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3.1 Bestimmung der Thrombozytenaggregation in vitro

3.1.1 Allgemeines

Der Einfluf} der dargestellten Substanzen auf die Thrombozytenaggregation in vitro wurde im

b1l nach der von Seuter 2] modifizierten Methode bestimmt (sieche Abb.29). Huma-

Born-Test
nes pléttchenreiches Plasma wird mit definierten Konzentrationen der Testsubstanz vier Mi-
nuten bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe der Aggregationsausloser Kollagen wird die Throm-
bozytenaggregation ausgelost. Das Ausmall der Thrombozytenaggregation wird photomet-
risch gemessen. Die Zunahme der Transmission verlduft dabei proportional zur Zunahme der
Thrombozytenaggregation und ist damit umgekehrt proportional zur Hemmung der Thrombo-
zytenaggregation. Fiir jede Konzentration einer Substanz wird eine Transmission-Zeit-Kurve
erstellt mit der maximalen Hohe h. Die maximale Hohe h wird mit Referenzprobe verglichen,
und so die prozentuale Hemmung der Thrombozytenaggregation ermittelt. Als Referenz und
zur Funktionspriifung der Plittchen dient eine 1.6 mmolare Acetylsalicylsaurelosung (Aspi-

sol)® in HEPES-Puffer. Sie besitzt unter den angegebenen Testbedingungen in einer Kon-

zentration von 175 umol/L eine 50%ige Hemmung.

KOLLAGEN Transmission
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Plattchenreiches Plasma Zeit

Abb. 29: Schematische Darstellung des Born-Tests
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Zum Vergleich der Aktivititen der getesteten Substanzen werden die IC ., -Werten der Sub-

stanzen graphisch ermittelt. Dabei wird die Konzentration logaritmisch gegen die prozentuale

Hemmung in einem Diagramm aufgetragen. Der IC . -Wert ldsst sich aus der resultierende

Kurve ermitteln. Dabei wird die Konzentration an der 50%-Marke abgelesen.

Dieser Wert entspricht der Konzentration der Testsubstanz, die zur halbmaximalen Hemmung
der Thrombozytenaggregation fiihrt.

Die Probe wird wihrend der Messung gleichméBig durch einen Magnetriithrer bewegt, um die
Sedimentation der Thrombozyten zu vermeiden. Als Losungsmittel fiir die Testsubstanzen
dienen DMSO/HEPES bzw. DMSO/PRP. Der DMSO-Anteil in dem Losungsmittel mul3 unter
0.3% bleiben, da DMSO eine eigene Hemmwirkung auf die Thrombozytenaggregation hat.

In diesem Testmodell fiihrt eine 1.25%ige DMSO-Losung zu einer Hemmung der Aggregati-

(s3]

on um 40% " . Einige Substanzen fallen in dem Losungsmittelgemisch als feiner Nieder-

schlag aus. Der Anteil an DMSO kann nicht erhoht werden (s.0.). Andere Losungsvermittler

z.B. PEG 300, PEG 400 und Polysorbat 80, die von Gonska 541 untersucht wurden, zeigen
entweder eigene Hemmeffekte oder verbesseren die Loslichkeit der getesteten Substanzen in
dem Losungsmittel nicht. Damit die Wirkstoffe die Moglichkeit haben trotz schlechter Los-
lichkeit an die Thrombozytenmembran zu gelangen, wurde die Inkubationszeit von 4 min auf
20 min verldngert. Wegen der geringeren Lebesdauer der Thrombozyten in vitro als in vivo,
darf die Inkubationszeit auf maximal 20 min verldngert werden.

Angaben zu der Versuchsdurchfithrung, Auswertung und den verwendeten Geriten sind bei
Ernst!, Claus " und Rehse ! zu finden.

Substanzen mit einer IC ;,> 300 werden als wirkungslos betrachtet.
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3.1.2 5-(4-Chlorphenylsulfonylamino)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-
carbonsiureethylester(2)

Aufgrund der Strukturdhnlichkeiten zwischen der von Steege *!

dargestellten Substanz 6¢ mit
antiaggregatorische Eigenschaften und dem von Schindler patentierten sGC-Aktivator A BT war
die Darstellung von Substanz 2 von Interesse. Tabelle 46 zeigt die halbmaximale Hemmkon-

zentration der Substanz 2 im Born-Test.

Tab. 46: Halbmaximale Hemmkonzentration der Substanz 2

Cl

Nr. IC,, [umol/L]

2 >300

Substanz 2 zeigt keine antiaggregatorische Wirkung.

3.1.3 5-(4-Chlorphenylsulfonylamino)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-  carbo-
xamide

Als nichstes sollte die Substanz 2 zu den entsprechenden Carboxamiden weiterentwickelt

werden. Anlass zu diesem Schritt gaben die von Cwiklicki'®), Steege® und Yildiz™* darge-

39]

stellten Carboxamide mit gerinnungsphysiologische Aktivititen sowie Substanz A~ . Die
dargestellten Substanzen sollten auf eine antiaggregatorische Wirkung im Born-Test unter-
sucht werden, weil zahlreiche sGC-Aktivatoren und PDE 5-Inhibitoren Carboxamidteilstruku-

ren enthalten.
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3.1.3.1 5-(4-Chlorphenylsulfonylamino)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-carboxamide mit basi-
schem Zentrum in der Seitenkette

J

) und Johnsen™ beobachteten eine Steigerung

Die Arbeitsgruppen um Straub¥’!, Steege
der gerinnungsphysiologische Effekte, nachdem sie in ihre Verbindungen basische Zentren
eingefiihrt hatten. Daher wurde in den folgenden Substanzklassen eine basische Gruppe in der
Seitenkette eingefiigt und die so erhaltenen Substanzen auf antiaggregatorische Eigenschaf-

ten untersucht.

3.1.3.2 5-(4-Chlorphenylsulfonylamino)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-carboxamide mit
primirer Aminoalkyl-Partialstruktur(3)

In der Tabelle 47 werden die halbmaximalen Hemmkonzentrationen im Born-Test der Ver-
bindungen der Substanzklasse 3 angegeben. Diese Substanzen zeigen bei Standardmefbedin-

gungen keine antiaggregatorische Effekte.

Tab. 47: Halbmaximle Hemmkonzentrationen der Verbindungen der Substanzklasse 3

@)
HZN\H/\N
n 9] H / \
I N
cl |si—HN N/
O
n IC,, [umol/L]
Nr.
3a 1 >300
3b 2 >300




3 Pharmakologischer Teil 82

3.1.3.3 5-(4-Chlorphenylsulfonylamino)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-carboxamide mit
unverzweigter Alkylamino-Partialstruktur(4)

Die Verbindungen der Substanzklasse 4 wurden synthetisiert, um nach Einfiihren eines li-
pophilen Restes in der Seitenkette den Effekt auf die Thrombozytenaggregation zu untersu-
chen. Das priméire Amin der Seitenkette der Verbindungen der Substanzklasse 3 wurde zu ei-
nem sekundidren Amin modifiziert. Die IC ;,-Werte sind zusammen mit den Strukturen der

Substanzen 4a-4g in der Tabelle 48 angegeben.

Tab. 48: Halbmaximale Hemmkonzentrationen der Verbindungen der Substanzklasse 4 (n.t.nichtgetestet; *fallt

als feiner Niederschlag aus)

@)
R " \H{} HN
)\
Cl :S=—HN \ yd N
@)
n R IC,, [umol/L]

Nr. 4min 20 min
4a 1 n-Methyl >300" 110
4b 1 n-Ethyl >300" >300
4c 1 n-Propyl >300" 249
4d 1 n-Butyl >300" 95
4e 1 n-Hexyl >300 >300
4f 2 n-Methyl >300 n.t.
4g 2 n-Propyl >300 n.t.

Da die Substanzen 4a-4e bei Standardmessbedingungen ausgefallen sind, wurde die Inkubati-
onszeit auf 20 min verldngert. Durch diese Inkubationszeitverlingerung erwartete man eine

Wirkungssteigerung der Substanzen.
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Bei der Substanzen 4a und 4d fiihrt die Inkubationszeitverldngerung zu einer ca. 3-fachen
Steigerung der Hemmaktivitdt von 300 pmol/L auf 110 und 90 pumol/L. Bei der Substanz 4b

bringt die Verldngerung der Inkubationszeit keine Wirkungssteigerung mit sich.

3.1.3.4 5-(4-Chlorphenylsulfonylamino)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-carboxamide mit
mit Dimethyl und Diethylpartialstruktur(5)

Als nichstes sollte der Einfluf} eines weiteren lipophilen Restes in der Seitenkette untersucht
werden. Dadurch wurde das sekundidre Amin der Seitenkette der Verbindungen der Substanz-
klasse 4 zu einem tertidren Amin modifiziert. Die in vitro Ergebnisse und die Strukturen der

Verbindungen der Substanzklasse S sind in der Tabelle 49 aufgefiihrt.

Tab. 49: Halbmaximale Hemmkonzentrationen der Verbindungen der Substanzklasse §

@)

O
n R, R, IC,, [umol/L]
Nr.
Sa 1 CH, CH, >300
Sb 2 CH, CH, >300
Sc 2 C,H, C,H, >300

Wie aus der Tabelle 49 zu entnehmen ist, wird bei keiner Verbindung der Substanzklasse S

antiaggregatorische Aktivitit festgestellt.
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3.1.3.5 5-(4-Chlorphenylsulfonylamino)-1-phenyl-1-H-pyrazol-4- carboxamide mit ver-
zweigte Alkylamino-Partialstruktur(6)

Als nichstes sollte der Einfluf} eines lipophilen volumindsen Restes in der Seitenkette unter-
sucht werden. In der Tabelle 50 sind die Strukturen und die Borntest-Ergebnisse der Verbin-

dungen der Substanzklasse 6 dargestellt.

Tab. 50: Halbmaximale Hemmkonzentrationen der Verbindungen der Substanzklasse 6 (n.t.nichtgetestet)

O
§
\H/\N
n ﬁH / \
N
y
Cl S—N
L
O
Nr. n IC,, [umol/L]
4min 20min
6a 1 >300 >300
6b 2 >300 n.t.

Diese Strukturdnderung brachte keinen Anstieg der antiaggregatorische Wirkung mit sich.
Auch nach 20 miniitiger Inkubationszeit konnte keine antiaggregatorische Aktivitit festge-

stellt werden.
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3.1.3.6  5-(4-Chlorphenylsulfonylamino)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-carboxamide
mit Cycloalkylamin-Partialstruktur(7)

Als néchstes sollte der EinfluB einer Cyclohexylgruppe als volumindse lipophile Gruppe in
der Seitenkette anstelle der Isopropylgruppe untersucht werden. In der Tabelle 51 wird die

halbmaximale Hemmkonzentration im Born-Test der Verbindung 7 angegeben.

Tab. 51: Halbmaximale Hemmkonzentration der Verbindungen 7 (*fillt als feiner Niederschlag aus)

0
HN— — N
o J
N
Cl !—H N/
I
o)
IC,, [umol/L]

Nr. 4min 20min
7 >300° 28

Bei der Substanz 7 kam es nach Verlidngerung der Inkubationszeit zu einer 10-fachen Wir-

kungssteigerung von IC . -Wert 300 auf 28 pmol/L.

3.1.3.7 5-(4-Chlorphenylsulfonylamino)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-carboxamide
mit Phenyl und Phenylmethyl-Partialstruktur(8)

Bei den Carboxamiden vom Typ 8 ( mit Phenyl oder Phenylmethylgruppe in der Seitenkette ),

deren IC,-Werte in der Tabelle 52 auf seite 86 zusammengefasst wurden, sind keine
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antiaggregatorische Aktivititen bei StandardmeBbedingungen festzustellen. Bei der Substanz

8a wurde nach 20 miniitiger Inkubationszeit eine maBige Aktivitit festgestellt.

Tab. 52: Halbmaximale Hemmkonzentrationen der Verbindungen der Substanzklasse 8 (n.t.nichtgetestet)

I e
cl ﬁ—NH
0
R IC,, [umol/L]
Nr. 4min 20min
8a Phenyl >300 120
8b Phenylmethyl >300 n.t.

3.1.3.8 5-(4-Chlorphenylsulfonylamino)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-carboxamide
mit gesittigtem Heterocyclus in der Seitenkette(9)

Straub et al” beobachteten eine Aktivitétssteigerung der 16slichen Guanylatcyclase (sGC)
durch die Variation an YC-1 durch die Einfithrung basischer Heterocyclen in der Seitenkette.
Daher sollte bei dieser Substanzklasse das basische Zentrum durch gesittigte N-Heterocyclen
gebildet werden. Es sollte untersucht werden, wie diese Strukturvariation die antiaggregatori-
sche Aktivitit der Substanzen beeinflusst. In Tabelle 53 auf der Seite 87 sind die Ergebnisse

des Born-Tests der Verbindungen der Substanzklasse 9 zusammengefasst.
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Tab. 53: Halbmaximale Hemmkonzentrationen der Verbindungen der Substanzklasse 9 (*fillt als feiner Nieder schlag aus)

O
R—_
ﬁ HN / \
N
Cl S——HN P
| |
O
R IC,, [pmol/L]
Nr. 4min 20min
9a 2-Pyrrolidin-1-yl-ethyl >300 n.t.
9b 3-Pyrrolidin-1-yl-propyl >300" n.t.
9¢ 1-Piperidin-4-yl-methyl >300 n.t.
9d 2-Piperidin-1-yl-ethyl >300 n.t.
9e 1-Phenylmethyl-4- piperidinyl 63" 125

Substanz 9e ist die einzige Substanz unter der dargestellten Verbindungen dieser Substanz-

klasse mit antiaggregatorische Eigenschaften. Der IC ;,-Wert der Substanz 9e wird nach 20

miniitiger Inkubationszeit von 63 auf 125 umol/L erhoht.
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3.1.3.9 5-(4-Chlorphenylsulfonylamino)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-carboxamide
mit ungesittigtem Heterocyclus in der Seitenkette(10)

Als néchstes sollte der Einfluf} eines ungesittigten Heterocyclus in der Seitenkette anstelle des
gesittigten Heterocyclus untersucht werden. In der Tabelle 54 sind die Born-Test Ergebnisse

der Verbindungen der Substanzklasse 10 zusammengefasst.

Tab. 54: Halbmaximale Hemmkonzentrationen der Verbindungen der Substanzklasse 10

Cl !—HN -

|| |
O
n R IC,, [pmol/L]
Nr.
10a 1 2-Pyridyl >300
10b 2 (Imidazol-1-yl) >300
10c 2 1- Pyrrolidinyl >300

Bei allen dargestellten Verbindungen konnte kein IC , -Wert unter 300 pmol/L erreicht

werden.
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3.1.3.10 5-(4-Chlorphenylsulfonylamino)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-carboxamide
mit Morpholin-Partialstruktur(11)

Es sollte untersucht werden, wie die Einfiihrung von weiteren Heteroatomen in den Cyclus

die antiaggregatorische Eigenschaften der Substanzen beeinflusst.

Tab. 55: Halbmaximale Hemmkonzentrationen der Verbindungen der Substanzklasse 11 (n.t.nichtgetestet)

9

O

\Hn/\HN / \N

—~ 1Y
O
Nr. n IC,, [umol/L]
4min 20min
11a 1 >300 >300
11b 2 >300 n.t.

Diese Strukturabwandlung brachte keinen Anstieg der antiaggregatorische Wirkung mit sich.

3.1.3.11 5-(4-Chlorphenylsulfonylamino)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-carboxamide
mit Alkohol-Partialstruktur(12)

Um die Strukturdhnlichkeit zu der YC1, einem Guanylatcyclaseaktivator zu erhohen, wurden
die Carboxamide von Typ 12 dargestellt. In der Tabelle 56 auf der Seite 90 sind die Born-Test

Ergebnisse der Verbindungen der Substanzklasse 12 zusammengefasst.
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Tab. 56: Halbmaximale Hemmkonzentrationen der Verbindungen der Substanzklasse 12

@]
R
R
2 N
n ﬁ H / \
N
/
Cl S——N N
| "
o)
Nr. n R, R, IC,, [pmol/L]
12a 2 H OH >300
12b 2 OH OH >300
12¢ 1 O-CH, -CH, -OH >300
12d 1 NH-CH, -CH, -OH >300
12e¢ 2 NH-CH, -CH, -OH >300

Bei den Verbindungen der Substanzklasse 12 sind keine antiaggregatorische Effekte festzu-

stellen.

3.1.3.12 5-(4-Chlorphenylsulfonylamino)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-carboxamide

mit Ether-Partialstruktur(13)

Die Verbindungen der Substanzklasse 13 wurden synthetisiert, um nach Einfiihren eines Li-

pophilen Ether-Partialstruktur anstelle der hydrophilen Alkohol-Partialstruktur den Effekt auf

Thrombozytenaggregation zu untersuchen.
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Tab. 57: Halbmaximale Hemmkonzentrationen der Verbindungen der Substanzklasse 13 (n.t.nichtgetestet)

O
R\H/\
HN
n @) / \
I N
Cl ﬁ—HN N/
O
Nr. n R IC,, [umol/L]
4 min 20 min
13a 1 OCH, 249 105
13b 2 OCH, 190 50
13c 2 OC, H;, >300 n.t.
13d 2 OC,H, >300 >300

Die Verbindungen 13a und 13b zeigen mit 4 miniitiger Inkubationszeit mit den IC ., -Werten

von 190 und 249 pmol/L schwache antiaggregatorische Aktivitit. Die Verldngerung der In-
kubationszeit fiihrt bei der Substanz 13a zu einer 2-fachen Steigerung der Hemmaktvitit auf
105 pumol/L und bei der Substanz 13b zu einer 4-fachen Steigerung der Hemmaktivitit auf 50

umol/L. Die Substanzen 13¢ und 13d sind mit den IC ,,-Werten >300 als wirkungslos einge-

stuft.
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3.1.4 Weitere Carbonsiureethylester und Carboxamide mit Ether-
Partialstruktur

Die Substanz 13b mit Ether-Partialstruktur zeigte in dem Laser-Thrombose-Modell die beste
antithrombotische Aktivitit unter der dargestellte Verbindungen (s. Seite 106, Tab. 68). Au-
Berdem zeigten die Verbindungen 13a und 13b von der Substanzklasse 13 nach 20 min. In-
kubationszeit médBige antiaggregatorische Eigenschaften. Daher sollten die Verbindungen der
Substanzklassen 14-29 synthetisiert werden, um der Einflu von anderenen Substituenten an
der exocyclischen Aminogruppe auf die Thrombozytenaggregation zu untersuchen.

In der Tabellen 58 und 59 sind die Born-Test Ergebnisse dieser Substanzklassen zusammen-
gefasst.

Tab. 58: Halbmaximale Hemmkonzentrationen der Carbonséureethylesters

O
/\O
/N
R—N
H N/

Nr. R IC , [umol/L]
14 Phenylsulfonyl >300
16 3,4-Dichlorphenylsulfonyl >300
18 Benzoyl >300
20 4-Chlorbenzoyl >300
22 2,4-Dichlorbenzoyl >300
24 3.,4-Dichlorbenzoyl >300
26 2-Naphthylsulfonyl >300
28 1-Biphenylcarbonyl >300
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Tab. 59: Halbmaximale Hemmkonzentrationen der Carboxamiden

)

S T\

RI—H N~
n R, R, IC,, [umol/L]
Nr.

15 2 Phenylsulfonyl CH, >300
17a 1 3.4-Dichlorphenylsulfonyl CH, >300
17b 2 3.4-Dichlorphenylsulfonyl CH, >300
17¢ 2 3,4-Dichlorphenylsulfonyl C,H, >300
19a 1 Benzoyl CH, >300
19b 2 Benzoyl CH, >300
21a 1 4-Chlorbenzoyl CH, >300
21b 2 4-Chlorbenzoyl CH, >300
21c 2 4-Chlorbenzoyl C,H, >300
23a 1 2,4-Dichlorbenzoyl CH, >300
23b 2 2,4-Dichlorbenzoyl CH, >300
23c 2 2,4-Dichlorbenzoyl C,H, >300
25a 1 3,4-Dichlorbenzoyl CH, >300
25b 2 3.,4-Dichlorbenzoyl CH, >300
25¢ 2 3.4-Dichlorbenzoyl C,H, >300
27a 1 2-Naphthylsulfonyl CH, >300
27b 2 2-Naphthylsulfonyl CH, >300
27¢ 2 2-Naphthylsulfonyl C,H, >300
29a 1 1-Biphenylcarbonyl CH, >300
29b 2 1-Biphenylcarbonyl CH, >300
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Alle Verbindungen der Substanzklasse 14-29 zeigten keinen hemmenden Effekt auf die
Thrombozytenaggregation. Weder der Austauch der 4-Chlorphenylsulfonylgruppe durch eine
lipophilere Gruppe noch durch eine andere stirker elektronenziehende Gruppe z.B. durch wei-
tere Chlorsubstituenten an dem Phenylring der Phenylsulfonamidgruppe erzielen eine anti-

aggregatorische Wirkung.
3.1.5 Andere Aggregationsinduktoren

Die Aktivitit einiger Substanzen im Born-Test sollte durch Verwendung von anderen spezifi-

scheren Induktoren als Kollagen niher untersucht werden. Als Aggregationsinduktoren wur-
den Adenosindiphosphat (ADP)P®!, Adrenalin %! bzw. PAF (,platelet activating fac-

tor )12 zugesetzt. Die entsprechenden Referenzsubstanzen und ihre IC i, -Werte sind in

der Tabelle 60 aufgelistet [**).

Tab. 60: Weitere Aggregationsinduktoren mit ihren Referenzsubstanzen und deren halbmaximalen Hemmkon-

zentrationen im Born-Test

Induktor Referenzsubstanz IC,, [umol/L]
Kollagen Acetylsalicylsdure 175
ADP 5-(N-Ethylcarboxamido)-adenosin (NECA) 1
Adrenalin Phentolaminmesylat 2
PAF Apafant (WEB-2086) 0.6

Gaarder et al.'””! identifizierten 1961 ADP als ersten Plittchen-Agonisten. Nach Aktivierung
der Thrombozyten wird ADP aus den elektronendichten Granula freigesetzt. ADP verstirkt
iiber die Inhibition der Adenylatcyclase und Erhéhung der intrazelluldren Ca " _Konzentration
die Aggregation. In den Plittchen vermitteln mindestens zwei spezifische Purin-Rezeptoren
(P,y,-und P, -Rezeptoren) diese Effekte. Durch die Blockade dieser Rezeptoren wird die
Thrombozytenaggregation gehemmt. PAF aktiviert hoch potent iiber spezifische Rezeptoren
die Thrombozyten und 16st dabei die Thrombozytenaggregation aus.

PAF, Thromboxan A, und ADP verstirken zusammen die durch Thrombin und Kollagen in-
duzierte Thrombozytenaggregation. PAF spielt nicht nur bei der Himostase eine bedeutende
Rolle, sondern auch bei vielen physiologischen Vorgingen wie z.B. allergischen Reaktio-

nen ™!, Adrenalin bindet an o , -adrenerge Rezeptoren, die sich auf der Thrombozyten-
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oberfliche befinden, und stimuliert die Aggregation 7 Vor allem potenziert Adrenalin die
aggregatorischen Effekte der Plittchen-Agonisten wie ADP, Thromboxan A, (TXA,) und
PAF. In der Tabelle 61 werden die ausgewihlten Substanzen vorgestellt. Die Verldngerung
der Inkubationszeit auf 20 min fiihrte bei den meisten Substanzen nach Zusatz von Kollagen
zu einer Steigerung der Aktivitit. Diese Inkubationszeit wird daher fiir die anderen Induktoren

beibehalten.
Tab. 61: Strukturformeln der Substanzen 4a, 4b, 4d , 4e, 7, 8a , 9e, 13a und 13b

C%

?.’
Cl IE‘I: HN
0]

C| S /

4a, 4b, 4d, 4e, 7, 8a, 13a und 13b

Nr n R
4a 1 NH-CH ,
4b 1 NH-C, H
4d 1 NH-C, H,
4e 1 NH-C.H,
7 2 NH-C.H,,
8a 1 NH-C H |
13a 1 O-CH,
13b 2 O-CH,
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Die halbmaximalen Hemmkonzentrationen der ausgewihlten Substanzen mit dem entspre-

chenden Aggregationsinduktor sind in der Tabelle 62 angegeben.

Tab. 62: IC , -Werte von 4a, 4b, 4d, 4e, 7, 8a, 9¢, 13a und 13b nach 20 min Inkubationszeit mit verschiedenen

Aggregationsauslosern im Born-Test

Nr. IC ,, [umol/L]

Kollagen ADP Adrenalin PAF
4a 110 0.5 10 >300
4b >300 0.094 0.58 240
4d 95 215 1.25 7.5
4e >300 30 30 55

7 28 94 14 0.00045
8a 120 45 75 56
9e 125 65 0.12 56

13a 105 125 1.05 32
13b 50 0.54 0.0058 12.5

Die meisten getesteten Substanzen zeigen bei Zusatz anderen Aggregationsausloser als Kolla-

gen niedrigere IC ,,-Werte. Herauszuheben sind hier besonders die IC ;,-Werte der Substan-
zen 7 (1C,,= 0.45 nmol/L bei PAF-induzierter Aggregation), 13b ( IC;,= 5.8 nmol/L, durch
Adrenalin induzierter Aggregation und 540 nmol/L bei ADP-induzierter Aggregation), 4b (
IC ;= 94 nmol/L, bei ADP-induzierter Aggregation und IC ;, = 580 nmol/L durch Adrenalin
induzierter Aggregation), 9¢ ( IC,,= 120 nmol/L durch Adrenalin induzierter Aggregation)

und 4a (IC ., = 500 nmol/L, bei ADP-induzierter Aggregation).

3.1.6 Zusammenfassung der In vitro Testergebnisse

Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellte Ester mit elektronenziehender Gruppe an der exo-
cyclischen Aminogruppe in Position 5 des Pyrazolgrundgeriistes zeigen keine antiaggregato-
rische  Eigenschaften. Unter  den dargestellten =~ Carboxamiden  mit  4-
Chlorphenylsulfonamidgrppe als elektonenziehender Gruppe an der Positon 5 der Pyra-
zolgrundgeriistes (Substanzklasse 3-13) besitzen nur einige Verbindungen der Substanzklas-

sen 4, 7 und 13 miBige bis schwache antiaggregatorische Aktivitit. Dabei zeigt die Struktur
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der Amidkomponente eine erhebliche Variationsbereite. Die aktivsten Verbindungen dieser

Substanzklassen sind in der Tabelle 63 zusammengefasst.

Tab. 63: Halbmaximale Hemmkonzentrationen der Substanzen 4a, 4d, 7, 13a und 13b

O
R—
A
N
Cl S—N
oy
0]
Nr. R IC , [umol/L]
4 min 20 min
4a CH,-NH-CH, -CH, - >300 110
4d C,H,-NH-CH,-CH, - >300 95
7 C,H,,-NH-CH,-CH,-CH,- >300 28
13a CH,0-CH, -CH, - 249 105
13b CH,0-CH,-CH,-CH, - 190 50

Der Austausch der 4-Chlorphenylsulfonylgruppe an der exocyclischen Aminogruppe in Posi-
tion 5 des Pyrazolgrundgeriistes gegen eine andere elektronenziehende Gruppe fiihrt bei den
dargestellten Carboxamiden zum Wirkungsverlust. Aus den Ergebnissen des Born-Tests 146t

sich Folgendes schlieB3en:

* Die 4-Chlorphenylsulfonylgruppe an der exocyclischen Aminogruppe in Position 5 des Py-

razolgrundgeriistes ist fiir die antiaggregatorische Aktivitit der Verbindungen notwendig.
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* Die Amidkomponente in der Seitenkette spielt fiir die antiaggregatoische Eigenschaften der

Substanzen eine wichtige Rolle.

* Als Substituent der Amidfunktion in 4-Position fithren sowohl Aminoalkyl- (4a, 4d, 7) als
auch Alkoxyalkylsubstituenten (13a, 13b) zu den Verbindungen mit der ausgeprigtesten anti-
aggregatorischen Aktivitit gegeniiber Kollagen als Induktor.

Die Substanzen 4a, 4b, 4d, 4e, 7, 8a, 9e¢, 13a und 13b wurden mit anderen Aggregationsin-
duktoren wie ADP, Adrenalin und PAF untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass Substanz 7
mit einem IC ., -Wert von 0.45 nmol/L sehr gute PAF-antagonistische Eigeschaften besitzt.
Bei der Substanz 13b werden auch herausragende IC ;- Werte von 5.8 nmol/L bei Adrenalin-
induzierter Aggregation und 540 nmol/L bei ADP-induzierter Aggregation gemessen. Dies
deutet auf einen antiadrenergen und ADP-antagonistische Wirkmechanismus hin. Substanz

4b, die bei Kollageninduzierter Thrombozytenaggregation IC ,> 300 pmol/L zeigte und

damit als wirkungslos eingestuft war, zeigte bei ADP- und Adrenalin-induzirter Aggregation

viel niedrigere halbmaximale Hemmkonzentrationen ( IC i, = 94 nmol/L, bei ADP-induzierter
Aggregation und IC,,= 580 nmol/L bei Adrenalininduzierter Aggregation), was auf einen

Wirkmechanismus iiber & ,-bzw ADP-Rezeptoren zuriickzufiihren ist. Sehr niedrige halb-

maximale Hemmkonzentration von 120 nmol/L  konnte auch bei der Substanz 9e erreicht
werden, wenn Adrenalin als Aggregationsinduktor verwendet wurde. ADP-antagonistische

Eigenschaften wurde auch bei der Substanz 4a (IC ;= 500 nmol/L) festgestellt.

Die Substanzen 4d , 4e, 8a und 13a zeigen bei den anderen Induktoren meistens niedrigere
halbmaximale Hemmkonzentrationen als bei Kollagen ausgeloste Thrombozytenaggregation.
( siehe Tabelle 62).

Aus diesen Born-Test Ergebnisse mit anderen Induktoren kann man zu dem Schlussfolgerung
kommen, dass die antiaggregatorische Wirkung der getesteten Substanzen iiber verschiedene
Wirkmechanimen ndmlich iiber antiadrenerge, ADP-antagonistische und/oder PAF-

antagonistische Wirkmechanismen erreich wird.
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3.2 Bestimmung der Thrombusbildungshemmung in vivo

3.2.1 Allgemeines

In Vitro-Testmodelle haben allgemein den Nachteil, dass die physiologischen verhéltnisse im
lebenden Organismus nicht beriicksichtigt werden konnen. So werden im Born-Test wichtige
Einfliisse auf die Thrombozytenaggregation wie z.B. FlieBeigenschaften des Blutes, Blut-
druck und Beschaffenheit des GefdBendothels vernachléssigt. Eine Untersuchung der vielver-
sprechendsten Substanzen auf ihre antithrombotischen Eigenschaften unter physiologischen

Bedingungen sollte daher auch in vivo durchgefiihrt werden.

Im Arbeitskreis Rehse [ wird fiir diese Untersuchungen ein Laser-Thrombose-Modell (Abb.

(631 6] hasiert und von Kessel-

30) eingesetzt, das auf Versuchen von Weichert™'und Seiffge

[67] [%8] etabliert wurde. Ciborski ! standardisierte die Methode und entwickel-

hut®™"! und Schein

te statistische Verfahren zur Auswertung.

TV-Monitor Video TV-Kamera
Okular
Timer
10-500 ms
Justiereinheit
| Ratte |
Filter
0.001%-1%
VerschluB Mikroskop
Lampe
Laser

Abb. 30: Schematischer Aufbau des Laser-Thrombose-Modells
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Methode:

Die freigelegten Mesenterialgefdfe von méannlichen Wistar-Ratten mit einem Gewicht von
130-150g werden mit einem Laser beschossen. Durch die Schadigung der Gefiaflinnenwand
werden subendotheliale Kollagenfasern freigelegt und aggregationsauslosende Substanzen
wie z.B. Adenosindiphosphat (ADP) aus zerstorten Erythrozyten abgegeben. Durch diese
Faktoren werden die Thrombozyten aktiviert, und lagern sich an der verletzten GefdBwand an.
Weitere aggregationauslosende und vasokonstriktorische Substanzen werden freigesetzt.
SchlieBlich entsteht an der geschiddigten GefaBwand ein Thrombus, der hauptsidchlich aus
Plittchen besteht.

An unbehandelten Ratten wird in diesem Testmodell nach ein bis zwei Laserschiissen eine
Thrombusbildung beobachtet. Mit Hilfe einer Viedeokamera, die mit einem Mikroskop ver-

bunden ist, kann der Versuch verfolgt und aufgezeichnet werden. (siche Abb. 30)

Versuchsdurchfiihrung:

Die Testsubstanzen werden durch eine Knopfkaniile per os appliziert. Zur Stabilisierung der
wissrigen Suspensionen wird mit 1% Gummi Arabicum verrieben. Die Dosis betriagt 60
mg/kg Korpergewicht. Nach 2 Stunden wird das Mesenterium freigelegt und die laserindu-

zierte Thrombusbildung beobachtet.

Auswertung:

9] standardisierten Methode. Ein Thrombus

Die Auswertung erfolgte nach der von Ciborski
liegt dann vor, wenn er die GroBe eines Leukozyten (10-12um) erreicht hat. Die Anzahl der
fiir die Thrombusbildung benétigten Laserschiissen wird getrennt fiir Arteriolen und Venolen
erfasst. Kann nach fiinf Laserschiissen kein Thrombus beobachtet werden, wird die Untersu-
chung an der GefédB3stelle beendet und mit der Anzahl von sechs Laserschiissen gerechnet. Die
Testsubstanz wird an fiinf Tieren jeweils an sechs Gefid3stellen arteriell und vends untersucht.
Zur Kontrolle dienen neun Tiere.

Ein Maf fiir die antithrombotische Wirkung einer Substanz ist der Thrombusbildungsindex
(TBI). Er wird berechnet als Quotient aus der Summe der bendtigten Laserschiisse und der
Anzahl der untersuchten Gefif3stellen je Tier und GefidBart. Aus einem TBI von 6 ergibt sich,
dass keine Thrombusbildung erfolgt. Der mittlere Thrombusbildungsindex (mTBI) ist das a-
rithmetische Mittel der TBIs aus einer Messreihe mit einer besimmten Anzahl von Tieren. Die

Angabe als prozentuale Hemmung der Thrombusbildung dient zum besseren Vergleich der

antithrombotische Wirkung der Substanzen. Dazu wird folgendermaflen umgerechnet:
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mTBI (Test) - mTBI (Kontrolle)
Hemmung der Thrombusbildung (%) = x 100

6 — mTBI (Kontrolle)

Bei mTBI(Test) = 6 betridgt die Hemmung der Thrombusbildung 100%, der Kontrollwert ent-
spricht 0% Hemmung.
Die Standardabweichung s und der Standardfehler des Mittelwertes sy errechnen sich nach

[70]

den allgemein iiblichen Gleichungen'™ . Die Signifikanz der durchgefiihrten Messreihen wird

mit Hilfe des Rangsummen-Testes nach Wilcoxon, Mann und Whitney [71]

tiberpriift. Bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit o > 0.1 wird das Ergebnis als nicht signifikant (n.s.) gewertet. Un-
ter diesen Testbedingungen fiihrt Acetylsalicylsdure (ASS) bei einer Dosierung von 60

mg/kg zu einer 48 £ 10%igen Hemmung der Thrombusbildung in den Arteriolen und zu einer
20+ 5%igen Hemmung in den Venolen (& <0.002). Die Hemmwirkung bei einer Dosie-
rung von 10 mg/kg ASS betrigt 18% in den Arteriolen und 3% in den Venolen. Bei 5Smg/kg
ASS wird die Thrombusbildung in den Arteriolen zu 10% gehemmt. In den Venolen ist keine
Wirkung mehr zu beobachten. Die Hemmwirkung des NO-Donors Molsidomin (Corvaton ®)

betrdgt bei einer Dosierung von 10 mg/kg in den Arteriolen 21%.
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3.2.2 5-(4-Chlorphenylsulfonylamino)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-
carboxamide mit primére Aminoalkyl-Partialstruktur(3)

Die Beiden Verbindungen der Substanzklasse 3 wurden im Born-Test als wirkungslos einge-
stuft, daher sollte nur die Substanz 3a auf gerinnungsphysiologische Aktivitit untersucht wer-

den. Das Ergebnis der Untersuchung ist in der Tabelle 64 aufgefiihrt.

Tab. 64: Hemmung der Thrombusbildung durch die Substanz 3a

O

Cl !'—'HN N/
|
O

Hemmung der Thrombusbildung
Nr. Venolen Arteriolen

% ts. o ts, o
3a 2t1 n.s. 5t1 0.05

Die Substanz 3a , die im Born-Test als wirkungslos eingestuft ist, zeigt mit einer 5%igen
Hemmung der Thrombusbildung eine schwache antithrombotische Aktivitit. Sie bestétigt ihre

Wirkungslosigkeit in den Venolen ( Hemmung der Thrombusbildung <5%).

3.2.3 5-(4-Chlorphenylsulfonylamino)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-
carboxamide mit unverzweigter Alkylamino-Partialstruktur(4)

Die Ergebnisse der untersuchten Verbindungen der Substanzklasse 4 sind in der Tabelle 65

auf der Seite 103 zusammengefasst.
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Tab. 65: Hemmung der Thrombusbildung durch die Verbindungen 4a-d

HN
N

—0

~

=
zZ

cl ﬁ—HN \ /
O
Hemmung der Thrombusbildung
Nr. n R Venolen Arteriolen
% ts. «o Dts o
4a 1 n-Methyl 4+1 0.02 4+1 0.1
4b 1 n-Ethyl 2+1 n.s. 51 0.05
4c 1 n-Propyl 412 0.1 412 0.2
4d 1 n-Butyl 2+1 n.s. 5+1 0.05

Von den getesteten Substanzen zeigen nur die Substanzen 4b und 4d in den Arteliolen schwa-
che antithrombotische Aktivitdt. Nur bei der Substanz 4d wird eine korrelation zwischen bei-

den Testmodelle festgestellt. Substanz 4d mit einem IC, -Wert von 110umol/L zeigt im

Born-Test schwache antiaggregatorische Aktivitidt, die durch das Ergebnis im Laser-
Thrombose-Modell (Hemmung der Thrombusbildung von 5%) bestétigt wird.

Substanz 4b zeigt mit einer 5%igen Hemmung der Thrombusbildung in den Arteriolen auch
eine schwache antithrombotische Aktivitidt, die das Ergebnis im Born-Test nicht bestétigen
kann (IC , -Wert > 300umol/L).

Die Unterschiede zwischen den in vitro und in vivo Ergebnisse kann verschiedene Griinde ha-

ben z.B. Resorption der Substanz aus dem Magen-Darm-Trakt, Verteilung der Substanz im

Blut und Gewebe, Plasmaeiweif3bindung.
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3.2.4 -(4-Chlorphenylsulfonylamino)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-carboxamide
mit Cycloalkylamin-Partialstruktur(7)

Substanz 7 hatte im Born-Test bei Kollagen induzierte Aggregation miBige (IC,-Wert =
28umol/L) und bei PAF-induzierte Aggregation sehr gute (IC,-Wert = 0.45nmol/L) anti-

aggregatorische Effekte gezeigt. Die Hemmung der Thrombusbildung durch die Substanz 7

ist in der Tabelle 66 zusammengefalt.

Tab. 66: Hemmung der Thrombusbildung durch die Substanz 7

@]
HN/\/\H
0 / \
N
Cl %—H N/
O

Hemmung der Thrombusbildung
Nr. Venolen Arteriolen
% *s. « P+ s a

7 3+1 0.2 4+1 0.1

Gegen alle Erwartungen zeigt Substanz 7 keinen Effekt auf die Hemmung der Thrombusbil-
dung. Die fehlende in vivo Aktivitit der Substanz 7 kann verschiedene Ursachen haben, wie
z.B. schlechte Loslichkeit der Substanz und damit verbundene schlechte Resorption aus dem

Magen-Darm-Trakt oder schnelle Metabolisierung der Substanz zu inaktiven Verbindungen.
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3.2.5 5-(4-Chlorphenylsulfonylamino)-1-phenyl-1-H-pyrazol-4-
carboxamide mit gesiittigtem Heterocyclus in der Seitenkette(9)
Aus der Substanzklasse 9 sollte die Substanz 9e in vivo getestet werden, weil diese Substanz

im Born-Test miBige Effekte zeigte. In Tabelle 67 werden die Ergebnisse des in vivo Tests

der Substanz 9e zusammengfalt.

Tab. 67: Hemmung der Thrombusbildung durch die Substanz 9e

@AN o
O

Hemmung der Thrombusbildung
Nr. Venolen Arteriolen

% *s. « D%ts. o
9e 4+1 0.05 411 0.1

Substanz 9e zeigt keinen Effekt auf die Hemmung der Thrombusbildung , obwohl bei der im
Born-Test antiaggregatorische Effekte beobachtet wurde. Die Laser Thrombose Modell besti-

tigt nicht die antiaggregatorische Eigenschaften der Substanz 9e.

3.2.6  5-(4-Chlorphenylsulfonylamino)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-
carboxamide mit Ether-Partialstruktur(13)

Die Ergebnisse des in vivo-Tests der Verbindungen der Substanzklasse 13 sind in der Tabelle

68 auf der Seite 106 zusammengefalit.
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Tab. 68: Hemmung der Thrombusbildung durch die Substanz 13a-c

0
R\H/\HN
n 0 / \
cl !—HN AN

Hemmung der Thrombusbildung
Nr. n R Venolen Arteriolen
% ts. o Dts. o
13a 1 O-CH, 21 ns. 4+1 0.2
13b 2 O-CH, 2+2  ns. 72 0.05
13c 2 O-C,H, 0+1 n.s. 11 n.s.

Von den untersuchten Verbindungen der Substanzklasse 13 zeigt nur die Substanz 13b anti-
thrombotische Aktivitit. Im Born-Test zeigte diese Substanz bei Kollageninduzierter Aggre-

gation nach 20 miniitiger Inkubationszeit einen IC, -Wert von 50 umol/L und bei Adrenalin-
induzierter Aggregation sehr gute IC . -Wert von 5.8 nmol/L . Substanz 13a zeigte im Born-
Test mit einem IC,-Wert von 105 umol/L nach 20 miniitiger Inkubationszeit méfige anti-

aggregatoriche Eigenschaften. Dieses Ergebnis konnte bei dem Laser-Thrombose-Modell
nicht bestitigt werden. Substanz 13c, die exemplarisch fiir die im Born-Test wirkungslose
Substanz der Substanzklasse 13 auch im Laser-Thrombose-Modell getestet wurde, bestétigt

ihre Wirkungslosigkeit in vivo.
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3.2.7 Weitere Carbonsiureethylester und Carboxamide mit Ether-

Partialstruktur

Die beste antithrombotische Aktivitidt unter den bisher dargestellten Verbindungen wurde bei
der Substanz 13b gemessen. Daher sollten die Verbindungen der Substanzklassen 14-29 dar-
gestellt und auf ihre gerinnungsphysiologische Aktivitit getestet werden. Die Ergebnisse der
Hemmung der Thrombusbildung durch die Verbindungen dieser Substanzklassen sind in der

Tabelle 69 zusammengefasst.

Tab. 69: Hemmung der Thrombusbildung durch die Verbindungen der Substanzklassen 14-29

O
0 N / \
N
—N
R N N y
Hemmung der Thrombusbildung
Nr. R Venolen Arteriolen
% ts. o Dts o
17b 3,4-Dichlorphenylsulfonyl 2+1 n.s. 3+1 n.s.
19b Benzoyl 0+1 n.s. 6t1 0.05
21b 4-Chlorbenzoyl 0+1 n.s. 3+1 n.s.
25b 3,4-Dichlorbenzoyl 11 n.s. 4+ 1 0.1
27b 2-Naphthylsulfonyl 11 n.s. 72 0.02

Von den untersuchten Verbindungen zeigen die Substanzen 21b und 27b antithrombotische

Aktivitdt. Im Born-Test wurden die beiden Substanzen mit einem IC, -Wert> 300 als wir-

kungslos eingestuft.
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3.2.8 Zusammenfassung der in vivo Ergebnisse

Die im Rahmen dieser Arbeit im Laser-Thrombose-Modell untersuchten Substanzen zeigen
schwache bis keine antithrombotische Aktivitit. Die Substanz 13b mit Ether-Partialstruktur
zeigt mit 7%iger Hemmung in den Arteriolen und 2%iger Hemmung in den Venolen (n.s.) die
in vivo stirkste antithrombotische Aktivitit. Zweitaktivste Substanz unter den getesteten Ver-
bindungen ist die Substanz 27b mit 7%iger Hemmung in den Arteriolen und 1%iger Hem-
mung in den Venolen (n.s.). Die Substanz 19 b mit 6%iger Hemmung in den Arteriolen, ist
unter den untersuchten Substanzen die dritte Substanz mit antithrombotischer Aktivitét. In
den Venolen ist diese Substanz ebenfalls wirkungslos. In der Tabelle 70 sind die Strukturfor-

mel und die Hemmung der Thrombusbildung durch diese drei Substanzen zusammengefasst.

Tab. 70: Hemmung der Thrombusbildung durch die Verbindungen 13b, 19bund 27b

O
N
—N
R N N y
Hemmung der Thrombusbildung
Nr. R Venolen Arteriolen
%9 *s. « D%ts. o
13b 4-Chlorphenylsulfonyl 2+2  ns. 712 0.05
19b Benzoyl 0+1 n.s. 6t1 0.05
27b 2-Naphthylsulfonyl 11 n.s. 7+t2 0.02

Anhand der Strukturformel der Substanzen 13b, 21bund 27b konnen folgende Strukturele-

mente der Substanzen fiir die antithrombotische Aktivitit verantwortlich gemacht werden:
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* Eine Methoxygruppe in der Seitenkette, deren Abstand zu der Amidfunktion drei CH, -

Einheiten betrigt.

* Elektronenziehende Gruppe an der exocyclischen Aminogruppe in Position 5 des Pyra-
zolgrundkorpers, die einen Chlorsubstituenten in para-Stellung des aromatischen Ringes der

Benzoyl oder Phenylsulfonylgruppe tragt.

3.3 Untersuchung zum Wirkmechanismus

Einige der im Rahmen dieser Arbeit dargestellte Pyrazol-Derivate zeigen antiaggregatorische
bzw. antithrombotische Eigenschaften. Die Substanzen wurden in Anlehnung an die Sruktu-
ren von Sildenafil (Viagra®), einem PDE 5-Inhibitor und YC-1, einem NO-unabhingigen
sGC-Aktivator dargestellt. Deshalb sollte tiberpriift werden, ob die antiaggregatorischen bzw.
antithrombotischen Effekte der getesteten Substanzen durch die Aktivierung der 16slichen
Guanylatcyclasen und/oder durch die Hemmung der Phophodiesterase vom Typ 5 ausgelost
werden. Drei strukturell unterschiedliche Substanzen mit antiaggrgatorischer und/oder anti-
thrombotischer Aktivitit wurden fiir die Untersuchung ausgewéhlt. Die untersuchten Substan-

zen sind in der Abbildung 31 auf der Seite 110 angegeben.
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110

13b

IC ;,= 63 pmol/L ( 4 min, Kollagen)

IC ;,= 125 umol/L ( 20 min, Kollagen)
IC ;,= 65 umol/L ( 20 min, ADP)

IC ;,=0.12 pmol/L ( 20 min, Adrenalin)
IC ;,= 56 pmol/L ( 20 min, PAF)

Arteriolen: 4%

IC,,>300 pmol/L  (4min, Kollagen)
IC 5, =95 pmol/L ( 20 min, Kollagen)

IC,= 215 pmol/L ( 20 min, ADP)
IC,,=1.25 pmol/L ( 20 min, Adrenalin)

IC ,,=7.5umol/L ( 20 min, PAF)

Arteriolen: 5%

IC ;,= 190 umol/L ( 4 min, Kollagen)

IC ;,= 50 pmol/L ( 20 min, Kollagen)

IC ;,=0.54 umol/L ( 20 min, ADP)
IC,,=0.0058 pmol/L ( 20 min, Adrenalin)

IC ;= 12.5umol/L ( 20 min, PAF)

Arteriolen: 4%

Abb. 31: Strukturformeln von 9e, 4d und 13b und ihre gerinnungsphysiologischen Daten



3 Pharmakologischer Teil 111

3.3.1 Aktivierung der loslichen Guanylatcyclase (sGC)

In den Thrombozyten katalysiert sGC die Bildung von cGMP aus GTP. Stickstoffmonoxid
(NO) aktiviert iiber die Bindung an Ham als prosthetische Gruppe die l16sliche Guanylatcycla-
se. Mittlerweile sind auch direkte NO-unabhingige Aktivatoren, wie YC-1 bekannt. Der se-

cond messenger cGMP senkt iiber cGMP-abhiingige Proteinkinase intrazellulire Ca*'-
Konzentration in den Thrombozyten. Dadurch kommt zu einer Hemmung der Thrombozyte-

naggregation.

Ivon der Fa.

Die ausgewihlten Substanzen wurden im Testverfahren nach Hoenicka et al.
Bayer auf eine mogliche Aktivierung der 16slichen Guanylatcyclase untersucht.

In einem Radioimmunoassay wurde dabei die Bildung von [3 2P]CGMP aus o [32P]GTP ge-
messen. Der [3 2P]cGMP—Gehalt wurde durch Szintillationsmessung bestimmt. Alle Messwerte
wurden doppelt und die Messungen mindestens dreimal wiederholt. Eine ausfiihrliche Be-

schreibung zum Versuchsaufbau und zur Methodik des Testverfahrens ist bei Hoenicka et

[73] [74,75]

al.'”" und Stasch et al. zu finden. Da YC-1 zusammen mit NO die I6sliche Guanylat-
cyclase iiberadditiv aktiviert, wurden die ausgewéhlten Substanzen auch in Kombination mit
dem NO-Donor DEA/NO (N,N —Diethylaminodiazenolat-2-oxid, siche Abb.32), der spontan

NO freisetzt, getestet.

Abb. 32: Strukturformel von DEA/NO

Alle untersuchten Substanzen zeigen in einer Konzentration von 100 umol/L keine Steigerung
der Basalaktivitit. Auch in Kombination von 100 umol/L Testsubstanz und 0.1 pumol/L
DEA/NO wurde die Aktivitét nicht iiber den Anfangswert erhoht. Unter den gleichen Testbe-
(73]

dingungen fiihrt eine 100 umolare YC-1 Losung
Aktivitit. Das Gemisch aus 100umol/L YC-1 und 0.1 umol/L DEA/NO steigert die Aktivitit

zu einer ca. 90fache Steigerung der sGC-

um das 550fache im Vergleich zum Basalwert.



3 Pharmakologischer Teil 112

Die antiaggregatorischen bzw. antithrombotischen Eigenschaften der getesteten Substanzen

sind daher nicht auf eine Stimulation der 16slichen Guanylatcyclase ziiruckzufiihren.
3.3.2 Hemmung der Phosphodiesterasen (PDE)

Phosphodiesterasen katalysieren den Abbau von cGMP und cAMP zu den entsprechenden
Monophosphaten GMP und AMP. In den Thrombozyten kommt hauptsichlich die Phospho-
diesterase vom Typ 5 vor. Eine Hemmung der PDE 5 kann in den Thrombozyten iiber eine
Erhohung des intrazelluldaren cGMP-Spiegels zu einer Hemmung der Thrombozytenaggrega-
tion fithren. Daher sind die in Abbildung 31 dargestellten Substanzen von der Fa. Bayer in ei-
nem Scintillation Proximity Assay (SPA)-System von der Fa. Amersham Biosciences auf eine
mogliche Hemmung der PDE 5 untersucht.

Das Prinzip des Assay wurde in Abbildung 33 schematisch dargestellt und beruht laut Pro-
duktinformation auf der Bindung von GMP an Mikroteilchen (SPA-Perlen), die aus Yttrium-

silicat bestehen und mit den entsprechenden Antikdpern beschichtet sind. Dabei wird Tritium-

markiertes cGMP([ *H]-cGMP) von humaner rekombinater PDE 5 zu [ H]GMP abgebaut.
Nur die nicht cyclische Form bindet an die SPA-Perlen. Die beim Zerfall von gebunde-

nem[ > HIGMP freigesetzem B-Strahlen treffen aufgrund der Nihe zu den SPA-Perlen auf das
Yttriumsilicat, einem Szintillationagens und setzen Szintillation-Blitze frei, die mit einem

Szintillationszédhler registriert werden konnen. Daraus 148t sich die Konzentration an gebun-

denem [>H]GMP und dem zu Folge auch die Aktivitit der PDE 5 bestimmen.

PDES

HlcGMP —————p  [‘H|GMP

SPA-Perle
(Y uriumsilicat}

£ 1%

szintillations-Emission

Abb. 33: Schematische Darstellung des SPA-Systems zur Bestimmung der PDE 5-Aktivitit
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Die ausgewihlten Substanzen wurden in Konzentrationen von 1, 10, und 100pmol/L in dem
beschriebenen Testmodell untersucht. Sie zeigen keine nenneswerte PDE 5-inhibitorische Ak-
tivitdat. Im Vergleich dazu besitzt YC-1 auf die PDE 5 eine halbmaximale Hemmkonzentrati-
on von 10 pmol/L 6] Vardenafil (Levitra) ®, einem von der Fa. Bayer entwickelten PDE 5 —
Inhibitor zeigt unter den Testbedingungen einen IC , -Wert von 0.7 nmol/L el

Die antiaggregatorischen bzw. antithrombotischen Eigenschaften der untersuchten Substan-
zen sind also auch nicht auf eine Hemmung der Phosphodiesterase vom Typ 5 zuriickzufiih-

ren.



