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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ane Vielzahl von Substanzen geméal3 dem in der Einleitung
erlauterten Schema (siehe Abb. 2, Seite 3) dargestellt und auf antithrombotische
Eigenschaften getestet.

Dabel lag der Schwerpunkt der Arbeit auf den 4-Aryl- und 4-Arylalkyl-1-phthalaznaminen
10 — 17, da diese tellweise redht ausgeprégte Effekte auf die Thrombozytenaggregation in
vitro zagten (Born Test).

Bis auf wenige Ausnahmen (einige Vertreter der
Verbindungsklase 10, 13 und 15 zegen 4-Aryl-1-
phthalaznamine (n=0) eine um den Faktor 2 — 3 niedrigere
| Csp as die 4-Arylalkyl-1-phthalaznamine (n=1).

Der Substituent R wurde e@ngebradt, um die

Elektronendichte im aromatischen System zu verédndern. Es

kamen Fuor- und Chlor-Substituenten zur Erniedrigung, die

10-17
Methoxygruppe aur Erhohung der Elektronendichte zum
Abb. 88: Verbindungs- Einsatz. Da die 4-Arylalkyl-1-phthalaznamin-Derivate in der
Kasen 10 - 17 Regel weniger potent sind, wurde die Variation des

Substituenten R° bel dieser Klase nur exemplarisch
durchgefuhrt.
In den meisten Falen fihrt die Subgtitution am Aromaten (R”) zu einer verringerten
Wirkstérke der Verbindungen. Eine interessante Ausnahme davon hldet die Substanzklasse
14. Diese 2-(2-Hydroxyethoxy)ethyl-substituierten 1-Phthalaznamine zegen eine — wenn
auch geringe — Abhangigkeit der Wirkstérke von der Elektronendichte im Aromaten. Das 4-
Fuorphenyl-Derivat wirkt am stérksten, das Methoxy-Derivat am schwéadsten. Es ergibt sich
eine Reihe F>CI>H>OCH..
Da, wie oben dargestellt, eine Variation des Substituenten am Aromaten oder des Abstandes
des Aromaten vom Phthalaan nur méaiig erfolgversprechend waren, wurde der Schwerpunkt
auf das Auffinden gedgneter Substituenten R verlagert
Als Arbeitsthese wurden, aufgrund der gewiinschten Ahnlichkeit zu bekannten Aktivatoren
der Guanylylcyclase und Hemnstoffen der PDE 5, die Reste folgendermal3en ausgewahlt
» Einbringen eines oder mehrerer basischen Zentren

» Variation der Kettenlénge zwischen Phthalazn undbasischem Zentrum
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» Einflgen eines hydrophilen Restes

» Kombination der obigen Parameter

Sowohl Imidazol as auch 1,2,4-Triazol haben sich als besonders gedgnete basische
Substituenten ausgezechnet. Die eitsprechend substituierten Phthalaznamine zegen
ausgepragte antiaggregatorische Wirkung in vitro. Ausgehend von dem primér dargestellten
3-(Imidazol-1-yl-)propyl-Derivat wurde der Abstand zwischen Phthalaan und Heterocyclus

optimiert.

Hemmung der Thrombus-
: 1Cso [UM] : ey
Verbindung| n bildung in vivo / %
(Kollagen) :
Arteriolen Venolen
1lla 1 80 n.s. n.s.
11b 2 45 7 4
11d 3 18 7 n.s.
lle 4 24 n.s. n.s.
R 12 a 1 140
11 | Imidazol-1-yl 12b 2 60 9 n.s.
12 | 1,2,4-Triazol-1-yl 12c¢ 3 8.4 10 n.s.
12d 4 31 12 7

Tab. 73: Optimierung der Kettenlange der Verbindungsklassen 11und 12
" nicht getestet

Fur beide Verbindungsklassen findet man einen optimalen Abstand von vier Methylengrup-
pen zwischen Phthalazn und Heterocyclus. Dabei sind de Veradnderungen der Wirkstérke bei
Variation der Kettenlange bel den Triazol-Derivaten ausgepragter.

Die in vivo Versuche mit diesen Verbindungen zeigen jedoch ein anderes Bild. Die
Triazolderivate bewirken — tellweise trotz hoherer 1Cy in vitro - eine stdrkere Hemmung der
Thrombusbildung. Auch nmmt die Wirkung beim Ubergang von vier auf finf
Methylengruppen als Space nicht ab, sondern zu. Die Verbindung 12 d zegt die stérkste
Hemmung der Thrombushildung aller in dieser Arbeit dargestdlten Verbindurgen.
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Aufgrund der Ahnlichkeit zu YC-1 wurde auch ein Furan-2-ylmethyl-Rest eingefiihrt. Die
entsprechend  substituierten Verbindungen vom Typ 17 zdgen en interessantes
pharmakologisches Profil.

Hier findet man sehr niedrige 1Cs-Werte fir die kollageninduzierte
Thrombozytenaggregation. Das N-(5-Methyl-furan-2-ylmethyl)-4-
phenyl-1-pthtalaznamin (17 b) ist mit einer 1Cs, von nur 10 uM die
unter diesen Testbedingungen zweltaktivste Verbindung deser
Arbeit (fur 12 c findet man eine ICs, von 8.4 uM, s.o0.). Zwar
bewirkt auch in dieser Substanzklasse ene Substitution am

Abb. 89 : Verbindungss Phenylring einen Rickgang der Aktivitét, doch ist dieser nicht so
kase 17 ausgepragt, so dass man auch bei solchermalen substituierten
Verbindungen |Cs-Werte um 50 uM findet. Auch das Einbringen

einer Methylengruppe zwischen Fhenylring und Phthalazan wird besser toleriert.

Von den im frihen Stadium dieser Arbeit dargestellten Phthalaan-1-onen zeigen nur wenige
V erbindungen antiaggregatorische Eigenschaften in vitro. 0

Erwéhrenswert sind nur die Verbindungen 18 a (n=0, ‘ [l\j/\/o\/\OH
R=H) und 18 b (n=0, R'=F) mit einer 1Cs, von 56 uM

bezehungsweise 200 uM. Die Hemmung der Thrombus- [ n

N

bildung in vivo it bel beiden Verbindungen ncht ,
signifikant. Die Acetylierung der Hydroxy-Gruppe im Sinne )
eines Prodrugs (- 19 ab) flhrte nur zu einer geringen Abb. 90: Verbindungsklass 18
Steigerung der Hemmwirkung. Fir 19 a wird eine 5 %-ige Hemmung in den Arteriolen
gemessn (P < 0.05). Weitere 4-Phenyl-phthalazn-1-one mit basischen Substituenten zegten

keine Effekte.
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Abb. 91 : Amide der 3-

Die denfdls im frihen Stadium dieser Arbeit
dargestellten, auch  zu den  Phthalazn-1-onen
zurechenbaren, Amide der 3-(Phenylmethyl)-(4-Oxo-3,4-
dihydrophthalazn-1-yl)-essgsdure sind alesamt in vitro
ohne Wirkung. Uberraschenderweise hemmt aber das N-
[2-(Morpholin-4-yl)ethyl]-Derivat 29 a die Thrombus-
bildung in vivo relativ stark. Mit 12 % Hemmung in den

(Phenylmethyl)-(4-Oxo-3,4-dihydro-  Arteriolen und 3 % in den Venolen

phthalazin-1-yl)-esggsdure

Als drittes heterocylisches dickstoffreiches Ringsystem, geméal3 des in
der Einleitung erléuterten Schemas (siehe Abb. 2, Seite 3), wurde das
Pyridazn ausgewdhit. In Analogie au den Verbindungsklassen 10 — 17,
wurden  6-Phenyl-3-amino-pyridazne dargestellt und auf ihre
gerinnungsphysiologischen Eigenschaften geprift. In vitro zegte jedoch
keine dieser Verbindungen eine nennenswerte Hemmung der Thrombo-
zytenaggregation. Das N-[4-(Imidazol-1-yl)butyl]-6-phenyl-3-pyridazn-
amin (35 ¢) hemmt, trotz mangelnder Aktivitdt in vitro, die

Thrombusbildung in vivo in den Arteriolen zu 5 % (P < 0.05).

Zur Aufkldrung des Wirkmedanismus wurde ene Auswahl von

V erbindungen weiteren pharmakologischen Tests unterzogen.

it es de

zweitpotenteste Verbindung dieser Arbeit.

Abb. 92: 6-Phenyl-3-

amino-pyridazine

in vitro potenten

Im Vordergrund standen dabei, gemal? dem Ziel der Arbeit (siehe Einleitung), die Prifung auf

Aktivierung der sGC, beziehungsweise Hemmung der PDE 5.

Von den getesteten Substanzen zagt nur das N-(Furan-2-yl-methyl)-4-phenylmethyl-1-

pthtalaznamin 17 g in einer Konzentration wvon 100 uM ene 5-fade Stimulation der

Guanylylcyclase. Diese geringe Aktivierung, noch dazu in so hoher Konzentration, spricht

gegen eine Uber die Aktivierung dieses Enzyms vermittete Wirkung dieser Substare.
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Die PDE 5 wird von den Verbindungen 17 aund 17 gbei einer Konzentration von jewells 10
MM halbmaximal gehemmt. Ware die Hemmung der Thrombozytenaggregation von diesen
Verbindungen durch die Hemmung deses Enzyms vermittelt, wirde man im Born-Test
erwarten dass beide Substanzen dhnliche |Cs-Werte haben. Allerdings findet man fir 17 a
eine |Cso von 28 uM, flur 17 gergibt sich eine 1Cs, von 68 uM. Auch sollte ane Verédnderung
der 1Cso bel Variation des Aggregationsaudosers bei beiden Verbindungen in dhnlichem
MaRe ausfallen. Bei dem Ubergang von Kollagen zu ADP verandert sich die |Cs, von 17 aum
den Faktor 0.5; fur 17 gfindet man dagegen einen Faktor von 1.8 (!).

Die Verbindung 17 ahemmt die Thrombozytenaggregation in vitro in einer um den Faktor 11
niedrigeren Konzentration (2.5 uM statt 28 pM), wenn Serotonin (5-HT) statt Kollagen als
Induktor der Aggregation verwendet wird. Dies liefd vermuten, dass die Wirkung deser
Verbindung - und strukturell @nlicher Substanzen — durch Blockade des 5-HT x-Rezeptors
auf der Thrombozytenoberflache vermittelt wird. In einem etablierten in vitro-Modell konnte
eine nicht-kompetitive Blockade des Rezeotors in der Rattenschwanzarterie gezegt werden.
Da diese Blockade in dem selben Konzentrationsbereich stattfand, der auch zur Hemmung der
Thrombozytenaggregation notig war, ist es wahrscheinlich, dass diese Substanz Uber eine
Blockade des 5-HT,4-Rezeptors wirkt.



