
T38 3 -5% -42% 23 -
T39 2 -5 -36 -4 33*
T40 -26 -26 -10 36 13
T41 29 - -43 25 21
T42 21 -17 -13 -3 7

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Prof. Gorlitzer, Braunschweig wurden weitere Ver-
bindungen auf ihre Wirkpotenz gegeniiber den Enzymen der AA-Kaskade getestet. [Gorlitzer 2002
(1-3), Gorlitzer 2003 (1-3)] Diese Substanzen sind Hydroxamsdurederivate und damit Struktur-
verwandte des Zileuton. Abkdmmlinge der Hydroxamsdure sind als Eisenchelatoren bekannt.
Hierauf beruht auch ihre inhibitorische Wirkung gegeniiber den Lipoxygenasen. [Brooks 1996] Die
Strukturen und Testwerte dieser Substanzen finden sich im Anhang in Tabelle 22.
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3.4.2.2 1Csp-Bestimmung fir ausgewahlte Substanzen

Sechs Verbindungen, die in der Konzentration 10 uM ecine gute Wirksamkeit zeigten, wurden der
Testung in weiteren Konzentrationen unterzogen, um ihre inhibitorische Aktivitét durch einen ICs,-
Wert zu charakterisieren (Strukturformeln der Verbindungen s. Schema 24). Die ICso wurden aus
mindestens vier statistisch signifikant hemmenden Konzentrationen nach einer nichtlinearen
Kurvenanpassung errechnet (s. Kap. 3.2.4). Fiir die Testung der vier Inhibitorkonzentrationen
wurde in der Regel Blut von mindestens drei Probanden verwendet, um eventuell auftretende
interindividuelle Unterschiede bei der Wirksamkeit im Zuge der Auswertung der Messungen sicht-

bar werden zu lassen und zu beriicksichtigen.

NH, N
HyC CHj
T3 T17

T4 T22
H3C CH3

N/
) '

N—N cl O)\fN\
0 H N cl

NH 7<
2 H
TN

T10 T31

Schema 24: Strukturformeln der Verbindungen, von denen ICso-Werte ermittelt wurden

Tabelle 17 zeigt eine Zusammenstellung der ermittelten 1Cs,-Werte. Fiir die meisten Substanzen
konnten nicht fiir alle fiinf Metaboliten ICso-Werte bestimmt werden. Die untersuchten Inhibitoren
konnten aufgrund ihrer begrenzten Loslichkeit nicht in Konzentrationen iiber 10 bzw. 100 uM
getestet werden.

Fiir die Verbindungen T4 und T10 liegen bei Kupfer ICso-Werte vor, die fiir die 5-LOX intakter
menschlicher PMNL bestimmt wurden. [Kupfer 1996] Der ICso-Wert der Verbindung T10 im
PMNL-Testsystem ist mit 0,3 pM {iibereinstimmend mit dem Hemmwert im Vollbluttestsystem. Im
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Falle der Verbindung T4 stehen sich das PMNL-Ergebnis von 8 uM und der Vollblutwert von
33,3 uM gegeniiber. Diese Befunde bestdtigen die Aussagen der Literatur, die eine weitgehende
Ubereinstimmung der gefundenen inhibitorischen Stiirke bei Testung mit einem Vollblut- bzw.
Zellassay postuliert. [Gresele 1986]

Tabelle 17: ICsy ausgewdhlter Verbindungen
Angaben in MW = SD [uM] (n = 3)

Verbindung 5-LOX 12-LOX 15-LOX COX-1
LTB, 5-HETE 12-HETE 15-HETE 12-HHT
T3 1,05+0,5 1,31 40,9 2,62+0,7 k.H. k.H.
T4 33,3+20,8 | 50,00+458 k.H. k.H. 8,10+ 1,8
T10 0,24 +0,1 0,59+ 0,5 4,80+ 3,1 6,40 + 2,2 4,78 + 4.3
T17 0,18" 0,80" k.H. k.H. k.H.
T22 1,4" 3,1 k.H. k.H. k.H.
T31 2,8 1,9" 30° k.H. k.H.

# Einfachbestimmung der I1Csy aus vier Hemmwerten
k.H.: keine Hemmung. Hemmung < 50 % in der Konzentration 10 uM bzw. 100 uM

3.4.2.3 Beeinflussung der einzelnen Metaboliten durch eine Testsubstanz in ver-
schiedenen Konzentrationen (Dosis-Wirkungs-Diagramme)

Mit dem beschriebenen Testsystem lassen sich fiinf Eicosanoide, die aus dem Stoffwechsel von
vier Enzymen hervorgehen, erfassen. Mit Hilfe der Dosis-Wirkungs-Diagramme kann der Einfluf}
der getesteten Substanzen auf diese vier Enzyme verglichen werden.

Die Dosis-Wirkungs-Kurven der Standardinhibitoren wurden bereits im Kap. 3.4.1 vorgestellt. Sie
zeigten deutlich, daf die Inhibitoren spezifisch auf einzelne Enzyme der Arachidonsidurekaskade
wirken.

Die Abbildung 24 zeigt die Dosis-Wirkungs-Kurven der Verbindung T10, die durch ihre sehr gute
Wirksamkeit auffdllt. Aufgrund des parallelen Verlaufs der
Kurven des LTB, und der 12-HHT kann bei dieser Verbindung
von einem Dualhemmer mit Wirksamkeit gegeniiber der

5-LOX und der COX-1 gesprochen werden. Im Vergleich zu — CHs
dem Dualhemmer Licofelone (s. Schema 25) mit ICso-Werten O \ N CH;
fiir die 5-LOX von 3,6 uM und fiir die COX von 3,9 uM [Tries

2002] ist die Verbindung T10 an der COX etwa gleich, an der OH

5-LOX sogar um etwa eine Zehnerpotenz stérker wirksam. K

Neben ihrer Wirkung auf die 5-LOX und die COX-1 besitzt
die Verbindung T10 auch eine inhibitorische Aktivitat auf
12- und 15-LOX.

Schema 25: Licofelone
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Abbildung 24: Dosis-Wirkungs-Kurven der Verbindung T10 (n = 3)

In Abbildung 25 sind die Dosis-Wirkungs-Kurven der Inhibitoren dargestellt, die fiir die
ICso-Bestimmungen ausgewéahlt wurden. In Falle der Verbindung T4 kann aufgrund der ICso-Werte
und des Kurvenlaufs ebenfalls von einem Dualhemmer gesprochen werden, allerdings mit einer um
mehr als eine Zehnerpotenz geringeren Wirkstéirke als die Verbindung T10.

Die tiibrigen dargestellten Verbindungen zeigen eine mehr oder minder ausgeprigte selektive
Hemmung der 5-LOX. Der parallele bzw. identische Verlauf der Kurven fiir LTB, und 5-HETE
deutet darauf hin, daf3 die Hemmung der Eicosanoidbildung tatsdchlich durch eine Beeinflussung
des Enzyms 5-LOX bewirkt wird und nicht etwa durch die Inhibition von Enzymen, die der 5-LOX
nachgeschaltet sind.

In einigen Féllen tritt eine nahezu dosisunabhéngige Hemmung eines oder mehrerer Enzyme auf.
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Abbildung 25: Dosis-Wirkungs-Kurven der Verbindungen T3 (a), T4 (b), T17 (¢), T22 (d), T31 (e)
cyan: LTB,, gelb: 5S-HETE, rot: 12-HETE, blau: 15-HETE, violett: 12-HHT

Eine Verbindung, diec mehrfachen Testungen unterzogen wurde, ist das Amidrazon T5. Abbildung

26 zeigt
Zusammenhang zwischen Dosis und inhibitorischer Aktivitit im humanen Vollblut kann nicht

erkannt werden. Die sehr gute Wirksamkeit dieses Amidrazons auf die Lipoxygenase-1 der

die

ermittelten Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir

diese Verbindung. Ein
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Sojabohne (ICs, = 0,013 uM) steht im Widerspruch zu den in der Vollbluttestung erzielten
Ergebnissen. Griinde dafiir konnten die geringe Stabilitdt der Substanz und ihre unzureichende
Loslichkeit im Blut (Wasser) sein. Dieses Beispiel verdeutlicht, dal Aussagen zur Wirkpotenz der

Amidrazonderivate nicht fiir die gesamte Verbindungsgruppe zu verallgemeinern sind.

Schema 26: Strukturformel des Amidrazons T5

1004 | —™— LTB4 1004 | —=—5-HETE
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60
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Abbildung 26: Dosis-Wirkungs-Kurven des Amidrazons T5

3.4.2.4 Struktur-Wirkungs-Beziehungen

Das Formulieren von Struktur-Wirkungs-Beziehungen dient dazu, bei der Neusynthese von poten-
tiellen Enzyminhibitoren Anhaltspunkte zu haben, von welcher strukturellen Verdnderung Auswir-
kungen auf die Wirksamkeit erwartet werden konnen. Nun sind solche Aussagen, sofern sie nicht
mit sehr groBen Probenkollektiven unter Verwendung von mathematischen Modellen gemacht
werden, fiir das vollige Neudesign eines wirksamen Inhibitors nicht tauglich. Jedoch lassen sich in
begrenztem Umfang Aussagen ableiten, die den engen Kreis der untersuchten Strukturen betreffen.
So kann unter Umstidnden beim Vergleichen der Testergebnisse ein Trend abgelesen werden, ob
beispielsweise eine para-, ortho- oder meta-Substitution der Aromaten die Wirksamkeit gegeniiber
einem der vier untersuchten Enzyme positiv oder negativ beeinfluit. Auch die Art der

Substituenten am Grundgeriist der untersuchten Strukturen bietet solch einen Ansatzpunkt fiir eine
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Auswertung.

Bei der vergleichenden Betrachtung der in Tabelle 15 bis 17 aufgelisteten Hemmwerte lassen sich
die folgenden Aussagen treffen, die jedoch keine allgemeingiiltigen Zusammenhinge darstellen
konnen und sollen:

- Bei Betrachtung der Substitution des Stickstoff N' der offenkettigen Amidrazone wird
deutlich, daB die Verbindungen ohne N'-Substituenten eine stirkere Wirksamkeit auf-
weisen als Amidrazone mit N'-Substitution. Lediglich die am Stickstoff N' methyl-
substituierten Substanzen sind &hnlich stark inhibitorisch wirksam wie die

NH,-substituierten Verbindungen.

- Die offenkettigen Verbindungen, speziell die N'-unsubstituierten Substanzen, zeigen in

vielen Féllen eine Beeinflussung aller fiinf erfaliten Metaboliten.

- Bei den heterocyclischen Verbindungen vermindert eine Substitution des N-Atoms in

4-Position des Rings die inhibitorische Aktivitit stark.

- Oftmals haben die Heterocyclen auf die Lipoxygenasen einen stdrker inhibitorischen

Effekt als auf die Cyclooxygenase.

- Vergleichsweise gute Wirksamkeiten zeigen Amidrazone und 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-
triazole, die in o-Stellung zur Hydrazonstruktur den Substituenten CH;CO bzw.
(CH3),NCO besitzen.

- Die schwefelhaltigen Verbindungen weisen anders als ihre analogen Stickstoffverbin-
dungen nahezu keine inhibitorische Wirksamkeit gegeniiber den Enzymen der
AA-Kaskade auf.

3.4.2.5 Vergleich der Testwerte im Vollblut mit den Testwerten an der Sojabohnen-
Lipoxygenase-1

Ein am Institut etabliertes Screeningsystem zur Testung neuentwickelter Inhibitoren ist die in-vitro-
Testung an der Lipoxygenase-1 der Sojabohne (L-1). [Clemens 2001 (2)] Einen Vergleich hin-
sichtlich Eigenschaften und Hemmbarkeit zwischen der 15-LOX des Menschen in Monozyten und
der Sojabohnen L-1 liefert Gleason. [1995]

Es wurde postuliert, dal die Ergebnisse der Testung an der Sojabohnen-LOX einen Anhaltspunkt
fiir die Wirksamkeit der Substanzen gegeniiber menschlichen Enzymen, auch gegeniiber der
humanen 5-LOX, liefern. [Schewe 1986, Wallach 1980] In den letzten Jahren ist man von dieser
These jedoch mehr und mehr abgekommen. [Schewe 2002] Ob dieser Zusammenhang fiir die hier
untersuchten Substanzen gilt, sollte anhand einiger Beispiele tiberpriift werden.

Fiir alle Substanzen, deren Synthese im Kapitel 2 beschrieben ist, sind die mit dem Sojabohnen-
Testsystem erhaltenen Ergebnisse im Anhang in Tabelle 23 aufgefiihrt.

In Tabelle 18 sind die an der L-1 der Sojabohne erhaltenen ICsp-Werte und die mit dem Vollblut-
testsystem erhaltenen Hemmwerte an der 5-LOX aufgefiihrt. Da die Sojabohnen L-1 in bezug auf
die Arachidonséure eine 15-LOX ist, wurden zum Vergleich, wenn die Bestimmung mdglich war,
in die Tabelle auch die im Vollblut erhaltenen Hemmwerte fiir die 15-HETE aufgenommen.
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Zusitzlich enthélt die Tabelle fiir einige Verbindungen die von Kupfer ermittelten 1Cs,-Werte an
der 5-LOX humaner PMNL. [Kupfer 1996] Abbildung 27 stellt diese Ergebnisse graphisch dar.

Fiir die hier aufgefiihrten, im humanen Vollblut gut wirksamen Substanzen wird deutlich, dal eine
allgemeine Regel fiir die Ubertragung der am Pflanzenenzym erhaltenen Testwerte auf die Wirk-
samkeit im Blut nicht aufzustellen ist. Bei der direkten Gegeniiberstellung der negativen Logarith-
men der ICso-Werte (Abbildung 27) wird ersichtlich, da3 die Mehrzahl der betrachteten Verbin-
dungen im Vollblut deutlich schlechter wirksam ist als am Pflanzenenzym. Es treten Unterschiede
von iiber zwei Zehnerpotenzen auf. Jedoch gibt es auch Testsubstanzen, die in beiden Testsystemen
eine nahezu gleiche Wirksamkeit aufweisen bzw. im humanen Vollblut stirker wirksam sind als
am Pflanzenenzym (Verbindung T17, ein 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazol).

Bemerkenswert sind in diesem Zusammenhang die ICs-Werte der Verbindung T10, die fiir die
5-LOX im humanen Vollblut und humanen PMNL sowie fiir die L-1 der Sojabohne identisch sind.

Tabelle 18: ICso [uM] ausgewéhlter Verbindungen gegeniiber den Enzymen im humanem Vollblut,
der 5-LOX humaner PMNL [Kupfer 1996] und der Sojabohnen L-1

Verbindung humanes Vollblut PMNL Sojabohne
(5-LOX, 15-LOX) (5-LOX) (L-1)
LTB, 5-HETE 15-HETE LTB,

T3 1,05 1,31 k.H. k.A. 0,061
T4 33,3 50,0 k.H. 8 0,011
T5 k.H. k.H. k.H. 1,2 0,013
T10 0,24 0,59 4,80 0,3 0,23
T17 0,18 0,80 k.H. k.A. 0,31
T22 1,4 3,1 k.H. k.A. 0,31
T31 2,8 1,9 k.H. k.A. 0,41

k.H.: keine Hemmung. Hemmung < 50 % in der Konzentration 10 uM bzw. 100 uM
k.A.: keine Angabe in [Kupfer 1996]
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1g(IC,y)

T3 T4 T5 T10 T17 T22 T31
Verbindung

Abbildung 27: —1g(ICsy) ausgewihlter Verbindungen an der 5-LOX im humanen Vollblut (cyan),
der 5-LOX in humanen PMNL (blau) und der L-1 der Sojabohne (gelb)

Da die gemessene Wirksamkeit der Substanzen im humanen Vollblut nicht allein davon abhéngt,
wie stark das jeweilige Enzym inhibiert wird, sondern auch andere Faktoren bei der Entstehung des
MelBergebnisses eine wesentliche Rolle spielen, ist nicht sicher, ob die Verbindungen tatsdchlich in
ihrer reinen inhibitorischen Wirksamkeit gegeniiber den pflanzlichen und menschlichen Enzymen
solche Unterschiede aufweisen. Vielmehr kann zum Beispiel ein Grund fiir diese grofen Ab-
weichungen sein, daB3 sich die Hydrazone nur schlecht im Blut 16sen, dort wihrend der Testung
ausfallen und damit die eigentliche Testkonzentration weit unter der theoretischen, eingewogenen
Konzentration liegt.

Beobachtungen beim Umgang mit den Testsubstanzen und Untersuchungen von Klietsch zeigten,
dal die hier betrachteten Substanzen eine nur begrenzte Stabilitit aufweisen. Besonders im
gelosten Zustand stellt die Instabilitit der Verbindungen ein Problem dar. Bei der Interpretation der
Testergebnisse sollte diese Tatsache beriicksichtigt werden. Nédhere Ausfiihrungen dazu finden sich
in der Arbeit von Klietsch. [2003]

Bei Versuchen mit isoliertem humanen Enzymen bzw. Zellen ist es daher moglich, daB die erhal-

tenen Ergebnisse deutlich von den Werten der Vollbluttestung abweichen.



Zusammenfassung: Vollbluttestung 110

3.5 Zusammenfassung: Vollbluttestung

Auf Basis der in der Literatur bereits beschriebenen Methoden zur quantitativen Erfassung von
Arachidonsdure-Metaboliten wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein neues Testsystem auf
Basis humanen Vollblutes entwickelt. Mit dem Assay lassen sich fiinf Metaboliten der Arachidon-
sdure erfassen. Diese Metaboliten sind: LTB,, 5-HETE, 12-HETE, 15-HETE, 12-HHT. Die Detek-
tion der Eicosanoide erfolgt nach HPLC-Trennung durch Absorptionsmessung im UV-Bereich mit
einem Dioden-Array-Detektor. Die Entwicklung einer ebenfalls fiir die Eicosanoiderfassung ver-
wendbaren Alternativmethode, in der die AA-Metaboliten nach Fluoreszenzmarkierung detektiert
werden, bot gegeniiber der UV-Methode keine Vorteile. Besonders die Erfassungsgrenze der
Fluoreszenzmethode brachte gegeniiber der UV-Messung keine Verbesserung. Die Quantifizierung
der Eicosanoide erfolgte tiber die Auswertung der Peakflichen und wurde auf den internen
Standard PGB, bezogen.

Durch systematische Untersuchungen wurden alle Testbedingungen und Arbeitsschritte, die zur
Durchfiihrung der Testung notwendig sind, optimiert. Erstmals wurde der EinfluB der gleich-
zeitigen Zugabe von Calcium- und Magnesium-Ionen auf den Arachidonsduremetabolismus unter-
sucht. Durch Verwendung dieser Ionenmischung 146t sich die Menge der Eicosanoide im Ver-
gleich zu Proben, denen nur eine Art lon zugegeben wurde, deutlich steigern.

Einen nicht zu vernachlassigenden Einflull auf die gebildete Menge an Eicosanoiden haben die
Losungsmittel, die wihrend der Testung zum Blut gegeben werden. Durch DMSO stieg die
Metabolitenausbeute gegeniiber Wasser um bis zu 50 % an.

Das Ergebnis der Optimierung, eine Vorschrift zur Standarddurchfiihrung der Vollbluttestung, ist
im Methodenteil (Kap. 3.2.3) aufgefiihrt. Diese Arbeitsanleitung ist zur Durchfiithrung routine-
maiBiger Testungen geeignet.

Das Testsystem wurde zunédchst fiir den internen Standard PGB; validiert. Die vollstdndige Vali-
dierung der Methode fiir alle fiinf erfaBbaren AA-Metaboliten nach den ICH-Richtlinien ist Gegen-
stand einer nachfolgenden Diplomarbeit und noch nicht vollstindig abgeschlossen.

Im Kapitel 3.4 wurden die Ergebnisse vorgestellt, die mit dem neu entwickelten Testsystem erhal-
ten wurden. Die Untersuchung von literaturbekannten Referenzsubstanzen mit dem beschriebenen
Assay ergab ICsp-Werte, die den in der Literatur angegebenen entsprechen. Neben der Validierung
ist dies ein Nachweis dafiir, dal} das Testsystem verldBliche Ergebnisse liefert. Es ist fiir die Unter-
suchung neu synthetisierter Verbindungen auf ihre Féahigkeit, einzelne Wege der Arachidonséure-
kaskade zu hemmen, tauglich.

Eine Reihe der im Syntheseteil dieser Arbeit vorgestellten Verbindungen und zahlreiche andere
Substanzen wurden mit dem Testsystem auf ihre inhibitorische Aktivitdt gegeniiber den Enzymen
der AA-Kaskade untersucht.

Einige der Verbindungen zeigen in ihren Dosis-Wirkungs-Kurven beim Vergleich der Hemmwerte
iiber den gesamten untersuchten Konzentrationsbereich hinweg eine gleichméfige inhibitorische
Wirkung auf alle fiinf erfaBbaren Metaboliten. Andere Verbindungen hemmen nur einzelne
Enzyme der AA-Kaskade. Ebenso waren unter den untersuchten Substanzen solche, die den
Eicosanoidstoffwechsel ginzlich unbeeinflufit lassen oder gar zu einer Stimulation der Synthese
von AA-Metaboliten flihren.

Mit dem Amidrazon T10 wurde eine im humanen Vollblut sehr gut wirksame Verbindung gefun-
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den. Aufgrund der gleichzeitigen Beeinflussung von 5-LOX und COX-1 kann bei diesem
Amidrazon von einem Dualhemmer gesprochen werden.

Andere Verbindungen mit einer dhnlichen Struktur zeigen dagegen nur eine dulerst geringe oder
gar keine Wirksamkeit bei der Vollbluttestung. Hierflir konnten die geringe Loslichkeit und die
unzureichende Stabilitdt der Substanzen verantwortlich sein.

Ein Vergleich der mit dem Vollblut-Testsystem erhalten Werte mit Hemmwerten, die an einem
Screeningsystem unter Verwendung der Lipoxygenase-1 der Sojabohne ermittelt wurden, zeigte,
dal} zwischen den Ergebnissen der beiden Testmethoden teilweise erhebliche Abweichungen auf-
treten. Eine Ubertragung der mit dem Sojabohnen-Screening erhaltenen Hemmwerte auf die Situa-
tion im menschlichen Vollblut ist daher nicht moglich. In den meisten Fillen weisen die unter-
suchten Substanzen gegeniiber der L-1 der Sojabohne eine grofiere inhibitorische Aktivitét auf als
fiir die Enzyme des humanen Vollblutes gefunden wurde.
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4 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue potentielle Hemmstoffe der Enzyme der Arachidonsdure-
Kaskade zu synthetisieren. Um diese Substanzen auf ihre Wirksamkeit gegenlber den die
Arachidonsédure verstoffwechselnden Enzymen des Menschen zu untersuchen, sollte ein
entsprechendes Testsystem entwickelt werden.

Im ersten Teil der Arbeit wurden ausgehend von 2-Chlor-1,3-dicarbonylverbindungen tber die
Zwischenstufe der Carbonsaurearylhydrazonoylchloride Amidrazone synthetisiert. Diese
Verbindungen waren zum einen potentielle Inhibitoren der Enzyme der Arachidonsiure-Kaskade,
zum anderen dienten sie als Ausgangsstoffe fir Reaktionen mit Carbonylverbindungen zu
heterocyclischen Systemen. Es wurden neue Vertreter der 4,5-Dihydro-1H-1,2,4-triazole, 1H-1,2,4-
Triazole und Naphthotriazepine erhalten und charakterisiert. Ein bisher in dieser Form nicht
beschriebenes 1,6-Dihydro-1,2,4-triazin wurde auf einem neuen Syntheseweg aus Amidrazon und
Diacetyl erhalten. Die Cyclisierungsreaktionen wurden mit para-Toluolsulfonsdure katalysiert.

Zur Darstellung von Amidrazonen mit zweifacher Substitution am Hydrazon-Stickstoff N? wurden
zwei Reaktionswege gefunden. Auf einem Alternativweg zur Japp-Klingemann-Reaktion wurde
ein  N-methylsubstituiertes Carbonsdurearylhydrazonoylchlorid erhalten, welches anschlieRend
durch Umsetzung mit Piperidin in das entsprechende N*-methylsubstituierten Amidrazon tberfiihrt
wurde. Durch Reaktion eines N'-pentamethylensubstituierten Amidrazons mit Formaldehyd war
ein N%-hydroxymethylsubstituiertes Amidrazon zuganglich.

Die neu synthetisierten Verbindungen wurden spektroskopisch und elementaranalytisch charak-
terisiert. Zur Strukturaufklarung und -absicherung wurden, wenn erforderlich, zweidimensionale
NMR-Techniken herangezogen.

Fur den Ablauf der Cyclisierungsreaktionen der Amidrazone mit Carbonylverbindungen wurde ein
verallgemeinerndes Reaktionsschema aufgestelit.

Der zweite Teil der Arbeit befate sich mit der Untersuchung der Wirksamkeit der Hydrazon-
derivate gegeniiber den Enzymen der Arachidonséure-Kaskade.

Ziel der Arbeit war die Optimierung der Testbedingungen und der Schritte der Versuchsdurch-
flhrung. Dies wurde durch eine systematische Untersuchung der Faktoren, die einen Einfluf} auf
die Eicosanoidbiosynthese haben, realisiert. Dabei wurden auch alternative Methoden
(Fluoreszenzderivatisierung, Extraktion mit organischem Ldsungsmittel) in die Betrachtungen ein-
bezogen.

Als Ergebnis wurde eine auch in der Routinetestung anwendbare Methode erstellt. Die Testung
basiert auf der Verwendung humanen Vollblutes als Enzymquelle und Probenmatrix. Die
Verstoffwechselung der Arachidonsdure wurde durch Zugabe von Calcium-lonophor A23187 und
Arachidonséure stimuliert. Zuséatzlich wurden die Blutproben mit einer Mischung aus Calcium- und
Magnesium-lonen versetzt. Dadurch liel3 sich die Ausbeute der im Blut gebildeten AA-Metaboliten
im Vergleich mit dem Zusatz nur einer lonenart erheblich steigern. Nach Beendigung der
Enzymreaktionen wurden die Eicosanoide mittels Festphasenextraktion aus der Testmatrix isoliert
und der HPLC-Trennung mit anschlieRender UV-Detektion unterzogen. Die Quantifizierung der
Arachidonsdure-Metaboliten erfolgte durch Auswertung der Peakfladchen, die gegen den internen
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Standard PGB; korrigiert wurden.

Alternative Extraktions- und Detektionsmethoden (flissig-flissig-Extraktion, Fluoreszenz-
detektion) wurden ebenfalls untersucht, kamen fir die Routinetestung jedoch nicht zur
Anwendung, da sie keine Vorteile gegenliber der Standardmethode aufwiesen.

Mit dem entwickelten Vollbluttestsystem ist es moglich, funf Metaboliten der Arachidonsdure zu
bestimmen, die aus dem Stoffwechsel von vier Enzymen hervorgehen. Die erfabaren Eicosanoide
sind: LTB, und 5-HETE (5-LOX), 12-HETE (12-LOX), 15-HETE (15-LOX) und 12-HHT
(COX-1).

Die beschriebene Testmethode wurde fiir das PGB, nach den ICH-Richtlinien validiert.

Mit Hilfe von vier in der Literatur umfassend untersuchten Standardinhibitoren (Zileuton, NDGA,
ASS, Indometacin), die der Testung unterzogen wurden, konnte die Genauigkeit der mit der
Methode erhaltenen Testwerte nachgewiesen werden. Die ermittelten 1Cs,-Werte stimmten mit den
publizierten Angaben sehr gut tberein.

Eine Auswahl der am Institut synthetisierten Hydrazonderivate wurde in der Konzentration 10 uM
im humanen Vollblut getestet. Hierbei zeigte sich eine groRe Heterogenitdt der untersuchten
Substanzen hinsichtlich ihrer Wirkstarke. Dadurch ist das Formulieren von Struktur-Wirkungs-
Beziehungen aus den vorliegenden Daten nur schwer mdglich.

Mit dem Amidrazon T10 wurde eine im humanen Vollblut sehr gut wirksame Substanz gefunden.
Aufgrund ihrer inhibitorischen Wirksamkeit sowohl gegeniiber der 5-LOX als auch der COX-1
kann diese Substanz als Dualhnemmer bezeichnet werden.

Der Vergleich der Hemmwerte der untersuchten Inhibitoren im humanen Vollblut mit denen an der
Lipoxygenase-1 der Sojabohne machte deutlich, dal3 die Ergebnisse der beiden Testmethoden fur
die Mehrzahl der untersuchten Substanzen deutlich voneinander abweichen. Eine VVorhersage der
Wirksamkeit der Verbindungen im Vollblut ist aus den an der L-1 der Sojabohne erhaltenen
Werten nicht méglich.
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Abbildung 28: *H-NMR-Spektrum der Verbindung 9f in DMSO-ds
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Abbildung 29: *C-NMR-Spektrum der Verbindung 9f in DMSO-d
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Abbildung 30: *H-NMR-Spektrum der Verbindung 9s in DMSO-d,
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Abbildung 31: "*C-NMR-Spektrum der Verbindung 9s in DMSO-d;
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Abbildung 32: *H-NMR-Spektrum der Verbindung 13a in DMSO-ds
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Abbildung 33: **C-NMR-Spektrum der Verbindung 13a in DMSO-d,
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Abbildung 34: *H-NMR-Spektrum der Verbindung 13d in DMSO-ds
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Abbildung 35: **C-NMR-Spektrum der Verbindung 13d in DMSO-ds
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Abbildung 36: *H-NMR-Spektrum der Verbindung 13d in DMSO-d; versetzt mit CF;COOD (1. Tag)
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Abbildung 37: **C-NMR-Spektrum der Verbindung 13d in DMSO-ds, versetzt mit CF;COOD (1.Tag)



Anhang: NMR-Spektren ausgewahlter VVerbindungen XV

—
&
=
w
=
N
I~
—
-
o
@
o
~ -
3
0

. 8.47 36.63 3.50 26.64
8.79 12.54  120.60 0.54 5.60 38.69

Abbildung 38: *H-NMR-Spektrum der Verbindung 13d in DMSO-dg, versetzt mit CF;COOD nach elf
Tagen
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Abbildung 39: **C-NMR-Spektrum der Verbindung 13d in DMSO-ds, versetzt mit CF;COOD nach
elf Tagen
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Abbildung 41: **C-NMR-Spektrum der Verbindung 14c in DMSO-ds
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Abbildung 42: *H-NMR-Spektrum der Verbindung 15a in DMSO-ds
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Abbildung 43: *C-NMR-Spektrum der Verbindung 15a in DMSO-ds, APT-Technik
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Abbildung 44: *H-NMR-Spektrum der Verbindung 16 in Benzen-dg
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Abbildung 45: *C-NMR-Spektrum der Verbindung 16 in Benzen-ds
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Anhang: Strukturformeln und Testergebnisse der Inhibitoren

Il Strukturformeln und Testergebnisse der Inhibitoren

11.1 Referenzinhibitoren

Tabelle 19: Strukturformeln der Referenzinhibitoren

Bezeichnung Strukturformel Substanzquelle
Zileuton HO NH, Zyflo™ Filmtab®,
\
N 0
S CHs
NDGA Fluka Chemical
HO
OH
Indometacin COOH VEB Berlin Chemie
H;C—0
o
ASS VEB Berlin Chemie
CGS 8515 0 H. Buff, Dusseldorf

o
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XXI

1.2 Offenkettige Verbindungen

Tabelle 20: Strukturformeln und Testergebnisse der offenkettigen VVerbindungen
Hemmuwerte im humanen Vollblut in der Konzentration 10 pM und ICs, an der
Sojabohnen-L-1
Hemmwertangaben in [%] MW £ SD (n = 3)

Bezeichnung Strukturformel Synthese
5-LOX 5-LOX 12-LOX 15-LOX COX-1 1Cs [UM]
LTB, 5-HETE 12-HETE | 15-HETE 12-HHT Sb-L1
T1 [Frohberg
1995]
NH
N—-N
Lo O
()
-21+26 -38+7,9 44 11,4 - 51+49 0,011
T2 [Frohberg]
NH
N—N
o) H@
NH; Cl
32+47 36+£12,6 30£15,2 - 35+34 2,52
9d Kap.
22.1.3
NH
N—N
0 HQ
NH, F
76* £ 0,8 75*+71 | 54*+189 | -11+£275 | 15+398 0,084
9c Kap.
2213
NH
N—N
o)\f H
NH, F
FF
27+38 34+34 32+51 - -- 0,11
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Bezeichnung Strukturformel Synthese
5-LOX 5-LOX 12-LOX 15-LOX COX-1 1Cso [UM]
LTB, 5-HETE 12-HETE | 15-HETE 12-HHT Sb-L1
T3 [Frohberg
1995]
NH
)\KN—NAQ—CI
O H
NH,
89*+ 1,3 82*+53 83+18,3 68 +18,7 | 50*+11,3 0,061
T4 [Frohberg
1995]
NH
)\fN—NAQ—CI
O H
/N\
HsC~ CHj
48*+12,8 | 54*+52 -96 + 4.4 -4+185 71+10,6 0,012
T5 [Frohberg
1995]
NH
)\fN—NAQ—CI
O H
0
29*+85 | 21*+19,0 81185 - 83*+ 11,1 0,013
T6 [Frohberg
1995]
NH
N—N F
o)\( H < >
N
-5+53 -28+ 14,0 4+145 1+95 -19+21,7 0,0091
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Bezeichnung Strukturformel Synthese
5-LOX 5-LOX 12-LOX 15-LOX COX-1 1Cso [UM]
LTB, 5-HETE 12-HETE | 15-HETE 12-HHT Sb-L1
T7 cl [Drut-
@ kowski
NH 1999]
N—N
A
NH
Cl
3724 -15+4,0 -48 + 26,0 2+108 42 + 20,5 1,1
9g cl Kap.
2.2.1.3
NH
)YN—N@
o H
NH, C
V4
N 7
63*+7,3 48* £ 9,2 1+113 23+27,1 41*+0,1 20% bei
40 uM
9k Cl Kap.
\©\ 2.2.1.3
NH
N—N
A
NH, Cl
32+144 -4+18,0 -4+254 -14+254 | 21+£151 0,15
T8 CoHs [Frohberg
0 @ 1995]
o
0
9+71 5+12,2 5+6,8 23+9.3 17+£255 -
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Bezeichnung Strukturformel Synthese
5-LOX 5-LOX 12-LOX 15-LOX COX-1 1Cso [UM]
LTB, 5-HETE 12-HETE | 15-HETE 12-HHT Sh-L1
T9 GaHs Kap.
0 2.2.1.3
N—N
0 H
NH, =
F F
38196 42+ 0,8 -15+46 | -110*+0,1| 11+08 0,10
T10 Cas [Frohberg
0 1995]
)YN—NO—Cl
0 H
NH,
99* + 2,6 86* + 3,4 87*+15 | 56*+125 | 73*+7,6 0,23
T11 CoHs [Donner
0 2002]
)\KN—NO—CI
O H
NH
HsC~
66*+114 | 61*+24 65*+9,0 | -12+270 | 46*+16 0,20
T12 CaHs [Frohberg
0 1995]
)YN—NO—Cl
0 H
N
Q *HCI
14+0,7 -2+9.2 21+14,6 19+ 27,7 7+46 -
T13 CHs [Frohberg
N—N Cl
NH,
91*+ 14 76*+0,8 27+3,1 25+18,2 2+58 0,36
T14 CHs [Schulze
N—N Cl
o HO 2001]
NH
HsC~
64*+ 1,8 45*+56 | 50*+112 | -8+149 | -44*+188 0,44




Anhang: Strukturformeln und Testergebnisse der Inhibitoren XXV
Bezeichnung Strukturformel Synthese
5-LOX 5-LOX 12-LOX 15-LOX COX-1 1Cso [UM]
LTB, 5-HETE 12-HETE | 15-HETE 12-HHT Sb-L1
T15 CHs [Schulze
o)\(/N_H coon 2001]
)
28+9,8 -9+87 -32 + 38,6 9+1,0 21+13,0 keine
Hemmung
T16 0 [Drut-
HO kowski
N N@ 1999]
O H
NH, cl
-33+30,6 | -51*+6,6 -3+26,6 53*+22 | -16+29,8 15
T17 HaC. - C1s [Donner
N—N@—CI 2002]
O H
NH,
93*+12,7 | 83*+17,9 | 25+30,1 11+£119 -8+119 6,34
T18 HeC - C8 [Schulze
N_NOCI 2001]
O H
NH
/
CHs
51*+5,9 54*+78 | -43*+17,4 | -23+20,9 | -13+£36,1 | 10% bei
250 uM
T19 [Donner
2002]
NH
)\fN—NAQ—CI
O H
S
ch)\CH3
-6+4,3 5+2,6 9+38,9 1+18,0 17+ 11,6 0,88




Anhang: Strukturformeln und Testergebnisse der Inhibitoren

XXVI
Bezeichnung Strukturformel Synthese
5-LOX 5-LOX 12-LOX 15-LOX COX-1 1Cso [UM]
LTB, 5-HETE 12-HETE | 15-HETE 12-HHT Sh-L1
T20 O [Frohberg]
N—N Cl
Ho)k/\f HO
N
H3C/
6+122 19+146 | -17+559 | 13+105 43*+9,0
T21 0 [Frohberg]
N—N Cl
o
©/uv N
e
-4+99 -35+233 | -38*+3,9 -55+4,9 10+74




Anhang: Strukturformeln und Testergebnisse der Inhibitoren XXVII
1.3 Cyclische Verbindungen
Tabelle 21: Strukturformeln und Testergebnisse der cyclischen VVerbindungen
Hemmuwerte im humanen Vollbut in der Konzentration 10 pM und ICs, an der
Sojabohnen-L-1
Hemmwertangaben in [%] MW £ SD (n = 3)
Bezeichnung Strukturformel Synthese
5-LOX 5-LOX 12-LOX 15-LOX COX-1 I1Csp [UM]
LTB, 5-HETE 12-HETE | 15-HETE 12-HHT Sb-L1
T22 [Drut-
kowski
1999]
HN O
\écm
CHs
85*+10,1 | 73*+79 38 +30,1 26 £33 29+9,7 0,31
13a Kap.
22.1.4.1
NH
__N
HyC” ~t~ch
CHs
36*+0 36+11,6 45+25 -6+6,3 -3 +14,7 0,038
T2 [Drut-
NH kowski
N 1999]
—
O N F
\éCHg
CHs
79*+0,4 41+34 46* + 16,5 -6+4,2 19+75 0,26
T24 [Donner
2002]
)T v
HaC” \éCHg
26* + 3,6 -1+30,3 27+6,5 20+149 57+3,7 0,56




Anhang: Strukturformeln und Testergebnisse der Inhibitoren

XXVIII
Bezeichnung Strukturformel Synthese
5-LOX 5-LOX 12-LOX 15-LOX COX-1 | ICs [uM]
LTB, 5-HETE 12-HETE 15-HETE 12-HHT Sb-L1
T25 cl [Drut-
@ kowski
INH 1999]
N
O)\f N
HN
?Qcm
CH
46* + 18,8 3H+171 -42 + 39,3 30+1,0 -37*+£9,0 0,19
T26 Cl [Drut-
@ kowski
NH 1999]
0)\’4 N\N
N < >
\écm
CHs
Cl
32+208 27+159 7+134 25+6,2 39* + 18,6 0,042
T27 CaHs [Drut-
0 kowski
o)\f N, 1999]
O
\écm
CHs
Cl
49* + 15 30+£10,9 32+17,.2 - 57*+ 4,7 0,091
T28 (i:ZHS [Drut_
0 kowski
N 1999]
AT
O
-4+144 5+174 -26 £ 45,6 -15+9,7 4+315 0,098
T29 CHs [Drut-
0 N, kowski
N Cl
o O 1999]
\\/\CH3
CHj
100*+0 92*+74 31+32,7 16+7,3 63+84 0,74




Anhang: Strukturformeln und Testergebnisse der Inhibitoren XXIX
Bezeichnung Strukturformel Synthese
5-LOX 5-LOX 12-LOX 15-LOX COX-1 1Cso [UM]
LTB, 5-HETE 12-HETE | 15-HETE 12-HHT Sb-L1
T30 CHs [Donner
O&‘\f N, 2002]
N Cl
,N\é C
H3C CH3
CH3
-9+9.2 15+11,0 -6 + 30,7 4+19,8 60* + 10,6 0,36
T31 HC - [Donner
2002]
(0] — N\
(O
HaC CHs
77*+ 3,2 67* +6,3 50+ 31,9 -3£0,8 -25* + 2,6 0,41
T32 HeC. - CHs [Donner
2002]
o] N
O
HsC~
He  Ch
14 £19,2 19*+25 | -24+404 | 30+£119 -7+1,0 1,74
T33 HeC. - Cs [Donner
2002]
o] N
Lo
HsC”
He  Ch
38+24,3 36*+7,3 64* + 7,7 15+184 14 £ 14,7 16,1
T34 [Donner
Q 2002]
NH
N~N
O
HN
26 £ 4,7 2+3,6 16 £18,9 -24+57 -6+3,2 0,088




Anhang: Strukturformeln und Testergebnisse der Inhibitoren XXX
Bezeichnung Strukturformel Synthese
5-LOX 5-LOX 12-LOX 15-LOX COX-1 1Cso [UM]
LTB, 5-HETE 12-HETE | 15-HETE 12-HHT Sb-L1
T35 [Donner
2002]
NH
_—N
o)\sr \NO—CI
\éCHs
CHj
4+71 -47%+18,0 | 22+333 33+£0,6 -61*+ 11,5 15,78
T36 [Donner
2002]
NH
~=N
s
S
CHs3
-21£6,7 33*+£21 21+16,5 13+95 - 1,07
T37 [Donner
2002]
NH
_—N
L
S
32+24,6 3+3.3 18 + 30,3 21+189 16+59 29,0
0] O
T38 HsC N [Danz
M MOH 1995]

3+27,6

-5*+0,5

-42* + 8,8

23+17,1

-1+417




Anhang: Strukturformeln und Testergebnisse der Inhibitoren XXXI
Bezeichnung Strukturformel Synthese
5-LOX 5-LOX 12-L.OX 15-LOX COX-1 1Cso [UM]
LTB, 5-HETE 12-HETE | 15-HETE 12-HHT Sh-L1
T39 HsC [Danz
1995]
i Cl
2+145 -5+231 -36 £ 31,6 -4+ 29,6 33*+34 --
T40 [Danz
1995]
Cl
-26 £ 13,6 -26+£0,3 -10+£ 22,5 36+ 32,9 13+33 --
0] 0] (]
T41 HaC [Griinhardt
O0——CH; 1993]
_N
N
29 +10,2 -- -43+21,8 25+14,9 21+31 --
T42 [Grunhardt
1993]
Cl
21 +39,1 -17+£192 | -13+17,2 -3+0,8 70 --




Anhang: Strukturformeln und Testergebnisse der Inhibitoren XXXII
1.4 Hydroxamsaurederivate
Tabelle 22: Strukturformeln und Testergebnisse der Hydroxamséurederivate
Hemmuwerte im humanen Vollbut in der Konzentration 10 pM und ICs, an der
Sojabohnen-L-1
Hemmwertangaben in [%] MW = SD (n = 3)
Bezeichnung Strukturformel Synthese
5-LOX 5-LOX 12-LOX 15-LOX COX-1 1Cs [UM]
LTB, 5-HETE 12-HETE | 15-HETE 12-HHT Sb-L1
T43 [Gorlitzer
HO._ 2002 (1)]
N
o/ )
I
H CHs
-33*+6,6 | -21*+4,0 -39+24 -20+6,0 -39+34 80
T44 [Gorlitzer
_OH 2002 (1)]
N
75N,
J
N
H  ch,
27+82 15+6,4 -30£11,9 -17+3,8 250
T45 [Gorlitzer
2002 (1)]
20x11,1 22+140 53*+3,2 | -75*+ 18,5 | 18% bei
250 uM
T46 [Gorlitzer
- 2002 (2)]
N
V
" )
O
CHs
-52*+58 | -36*+3,1 | -56*+18,6 | -36*£3,2 -17 + 8,3 12% bei

250 uM




Anhang: Strukturformeln und Testergebnisse der Inhibitoren XXX
Bezeichnung Strukturformel Synthese
5-LOX 5-LOX 12-LOX 15-LOX COX-1 1Cso [UM]
LTB, 5-HETE 12-HETE | 15-HETE 12-HHT Sb-L1
T47 [Gorlitzer
_OH 2002 (2)]
N
7N,
I
0]
CHj
-18+£1,7 -15+£17,0 -34+£35 14+16,4 -34+15 26% bei
250 uM
T48 [Gorlitzer
2002 (3)]
7+8.2 17+£10,6 | 58*+27,6 - -3+46,1 23% bei
250 uM
T49 [Gorlitzer
HO_ 2002 (3)]
N
(6] | ~
N_ ~
N CHs
25*+10,1 | 34*+7,0 34*+99 - 15+11,4 5% bei
250 uM
T50 [Gorlitzer
2002 (3)]
22* + 37 31*+ 2,7 - 13+105 0% bei

250 uM




Anhang: Strukturformeln und Testergebnisse der Inhibitoren XXXIV
Bezeichnung Strukturformel Synthese
5-LOX 5-LOX 12-LOX 15-LOX COX-1 1Cso [UM]
LTB, 5-HETE 12-HETE | 15-HETE 12-HHT Sb-L1
T51 [Gorlitzer
_OH 2003 (1)]
0] N
HaC. * 0,5 H,0
O 6]
HsC”™ YO~ “CH,
51*+ 1,7 14* + 3.3 59*+ 1,0 34+30 -1+11,5 0% bei
100 uM
T52 [Gorlitzer
2003 (2)]
PN CH,
-31+28 -15+78 15+13/4 0% bei
100 uM
T53 [Gorlitzer
_OH 2003 (2)]
0] N
H,c” N0 ‘ 0
(\N CHs
(0]
46*+ 17,4 | 39+140 36 +18,1 14 +£11,6 21+22,1 0% bei
100uM
T54 Cl [Gorlitzer
HO._ 2003 (3)]
N 0]
CH
O/ | AN o~ 3
N7 H,0
12+£34,8 -5+0,5 9+13,6 30+18,1 42* £ 2,0 0% bei
100 uM




Anhang: Strukturformeln und Testergebnisse der Inhibitoren XXXV
Bezeichnung Strukturformel Synthese
5-LOX 5-LOX 12-LOX 15-LOX COX-1 1Cso [UM]

LTB, 5-HETE 12-HETE | 15-HETE 12-HHT Sb-L1
T55 [Gorlitzer
2003 (3)]

29*+142 | 16+£113 24+78 44* +10,1 13+55 0% bei

100 uM
T56 [Gorlitzer
HO._ 2003 (3)]

N O
/ /CH3
(6] | N 0
—
N H,0

8+6,0 -30+£8,9 -16 £8,3 40*+10,1 | -10+124 0% bei

100 uM
T57 [Gorlitzer
2003 (3)]

26*+£23 36 +15,1 12+6,2 50*+139 | 22+230 0% bei

100 uM




Anhang: Testergebnisse an der L-1 der Sojabohne XXXVI

111 Testergebnisse an der L-1 der Sojabohne

Tabelle 23: 1Cs an der L-1 der Sojabohne
Bestimmung lber Sauerstoffverbrauchsmessung. Experimentelle Bedingungen wie in
[Clemens 1998, Clemens 2001 (2)] angegeben

Amidrazone Heterocyclen

Verbindung 1Cs [MM] Verbindung 1Cs [MM]
9a 0,69 13a 0,038
9b 0,24 13b 0,14
9c 0,11 13c 0,26
od 0,084 13d 0,13
%e 0,061 13e 4 % bei 250 uM
of 0,18 13f 0,21
9g 20 % bei 40 uM 13g 1,27
%h 0,11 13h 0,14
9i 15 % bei 250 uM 13i 0,11
9j 15 % bei 40 uM 13 1,40
9k 0,15 13k 1,07
9l 1,06 131 5,72
9m 0,13 13m 0,46
9n 0,23 13n 10,6
90 12 % bei 80 uM 1l4a 11,4
9% 3,9 14b 17% bei 250 uM
9q 58,6 14c 5% bei 250 uM
or 0,066 15a 0% bei 250 uM
9s 1,9 15b 134
10a 61 % bei 250 uM 15¢ 15% bei 250 uM
10b 0,025 16 10
11 70
12 14

Zileuton 12% bei 250 pM NDGA 8,9
CGS 8515 0 % bei 250 pM




Anhang: Strukturformeln der AA-Metaboliten XXXVII

IV Strukturformeln der AA-Metaboliten

Tabelle 24: Strukturformeln der AA-Metaboliten

Metabolit Strukturformel
AA

5-HPETE

5-HETE

12-HPETE

OOH

12-HETE

15-HPETE

OOH

15-HETE

LTA, o

FNNF OH




Anhang: Strukturformeln der AA-Metaboliten
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OH

Metabolit Strukturformel
LTB, OH OH (6]
7N = OH
X
LTC,
LTD, OH (0]
A N OH
S—Cys—Gly
N
LTE, OH (0]
N N OH
S—Cys
N
PGG; o — OH
I
(0] — (0]
OOH
PGH, o — OH
I
(0] _— (0]
OH
PGB; 0 o
OH
pZ
OH
PGD;, HO
o OH
=
0 OH
PGE,
o OH
=
HO
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Metabolit Strukturformel
PGF HQ
2 B OH
— (@]
HO OH
PG, q
07 SOH
0
OH
12-HHT O
T OH
OH
TXA, _ OH
° o]
o =
OH

TxB,
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