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1 Einleitung

1.1  Purinorezeptoren

1.1.1 Allgemeines

Der Begriff der purinergen Rezeptoren wurde 1978 von Burnstock eingefiihrt.
Gleichzeitig unterteilte er diese in P1-Purinorezeptoren mit Adenosin als wirksamstem
natiirlichen Agonisten und P2-Purinorezeptoren mit Adenosintriphosphat (ATP) und
Adenosindiphosphat (ADP) als wirksamen Agonisten. Neben der relativen Potenz von
ATP, ADP, AMP (Adenosinmonophosphat) und Adenosin beruhte seine Einteilung
insbesondere auf dem selektiven antagonistischen Effekt von Methylxanthinen
hinsichtlich der Adenosinwirkung, sowie der Stimulation der Prostaglandinsynthese
durch ATP und ADP und der Aktivierung der Adenylylzyklase durch Adenosin
(Burnstock, 1978).

Erstmals diskutiert wurden die Purine als extrazellulire Signalmolekiile allerdings
bereits im Jahr 1929 von Drury und Szent-Gyorgyi, die verschiedene biologische
Effekte fiir AMP und Adenosin nachweisen konnten. Wurden diese isolierten Purine
einem Versuchstier injiziert, so resultierten arterielle Dilatation, Blutdruckabfall,
Leitungsstorungen am Herzen sowie eine Inhibition der Darmkontraktion (Drury &
Szent-Gyorgyi, 1929). Erste Anhaltspunkte fiir die Existenz verschiedener
Purinorezeptoren lieferte Gillespie, der 1934 eine Abhédngigkeit der biologischen
Wirkung von der Struktur der Adenosinderivate zeigen konnte. Wéhrend nach
Adenosin- bzw. AMP-Gabe sowohl bei Katzen als auch bei Kaninchen Vasodilatation
und Blutdruckabfall zu beobachten war, fithrte ATP zu einer Erh6hung des Blutdruckes.
Hingegen induzierte ATP deutlich stirker als AMP und Adenosin Kontraktionen von
Ileum und Uterus des Meerschweinchens (Gillespie, 1934).

Durch den Nachweis der Freisetzung von ATP aus dem Nervus auricularis gelangen
Holton und Holton 1953 erste Hinweise auf die physiologische Rolle extrazelluldren
ATPs als Neurotransmitter (Holton & Holton, 1953).

Seitdem konnten Purinen sehr unterschiedliche Effekte an einer Vielzahl von Geweben
und Zellen zugeordnet werden. Ebenso wie die Kontraktion glatter Muskelzellen zdhlen

hierzu  die  Beeinflussung  von  Immunantwort,  Entziindungsgeschehen,
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Plattchenaggregation und Schmerzwahrnehmung sowie Modulation kardialer Effekte
als auch exokrine und endokrine Sekretion (Gordon, 1986; Dubyak & el-Moatassim,
1993; Burnstock & Kennedy, 1986; Olsson & Pearson, 1990; Ralevic & Burnstock,
1998).

Noch heute besitzt die 1978 von Burnstock vorgenommene Einteilung in P1- und P2-
Purinorezeptoren Giiltigkeit, wenngleich sich aufgrund der Aktivitdt von Pyrimidinen
wie Uridindiphosphat (UDP) und Uridintriphosphat (UTP) die Benennung als P1- bzw.
P2-Rezeptoren durchgesetzt hat (Fredholm, et al., 1994). Die Begriffe P1-Rezeptoren
und Adenosinrezeptoren werden hierbei synonym verwendet. Sie werden in
Abhiangigkeit ihrer molekularen Beschaffenheit in die vier Subtypen A;, Aza, Az und
Aj unterteilt. Bei allen handelt es sich um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die jedoch
unterschiedliche Gewebeverteilungen und pharmakologische Eigenschaften aufweisen

(Ralevic & Burnstock, 1998).

Bei P2-Rezeptoren konnten sowohl ligandengesteuerte Kationenkanidle (Benton &
Dillon, 1942) als auch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (Dubyak, 1991) gefunden
werden. Diese Unterscheidung bildet die Grundlage fiir die Unterteilung in die P2X-
und die P2Y-Rezeptorfamilien (Abbracchio & Burnstock, 1994).

1.1.2 Die P2Y-Rezeptorfamilie

Die P2Y-Rezeptoren gehoren zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Thre Lénge
betrdgt zwischen 308 und 377 Aminosduren (Ralevic & Burnstock, 1998). Bisher
konnten acht verschiedene P2Y-Rezeptoren kloniert werden (P2Y 2, 4.6, 11, 12, 13, 14). Die
ungewohnliche Bezifferung ldsst sich durch Rezeptoren, die sich als identisch mit
anderen klonierten P2Y-Rezeptoren bzw. als nicht mehr der P2Y-Rezeptorfamilie
zugehorig erwiesen haben, erkldren.

Die Signaltransduktion der meisten P2Y-Rezeptoren (1, 2, 4, 6, 11,) beginnt iiber
Aktivierung von  Phospholipase =~ C mit anschlieBender Hydrolyse von
Phosphatidylinositol-4,5-phosphat zu Diacylglycerol und Inositol-1,4,5-trisphosphat

und daraus resultierender Freisetzung von Ca®" aus intrazelluliren Speichern. Eine
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Stimulation verschiedener nachfolgender Signalwege kann nun erfolgen, beispielsweise
die Aktivierung verschiedener Isoenzyme der Proteinkinase C (Hofmann, 2005). Den
P2Y»-, P2Y 13- und P2Y 14-Rezeptoren konnte eine Signalweiterleitung iiber Hemmung

der Adenylylcyclase zugeordnet werden.

1.1.3 Die P2X-Rezeptorfamilie

Bislang konnten sieben verschiedene P2X-Rezeptor-Subtypen kloniert werden (P2X; —
P2X5). Bei allen handelt es sich um ligandengesteuerte lonenkanile mit sehr kurzer
Reaktionszeit, die infolge einer Aktivierung durch extrazellulires ATP eine selektive
Permeabilitit fiir Kationen (Na*, K™ und Ca*") aufweisen (North R., 1996). Die Linge
der P2X-Rezeptoren variiert von 384 (P2X4) bis 595 (P2X;) Aminosduren. Allen
Subtypen gemein ist das Vorhandensein von jeweils zwei Transmembrandoménen, die
extrazelluldr durch eine relativ groe Schleife verbunden sind. Sowohl das C- als auch
das N-terminale Ende liegen somit zytosolisch lokalisiert vor (Soto, Garcia-Guzman, &
Stiihmer, 1997). Beziiglich der Transmembrandominen und der extrazelluldren Schleife
sind die Proteine zu 40 — 55 % paarweise identisch. Bemerkenswert ist dabei das
Vorkommen von zehn konservierten Cysteinresten bei allen bekannten P2X-
Rezeptoren, die durch Ausbildung von Disulfidbriicken mafgeblichen Einfluf auf die
Tertidrstruktur der extrazelluliren Schleife haben, sowie von 14 konservierten
Glycinresten und jeweils zwei bis sechs Glykosylierungsstellen (North R. A., 2002).
Deutliche Unterschiede in der Aminosduresequenz weisen hingegen die intrazelluldr
lokalisierten C-Termini auf. Ungeachtet, welcher Subtyp betrachtet wird und von
welcher Spezies zeigt der P2X;-Rezeptor hier die geringste Ubereinstimmung mit
anderen Subtypen. So finden sich hier ein mit 240 Aminosduren signifikant ldngeres
carboxyterminales Ende sowie eine neben den beiden Transmembrandoméinen dritte

hydrophobe Doméne (North R. A., 2002).

Neben dem Universalagonisten ATP existieren weitere Agonisten, die sich in ihrer
Wirkpotenz an den verschiedenen P2X-Rezeptorsubtypen unterscheiden: o,f-
Methylen-ATP (a,p-meATP), 2-Methylthio-ATP (2-MeSATP), Cytidintriphosphat
(CTP), ADP, UTP sowie 2’,3’-O-(Benzoyl-4-benzoyl)-ATP (BzATP) (Ralevic &
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Burnstock, 1998). Neben der Charakterisierung der Rezeptoreigenschaften durch die
Reihenfolge der Agonistenwirksamkeit lassen sich P2X-Rezeptoren auch beziiglich
ihres Desensitivierungsverhaltens unterteilen. Wéhrend P2X;- und P2X;3;-Rezeptoren
innerhalb einiger Millisekunden desensitivieren, erfolgt bei allen anderen Subtypen eine
Desensitivierung 100—-1000 mal langsamer, wobei sowohl die Desensitivierungszeit als
auch die Erholungszeit von der Konzentration des Agonisten abhingig ist (North R. A.,
2002).

Von grolem Interesse waren Untersuchungen der o,pf-meATP-Wirkung an
sensorischen Nerven der Ratte, die eine den P2X;- bzw. P2X;3;-Rezeptoren
entsprechende agonistische Aktivitidt offenbarten. Durch das Fehlen des fiir diese
Rezeptorsubtypen typischen Desensitivierungsverhaltens entstand allerdings ein
pharmakologisches Profil, das keinem der bis dahin klonierten Rezeptoren zugeordnet
werden konnte. Vermutet wurde das Vorkommen heteromerer P2X-Rezeptoren, die
sich in ihren pharmakologischen Eigenschaften von den homomeren unterscheiden
(Lewis, Neidhart, Holy, North, Buell, & Surprenant, 1995). Unterstiitzt wurde diese
These durch Coimmunoprizipitationsexperimente (Torres, Egan, & Voigt, 1999).
Tatsdchlich scheinen mit Ausnahme des P2X;-Rezeptors alle Rezeptorsubtypen in der
Lage zu sein, neben homomeren Rezeptoren auch heteromere Rezeptoren zu bilden

(Torres, Egan, & Voigt, 1999).

1.1.4 Der P2X7-Rezeptor

1.1.4.1 Allgemeines

Zunichst wurde 1996 der P2X;-Rezeptor aus Hirngewebe der Ratte kloniert
(Surprenant, Rassendren, Kawashima, North, & Buell, 1996), bevor 1997 die humane
(Rassendren, Buell, Virginio, Collo, North, & Surprenant, 1997) und 1998 die murine
(Chessell, Simon, Hibell, Michel, Barnard, & Humphrey, 1998) Variante aus
Monozyten bzw. aus mikroglialen Zellen kloniert wurden.

Strukturell hat der P2X;-Rezeptor zwar Ahnlichkeit mit anderen P2X-Rezeptoren, weist

jedoch einen mit 240 Aminosduren signifikant l&ngeren C-Terminus, sowie die im
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paarweisen Vergleich der Aminosiuresequenz geringste Ubereinstimmung mit allen
anderen P2X-Rezeptoren auf. Mit 595 Aminoséduren ist er das groBite Protein der P2X-
Rezeptorfamilie (Abb. 1.1).

Beschrieben wurden P2X7-Rezeptoren vor allem in Zellen der himatopoetischen Reihe,
also in Granulozyten, Monozyten bzw. Makrophagen sowie B-Lymphozyten; des
Weiteren unter anderem in Mastzellen, Muskelzellen der glatten Muskulatur, in
Fibroblasten sowie in Astrozyten (Gu, Zhang, Bendall, Chessell, Buell, & Wiley, 2000;
John, Simpson, Woodroofe, Lee, & Brosnan, 2001; Sluyter, Barden, & Wiley, 2001;
Solini, Chiozzi, Morelli, Fellin, & Di Virgilio, 1999; Zou, Ugur, Drummond, & Singer,
2001).

St S
ThH=1 TM-=2
.‘ H .
NI,
COOH
Abb. 1.1 Struktur eines P2X;-Rezeptors (Stanchev, 2006)

Die P2X7-Untereinheit ist mit 595 Aminoséuren langer als die anderer Mitglieder der Rezeptorfamilie. N-
und C-Terminus sind intrazelluldr lokalisiert und der C-Terminus ist mit 240 Aminosduren sehr lang. Die

177 fur die Porenbildung essentiellen Aminosduren sind rot markiert, die extrazelluldr gelegenen

Disulfidbriicken blau.
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1.1.4.2 Agonisten und Antagonisten

Hinsichtlich der agonistischen Aktivitdt der Purin- bzw. Pyrimidinverbindungen lassen
sich P2X7-Rezeptoren deutlich von anderen P2X-Rezeptoren abgrenzen. Zum einen
zeichnen sie sich durch eine recht hohe Selektivitit fiir ATP (Abb. 1.2) aus. Allerdings
sind fiir eine Stimulation sehr hohe Konzentrationen von > 100 uM notwendig. BZATP
(Abb. 1.3) weist eine 10—100 fach hohere agonistische Aktivitét als ATP auf. Weiterhin
auffillig ist die Tatsache, dass sowohl in der Amplitude als auch in der Kinetik der
Ionenstrome nach wiederholter ~Applikation desselben Agonisten deutliche

Verdnderungen zu verzeichnen sind (North R. A., 2002).

NH,
0 0 0 N XN
o—ﬂ 0 ﬂ 0 Ll 0 </ ‘ )
| | | N
O O O O
OH OH
Abb. 1.2 Struktur von Adenosintriphosphat (ATP)
NH,
0 0 0 N XN
o—t—od—of o I
| | | NN\
O O O O
O OH
I
o) O

Abb. 1.3 Struktur des wirksameren und selektiveren P2X;-Agonisten BZATP
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Erschwert werden Untersuchungen beziiglich der agonistischen bzw. antagonistischen
Aktivitdt insbesondere durch einen ausgeprigten antagonistischen Effekt extrazelluldrer
Calcium- und Magnesiumionen (Virginio, MacKenzie, Rassendren, North, &
Surprenant, 1999). Auch andere bivalente Kationen wie Cu*” und Ni*" vermogen einen
antagonistischen Effekt auszuiiben. Diskutiert werden hier neben einer Komplexierung
des als Wirkform postulierten ATP* allosterische Effekte am P2X;-Rezeptor (Virginio,
MacKenzie, Rassendren, North, & Surprenant, 1999).

Neben den bivalenten Kationen konnte dem 2’°,3’-Dialdehyd-ATP antagonistische
Aktivitdt nachgewiesen werden; allerdings sind eine betrdchtliche Inkubationszeit von
mehreren Stunden sowie hohe Konzentrationen erforderlich. Es resultiert eine
irreversible Hemmung (Zoetewij, van de Water, de Bont, & Nagelkerke, 1996).

Mit einem ICsp-Wert im nanomolaren Bereich wurde mit KN-62 (1-[N,O-Bis(5-
isochinolinsulfonyl)-N-methyl-L-tyrosyl]-4-phenylpiperazin) (Abb. 1.4) erstmalig ein
potenter Antagonist beschrieben (Gargett & Wiley, 1997). Als weiterer potenter und
selektiver Antagonist an murinen und humanen P2X;-Rezeptoren konnte Brilliant Blue
G identifiziert werden (Abb. 1.4) (Jiang, Mackenzie, North, & Surprenant, 2000). In der
Folgezeit lieferte die Suche nach weniger groflen und lipophilen Molekiilen weitere
potente Antagonisten, beispielsweise Adamantanderivate (Baxter, et al., 2003), das
Thiazolidin-2,4-dion-Derivat AZ 11645373 (Alcaraz, et al., 2003), 4,5-
Diarylimidazoline (Merriman, et al., 2005) sowie 1,2,4-Triazole (Cario-Toumaniantz,

Loirand, Ladoux, & Pacaud, 1998) (Abb. 1.4).
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\

Abb. 14 Strukturformeln einiger P2X;-Antagonisten

1.1.4.3 Physiologische Eigenschaften

Kurzzeitige Stimulierung des P2X57-Rezeptors durch extrazelluldres ATP fiihrt zu einer
Membrandepolarisation und zu einer Offnung des Ionenkanals, der permeabel fiir Na',
K" und Ca®" wird (Virginio, MacKenzie, North, & Surprenant, 1999). Wiederholte oder
verlangerte Aktivierung induziert die Bildung einer groBen unselektiven Pore, die eine

Membranpermeabilitdt fiir groBere Molekiile wie N-Methyl-D-glucamin (NMDG) oder
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Fluoreszenzfarbstoffe wie Ethidiumbromid und Yo-Pro-1 (Abb. 4.1, S. 62) aufweist.
Die Kationenselektivitdt bleibt jedoch weiterhin erhalten (Virginio, MacKenzie,
Rassendren, North, & Surprenant, 1999). Nachfolgende Vakuolisierung und Caspase-
vermittelter Zelltod begriinden den Verdacht einer Beteiligung an Nekrose- bzw.
Apoptosevorgdngen zur Eliminierung unerwiinschter Zellen aufgrund pathologischer
oder physiologischer Verdnderungen (Ralevic & Burnstock, 1998). Die strukturelle
Besonderheit der P2X;-Rezeptoren beziiglich des signifikant ldngeren C-Terminus
scheint hierbei eine wichtige Rolle zu spielen. Zumindest die letzten 177 Aminosiuren
sind essentiell fiir die Bildung der Pore (Abb. 1.1), wohingegen die Offnung des
Ionenkanals auch mit verkiirztem C-Terminus auftritt (Surprenant, Rassendren,
Kawashima, North, & Buell, 1996). Wahrend lange Zeit die Bildung der Pore durch den
Rezeptor selbst diskutiert wurde (North R. A., 2002), ergaben Versuche, dass eine
Farbstoffaufnahme nach Stimulation durch ATP nicht in allen Zelltypen erfolgt
(Klapperstiick, Biittner, Bohm, Schmalzing, & Markwardt, 2000; Petrou, Ugur,
Drummond, Singer, & Walsh, 1997). Dies legte die Vermutung einer Beteiligung eines
weiteren Proteins nahe (Jiang, MacKenzie, North, & Surprenant, 2000; Faria, Defarias,
& Alves, 2005). Auch die Tatsache, dass Maitotoxin auch an Zellen ohne P2Xj5-
Rezeptor Vorkommen eine Pore induziert (Schilling, Wasylyna, Dubyak, Humphreys,
& Sinkins, 1999; Lundy, et al., 2004), die wie die P2X7-Rezeptor-vermittelte Pore
permeabel fiir NMDG und Yo-Pro-1 ist, spricht fiir die Aktivierung eines ubiquitidren
Porenproteins (Schilling, Rajan, & Strobl-Jager, 1989). Tatsdchlich konnte dieses
Protein als Pannexin-1 identifiziert werden (Pelegrin & Surprenant, 2006). Es gehort zu
einer drei Mitglieder umfassenden Familie von Membranproteinen (Pannexin-1, -2 und
-3), die gap-junction-artige Verbindungen bilden (Barbe, Monyer, & Bruzzone, 2006;
Panchin, 2005). Wiahrend eine Blockade von Pannexin-1 in Makrophagen die
Porenbildung verhindert, konnte kein Einflul auf den Ionenstrom festgestellt werden

(Pelegrin & Surprenant, 2006).

Eine weitere entscheidende Rolle wird dem P2X;-Rezeptor als Entziindungsmediator
zuteil (Di Virgilio, Borea, & Illes, 2001). Die zur Rezeptoraktivierung notwendigen
hohen ATP-Konzentrationen finden sich gerade bei Verletzungs- und
Entziindungsprozessen (Ferrari, et al., 2006), so dass der P2X;-Rezeptor insbesondere

durch aus beschéddigten Zellen freigesetztes ATP an Bedeutung gewinnt (Hibell, Kidd,
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Chessell, Humphrey, & Michel, 2000). Speziell der Einfluss auf Bildung und
Freisetzung des proinflammatorischen Zytokins Interleukin-1f (IL-1f) unterstreicht die
Wichtigkeit und Attraktivitit des P2X7-Rezeptors als therapeutisches Ziel. So konnten
Studien an Miusen, die diesen nicht aufweisen, zeigen, dass eine direkte Abhéngigkeit
der ATP-vermittelten IL-1pB-Freisetzung vom P2X;-Rezeptor besteht (Solle, et al.,
2001). Diese Méuse zeigten eine deutlich verringerte Entziindungsreaktion (Ke, et al.,
2003). Auch wenn der Signalweg der ATP-vermittelten Freisetzung von IL-1f3 noch
nicht geklért ist, so belegen Studien, dass auch diese durch eine Blockade von
Pannexin-1 vermindert werden konnte. Ein Signalweg wunabhéingig von der
Hemikanalfunktion wird derzeit diskutiert (Pelegrin & Surprenant, 2007).

Des Weiteren wurde fiir die Aktivierung von P2X57-Rezeptoren eine Vielzahl von
Signalwegen beschrieben. In Abhingigkeit der untersuchten Zellen wurde
beispielsweise Aktivierung von Phospholipase D in Lymphozyten und Monozyten,
Aktivierung von Phospholipase A2, sowie der Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-xB
gefunden. Ebenso werden P2X;-Rezeptoren mit Aktivierungen der Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK) in Verbindung gebracht (Humphreys & Dubyak, 1996;
Budagian, et al., 2003; Bradford & Soltoff, 2002; Pfeiffer, Aga, Prabhu, Watters, Hall,
& Bertics, 2004).

Auch wenn die Rolle der P2X7-Rezeptoren in vivo noch nicht vollstindig geklart
werden konnte, so scheint der aus pharmakologischer Hinsicht grofite Nutzen auf den
Gebieten der  Schmerzregulation, des  Entziindungsprozesses sowie  bei
neurodegenerativen Erkrankungen zu sein (Chessell, et al., 2005; Donnelly-Roberts &
Jarvis, 2007; Le Feuvre, Brough, & Rothwell, 2002).

1.2 Problemstellung

Die Arbeitsgruppe von Prof. Gust beschiftigt sich intensiv mit der Synthese neuer
Verbindungen mit 4,5-Diaryl-2-imidazolin-Struktur.

Da fiir einige Verbindungen dieser Substanzklasse antagonistische Aktivitit am P2X5-
Rezeptor bekannt ist (Merriman, et al., 2005), sollte in dieser Arbeit ein in vitro-

Testsystem fiir antagonistische Aktivitdt am P2X;-Rezeptor zur weiteren Nutzung im
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Arbeitskreis von Prof. Gust etabliert werden. Verwendung finden sollten hierfiir stabil
mit dem P2X5-Rezeptor transfizierte Zellen der Zelllinie HEK 293.

Ausgehend von der in der Literatur als potenter Antagonist des P2X;-Rezeptors
beschriebenen Leitstruktur 77 (Abb. 1.5) (Merriman, et al., 2005) sollten
Strukturmodifikationen durchgefiihrt werden. Die Grundstruktur des 2-Imidazolinrings
sollte hierbei erhalten bleiben. Insbesondere sollten Substituenten in die Aromaten in 4-
und 5-Position des Imidazolins sowie in den Aromaten des 2-Phenethylrestes eingefiihrt
werden. Des Weiteren sollte ein Austausch des 2-Phenethylrestes gegen andere
aromatische, aliphatische sowie zyklische Reste erfolgen. Ebenso sollten Einfliisse
durch N-Alkylierung sowie durch Konfigurationsinderung beispielhaft an einigen

Verbindungen untersucht werden.

N\ NH

Abb. 1.5 Strukturformel der als potenter Antagonist am P2X;-Rezeptor beschriebenen
Verbindung 77

Durch Testung im zu etablierenden in vitro-Testsystem sollten Struktur-Wirkungs-

Beziehungen der geplanten Strukturmodifikationen aufgestellt werden.

Ebenso sollte der Einfluss der physikochemischen Eigenschaften der verschiedenen

synthetisierten Verbindungen auf die Zytotoxizitét untersucht werden.
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Hochstes Potential verspricht der Einsatz antagonistisch am P2X7-Rezeptor wirksamer
Substanzen durch einen moglichen inhibitorischen EinfluB auf Schmerz- und
Entziindungsprozesse ohne die bekannten und schwerwiegenden unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen der bisher eingesetzten Arzneistoffe, insbesondere der COX-
Hemmer (Diclofenac, Acetylsalicylsdure, Ibuprofen, etc.).

Von besonderem Interesse wire daher die Entwicklung einer am P2Xj;-Rezeptor
moglichst potenten Verbindung, bei gleichzeitiger Eliminierung der zytotoxischen

Eigenschaften.
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2 Synthetischer Teil

2.1  Ubersicht iiber die synthetisierten Verbindungen

Ausgehend von 1,2-Diamino-1,2-diarylethanen wurden im Rahmen dieser Arbeit
verschiedene Verbindungsklassen hergestellt. Ein Uberblick iiber die synthetisierten
Strukturklassen ist Abb. 2.1 zu entnehmen.

Die (IR,2S)/(1S,2R)-1,2-Diamino-1,2-diarylethane =~ wurden unter Erhalt der
Konfiguration zu Tetrahydropyrroloimidazolen, Hexahydroimidazopyridinen und 2-

Imidazolinen umgesetzt.

(a8 &)

I

Tetrahydropyrroloimidazole Hexahydroimidazopyridine
R R
4 \
>N /X

H,N NH,

1,2-Diamino-1,2-diarylethane

2-Imidazoline

Abb. 2.1  Umsetzung von 1,2-Diamino-1,2-diarylethanen
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Wiéhrend die Tetrahydropyrroloimidazole und die Hexahydroimidazopyridine
Moglichkeiten der Strukturvariation lediglich an den Aromaten bieten, wurden die
(4R,55)/(4S,5R)-2-Imidazoline neben Modifikation an den Aromaten durch
verschiedene Substituenten in 2-Position sowie durch N-Alkylierung verdndert.

Des Weiteren konnen aus (7/R,2S)/(1S,2R)-konfigurierten  1,2-Diamino-1,2-
diarylethanen (1R,2R)/(1S,2S)-konfigurierte 1,2-Diamino-1,2-diarylethane dargestellt
werden, die ihrerseits ebenfalls unter Konfigurationserhalt zu (4R,5R)/(4S,5S)-2-

Imidazolinen umgesetzt wurden.

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Verbindungen sind in den Tab. 2.1 bis Tab.
2.7 aufgefiihrt.

R Konfiguration Verbindung
H (2R,35)/(2S,3R) 52
2-Cl (2R,3S5)/(2S,3R) 53
3-Cl (2R,3S5)/(2S,3R) 54
4-Cl (2R,3S5)/(2S,3R) 55
2-F (2R,3S5)/(2S,3R) 56
3-F (2R,3S5)/(2S,3R) 57
4-F (2R,3S5)/(2S,3R) 58
2-OCH; (2R,3S5)/(2S,3R) 59
3-OCH; (2R,3S5)/(2S,3R) 60
4-OCHj3 (2R,3S5)/(2S,3R) 61
2-CF; (2R,3S5)/(2S,3R) 62
3-CF3 (2R,3S5)/(2S,3R) 63
4-CF; (2R,3S5)/(2S,3R) 64

Tab. 2.1 2,3-Diaryl-3,5,6,7-tetrahydro-2 H-pyrrolo[1,2-a]imidazole
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>N 70X

R Konfiguration Verbindung
H (2R,3S5)/(2S,3R) 65
2-Cl (2R,3S)/(2S,3R) 66
3-Cl (2R,3S)/(2S,3R) 67
4-Cl (2R,3S5)/(2S,3R) 68
2-F (2R,3S5)/(2S,3R) 69
3-F (2R,3S5)/(2S,3R) 70
4-F (2R,35)/(2S,3R) 71
2-OCH; (2R,3S)/(2S,3R) 72
4-OCH; (2R,3S5)/(2S,3R) 73
2-CF; (2R,3S5)/(2S,3R) 74
3-CF3 (2R,3S)/(2S,3R) 75
4-CF; (2R,3S5)/(2S,3R) 76

Tab. 2.2 2,3-Diaryl-2,3,5,6,7,8-hexahydroimidazo[1,2-a]pyridine
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>N /X
Ny NH

R Konfiguration Verbindung
H (4R,5S5)/(4S,5R) 77
2-Cl (4R,5S5)/(4S,5R) 78
3-Cl (4R,5S5)/(4S,5R) 79
4-Cl (4R,5S5)/(4S,5R) 80
2-F (4R,5S5)/(4S,5R) 81
3-F (4R,55)/(4S,5R) 82
4-F (4R,5S5)/(4S,5R) 83
4-F (4R,5R)/(4S,5S) 84
2-OCH; (4R,55)/(4S,5R) 85
3-OCH; (4R,5S5)/(4S,5R) 86
4-OCHj3 (4R,5S5)/(4S,5R) 87
4-OCH; (4R,5R)/(4S,5S) 88
2-CF; (4R,5S5)/(4S,5R) 89
3-CF3 (4R,5S5)/(4S,5R) 920
4-CF3 (4R,5S5)/(4S,5R) 91
2-Cl, 4-Cl (4R,5S5)/(4S,5R) 92
2-OH (4R,5S5)/(4S,5R) 112
3-OH (4R,55)/(4S,5R) 113
4-OH (4R,5S5)/(4S,5R) 114

Tab. 2.3 4,5-Diaryl-2-phenethyl-2-imidazoline
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N X
Ny NH
[ 3.
—/ Ry
Ry R, Konfiguration Verbindung

H 4-OCHj3 (4R,5S)/(4S,5R) 93
2-Cl 4-OCH; (4R,5S)/(4S,5R) 94
3-Cl 4-OCH; (4R,5S)/(4S,5R) 95
4-Cl1 4-OCH; (4R,5S)/(4S,5R) 96
2-F 4-OCHj3 (4R,5S)/(4S,5R) 97
3-F 4-OCH; (4R,5S)/(4S,5R) 98
4-F 4-OCHj3 (4R,5S)/(4S,5R) 99
2-OCHj3 4-OCH; (4R,5S)/(4S,5R) 100
4-OCH; 4-OCH; (4R,5S)/(4S,5R) 101
2-CF3 4-OCH; (4R,5S)/(4S,5R) 102
4-CF; 4-OCH; (4R,5S)/(4S,5R) 103
H 2-Cl (4R,5S)/(4S,5R) 104
4-Cl1 2-Cl (4R,5S)/(4S,5R) 105
2-Cl, 4-Cl1 2-Cl (4R,5S)/(4S,5R) 106

Tab. 2.4

4,5-Diaryl-2-arethyl-2-imidazoline



34

2 Synthetischer Teil

Ny NH
R Konfiguration Verbindung
4-Cl (4R,5S)/(4S,5R) 107
Tab. 2.5 4,5-Diaryl-2-phenylpropyl-2-imidazolin
R R
rTN /X
Ny NH
R,
Ry R, Konfiguration Verbindung
4-Cl Propyl (4R,5S)/(4S,5R) 108
2-Cl, 4-Cl Ethyl (4R,5S)/(4S,5R) 109

Tab. 2.6  2-Alkyl-4,5-diaryl-2-imidazoline
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N,
R, Konfiguration Verbindung
4-OCHj3 (4R,5S5)/(4S,5R) 110
4-CF3 (4R,55)/(4S,5R) 111

Tab. 2.7 4,5-Diaryl-1-methyl-2-phenethyl-2-imidazoline
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2.2 Synthese der 1,2-Diamino-1,2-diarylethane

2.2.1 Synthese des (I1R,2S)/(1S,2R)-1,2-Diamino-1,2-bis(2-hydroxyphenyl)ethans

Ausgangsverbindung fiir die Synthese der 1,2-Diamino-1,2-diarylethane ist das
(IR,2S)/(1S,2R)-1,2-Diamino-1,2-bis(2-hydroxyphenyl)ethan (3) (Abb. 2.2), dessen
Synthese 1884 erstmals von Japp und Hooker beschrieben wurde (Japp & Hooker,
1884). In einem ersten Reaktionsschritt wird dabei Ammoniak in schwachem Strom in
eine Losung von Benzil und Salicylaldehyd in Ethanol eingeleitet. Durch Addition von
zwei Aquivalenten des gebildeten Salicylidenimins an Benzil (Abb. 2.3) entsteht nach
Vogtle und Goldschmitt (Vogtle & Goldschmitt, 1975) zunéchst ein 1,5-ungeséttigtes
Diol I, das in einer [3.3]-sigmatropen Umlagerung in ein Tautomer II des
(IR,2S)/(1S,2R)-1,2-Diamino-N,N’-dibenzoyl-1,2-bis(2-hydroxyphenyl)ethans 1
iibergehen kann (Abb. 2.4). Durch irreversible Protonenwanderung wird dieses
Tautomer II aus dem Umlagerungsgleichgewicht entfernt und dadurch zu 1

umgewandelt.

(0] (6] (0] H
Benzil Salicylaldehyd

Abb. 2.2 Synthese des (1R,2S)/(1S,2R)-1,2-Diamino-1,2-bis(2-hydroxyphenyl)ethans (3)
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Abb. 2.3  Addition von Salicylidenimin an Benzil

OH H OH OH H OH
q Py
N Ph O N Ph
H OH Protonen- I
OH H wanderung 1

Ph

S
= /
2
-
=
S
=
Z
\

I I

Abb. 2.4  [3.3]-sigmatrope Umlagerung

Bei Betrachtung der Stereochemie der Reaktion ist eine meso—=>meso-Diaza-Cope-
Umlagerung zu beobachten, was sich auch theoretisch durch den Ubergangszustand der
Reaktion begriinden ldsst. Das 1,5-ungesittigte System weist in diesem eine dem
Cyclohexansystem vergleichbare Konformation mit der energetisch giinstigen E-
Konfiguration der C=N-Doppelbindung und dquatorialer Stellung der Phenylreste auf
(Vogtle & Goldschmitt, 1975). Da eine solche energetisch giinstige Anordnung nur fiir
den Ubergangszustand einer meso=>meso-Umlagerung gefunden werden kann, verliuft
diese bei Temperaturen unterhalb von 120°C stereoselektiv.

Im néchsten Schritt wird das erhaltene (/R,2S)/(1S,2R)-1,2-Diamino-N,N’-dibenzoyl-
1,2-bis(2-hydroxyphenyl)ethan (1) mit Essigsdureanhydrid zum (71R,2S)/(1S,2R)-
0,0’,N,N’-Tetraacetyl-1,2-diamino-1,2-bis(2-hydroxyphenyl)ethan (2) umgesetzt, das
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anschlieBend durch Zugabe von Bromwasserstoffsdure zum (IR,2S)/(1S,2R)-1,2-
Diamino-1,2-bis(2-hydroxyphenyl)ethan (3) hydrolysiert wird (Abb. 2.2).

2.2.2 Synthese der (IR,2S)/(1S,2R)-1,2-Diamino-1,2-diarylethane

Die Synthese der (IR,2S)/(1S,2R)-1,2-Diamino-1,2-diarylethane (18-31) erfolgt aus
(I1R,2S)/(1S,2R)-1,2-Diamino-1,2-bis(2-hydroxyphenyl)ethan 3) und den
entsprechenden Benzaldehyden in Acetonitril (Abb. 2.5).

Zunichst entstehen (3R,4S)/(3S,4R)-1,6-Diaryl-3,4-bis(2-hydropxyphenyl)-2,5-
diazahexa-1,5-diene, die bei Temperaturen unter 120 °C ebenfalls durch eine [3.3]-
sigmatrope Diaza-Cope-Umlagerung in die (3R,4S5)/(3S,4R)-3,4-Diaryl-1,6-bis(2-
hydroxyphenyl)-2,5-diazahexa-1,5-diene (4-17) umgewandelt werden.

N N
(0] H —
, / / \
i\ / —/°R

+ 2 OH

O H

Salicylaldehyd

Abb. 2.5  Synthese der (1R,2S)/(1S,2R)-1,2-Diamino-1,2-diarylethane (18-31)
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(3R,4S)/(3S,4R)-3,4-

Diaryl-1,6-bis(2- (IR, 2S)/(1S,2R)-1,2-

R hydroxyphenyl)-2,5- 2::3;::’;;
diazahexa-1,5-diene

H 4 18
2-Cl 5 19
3-Cl 6 20
4-Cl 7 21
2-F 8 22
3-F 9 23
4-F 10 24
2-OCHj 11 25
3-OCH; 12 26
4-OCHj 13 27
2-CF; 14 28
3-CF; 15 29
4-CF; 16 30
2-Cl, 4-CI 17 31

Tab. 2.8 (3R 4S5)/(3S,4R)-3,4-Diaryl-1,6-bis(2-hydroxyphenyl)-2,5-diazahexa-1,5-diene (4-17) und
(1R,25)/(1S,2R)-1,2-Diamino-1,2-diarylethane (18-31)

Diese Umwandlung wird sowohl durch die Protonenkatalyse der phenolischen
Hydroxygruppen, als auch durch die Ausbildung energetisch giinstiger
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Hydroxygruppen und den Iminstickstoffen
begiinstigt (Vogtle & Goldschmitt, 1975). Stereochemisch kann diese Reaktion mit der
Synthese des  (IR,2S)/(1S,2R)-1,2-Diamino-1,2-bis(2-hydroxyphenyl)ethans  (3)
verglichen werden.

Die gewlinschten (/R,2S)/(1S,2R)-1,2-Diamino-1,2-diarylethane (18-31) werden durch
Hydrolyse der (3R,4S)/(3S,4R)-3,4-Diaryl-1,6-bis(2-hydroxyphenyl)-2,5-diazahexa-1,5-
diene (4-17) mit 6N H,SO,4 erhalten. Um eine moglichst quantitative Umsetzung zu
erreichen, wird hierbei der freiwerdende Salicylaldehyd mittels
Wasserdampfdestillation aus dem Reaktionsgleichgewicht entfernt. Die entstandenen
Dihydrogensulfate werden mit Hilfe von 20%iger Natronlauge in ihre freien Basen
tiberfiihrt und anschlieBend mit Dichlormethan extrahiert. Da sowohl nicht

hydrolysierte Komponenten als auch im Reaktionsgemisch verbliebener Salicylaldehyd
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in verdiinntem Alkali 16slich sind, konnen die gewiinschten (/R,2S)/(1S,2R)-1,2-
Diamino-1,2-diarylethane (18-31) in hoher Reinheit erhalten werden (Abb. 2.5).

2.2.3 Synthese der (I1R,2R)/(1S,25)-1,2-Diamino-1,2-diarylethane

Da bei Temperaturen iiber 120 °C die Diaza-Cope-Umlagerung nicht mehr
stereospezifisch ~ meso>meso  verlduft, sondern ebenso eine meso=>d,/
Stereoisomerisierung stattfindet, konnen auf diese Weise (/R,2R)/(1S,2S)-1,2-Diamino-
1,2-diarylethane (34-35) hergestellt werden (Vogtle & Goldschmitt, 1975). Die fiir
diese entartete Diaza-Cope-Umlagerung eingesetzten (3R,4S)/(3S,4R)-1,3,4,6-Tetraaryl-
2,5-diazahexa-1,5-diene (32-33) werden durch Umsetzung der (/R,2S)/(1S,2R)-1,2-
Diamino-1,2-diarylethane mit den entsprechenden Benzaldehyden synthetisiert. Diese
in allen Aromaten gleich substituierten Diimine (32-33) werden zur
Stereoisomerisierung bei Temperaturen von 200 bis 220 °C geschmolzen. Nach dem
Abkiihlen wird mit 6N H,SO4 versetzt und der freiwerdende Benzaldehyd mittels
Wasserdampfdestillation entfernt (Abb. 2.6).

A
2 ‘/
O H _
KA
32-33
J>120°C
R N X
™ _ _
2 ‘/ AR50, /7 \
O H

Abb. 2.6  Synthese der (1R,2R)/(1S,2S)-1,2-Diamino-1,2-diarylethane (34-35)
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(3R,4S)/(3S,4R)-1,3,4,6- (IR,2R)/(1S,2S)-1,2-

R Tetraaryl-2,5-diazahexa- Diamino-1,2-
1,5-diene diarylethane
4-F 32 34
4-OCHj3 33 35

Tab. 2.9 (3R 4S5)/(3S,4R)-1,3,4,6-Tetraaryl-2,5-diazahexa-1,5-diene (32-33) und (1/R,2R)/(1S,2S)-1,2-
Diamino-1,2-diarylethane (34-35)

Zur Trennung des erhaltenen Diastereomerengemisches macht man sich die
unterschiedliche Wasserloslichkeit der Sulfate zunutze. Wahrend die (/R,2R)/(1S,2S)-
1,2-Diamino-1,2-diarylethane (34-35) bereits in der Hitze ausfallen und so abgetrennt
werden konnen, verbleiben die (/R,2S)/(1S,2R)-Verbindungen in Losung und werden
nach Ausfillung mit Natronlauge durch wiederholte thermische Behandlung ihrer

Diimine weitgehend zu den (1R,2R)/(1S,2S)-Derivaten umgesetzt.

2.3  Synthese der N-Methyl-1,2-diamino-1,2-diarylethane

Da auf dem Weg der direkten Methylierung (Gruseck & Heuschmann, 1987) der 4,5-
Diaryl-2-phenethyl-2-imidazoline die 4,5-Diaryl-1-methyl-2-phenethyl-2-imidazoline
nicht erhalten werden konnten, wurde ein alternativer Syntheseweg durchgefiihrt, bei
dem zunéchst die Methylierung der 1,2-Diamino-1,2-diarylethane und anschlieBend der
Ringschlufl zum entsprechenden 2-Imidazolin vollzogen wurde.

Zur Synthese der (1R,2S)/(1S,2R)-N-Methyl-1,2-diamino-1,2-diarylethane (36-37) wird
ein UberschuB des jeweiligen (IR,2S)/(1S,2R)-1,2-Diamino-1,2-diarylethans mit
Paraformaldehyd zum Imin I kondensiert, das durch Zusatz von Sédure ein
Gleichgewicht mit dem protonierten Iminiumion II ausbildet. Dieses Gleichgewicht
liegt bei pH 6 auf Seiten des Iminiumions. Durch anschlieBende Zugabe von
Natriumcyanborhydrid wird dieses zu den entsprechenden (1R,2S)/(1S,2R)-N-Methyl-
1,2-Diamino-1,2-diarylethanen reduziert (Borch, Bernstein, & Durst, 1971) (Abb. 2.7).
Durch Extraktion mit Chloroform werden die Rohprodukte isoliert und

rotationschromatographisch aufgereinigt.
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R\— / \<R R\— / \<R
\ / _ (CH,0), \_/ _
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HN NH, H,N N
27,30 %
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Abb. 2.7  Synthese der (1R,25)/(1S,2R)-N-Methyl-1,2-diamino-1,2-diarylethane (36-37)

R Verbindung
4-OCHj3 36
4-CF; 37

Tab. 2.10 (/R 2S)/(1S,2R)-N-Methyl-1,2-diamino-1,2-diarylethane (36-37)

2.4  Synthese der Iminoester

Die Synthese der Heterozyklen aus den 1,2-Diamino-1,2-diarylethanen kann mittels
verschiedener Reaktanden erfolgen. Neben den Iminoestern (Francesconi, et al., 1999),
die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind u.a. Reaktionen mit Orthoestern (Martin,
Matthews, Rapoport, & Thyagarajan, 1968), Estern (Kyrides, Zienty, Steahly, &
Morrill, 1947) sowie Sauren (Vorbriiggen & Krolikiewicz, 1981) beschrieben.
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2.4.1 Synthese der Arylpropionitrile

Da die Synthese der Iminoester ausgehend von den jeweiligen Nitrilen erfolgt, mussten
die kéuflich nicht zu erwerbenden Nitrile zuvor synthetisiert werden. Fiir die
Herstellung der Arylpropionitrile wird im ersten Reaktionsschritt der entsprechende
Benzaldehyd mit Cyanessigsdure umgesetzt. Gemafl einer Knoevenagel-Kondensation
wird zundchst die Cyanessigsdure durch Pyridin aktiviert und greift anschlieend als
Nucleophil an. Das hierbei entstehende Wasser wird mittels Wasserabscheider aus der
Reaktion entfernt. Die entstandenen 2—Cyanozimtsiure-Derivate (38-39) werden nach
Zugabe von Sdure aus Methanol umkristalliert.

Mittels Natriumborhydrid werden die 2—Cyanozimtsdure-Derivate (38-39) im néchsten
Reaktionsschritt reduziert. Es entstehen die 2—Cyano-3-arylpropionsiduren (40-41), die
schlieBlich in DMF zu den Arylpropionitrilen (42-43) decarboxyliert werden
(Campbell, Kuhla, & Studt, 1989) (Abb. 2.8).

R
R N
Pyridin AN
X + Ne” coon “ho
- 2
N CN
0 H
COOH
38-39
NaBH,
R R
- ‘ - |
A > 150 °C X
o 10°C
- Co, oN
CN COOH
42 -43 40 -41

Abb. 2.8  Synthese der Arylpropionitrile (42-43)
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2-Cyano-
R zimtsiure- 2-Cya.n0-2i-aryl- Arylpropionitrile
. propionsiuren
Derivate
2-Cl 38 40 42
4-OCH; 39 41 43

Tab. 2.11 2-Cyanozimtsdure-Derivate (38-39), 2-Cyano-3-arylpropionsduren (40-41),
Arylpropionitrile (42-43)

2.4.2 Synthese der Iminoester

Die Darstellung der Iminoester kann auf verschiedene Weise erfolgen. Verwendet wird
eine Methode, die 1883 erstmals beschrieben wurde (Pinner, 1883). In eine Losung des
entsprechenden Nitrils in Diethylether und Ethanol wird dabei HCI-Gas eingeleitet
(Abb. 2.9). Durch anschlieBende Zugabe von weiterem Diethylether werden die
Hydrochloride der Iminoester als weile Niederschldge ausgefillt (Dalko & Langlois,
1998). Dass die Umsetzung nur mit stochiometrischen HCI-Konzentrationen erfolgt,
ldsst auf ein dem protonierten Iminoester sehr &hnliches Zwischenprodukt schlieen.

Fiir die Bildung der Iminoester ist die Anwesenheit von HCI erforderlich. Wird anstelle
von HCI Trifluoressigsdure eingesetzt, kommt es stattdessen zu einer schnellen Bildung

eines Trifluoressigsdureethylesters (Nematollahi & Tuck, 1967).

o/
Ethanol
R—CN _— R‘< e HC1
HCI-Gas

NH

44 -51

Abb. 2.9 Synthese der Iminoester (44-51)
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R Verbindung
Ethyl 44
Propyl 45
Chlorpropyl 46
Chlorbutyl 47
Phenylethyl 48
(2-Chlorphenyl)ethyl 49
(4-Methoxyphenyl)ethyl 50
Phenylbutyl 51

Tab. 2.12 Iminoester (44-51)

2.5  Synthese der Heterozyklen

2.5.1 Synthese der 2,3-Diaryl-3,5,6,7-tetrahydro-2H-pyrrolo[1,2-alimidazole und
2,3-Diaryl-2,3,5,6,7,8-hexahydroimidazo[1,2-a|pyridine

Die Darstellung der (2R,3S)/(2S,3R)-2,3-Diaryl-3,5,6,7-tetrahydro-2H-pyrrolo[1,2-
alimidazole (52-64) sowie der (2R,35)/(2S,3R)-2,3-Diaryl-2,3,5,6,7,8-
hexahydroimidazo[ 1,2-a]pyridine (65-76) erfolgt aus (1/R,2S)/(1S,2R)-1,2-Diamino-1,2-
diarylethanen (18-31) durch Umsetzung mit den jeweiligen chlorierten Iminoestern (46-
47) (Francesconi, et al., 1999). Die Reaktion wird in trockenem Ethanol zum Sieden
erhitzt. Dabei erfolgt zunéchst eine Zyklisierung der beiden Aminogruppen mit den
Iminoestern zu 2-Chloralkyl-2-imidazolinen; anschlieBend kommt es zu einer
intramolekularen Alkylierung eines der beiden Stickstoffe des 2-Imidazolinrings und
somit zu einem RingschluB (Abb. 2.10). Eine Ubersicht der so hergestellten

Verbindungen ist den Tab. 2.1 und 2.2 zu entnehmen.
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R/ AR R/ R
>N /X NH >N /X
. — n(HZC)% EE— — —
c1/ 00—\
+
H,N NH, Ny NH
18-31 46 — 47
Cl/(CHZ)n
n=3
/ n=4
R/ R R/ R
>N /X >N /X
52 - 64 65-176
Abb. 2.10 Synthese der 2,3-Diaryl-3,5,6,7-tetrahydro-2H-pyrrolo[1,2-a]imidazole (52-64) und
2,3-Diaryl-2,3,5,6,7,8-hexahydroimidazo[ 1,2-a]pyridine (65-76)
2.5.2 Synthese der 2-Imidazoline

Analog den Synthesen der 2,3-Diaryl-3,5,6,7-tetrahydro-2H-pyrrolo[1,2-a]imidazole
(52-64) und der 2,3-Diaryl-2,3,5,6,7,8-hexahydroimidazo[1,2-a]pyridine (65-76) erfolgt
die Herstellung der 2-Imidazoline durch Reaktion der entsprechenden 1,2-Diamino-1,2-
diarylethane (18-31 & 34-35) mit den jeweiligen unhalogenierten Iminoestern (44-45 &
48-51) in trockenem Ethanol (Abb. 2.11). Hieraus resultieren die in Tab. 2.3 bis Tab.
2.6 aufgefiihrten Verbindungen mit Ausnahme der Verbindungen 112-114.
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(OGN " EBEES
/o

H,N NH, Ny NH
18-31,34-35 44 -45,48-51 R,
77 - 109
Abb. 2.11 Synthese der 2-Imidazoline (77-109)

2.5.3 Synthese der 4,5-Diaryl-1-methyl-2-phenethyl-2-imidazoline

Obwohl die intramolekulare Alkylierung wéhrend der Synthese der 2,3-Diaryl-3,5,6,7-
tetrahydro-2H-pyrrolo[1,2-a]imidazole bzw. der 2,3-Diaryl-2,3,5,6,7,8-
hexahydroimidazo[1,2-a]pyridine Gegenteiliges vermuten 146t (Kap. 2.5.1) und auch in
der Literatur Alkylierungsreaktionen an 2-Imidazolinen beschrieben sind (Gruseck &
Heuschmann, 1987; von Rauch, Schlenk, & Gust, 2004), konnten auf diesem Weg trotz
vielfdltiger Variationen der Reaktionsbedingungen weder am Stickstoff methylierte
noch anders alkylierte 4,5-Diaryl-2-phenethyl-2-imidazoline gewonnen werden. Daher
wurde ein anderer Syntheseweg gewéhlt, bei dem zunéchst eine Methylierung der 1,2-
Diamino-1,2-diarylethane erfolgt (Kap. 2.3). Die daraus resultierenden N-Methyl-1,2-
diamino-1,2-diarylethane (36-37) lassen sich analog den unmethylierten Verbindungen
mit 3-Phenylpropionimidséureethylester (48) zu den 4,5-Diaryl-1-methyl-2-phenethyl-
2-imidazolinen umsetzen (110-111) (Abb. 2.12) (Tab. 2.7).
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R R
4 /X

R/~ / \<R NH /_\ _\

\ / _ o~ >\

+ —_
Na N
H,N NH
/
36-37 48

110 - 111

Abb. 2.12 Synthese der 4,5-Diaryl-1-methyl-2-phenethyl-2-imidazoline (110-111)

2.5.4 Synthese der 4,5-Bis(hydroxyphenyl)-2-phenethyl-2-imidazoline

Die Darstellung der (4R,55)/(4S,5R)-4,5-Bis(hydroxyphenyl)-2-phenethyl-2-
imidazoline (112-114) erfolgt durch Etherspaltung der entsprechenden (4R,5S)/(4S,5R)-
4,5-Bis(methoxyphenyl)-2-phenethyl-2-imidazoline (85-87). Als besonders schonendes
Verfahren wird hierfiir Bortribromid verwendet, das als Elektronenmangelverbindung
und Lewis-Sdure fungierend in der Lage ist, einen Komplex mit dem freien
Elektronenpaar des Sauerstoffs der Methoxygruppe auszubilden. Dissoziation dieses
Komplexes flihrt zur Abspaltung der Methylgruppen (Benton & Dillon, 1942) (Abb.
2.13). Dazu wird Bortribromid bei einer Temperatur von -70 °C zu einer Losung des
jeweiligen (4R,55)/(4S,5R)-4,5-Bis(methoxyphenyl)-2-phenethyl-2-imidazolins (85-87)
in absolutem Dichlormethan getropft. AnschlieBend wird 24 Stunden bei
Raumtemperatur gerithrt. Nach mehrmaliger Methanolisierung des iiberschiissigen
Bortribromids wird das Losungsmittel abdestilliert. Rotationschromatographische
Aufreinigung liefert die gewilinschten (4R,5S)/(4S,5R)-4,5-Bis(hydroxyphenyl)-2-
phenethyl-2-imidazoline (112-114) (Tab. 2.3).
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49

—Q O0— HO, OH
Ne_ _NH BB, No_ _NH
AN AN
87 114
Abb. 2.13 Synthese der 4,5-Bis(hydroxyphenyl)-2-phenethyl-2-imidazoline (112-114),

exemplarisch am (4R, 55)/(4S,5R)-4,5-Bis(4-hydroxyphenyl)-2-phenethyl-2-imidazolin

(114)
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3 Strukturuntersuchungen

Zur  Strukturuntersuchung der synthetisierten Verbindungen wurde neben
spektroskopischen Methoden die Elementaranalyse verwendet. Die bedeutendste
analytische Methode zur Strukturaufklirung der 4,5-Diaryl-2-imidazoline stellt die 'H-
NMR-Spektroskopie dar. Im Folgenden werden exemplarisch die 'H-NMR-Spektren
der jeweils 4-methoxysubstituierten Verbindungen der verschiedenen Substanzklassen

vorgestellt.

3.1  (4R,55)/(4S,5R)-4,5-Bis(4-methoxyphenyl)-2-phenethyl-2-imidazolin

In Abbildung 3.1 ist das Spektrum des (4R,55)/(4S,5R)-4,5-Bis(4-methoxyphenyl)-2-
phenethyl-2-imidazolins (87) dargestellt. Obgleich einer wegen der Amidinstruktur
formal unsymmetrischen Struktur der Verbindung tritt fiir die benzylischen Protonen
aller Substanzen (Position 4 bzw. 5 des Imidazolins) dieser Verbindungsklasse nur ein

Signal als Singulett auf (5.60 ppm).

H;CO OCH;
N\ NH /HIU |
87
|
u
J‘ \'u‘ i wu’“ [
Abb. 3.1 'H-NMR-Spektrum  des (4R, 55)/(4S,5R)-4,5-Bis(4-methoxyphenyl)-2-phenethyl-2-

imidazolins (87)
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Ebenso ldsst sich fiir die beiden Methoxygruppen nur ein Signal, ebenfalls ein Singulett
erkennen (3.62 ppm). Auch die insgesamt acht aromatischen Protonen der in 4- und 5-
Position befindlichen Aromaten ergeben lediglich ein gemeinsames System (6.60 — 6.69
ppm).

Ein derartiges Spektrum kann nur durch symmetrischen Aufbau des 2-Imidazolinrings
erhalten werden. Moglich ist dies nur durch Mesomeriestabilisierung der
Doppelbindung des Imidazolins {iber beide Stickstoffatome. Es resultiert eine partielle
sp°-Hybridisierung der beiden Stickstoffatome und daraus eine Planaritit der N-C=N-
Einheit, die den gesamten Imidazolinring in eine annidhernd ebene Struktur zwingt.

Die Signale fiir die Protonen der Ethylenkomponente befinden sich im hohen Feld (3.14
— 3.19 ppm), wihrend die aromatischen Protonen des 2-Phenethylrestes ein Multiplett
bei 7.37 — 7.46 ppm liefern.

Da das vorliegende Spektrum einem Hydrochlorid zugehorig ist, kdnnen die beiden
NH-Protonen als durch D,0O-austauschbares Singulett bei 10.76 ppm detektiert werden.
Das NH-Proton der freien Base ist zwischen beiden Stickstoffatomen delokalisiert und
wiirde aufgrund von Austauschprozessen mit dem Losungsmittel in 'H-NMR Spektren

in DMSO nicht detektiert.

Die Struktur der (4R,5R)/(4S,5S)-konfigurierten 4,5-Diaryl-2-imidazoline weist die
gleiche Planaritdt der N-C=N-Einheit auf wie bei den entsprechenden (4R,5S)/(4S,5R)-
konfigurierten Verbindungen. Auch hier zeigt sich in den 'H-NMR-Spektren die
chemische Aquivalenz der benzylischen, der aromatischen sowie der Protonen der
Methoxyfunktionen. Deutlich erkennbar ist jedoch eine Hochfeldverschiebung der
benzylischen Protonen des Imidazolinrings. Im Beispiel der 4-methoxylierten
Verbindung von 5.60 ppm (87) auf 4.93 ppm (88). Die aromatischen Protonen der in 4-
und 5-Position befindlichen Aromaten hingegen sind Tieffeld verschoben von 6.60 —
6.69 ppm (87) auf 6.93 — 7.05 ppm (88). Auf die Signale des Phenethylrestes hat die

Anderung der Konfiguration einen lediglich geringen Einfluss.

Erkliarbar werden die in den Spektren gefundenen Unterschiede durch den rdumlichen
Aufbau der Verbindungen. Bei den (4R, 5S)/(4S,5R)-konfigurierten Substanzen liegt
eine ekliptische Anordnung der Aromaten vor, sie befinden sich auf derselben Seite der

durch den Imidazolinring gebildeten Ebene. Somit werden die aromatischen Protonen
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des einen Aromaten durch den Ringstrom des anderen Aromaten abgeschirmt und es
resultiert eine Hochfeldverschiebung. Bei den (4R 5R)/(4S,5S)-konfigurierten
Verbindungen hingegen befinden sich jeweils ein Aromat und ein benzylisches Proton
auf derselben Seite der Imidazolinringebene. Die dadurch im Ringstrom der Aromaten
liegenden benzylischen Protonen werden somit abgeschirmt und treten bei héherem

Feld auf (von Rauch, 2003).

3.2 (4R,55)/(4S,5R)-4,5-Bis(4-methoxyphenyl)-1-methyl-2-phenethyl-2-

imidazolin

In Abbildung 3.2 ist das Spektrum des (4R,55)/(4S,5R)-4,5-Bis(4-methoxyphenyl)-1-
methyl-2-phenethyl-2-imidazolins (110) dargestellt. Chemisch nur durch die N-
Methylierung von Verbindung 87 abweichend, sind allerdings deutliche Unterschiede in
den 'H-NMR-Spektren erkennbar.
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Abb. 3.2 'H-NMR-Spektrum des (4R,55)/(4S,5R)-4,5-Bis(4-methoxyphenyl)-1-methyl-2-

phenethyl-2-imidazolins (110)
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Zum einen das Signal der Protonen der N-Methylgruppe, das sich im hohen Feld bei
2.55 ppm als Singulett wiederfindet. Zum anderen allerdings die benzylischen Protonen
im Imidazolinring, die chemisch nicht dquivalent zu zwei Dubletts aufgespalten sind
(4.68 ppm, 5.11 ppm). Ebenso liefern die aromatischen Protonen der in 4- und 5-
Position befindlichen Aromaten nicht mehr nur ein System, sondern zwei. Auch die
Protonen der Methoxyfunktionen werden nicht mehr als ein Singulett, sondern nunmehr
als zwei Singuletts bei 3.60 ppm und 3.61 ppm detektiert.

Durch diese Differenzen zum  Spektrum des (4R,55)/(4S,5R)-4,5-Bis(4-
methoxyphenyl)-2-phenethyl-2-imidazolins (87) (Abb. 3.1) kann sehr deutlich der

Verlust des symmetrischen Aufbaus der Verbindung erkannt werden.

33 (2R,3S)/(2S,3R)-2,3-Bis(4-methoxyphenyl)-2,3,5,6,7,8-hexahydroimidazo-

[1,2-a]pyridin

Ahnliches ist im Spektrum des (2R,3S)/(2S,3R)-2,3-Bis(4-methoxyphenyl)-2,3,5,6,7,8-
hexahydroimidazo[1,2-a]pyridins (73) erkennbar (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3 1H—NMR-Spektrum des (2R,35)/(2S,3R)-2,3-Bis(4-methoxyphenyl)-2,3,5,6,7,8-

hexahydroimidazo[1,2-a]pyridins (73)
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Auch hier verlieren die benzylischen Protonen durch die zyklische Substitution ihre
chemische Aquivalenz und liefern zwei Dubletts bei 4.62 ppm und 5.09 ppm. Gleiches
gilt erneut flir die aromatischen Protonen, aus denen zwei verschiedene Systeme
resultieren sowie fiir die beiden Methoxyfunktionen, die wiederum als zwei Singuletts
bei 3.60 ppm und 3.61 ppm detektiert werden. Auch hier wird die Asymmetrie der
Verbindung 73 im Spektrum deutlich.

Dass jedes der acht Protonen des Piperidinrings ein eigenes Signal zwischen 1.53 und
2.80 ppm liefert (allerdings liegt teilweise Uberlagerung vor), lisst sich durch die
fehlende chemische Aquivalenz aufgrund der Moglichkeit der iquatorialen bzw. axialen

Stellung der Protonen erkléren.
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4 in vitro-Testsystem am P2X,-Rezeptor

Die synthetisierten Verbindungen sollten auf ihre pharmakologischen Eigenschaften am
P2X;-Rezeptor iiberpriift werden. Zu diesem Zweck erfolgte die Etablierung eines

Testsystems zur Untersuchung der antagonistischen Aktivitét.

4.1 Testsysteme

Fir die Messung des Grades der P2X;-Rezeptor-Stimulation koénnen verschiedene
Methoden verwendet werden. Zum einen ist es moglich, die durch Rezeptoraktivierung
vermittelte Erhohung der intrazelluliren Ca**-Konzentration zu quantifizieren (el-
Moatassim &  Dubyak, 1992).  Hierfir konnen  Ca’"-komplexierende
Fluoreszenzfarbstoffe verwendet werden, beispielsweise Fluo-3 (Bianchi, et al., 1999)
oder Fura-2 (Schilling, Rajan, & Strobl-Jager, 1989). Auch wenn diese im Vergleich zu
friher verwendeten Ca’'-komplexierenden Fluoreszenzfarbstoffen inzwischen eine
recht hohe Selektivitit fiir Ca*'-Ionen aufweisen (Grynkiewicz, Poenie, & Tsien, 1985),
besitzen sie dennoch Querempfindlichkeiten fiir andere zweiwertige Kationen (Tsien,
Rink, & Poenie, 1985). Auch besteht nur geringe Selektivitit der auf Messung des
Ca”"-Einflusses beruhenden Testsysteme. Einerseits kann der Ca*"-Einstrom durch eine
Vielzahl von Faktoren beeinflusst werden. Ebenso besitzen die Agonisten eine nur
geringe Selektivitat fiir den P2X7-Rezeptor.

Eine hohere Selektivitit verspricht dagegen die Fluoreszenzmessung von lediglich
durch die unselektive Pore in die Zelle gelangenden Fluoreszenzfarbstoffen (Khakh,
Bao, Labarca, & Lester, 1999; Virginio, MacKenzie, North, & Surprenant, 1999), die
nach Interkalation mit Nukleinsduren fluorimetrisch detektiert werden konnen (North,
2002). Hierfiir verwendet werden beispielsweise Ethidiumbromid (Cario-Toumaniantz,
Loirand, Ladoux, & Pacaud, 1998; Lee, Jo, Lee, Jeong, Kim, & Park, 2006) oder Yo-
Pro-1 (Paukert, Hidayat, & Griinder, 2002; Virginio, MacKenzie, North, & Surprenant,
1999) (Abb. 4.1 und 4.2). Diese konnen aufgrund ihrer Grofle und ihrer chemischen
Eigenschaften auf keinem anderen Weg in die Zelle gelangen. Daher ist ihre
intrazellulire Konzentration als MaB fiir die Ausbildung der Pore und damit auch der

Rezeptoraktivierung zu nutzen (North, 2002).
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Abb. 4.1 Strukturen von Ethidiumbromid und Yo-Pro-1
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Abb. 4.2 Fluoreszenzspektrum von Ethidiumbromid (Anregungsspektrum blau,

Emissionsspektrum rot)

Die Tatsache, dass bei der Bildung der unselektiven Pore mit Pannexin-1 ein
ubiquitidres Porenprotein beteiligt ist (Pelegrin & Surprenant, 2006) (Kap. 1.1.4.3),
begriindet die Vermutung, dass die verschiedenen Testsysteme unterschiedliche
Ergebnisse hinsichtlich agonistischer bzw. antagonistischer Eigenschaften der
untersuchten Substanzen liefern, da die Testsysteme mittels Ca*'-komplexierender
Fluoreszenzfarbstoffe auf der Offnung des Ionenkanals, die Messungen lediglich durch

die unselektive Pore durchdringender Fluoreszenzfarbstoffe hingegen auf der Bildung
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eben jener Pore beruhen. Tatsdchlich konnte fiir den P2X;-Antagonisten Calmidazolium
(Abb. 4.3) eine Inhibition des Ionenkanals im nanomolaren Bereich gefunden werden,
wihrend eine Hemmung der Aufnahme von Yo-Pro-1 bis zu einer Konzentration von
10 uM praktisch nicht stattfand (Virginio, Church, North, & Surprenant, 1997). In den
meisten Untersuchungen jedoch korrelierten die Ergebnisse der Yo-Pro-1 Aufnahme

und des Ionenstromes (Virginio, Church, North, & Surprenant, 1997).
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Abb. 4.3 Struktur von Calmidazoliumchlorid

Ebenso konnten spezienabhidngige Unterschiede in Bezug auf die kinetischen
Eigenschaften der P2X;-Rezeptoren (Hibell, Kidd, Chessell, Humphrey, & Michel,
2000) gefunden werden. Hieraus ldsst sich beispielsweise die Selektivitit des
Antagonisten KN-62 (Abb. 1.4, S. 22) fiir den menschlichen gegeniiber dem Ratten-
P2X;-Rezeptor erkldaren (Humphreys, Virginio, Surprenant, Rice, & Dubyak, 1998).
Auch konnten Unterschiede in der antagonistischen Aktivitit in Abhédngigkeit des
eingesetzten Agonisten nachgewiesen werden. So wies KN-62 eine stirkere
inhibitorische Wirkung gegen ATP als gegen BzATP auf (Humphreys, Virginio,
Surprenant, Rice, & Dubyak, 1998).

Eine problemlose Vergleichbarkeit der Daten scheint daher lediglich innerhalb eines

Testsystems moglich.
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4.2  Etablierung eines Testsystems fiir antagonistische Aktivitit am P2X;-

Rezeptor

Etabliert werden sollte ein in vitro-Testsystem fiir antagonistische Aktivitdt am P2X5-
Rezeptor. In der Literatur beschrieben ist hierfiir die Verwendung verschiedener
Zelllinien, beispielsweise THP-1 (human acute monocytic leukemia) (Alcaraz, et al.,
2003), U373 MG (human glioblastoma astrocytoma) (Merriman, et al., 2005; Rampe,
Wang, & Ringheim, 2004), COS (african green monkey kidney) (Cario-Toumaniantz,
Loirand, Ladoux, & Pacaud, 1998) sowie HEK 293 (human embryonal kidney) (Lee,
Jo, Lee, Jeong, Kim, & Park, 2006), jeweils stabil transfiziert entweder mit dem
humanen, dem murinen oder dem Ratten-P2X7-Rezeptor.

Dankenswerterweise wurden uns von Prof. Dr. A. Surprenant von der University of
Manchester (GB) stabil mit humanem bzw. mit Ratten-P2X7-Rezeptor transfizierte
Zellen der Zelllinie HEK 293 zur Verfligung gestellt. Eine Testung sollte aufgrund der
hoheren Robustheit gegeniiber den mit humanem P2X;-Rezeptor stabil transfizierten
Zellen zunichst an den mit dem Ratten-P2X;-Rezeptor transfizierten Zellen erfolgen.
ATP sollte als Agonist eingesetzt werden, wihrend Ethidiumbromid als

Fluoreszenzfarbstoff Verwendung finden sollte.

Fiir folgende Parameter sollten durch Variation der Versuchsbedingungen die optimalen

Konditionen gefunden werden:

o Konzentration des Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid
. Messzeitpunkt
. Konzentration des Agonisten ATP

. Einfluss der eingesetzten Zellmenge

Des Weiteren sollten der Einfluss verschiedener Pufferlosungen und der Unterschied
durch den Einsatz verschiedener 96-Well Platten untersucht werden. Durch die
Verwendung von Zellen unterschiedlicher Passagen sollte auBerdem eine Aussage

hinsichtlich der Stabilitit der Transfektion getroffen werden.
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4.2.1 Einfluss der Konzentration des Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid

Da die Literaturangaben der verwendeten Ethidiumbromid-Konzentrationen grofen
Schwankungen unterliegen und aufBlerdem stark von den verwendeten Zelllinien
abhéngig sind, wurden eigene Untersuchungen hinsichtlich der fiir unser Testsystem
idealen Konzentration gemacht.

Dafiir wurde die Aufnahme von Ethidiumbromid in die Zellen nach Stimulation durch
ATP in Abhéngigkeit von der Zeit untersucht. Hierfiir wurde sowohl die Konzentration

des Agonisten als auch die des Fluoreszenzfarbstoffes variiert. Die Ergebnisse sind in

den Abbildungen 4.4 bis 4.9 dargestellt.
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Abb. 4.4 zeitabhéngige Aufnahme von Ethidiumbromid (10 uM) nach Stimulation durch ATP
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Abb. 4.5 zeitabhéngige Aufnahme von Ethidiumbromid (30 uM) nach Stimulation durch ATP
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Abb. 4.6 zeitabhéngige Aufnahme von Ethidiumbromid (50 uM) nach Stimulation durch ATP
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Abb. 4.7 zeitabhéngige Aufnahme von Ethidiumbromid (100 pM) nach Stimulation durch ATP
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Abb. 4.8 zeitabhingige Aufnahme von Ethidiumbromid (200 pM) nach Stimulation durch ATP
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Abb. 4.9 zeitabhingige Aufnahme von Ethidiumbromid (500 pM) nach Stimulation durch ATP

Zunichst ist auffillig, dass die hochste untersuchte ATP-Konzentration von 5 mM bei
allen eingesetzten Ethidiumbromid-Konzentrationen bis auf 500 uM eine geringere oder
zumindest eine deutlich verlangsamte Aufnahme des Farbstoffes hervorruft. Diese
Beobachtung deckt sich mit bereits verdffentlichen Beobachtungen (Lee, Jo, Lee,
Jeong, Kim, & Park, 2006). Ursichlich sind zytotoxische Effekte, die in verschiedenen
Zellsystemen fiir extrazelluldres ATP in hohen Konzentrationen nachgewiesen werden
konnten (Brough, Le Feuvre, Iwakura, & Rothwell, 2002) (Wen, Caldwell, & Knowles,
2003). Fiir die Bestimmung der optimalen Ethidiumbromid-Konzentration werden
daher nur die ATP-vermittelten Aufnahmen nach Stimulation mit 100 uM, 500 uM und
1 mM ATP betrachtet.

Der Einsatz sehr hoher Ethidiumbromid-Konzentrationen (500 uM) fiihrt zwar zu einem
sehr schnellen Erreichen des Plateaus, liefert allerdings aufgrund einer zu geringen
Differenz zwischen Ethidiumbromid-Aufnahme nach Stimulation mit ATP und der

Negativkontrolle (ohne ATP-Stimulation) ebenfalls keine fiir das Testsystem
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zufriedenstellend auswertbaren Ergebnisse (Abb. 4.9) und kann daher als nicht geeignet

angesehen und fiir weitere Betrachtungen vernachléssigt werden.

Im Folgenden werden die zur Optimierung des Testsystems wichtigen Parameter
aufgefiihrt. Neben einer moglichst linear verlaufenden Negativkontrolle (ohne ATP-
Stimulation) sollen ein schneller Anstieg der ATP-abhingigen intrazelluldren
Ethidiumbromid-Konzentration und ein damit verbundenes schnelles Erreichen des
Plateaus eine groBe Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit sowie eine geringe
Schwankungsanfilligkeit gewéhrleisten. Ebenso von Bedeutung ist eine moglichst

grof3e Differenz zwischen Positiv- und Negativkontrolle.

Tatsdchlich kann eine Abhidngigkeit der Aufnahmegeschwindigkeit des
Ethidiumbromids von der Konzentration gefunden werden. Wird bei Konzentrationen
von 10 uM (Abb. 4.4) bzw. 30 uM (Abb. 4.5) das Plateau erst nach schitzungsweise
100 bzw. 80 Minuten erreicht, so verkiirzt sich diese Zeit mit steigender
Ethidiumbromid-Konzentration deutlich auf ca. 60 Minuten bei 50 uM (Abb. 4.6), 30
Minuten bei 100 uM (Abb. 4.7) und lediglich noch ungefdhr 20 Minuten bei 200 pM
(Abb. 4.8). Fiir diesen Parameter ist also der FEinsatz einer moglichst hohen
Ethidiumbromid-Konzentration wiinschenswert, da ein mdglichst schnelles Erreichen
des Plateaus einen nahen Messzeitpunkt im bereits flachen Kurvenbereich und damit
geringe Schwankungsanfilligkeit fiir Messungenauigkeiten ermoglicht. Bei Betrachtung
der tlibrigen Parameter ldsst sich jedoch mit steigender Ethidiumbromid-Konzentration
ein Verlust der Linearitét der Negativkontrolle sowie eine geringer werdende Differenz
zwischen Negativ- und Positivkontrolle feststellen. Aufféllig ist hierbei insbesondere
der Anstieg der Fluoreszenz, die nicht durch ATP-vermittelte Ethidiumbromid-
Aufnahme zustande kommt (Negativkontrolle). Des Weiteren weist die Fluoreszenz
nach ATP-Stimulation ab einer Ethidiumbromid-Konzentration von iiber 50 uM ein
Intensitdtsmaximum bei ca. 25.000 auf (Abb. 4.6 bis 4.8). Da zu den Griinden dieses
konzentrationsunabhédngigen Intensitdtsmaximums keine detaillierten Untersuchungen
gemacht wurden, sollte eine Ethidiumbromid-Konzentration gewahlt werden, die eine
Fluoreszenzintensitit unterhalb der Grenze von 25.000 gewéhrleistet. Diese sollte
jedoch in Anbetracht der konzentrationsabhingigen Aufnahmegeschwindigkeit des

Ethidiumbromids am oberen Ende der untersuchten Konzentrationen liegen. Fiir die
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Abhéngigkeit der Fluoreszenz von der ATP-Konzentration scheint zumindest im

Bereich von 100 uM bis I mM kein signifikanter Unterschied zu bestehen.

Fiir das gewlinschte Testsystem wird eine Ethidiumbromid-Konzentration von 50 pM
gewihlt, da fir diese Konzentration der bestmogliche Kompromiss zwischen einem
schnellen Anstieg der intrazelluldren Ethidiumbromid-Konzentration und einer
moglichst groBen Differenz zwischen Positiv- und Negativkontrolle gewéhrleistet

scheint.

4.2.2 Bestimmung des Messzeitpunktes

Der Zeitpunkt der Messung muss in Abhingigkeit der gewéhlten Ethidiumbromid-
Konzentration bestimmt werden. Wéhrend ein frither Messzeitpunkt die Gefahr von
Verfilschungen durch Nebeneffekte (beispielsweise Zytotoxizitdt der untersuchten
Substanzen oder Ethidiumbromid-Aufnahme unabhingig von der Rezeptoraktivierung)
verringert, kann die Anfilligkeit fiir Messungenauigkeiten durch einen Messzeitpunkt
nach Erreichen des ATP-vermittelten Plateaus der Fluoreszenzintensitit deutlich
gemindert werden. Die Messung sollte also mdglichst friith nach sicherem Erreichen des

Plateaus erfolgen.

Als Zeitpunkt der Messung wird 60 Minuten nach ATP-Zugabe gewihlt. Dieser
verspricht durch den bei einer verwendeten Ethidiumbromid-Konzentration von 50 pM

hinreichend flachen Kurvenverlauf eine moglichst geringe Storanfilligkeit sowie eine

hohe Reproduzierbarkeit (Abb. 4.6).

4.2.3 Einfluss der Konzentration des Agonisten ATP

Neben der optimalen Konzentration des Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid soll die
fiir das Testsystem bestmdgliche Konzentration des verwendeten Agonisten ATP
gefunden werden. Hierfiir wurde unter Berilicksichtigung der bereits festgelegten

Parameter (Ethidiumbromid-Konzentration und Messzeitpunkt) (Kap. 4.2.1 und 4.2.2)
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die Abhingigkeit der Ethidiumbromid-Aufnahme von der ATP-Konzentration
untersucht (Abb. 4.10).
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Abb. 4.10 Aufnahme von Ethidiumbromid (50 uM) in Abhédngigkeit von der ATP-Konzentration

nach 60 Minuten

Ein ATP-vermittelter Anstieg der intrazelluldren Ethidiumbromid-Konzentration 1ésst
sich ab einer ATP-Konzentration tiber 10 uM beobachten. Ein Erreichen des Plateaus
scheint ab einer Konzentration von ca. 50 pM zu erfolgen. Wie bereits in Kapitel 4.2.1
beschrieben, kann auch hier die vermutlich auf zytotoxische Effekte zuriickzufiihrende
verringerte  Ethidiumbromid-Aufnahme nach Stimulation mit hoheren ATP-
Konzentrationen beobachtet werden. Eine deutliche Verringerung tritt bereits bei einer
Konzentration von 5 mM ein, wihrend bei einer Konzentration von 10 mM eine
anndhernd vollstindige Verhinderung der Aufnahme des Ethidiumbromids zu

beobachten ist.
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Es wird somit fiir das Testsystem eine ATP-Konzentration von 200 uM gewiéhlt, so

dass ein sicheres Erreichen des Plateaus gewihrleistet ist.

4.2.4 Einfluss verschiedener Zellmengen

Unter Beriicksichtigung der in Kapitel 4.2.1 bis 4.2.3 festgelegten Parameter

hinsichtlich der Ethidiumbromid-, der ATP-Konzentration und des Messzeitpunktes

wurden Untersuchungen beziiglich der Fluoreszenzintensitdt in Abhingigkeit von der

eingesetzten Zellmenge gemacht.
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Abb. 4.11 Aufnahme von Ethidiumbromid (50 pM) in Abhéngigkeit von der Zellzahl nach
Stimulation durch ATP (200 pM)

Verwendet wurden 25.000, 50.000 und 100.000 Zellen/Well (Abb. 4.11). Mit steigender
Zellzahl ist nicht nur eine Erhdhung der Absolutwerte der Fluoreszenzintensitét

erkennbar; es geht damit auch eine deutliche Erhdhung der Steigerung der durch ATP-
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vermittelten  Ethidiumbromid-Aufnahme wund der damit zusammenhidngenden
Fluoreszenzintensitdt einher. Bei einer Aussaat von 25.000 Zellen/Well ist eine
Erhohung der Fluoreszenzintensitit von 5.049 auf lediglich 8.133 nach ATP
Stimulation zu erkennen, bei einer Aussaat von 50.000 Zellen/Well von 7.174 auf
14.420, wihrend bei einer Verwendung von 100.000 Zellen/Well eine Steigerung von
12.117 auf 27.042 stattfindet. Dies entspricht Steigerungen um den Faktor 1.61, 2.01
bzw. 2.23. Durch diese Erhohung der relativen Steigerung der Fluoreszenzintensitéit und
damit einhergehender groBerer Differenz zwischen Positiv- und Negativkontrolle, kann
durch Verwenden von 100.000 Zellen/Well eine bessere Auswertbarkeit der Ergebnisse
gewihrleistet werden. Die Auswirkung einer weiteren Erhohung der Zellmenge wurde
nicht untersucht, da die Aussaat durch die zur Verfiigung stehende absolute Zellzahl auf

ca. 100.000 Zellen/Well begrenzt ist.

4.2.5 Sonstige Untersuchungen

Um den Einfluss verschiedener Pufferlosungen zu untersuchen, wurde die ATP
vermittelte Ethidiumbromid Aufnahme unter Beriicksichtigung der in Kapitel 4.2.1 bis
4.2.4 festgelegten Parameter in zwei unterschiedlichen Pufferlosungen gemessen.
Verwendet wurden zum einen PBS (phosphate buffered saline) mit einer
Zusammensetzung von 140 mM NaCl, 3 mM KCI, 6 mM Na,HPO,4, 1 mM NaH,PO4
und 1.5 mM KH,PO,. Als zweites wurde eine Pufferlosung bestehend aus 20 mM
HEPES, 140 mM <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>