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3 Pharmakologischer Tell

3.1 Bestimmung der Throm bozytenaggregation in vitro

Der Einflussder dargestellten Substanzen auf die Aggregation humaner Thrombozyten wurde
im Born-Test***? pestimm.

Dazu wird de Testsubstanz in einer geringen Menge (ca 10 ul) Dimethylsulfoxid (DM SO)
gelost und plattchenreiches Plasma (PRP) zugegeben, so dass man ca 2 ml einer 1.2510°
molaren LoOsung erhdlt. Niedriger konzentrierte Probenlésungen erhdit man durch 1:n
(n=0,1,2,..) Verdinnung dieser Stammiosung mit PRP.

Die Aggregation wird duch Zugabe enes Induktors zu dem gertihrten Plasma ausgelost und
die Anderung der Lichttransmisson in einem 2-Kanal Photometer registriert. Die Zunahme
der Lichttransmisgon ldsg sich mit der erhthten Anzahl von Aggregaten in dem Plasma
korrelieren®'. Es ergeben sich die in Abb. 72 schematisch dargestellten Transmissons/Zeit-
Kurven. Die maximale Transmisson h wird fur jede Konzentration der getesteten Substanz
ermittelt. Durch Vergleich mit einer Probe, die mit einer maximal hemmenden Konzentration
eines fur die verschiedenen Induktoren speafischen Aggregationshemmers (siehe
nadifolgende Kapitel) versetzt wurde, lasgs sich die Hemmung der Aggregation in %

bestimmen.

Induktor Transmission

Zeit

Abb. 72: Born-Test
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Das zum LOsen der Testsubstanz verwendete DMSO hemmt in Konzentrationen oberhalb 10
mM die Aggregation der Thrombozyten®3. Da die Konzentration des DMSO in der
Probenlosung maximal 0.6 mM betrégt, snd de agregationshemmenden Wirkungen

speafisch fur die jewelli ge Testsubstanz.

Um die Aktivitdt der Verbindungen miteinander vergleichen zu konnen, wird der 1Cs-Wert
ermittelt. Dazu wird de Konzentration logarithmisch gegen die Hemmung aufgetragen. Man
erhdlt einen S-formigen Kurvenverlauf. Die weit Gber 50 % Hemmung liegenden Punkte
werden zu einer Geraden verbunden, ebenso verfdhrt man mit den Punkten im Bereich
geringer Hemmung. Diese beiden Geraden verbindet man und fallt vom Schnittpunkt der
resultierenden Geraden mit der 50 %-Marke das Lot auf die Konzentrations-Achse. Die so
erhaltenen Werte geben die Konzentration der Testsubstanz an, die a1 einer halbmaximalen

Hemmung der Thrombozytenaggregation fuhrt.

Alle Versuche wurden mit dem Gerdt APACT2 der Fa. Labor Fbrintimer durchgefihrt.

3.1.1 Kollageninduzierte Thrombozytenaggregation

Der Kontakt von Blut mit subendothelialem Kollagen fihrt zu Aggregation wvon
Thrombozyten. Der Medhanismus ist noch nicht vollig geschert, doch einige wichtige
Schritte konnten schon geklart werden®®. Zunadhst bindet im Plasma geloster von Will ebrand
Faktor (VWF) an die Kollagenoberfladhe, dann inden Thrombozyten Uber das Glykoprotein
Ib (Gp Ib) an den WVF. Die so fixierten Thrombozyten binden Uber die Glykoproteine la-1la
(Gp lalla) und Glykoprotein VI (Gp VI) an das Kollagen, was zur Aktivierung der
Thrombozyten fuhrt. Die Signatransduktion, die ar Aktivierung flhrt, ist noch wenig
erforscht. Wahrscheinlich bewirkt die Kollagen-Bindung eine Aktivierung der Phospholipase
Cp B* (PLCy,), woraufhin Inositol-1,4,5-triphosphat (IPs) gebildet wird welches zur
Aktivierung von Cat*-Kandlen fuhrt und damit die intrazdlulare Ca®*-Konzentration erhoht(®s.
Bei der, nun im niedrigen micromolaren Bereich liegenden, Ca**-Konzentration kann die
Kazium- und Camodulin-abhéngige Myosin light chain kinase (MLCK) das cytoskeletale
Myosin phosphorylieren. Dieses interagiert mit Actin in einem spannungsaufbauenden
Prozess der der Muskelkontraktion ahnelt’®®. So kommt es zu der , shape change” genannten
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Veradnderung der Thrombozytenform. Sie gehen wvon einer Scheibchen- in eine irreguléare
Sphéroidenform mit einer erheblich vergrofRerten Oberfladhe Uber.

Da kein fUr die kollageninduzierte Aggregation speafischer Hemmstoff (mit Ausnahme
gegen Gp lalla gerichteter Antikorper) bekannt ist, wird Acetylsdicylsaure (ASS als
Referenzsubstanz verwendet. Dieses wird in Form einer Lésung von 6.48 gL des Lysinates
in 1 mM HEPES’-Puffer (Aspisol”) verwendet. Eine Zugabe von 20 pl dieser Lésung zu
einem Probenvolumen von 220 pl fuhrt zu einer ASSKonzentration von 1.6 mM, was zur
vollsténdigen Hemmung der Thrombozytereggregation fihrt.

Die Aggregation wird duch Zugabe von 20 pl einer Kollagen-Losung (Kollagen Reagenz
Horm, Fa. Nycomed), die 8 ug/ml Kollagenfibrill en enthélt, ausgel6st.

3.1.1.1  N-(Alkylamino)alkyl-1-phthalazinamine

® 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazno] -ethansul fonsiure
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Verbindung n R Ry R, m ICso [UM]
10 a 0 H CH,3 CH,3 1 76
10b 0 H CH,3 CH,3 2 100
10c 0 H CH,3 H 2 95
10d 0 H CH,CH; CH,CH; 2 70
10e 0 F CH,3 CH,3 1 180 °
10f 0 F CH,3 CH, 2 92
10g 0 Cl CH,3 CH,3 1 120
10h 0 Cl CH,3 CH,3 2 100 °
10i 0 OCH; CH,3 CH,3 1 150
10j 0 OCH; CH, CH, 2 190
10k 1 H CH,3 CH,3 1 160
101 1 H CH,3 CH, 2 160
10m 1 H CH, H 2 140
10n 1 H CH,CH; CH,CH; 2 100
100 1 OCH; CH,3 CH,3 2 100

Tab. 53 Halbmaximale Hemmkonzentration der Verbindungsklasse 10
*: Die Substanzen sind in DM SO schledht 16dli ch; es bleibt nach PRP-Zugabe ein feiner Niederschlag

Die Verbindungen dieser Klase sind nur in geringem Mald3 aggregationshemmend. Die
Dimethylaminoethyl-Verbindung 10 a und das Diethylaminopropyl-Derivat 10 d sind mit
einem IC5, von ca 70 uM noch am aktivsten.

Eine VergrofRerung des Abstandes der Diakylamino-Gruppe a1 dem Phthalaznyl-Rest fuhrt
bei alen Verbindungen aul3er den 4-FHuor- und 4-Chlorphenyl-Derivat 10 f bzw. 10 h zu
einer Erhdhung des | Cs-Wertes.

Ist der endstandige Stickstoff mit Ethyl- statt mit Methyl-Gruppen substituiert, findet man bel
der Phenylmethyl-Verbindung 10 n eine geringe Steigerung der Wirkung von 160 uM auf
100 puM. Dieser Effekt l&se sich anhand der entspredhenden Phenyl-Derivate 10 a d, die
gleich stark wirken, nicht reproduzieren.

Die beiden mit nur eine Methylgruppe substituierten Verbindungen 10 ¢ und 10 m zegen die
gleiche Aktivitét wie die entsprechexden Dimethyl-Derivate.

Eine Substitution am Phenylring (10 ej) oder das Einbringen eines Methylen-Spaces
zwischen Phthalazn und Phenylring (10 k-o) fuhrt zu einer Verringerung der Aktivitét. Dabel
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scheint die Substitution am Phenylmethyl-System weniger stark aktivitésmindernd zu sein,
da die 4-Methoxyphenylmethyl-Verbindung 10 o mit einem |Cs-Wert von 100 uM um den
Faktor 1.5 stérker wirkt als die Phenylmethyl-Verbindung 101.

3.1.1.2 N-[w(Imidazol-1-yl)alkyl]-1-phthalazinamine

Verbindung n R Ry m ICso [UM]
11a 0 H H 1 80
11b 0 H H 2 45
11c 0 H CHs 2 44
11d 0 H H 3 18
11e 0 H H 4 24
11f 0 F H 2 >300
119 0 Cl H 2 >300
11h 0 OCH; H 2 >300
11i 1 H H 1 170
11]j 1 H CHs 1 140
11k 1 H H 2 70
111 1 H CHs 2 78
11m 1 OCHj H 2 160

Tab. 54: Halbmaximale Hemmkonzentration der Verbindungsklasse 11
*: Die Substanzen sind in DM SO schledht 16dli ch; es bleibt nach PRP-Zugabe ein feiner Niederschlag

Eine Verlangerung der Kette avischen Phthalazn und Imidazol fUhrt bis zu einer Lange von

vier Methylengruppen bal jedem Schritt zu einer Halbierung der zur halbmaximalen
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Hemmung benttigten Konzentration (11 a-b-d; 11 i-k; 11 j-I). Eine weitere
Kettenverlangerung erhoht die 1Cs, wieder geringfiigig (11d - e).

Eine Methyl-Gruppe ds Substituent in 2-Stellung des Imidazols hat keinen Einfluss auf die
Aktivitdt der Verbindungen.

Da dle an Phenylring substituierten Verbindungen (11 f-h) unter den Testbedingungen
schledht |6dlich sind, 18sg sich leider keine Aussage Uber deren Wirkstérke treffen.

Wie auch schon bei den Aminoalkyl-Verbindungen vom Typ 10 bewirkt das Einbringen einer
Methylengruppe awischen Phthalazn und Phenylring (11 i-m) ene Verringerung der
Aktivitat.

3.1.1.3 N-[w(1H-1,2,4-Triazol-1-yl)alkyl]-1-phthalazinamine

12 a-f

Verbindung n m ICso [UM]
12 a 0 1 140
12b 0 2 60
12c 0 3 8.4
12d 0 4 31
12e 1 2 210
12f 1 4 36

Tab. 55: Halbmaximale Hemmkonzentration der Verbindungsklasse 12

Auch bal dieser Verbindungsklasse findet man eine Abhéngigkeit der Wirkstarke von Anzahl
der Methylengruppen zwischen Phthalazn und basischem Heterocyclus. Wiederum ist die
Verbindung mit vier Methylengruppen (12 c) die &tivste Verbindung. Besonders aufféllig ist
die starke Zunahme an Wirkung, geht man von einem Propyl-Space (12 b) zu einem Butyl-
Space (12 c) uber. Die aur halbmaximalen Hemmung benttigte Konzentration erniedrigt sich
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bei diesem Ubergang um den Faktor sieben (von 60 pM auf 8.4 pM). Eine weitere
Kettenverlangerung bewirkt einen Riickgang der Wirkstarke um den Faktor 3.5.

Die Phenylmethyl-Derivate 12 ef zagen wiederum eine geringere Aktivitdt als die
Phenylderivate 12 ad.

3.1.1.4 N-[w(Pyrrolidin-1-yl)alkyl)-1-pthtalazinamine

D

NH m

-y
~N
[ n

13a<c
Verbindung n m [Cso [UM]
13 a 0 1 100
13b 0 2 78
13c 1 1 100

Tab. 56: Halbmaximale Hemmkonzentration der Verbindungsklasse 13

Diese Verbindungen wirken redit schwad, eine deutliche Verstarkung der Wirkung bei
Verlangerung der Alkylkette lasg sich nicht erkennen. Die Wirkstérke der Phenyl- (13 @ und
der Phenylmethyl-Verbindung (13 ) ist, anders as bel den zuvor beschriebenen Substanzen,
gleich.
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3.1.1.5 N-[2-(2-Hydroxyethoxy)ethyl]-1-phthalazinamine °

(0]
HN/\/ \/\OH
-y
~N
[ n
R’

14 a-f
Verbindung n [Cso [UM]
14 a 0 96
14b 0 F 70
1l4c 0 Cl 82
14d 0 OCH; > 300
1l4e 1 H 180
14f 1 OCH; 140

Tab. 57: Halbmaximale Hemmkonzentration der Verbindungsklasse 14

Hier findet man eine von den wvorherigen Befunden abweichende Struktur-Wirkungs-
Bezehung. Waren bel den zuvor beschriebenen Verbindungen die am Phenylring
substituierten Substanzen schlediter wirksam as die unsubstituierte, nimmt hier die
Wirkstérke mit Abnahme der Elektronendichte im Phenylring zu. Die 4-Methoxy-V erbindung
14 d wirkt am schwédsten, die 4-Fluor-Verbindung 14 b am stérksten. Es ergibt sich aso die
Reihe OCH3;<H<CI<F.

Der Einfluss der Substitution am Phenylmethyl-Rest ist gegenlaufig, da hier die 4-Methoxy-
Verbindung 14 f etwas gséarker wirkt als die unsubstituierte. Ein dahnlicher Effekt war auch
schon bal den Alkylamino-Verbindungen vom Typ 11 (Sehe Kapitel 3.1.1.1, Seite 79)
aufgefallen.

® Diese Nomenklatur weicht von der nach IUPAC geforderten ab. Die korrekte Nomenklatur wird im

experimentellen Teil verwendet.
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3.1.1.6  2-(2-Hydroxyethylamino)ethyl-1-phthalazinamine’

|
HN/\/N\/\OH

Verbindung n [Cso [UM]
15a 0 H 160
15b 0 Cl 250
15c 1 H 150

Tab. 58 Halbmaximale Hemmkonzentration der Verbindungsklasse 15

Substitution des Ether-Sauerstoffes der zuvor beschriebenen Verbindungen durch eine
Aminogruppe bewirkt eine Verringerung der Wirkung, insbesondere bei der 4-Chlorphenyl-
Verbindung 15 b. Diese wirkt um den Faktor 3 schledhter als der korrespondierende Ether
14 c. Die Minderung der Wirkung ist bel der unsubstituierten Verbindung 15 aweniger stark
ausgepragt (Faktor 1.6), die Phenylmethyl-Verbindung 15 ¢ wirkt in etwa gleich schwadh.

" Diese Nomenklatur weicht von der nach IUPAC geforderten ab. Die korrekte Nomenklatur wird im

experimentellen Teil verwendet.
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3.1.1.7 N-[w(Morpholin-4-yl)alkyl]-1-phthalazinamine (16)

e

16 a-f

Verbindung n R m ICso [UM]
16 a 0 H 1 70
16b 0 H 2 120
16¢c 0 F 2 >300 °
16d 0 OCH; 2 180
16e 1 H 1 >300 °
16f 1 OCH; 2 160 °

Tab. 59 Halbmaximale Hemmkonzentration der Verbindungsklasse 16
*: Die Substanz ist in DM SO schledht 16dli ch; es bleibt nach PRP-Zugabe ein feiner Niederschlag

Die meisten dieser Substanzen zeigen eine nur malige Hemmwirkung. Die beiden Phenyl-
Verbindungen 16 ab wirken mit einer 1Cso von 70 uM bzw. 120 uM. Da die Verbindung mit
dem kleinerem Abstand zwischen Phthalaan und basischem Substituenten in geringerer
Konzentration hemmend wirkt, findet man hier eine Umkehr des bel den Imidazol- und

Triazol-Derivaten gefundenen Trends.
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3.1.1.8 N-(Furan-2-yl-methyl)-1-pthtalazinamine

17 a-i

Verbindung n R Ry [Cso [UM]
17 a 0 H H 28
17b 0 H CH,3 10
17c 0 F H >300 °
17d 0 F CH, 337
17e 0 Cl H 51
17f 0 OCH; H 51°
179 1 H H 68
17h 1 H CH,3 31
17i 1 OCH; H 50

Tab. 60: Halbmaximale Hemmkonzentration der Verbindungsklasse 17
*: Die Substanz ist in DM SO schledht 16dli ch; esbleibt nach PRP-Zugabe ein feiner Niederschlag

Von den im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Substanzen zeigen die Furfurylamin-
substituierten Phthalazne 17 ai die ausgeprégtesten Effekte auf die kollageninduzierte
Thrombozytenaggregation.

Die an Phenylring substituierten Verbindungen 17 c-f wirken schwéader as die
unsubstituierten, was auch schon fur die aivor beschriebenen Substanzklasen 10-16 mit
Ausnahme des Typs 14 zu beobaditen war.

Eine Substitution mit einer Methyl-Gruppe an Furan-Ring in Postion 5 ergibt ene
Steigerung der Wirkung um den Faktor 2 (17 a-b, 17 g-h). Aufgrund der Uberraschend
schledhten Lodlichkeit der Verbindung 17 ¢ wird dese ais dieser Betradhtung aus

geschlossen.
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Erstaunlich ist die niedrige Hemmkonzentration der Verbindungen 17 d und f, die schledt
l6dlich sind. Eine Erkldrung defir wére, dass die ungeloste Substanz an die Thrombozyten
adsorbiert und dann dank hoher Lipophilie durch die Membran aufgenommen wird. Um diese
These au Uberprifen, wurde die Verbindung 17 f fir 20 min in PRP inkubiert. Durch die
langere Kontaktzdt sollte ene Aufnahme der Substanz durch die Membran beginstigt sein
und somit in hoherer Konzentration intrazdluldr zur Verfligung stehen. Bel diesem Versuch
wurde ene geringfligige Linksverschiebung der Kurve gefunden, die 1Cs, erniedrigt sich von
51 uM auf 39 uM. Aufgrund des redt geringen Effektes ist eine Untermauerung der These so

nicht moglich.

3.1.1.9 2-[2-(Hydroxyethoxy)-ethyl]-(2H)-phthalazin-1-one

O

(0]
N

18 af
Verbindung n ICso [UM]
18 a 0 56
18b 0 F 200
18c 0 Cl > 300
18d 0 OCH; > 300
18e 1 H > 300
18f 1 OCH; > 300

Tab. 61: Halbmaximale Hemmkonzentration der Verbindungsklass 18

Von diesen Verbindungen zdgt nur 18 a eine nennenswerte Hemmung Oer
Thrombozytenaggregation. Sie wirkt halbmaximal in geringerer Konzentration (56 uM) als
das grukturell verwandte Phthaaznamin 14 a (96 uM). Im Gegensatz dazu wirken die an
Phenylring substivierten Phthalaznamine 14 b-d <érker as die eitsprechenden
Phthalaznone 18 b-d.
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3.1.1.10 Derivate der 2-[2-(Hydroxyethoxy)-ethyl]-(2H)-phthalazin-1-one

o) 0 o) o)
N/\/O\/\OJ\ N/\/O\n/ NN 0pe
It I QL
O O O
R R

19 a-e 20 a-c 21ab

Abb. 73 :Derivate der 2-[2-(Hydr oxyethoxy)-ethyl]-(2H)-phthalazin-1-one

Samtliche Verbindungen dieser Klase (sehe Abb. 73) zedgten keine Hemnmung der
Thrombozytenaggregation in vitro.

Da die Verbindungen vom Typ 21, keine Wirkung in vitro zégen ist anzunehmen, dass die
endstandige Hydroxyl-Gruppe esentiell i st.

Die aceylierten Alkohole 19 ae wurden der Vollstandigkeit halber auch in vitro getestet,
eine Wirkung wurde nicht erwartet. Vielmehr wurden sie in der Hoffnung dargestellt, die
schledhte in vivo Wirkung der Verbindungen vom Typ 18 im Sinne aner verbesserten

Resorption nach p.o. Gabe zu verbes®rn.

3.1.1.11 Weitere 4-Phenyl-(2H)-phthalazin-1-one

0 o 0 O
N/\/N\) >N
L @

22 a 22Db
Abb. 74: Weitere 4-Phenyl-(2H)-phthalazin-1-one

Diese Verbindungen, die hergestellt wurden um festzustellen ob ein heterocyclischer
Substituent zu einer Verstdrkung der Wirkung fihrt. Jedoch zagen beide Substanzen keine
Wirkung.
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3.1.1.12 Amide der 3-(Arylalkyl)-(4-Oxo-3,4-dihydroph thalazin-1-yl)-

essigsauren

Abb. 75: Amide der 3-(Arylalkyl)-(4-Oxo-3,4-dihydr ophthalazin-1-yl)-essgsduren

Samtliche Verbindungen dieser Klasse zegen keine Hemmung der Thrombozytenaggregation

invitro.

3.1.1.13 1-Alkylamino-6-phenyl-pyridazine

Abb. 76: 1-Alkylamino-6-phenyl-pyridazine

Auch die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Vertreter dieser Verbindungsklase zegen
keine Inhibition der Thrombozytenaggregation in vitro.
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3.1.2 ADP-induzierte Aggregation

Nad heutigem Kenntnissand wird de ADP-induzierte Thrombozytenaggregation Uber zwei
purinerge Rezeptoren vermittelt 57,

Die Aktivierung des P2Y ;-Rezeptors fuhrt Aktivierung der Phospholipase C (PLC) und damit,
wie im Kapitel 3.1.1 (Seite 78) beschrieben, zur Aktivierung der Thrombozyten. Der
Medanismus, nadh dem die PLC aktiviert wird, ist noch umstritten. Die a@ne These geht von
einer Uber ein Gag-Protein vermittelten PLC-Aktivierung aus®®, andere Autoren diskutieren
die Mdoglichkeit, dass die Phospholipase A, aktiviert wird und nadfolgend gebildetes
Thromboxan A, die PLC aktiviert?®.

Der erst vor kurzem geklonte P2Y 1-Rezetor®™ (vormals auch mit P2; oder P2, beaffert)
inhibiert, nach dessen Aktivierung, Uber ein Gy-Protein vermittelt’®?, die Adenylylcylase. Die
dadurch  verringerte  intrazdluldre  Konzentration won cylclischem  Adenosin-3,5-
monophosphat (CAMP) hat vielféltige, tellweise noch nicht gesicherte Effekte. Beschrieben
sind ua. die Phosphorylierung und daraus resultierende Inhibierung von |Ps;-Rezeptoren®?
durch wvon cyclischen Nucleotiden aktivierte Proteinkinase. Eine eniedrigte AMP-
Konzentration verhindert diese Reaktion und erleichtert somit die Freisetzung Ca’*-lonen in
das Cytoplasma. Auch die Ca*-ATPasen, die den Transport des Ca* aus dem Cytosol
bewerkstelligen, konnen durch die o0.g. Protein-Kinasen aktiviert werden®*¢4, Auch gibt es
Hinwelse darauf, dass die durch cAMP stimulierte Proteinkinase den (3-Strang des Gp Ib-
Rezeptors durch Phosphorylierung inaktiviert’®, was zu verminderter kollageninduzierter
Aggregation fuhrt.

Der Einfluss des P2X;-Rezeptors auf die Thrombozytenaggregation ist noch wenig geklart,
zumal erst vor kurzem aufgeklart wurde, dass ATP, welches meist als Verunreinigung in
kommerziell erhdltlichem ADP vorhanden ist, diesen Rezeptor stimuliert®®. Stimulation mit
ATP fuhrt zu einem rasch abklingenden Ca**-Einstrom in den Thrombozyten, begleitet von
einer Verdnderung der Zellform®? (siehe auch Kapitel 3.1.1, Seite 78). Da dieser Rezeptor
von ADP inhibiert wird®®, dieses aber in der Regel bei der Gewinnung von PRP freigesetzt

wird, ist mit einem Einflussdieses Rezeptors in unserem Testsystem nicht zu rechnen®.

8 Durch Zugabe von Apyrase zu mit Hirudin antikoaguli ertem Blut |4sst $ch diese Inhibitionverhindern.
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Als Referenzsubstanz dient der fur die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation speafische
Hemmstoff 5-(N-Ethylcarboxamido)-adenosin (NECA). Dieser hemmt in eine Konzentration
von 1.6 uM die Aggregation halbmaximal.

3.1.2.1 Auswahl der Testsubstanzen

Es wurden Substanzen. die in besonders niedrigen Konzentrationen die kollageninduzierte
Aggregation hemmen, ausgewahit.

Von den N-[w-(Imidazol-1-yl)akyl]-1-phthalaznaminen (Kapitel 3.1.1.2, Seite81) wurde die
Reihe der 4-Phenyl-Derivate 11 b,d,e getestet, bel der die Kettenldnge avischen Imidazol und
Phthalazn variiert wurde. Als Vertreter der Phenylmethyl-Verbindungen wurde die
Verbindung 11k in die Auswahl aufgenommen.

Von den dargestellten N-(Furan-2-yl-methyl)-1-pthtalaznaminen (Kapitel 3.1.1.8, Seite 87)
wurden die beiden Pheny-Derivate 17 a,b sowie das Phenylmethyl Derivat 17 gausgewahit.
Mit der Verbindung 14 e wurde aich eine Substanz mit offenkettigem Substiuenten
ausgewahit.

In der Tab. 62 im nadfolgenden Kapitel sind de getesteten Verbindungen strukturell

zusammengefasg.
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3.1.2.2 Vergleichende Testergebnisse

. ICop ICo
Verbindung Ry R,
Koll / um | ADP/ um
11b @ /\/\“\‘:\\/N 45 45
11d @ \/\/\N\:\\/N 20 25
/\/\/\N/\>
N 11e @ \QN 24 65
SN
b 1k @ TN, 70 85
HNR,
(@]
17 a @ A@ 28 14
(@]
17b @ w 10 12
I® ’
17 A@ 68 120
g CH2 \ /
l4e @ O o 180 32
CH,

Tab. 62: Vergleich der Testergebniss

Es zeagt dsch ein redht uneinheitliches Bild. Man findet niedrigere, hdhere und auch

unveranderte Hemmkonzentrationen.
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Von den Imidazol-Derivaten nmmt das
5-(Imdidazol-1-yl)pentyl Derivat 11 e
eine Sonderstellung ein (sehe Abb. 77).
Sie zegt bei der ADP-induzierten
Aggregation eine um den Faktor drei
erhohte 1Cs,. Die beiden 3-(Imidazol-1-
yDpropyl-Derivate 11 b und 11 k sowie
die  4-(Imidazol-1-yl)butyl-Verbindung
11 d sind unter beiden Versuchsbedin-

gungen in etwa dquipotent.

30

Kollagen
BADP

25 A

20 A

15 A

IC50 (M)

10 A

17 a 17 b

Verbindung

Abb. 78 : Vergleich der ICsobei Induktion mit
Kollagen oder ADP; Furan-Derivate

90,0 4
80,0 -
70,0 4
60,0
50,0
40,0 -
30,0 -
20,0 4
10,0 +

0,0 -

EIKollagen
BADP

IC 50 (M)

11b 11d 11e 11 k
Verbindung

Abb. 77 : Vergleich der | Csobei Induktion mit Kollagen
oder ADP; Imidazol-Derivate

Das Furan-2-yl-methyl-Derivat 17 azeagt bei der
ADP-induzierten Aggregation, verglichen mit
Kollagen as Agens, schon bei einer um Faktor
zwei  niedrigeren Konzentration ene hab-
maximale Hemmung. Das 5-Methyl-furan-2-
ylmethyl-Derivat 17 b ist in beiden Testmodellen
aquipotent. Die Phenylmethyl-Verbindung 17 g
zagt dagegen eine geringere Aktivitét. Die 1Cy
steigt um den Faktor 2 wenn ADP statt Kollagen
verwendet wird. Da die Hemmkonzentrationen
dieser Verbindung in einem anderem Bereich (68
bzw. 120 pM) liegen, sind sie der Ubersicht

halber nicht mit in das Diagramm aufgenommen.

Die 2-(Hydroxyethoxy)ethyl-substituierte Verbindung 14 e ist unter den Bedingungen der

ADP-induzierten Aggregation um den Faktor 55 wirksamer. Das ist besonders

bemerkenswert, wirken doch die beiden anderen Phenylmethyl-Verbindungen 11 k und 17 g

unter diesen Bedingungen erst in relativ hdheren Konzentrationen aggregationshemmend.



Pharmakologischer Tell 95

3.1.3 Serotonin-induzierte Aggregation

Auf der Oberflache der Thrombozyten befinden sich Rezeptoren fur Serotonin (5-
Hydroxytryptamin, 5-HT) vom Subtyp 2A. Bindet Serotonin an diesen Rezetor wird
intrazdlulér ein Gg-Protein aktiviert, welches wiederum die Phospholipase C aktiviert®®. Die
darauf folgenden pro-aggregatorischen Redtionen sind bereits in Kapitel 3.1.1 (Seite 78)
beschrieben worden.

Als Vergleichsaubstanz dient der fir den 5-HT,a-Rezeptor speafische Hemmstoff Imipramin
Hydrochlorid. Unter den von uns gewdhiten Versuchsbedingungen hat dieser eine 1C5, von
1.2 uM.

3.1.3.1 Auswahl der Testsubstanzen

Es wurden die selben Substanzen wie fir die ADP-induzierte Aggregation auch mit Serotonin
als Aggregationsausloser getestet.
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3.1.3.2

Vergleichende Testergebnisse

1Cso
| ICso
Verbindung Ry R, 5-HT/
Koll / pm

pm

11b @ /\/\“\‘:\\/N 45 12

11d @ \/\/\N\:\\/N 20 45

NN
11e @ x 24 37
<,

11k @ TN, 70 15
(@]

17 a @ A@ 28 25

(@]

17b @ \ / 10 6.5
I® ’

17 A@ 68 17

g CH2 \ /
l4e @ O o 180 63

(@]
I
~

Tab. 63: Vergleich der Testergebniss

Mit Ausnahme der Verbindung 11 e wirken ale Verbindungen mit Serotonin als Agens in

geringerer Konzentration als mit Kollagen als Aggregationsgarter.
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Die Imidazl-Derivate wirken mit 5-HT
80
as Aggregationsinduktor  schon in
70
. @Kollagen erheblich  geringeren  Konzentrationen
. B5HT halbmaximal. Die 1Cs, erniedrigt sich um
E 40 | den Faktor vier Eine Ausnahme madt, wie
Jd 20 schon bei der ADP-induzierten
00 | Aggregation, die Verbindung 11 e Fur
104 diese Verbindung erhoht sich die 1Cs, auf
o4 das Eineinhalbfache.
11b 11d 1le 11k
Verbindung
Abb. 79 : Vergleich der ICs, bel Induktion mit

kollagen oder 5 -HT, Imidazol-Derivate

Besonders auffalig ist die sehr niedrige 1Cs
der Verbindung 17 a die um den Faktor 11
niedriger ist as in dem Kollagen-Test (2.5
MM versus 28 pM). Dieser Unterschied ist
bei den beiden anderen Furan-Derivaten
weniger stark ausgepragt. Die 1Cs, erniedrigt
sich fur 17 b um den Faktor 1.5, fur die
Phenylmethylverbindung 17 g um den Faktor
4.

Das offenkettige 2-(Hydroxyethoxy)ethyl-
Derivat 14 e zdgt, wie aich im ADP-Test,
eine hohere Potenz im Vergleich zur
Kollagen-Induktion. Es it eine um den

Faktor 3 niedrigere Konzentration ntig.

80
70
EKollagen
%01 B5-HT
50
s
=1
= 40
S
30
20
10
0 m
17 a 17 b 17 ¢
Verbindung
Abb. 80 :Vergleich der ICs bei Induktion mit

Kollagen oder 5-HT, Furan-Derivate
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Die besonders niedrige 1Cs, des N-(Furan-2-yl-methyl)-4-phenyl-1-pthtalaznamins (17 @ bei
5-HT-induzierter Thrombozytenaggregation spricht fur eine Blockade des 5-HT,.-Rezeptors.
Diese Verbindung wurde daher auch auf einen Rezeptor-Antagonismus getestet (siehe Kapitel
3.4, Seite 104). Da auch das am Furanring in 5-Stellung mit Methyl substituierte Derivat 17 b
eine Verringerung des |Cs-Wertes zagt, scheint bel dieser Substanzklasse e@ne Modifikation
dieses Restes toleriert zu sein. Die Hemmung ist also unspeafischer Natur. Um diese These
zu untermauern, ware dlerdings noch eine Relhe welterer Substituentenvariationen

durchzufthren.

3.1.4 Bewertender Vergleich der Wirkung der Substanzen in den drei

Testsystemen

200,0

180,0

180,0

Kollagen
i ADP
B5-HT

160,0 -

140,0

120,0

100,0

ICs0 (UM)

80,0

11b 11d 1le 11k 17a 17b 179 14 e
Verbindung

Abb. 81: Vergleich der ICso Werte bei Start der Aggregation mit verschiedena& Induktoren

Mit Ausnahme der Verbindungen 11 e und 14 e haben dle getesteten Substanzen die

niedrigste halbmaximal wirkende Konzentration, wenn Serotonin as Auddser der
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Aggregation verwendet wird. Dies deutet darauf hin, dassder Eingriff der Substanzen in den
Aggregationsmedanismus in der von Serotonin angestol¥enen Kaskade liegt. Jedoch ist auch
eine Tendenz der hoheren Aktivitdt bei der von ADP-ausgelésten Aggregation zu erkennen,

wenn auch nicht so konsistent.

Von den Imidazolderivaten nmmt die Verbindung 11 e eine Sonderstellung ein. Sie hat die
niedrigste 1Cs, in dem kollageninduzierten Test und zegt mit den beiden anderen Induktoren
erheblich weniger Wirkung als die beiden anderen Phenyl-Verbindungen 11 b, d. Die in dlen
Tests potenteste Verbindung ist die mit vier Methylengruppen zwischen Phthalaan und
Imidazol (Verbindung 11 d). Die Phenylmethyl-Verbindung 11 k zegt ein dem Phenyl-
Anaogon 11 b &dhnliches Verhalten. Beide sind in dem 5-HT-induzierten Test ungeféhr um
den Faktor 4 potenter as in den beiden anderen Modellen, wobe jedoch von der
Phenylmethyl-Verbindung jeweils ca die doppelte Menge fir gleiche Wirkung eingesetzt

werden muss

Eine Methyl-Substitution in 5-Stellung des Furan-Restes wirkt sich rur auf die
kollageninduzierte Aggregation aus. Die entsprechend substituierte Verbindung 17 b hat eine
um den Faktor 2 niedrigere 1Cs, als die unsubstituierte. Das gleiche Verhdtnis findet man
auch fur die Phenylmethyl-Verbindungen 17 g und 17 h (siehe Kapitel 3.1.1.8, Seite 87).
Unerwartet ist die mit 120 uM redht hohe ICso von 17 gbei der ADP induzierten Aggregation.
Wirde diese Verbindung sich @nlich wie 17 g b verhalten wirde man einen Wert <70 uM

erwarten.

Erstaunlich ist die ADP-Speafité der Aggregationshemmung der Verbindung 14 e. Wird
ADP zur Audésung der Thrombozytenaggregation verwendet, bendtigt man von dieser
Substanz nur 32 uM zur halbmaximalen Hemmung. Das ist, verglichen mit der von Kollagen
ausgelosten Aggregation (180 uM), ein Sedhstel; ein Drittel im Vergleich mit Serotonin (63
UM).

Aus den Testergebnisen lasg sich somit kein gemeinsamer Wirkmedianismus erkennen. Ich

maochte jedoch einige M 6glichkeiten anspreden.
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Denkbar wéare ane Inhibierung oder rasche Deé&ktivierung der Phospholipase C, die bel alen
drei Wegen aktiviert wird. Auch eine Blockade der durch IP; (welches von der PLC gebildet
wird) aktivierten Ca*-lonenkanale ware eén mogli cher Wirkmechaiismus.

Auch darf nicht auRer Acht gelassen werden, dass die verschiedenen Substanzklassen Uber
unterschiedliche Wege a1 einer Hemmung der Thrombozytenaggregation fuhren konnen. So
hat sich Substanz 17 g as shwader Aktivator der sGC erwiesen (siehe Kapitel 3.2). Die
Verbindungen 17 aund 17 gzegen auch eine Hemmung der PDE 5 (siehe Kapitel 3.3).

3.2 Aktivierung der l6slichen Guanyly Icyclase (sGC)

YC-1 (siehe Abb. 5) ist ein Aktivator der sSGC™*¥, der (iber Bindung an einen regulatorischen
Bereich dieses Enzyms wirkt®®", Dieses Enzym wandelt Guanosintriphtosphat (GTP) in
cyclisches Guanosin-3",5 -monophosphat (cGMP) um. Das cGMP ist ein second messenger-
Molekil, das eine Vielzahl von Funktionen innehat. In den Thrombozyten bewirkt es u.a.
Uber die Aktivierung der Protein Kinase G eine verringerte Freisetzung von Ca* in das
Cytosol™. Durch Inhibition der PLC"? vermindert cGMP die Bildung von IP; und bewirkt
somit indirekt eine Erniedrigung des intracdlularen Ca**-Spiegels (siehe auch Kapitel 3.1.1,
Seite 78). Die Inhibierung der PDE 3 duch cGMP®? fiihrt, Gber Hemmung des Abbaus, zu
einer Erhéhung der intracdlularen cAM P-Spiegel.

Zusammengefasg fuhrt eine Erhohung der cGMP-Konzentration in den Thrombozyten zu

einer Hemmung der Aggregation.

3.21.1 Testmethod e

Die Substanzen wurden im Institut fir Cardiovaskulére Forschung der Bayer AG getestet!™.

Dazu wurde rekombinante sGC fur 10 min mit oder ohne Testsubstanz in einem Puffer
inkubiert. Dieser Puffer enthdlt u.a [0-*P]-GTP als Substrat fir die sGC. Nad der
Inkubationszeit wird de Reé&ktion durch Zugabe von Zinkacdat und Natriumcarbonat
beendet. Nach Zentrifugation wird das im Uberstand enthaltene [a-*P]-cGMP durch
Chromatographie tber neutralem Aluminiumoxid gereinigt und de enthaltene Menge an [a-
¥P]-cGMP durch Scintill ationsmessingen bestimmt. Durch Vergleich mit dem Basalwert
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kann die Stimulation der sGC bestimmt werden. Es wurden jewells zwei Bestimmungen mit
einer Testsubstanzkonzentration von 100 uM und 10 puM durchgefihrt. Fir die 100 uM
Konzentration der Testsubstanz wurde ausétzlich die Stimulation in Gegenwart von 0.1 uM 2-
(N,N-Diethylamino)-diazewolat-2-oxid (DEA/NO) einem NO-Donor getestet. NO ist der
endogene Aktivator der sGC, so dassene eventuelle Additivitdt der Stimulation beobadtet

werden kann.

3.2.1.2 Auswahl der Testsubstanzen

Es wurden drei Imidazolylalkyl-substituierte und 2zwel Furfurylmethyl-substituierte
Phthalaznamine ausgewédhlt. Als Vertreter der Phthaaznone wurde das 2-[(2-
Hydroxyethoxy)ethyl]-4-phenyl-phthalaan-1(2H)-on (18 @  ausgewdhlt.  Mangels
antiaggregatorischer Wirkung wurden weder Amide der 3-(Arylalkyl)-(4-Oxo-3,4-dihydro-
phthalazn-1-yl)-essgsduren noch Pyridaanamine getestet. Die nadifolgende Abb. 82

veranschaulicht die Struktur der Testverbindungen.

17a| O 18 a
179| 1

Abb. 82: Ausgewahlte der Testsubstanzen

3.2.1.3 Ergebnisse

Von den getesteten Substanzen zeigt nur 17 geine Stimulation der sGC.
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Diese Stimulation ist von der Konzentration abhingig. Liegt die Substanz in einer
Konzentration von 100 uM vor, ist die Aktivitét der sGC lediglich um den Faktor 5 erhoht. In
der niedrigeren Konzentration (10 puM) ist die Stimulation rnur 2-fach. In Gegenwart von
DEA/NO findet man eine 83-fache Stimulation, DEA/NO alleine bewirkt eine Erhéhung der
Basal-Aktivitdt um den Faktor 47.

Unter den gleichen Testbedingungen bewirkt 100 uM Y C-1 eine Erhdhung der Aktivité um
den Faktor 93, in Gegenwart von DEA/NO um den Faktor 550

Eine Uber die Aktivierung dieses Enzyms vermittelte Hemmung der Aggregation ist also eher

unwahrscheinlich.

3.3 Hemmung der Phos phodiesterasen (PDES)

Phosphodiesterasen katalysieren den Abbau von cyclischen Nucleotiden zu den entspredh-
enden Monophosphaten. Eine Hemmung der PDEs erhdht aso die Konzentration der
cyclischen Nucleotide. Es snd eine Vielzahl von PDEs bekannt, die sich durch ihre
Substratspeafitét, Cofaktoren und Gewebsvertellung unterscheiden. Zur Zeit sind ef
Familien der PDEs (PDE1-11) bekannt!.

Von diesen ist die iGMP bhindende cGMP abbauende PDE 5 von besonderem Interesse, da
diese in Thrombozyten in grofZer Menge vorhanden ist™.

Die Effekte, die mit einer Erhdhung der Konzentration von cGMP einhergehen, sind schon im
vorigen Kapitel 3.2 beschieben.

3.3.1 Testmethode

Die Substanzen wurden im Institut fir Cardiovaskulére Forschung der Bayer AG getestet!™.

Dazu wurde das von Amersham Biosience angebotene PDE-Assy-Kit (TRKQ7100 nad
Produktbroschiire verwendet. Es handelt sich hierbei um einen , scintill ation proximity assay*
(SPA). Dieser beruht auf der spezfischen Bindung des 5-GMP an mit entsprechenden
Anitkorpern beschichteten Mikropartikeln (Perlen mit einem Durchmesser von ca 2.2 um).
Diese bestehen aus Yttrium-Silikat, einem géngigen Szintill ations-Agens. Als Substrat fur die
eingesetzte humane rekombinante PDE 5 wurde mit Tritium merkiertes 37,5 -[°*H]cGMP
verwendet, welches nicht an die PSA-Perlen hindet. Das an die SPA-Perlen gebundene, durch
PDE-vermittelte Hydrolyse gebildete, 5-[*H]GMP, erzeugt bei Zerfal B-Strahlen, die bei

auftreffen auf das Yttriumglica einen Szintill ations-Blitz hervorrufen. Diese Szintill ations-
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Blitze kdnren in einem Szintillationszahler registriert und quantifiziert werden. Da nur das 5'-
[*H]GMP an die SPA-Perlen hindet ist die Wahrscheinlichkeit, dass die Strahlung eines -
Zerfdls von 5-[°H]JGMP auf das Szintillations-Agens trifft, hoher, als dass ein
Zerfalsereignis des nicht umgesetzten, in Losung befindlichen, 3°,5-[*H]cGMP eine
Szintill ation audost (das Signal-Rausch-Verhdltnis betrégt 10:1). Es ergibt sich somit eine
direkte Abhéngigkeit der gezalten Blitze von der 5-[*H]|GMP-Konzentration. Somit lasg
sich eine Aussage Uber die Aktivitét der PDE 5 in An- und Abwesenheit eines Hemmstoffes
treffen. In Abb. 83ist das Prinzip schematisch dargestellt.

PDE 5

3' 5 -"H]-cGMP 5 -H]GMP

SPA-Perle

LN

Szintillations-Emmision

Abb. 83: Schema des SPA-PDE-Assays

3.3.2 Auswahl der Testsubstanzen

Es wurden die selben Verbindungen ausgewdahlt deren sGC-Stimulation bestimmt wurde
(siehe Abb. 82, Seite 101).

3.3.3 Ergebnisse

Die beiden Furanylmethyl-substituierten Verbindungen 17 aund 17 ghemmen die PDE 5 mit
einer |Csovon jewells 10 uM.

Dieses snd de Verbindungen, die dem Y C-1 strukturell am dhnlichsten sind. Auch fir YC-1
wird sowohl eine Stimulation der Guanylylcyclase ds auch eine unspeafische Hemmung der
Phosphodiesterasen beschrieben””. Diese beiden Effekte sollten Synergismus zegen, was

eine mogliche Erklarung fur die recht starke in vitro Wirkung deser beiden Verbindungen
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ware. Jedoch spricht das redht unterschiedliche Verhalten der beiden Substanzen in den Born-
Test gegen eine solchermal3en vermittelte Hemmung der Thrombozytenaggregation (siehe
auch Kapitel 3.5, Seite 107).

3.4 Blockade des 5-HT,5-Rezeptors

Bindet Serotonin an den dafir speafischen Rezeptor an der Thrombozytenoberfladche (5-
HT,a), fuhrt dies zu proaggregatorischen Redktionen im Zellinneren (sehe Kapitel 3.1.3,
Seite 95). Diese kdnren durch Blockade des Rezeptors unterdriickt werden. Ein bekannter,
Uber diesen Medhanismus wirkender Stoff, ist das Sarpogrelat™. In Kapitel 3.1.3.2 (Seite 96)
konrte gezegt werden, dass $eben von adit getesteten Verbindungen mit Serotonin als
Induktor - im Vergleich mit Kollagen - in geringerer Konzentration die Thrombozytenag-
gregation hemmen. Besonders die Verbindung 17 atat sich dabel hervor, da sie mit Serotonin
as Induktor eine 1C5, von 2.5 uM aufzegt. Dies ist die niedrigste im Rahmen dieser Arbeit
gefundene 1Cs,. Wird Kollagen als Auddser verwendet, ist eine Konzentration von 28 UM zur
halbmaximalen Hemmung notig. Dieser Befund l&se eine Hemmung der Aggregation Uber
Blockade des Serotonin-Rezeptors vermuten. In einem in vitro-Modell 18sg sich die Fahigkeit

einer Substanz ar Blockade des Rezeptors Uberprifen.

3.4.1 Durchfihrung

Die Versuche wurden von Dr. Pertz im Institut fir Pharmazie der FU Berlin durchgefihr
Manniche Wigstar-Ratten (280 — 350 9 wurden durch Dekapitieren getdtet und de
Schwanzarterie (ventrde Kaudaarterie) nach dem Entbluten der Tiere unverziiglich
herausprépariert. Die Arterie wurde sorgféltig von anhaftendem Bindegewebe befreit und
vorsichtig auf einen stumpfen Edelstahldraht (d = 0,3 mm) aufgezogen, um das Endothel zu
zastoren. Nadh Entfernen des Drahtes wurde die Arterie in 4 zylindrische Segmente von 4 —
5 mm Lange zetelt, die avischen je avel stumpfe L-formige Edelstahlhdkchen (d = 0,15
mm) horizontal positioniert wurden, indem diese vorsichtig in das Lumen eingefthrt wurden,
um die Registrierung von kontraktilen Effekten zu ermdglichen. Die Préparate wurden in
Organbéder von 20 mL Fassungsvermdgen eingehangt, die mit modifizierter Krebs-Hensel eit-
Losung der folgenden Zusammensetzung (in mM) gefillt waren: NaCl 118 KCI 4,7, CaCl,
2,5, MgSO, 1,2, KH,PO, 1,2, NaHCO;3; 25 wnd D-Glucose x H,O 10. Die Lésung wurde
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kontinuierlich mit 95% O./5% CO, begast und auf eine konstante Temperatur von 37 °C
erwarmt. Die Prgparate wurden mit einem elektromedanischen Druckwandler (Transducer
TF6V5, W. Hedk, Mainz) sowie @nem Verstdrker (TSE Transducer Coupler 4711 und
einem Schreiber (Siemens Kompensograph C1016 zur kontinuierlichen Aufnahme
isometrischer Spannungsanderungen verbunden. Eine Ruhekraft von 5 mN wurde zu Beginn
des Experiments eingestellt. Wahrend einer nachfolgenden Stabili sierungsperiode von 30 min
wurden die Organe zawema jewells nadh 15 min nadgespannt. Nadh Ende der
Stabilisierungsperiode wurde die Ruhekraft von 5 mN nicht mehr manuell veréndert.
Anschliefiend wurden die Pr8parate fur weitere 90 min aquili briert. Wahrend deser Phase
erfolgte nach 30 min eine Vorstimulation der Organe mit 1 uM 5-HT. Die Badflissgkeit
wurde regelmal3ig (ale 30 min) ausgetauscht. Drei Konzentrations-Wirkungskurven fur 5-HT
wurden im Abstand von 70 min an jedem arteriellen Segment in kumulativer Tednk
aufgenommen, wobei die Badkonzentration von 10 nM 5-HT bis zur Maximalkontraktion in
geometrischen Schritten gesteigert wurde. Die nadhsthdhere Konzentration an 5-HT wurde
erst nach Aushildung eines dabilen Effekts as Folge der vorausgegangenen Konzentration
vorgelegt. 17 awurde 30 min vor der zweiten bzw. dritten Konzentrations-Wirkungskurve
inkubiert. Die Experimente wurden in stdndiger Gegenwart von Prazosin (0.1 puM) zur
Blockade von a;-Adrenozeptoren und Cocan (6 M) zur Hemmung des neuronalen ‘uptakes
durchgefuhrt.

3.4.2 Ergebnis
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Abb. 84: Antagonismusder 5-HT-induzierten Kontraktion durch 17a an der Rattenschwan zarterie.
Gezegt werden kumulativ aufgenommene K onzentrations-Wirkungskurven fir 5-HT in Abwesenheit

und Anwesenheit von 17 a. Die Daten sind Mittelwerte+ SEM von jeweils 4 E xperimenten.

Die Verbindung bewirkte bel einer Konzentration von 10 uM einen konzentrationsabhéngigen
Antagonismus der kontraktilen Effekte von 5-HT. In einer Konzentration von 10 uM fuhrte
17 azu einer Redtsverschiebung der Agonisten-Konzentrations-Wirkungskurve, wobei die
maximale Wirkungsgérke um 30% vermindert wurde. Da der maximale Effekt von Serotonin
nicht durch entsprechend hohere Konzentrationen erzeugt werden konrte, ist die Hemmung
als nicht-kompetitiv zu bezechnen.

Fur 17 awurde die Antagonisten-Dissoziationskonstante bzw. deren negativer Logarithmus
(pA-Wert) bestimmt. Der pAx-Wert wurde nach der Methode von Furchgott™ nad
folgender Gleichung beredhnet:

PA2 = —logi0 ¢(B) + l0g10 (r — 1)

wobe man unter ¢(B) die Konzentration des verwendeten Antagonisten und unter r
("concentration-ratio”) den Quotienten aus den ECso-Werten des Agonisten in Anwesenheit
und Abwesenheit des Antagonisten versteht. Dabel ist hier aufgrund der auf 70 %
verminderten Maximawirkung ftr die ECs, in Anwesenheit des Antagonisten die aur 35 %-

igen Hemmung notige Konzentration von 5-HT einzusetzen.
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Der pA,-Wert betrug 5.78 £ 0.08 (n = 4). Bel den angegebenen Daten handelt es sch um
Mittelwerte £ SEM (Standardfehler der Mittelwerte).

Dies bedeutet, dass eine Konzentration wvon 1.7 puM 17 a bendtigt wird, um die

Konzentrations-Wirkungs-Kurve um den Faktor zwei nach rechts zu verschieben.

Somit erwies sch 17 aals nicht-kompetitiver Antagonist von 5-HT am 5-HT,x-Rezeptor der
Rattenschwanzarterie. Jedoch ist es kein klassscher nicht-kompetitiver Antagonist, da neben
der Depresson der maximalen Wirkstérke auch eine Reditsverschiebung der Konzentrations-
Wirkungs-Kurve ai finden ist. Dies deutet auf eine eschwerte Verdrangung des Antagonisten
(17 @ durch den Agonisten (5-HT) hin, die in der Fadliteratur mit ,unsurmountable”
bezechnet wird.

3.5 Zusammenfassung und Bewertung der in vitro Testergebnisse

Viele der im Rahmen diese Arbeit dargestellten Verbindungen zegen nur maidige (1Cs, > 150
1M; Kollagen als Audldser) oder keine Hemmung der Thrombozyteraggregation.
Nenrenswerte Wirkung zeigen jedoch zahlreiche Vertreter der Substanzklassen 11, 12, 14, 17
und 18 (siehe Abb. 85).
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Abb. 86: Verbindungen ohne Hemmwirkung

Keine oder nur ene schwadh ausgepragte (1Cs, > 150 pM) Hemmung der
Thrombozytenaggregation zeigen die a1 den  1-Phtaaznaminen  zugehorigen
Verbindungsklaseen 10, 13, 15 und 16, Mit Ausnahme der 2-(2-Hydroxyethoxy)-
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substituierten 4-Arylphthalazn-1-one (18 af) sind ale weiteren 4-Aryl- und 4-Arylakyl-
phthalazn-1-one 19-22 gerinnungsphysiologisch inaktiv. Weder die Amide der 3-(Arylalkyl)-
(4-Oxo0-3,4-dihydrophthalazn-1-yl)-essgsauren 27-30 noch die 6-Phenyl-3-pyridaznamine
35-37 hemmten die Aggregation von Thrombozyten in vitro (siehe Abb. 86).

Die von Kollagen ausgel6ste Aggregation wird von Verbindungen der Klasen 11, 14 und 17
in besonders niedrigen Konzentrationen gehemmt (siehe Kapitel 3.1.1 ff). Einige Vertreter
dieser Verbindungsklasse wurden auch auf ihre Hemmwirkung bei von ADP- und Serotonin-
ausgeloster Aggregation untersucht. Dabel fanden sich einige estaunliche Antagonisten-
Spezfizitdten (sehe Kapitel 3.1.4). Hervorheben mdchte ich hier noch einmal die ADP-
Spezfitdt der Hemmung von 14 e. Auffdllig ist auch die bei den meisten Verbindungen stark
verringerte 1Cso, wenn Serotonin als Audoser der Aggregation verwendet wurde. Besonders
stark ist diese Verminderung bei der Verbindung 17 g hier findet man eine Abnahme der 1Cs,
um den Faktor 11 (von 28 uM auf 2.5 uM).

Die beiden Furanylmethyl-substituierten Verbindungen 17 ag zegen eine Hemmung der
PDE 5 in gleicher Konzentration (ICso = 10 puM). lhr Verhdten in den Born-Tests gricht
jedoch gegen eine Uber die Hemmung dieses Enzyms vermittelte Hemmung der Aggregation.
Zwar ist eine unterschiedliche 1Cs, der beiden Verbindungen bel verschiedenen Induktoren
(aufgrund unterschiedlicher Aktivierungswege) durchaus nadvollziehbar, doch solite die
Veradnderung der ICs, bei Variation des Induktors fir beide Verbindungen dann in der
gleichen Grofenordnung zu finden sein. Jedoch verdndert sich die ICs, fur 17 a beim
Ubergang von Kollagen auf ADP um den Faktor 0.5 (von 28 uM auf 14 uM) fir 17 gfindet
man einen Faktor von 1.8 (von 68 uM auf 120 uM). Ubergang von ADP ads
Aggregationsgarter zu Serotonin aul3ert sich bei Verbindung 17 ain einer Abnahme der ICy,
um den Faktor 5.6, fur 17 g findet man eine Abnahme um den Faktor 7. Auch eine
unterschiedliche Plasmaprotein-Bindung, und damit unterschiedliche Verfligbarkeit fur die
PDE 5, sind aufgrund der hohen strukturellen Ahnlichkeit der Verbindungen 17 aund 17 g
eher unwahrscheinlich.

Da dsich eine Blockade des 5-HT.-Rezeptors durch die Verbindung 17 ain der gleichen
Konzentration wie die Hemmung der Thrombozytenaggregation zeigen lief3, ist es redit
wahrscheinlich, dass die aitiaggregatorische Wirkung deser Substanz auf diese Weise
vermittelt wird. Die strukturellen Ahnlichkeiten lassn vermuten, dass die anderen Vertreter

der Substanzklase 17 auch Uber eine Blockade des 5-HT.\-Rezeptors wirken. Fur die
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Verbindungsklasse 11 18sg sich, aufgrund der redht grofen strukturellen Unterschiede, eine

solche Vermutung ohne weltere Tests nicht begrinden.

3.6 Bestimmung der Throm bus bildung in vivo

Die in vitro Testmodelle haben den grofRen Naditell, dass physiologische Faktoren rnicht
berlicksichtigt werden. Im Allgemeinen sind das Resorption, Distribution, Metabolismus und
Bioverfugbarkeit. Fir die Blutgerinnung sind aber noch spezellere Einflisse wie Blutdruck,
GefalRdurchmesser, Endothelbeteiligung, Scherstromungen und Viskositdt des Blutes von
Bedeutung. Deshalb ist es ndtig, die Substanzen in einem in vivo Modell zu testen, in dem all
diese Faktoren berlicksichtigt werden. In dem Arbeitskreils Rehse ist dazus ein Laser-
Thrombose-Modell etabliert (siehe Abb. 87). Dieses basiert auf Versuchen von Weichert!®
und Seiffge®”. Etabliert wurde es von Kesselhut® und Schein®. Ciborski®? standardisierte
die Melmethode und entwickelte neue Verfahren zur statistischen Auswertung.

TV-Kamera

TV-Monitor I—’Vidoerecorder}—

Timer Okular
10-500 ms —
Justiereinheit
/ ]
/7 I

Verschluss }—| Filter ——Ratte —

0.001% - 1%

Laser // Lampe

Abb. 87 : Schematischer Aufbau des L aser-Thrombose-M odell s
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Methode:

Mesenterialgefal3e von jungen ménnlichen Wistar-Ratten mit einem Gewicht von 150-180 g
werden freigelegt und duch Beschuss mit einem Argon-Laser geschédigt. In Folge des
Laserbeschusses werden Kollagenfasern des sibendothelialen Gewebes freigelegt und ADP
von zeadorten Zelen freigesetzt. Dadurch kommt es zur Aktivierung oer
Thrombozytenaggregation und es bildet sich ein hauptsddilich aus Thrombozyten
bestehender sog. weiller Thrombus. Dessen Bildung lasg sich durch das Mikroskop

verfolgen.

Versuchdurchfihrung :

Die Verbindungen werden durch eine Kanlle per os appliziert. Die Substanzen werden mit
1% Gummi Arabicum zu ener Suspension verarbeitet. Die Dosis betrégt 60 mg/kg
Korpergewicht. Nadch zwel Stunden wird das Mesenterium freigelegt und de laserinduzierte
Thrombusbil dung beobadhtet.

Auswertung :

Die pro Gefédstelle (Arteriolen kew. Venolen) bendtigte Anzahl an Laserschisen, die aur
Bildung eines Thrombus nétig waren, wurden gezdlt. Ein Thrombus lag dann vor, wenn er
wenigstens die Grofe anes Leukozyten (10-12 uM), also den 10-fachen Durchmessr eines
einzenen Thrombozyten, erreichte. Konnte auch nadh funf Laserschiissen noch keine Bildung
eines Thrombus beobaditet werden, wurde die Untersuchung an dieser Gefal3stelle beendet
und eine Expostionszahl von sedhs notiert. Die Testsubstanzen wurden an funf Tieren
untersucht, pro Tier wurde a jewells sds Stellen der Arteriolen und der Venolen ein

L aserbeschussvorgenommen. Zur Kontrolle dienten jeweils neun Tiere.

Thrombusbildungsindex (TBI) :

Der TBI ist das Mal3 fur die Wirkstérke ener Substanz. Er beredhnet sich aus dem Quotient
aus der Summe der bendtigten Laserschiisee und der Anzahl der untersuchten Geféldstellen je
Tier und GeféRart. Er gibt also die durchschnittliche Anzahl an Laserschisen an, die au
Thrombenhbildung je Tier und Gefél3art notig waren.

Mittlerer Thrombusbildungsindex (mTBI) :
Der mTBI ist das arithmetische Mittel aus einer Mesgelhe mit einer bestimmten Anzahl von

Tieren. Zur bessren Vergleichbarkeit der Messergebnisse verschiedener Experimentatoren
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wird der mTBI in den Thrombushildungsindex umgeredhnet. Dieser gibt dann die au
erwartende prozentuale Hemmung der Thrombusbildung an. Dazu wird je Gefél3art der mTBI
des Kontrollwertes auf 0 % gesetzt und der maximale mTBI auf 100 % festgelegt. Es ergibt
sich somit folgende Rechnung'® :

mTBI (Test)- mTBI (Kontrolle)
6- mTBI (Kontrolle)

x100

Hemmungder Thrombusbidung (%) =

Die Standardabweichung s und der Standardfehler s, berechnen sich nach den dblichen
Gleichungen'®®,

Die Signifikanz der durchgeftihrten Mesgeihen wird mit Hilfe des Rangsummen-Tests nach
Wilcoxon, Mann und Whitney® Uberpriift. Ergibt sich eine Irrtumswahrscheinlichkeit (P)
groler 0.1, wird das Ergebnis dsnicht agnifikant (n.s.) gewertet.

In adler Regel findet man nur bei Hemmung der Thrombusbildung von mehr als 5 % eine
signifikante Wirkung.

Aufgrund der grofen Anzahl im Arbeitskreis gnthetisierter Verbindungen und geringer
Kapaata des Testmodells, konnte nur eine Auswahl von Verbindungen in vivo getestet

werden.



Pharmakologischer Tell 113

3.6.1 4-Aryl- und 4-Arylalkyl-1-phthalazinamine

3.6.1.1 [N-w(Dimethylamino)alkyl]-4-phenyl-1-phthalazinamine

1Cso Hemmung der Thrombushil dung
Verbindung n [uM] Arteriolen Venolen
(Koll.) | %+s, | P< | %5, | P<

10 a 1 76 7+2 | 001 | Ox1 n.s.

10b 2 100 61 | 005 | 01 n.s.

Tab. 64: Hemmung der Thrombusbil dung durch [N-w-(Dimethylamino)alkyl]-4-phenyl-1-

phthalazinamine

Beide Verbindungen zeigen eine geringe Hemmung der Thrombushildung in den Arteriolen,
in den Venolen sind beide unwirksam. Die Unterschiede in der Wirkung sind so gering, dass

sich daraus keine Strukturabhéngigkeit erkennen |&sd.

3.6.1.2 N-[w(Imidazol-1-yl)alkyl]-1-phthalazinamine

Da die in vitro Ergebnise redt vielversprechend waren (siehe Kapitel 3.1.1.2 , Seite 81;
Kapitel 3.1.4, Sate 98) wurde ane dwas grofRere Anzahl von Verbindungen diesen Typs
getestet.
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Ver. Ca Hemmung der
Thrombusbil dung
bin- n m R [uM] Arteriolen Venolen
/:\N dung (Kall.) | % s, P< %41s, P<
Y| 11a| 0 | 1 H 80 [2x1| ns [1£1] ns
" 11b 0 2 H 45 | 7+1| 001 |4+1) 0.05
1llc 0 2 CH; 44 | 8+1| 001 |4+1) 0.05
11d 0 3 H 18 |7+1| 001 |2+£1| ns
1l1e 0 4 H 24 |4+1| ns |0x1l| ns
11 1 1 CH; 140 | 6+1| 002 |1+1| ns
11k 1 2 H 70 [2+1| ns |[0x1| ns
111 1 2 CH; /8 [ 3+1| ns |[2%£1| ns

Tab. 65: Hemmung der Thrombusbildung durch N-[w-(Imidazol-1-yl)alkyl]-1-phthalazinamine

Die maximae Wirkung deser Substanzklase zegt die (2-Methyl-imidazol-1-yl)propyl-
substituierte Verbindung 11 ¢ mit einer Hemmung der arteriellen Thrombushildung von 8 %.
Die an Imidazol unsubstituierte Verbindung 11 b wirkt mit 7 %-iger Hemmung nur
geringfligig schledhter. Eine Kettenverléangerung von drei auf vier Methylengruppen (11b -
11 d) bewirkt keine Anderung der in vivo-Aktivitat. Sowohl eine Verkiirzung auf zwei (11 @
as auch eine Verlangerung auf funf (11 €) Methylengruppen fuhrt zu einer Verringerung der
Hemmung, so dass die Wirkung dieser Substanzen nicht als sgnifikant angesehen werden
kann.

Von den getesteten Phenylmethyl-Verbindungen 11 j-l zegt nur die (2-Methyl-imidazol-1-
yl)ethyl-substituierte Verbindung 11 ) mit 6 % Hemmung in den Arteriolen eine signifikante
Wirkung. Dies ist besonders bemerkenswert, wirkt doch das nahe verwandte (Imidazol-1-
yl)ethyl-4-phenyl-Derivat 11 anicht signifikant.

Die in vivo Ergebnise fir diese Substanzklass korrelieren gut mit den in vitro gefundenen
Struktur-Wirkungs-Bezehungen (siehe auch Kapitd 3.1.1.2, Seite 81).
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3.6.1.3 N-[w(1H-Triazol-1-yl)alkyl]-4-phenyl-1-phthalazinamine

Die Vertreter diessr Verbindungsklase zegen eine redt ausgepragte Hemmung der
Thrombozytenaggregation in vitro (sehe Kapitel 3.1.1.3, Seite 82). Mit Ausnahme der 2-
(Triazol-1-yl)ethyl-Verbindung 12 awurden alle Verbindungen in vivo getestet.

Ver- 1Cso Hemmung der Thrombushil durng
O bin- n [uM] Arteriolen Venolen
XN dung (Kall.) | % #£s¢ P< % £S¢ P<
O /'L 12b 2 60 9+2 | 001 | 21 n.s.
HN\[\/k\’\{SN 12¢ 3 84 |10%2]| 001 | 2+1 | ns
12 b-d " 12d 4 31 12+1| 0002 | 7«1 | 0.0L

Tab. 66: Hemmung der Thrombusbildung durch N-[w-(Triazol-1-yl)alkyl]-1-phthalazinamine

Man findet, abweichend von den in vitro-Ergebnissen, eine Zunahme der Hemmwirkung mit
Verlangerung der Alkylkette. Die demisch eng verwandten N-[w-(Imidazol-1-yl)akyl]-1-
phthalaznamine (11 ae,j-l) zagten eine Korrelation der in vitro Hemmung mit den Effekten
in vivo.

Von dlen im Rahmen dieser Arbeit getesteten Verbindungen hemnt das N-[5-(1H-1,2,4-
Triazol-1-yl)pentyl]-4-phenyl-1-phthalaznamin (12 d) die Thrombushildung sowohl in den

Arteriolen (12 %) als auch den Venolen (7 %) am starksten.

3.6.1.4 N-[2-(2-Hydroxyethoxy)ethyl]- und 2-(2-Hydroxyethylamino)ethyl-1-

phthalazinamine °

Von diesen Substanzklasen wurden rur die Phenyl- (14 a 15 @ und de Phenylmethyl-

Derivate 14 e und 15c in vivo getestet, keinezegte ane signifikante Wirkung.

° Diese Nomenklatur weicht von der nach IUPAC geforderten ab. Die korrekte Nomenklatur wird im

experimentellen Teil verwendet.
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Ver- 1Cso Hemmung der Thrombushil durng
bin- n [uM] Arteriolen Venolen
dung (Koll.) | %+s, P< %+s, P<
14 a 0 96 2+2 | ns 1+2 | ns
1l4e 1 180 0+1 n.s. 0+1 n.s.
15a 0 160 0+2 n.s. 0+1 n.s.
15c 1 150 1+1 | ns 0x1 n.s

Tab. 67: Hemmung der Thrombusbildung durch N-[2-(2-Hydr oxyethoxy)ethyl]- und 2-(2-
Hydroxyethylamino)ethyl-1-phthalazinamine

3.6.1.5 N-[3-(Morpholin-4-yl)propyl]-4-phenyl-1-phthalazinamin (16 b)
Es wurde nur die oben genannte Verbindung aus der Serie der Morpholin-4-ylalkyl
substituierten Phthalaanamine getestet. Die Wirkung ist mit 7 % Hemmung in Arteriolen

(5=0.01) und 2 %in den Vendlen (n.s.) recht gering.

3.6.1.6  N-(Furan-2-yl-methyl)-1-pthtalazinamine

Diese Verbindungen sind in den in vitro Testmodellen in sehr geringen Konzentration
aggregationshemmend (siehe Kapitel 3.1.1.8, Seite 87, Kapite 3.1.4, Seite 98). Die
Ergebniss der in vivo Versuche zegen deutlich deren Notwendigkeit, da die Substanzen rur

unerhebli che antithrombotische Eigenschaften kestzen.

1Cso Hemmung der Thrombushil dung
Verbindung n [uM] Arteriolen Venolen
(Kall) | %+s, Ps< %z*s Ps<
17 a 28 4+1 0.2 2+1 0.2
179 68 4+1 0.1 0+1 n.s.

Tab. 68: Hemmung der Thrombusbil dung durch N-(Furan-2-yl-methyl)-1-pthtalazinamine
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3.6.1.7 2-[2-(Hydroxyethoxy)-ethyl]-(2H)-phthalazin-1-one (18) wund 2-[2-
(Acetoxyethoxy)ethyl]-(2H)-phthalazin-1-one°(19)

Der Ubersicht halber werden hier die beiden Substanzklasen zusammen behandelt, da

letztere ds Prodrug der zuerst genannen gedadit waren.

Ver. Ca Hemmung der
Thrombusbil dung

bin- n R [uM] Arteriolen Venolen
dung (Kall.) [%+s, P< %+s, P<
18 a 0 H 56 1+2| ns |0+x1| ns
19a 0 H >300 |5£1| 005 |2+1| ns
18b 0 F 200 31| ns |2+1]| ns
19b 0 F >300 | 3+2| ns |21 ns
18e 1 H >300 [2+1| ns |[0x1]| ns
19e 1 H >300 [3+1| ns |21 ns

Tab. 69: Hemmung der Thrombusbildung durch 2-[2-(Hydr oxyethoxy)-ethyl]-(2H)-phthal azin-1-one und
2-[2-(Acetoxyethoxy)ethyl]-(2H)-phthalazin-1-one

Die Acetylierung der Hydroxy-Gruppe fuhrt nur bei der Phenyl-Verbindung zu einer, wenn
auch geringen, Steigerung der in vivo Aktivitét. Dies deutet auf unginstige Resorptions-
und/oder Metabolisierungseigenschaften der ungeschitzten Hydroxy-Gruppe hin.

Die Acaylierung der OH-Gruppe der 4-Fluorphenyl-Verbindung 18 b, welche in vitro und in
vivo etwas sarker wirkt als 18 g fihrt jedoch zu keiner Verstérkung der antithrombotischen
Eigenschaften in vivo.

Auch bei der Phenylmethyl-Verbindung 18 e ist kein Vortel durch Acetylierung der
Hydroxygruppe festzustellen.

9 Diese Nomenklatur weicht von der nach IUPAC geforderten ab. Die korrekte Nomenklatur wird im

experimentellen Teil verwendet.
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3.6.1.8 Amide der

essigsaure

3-(Phenylmethyl)-(4-Ox0-3,4-dihydroph thalazin-1-yl)-

Trotz fehlender in vitro Aktivitdt dieser Verbindungsklasse wurden einige Vertreter dieser

Klasse aich in vivo getestet. Es gibt in der Literatur zahllose Beispiele fur Wirkstoffe die st

durch Metabolisierung in ihre &tive Form Uberfihrt werden. Im Bereich der Antithrombotika
ist Clopidrogel das wohl bekannteste Beispiel, der aktive

identifiziert worden®®,

Metabolit ist erst kirzlich

Hemmung der
Ver- 1Cso .
Thrombusbil dung
bin- R [uM] Arteriolen Venolen
o dung (Koll.) | %+s, P< %z+s, P<
_R 3-(Dimethylamino)-
N 27b >300| 1+1 | ns |1£1|ns
propyl
§ve
2-(2-Hydroxy-
N 28 a (2-Fiydroxy >300| 01 | ns |0x1(ns
ethoxy)ethyl
o}
2-(Morpholin-4-yl)
29 a >300 | 12+1 |0.002| 3+£1(0.2.
ethyl
3-(Morpholin-4-yl)
29b >300| 61 | 005|0x£1(|ns
propyl

Tab. 70: Hemmung der Thrombusbil dung durch Amide der 3-(Phenylmethyl)-(4-Oxo-3,4-

dihydr ophthalazin-1-yl)-essgsdure

Uberraschend und ohne weitere pharmakologische Untersuchungen richt erklarlich ist die

Hemmung der Thrombushil dung durch die Verbindungen 29 a,b.

Denkbar wére ene Aktivierung duch Metaboliserung oder eine Einflussiahme aif Enzyme

und Rezeptoren (insbesondere des in vivo fiur die Thrombogenese wichtigen Endothels), die

dasin vitro-Modell nicht smulieren kann.




Pharmakologischer Tell 119

3.6.1.9 N-[(wImidazol-1-yl)alkyl]-6-phenyl-3-pyridazinamine

Auch diese Verbindungen wurden, trotz mangelnder Aktivitét in vitro, in diesem Testmodell

getestet.

1Cso Hemmung der Thrombushil dung

Verbindung n [uM] Arteriolen Venolen
XN (Kall.) | % #£s¢ P< % £S¢ P<
_ 35a 1 >300 | 1+2 | ns | 0x1 | ns
HN\H:\N\SN 35b 2 >300 | 4¥1 | 01 | 01 | ns
35 a-c 35c 3 >300 [ 51 | 005 | 01 n.s.

Tab. 71: Hemmung der Thrombusbildung durch N-[(w-midazol-1-yl)alkyl]-6-phenyl-3-pyridazinamine

Hier l&sd sich eine Tendenz zu verstérkter Hemmung der Thrombusbildung mit zunehmender
Kettenlange n erkennen. Eine Erklérung ist auch in diesem Fal nicht ohne weitere

pharmakologische Tests moglich.

3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse der in Vivo

Untersuchung en

Alle im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Verbindungen zeigen keine oder eine sehr geringe
Hemmung der Thrombushil dung in vivo.

Die doé&kste Wirkung zegt das N-[5-(1H-1,2,4-Triazol-1-yl)pentyl]-4-phenyl-1-
phthalaznamin (12 d) mit einer Hemmung von 12 % in den Arteriolen und 7 % in den
Venolen. In denin vitro Versuchen wurde fur diese Substanz ene 1Cs, von 31 uM festgestellt.
Die Substanz mit der zwetstdrksten Wirkung ist das N-[3-(Morpholin-4-yl)propyl]-[3-
(phenylmethyl)-(4-oxo-3,4-dihydrophthalazn-1-yl)]-essgsaureamid (29 @ mit einer 12 %-
igen Hemmung in den Arteriolen und 3 % Hemmung in den Venolen. Dies war en
Uberraschendes Ergebnis, zeigt die Verbindung doch keine Effekte auf die Thrombo-
zytenaggregation in vitro.
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Die ehoffte Verstérkung der in vivo-Wirkung der N-[2-(2-Hydroxyethoxy)ethyl]-(2H)-
phthalazn-1-one 18 ab,e durch Acetylierung der Hydroxy-Gruppe findet man rur fir die
Verbindung 18 a Doch auch die so erreichte Steigerung der Hemmwirkung von 2 % auf 5 %

in den Arteriolen ist recht enttauschend.

Die von den getesteten Verbindungen gezegten antithrombotischen Eigenschaften sind bei
weitem nicht fir eine sinnwlle Thromboseprophylaxe ausreichend. Die oft as shwades
Antithrombotikum angewandte Acetylsaicylsaure hemnt unter den von uns gewdahiten

Versuchsbedingungen die Thrombushbildung in den Arteriolen zu 48 + 10 % und in den

Venolen zu 20+ 5 % 9,



