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Zusammenfassung

Amidrazone leiten sich aus den Carbonsäureamiden und den Hydrazonen ab. Ihre
Synthese und Testung ist am Fachbereich Pharmazie der Martin-Luther-Universität
Halle-Wittenberg ein aktueller Forschungsgegenstand. Die Eigenschaften dieser
und verwandter Verbindungen, sowie ihre Inhibition der Sojabohnenlipoxygenase
L-1 stehen im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit. Es konnten Gemeinsamkeiten
und Unterschiede in der Inhibierung von FeII- und FeIII -Form der L-1 durch die
behandelten Verbindungen festgestellt werden. Während die FeII-Form nach der In-
kubation mit den Inhibitoren reaktivierbar ist, wurde für die FeIII -Form eine irrever-
sible Inhibition durch die untersuchten offenkettigen Amidrazone und Triazoline
festgestellt. Die Abtrennung der Inhibitoren aus dem Inkubationsgemisch erfolgte
dabei durch Gelfiltration oder die Verwendung von Zentrifugeneinsätzen. Die Auf-
hebung bzw. Abschwächung der Inhibition an beiden Enzymformen der L-1 durch
Ascorbinsäure stellt den Hinweis auf die Beteiligung radikalischer Intermediate an
der Inhibition dar. Dies steht im Widerspruch zurslow binding-Theorie zurück-
liegender Arbeiten. Den endgültigen Nachweis eines radikalischen Inhibtitionsme-
chanismus könnte dabei die ESR-Spektroskopie erbringen. Die in dieser Arbeit da-
zu erreichten Ansätze und Ergebnisse bedürfen noch weiterer Prüfung. Aufgrund
der erhaltenen Erkenntnisse zum Wirkungsmechanismus wurde ein Modell zur Be-
stimmung von k2/Ki als Maß für die Inhibition der Verbindungen angewandt. Es
gibt die Wechselwirkung der potentiellen Inhibitoren mit der FeIII -Form der aktiven
Sojabohnenlipoxygenase wieder, während die IC50-Bestimmung die Inhibition der
FeII-Form beschreibt, wobei bei einigen Verbindungen auch die Inhibition der FeIII -
Form Einfluß nimmt. Bei der Untersuchung der Eigenschaften der Verbindungen
stand die Lipophilie im Mittelpunkt. Anhand der Log P-Werte als Maß für die Lipo-
philie, sowie der Stabilität der Verbindungen, wurde ein Datensatz über einen brei-
ten Log P-Bereich erstellt, für dessen Verbindungen k2/Ki-Werte bestimmt wurden.
Aus den erhaltenen Ergebnissen ließ sich kein Zusammenhang aus Log P-Werten
und Inhibition an der L-1 ableiten.
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1 EINLEITUNG

1.1 AMIDRAZONE ALS HEMMER DER L IPOXYGEN -
ASEN

Der Name Amidrazon leitet sich aus dem Carbonsäureamid und dem Hydrazon ab,
und ist eine Kurzbezeichnung für Carbonsäureamidhydrazone. Er faßt Verbindun-
gen wie Amidhydrazone (I ) , Imidhydrazine oder auch Hydrazidimide (II ), sowie
derenα-Azoamin-Tautomere (III ) zusammen. Wie in der Abbildung 1.1 gezeigt,
lassen sich die entsprechenden Tautomere ableiten.
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Abbildung 1.1:mögliche Tautomere der Amidrazonstruktur

In der IUPAC-Nomenklatur findet man die Amidrazonbezeichnung eigentlich nur
bei offenkettigen Vertretern. Diese werden meist nach den ihnen zugrundeliegenden
Carbonsäuren bezeichnet. Sobald ein Ringsystem enthalten ist, geht die Heterozyk-
lennomenklatur vor.
Als Arzneistoff mit Amidrazonstruktur werden Dihydralazin und Hydralazin (Ab-
bildung 1.2) bei der Behandlung des Bluthochdrucks eingesetzt.[3] In Deutschland
sind heute mit Levosimendan, einem Hydrazonderivat und Isoniazid, einem Hydra-
zid, (Abbildung 1.2) zwei Substanzen mit verwandten Strukturen als Arzneistoffe
zugelassen.[1, 2] Während Isoniazid als Tuberkulosemittel schon lange etabliert ist,
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Abbildung 1.2:angewandte Arzneistoffe mit Amidrazon-, Hydrazon- und Hydra-
zidstruktur

ist der bei schwerer Herzinsuffizienz eingesetzte Calciumsensitizer Levosimendan
eine recht neue Therapieoption, deren Potential noch nicht voll ausgelotet ist.[4]

Über Reaktionen und Synthesen von Amidrazonen findet sich eine Vielzahl von
Literaturstellen, von denen [5, 6, 7, 8] hier stellvertretend genannt sein sollen. Veröf-
fentlichungen zu den biologischen Aktivitäten dieser Verbindungsgruppe sind dage-
gen weniger vorhanden. Es finden sich einzelne Arbeiten zum Einsatz als Insektizid
[9, 10], zur Inhibition der Cholinesterase [11] und als Inhibitor der Squalen-Hopen-
Zyklase.[12] Auch der Einsatz als Nukleosidaseinhibitoren ist beschrieben.[13]
Untersuchungen zum Einsatz als Wirkstoff gegen Mycobakterien sind mehrfach
vorhanden.[14, 15, 16, 17]
Die Lipoxygenasehemmung durch Amidrazone wurde durch viele Arbeiten unter-
sucht, welche in Halle/Saale entstanden.[18, 19, 20] BW 755 C, ein LOX- und
COX-Inhibitor [21, 22, 23] (eine zyklische Verbindung), und die offenkettigen
Strukturvariante des CBS 1114 waren Leitstrukturen für die Synthese vieler Ami-
drazonderivate am Fachbereich Pharmazie in Halle/Saale. Auch die an der Lipoxy-
genase als wirksam beschriebenen Verbindungen Acetonphenylhydrazon [24] und
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Hexanalphenylhydrazon [25] gaben mit ihrer Strukturverwandtschaft Anregungen
für die Weiterentwicklungen des Amidrazonthemas. Mit diesen Leitsubstanzen soll-
te die Suche nach potentiellen LOX-Hemmern aufgenommen werden. P. Harenberg
[26] synthetisierte offenkettige Verbindungen, sowie auch eine Reihe von Hetero-
zyklen (siehe Abbildung 1.3), in denen die Amidrazonstruktur als potentiell lipoxy-
genasehemmendes Element enthalten war. Jedoch waren die meisten Heterozyklen
mit wenigen Ausnahmen an der Sojabohnenlipoxygenase schlecht wirksam.[27]
Dagegen konnte mit offenkettigen Verbindungen die Wirksamkeit von CBS 1114
noch verbessert werden.[28]

Mit der Synthese vieler Verbindungen des offenkettigen Typs sowie chemisch
verwandter Verbindungen und Ringsysteme [29] wurde mit dem Caprolactam-(4-
chlor)phenylhydrazon (HB-1) eine gut wirksame Verbindung gefunden, die als Mo-
dellsubstanz für die Untersuchung des Wirkmechanismus diente.[30] In [27] wur-
de eine Tautomerbildung als Ursache der Hemmung der LOX angenommen. Auch
eine Peroxidierung des Hemmers durch die LOX als analoges Substrat und dar-
auf folgend die Oxidation eines Methioninrestes am aktiven Zentrum des Enzyms,
wie für die Selbstinaktivierung der Retikulozytenlipoxygenase durch Lipoxygen-
aseprodukte beschrieben [31], wurde als Wirkprinzip vermutet. In der Literatur wird
für Hexanalphenylhydrazon [25] und Acetylenfettsäuren [32] dieser letztgenann-
te Wirkungsmechanismus beschrieben. Da diese Reaktion initial mit der Abspal-
tung eines H-Atoms und der Bildung eines Inhibitorradikals verbunden ist, wur-
de darauf aufbauend das Konzept der captodativen1 Substitution der Amidrazone
verfolgt.[34] Es geht davon aus, daß mit besserer Stabilisierung des Inhibitorra-
dikals am Amidrazonkohlenstoff die Wirksamkeit an der Lipoxygenase steigt.[35]
Dieser Wissensstand, daß es sich bei den Amidrazonen um sogenanntemechanism
based-Inhibitoren handelt, was einer selektiven Inhibition des Zielenzyms gleich-
kommt, leistete einen Beitrag zum Entstehen weiterer Synthesearbeiten.[36, 37, 38]
Neben den bewährten offenkettigen Verbindungen wurde die Amidrazonstruktur
wieder abgewandelt oder in verschiedene Ringsysteme eingebaut.[39, 40] In dieser
Zeit entstanden auch die ersten Verbindungen, mit denen sich diese Arbeit beschäf-
tigt. 1998 wurden die Untersuchungen zum Hemmechanismus mit der Arbeit von

1Der Begriff captodativ ist als eine Erweiterung der Prinzipien formuliert, die die Stabilisierung
von An- und Kationen bewirken. Während Carbokationen durch Elektronendonorgruppen und
Carboanionen durch Elektronenakzeptorgruppen stabilisiert werden, werden neutrale Radikale
als Zwischenglied zwischen den vorgenannten Spezies betrachtet.[33] Eine Stabilisierung erfolgt
durch sowohl eine Elektronenakzeptorgruppe (´´capto´´) als auch eine Elektronendonorgruppe
(´´dativ´´).
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F. Clemens [41] wieder aufgenommen. Am Beispiel der Verbindung Fro A6 wird
der Hemmechanismus für diese Verbindung als hochaffin und reversibel charakte-
risiert, was im Widerspruch zu den Arbeiten über HB-1 [30] steht. Auch die Oxida-
tion des Methioninrestes als Ursache der Inhibition wurde inzwischen als nichtes-
sentiell beschrieben.[42, 43] Bis heute entstanden daraufhin weitere Synthesearbei-
ten zu offenkettigen und zyklischen Verbindungen [44, 45, 46, 47, 48], von denen
die Synthese der Triazoline dadurch hervorsticht, daß hier mit einer ganzen Serie
von zyklischen Verbindungen eine Wirksamkeit in der gleichen Größenordnung wie
mit den offenkettigen Amidrazonen an der Sojabohnenlipoxygenase erreicht wer-
den konnte. D. Ranft fand zudem mit den Picolinsäure-N1-(2-benzothiazolyl)- und
den Picolinsäure-N1-(2-benzooxazoyl)amidrazonen offenkettige Verbindungsgrup-
pen, die über eine antimycobakterielle Wirkung verfügen.[16, 17, 44] Allerdings
reichen sie in ihrer Wirksamkeit nicht an das stofflich verwandte Isoniazid her-
an. Für die LOX-Hemmung blieben die Triazoline, für die inzwischen auch ein
reversibler Wirkungsmechanismus formuliert wurde [49], und die offenkettigen,
captodativ substituierten Verbindungen interessant. Zu früheren Betrachtungen der
Strukturwirkungsbeziehungen [29, 34, 35, 50] kamen weitere Untersuchungen für
die offenkettigen, captodativen Verbindungen hinzu.[51, 52] Mit Ausnahme von
S. Kadler [30], die Ki-Werte und Inaktivierungskonstanten für vier Verbindungen
bestimmte, waren solche Untersuchungen anhand von IC50-Werten gemacht wor-
den. IC50-Werte sind abhängig von den Versuchsbedingungen, wie der Dauer der
Inkubation, der Enzym- oder der Substratkonzentration, während Ki-Werte bedin-
gungsunabhängige Werte sein sollten.[53] Die Abhängigkeit von den Meßbedin-
gungen bei der IC50-Bestimmung kann wie bei der für Amidrazone und Triazoli-
ne beschriebenen zeitabhängigen Inhibition [54] zu einer Unterbewertung für In-
hibitoren führen, bei denen der Inkubationszeitraum zur vollständigen Einstellung
der Enzyminhibitorkomplexgleichgewichte nicht ausreicht.[55] Für Aussagen über
Strukturwirkungsbeziehungen wären demzufolge bedingungsunabhängige Inhibiti-
onsparameter günstiger. Auch die Inhomogenität der Datensätze stellte für die Kor-
relation der Wirksamkeit der Inhibitoren mit dem Substitutionsmuster oder deren
Eigenschaften ein Problem dar.[52, 56, 57] So waren in den Synthesearbeiten zu
den offenkettigen, captodativ substituierten Amidrazonen vor allem gut wirksame
LOX-Inhibitoren entstanden, was wirklich verwertbare Korrelationen erschwerte.
Aus dieser Erkenntnis heraus wurde in den letzten Synthesearbeiten versucht, Ver-
bindungen zu erhalten, die zum einen eine gute Streuung der Hemmdaten und zum
anderen eine hohe Bandbreite ihrer Eigenschaften aufweisen.[45, 48] Ziel dieser
Arbeit sollte es nun sein, für die vorhandene Vielzahl von Verbindungen den Zu-
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sammenhang zwischen ihren Eigenschaften und ihrer Hemmaktivität zu prüfen. Da
bereits ein Zusammenhang zwischen Hemmung und Lipophilie für andere Inhi-
bitoren auch von Lipoxygenasen beschrieben ist [58, 59, 60, 61, 62], sollte dies
ursprünglich den Schwerpunkt der Untersuchungen bilden.

1.2 LIPOXYGENASEN

Die Entwicklung von Amidrazonen als Lipoxygenasehemmstoffe wird seit vielen
Jahren am Fachbereich Pharmazie in Halle/Saale intensiv betrieben. Seit dem Be-
ginn der Amidrazonsynthesen am Fachbereich hat der Wissensstand zu dieser En-
zymfamilie ein kaum zu überblickendes Ausmaß angenommen, weshalb hier nur
kurz auf wenige Fakten eingegangen werden kann. Die Geschichte der Lipoxy-
genaseforschung begann vor mehr als 70 Jahren mit der Beschreibung der er-
sten LOX aus Sojabohnen.[63] Strukturelles Kennzeichen ist ein Nicht-Häm ge-
bundenes Eisen- oder Manganion, welches während der Katalyse einen Wech-
sel des Redoxstatus vollzieht.[64] Lipoxygenasen katalysieren die Peroxidierung
mehrfach ungesättigter Fettsäuren in Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen.[65]
Es war nicht leicht zu verstehen, warum die Natur ein Enzym benötigt um Li-
pide zu oxidieren, wenn diese Oxidation auch von allein auftrat. Lange Zeit
war man der Meinung, daß Lipoxygenasen nur im Pflanzenreich auftreten. Dies
änderte sich mit der Entdeckung der Leukotriene und deren Bedeutung als in-
flammatorische Mediatoren.[66] 1975 wurden die ersten Säugetierlipoxygenasen
beschrieben.[67, 68] Ein Jahr später wurde mit der 5-LOX das Schlüsselenzym der
Leukotriensynthese entdeckt.[69] Dem folgten eine Reihe weiterer Säugetierenzy-
me, deren Nomenklatur sich heute mehr an genetischen Gemeinsamkeiten als an der
früher eingeführten Produktspezifität gegenüber Arachidonsäure orientiert.[70] So
werden die menschlichen 15-Lipoxygenasen in eine 15-LOX vom Retikulozytentyp
(15-LOX-1) und vom Epidermistyp (15-LOX-2) unterschieden.[71] Während die
15-LOX-1 C-15 und C-12 Produkte herstellt, weshalb sie oft auch als 12/15-LOX
bezeichnet wird, erbringt die 15-LOX-2 ein reines C-15 Produkt der Arachidon-
säure. Die 15-LOX-2 ist der 8-LOX der Maus näher verwandt, als der 15-LOX-
1 der eigenen Spezies. Das Wissen zu den Funktionen der zunehmenden Zahl an
Lipoxygenasen entwickelte sich dabei weniger schnell als die Strukturaufklärung
dieser Enzyme.[72] Dabei bildet die 5-LOX eine Ausnahme. Die Charakterisierung
der Leukotriene als “slow reacting substance of anaphylaxis“ und deren Rolle im
Krankheitsbild des Asthma bronchiale ließen diesen Stoffwechselweg schnell zum
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Target der Arzneimittelforschung werden.[66, 73] Daraus ging neben den Leukotri-
enantagonisten der einzige derzeit im therapeutischen Einsatz befindliche Lipoxy-
genasehemmer Zileuton (ZyfloTM) hervor.[74] Beide Arzneistoffgruppen sind al-
lerdings nicht in der Lage, die etablierten Medikamentengruppen zu ersetzen. Sie
stellen aber eine wichtige Ergänzung dar, um z.B. die Glukokortikoiddosis und da-
mit deren Nebenwirkungen zu senken.[75, 76, 77] Weitere Auswirkungen von 5-
LOX Produkten, wie auf die Zytokinproduktion durch LTB4 [78], und der erfolg-
reiche Einsatz des FLAP-Inhibitors MK 886 im Tierversuch eines Lungenkrebs-
modells [79] und im Zellversuch [80] zeigen das Potential einer Hemmung des
5-Lipoxygenaseweges in der Arzneimittelforschung. Desweiteren wurden Studien
mit der Anwendung von Lipoxygenaseinhibitoren an Krebspatienten publiziert.[81]
In jüngster Zeit wird ebenfalls die Beteiligung der 5-LOX an der Atherosklerose
vermutet.[82]
Für den 15-Lipoxygenaseweg liegt die Anwendung als Therapieoption noch in wei-
ter Ferne. Wegen der Beteiligung mehrerer 15-Lipoxygenasen sind die Verhältnisse
hier kompliziert. Die Beteiligung dieser Enzymfamilie an der Atherosklerose, z.B.
durch Oxidation von LDL, ist anzunehmen.[83, 84] Durch eindrucksvolleKnock
out-Mausexperimente konnte dieser Zusammenhang bestätigt werden.[85, 86] Da-
bei ist die 12/15-Lipoxygenase in den Mittelpunkt des Interesses gerückt. Der
Zusammenhang zwischen dieser LOX und der Interleukinproduktion als ein wei-
terer potentieller Mechanismus der Atherosklerose zeigt die Komplexität dieses
Geschehens.[87] Dabei wird den PPAR-Liganden, welche u.a. LOX-Produkte sind,
eine zentrale Rolle zugeschrieben.[88, 89, 90] Auch eine direkte Einflußnahme von
Lipoxygenaseinhibitoren auf die PPAR-Wirkungen durch Verdrängung der Ligan-
den (HETEs) konnte nachgewiesen werden.[91] Eine weitere wichtige Funktion der
15-Retikulozytenlipoxygenase stellt ihre Rolle bei der Differenzierung verschie-
dener Zelltypen dar. Während dieser Entwicklungsprozesse werden Zellorganellen
(z.B. ER, Mitochondrien und Kern bei der Reifung von Fiberzellen der Augen-
linse [92]) abgebaut. Damit die proteolytischen Enzyme der Zellen an den Inhalt
von z.B. Mitochondrien gelangen können, müssen deren schützende Membranen
destabilisiert werden. Dieser Prozeß ist an eine starke 15-Lipoxygenaseaktivität ge-
bunden [93], wobei deren Störung durch Inhibitoren nicht zwangsläufig zu einer
Reifungsstörung führt.[94] Die Art und Weise wie diese 15-LOX-Aktivität auf der
translatorischen Ebene über eine Retardierung der Lipoxygenase-mRNA gesteuert
wird, gehört mit zu den spannendsten Gebieten der Lipoxygenaseforschung.[95] Da
hier die 15-Lipoxygenase eine wichtige physiologische Funktion übernimmt, wird
klar, daß bei einem zukünftigen Einsatz von Lipoxygenaseinhibitoren deren Spezi-
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fität für bestimmte Proteine über ihre Verwendungsfähigkeit entscheiden wird. Hier
dürften Leukotrienrezeptorantagonisten aufgrund des ähnlichen Wirkprinzips aller
Lipoxygenasen bevorteilt sein.
Dem ähnlichen Wirkprinzip, das für alle Lipoxygenasen angenommen wird, lie-
gen auch die Testsysteme an Pflanzenlipoxygenasen zugrunde. Durch Pflanzenlip-
oxygenasen entstehen im weiteren Verlauf der Stoffwechselwege Phytohormone
und Fungizide wie z.B. Jasmonat [96], deren Funktion von denen der Säugetierlip-
oxygenaseprodukte abweicht. Pflanzen- und Säugetierlipoxygenasen können kei-
nesfalls generell gleichgestellt werden, da sich nicht nur deren Funktionen, son-
dern auch deren Bau erheblich unterscheiden kann. Rückschlüsse aus Versuchen
mit Pflanzenlipoxygenasen wie der Sojabohnenlipoxygenase L-1 auf die Spezifi-
tät und das Verhalten der in dieser Arbeit untersuchten Verbindungen gegenüber
anderen Lipoxygenasen z.B. im Vollbluttestsystem sind somit nicht möglich. Trotz-
dem wurden durch das Sojabohnenlipoxygenasetestsystem Erkenntnisse über die
vorliegenden Verbindungen gewonnen, welche für weitere Untersuchungen z.B. im
Vollbluttestsystem [97, 98] nützlich sind.



2 VERWENDETE M ETHODEN

2.1 SAUERSTOFFVERBRAUCHSMESSUNG

Die Sauerstoffverbrauchsmessung erfolgte in einer temperierbaren Meßapparatur
(siehe Abbildung 2.1) mit dem WTW Cell Ox 325 Sauerstoffsensor der Firma
WTW GmbH Weinheim. Die Messung und Kalibrierung erfolgte mit einem Oxi
538 ebenfalls von WTW GmbH Weinheim. Die Meßwerterfassung wurde mit dem
dazugehörigen Programm Multi Achat II vorgenommen. Der Membrankopf des
Sauerstoffsensors ist in den Glaskörper der Meßzelle eingeklebt. Der Temperatur-
sensor der Sauerstoffelektrode wurde ebenso wie der Glaskörper temperiert. Die
Temperierung erfolgte über einen mLw Thermostaten U 8 des VEB MLW Prüfgerä-
te Meiningen. Dieser wurde mit einem Stelltrafo LSS 10 vom VEB Meßgeräte Zin-
nowitz gesteuert. Eine Differenz von 0,1 K zur Meßtemperatur wurde toleriert. Die
Kühlungsschleife des Thermostaten wurde wegen des enormen Wasserverbrauchs
ausgebaut und eine Kühlung gegebenenfalls während der Messung durch Zugabe
von Eiswürfeln zum Wasserkreislauf erreicht.
In einem doppelwandigen Puffergefäß wird der verwendete Puffer durch ständiges
Rühren unter den gleichen Temperatur- und Druckverhältnissen wie in der Meß-
zelle gehalten. Die Temperierung des Puffergefäßes erfolgt über das zum Thermo-
staten zurücklaufende Wasser, welches in einen geschlossenen Kreislauf zirkuliert.
Das Puffergefäß faßt maximal 900 ml. Das Meßzellvolumen beträgt ca. 5 ml. Es
wurde nach jeder Regenerierung der Elektrode neu bestimmt. Da eine Kalibrierung
des Sensors im Kalibriergefäß nicht möglich war, wurde dies mit dem Glaskörper
der Meßzelle als Kalibriergefäß durchgeführt. Der sich im Meßzellraum befinden-
de Magnetrührer wird über einen mLw R3 Magnetrührer des VEB Medizintechnik
Leipzig angetrieben. Es wurde eine Geschwindigkeit von 700 U/min für alle Mes-
sungen benutzt.
Die Reinigung der Meßzelle nach jeder Messung erfolgte mit demineralisiertem
Wasser und bei Bedarf mit einer 1:1 Mischung aus demineralisiertem Wasser und
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Abbildung 2.1:Aufbau Meßzelle zur Sauerstoffverbrauchsmessung

Ethanol. Zum Absaugen des Meßmediums bzw. der Waschflüssigkeit wurde eine
Vakuumpumpe PC 620 der Firma VACUMBRAND GmbH + Co Wertheim mit ei-
ner vorgeschalteten zusätzlichen Waschflasche verwendet.
Das im Hause verwendete System zur Erhebung von IC50-Werten weicht insofern
von der hier beschriebenen Anlage ab, daß die Meßzelle aus Polyacryl besteht und
der Temperatursensor nicht mittemperiert wird. Als Sauerstoffsensor wird hier ei-
ne Tri Oxi max EO 200 Elektrode und als Meßgerät ein Oxi 530 der Firma WTW
GmbH Weinheim verwendet. Der verwendete Thermostat M3 Lauda benötigt für
die Meßtemperatur von 37◦C keinen Stelltrafo. Ansonsten entspricht der Aufbau
dieses Meßsystems der Abbildung 2.1.
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2.2 HERSTELLUNG DER PUFFER UND L ÖSUNGEN

Demineralisiertes Wasser wurde durch eine Wasseraufbereitungsanlage vom Typ
CWD 5711 in Kombination mit einer Mini Stil P 42 Entionisierungspatrone von
der Firma Reinstwassersysteme Christ GmbH Stuttgart hergestellt. Die Leitfähig-
keit betrug weniger als 5µS. Für den überwiegenden Teil der Versuche wurde ein
0,2 M TRIS/HCl-Puffer pH 8,5 mit einem 1 x 10−4 M EDTA-Zusatz verwendet. Da-
zu wurden 24,23 g TRIS und 0,037 g EDTA in ca. 900 ml demineralisiertem Wasser
gelöst. Bei einer Temperatur von 25◦C wurde der pH-Wert mit konzentrierter Salz-
säure auf 8,5 eingestellt und auf 1000 ml aufgefüllt. Für weitere TRIS/HCl-Puffer
anderer Konzentration bzw. anderen pH-Wertes wurde analog mit den jeweils ver-
änderten Vorgaben verfahren. Der 0,02 M Boratpuffer besteht aus einem Teil Natri-
umtetraborat (3,044 g/l) und drei Teilen Borsäure (1,854 g/l). Die Einstellung des
pH-Wertes auf 8,5 erfolgte mit 0,1 N NaOH. Für die Bestimmung des pH-Wertes
wurde eine SenTix 21 pH-Elektrode, sowie ein pH-Meter ph 523 der Firma WTW
GmbH Weinheim benutzt. Zwischen den Meßreihen wurden die Puffer verschlos-
sen im Kühlschrank gelagert.
Zur Herstellung der Enzymlösungen der Sojabohnenlipoxygenase wurde 0,2 M
TRIS/HCl-Puffer pH 8,5 verwendet. Für die ESR-Messungen im 0,02 M Borat-
puffer wurde dieser zum Herstellen der Proteinlösung verwendet. Das Lyophilisat
des Enzyms wurde in kaltem Puffer je nach beabsichtigter Konzentration gelöst.
Die entstandene Enzymlösung wurde in Eppendorftubes so aufgeteilt, daß je ei-
ne Meßreihe problemlos abgearbeitet werden konnte. Die Enzymkonzentrationen
der für die Sauerstoffverbrauchsmessungen verwendeten Lösungen wurden UV-
spektrometrisch bestimmt. Auf Grundlage dieser UV-Bestimmungen wurde das in
die Meßzelle einzuspritzende Volumen ermittelt. Die Enzymlösungen, sowie das
Lyophilisat wurden im Tiefkühlschrank bei -18◦C gelagert. Während der Messun-
gen wurden die Enzymlösungen bei 0◦C aufbewahrt.
Als Substrat wurden Lösungen des Kaliumsalzes der Linolsäure verwendet. Zu ihrer
Herstellung wurden in einem kleinen Rundkolben ca. 100 mg Linolsäure mit 100µ l
MeOH angelöst, 0,5 ml 0,1 N KOH zugegeben, und diese Mischung entsprechend
der Linolsäureeinwaage mit argonbegastem, demineralisiertem Wasser ergänzt. Der
Rundkolben wurde mit Argon begast und dicht verschlossen bei -20◦C eingefro-
ren. Unter Argonbegasung wurde die aufgetaute Substratlösung in 5 ml Braunglas-
flaschen portioniert und bis zum Gebrauch dicht verschlossen im Tiefkühlschrank
bei -18 ◦C gelagert. Während der Messungen wurden die Substratlösungen licht-
geschützt bei 0◦C gelagert. Einmal angebrochene Substratlösungen wurden nicht
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wiederverwendet.
Für die Inhibitorlösungen wurden 1-2 mg der Verbindungen in einem Eppendorf-
tube eingewogen. Je nach erwünschter Konzentration wurden die Substanzen in
400-1200µ l getrocknetem MeOH, DMF, EtOH oder DMSO gelöst. Für weitere
Verdünnungen dieser Stammlösungen wurden 50-200µ l abgenommen und diese
mit dem entsprechenden Lösungsmittel verdünnt. Die Lagerung der Inhibitorlösun-
gen erfolgte bei Raumtemperatur. Von Inhibitoren, über deren Stabilität nichts Nä-
heres bekannt war, wurden die Lösungen für jede Meßreihe neu hergestellt.
Für die Ascorbinsäurelösungen wurden ca. 5 mg Ascorbinsäure in einem Eppen-
dorftube in 800-1000µ l demineralisiertem Wasser gelöst. Aus der Einwaage er-
rechnete sich das benötigte Volumen dieser Lösung, um die jeweils benötigte Kon-
zentration in der Meßzelle zu erreichen. Lösungen der Dehydroascorbinsäure wur-
den in gleicher Weise hergestellt. Zur Herstellung der Vitamin-E Lösungen wurde
ein Tropfen Tweenr 20 mit einem Tropfen des Inhaltes einer Eusovitr 600 Kapsel
und 500µ l entmineralisiertem Wasser in einem Eppendorftube vermischt. Letztere
drei Lösungen wurden für jede Meßreihe neu hergestellt und lichtgeschützt gela-
gert.
Für die Harnsäurelösung wurden 4,9 mg Harnsäure in einem Eppendorftube einge-
wogen und in 1000µ l 0,2 M TRIS/HCl-Puffer pH 8,5 gelöst. 31µ l dieser Lösung
ergaben eine Konzentration von 1 x10−4 M in der Meßzelle. Für die NAC-Lösung
wurden 16,2 mg NAC in einem Eppendorftube eingewogen und mit 867µ l demi-
neralisiertem Wasser gelöst. 8µ l ergaben in der Meßzelle eine Konzentration von
1,72 x 10−4 M.
Für alle Einwaagen unter 1 g wurde eine Scaltec SBA/SBC Laborwaage von
SCALTEC Instruments GmbH Heiligenstadt und für Einwaagen über 1 g eine Sa-
torius PT 310 Analysenwaage verwendet. Alle Volumen unter 100µ l wurden mit
Mikroliterspritzen (ILS Stürtzenbach) abgemessen. Volumen über 100µ l wurden
entweder ebenfalls mit Mikroliterspritzen (ILS Stürtzenbach) oder mit einer ver-
stellbaren Mikroliterpipette Eppendorf Reference 200-1000µ l, sowie verschiede-
nen Rotilabor Digital Mikroliterpipetten dosiert. Ab 10 ml wurden entsprechende
Pipetten oder Maßkolben für die Volumenabmessung verwendet. Alle Verdünnun-
gen bzw. Lösungsmittelzugaben zur Herstellung der Inhibitorlösungen wurden aus-
schließlich mit Mikroliterspritzen (ILS Stürtzenbach) durchgeführt.
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2.3 UV-BESTIMMUNGEN

Für die Konzentrationsbestimmungen der Linolsäuresubstrat- und der L-1-
Lösungen wurde ein UV-VIS-Spektrometer Spekol 1200 der Firma Carl Zeiss Jena
GmbH benutzt. UV-Spektren der Inhibitoren wurden ebenfalls mit diesem Gerät
aufgenommen. Es wurden Hellmar 100-QS Küvetten aus Quarzglas (b = 10 mm)
verwendet. Die Steuerung des Spekol 1200 und die Meßwerterfassung erfolgten
über einen PC mit dem Programm Win Aspect© Version 1.5 der Carl Zeiss Jena
GmbH.
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte nach der Gleichung:C = A

ε∗b. Diese Glei-
chung leitet sich aus dem Lambert-Beerschen Gesetz (A = ε ∗C∗b) ab. Für die So-
jabohenlipoxygenase wurde der Absorptionskoeffizient vonε = 16000M−1 cm−1

bei 280 nm verwendet.[99] Die Konzentration der Substratlösung wurde nach ent-
sprechender Verdünnung und vollständiger Umsetzung durch die Sojabohnenlip-
oxygenase zum Linolsäureperoxid für jede Charge neu ermittelt. Für das Linolsäu-
reperoxid wurde einε von 25000 M−1 cm−1 bei 235 nm verwendet.[100]

2.4 TRÜBUNGSMESSUNG

Für die Messung des Streulichtes wurde ein Perkin-Elmer MPF-44 Fluorescence
Spectrophotometer verwendet. Es wurde mit einer Wellenlänge von 350 nm bei
Raumtemperatur (22-24◦C) gearbeitet. Das rechtwinklig austretende Streulicht der
gleichen Wellenlänge wurde über den Detektor registriert und dessen Signale mit
dem angeschlossen PC verarbeitet. Es wurden Kartell Plastikeinmalküvetten (1941
pmma, b = 10 mm) verwendet. Diese wurden mit 3 ml 0,2 M TRIS/HCl-Puffer
pH 8,5 oder demineralisiertem Wasser gefüllt und mit einem Ultraschallbad So-
norex RK 31 entgast. Anschließend wurde die Lichtstreuungsintensität für 2 min
gemessen. Wurde kein Streulicht festgestellt, wurde entsprechend Inhibitorlösung
(10-100µ l) oder Lösungsmittel (MeOH oder DMF) mit einer Mikroliterspritze in
die Küvette gespritzt und vorsichtig gerührt. Der maximale Lösungsmittelanteil be-
trug 2,12 Volumenprozent. Dann wurde 2-5 min auf das Auftreten von Streulicht
geprüft. Jede Messung wurde zweimal wiederholt.
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Injektionstemperatur: 260◦C
Detektortemperatur: 280◦C

Heizrate: Die Säule wurde in der ersten Minute auf 50◦C erwärmt.
Die weitere Heizrate betrug 20◦C/min über 14 Minuten.

Trägergas: Helium 5.0

Einspritzvolumen: 1 µ l

Flußrate: 7 psi

Ionisierung: 70 eV

Injektionsart: spittles

Tabelle 2.1:Bedingungen für die GC-MS

2.5 MASSENSPEKTROSKOPIE

Für die Analyse der Inhibitorlösungen wurde eine GC-MS-Kopplung aus einem
Hewlett Packard 5890 Series II Gaschromatographen und einem Hewlett Packard
5971 A massenselektiven Detektor benutzt. Als Säule diente eine BPX 5 (25 m x
0,22 mm ID x 0,25µm) der Firma SEG Deutschland GmbH. Die weiteren Bedin-
gungen sind in der Tabelle 2.1 aufgelistet.

2.6 DIALYSE

Gewöhnlich wird die Dialyse zum Abtrennen niedermolekularer Stoffe wie z.B.
Salzen verwendet. In dieser Arbeit wurde ihre Eignung zur Bestimmung der Rever-
sibilität der Inhibitoren an der L-1 untersucht.
Dazu wurden bei Raumtemperatur 24,5 ml 0,2 M TRIS/HCl-Puffer pH 8,5 und
0,5 ml Enzymlösung in einem Dialyseschlauch (Zellulosenitrat, VEB Filmfabrik
Wolfen oder Spectra/Porr MWCO: 6000-8000, Spectrum Laboratries. Inc, USA &
Canada) eingefüllt und mit Dialyseschlauchklammern verschlossen. Die Konzen-
tration des Enzyms im Dialyseschlauch betrug 1,07 x10−7 M. Der gefüllte Dia-
lyseschlauch wurde in ein mit 300 ml 0,2 M TRIS/HCl-Puffer pH 8,5 oder 0,02
M TRIS/HCl-Puffer pH 8,5 gefülltes Becherglas mit Magnetrührer gehängt (siehe
Abbildung 2.2). In verschiedenen zeitlichen Abständen wurden Proben zu 1 ml aus
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1: mit Enzymlösung gefüllter Dialyseschlauch
2: Dialyseschlauchklammern
3: mit Puffer gefülltes Becherglas
4: Magnetrührer

Abbildung 2.2:Aufbau der Dialyse

dem Dialyseschlauch entnommen. Die enzymatische Aktivität dieser Proben wurde
über die Sauerstoffverbrauchsmessung bestimmt, wobei aus der mit Puffer gefüllten
Meßzelle jeweils 1 ml Puffer durch die aus der Dialyse entnommene Probe ersetzt
wurde. Die Enzymkonzentration in der Meßzelle betrug dann 2 x10−8 M. Für ei-
nige Versuche wurde der Dialyseschlauch nach [101] mit 0,5 M EDTA-Lösung und
demineralisiertem Wasser ausgekocht.

2.7 GELFILTRATION

Die Gelfiltration basiert auf dem Prinzip der Größenausschlußchromatographie und
wurde zum Abtrennen der L-1 von niedermolekularen Verbindungen wie Substrat
und Inhibitoren eingesetzt. Für die Gelfiltration wurde eine Sephadexr G 25-Säule
(l = 8 cm, D = 1,5 cm) von Pharmacia (Erlangen) verwendet. Es wurde bei Raum-
temperatur gearbeitet. Die Säule wurde vor jeder Trennoperation mit mindestens
100 ml 0,2 M TRIS/HCl-Puffer pH 8,5 bzw. dem jeweils benutzten Puffer äquilli-
briert. Die aufzutragende Probe wurde, wenn notwendig, mit Puffer auf das Volu-
men von 2,5 ml ergänzt. Nach dem Einsinken der Probe wurde mit 3,5 ml Puffer
eluiert. Die so erhaltenen 3,5 ml Eluat enthielten das Protein und wurden zur weite-
ren Untersuchung verwendet. Die Säule wurde mit mindestens 100 ml 0,1 N NaOH
nach jeder Nutzung gesäubert. Sie wurde verschlossen, mit entmineralisiertem Was-
ser gefüllt, bei 8◦C im Kühlschrank gelagert und mehrfach eingesetzt.
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2.8 KONZENTRATION VON PROTEINPROBEN MIT

ZENTRIFUGENEINSÄTZEN

Zum Konzentrieren von Proben bzw. zum Abtrennen von niedermolekularen Sub-
stanzen wurden Macrosepr-Zentrifugeneinsätze der Firma Pall Life Sciences
(Dreieich) mit der Ausschlußgrenze 30 kDa verwendet. Es wurde bei Raumtempe-
ratur mit 0,2 M TRIS/HCl-Puffer pH 8,5 gearbeitet. Die Einsätze wurden entspre-
chend der Firmenbeschreibung mit bis zu 15 ml Probe befüllt und 30 min in einer
mLw T 52.2 Zentrifuge des VEB MLW Medizintechnik Leipzig bei 4500 g zentrifu-
giert. Das Filtrat wurde abgetrennt und aus dem Restvolumen Proben (100µ l) zur
weiteren Untersuchung entnommen bzw. die Probe wieder mit 0,2 M TRIS/HCl-
Puffer pH 8,5 befüllt und die Trennung wiederholt.
Die Macrosepr-Zentrifugeneinsätze wurden nach der Verwendung mit 0,05 N
NaOH mindestens zweimal zentrifugiert und mit entmineralisiertem Wasser ge-
spült. Vor der Verwendung wurde einmal mit entmineralisiertem Wasser zentri-
fugiert. Um ein Antrocknen der Membran zu verhindern, wurden die Einsätze in
entmineralisiertem Wasser gelagert.

2.9 BESTIMMUNG VON VERTEILUNGSKOEFFIZI -
ENTEN

Für drei stabile Inhibitoren wurden die Dissoziationskonstanten (pKa-Werte) und
Verteilungskoeffizienten von Frau A. Munk aus der Arbeitsgruppe von Herrn
Prof. A. Langner vom Institut der Pharmazeutischen Chemie der Martin-Luther-
Universität Halle-Wittenberg mit einem Mikrotitrator PCA 101 von Sirius Instru-
ments bestimmt. Die eingesetzten Elektroden wurden entsprechend der Standardi-
sierungsmethode nach SIRIUS [102] kalibriert. Die Faktoren der 0,5 M HCl und der
0,5 M KOH sowie der Gehalt an CO2 wurden im ISA-Wasser bestimmt. Als Kosol-
vents zur Verbesserung der Löslichkeit wurde Methanol verwendet. Die Temperatur
lag bei 25,0 bis 25,5◦C. Die Dissoziationskonstanten wurden für je drei verschiede-
ne Methanolkonzentrationen zwischen 19 und 39 Gewichtsprozent bestimmt. Die
gemessenen Dissoziationskonstanten wurden auf ein kosolventfreies Lösungsmittel
extrapoliert.[103]
Für die Bestimmung des Verteilungskoeffizienten in n-Oktanol wurden bei 24,6 bis
25,4 ◦C drei Messungen pro Verbindung bei drei verschiedenen Oktanolvolumen
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(0,1 ml, 0,2 ml und 0,3 ml) und 20 ml ISA-Wasser mit 0,15 M KCl-Zusatz durch-
geführt. Die Titrationen wurden vom hohen zum niedrigen pH-Wert ausgeführt und
als Multiset ausgewertet.[102]
Zur Berechnung der Log P- und Log D-Werte aus der Strukturformel der Verbin-
dungen wurde das Programm ACD Log D Suite 5.0 (Advanced Chemistry Deve-
lopment) von Science Serve GmbH Pegnitz verwendet.

2.10 DÜNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE

Die dünnschichtchromatographischen Untersuchungen der Inhibitoren wurden mit
DC-Alufolien 5 x 10 cm Kieselgel 60 F254 der Firma Merck Darmstadt durch-
geführt. Dabei wurden zum einen das Laufmittelgemisch Hexan/Ether 7:3 und
zum anderen Chloroform als Laufmittel verwendet. Als Chromatographiekammern
dienten 250 g Nutellar-Gläser der Firma Ferrero. Die Auftragung der Substanzlö-
sungen erfolgte mit jeweils einer neuen Glaskapillare. Die Größe der Startflecken
wurde mit einer UV-Lampe (Konrad Breda Laborgeräte und Ultraviolletstrahler
Wiesloch) kontrolliert. Auf jeder Folie wurden maximal sechs Startflecken aufge-
tragen. Die Laufmittelfront lief mindestens 7 cm. Die Substanzflecken wurden unter
der UV-Lampe bei 254 nm ausgewertet und mit Bleistift markiert.

2.11 SDS-POLYACRYLAMID -GELELEKTROPHORESE

Diese denaturierende Gelelektrophorese wurde zur Analyse des erworbenen Lip-
oxygenaseproteins verwendet. Mit dieser Methode werden Proteine nach ihrer Grö-
ße aufgetrennt. Die Proteinprobe wurde im SDS-Probenpuffer 5 min gekocht, kurz
zentrifugiert und anschließend auf das Gel aufgetragen. Für das Auftrennen der ent-
haltenen Proteine wurde ein 10 prozentiges SDS-Gel verwendet, welches bei einer
konstanten Spannung von 120 V für 2 h lief. Verwendet wurde eine Hoefer Mighty
Small II SE250/SE260 für SDS-PAGE. Die einzelnen Proteinbanden wurden mit
Fairbanks-Färbelösungen [104] sichtbar gemacht. Als Entfärberlösung wurde 10
prozentige Essigsäure eingesetzt.
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2 x SDS Probenpuffer nach Laemmli [105] SDS-PAGE Laufpuffer

5 % (w/v) SDS 25 nM TRIS/HCl

0,1 % (w/v) Bromphenolblau 0,1 % (w/v) SDS

20 % Glyzerin 182 mM Glycin

0,1 M TRIS/HCl, pH 8

Tabelle 2.2:Pufferzusammensetzung für SDS-Page

A B C

25 % (v/v) Isopropanol 10 % (v/v) Isopropanol 10 % (v/v) Essigsäure

10 % (v/v) Essigsäure 10 % (v/v) Essigsäure 0,002 % (w/v) Brilliant

0,05 % (w/v) Brilliant
Blau R 250

0,005 % (w/v) Brilliant
Blau R 250

Blau R 250

Tabelle 2.3:Fairbanks-Färbelösungen

2.12 TANGENTENVERFAHREN UND NLR-A NALYSE

Mit der als Tangentenverfahren bezeichneten Verfahrensweise wird die Geschwin-
digkeit einer enzymatischen Umsetzung aus ihrer Produktkurve bestimmt. Wurde
früher an die auf Millimeterpapier aufgezeichnete Kurve eine Anstiegsgerade an-
gelegt, so wurde beim IC50-System der Anstieg durch lineare Regression aus 5-8
Meßpunkten des linearen Kurvenbereiches nach der Lag-Phase ermittelt. Eine Ra-
tionalisierung der Anstiegsbestimmung konnte durch den Einsatz eines selbstge-
schriebenen Excel-Skriptes erreicht werden, welches die Rohdaten (.dbf-Files) in
Sauerstoffverbrauchskurven umwandelt und entsprechend der Vorgaben (Angabe
der Anzahl der Meßpunkte) den maximalen Anstieg aus der Kurve ermittelt. Diese
Verfahrensweise lieferte gleichwertige Ergebnisse wie die “manuelle“ Anstiegsbe-
stimmung mit OriginTM 5.0.
Für die NLR-Analyse (Nichtlineare Kurvenanpassung) wurde der Marquardt-
Levenberg Algorithmus der Software OriginTM 5.0 von MicrocalTM (Northhampton,
USA) verwendet. Dort nicht vorhandene Funktionen wurden manuell eingefügt.
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Trapversuche
mit MNP

Trapversuche
mit DMPO

Feldmitte (Centerfield) 3365 G 3350 G

Scanbereich (Sweep) 100.4 G 100 G

Zeit für einen Scan (Sweeptime) 200 s 60 s

Anzahl der Scans (Number) 1 10

Modulationsamplitude 1000 1000

Leistungsdämpfung (Powerattentuation) 3 dB 6 dB

Verstärkerstufe (Receiver gain) 5 5

Signalphase 180 180

Tabelle 2.4:Geräteeinstellungen für Miniscope MS 100

2.13 ESR-SPEKTROSKOPIE

Die ESR-Messungen wurden am Institut für Pathophysiologie der Medizinischen
Fakultät der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg mit einem Miniscope MS
100 der Firma Magnettech GmbH Analysenmeßtechnik Berlin durchgeführt. Als
Probenröhrchen wurden Blaubrandr intra Mark Mikropipetten (50µ l) verwendet.
Das Gerät wurde durch das Programm ESR Commander (Version 3.0) der Firma
Magnettech gesteuert. Alle Messungen fanden bei Raumtemperatur (ca. 22◦C)
statt. Die Geräteeinstellungen sind Tabelle 2.4 zu entnehmen. Alle Proben (Volu-
men 120-500µ l) wurden in Eppendorftubes angesetzt und das Probenröhrchen kurz
vor der Messung befüllt. Für Mehrfachbestimmungen wurde dieses dann wieder-
verwendet. Der MeOH-Anteil der Proben betrug maximal 13 Volumenprozent. Als
Puffer wurden 0,1 M TRIS/HCl pH 8,5 oder 0,02 M Boratpuffer pH 8,5 eingesetzt.
Die DMPO-Lösung (Phosphatpuffer pH 7,4) für die ersten Trapexperimente war
eine freundliche Gabe von Herrn PD Dr. H.J. Brömme vom Institut für Pathophy-
siologie. Die MNP-Lösung wurde vor jeder Meßreihe neu hergestellt. Dazu wurden
3-8 mg Substanz in 200-400µ l MeOH zu einer 0,1-0,2 M Lösung gelöst. Die Fest-
substanz, sowie nicht ständig verwendete Lösungen wurde im Tiefkühlschrank bei
-20 ◦C gelagert. Inhibitorlösungen wurden ausschließlich mit MeOH hergestellt.
Der Versuchsablauf für die zu den in Abschnitt 4.7 aufgeführten Spektren ist in
Tabelle 2.5 aufgeführt.
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Abb.
4.19

Die durch Gelfiltration von LA und LOOH abgetrennte FeIII -Form
der L-1 (CL-1 = 5,5 x 10−5 M) wurde mit LA ([S]=5 x 10−3 M) unter
Luftabschluß in 0,02 M Boratpuffer inkubiert. Anschließend wurde
MNP (C = 1 x 10−2 M) zugegeben und 30 min später das ESR-Signal
aufgezeichnet. (MeOH-Anteil: 8,3 %)

Abb.
4.20

Aus einer bei Licht und Wärme 3 h gelagerten MNP-Lösung
wurde ein Anteil in 0,02 M Boratpuffer gegeben und die Pro-
be anschließend vermessen. Die Abbildung zeigt das ESR-Signal
des MNP-Autoxidationsproduktes. (MNP-Konzentration im Puffer:
4 x 10−2 M, MeOH-Anteil: 9,1 %)

Abb.
4.21

IS 280700 ([I ] = 3,3 x 10−4 M) wurde 60 min in 0,1 M
TRIS/HCl-Puffer pH 8,5 inkubiert. Anschließend wurde MNP
(C = 1,85 x 10−2 M) zugegeben. Die Abbildung zeigt das ESR-
Signal nach 30 min. (MeOH-Anteil: 13 %)

Abb.
4.22

Die durch Gelfiltration von LA und LOOH abgetrennte FeIII -Form der
L-1 (CL-1 = 3,8 x 10−5 M) wurde mit CD 151100 ([I ] = 3,5 x 10−4

M) 60 min in 0,1 M TRIS/HCl-Puffer pH 8,5 inkubiert. Anschließend
wurde MNP (C = 1,85 x 10−2 M) zugegeben. Die Abbildung zeigt
das ESR-Signal 60 min nach der MNP-Zugabe. (MeOH-Anteil: 12,5
%)

Abb.
4.23

Die durch Gelfiltration von LA und LOOH abgetrennte FeIII -Form der
L-1 (CL-1 = 3,8 x 10−5 M) wurde mit GD 061099 ([I ] = 1,7 x 10−4

M) 30 min in 0,1 M TRIS/HCl-Puffer pH 8,5 inkubiert. Anschließend
wurde MNP (C = 1,85 x 10−2 M) zugegeben. Die Abbildung zeigt
das ESR-Signal 30 min nach der MNP-Zugabe. (MeOH-Anteil: 12,5
%)

Tabelle 2.5:Versuchsablauf und Bedingungen für die in Abschnitt 4.7 aufgeführten
ESR-Spektren



3 DIE EIGENSCHAFTEN DER

VERWENDETEN HEMMER

3.1 DIE STABILITÄT DER VERBINDUNGEN

Die Stabilität der lipoxygenasehemmenden Amidrazone wurde bereits in voran-
gegangenen Arbeiten untersucht.[26, 27, 49, 106] Dabei wurden unterschiedliche
Ergebnisse erhalten. So konnte für HB-1 gezeigt werden, daß diese Verbindung in
verdünnter Lösung stabil blieb, während sie in konzentrierterer Lösung instabil war.
Dies wurde als Grund für die Kurvenkrümmung bei der Auftragung nach Dixon
(siehe Abbildung 4.3) bei der IC50-Bestimmung angesehen.[27] Es wird ebenfalls
von der schnellen Zersetzung von Amidrazonen berichtet.[26] Die entstandenen,
wiederum oft instabilen Autoxidationsprodukte standen lange im Verdacht, die ei-
gentlich lipoxygenasehemmende Spezies zu sein.[107] Einige Arbeiten beschäfti-
gen sich auch mit Oxidationsversuchen an der Amidrazonstruktur [37, 57], wobei
deren leichte Oxidierbarkeit beschrieben wurde. Die Feststellung, daß Licht und
Sauerstoff die Zersetzung von Verbindungen des Amidrazontyps fördert [106], führ-
te dazu, daß die Substanzen generell unter Luftabschluß im Kühlschrank gelagert

Lösungsmittel nach 1 h nach 1 Tag nach 3 Tagen

DMF 95 % 84 % 31 %

MeOH 96 % 73 % 25 %

0,2 M TRIS/HCl-Puffer pH 8,5 94 % 66 % 3 %

Tabelle 3.1:Inhibition von Fro A6 in verschiedenen Lösungsmitteln;[I ] =
1,16 x 10−7 M, CL-1 = 2 x 10−8 M, [S] = 2,1 x 10−4 M, I t = 3 min
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wurden. In [49] wurde festgestellt, daß Oxidationsprodukte, ob autoxidativ oder
durch die Tätigkeit der Lipoxygenase entstanden, wenn überhaupt, nur einen ge-
ringen Teil der Hemmung ausmachen und zwischen oxidierbaren und nichtoxidier-
baren Inhibitoren zu unterscheiden ist. Da Fro A6 die bisher bestuntersuchte Ver-
bindung der offenkettigen, captodativ substituierten Amidrazone darstellt, wurden
in der vorliegenden Arbeit die ersten Aktivitätsbestimmungen an der Sojabohnen-
lipoxygenase mit dieser Verbindung durchgeführt. Aufgrund der letzten Arbeiten
[41, 49] wurde zunächst davon ausgegangen, daß die hier behandelten offenketti-
gen Amidrazone, sowie die Triazoline, im Puffer während einer IC50-Bestimmung
(6 h) stabil sind. In dieser Einarbeitungsphase in das Testsystem, in der es um das
Erreichen eines reproduzierbaren Arbeitens ging, konnte erst die Verwendung ei-
nes anderen Inhibitors als Fro A6 konstante Ergebnisse hervorbringen. Dies legte
den Verdacht nahe, daß sich Fro A6 entweder im Puffermedium oder in der Inhi-
bitorlösung verändert. Um dies nachzuweisen, wurde die inhibitorische Aktivität
einer Fro A6-Konzentration in drei verschiedenen Lösungsmitteln (DMF, MeOH,
0,2 M TRIS/HCl-Puffer pH 8,5) über drei Tage verglichen. Wie aus Tabelle 3.1 zu
ersehen ist, ändert sich die Hemmaktivität beträchtlich. Die Bestimmung nach drei
Tagen zeigt, daß die Fro A6-Pufferlösung fast keine Hemmaktivität mehr hat. Die
Inhibitorlösungen in MeOH und DMF verloren mehr als zwei Drittel ihrer Hemm-
aktivität nach jeweils drei Tagen. Alle Fro A6-Lösungen zeigten die gleichen Farb-
veränderungen von farblos zu gelb bis tiefgelb. Solche Farbveränderungen wurden
bereits als Zeichen der Instabilität der Amidrazone im Basischen beschrieben.[47]
Lediglich in Hexan unterblieb eine Gelbfärbung der Inhibitorlösung. Es zeigte sich,
daß die in früheren Arbeiten berichteten Erscheinungen über die Veränderung der
Hemmaktivität [106] und die Instabilität verschiedener Amidrazone [26, 27, 37]
auf die Verbindung Fro A6 zutreffen. Auch die Ermittlung unterschiedlicher IC50-
Werte für diese Verbindung, die über eine Größenordnung auseinanderliegen [52],
paßt in dieses Bild. Es mußte nun geklärt werden, inwieweit die Stabilität der Ver-
bindungen die Hemmaktivität an der Sojabohnenlipoxygenase beeinflußt. Da die
oben für Fro A6 beschriebene Vorgehensweise der Testung verschiedener Inhibi-
torverdünnungen an der L-1 sehr aufwendig ist, wurde zunächst die Stabilität der
Verbindungen in methanolischer Lösung untersucht. In [27] wurde gefunden, daß
die Verbindungen vor allem in konzentrierteren Lösungen zur Instabilität neigen.
Für eigene Untersuchungen wurden 50 Verbindungen in Eppendorftubes eingewo-
gen und mit MeOH zu einer 1,2 x 10−2 M Lösung ergänzt. Die Lösungen wurden
zunächst dreimal stündlich und dann alle 24 h auf DC-Platten aufgetragen und die
Chromatogramme mit zwei unterschiedlichen Laufmitteln entwickelt. Eine starke
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Abbildung 3.1:Allgemeine Struktur der offenkettigen Amidrazonverbindungen

Änderung des Chromatogramms, wie das Auftreten zusätzlicher Substanzflecken
wurde als Anzeichen eines Zerfallsprozesses bewertet. Dabei konnten mehrere Zu-
sammenhänge zwischen bestimmten Strukturelementen der offenkettigen, captoda-
tiv substituierten Verbindungen und dem Zerfall in methanolischer Lösung festge-
stellt werden. Verbindungen mit Piperidinring als N-3-Substituent zerfallen in der
Lösung innerhalb weniger Stunden zu mehreren Produkten. Neben Fro A6, das am
schnellsten zerfällt, konnte dies für GD 080999, Fr 160997, Fr 516 und Fr 583
beobachtet werden. Lediglich bei der Verbindung IS 160800, die mit einer Car-
boxylgruppe zusätzlich am Hydrazonphenylring stark vom Substitutionsmuster der
übrigen Verbindungen abweicht, wurden erst nach 48 h Zerfallsprodukte auf der DC
festgestellt. Jegliche Substitution des N-3, sei es mit einer oder zwei Methylgrup-
pen, sowie Phenyl- oder Isobutylresten (Fr 070695, Fr 010997, Fr 524, Fr 130997,
GD 050698) zeigte den gleichen Effekt. Jedoch dauerte es bei den meisten die-
ser Verbindungen mehr als 24 h, bis Zerfallsprodukte über die DC nachweisbar
waren. Daß die N-3 Substitution zu Instabilitäten führen kann, wurde bereits von
W. Pöppel [37] für seine offenkettigen Amidrazone beobachtet. Von Verbindungen,
bei denen der N-3 Stickstoff als unsubstituierte Aminogruppe enthalten ist (GD
300999, GD 220698, GD 180398, Fr 070897, Fr 587, GD 100398, GD 051099,
GD 240398, GD 250398, GD 041099, GD 150398, GD 190398, Fr 518), wurde
über Wochen die Stabilität der Verbindungen in methanolischer Lösung beobach-
tet. Auch die Inhibitionswirkung dieser Lösungen blieb an der Sojabohnenlipoxy-
genase konstant. Eine weitere Substitution des Hydrazonphenylringes hatte keinen
Einfluß auf die Stabilität. Bei der Betrachtung der unterschiedlichen Carbonylfunk-
tionen inα-Stellung zur Amidrazonstruktur fiel auf, daß Verbindungen des Ethy-
lestertyps (GD 140398, GD 150698) wenige Stunden nach dem Lösen in MeOH
einen zweiten Substanzfleck im Chromatogramm bildeten, der auf den DC-Platten
wenige Millimeter unter den Orginalverbindungen lief. Dabei handelte es sich um
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Abbildung 3.2:Vergleich der Inhibition einer frisch hergestellten methanolischen
GD 190299 Lösung (rot,[I ] = 1,11 x 10−7 M) mit einer 3 Ta-
ge alten Verdünnung im 0,2 M TRIS/HCl-Puffer pH 8,5 gleicher
Konzentration (blau) und der ungehemmten Lipoxygenasereaktion
(schwarz), CL-1 = 2 x 10−8 M, [S] = 3 x 10−4 M, I t = 3 min

das Produkt einer Umesterung. Wurden die gleichen Verbindungen in EtOH ge-
löst, konnte dieser zweite Fleck nicht beobachtet werden. Ein Einfluß auf die Meß-
reihen durch Licht, sowie das Behältermaterial konnte durch Vergleichsversuche
in lichtundurchlässigen Glasflaschen ausgeschlossen werden. Als nichtstrukturver-
wandte Vergleichssubstanz wurde Zileuton in MeOH gelöst und in einer Meßreihe
mitgeführt. Die Substanz blieb hier über Wochen stabil, und es konnten im gesamten
Untersuchungszeitraum keine Zerfallsprodukte nachgewiesen werden. Da für DMF
und Puffer die Instabilität der Fro A6-Lösungen gezeigt werden konnte, lag es nahe,
diese Ergebnisse auf die anderen Verbindungen zu übertragen. So konnte für weite-
re Verbindungen (GD 190299, Fr 190998, Fr 515), deren Instabilität in methanoli-
scher Lösung gezeigt wurde, auch eine Abnahme der Hemmaktivität von im Puffer
gelöster Substanz nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3.2). Für Verbindungen
mit einer NH2-Gruppe als N-3-Substituent konnte gezeigt werden, daß deren Ver-
dünnungen auch im 0,2 M TRIS/HCl-Puffer pH 8,5 über mehrere Tage die gleiche
Hemmaktivität entfalten. Da auf einer DC-Platte ein zusätzlicher Substanzfleck erst
ab der Detektionsgrenze detektiert werden kann, wurden einige methanolische Inhi-
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Abbildung 3.3:Allgemeine Strukturen der Triazolin-(I ), der Thiadiazolin-(II ) und
der Triazolverbindungen (III )

bitorlösungen mit der GC-MS untersucht. Bei Fro A6 wurde eine frisch hergestellte
Lösung (1 x 10−5 M) in unterschiedlichen Zeitabständen mehrmals vermessen. Es
konnten in dieser methanolischen Lösung nach 20 min bereits Zersetzungsprodukte
nachgewiesen werden. Für Fro A6 ist eine Massenzahl von 281 typisch, die vom
Molgewicht 322 abweicht. Der Peak des ersten Zersetzungsproduktes nimmt dann
mit der Zeit immer weiter zu (siehe Abbildung 3.4). Nach einem Tag ist nur noch
ein Bruchteil der Ausgangsverbindung Fro A6 vorhanden (siehe Abbildung 3.5 A).
Die Vielzahl der auftretenden Zerfallsprodukte ließ keine eindeutigen Rückschlüsse
auf den Zerfallsmechanismus zu. Weitere am N-3 substituierte Verbindungen zeig-
ten bei der GC-MS-Analyse ebenfalls mehrere Zerfallsprodukte. Im Gegensatz dazu
fanden sich in einer sieben Tage alten Lösung von GD 051099 nur wenige Spuren
von Fremdstoffen (siehe Abbildung 3.6 B). Für die Esterverbindungen GD 150699
und GD 140398 konnte anhand der Differenz der Massenzahl für den Molpeak der
beiden Stoffe im Chromatogramm auf das Umesterungsprodukt geschlossen wer-
den (siehe Abbildung 3.6 A).
Auch von den Triazolinen, sowie von einigen Thiadiazolinen wurde die Stabilität
in MeOH mittels DC untersucht. Alle von C. Donner [48] synthetisierten Thiadia-
zoline, die überprüft wurden (CD 180101, CD 290101, CD 070201, CD 110101,
CD 120201), erwiesen sich als stabil. Die beiden Triazole (GD 270598 und GD
141299) blieben in MeOH ebenfalls stabil, wenn man von der Umesterung von
GD 270598 absieht. Bei Triazolinen die am N-3 mit einem Wasserstoff substituiert
sind (GD 140799, GD 210798, GD 110299, GD 040399, GD 290498, GD 030899,
CD 011200), treten zusätzliche Flecken im Chromatogramm und damit eine Zer-
setzung der Verbindung bereits nach spätestens 3 h auf. Ist das Triazolin am N-3
methylsubstituiert (N-Methyltriazolin), so erhöht sich die Stabilität der Verbindung
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beträchtlich. Für mehrere Verbindungen (GD 290998, CD 211100, CD 201100, CD
141100) konnte die Stabilität in MeOH als auch in Puffer über mehrere Tage festge-
stellt werden. Für die am N-3 naphthyl- und phenylsubstituierten Triazoline ist auf-
grund der wenigen vorhandenen Vertreter keine allgemeine Aussage möglich. GD
120598 und GD 240799 blieben in Methanol stabil. Bei GD 120598 wurde für die
im Puffer vorinkubierte Substanz nach 45 min eine leichte Abnahme der Hemmung
gegenüber den Proben ohne Vorinkubation im Puffer festgestellt, was auf eine In-
stabilität im verwendeten TRIS/HCl-Puffer hinweist. In der methanolischen Lösung
von GD 130799 konnte erst nach einer Woche ein verändertes Dünnschichtchroma-
togramm beobachtet werden. Eine Triazolinverbindung (CD 011200), welche eine
Dimethylamidstruktur enthält, zeigte die bereits beschriebenen roten Farbvertiefun-
gen [48] und entsprechend weitere Flecken im Chromatogramm. Für Verbindun-
gen dieses Typs konnte bereits die Bildung eines stabilen Radikals in methano-
lischer Lösung nachgewiesen werden.[45] Eine untersuchte offenkettige Analog-
verbindung (CD 151100) und ein entsprechendes N-Methyltriazolin (CD 141100)
zeigten dieses Verhalten nicht, so daß sich ein Zusammenhang zwischen Zerfall und
diesem Substituenten nicht verallgemeinern läßt.
Die Synthese der Triazoline aus dem entsprechenden offenkettigen Amidrazon und

Aceton findet im Sauren statt.[47] Sie sind dort instabil und es kann zu einer Ring-
öffnung und damit zum Entstehen einer zweiten Verbindung in der Inhibitorlösung
kommen. Daß dies für einige Verbindungen im Methanol auch auftritt, ist wahr-
scheinlich, wurde aber nicht näher untersucht. Die Ringöffnung führt nicht zum
Verlust der inhibitorischen Wirksamkeit an der L-1, da das entstehende, offenketti-
ge Amidrazon meist auch ein guter Inhibitor ist.
Da im Puffer und MeOH stabile Verbindungen auch gute Inhibitoren der Soja-
bohnenlipoxygenase sind, ist die Instabilität als alleinige Ursache der Inhibition
auszuschließen. Es zeigte sich aber in Übereinstimmung zu bisherigen Arbeiten
[106, 107], daß die Instabilität zur Steigerung der Inhibition durch Zerfallsprodukte
beitragen kann (siehe Abbildung 4.14). Da dieser Einfluß schlecht zu quantifizie-
ren ist, wurden für die weiteren Untersuchungen Verbindungen gewählt, für die
eine ausreichende Stabilität während des Untersuchungszeitraumes bekannt war.
Dadurch sollten andere zu untersuchende Faktoren unabhängig vom Stabilitätspro-
blem betrachtbar werden.
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Abbildung 3.4:A: Gaschromatogramm mit MS-Detektion der Verbindung Fro A6
20 min nach dem Lösen in MeOH, t(12.29): MP = 201; t(15.08):
MP = 281B: Gaschromatogramm mit MS-Detektion von Fro A6
120 min nach dem Lösen in MeOH, t(12.30): MP = 201; t(15.09):
MP = 281
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Abbildung 3.5:A: Gaschromatogramm mit MS-Detektion von Fro A6 17 h nach
dem Lösen in MeOH, t(12.30): MP = 201; t(12.92): MP = 232;
t(15.09): MP = 281B: Gaschromatogramm mit MS-Detektion
von Fro A6 fünf Tage nach dem Lösen in MeOH, t(6.45): MP =
151; t(7.99): MP = 207; t(9.63): MP = 179; t(12.31): MP = 201;
t(13.02): MP = 232; t(14.54): MP = 281; t(17.21): MP = 334
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Abbildung 3.6:A: Gaschromatogramm mit MS-Detektion von GD 150698 zehn
Stunden nach dem Lösen in MeOH, t(12.75): MP = 227; t(12.96):
MP = 241 B: Gaschromatogramm mit MS-Detektion von GD
051099 sieben Tage nach dem Lösen in MeOH, t(14.92): MP =
322
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3.2 DIE L ÖSLICHKEIT DER VERBINDUNGEN

Aus der Literatur sind Beispiele für Stoffe bekannt, deren Einsatz als Arzneistoff
durch ihre schlechte Löslichkeit limitiert wird.[108] Der Lipoxygenaseinhibitor Zi-
leuton ist beispielsweise mit 0,14 mg/ml ein vergleichsweise schlecht wasserlös-
licher Arzneistoff.[109] In der Umwelttoxikologie spielt die Löslichkeit von Pro-
blemstoffen wie Polyaromaten [110] und Alkyldinitraten [111] eine wichtige Rolle.
Für die hier behandelten Verbindungen ist ihre Kenntnis insofern von Bedeutung,
da sie das Ergebnis von verschiedenen Versuchen stark beeinflußen kann. So ist ei-
ne pKa-Wert- und damit eine Log P-Bestimmung mit dem Mikrotitrator PCA 101
erst ab einer Mindestlöslichkeit von 1 x 10−4 M möglich.[103] Ebenso kann die
Wirksamkeitsbestimmung der Verbindungen als Inhibitoren der Sojabohnenlipoxy-
genase durch eine mangelnde Löslichkeit im Puffer behindert werden. In Abbildung
3.7 ist dies für die Verbindung GD 051099 unter den für die zur Bestimmung der
Inhibitonskonstanten angewendeten Bedingungen (Tabelle 5.2) dargestellt. Inhibi-
tor und Substrat wurden vorgelegt und die Reaktion mit Enzym gestartet. Bei fünf
Konzentrationen (von[I ] = 1,4 x 10−6 M bis 2,5 x 10−5 M), die über der Lös-
lichkeit der Verbindung liegen, entstehen fast identische Hemmkurven (rot). Für
die orangefarbene Kurve ist die Inhibitorkonzentration mit 3,3 x 10−7 M zu gering
für Ausfällungen. Es wird deutlich, daß nur der gelöste Anteil als Inhibitor wirken
kann.

Für einige Verbindungen aus zurückliegenden Arbeiten [27, 112] finden sich
immer wieder Vermerke, in denen darauf hingewiesen wird, daß eine IC50-
Bestimmung aufgrund von Ausfällungen in der Meßzelle erschwert wurde oder un-
terbleiben mußte. Dies betraf meist schlechter wirksame Inhibitoren, zu deren IC50-
Bestimmung höhere Konzentrationen einzusetzen waren. Hier gab man dann statt
eines IC50-Wertes eine prozentuale Hemmung bei einer bestimmten Inhibitorkon-
zentration an, für die die Bestimmung noch möglich war. Neben der visuellen Wahr-
nehmung werden Ausfällungen in der Meßzelle unter Umständen auch durch eine
leichte Abnahme des angezeigten Sauerstoffgehaltes auffällig, da die ausgefallenen
Partikel bzw. zusätzlich gelöste Stoffe die Gaslöslichkeit weiter herabsetzen.[113]
Auch für weitere Testsysteme wird von Löslichkeitsproblemen der Amidrazone
berichtet.[46] Da weitere Versuche auch für besserwirksame Inhibitoren mit hö-
heren Konzentrationen in wäßrigen Medien durchgeführt werden sollten, wurde
nach Möglichkeiten gesucht, deren Löslichkeit im Puffer zu bestimmen. Bisher war
nur bekannt, daß einige Verbindungen mit vergleichsweise schlechter Hemmung
an der Sojabohnenlipoxygenase bei Konzentrationen um 1 x 10−4 M Ausfällun-
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Abbildung 3.7:Beispiel für den Einfluß der Löslichkeit auf die Hemmung der
L-1 durch die Verbindung GD 051099 ([I ] = 2,5 x 10−5 M bis
1,4 x 10−6 M (Rot); [I ] = 3,3 x 10−7 M (Orange)); ungehemmte
Reaktion (schwarz); Bedingungen siehe Tabelle 5.2

gen im Testsystem bilden.[52] Für die Verbindung Fro A6 und GD 290998 sind
in [54] Löslichkeiten im wässrigen Puffer von 1,7 bzw. 5,0 x 10−5 M angegeben.
Mit diesen Anhaltspunkten mußte nun eine geeignete Methode zur Löslichkeitsbe-
stimmung gefunden werden. Den meisten bekannten Methoden [114] standen Pro-
bleme entgegen, die zum einen in der zu erwartenden schlechten Löslichkeit und
zum anderen in den Eigenschaften der Verbindungen begründet sind. Die Bestim-
mung einer gesättigten Lösung über UV-Messungen hätte z.B. die Kenntnis der Ab-
sorptionskoeffizienten für die Verbindungen erfordert. Diese sind allerdings für den
Großteil der Verbindungen kaum zu realisieren, da sich deren UV-Spektren durch
verschiedene Ursachen ändern.[39, 49, 106] Für die üblichen HPLC-Methoden, bei
denen der Gehalt einer filtrierten Lösung bestimmt wird, ist eine geeignete De-
tektionsmethode die Schwierigkeit. Auch die Instabilität einiger hier behandelter
Verbindungen erforderte eine möglichst zeitnahe Vermessung nach der Herstel-
lung der Lösung. Der Berechnung über Computerprogramme wie ACD Solubility
DB 6.0 ähnlich der Log P-Bestimmung stand neben dem Nichtvorhandensein sol-
cher Software am Fachbereich entgegen, daß ein Bestandteil einer solchen Berech-
nung die Gitterauflösungsenthalpie ist.[115] Für die Berechnung der Wasserlöslich-
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keit einer organischen Substanz werden deshalb deren Schmelzpunkte neben der
Strukturformel und wenn vorhanden dem Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten
herangezogen.[116, 117] Da die Inhibitoren für die Experimente in einem organi-
schen Lösungvermittler wie MeOH oder DMF gelöst werden, um sie in gelöster
Form ins wäßrige Milieu einzubringen, würden diese Rechnerprogramme systema-
tisch niedrigere Löslichkeiten finden, als die, welche unter den Bedingungen der
Testung auftreten.[117] Dies gilt natürlich auch für Gleichgewichtsmethoden, bei
denen die feste Substanz in das Lösungsmittel eingebracht wird und nicht zuvor
in Lösungsvermittlern gelöst wird.[118] Da die Löslichkeiten für einige Inhibito-
ren im 0,2 M TRIS/HCl-Puffer pH 8,5 zwischen 1 x 10−5 M und 1 x 10−6 M
erwartet wurden, waren nun viele der gängigen Verfahren ungeeignet. Mit dem an-
gewendeten Verfahren der Streulicht- oder auch Trübungsmessung wurde letztlich
ein Kompromiß aus dem Machbaren und dem Ziel, für kommende Experimente
Anhaltspunkte zu haben, erreicht. Trifft ein Lichtstrahl beim Durchtritt durch eine
Flüssigkeit in einer Küvette auf nichtgelöste Partikel, so entsteht Streulicht. Dieses
Streulicht tritt dann auch seitlich aus der Küvette. Bei echt in einer Flüssigkeit gelö-
sten Stoffen tritt diese Erscheinung nicht auf. Sie ist typisch für Präzipitate und ein
Indikator für das Überschreiten der Löslichkeit eines Stoffes in einer Flüssigkeit.
Da ein Gerät nach der ISO 7027 nicht zur Verfügung stand, wurde auf ein Fluori-
meter und eine niedrigere Wellenlänge als 860 nm zurückgegriffen. Dies beinhaltet
den Nachteil, daß insbesondere für gefärbte Lösungen niedrigere Werte als bei Ge-
räten gefunden werden, die nach der oben erwähnten Norm von 1990 arbeiten.[119]
Das Verfahren ermöglicht die Bestimmung einer Konzentration, bei der unter den
jeweiligen Bedingungen (Temperatur, Lösungsvermittleranteil, verwendeter Puffer)
eine Ausfällung auftritt. Diese Konzentration stellt keine absolute Löslichkeit, wie
z.B. für die Verbindung in Wasser, dar. Sie hilft aber feststellen zu können, ob z.B.
bei einer Reversibilitätsbestimmung mit einer höheren Inhibitorkonzentration gear-
beitet werden kann. Dabei sind auch weitere Einflußfaktoren, wie die Zugabe von
Substrat und Enzymlösungen, zu berücksichtigen. Für die Verbindungen in Tabel-
le 3.2 wurden die aufgeführten Werte bestimmt. Aus den erhaltenen Werten läßt
sich ableiten, daß die Löslichkeit der Inhibitoren für die Hemmaktivität nur dann
eine Rolle spielt, wenn sie bei den zur Aktivitätsbestimmung notwendigen Kon-
zentrationen überschritten wird. In diesem Falle steht nicht die volle eingesetzte
Inhibitorkonzentration zur Inaktivierung des Enzyms zur Verfügung. Die Inhibiti-
on fällt entsprechend geringer aus und läßt sich unter sonst gleichen Bedingungen
nicht mehr steigern. Für die weiteren Versuche wurde deshalb mit Konzentrationen
gearbeitet, bei denen ein Einfluß von Ausfällungen durch den Inhibitor nicht zu er-
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Verbindung: Löslich bei einer Konzen-
tration von:

Unlöslich bei einer Konzen-
tration von:

CD 021100 1,1 x10−6 M 1,2 x10−6 M

GD 051099 1,2 x10−6 M 8,0 x10−6 M

IS 280700 3,8 x10−6 M 7,4 x10−6 M

GD 061099 4,0 x10−6 M 7,9 x10−6 M

Fr 070897 4,7 x10−6 M 9,3 x10−6 M

GD 120598 9,7 x10−6 M 1,9 x10−5 M

GD 150398 1,9 x10−5 M 2,3 x10−5 M

CD 201100 1,3 x10−5 M 2,6 x10−5 M

GD 290998 6,4 x10−5 M 8,4 x10−5 M

CD 111000 2,8 x10−4 M 3,5 x10−4 M

GD 100398 3,0 x10−4 M -

CD 141100 3,0 x10−4 M -

GD 140398 2,5 x10−4 M -

GD 250398 2,0 x10−4 M -

GD 190398 1,5 x10−3 M -

Tabelle 3.2:Mit Trübungsmessung bestimmte Löslichkeiten in 0,2 M TRIS/HCl-
Puffer pH 8,5.

warten war. Dies erfolgte mit dem Ziel, andere Faktoren, die einen Einfluß auf die
Hemmaktivität haben könnten, isoliert von Löslichkeitsproblematiken betrachten
zu können.

3.3 DAS VERHALTEN DER VERBINDUNGEN WÄH -
REND EINER UV-M ESSUNG

Wird eines der hier behandelten offenkettigen Amidrazone in ein wäßriges Puffer-
medium gegeben und das UV-Spektrum in Zeitabständen aufgenommen, so entste-
hen meist Spektren wie in Abbildung 3.8 gezeigt. Es wurden mehrere offenkettige
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Verbindungen (Fr 121192, Fr 070897, CD 011200, Fro A6, Fr 534, GD 051099)
daraufhin untersucht, und es konnte Gleiches festgestellt werden. Solche Verände-
rungen des UV-Spektrums bei ca. 250 nm und die Abnahme der Bande bei ca. 350
nm sind bereits in früheren Arbeiten [34, 49] beschrieben und analysiert worden.
Als Ursachen werden zum einen die Bildung des stabileren Tautomers [34] und
zum anderen die E/Z-Isomerisierung der C-N-Doppelbindung [49] angegeben. Als
weitere mögliche Ursache wurden dort Präzipitation und Zerfall der Verbindungen
ausgeschlossen.[49] Dies konnte insoweit bestätigt werden, als bei gutlöslichen und
im Puffer stabilen Verbindungen die Ab- und Zunahme der UV-Absorption beob-
achtet werden konnte. Es muß aber festgestellt werden, daß es im Puffer instabile
Inhibitoren gibt, deren Zerfall ähnliche Erscheinungen hervorruft, welche dann die
zuvor Beschriebenen überlagern (z.B. Fro A6). Um festzustellen, ob Autoxidati-
onsprozesse einen Einfluß haben, wurden Spektren von Fr 121192 in DMSO und
argonbegasten DMSO (Sauerstoffgehalt 0,7 mg/ml) aufgenommen. Die Verände-
rungen der UV-Absorptionsbanden bei 250 und 350 nm waren mit der im wäßrigen
Puffer vergleichbar. Wurde statt eines wäßrigen Puffers Hexan verwendet, so erhielt
man ein zeitunabhängiges, konstantes Spektrum. Auch der Zusatz von Tween©R 20
(acht Volumenprozent) führte zu diesem Ergebnis.
Da man eine Umlagerung und eine nachfolgende Oxidation als mögliches wirksa-
mes Prinzip der LOX-Inhibition vermutet hatte [107], war zu klären, ob die durch
die UV-Spektrometrie gezeigten Veränderungen der Verbindungen im Puffer in ei-
nem Zusammenhang zur Wirkstärke der Inhibitoren steht. Mit GD 220399 wurde
eine Verbindung gefunden, die nur eine äußerst schwache, zeitabhängige Änderung
der UV-Spektren zeigte. Da es sich um eine der wirkungslosen Verbindungen an
der L-1 handelt, wurden zunächst Spektren mit weiteren nichtwirksamen Inhibito-
ren aufgenommen. Bei IS 160800 zeigte sich, daß die zeitabhängigen Veränderun-
gen der UV-Absorptionsbanden bei verschiedenen pH-Werten auftritt (siehe Abbil-
dung 3.8). Da IS 160800 ebenfalls eine wirkungslose Verbindung ist, ist ein Zusam-
menhang zur Wirksamkeit auszuschließen. Für IS 160800 wurde untersucht, ob die
schnelle Änderung des pH-Wertes Auswirkungen auf das UV-Spektrum hat (siehe
Abbildung 3.9). Dazu wurde der pH einer Lösung von IS 160800 in demineralisier-
tem Wasser mit KOH auf 10 angehoben, worauf sich die Lösung gelb färbte. Im
UV-Spektrum trat die Absorptionsbande bei 360 nm wie zuvor im Wasser deutlich
hervor. Durch HCl-Zugabe wurde anschließend der pH auf 1 abgesenkt. Es ver-
schwanden die gelbe Farbe der Lösung und die Bande bei 360 nm. Beim nochma-
ligen Anheben des pH-Wertes ins Basische trat sowohl die UV-Absoptionsbande,
als auch die gelbe Farbe der Lösung wieder auf. Da ein solches Verhalten der UV-
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pH 7,36

?

Abbildung 3.8:zeitliche Änderung des UV-Absorptionsspektrums der Verbindung
IS 160800 im 0,2 M TRIS/HCl-Puffer verschiedener pH-Werte;[I ]
= 5,71 x 10−5 M; ∆t = 360 s

Spektren der Verbindungen bereits beschrieben wurde [39] und offensichtlich kein
Zusammenhang zur Inhibitionsaktivität besteht, da sowohl gut wirksame, als auch
unwirksame Verbindungen dieses Verhalten zeigen, wurde auf weitergehende Un-
tersuchungen verzichtet. Es bleibt jedoch festzuhalten, daß die hier beschriebenen
Änderungen im UV-Spektrum eine Quantifizierung über UV-Messungen erschwe-
ren und dies bei der Analytik der Verbindungen zu berücksichtigen ist.

3.4 DER VERTEILUNGSKOEFFIZIENT

Der Log P-Wert hat sich als Marker für den Verteilungskoeffizienten einer Substanz
zwischen einer lipophilen und einer wäßrigen Phase allgemein durchgesetzt. Das
System Oktanol/Wasser stellt hier die Bezugsgröße dar. Der Log P-Wert ist definiert
als Logarithmus des Verhältnisses der Gleichgewichtskonzentrationen einer organi-
schen Verbindung in einem flüssig/flüssig-System Oktanol/Wasser.[120] Als physi-
kochemischer Parameter wird er bei QSAR-Analysen [121] und Biomembranbin-
dungsstudien [122, 123] verwendet. Auch für Lipoxygenasehemmer gibt es solche
Studien, welche den Zusammenhang zwischen der Lipophilie und der Wirksamkeit
untersuchen.[59, 60, 124] Für Hemmstoffe der 5-Lipoxygenase aus Säugetierleu-
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Abbildung 3.9:UV-Spektren der Verbindung IS 160800 bei verschiedenen pH-
Werten; [I ] = 5,71 x 10−5 M; in Wasser (Schwarz); in Wasser +
KOH, pH 10 (Blau); in Wasser + HCl, pH 1 (Rot)

kozyten ist ein Log P-Optimumwert von 4,3-4,6 angegeben.[62] Auch für COX-
Inhibitoren wurde ein solcher Zusammenhang zwischen Verteilungskoeffizienten
und Wirksamkeit nachgewiesen.[125] Es lag im Interesse der vorliegenden Arbeit,
einen eventuellen Zusammenhang für die vorliegenden, offenkettigen, captodativ
substituierten Inhibitoren als auch für die Triazoline zu untersuchen. Zunächst muß-
te eine für die Substanzklasse geeignete Methode zur Log P-Bestimmung gefunden
werden. Wie aus den vorangegangenen Abschnitten zu entnehmen ist, waren die
Stabilität und Löslichkeit der Verbindungen dabei besonders zu berücksichtigen.
Die konventionelle Methode zur Bestimmung des Verteilungskoeffizienten stellt die
Schüttelflaschenmethode dar. Dabei sind zwei Phasen (Oktanol und Wasser) mit
der jeweils anderen Phase gesättigt. Es werden für jede Phase die Gleichgewichts-
konzentrationen der darin gelösten organischen Verbindung bestimmt. Für lipophi-
le Substanzen mit einem Log P > 3 ist diese Methode mit den klassischen Pha-
senzusammensetzungen wegen der niedrigen Konzentrationen der Verbindungen in
der wäßrigen Phase nicht anwendbar.[126] Für die Verbindungen GD 190399, GD
220399 und GD 150698 konnte mit den in Tabelle 3.3 gezeigten Werten eine Be-
stimmung durchgeführt werden. Dabei wurde abweichend von der klassischen Be-
stimmungsweise mit MeOH ein Lösungsvermittler eingesetzt, um die erforderliche
Löslichkeit in der wäßrigen Phase zu erreichen. Durch das in [103] beschriebene
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Verfahren war es möglich, den Log P auf ein methanolfreies Medium zu extra-
polieren. Es stellte sich sehr schnell heraus, daß diese Methode für die Mehrzahl
der Inhibitoren ungeeignet war. Neben der schlechten Löslichkeit verhinderte die
Instabilität in methanolischer und auch wäßriger Lösung reproduzierbare Ergeb-
nisse. Auch wurden für die Bestimmung mehrere mg Substanz benötigt, was für
einige Verbindungen die Nachsynthese erfordert hätte. Deshalb wurde nach ande-
ren Bestimmungsverfahren gesucht. Der Versuch der Bestimmung über ein HPLC-
Verfahren, wie mehrfach in der Literatur beschrieben [58, 127, 128, 129], scheiterte
neben dem Mangel an geeignetem Säulenmaterial auch an der Instabilität der Ver-
bindungen. Bei Testläufen konnten keine reproduzierbaren Ergebnisse erreicht wer-
den, was sich u.a. im Auftreten mehrerer Peaks aus einer Inhibitorlösung äußerte.
Desweiteren liegen der HPLC-Methode, die einen Kapazitätsfaktor mit dem Ver-
teilungskoeffizienten korreliert, andere Prozesse zugrunde, als für die Einstellung
eines flüssig/flüssig-Phasengleichgewichtes zutreffend sind.[130, 131, 132] Die
Bildung von Wasserstoffbrückenbindungen zwischen dem HPLC-Lösungsmittel
und dem Analyten verhindert oft eine Linearität zwischen Log P und diesem
Kapazitätsfaktor.[126, 133] Die direkte Verwendung der HPLC-Verteilungsdaten
zur Korrelation mit biologischen Daten wird ebenfalls in der Literatur zur Beschrei-
bung der Wechselwirkungen an Membranen angewandt.[134, 135] Bei dem biolo-
gischen System dieser Arbeit wird mit der Sojabohnenlipoxygenase ein zytosoli-
sches Enzym betrachtet, für dessen Funktion Lipidmembranen keine Rolle spielen.
Gute Korrelationen zwischen Log P- und HPLC-Daten sind meist nur für neutrale
Verbindungen beschrieben.[130, 136] Da für alle Verbindungen der Verteilungsko-
effizient möglichst einfach bestimmt werden sollte, um danach Kandidaten für die
Testung an der Sojabohnenlipoxygenase auszuwählen, wurde in der Errechnung
über ein Computerprogramm ein Ausweg gefunden. Nachteilig ist die Tatsache,
daß ein berechneter nun einmal ein theoretischer Wert ist, für dessen Richtigkeit
nur die praktische Überprüfung absolute Gewißheit bringt. Dem stehen als Vortei-
le die Kosten-, Material- und Zeitersparnis gegenüber. Instabilitäten und Löslich-
keit der Verbindungen, die praktische Verfahren der Log P-Bestimmung für alle
Inhibitoren ausschlossen, spielen hier keine Rolle. Die Berechnung erfolgt bei den
meisten Programmen auf der Grundlage der Strukturformel, welche in Teile zer-
legt wird, die ihren Beitrag zur Summe des Log P-Wertes bilden. Andere wenige
Programme nutzen topologische Molekülmerkmale oder beziehen vorhandene 3D-
Strukturen ein.[137] In [138] gibt es eine Übersicht über die Vielzahl der am Markt
befindlichen Programme. Mit ACD Log P Suite 6 wurde ein Programm, das auf
der Grundlage der Fragmentmethode arbeitet, ausgewählt, für welches eine gute
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Verbindung: Log P Log P

(Sirius) (ACD)

GD 190398 3,527+
−0,028 1,77+

−0,58

GD 220399 3,294+
−0,036 2,91+

−0,59

GD 150698 2,139+
−0,023 2,69+

−0,58

Tabelle 3.3:Log P-Vergleich zwischen berechneten und gemessenen Werten

Vorhersagekraft beschrieben ist.[138] Mit ihm konnte neben der pKa-Bestimmung
auch der Log D-Wert, der logarithmische Verteilungskoeffizient für die ionisierte
und nichtionisierte Form der Inhibitoren bei vorgegebenem pH-Wert, ermittelt wer-
den. Da alle Log P-Werte der Verbindungen durch die gleiche Methode erhalten
wurden, stellen diese Werte ein gutes Maß für die Relation dieser Eigenschaft in-
nerhalb der Verbindungsgruppen dar, auch wenn sie den Log P-Werten, die z.B.
durch die Schüttelflaschenmethode erhalten werden, nicht entsprechen. Sie sind als
Maß für die Bestimmung der Abhängigkeit der Inhibition von der Lipophilie geeig-
net. Es wurden insgesamt für 143 Verbindungen mit ACD Log P Suite 6 die Log
P- und Log D-Werte berechnet. Dabei wurden neben den Werten für die captodativ
substituierten, offenkettigen Verbindungen und die Triazoline auch Werte für Ver-
bindungen mit anderem Strukturtyp (Triazine, Triazole, Thiadiazoline) ermittelt, die
bei den Synthesen der Arbeitsgruppe erhalten wurden. Es wurden Log P-Werte von
-0,16 (IS 160900) bis 7,72 (IS 080900) erhalten. Die Log P-Werte für die einzelnen
Verbindungen sind im Anhang bei der entsprechenden Verbindung aufgeführt.



4 UNTERSUCHUNGEN ZUM

W IRKMECHANISMUS

4.1 BISHERIGE ARBEITEN ZUM W IRKUNGS -
MECHANISMUS

Die Arbeiten zum Wirkungsmechanismus der in Halle/Saale synthetisierten Ami-
drazone an der Lipoxygenase beginnen mit Verbindungen, deren Wirksamkeit
schon deren Synthese inspirierte. Für BW 755 C, Phenylhydrazin, Phenidon und
CBS 1114 existierten bereits detaillierte Berichte über deren Wirkmechanismus als
Lipoxygenaseinhibitoren.[24, 139, 140] Hier wurden Redox- und Radikalinhibiti-
onsmechanismen festgestellt und erste mögliche Inhibitionsmechanismen für die
Amidrazone abgeleitet.[27] Das den Amidrazonen stofflich nahestehende Hexan-
alphenylhydrazin wurde alsmechanism based-Inhibitor beschrieben.[25, 141] Für
diesen Stoff wurde nachgewiesen, daß er als Pseudosubstrat von der FeIII -Form der
Lipoxygenase zum Peroxid analog der Fettsäuresubstrate umgesetzt wird. Für die
Amidrazone wurde ein irreversibler Suizidmechanismus zur Diskussion gestellt. In
Anlehnung an den für Hexanalphenylhydrazon beschriebenen Mechanismus der In-
aktivierung wurde in [30] eine Reaktionsfolge entwickelt, die von einer Peroxidie-
rung des Inhibitors am Amidrazonkohlenstoff durch die Lipoxygenase ausgeht, was
zur eigentlich wirksamen Verbindung, demα-Azohydroperoxid führt.[26, 30, 34]
Das entstandene Inhibitorperoxid sollte dann für die Hemmung über die Oxida-
tion eines Methioninrestes zum Sulfoxid im aktiven Zentrum der LOX, ähnlich
der Selbstinaktivierung durch Produkte der Lipoxygenasereaktion, verantwortlich
sein.[31] Da als ein Schritt ein Inhibitorradikal am Amidrazonkohlenstoff gebildet
werden sollte, ging man davon aus, daß mit steigender Stabilität dieses Radikals die
Wirksamkeit als Inhibitor steigt.[57] Daraus entstand das Konzept der captodati-
ven Substitution [33] zur Verbesserung der Wirksamkeit dieser Inhibitoren. Danach
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sollte ein stabilisiertes Inhibitorradikal selektiver reagieren und so zu einer erhöh-
ten Ausbeute anα-Azohydroperoxid führen, welches die Inhibition verursacht.[34]
Nachfolgende Arbeiten [35, 39, 50, 52] gingen weiter von diesem Hemmechanis-
mus aus. Im Gegensatz dazu wird durch die jüngeren Arbeiten von F. Clemens
[49, 54] die Inhibition durch Triazoline und offenkettige Amidrazone als zeitab-
hängig, hochaffin und prinzipiell1 reversibel beschrieben (Reaktion[B] Abbildung
4.1). Es wird davon ausgegangen, daß die Oxidation des Hemmers für die Inhibiti-
on, wenn überhaupt, nur eine untergeordnete Rolle spielt und kein kausaler Zusam-
menhang besteht (Reaktion[A] Abbildung 4.1). Für die Inhibition durch Amidra-
zone und Triazoline wird die Existenz einer zweiten Bindungsstelle an der L-1, wie
in [142] für Oleylsulfat nachgewiesen, vermutet. Die Inaktivierungsmöglichkeiten
der L-1 durch Amidrazone sind in Abbildung 4.1 zusammengefaßt. Dieses Schema
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Abbildung 4.1:Inaktivierungsmöglichkeiten der L-1 durch Amidrazone nach [49]

bildete den Ausgangspunkt der Aktivitätsbestimmungen. Es mußte untersucht wer-
den, ob es mit dem bisher verwendeten IC50-System möglich ist, Aktivitätsdaten zu
erfassen, die zu bedingungsunabhängigen Inhibitionskonstanten, wie Ki-Werten, in
Verbindung stehen.

4.2 DAS ENZYM UND DAS IC 50-TESTSYSTEM

Die Entwicklung von aussagefähigen Testsystemen für verschiedenste Inhibito-
ren und unterschiedlichste Enzyme nimmt einen breiten Raum in der Wirkstoff-

1Für die Verbindung Fro A6 wurde in [49] mit der FeIII -Form des Enzyms eine irreversible Hem-
mung gefunden.
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forschung ein. Ziel ist es, mit einem biologischen Assay, ohne viel Aufwand, gute
Aussagen über die Wirksamkeit von Stoffen zu erlangen. Es sollen vielversprechen-
de Wirkstoffkandidaten selektiert werden, mit denen eine weiterführende Forschung
bis zumin vivo-Versuch lohnenswert scheint. Von der Aussagekraft dieser Systeme
hängt ab, ob Zeit gespart wird und richtige Entscheidungen für die weitere Entwick-
lung gefällt werden. Mit dem Sojabohnenlipoxygenasetestsystem war es möglich,
die Vielzahl der synthetisierten Verbindungen mit vertretbarem Aufwand auf Lip-
oxygenasehemmung zu prüfen. Man ging dabei davon aus, daß die inhibitorischen
Wirkungen der Verbindungen an der L-1 und auch an anderen Lipoxygenasen zu-
mindest vergleichbar sind.[143, 144] Der Wissenszuwachs über die Vielzahl und
Funktionsweise der Lipoxygenasen hat im letzten Jahrzehnt gezeigt, daß dies nicht
zwangsläufig so ist.
So würde z.B. ein FLAP-Hemmer an der L-1 mit seinem Wirkprinzip nicht inhi-
bieren können.[145] Trotzdem ist die Testung an der Sojabohnenlipoxygenase in-
ternational immer noch üblich.[124, 142, 146, 147] Der Grund dafür liegt nicht zu-
letzt in der simplen Durchführung, die sowohl spektroskopisch als auch polarogra-
phisch möglich ist, sowie im niedrigen Preis des Proteins. Die Sojabohnenlipoxy-
genase L-1 war die erste verfügbare isolierte Lipoxygenase.[99] Ihr hoher Anteil
am Gesamtprotein der Sojabohne, wo die L-1 unter anderem als Stickstoffspeicher
dient [148], machten sie leicht isolierbar und damit zu einem der weltweit meist-
untersuchten Enzyme.[149] Sie ist ein zytosolisches Einkettenenzym ohne Disul-
fidbrücken mit 839 Aminosäuren in zwei Domänen von 60 und 30 kDa.[150] Als
Dioxygenase verfügt sie über ein Nicht-Häm gebundenes Eisenatom.[151] In der
Sojabohne existieren zwei weitere Isoenzyme (L-2 und L-3), sowie fünf weitere
vegetative Lipoxygenasen in anderen Geweben der Pflanze.[152] Die anderen bei-
den Isoenzyme unterscheiden sich u.a. im Produktmuster, pH-Optimum und der
Primärstruktur.[99] Dieses ergiebige Vorkommen an fettsäureperoxydierenden En-
zymen ist indirekt über ihre Produkte für den Geschmack verantwortlich, der die
Vermarktung von Sojaprodukten in der Vergangenheit begrenzte.[153] Die L-1 be-
sitzt in einem breiten pH-Bereich Aktivität [154], deren pH-Optimum im Basi-
schen bei pH 9-10 liegt.[155] Das natürliche Substrat der L-1 ist die Linolsäure.
Diese wird zu 13- und 9-HPOD, deren Produktverhältnis vom pH-Wert abhängt,
peroxidiert.[156] Es können aber auch andere ungesättigte Fettsäuren mit 1Z,4Z-
Pentadiensystem, wie Linolensäure und Arachidonsäure, als Substrate dienen.[157]
Diese werden auch in veresterter Form als Substrat akzeptiert.[158] Die Oxygenie-
rung von Ölsäure, einer einfach ungesättigten Fettsäure, zu Enonen, ist ebenfalls für
die L-1 beschrieben.[159] DerKm-Wert für Linolsäure liegt je nach Literaturquelle
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zwischen 19 [160] und 24µM.[25] Eigene Bestimmungen erbrachten Werte zwi-
schen 22 und 28µM. Trotz zahlreicher Veröffentlichungen [161, 162] ist der genaue
Reaktionsverlauf der Peroxidierung durch die Lipoxygenase noch nicht vollständig
geklärt.[163, 164] Als gesichert können folgende Aussagen dazu angesehen wer-
den:

• Die Lipoxygenase durchläuft während eines katalytischen Zyklus die FeII-
(ferrous)- und die FeIII -(ferric)-Form.

• Die FeII-Form ist enzymatisch inaktiv und wird durch Linolsäureperoxid zur
FeIII -Form aktiviert.

• Die FeIII -Form ist die enzymatisch aktive Enzymform. Sie spaltet ein Wasser-
stoffatom homolytisch vom C-11 des Linolsäuresubstrates ab. Das entstande-
ne kohlenstoffzentrierte Linolsäureradikal reagiert mit Sauerstoff zum Linol-
säureperoxylradikal.

Die Frage, wie und in welchen Schritten das Linolsäureperoxylradikalintermedi-
at nachfolgend reduziert und durch den Wasserliganden des Eisenzentrums proto-
niert wird, ist noch nicht abschließend geklärt.[149, 165] Für die LOX-Reaktion
ist das Auftreten einer Lag-Phase typisch. Da das Enzym meist in der FeII-Form
vorliegt, muß es erst durch in der Substratlösung enthaltenes Peroxid aktiviert
werden.[166, 167, 168] Als weitere mögliche Ursache wird in [169] die Verun-
reinigung der FeII- mit FeIII -Form vermutet. Bei der FeIII -Form kann eine solche
Lag-Phase ebenfalls auftreten.[170] Für die meisten Aktivitätsbestimmungen wur-
den käuflich erworbene Chargen der Firma Sigma ohne weitere Aufreinigung ver-
wendet. Wie aus dem SDS-Page in Abbildung 4.2 zu entnehmen ist, enthält diese
hier aufgetragene Sigma-Charge mehrere Begleitproteine und zusätzlich unter der
L-1 Bande eine Abbaubande oder ein Protein ähnlicher Größe. Die L-1 ist über
einen recht hohen Temperaturbereich stabil und besitzt in diesem enzymatische
Aktivität.[171, 172] Für den Zeitraum einer IC50-Messung sind die verwendeten
Enzymzubereitungen hinreichend stabil [41], was auch in eigenen Versuchen bestä-
tigt werden konnte. Durch die ausgezeichnete 1:1 Stöchiometrie [173] der Reaktion
der L-1 eignet sich zur Bestimmung der Lipoxygenaseaktivität die polarographische
Ermittlung des im Meßmedium gelösten Sauerstoffes für das IC50-System sehr gut.
Die international ebenfalls übliche Verwendung der UV-spektroskopischen Bestim-
mung über die Zunahme der 235 nm Produktabsorptionsbande des Linolsäureper-
oxides ist wegen der Absorption der Inhibitoren in diesem Wellenlängenbereich un-
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Abbildung 4.2:nach Fairbanks gefärbtes SDS-Gel der L-1 von Sigma, Spur 1:
Markerproteine, Spur 2-5: Sojabohnenlipoxygenase L-1 (90 kDa)
Charge von Sigma

geeignet. Seit den achtziger Jahren ist die polarographische Sauerstoffverbrauchs-
messung als Grundlage der Lipoxygenaseinhibitionsbestimmung am Fachbereich
Pharmazie in Halle/Saale etabliert.[143] Die Methode war vorher bereits Bestand-
teil der Phospholipase A2-Testung.[112] Im Laufe der Jahre wurden die Testbe-
dingungen ständig geändert. So wurden Arbeitstemperatur (früher 20◦C), Puffer-
zusammensetzung (früher u.a. Borat und 0,1 M TRIS-Puffer), Zellvolumen (frü-
her bis 10 ml), Aktivatorenzusatz (früher Calciumzusatz), Inkubationszeit (früher
10 min), Enzymkonzentration und die Substratzusammensetzung (früher Mischung
aus Ölsäure und/oder Linolensäure mit Linolsäure) verändert. [26, 27, 29, 143]
Diese Änderungen entsprachen dem jeweiligen Kenntnisstand, führten aber dazu,
daß ältere mit neuen Testwerten nicht mehr vergleichbar sind. Durch das Weglas-
sen des CaCl2-Zusatzes wurde zuletzt 1998 das Testsystem mit dem Ziel modi-
fiziert, zusätzliche Wechselwirkungen (hier von Substrat und Inhibitoren mit den
Ca2+-Ionen) im System zu eliminieren.[41] Die aktuellen Testbedingungen für die
IC50-Bestimmung sind aus Tabelle 4.1 zu entnehmen. Ein IC50-Wert ist als die
Inhibitorkonzentration definiert, bei der die Enzymaktivität unter den jeweiligen
Bedingungen 50 % beträgt. Zur Auswertung wird von jeder Inhibitionskurve der
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Abbildung 4.3:Beispiel für Auswertungsplots nach Dixon und mit NLR-Analyse
der Verbindung GD 150698; Kurvenanpassung nach Gleichung 4.1
(Rot)

Initialanstieg nach der Lag-Phase bestimmt2. Der Normalwert wird aus einer Ver-
gleichsmessung erhalten, bei der statt der Inhibitorlösung nur die entsprechende
Lösungsmittelmenge unter sonst gleichen Bedingungen eingesetzt wird. Aus dem
Verhältnis der beiden Initialanstiege ergibt sich die prozentuale Inhibition für je-
de der verwendeten Konzentrationen. Diese Werte können in verschiedenen Plots
(siehe Abbildung 4.3) aufgetragen und dann die IC50 ermittelt werden. Während
in früheren Arbeiten der Dixon-Plot Verwendung fand, hat sich das Verfahren der
NLR-Analyse mit der Funktion 4.1 zur Bestimmung durchgesetzt, da es durch die
inverse Auftragung des Dixon Plots zu einer Verzerrung der Meßfehler kommt.

V i

V0
=

IC50
H

IC50
H +[I ]H

(4.1)

Beide Verfahren, sowie das Logit-Plot-Verfahren3 unterscheiden sich in den Er-
gebnissen nur gering, wenn das Ausgangsdatenmaterial im Bereich zwischen 40
und 60 % Hemmung ausreichend ist.[51] In der Regel werden sechs bis acht Kon-
zentrationen eines Inhibitors mit einer Hemmung von 20 bis 80 % vermessen. Für

2Da es sich um Sauerstoffverbrauchskurven handelt, ist der Anstieg negativ.

3Hier wird log
1− V i

V
V i
V

gegenlog[I ] aufgetragen.
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Enzym: Sojabohnenlipoxygenase L-1

EC 1.13.11.12

Enzymkonzentration (CL-1): 2 x 10−8 M

Substrat: Natriumlinolat

Substratkonzentration ([S]): 2 x 10−4 M

Aufbewahrungstemperatur

für Enzym und Substat: ca. 0◦C
Puffer: bei Raumtemperatur hergestellter

0,2 M TRIS/HCl-Puffer pH 8,5

Inkubationszeit von Inhibitor und Enzym:3 min

Inhibitorlösungsmittel: DMF

Assaytemperatur: 37 ◦C

Tabelle 4.1:Testbedingungen für das Sojabohnenlipoxygenase IC50-Testsystems

schlechtwirksame Verbindungen, für die die Bestimmung der Hemmwerte in die-
sem Bereich, z.B. durch Ausfällungen in der Meßzelle, nicht möglich ist, wird die
Inhibition in Prozent bei der benutzten Konzentration angegeben. Die Dauer der
gesamten Meßreihe sollte vier Stunden nicht überschreiten, da sonst Aktivitäts-
schwankungen bei Enzym und Substratlösung auftreten können. Die im Anhang
bei den entsprechenden Verbindungen aufgeführten Werte, sind Ergebnis der Rou-
tinetestungen mit den in Tabelle 4.1 angegebenen Bedingungen.

4.3 TEMPERATUR - UND ZEITABHÄNGIGKEIT

Im Gegensatz zum Ki-Wert, der Dissoziationskonstanten des Enzyminhibitorkom-
plexes, ist der IC50-Wert bedingungsabhängig. Ein Zusammenhang zwischen IC50
und Ki besteht nur, wenn die aus dem Wirkungsmechanismus sich ergebenden Be-
dingungen bei der Bestimmung des IC50-Wertes beachtet werden.[53, 174] Der in
[49] formulierte Mechanismus stellt einenslow binding-Mechanismus dar.[55, 175]
Die Bezeichung hochaffin (tight) soll die Interaktion von Inhibitor und Enzym nä-
her charakterisieren. Im Unterschied zu den allgemein bekannten Mechanismen
nach Michaelis-Menten [176] ist bei diesen Inhibitionstypen der Anteil von EI am
Gesamtenzym nicht mehr vernachlässigbar und der Inhibitor liegt in der gleichen



4 Untersuchungen zum Wirkmechanismus 49

Verbindung: Testwert bei Testwert bei

25 ◦C 37 ◦C
GD 150498 7,0 x 10−7 M 1,3 x 10−6 M

GD 071099 1,1 x 10−7 M 1,4 x 10−7 M

GD 070798 1,0 x 10−7 M 1,7 x 10−7 M

GD 040399 1,1 x 10−5 M 1,1 x 10−5 M

GD 010898 3,7 x 10−6 M 1,2 x 10−6 M

GD 240799 5,0 x 10−5 M 1,0 x 10−5 M

GD 250398 1,0 x 10−7 M 6,6 x 10−8 M

IS 160800 keine Hemmung keine Hemmung

GD 150398 3,1 x 10−7 M 2,4 x 10−7 M

GD 150698 1,5 x 10−7 M 1,7 x 10−7 M

Fro A6 4,2 x 10−8 M 1,1 x 10−8 M

GD 120598 6,7 x 10−6 M 7,7 x 10−6 M

GD 100398 1,3 x 10−7 M 1,1 x 10−7 M

IS 110700 4,2 x 10−8 M 4,2 x 10−8 M

Tabelle 4.2:Vergleich der IC50-Werte bei zwei Assaytemperaturen (25 und 37◦C)
des IC50-Testsystems (Bedingungen siehe Tabelle 4.1)
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Größenordnung (tight binding) wie das zu inhibierende Enzym vor.[55, 177] Diesen
Bedingungen muß in den Bestimmungsassays Rechnung getragen werden. Für die
zeitabhängige (slow binding) Inhibition sind zwei grundsätzliche Vorgehensweisen
zur Bestimmung möglich:

1. Substrat und Inhibitor werden im Meßmedium vorgelegt. Die Reaktion wird
mit Enzym gestartet.

2. Enzym und Inhibitor werden bis zur Einstellung der Enzyminhibitorgleich-
gewichte vorinkubiert. Die Reaktion wird mit Substrat nach dieser Inkubati-
onszeit gestartet.
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Abbildung 4.4:links: Theoretischer Produktkurvenverlauf fürslow binding-
Inhibitionsmechanismen nach [177] (Kurve1: Reaktion oh-
ne Inhibitor; Kurve 2: Reaktion gestartet mit Enzym; Kurve
3: Reaktion gestartet mit Substrat nach einer Inkubation von
Enzym und Inhibitor; gestrichelte Asymptoten:steady state-
Geschwindigkeit in Anwesenheit des Inhibitors) rechts:slow
binding-Inhibitionsmechanismen für enzymkatalysierte Reaktionen
nach [177]
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Abbildung 4.5:A: Zeitabhängigkeit der Inhibition durch die Verbindung Fro A6 ([I ]
= 1,6 x 10−8 M (Magenta);[I ] = 2,4 x 10−8 M (Orange);[I ] = 3,1
x 10−8 M (Blau); Fit nach Gleichung 4.2 (Rot))B: Stabilität der
L-1 in Abhängigkeit vom Lösungsmittelanteil: ohne Lösungsmittel
(Schwarz); 0,94 % MeOH (Rot); 1,25 % MeOH (Grau); 0,63 %
DMF (Cyan); 1.25 % DMF (Blau); CL-1(in der Meßzelle) = 2 x 10−8

M

Der Nachteil der ersten Bestimmungsmöglichkeit liegt darin, daß die Zeit der
enzymatischen Reaktion oft nicht ausreicht, um die durch Abbildung 4.4 beschrie-
benen Gleichgewichte einzustellen, bevor der Effekt der Substratverarmung die
Reaktion deutlich beeinflußt.[178] Es sollen maximal 20 % des zur Verfügung
stehenden Substrates verbraucht werden, um eine gleichmäßige (steady state)
Reaktionsgeschwindigkeit zu erreichen.[177, 179]
Da für die L-1 eine Substrathemmung beschrieben ist [167, 180], mit zunehmender
Linolsäurekonzentration die CMC der Linolsäure die Kinetik beeinflußt [181]
und in der Lösung auch nicht unbegrenzt Sauerstoff zur Verfügung steht, kann
die Substratmenge nicht beliebig erhöht werden. Diese Einschränkung trifft auch
auf die zweite Bestimmungsmöglichkeit, die Vorinkubation von Inhibitor und
Enzym, zu. Da hier die Enzyminhibitorgleichgewichte durch die Inkubations-
zeit schon voreingestellt sind, wird durch die Vermessung der Initialphase der
Enzymreaktion praktisch die freie Enzymmenge bestimmt, was entsprechende
Aussagen über die Quantität von EI und EI∗ ermöglicht. Dabei ist dann von
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Abbildung 4.6:Reaktionsverlauf der Inhibition von GD 150398 beim Start der
Reaktion mit Enzym als Produktbildungs- (A) und Sauerstoffver-
brauchskurven (B); CL-1 = 1,4 x 10−8 M, [S] = 1,6 x 10−4 M, ohne
Inhibitor (Schwarz);[I ] = 8,0 x 10−7 M (Rot); [I ] = 1,16 x 10−6 M
(Orange);[I ] = 1,39 x 10−6 M (Blau); [I ] = 2,30 x 10−6 M (Cyan)

Bedeutung, welcher der Teilschritte der Mechanismen aus Abbildung 4.4 langsam
und damit geschwindigkeitsbestimmend abläuft. Es sind mehrere solcherslow
binding-Mechanismen beschrieben.[177, 182, 183] Nach den bisherigen Arbeiten
[49, 54] sollte der Isomerisierungsschritt zu EI∗ der langsamablaufende und
geschwindigkeitsbestimmende sein (Mechanismus B Abbildung 4.4). Theoretisch
würde dies dazu führen, daß mit beiden Bestimmungsmethoden die gleichen
steady state- oder Gleichgewichtsgeschwindigkeiten erreicht werden müßten.[55]
Da bei der zweiten Bestimmungsmöglichkeit der Inhibitor mit der FeII-Form
interagiert und beim Start mit Enzym (der ersten Bestimmungsmöglichkeit) fast
ausschließlich mit der FeIII -Form, bleibt dieses Ergebnis verständlicherweise aus.
Aus den hier kurz zusammengefaßten Grundlagen derslow binding-Charakteristik
ergibt sich, daß das IC50-System die Interaktion zwischen Inhibitor und FeII-Form
(Bestimmungsmöglichkeit 2) der L-1 nur dann vollständig erfaßt, wenn die
Inkubationszeit von drei min zur Einstellung des langsamen Gleichgewichts der
Enzyminhibitorkomplexe (EI und EI∗) ausreicht.
Es konnte für Inhibitoren verschiedener Strukturtypen (Gd 150698, Fro A6,
GD 051099, GD 150398, GD 141299, GD 080999, CD 110101, Fr 070897,
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CD 021100) gezeigt werden, daß nach mehr als drei min Inkubation mit der
FeII-Form die Inhibition noch zunahm. Nur bei Fr 517 konnte bei allen verwen-
deten Konzentrationen nach drei min Inkubationszeit keine weitere Zunahme der
Hemmung verzeichnet werden. Bei der Verbindungen CD 141100 knicken die
Hemmkurven bis auf eine Geschwindigkeit von null ab. Dieses Verhalten wird von
der Inkubationszeit kaum beeinflußt. Für die Verbindung Fro A6, für die in [49]
eine dreiminütige Vorinkubation als ausreichend zur Erzielung eines maximalen
inhibitorischen Effektes beschrieben wurde, konnte dagegen eine Zunahme der
Inhibition bei verlängerter Inkubationszeit festgestellt werden (siehe Abbildung
4.5A) Da für die ersten verwendeten Beispielverbindungen Inkubationszeiten von
45 min und mehr nötig waren, bis keine Zunahme der Inhibition mehr auftrat,
war klar, daß die Beschreibung der Aktivität über den IC50-Wert nach bishe-
rigem Muster einer bedingungsunabhängigen Bestimmung der inhibitorischen
Aktivität für alle verwendeten Verbindungen nicht gerecht wird. Als Ausweg
wurde zunächst eine Meßanordnung nach [184] gewählt, bei der Inhibitor und
Enzym in einem Gefäß inkubiert wurden, aus dem in Zeitabständen Proben
vermessen wurden. Das Ergebnis ist ein Plot wie in Abbildung 4.5A gezeigt.
Um dieses Modell anwenden zu können, mußte die L-1 über den Zeitraum der
Inkubation und Vermessung, also über 45 min, eine konstante Aktivität erbringen.
Unter den Bedingungen der IC50-Bestimmung konnte maximal für 15 min eine
gleichbleibende Aktivität nachgewiesen werden. Um den Zeitraum dieser stabilen
Enzymaktivität zu verlängern, wurde die Meßtemperatur auf 25◦C herabgesetzt.
Zwar ist in [165, 172] die Stabilität unter höheren Temperaturen beschrieben, was
aber unter den vorhandenen Bedingungen (Puffer, pH, Enzymcharge) nicht zu
erreichen war. Die Bestimmung bei 25◦C ist in der Literatur auch üblicher als bei
37 ◦C. Die Temperatur von 37◦C geht auf das Bestreben zurück, dem Modell des
humanen, entzündeten Gewebes möglichst nahe zu kommen.[112] Der Austausch
des Standardinhibitorlösungsmittels DMF gegen MeOH sowie die Reduzierung
dessen Volumenanteils erbrachte einen weiteren Stabilitätsgewinn, womit eine
konstante Enzymaktivität über 55 min erreicht werden konnte (siehe Abbildung 4.5
B).
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Zur Auswertung einer solchen Meßreihe wurde die Aktivität gegen die Inkubati-
onszeit aufgetragen und nach der Gleichung 4.2 [184, 185] gefittet. Die dabei erhal-
tenen Ergebnisse waren nicht befriedigend. So konnte die Anzahl der Meßpunkte
die Anzahl der Variablen in der Gleichung nur gering übertreffen, was eine schlech-
te Ausgangssituation für eine NLR-Analyse ist.[186, 187, 188] Hauptgrund für die
schlechten Ergebnisse war, daß eine Inkubation bis zum Gleichgewicht der Inhibi-
torenzymkomplexe offensichtlich nicht immer erreicht werden konnte. Selbst wenn
dieser Punkt erreicht wurde, so fehlten den meisten Datensätzen weitere Werte, um
die Wichtung der beiden Kurvenabschnitte der Fitfunktion ausgeglichen zu gestal-
ten. Für Fro A6 wurden daraufhin Hemmkurven mit mehreren Punkten im unteren
Kurvenabschnitt erstellt. Es konnte beobachtet werden, daß nach dem Erreichen
eines scheinbar stabilen Hemmniveaus die Aktivität des Enzyms weiter absank, ob-
wohl in diesem Zeitraum die Enzymstabilität ausgereicht hätte. Dieses Ergebnis ist
in verschiedene Richtungen interpretierbar. Festzustellen ist aber, daß mit der Inku-
bation von Inhibitor und Enzym nicht alle vorliegenden Verbindungen vermessen
werden können, weil sie längere Inkubationszeiten benötigen, als es die Enzymsta-
bilität zuläßt. Mit der Länge der Inkubationszeit wächst der Einfluß der Stabilität
bzw. Instabilität der Verbindungen auf die Testreihe, was vermieden werden sollte.
Die Testung mit Inkubationszeit von Inhibitor und Enzym beschreibt die Wech-
selwirkung der Verbindungen mit der FeII-Form der inaktiven Form der L-1. Wie
hoch der Anteil der FeIII -Form an der Enzympräparation während der Inkubation
ist, kann nicht gesagt werden. Es wird zwar davon ausgegangen, daß nach der Iso-
lierung die FeII-Form vorliegt, man kann aber den spektroskopischen Beweis der
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Abwesenheit der FeIII -Form nicht antreten. Ein geringer FeIII -Enzymanteil wird in
solchen Zubereitungen vermutet.[169] Die Beschreibung der Wechselwirkung einer
klar definierten Form der L-1 mit dem Inhibitor wäre für die Aktivitätsdaten wün-
schenswerter. Zur Herstellung der FeIII -Form wurde die L-1 mit einem 1,5-fachen
Äquivalent an LA bis zum Abschluß der Lipoxygenasereaktion inkubiert. Anschlie-
ßend wurde diese mit Fro A6 in einem Gefäß inkubiert und Proben daraus entspre-
chend in Zeitabständen vermessen. Dabei sank die Aktivität des Enzyms bei allen
verwendeten Konzentrationen auf null. Ein solcher Verlauf widerspricht den Vor-
aussetzungen, wie einer meßbaren Restaktivität, die an die Gleichung 4.2 gebunden
sind.[184] Da sich die Bestimmungsmöglichkeit 2 als Sackgasse erwies, wurde die
erste Möglichkeit mit dem Reaktionsstart durch die Enzymzugabe genauer unter-
sucht.
Auch beim Start der Reaktion mit dem Enzym würde der Inhibitor, abgesehen von
der kurzen Lag-Phase, mit der FeIII -Form der L-1 interagieren. Um diese Vorgehens-
weise (Bestimmungsmöglichkeit 1) mit der Ermittlung von Produktkurven umzu-
setzen, mußte zunächst die Temperaturabhängigkeit näher untersucht werden. Wäh-
rend der Messungen zur Zeitabhängigkeit wurde die Meßtemperatur von 37◦C auf
25 ◦C umgestellt. Vergleiche der IC50-Werte bei diesen Temperaturen ergaben bei
den untersuchten Verbindungen keine Unterschiede in der Größenordnung (siehe
Tabelle 4.2). Dabei ist zu berücksichtigen, daß die 37◦C-Werte zum Teil auf ei-
ner anderen Anlage, der der Routinetestung am Hause, und mit einer anderen En-
zymcharge erhalten wurden. In [54] wurde ebenfalls eine gute Übereinstimmung
zwischen Hemmwerten bei 37◦C und international üblichen Temperaturen [141]
gefunden. Dies läßt darauf schließen, daß es zwischen beiden Temperaturen kei-
nen gravierenden Unterschied im Inhibitionsverhalten gibt. Die Temperatur wur-
de für die weiteren Messungen wegen der höheren Enzymstabilität herabgesetzt.
Zeitgleich zu den Messungen zur Zeitabhängigkeit der Inhibition wurde die Meß-
anlage zu der in Abschnitt 2.1 beschriebenen Anlage verändert, um den zweiten
Vorteil der Temperatursenkung voll nutzen zu können. Dabei handelt es sich um
die Zunahme der Gaslöslichkeit, was für den Sauerstoffgehalt eine Zunahme um
rund 1 mg/l bei sonst gleichen Bedingungen bedeutet. In der veränderten Meß-
zelle wurde zusätzlich nun der Temperatursensor mittemperiert. Damit kann, ei-
ne ordnungsgemäße Kalibrierung vorausgesetzt, die tatsächliche Sauerstoffkonzen-
trationen vermessen werden. Aus dem Sensorsignal und der Temperatur, welche
die Diffusion durch die Membran der Elektrode beeinflußt, errechnet das Meß-
gerät den Sauerstoffgehalt.[113] Wird der Temperatursensor nicht mittemperiert,
geht das Gerät im Falle der 37◦C von einer geringeren Temperatur an der Mem-
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bran aus und liefert systematisch höhere Werte. Bei dem bisher verwendeten IC50-
Meßsystem wurden jeweils die Anstiege der gehemmten und ungehemmten Reak-
tionskurven verglichen. Da in der Regel die Außentemperatur nicht stark schwankt,
waren Absolutwerte des während der Reaktion verbrauchten Sauerstoffs somit nicht
notwendig.[57] Soll die Sauerstoffverbrauchskurve zur LOOH-Produktkurve um-
gewandelt werden, ist dies mit dem alten System bei 37◦C nicht umsetzbar, oh-
ne den Sauerstoffverbrauch mit einer zweiten Methode zu quantifizieren. Da die
Elektrode durch Einkleben des Membrankopfes mit Epoxidharz im Glaskörper der
Meßzelle fixiert ist, war es nicht möglich, das zur Kalibrierung vom Hersteller vor-
gesehene Kalibriergefäß zu verwenden. Mit einem kleinen, nassen Schwamm in der
Meßzelle, sowie deren luftdichter Verschließung wurden die Bedingungen der Kali-
brierung entsprechend nachgestellt. Um das Ergebnis der täglich so durchgeführten
Kalibrierung zu überprüfen, wurde die UV-spektroskopische Vermessung der LOX-
Reaktion [167] mit der Sauerstoffverbrauchsmessung verglichen. Es konnte festge-
stellt werden, daß die durch die Elektrode ermittelten Sauerstoffverbrauchswerte
um den Faktor 1,01 bis 1,06 höher lagen, als die durch die UV-spektroskopische
Messung der LOOH-Entstehung erhaltenen Werte. Ein direkter Vergleich der Ka-
librierung mit Kalibriergefäß mit der in der Meßzelle ergab keinen Unterschied
in der Steilheit der Kalibriergerade des Sensors. Ein weiterer Randeffekt betrifft
den Puffer, der aus dem IC50-System beibehalten wurde. Der verwendete 0,2 M
TRIS/HCl-Puffer wird für das IC50-System bei Raumtemperatur auf den pH von
8,5 eingestellt. Im Testsystem auf 37◦C erwärmt, ist der pH-Wert des temperatur-
abhängigen TRIS/HCl-Puffers dann auf 8,2-8,3 abgesunken. Wird der gleiche Puf-
fer bei 25◦C hergestellt und auch bei 25◦C gemessen, so stimmen Herstellungs-
und Verwendungs-pH wieder überein. In weiter zurückliegenden Arbeiten [106] ist
auch die Herstellung bei 37◦C beschrieben. Wann und warum dies geändert wurde,
konnte nicht ermittelt werden. Es ist davon auszugehen, daß dieser resultierende ge-
ringe pH-Sprung die Inhibition nicht beeinflußt. Damit war der Weg zur Ermittlung
von LOOH-Produktkurven aus den Sauerstoffverbrauchskurven frei. Für mehrere
Inhibitoren wurden Kurven aufgenommen, bei denen Substrat und Inhibitor vorge-
legt und die Reaktion mit Enzym gestartet wurde. Bei diesem Vorgehen sollten für
einenslow binding-Mechanismus biphasische Verlaufskurven erhalten werden (sie-
he Abbildung 4.4). [55, 177] Die allgemeinen Nachteile wurden bereits beschrie-
ben. Beim Vergleich der Kurven fiel auf, daß die in der Literatur [55] beschriebe-
ne Phase gleichmäßiger (steady state) Geschwindigkeit nicht ausgemacht werden
konnte. War die Inhibitorkonzentration ausreichend, so konnte ein Absinken auf
Geschwindigkeit null verzeichnet werden. Bei niedrigen Inhibitorkonzentrationen
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reichte die zur Verfügung stehende Substrat- bzw. Sauerstoffmenge nicht aus, um
die Kurve entsprechend einschätzen zu können. Fürslow binding-Inhibitoren wer-
den die so erhaltenen Produktkurven (siehe Abbildung 4.6) nach der Gleichung 4.3
gefittet, um durch Auftragung vonkobs gegen die Inhibitorkonzentration Aussagen
über die inhibitorische Aktivität zu erhalten. Um die in Abbildung 4.6 dargestellten
Kurven zu erhalten, müssen höhere Inhibitorkonzentrationen als im IC50-System
eingesetzt werden. Bei schlecht wirksamen Inhibitoren führt dies oft zu den in Ab-
schnitt 3.2 beschriebenen Problemen. Da auch die Substratverarmung für niedrige
Inhibitorkonzentrationen die Verwertung der Produktkurven im Falle der Amidra-
zone und Triazoline nicht zuläßt, ist die Methode nicht generell auf alle Inhibito-
ren anwendbar. Für Fro A6 wurde dieses Verfahren in [54] angewendet, um Aus-
sagen über die auftretenden Ki-Werte zu erhalten. Da für diese Verbindung nach
Inkubation mit der FeIII -Form die Irreversibilität der Inhibition festgestellt wurde
[49, 54], stellt dies einen Widerspruch dar, da die Reversibilität Grundlage zur An-
wendung der Gleichung 4.3 ist.[55] Nach der initialen Lag-Phase der Reaktion ist
davon auszugehen, daß sich die L-1 in der aktiven FeIII -Form befindet. Es zeigt sich
hier deutlich, daß zur Erfassung bedingungsneutraler Inhibitonsparameter die Art
der Interaktion zwischen Inhibitor und Enzym klar beschreibbar sein muß. Ohne
Einblick in den Wirkmechanismus, ist die Erfassung von bedingungsunabhängigen
Inhibitionsdaten, deren Korrelation klare Schlüsse zuläßt, nicht möglich.

P = Vst +
(V0−Vs)∗

(
1−e−kobst

)

kobs
(4.3)

4.4 BEEINFLUSSUNG DER I NHIBITION DURCH

ASCORBINSÄURE (V ITAMIN C)

Ein Vorteil der Ermittlung von IC50-Werten ist, daß der Mechanismus der verwen-
deten Inhibitoren zu deren Ermittlung nicht bekannt sein muß. Weiterhin ist sein
Einsatz bei Assays möglich, die mit biologischem Material arbeiten, dessen Zu-
sammensetzung nicht genau definierbar und konstant ist. Für isolierte Enzyme ist
die Beschreibung der Inhibition über Ki-Werte wegen ihrer größeren Aussagekraft
gegenüber den IC50-Werten zu bevorzugen. Für die vorliegenden Amidrazone exi-
stieren darüberhinaus bereits mehrere Untersuchungen, deren Grundlage die IC50-
Werte an der L-1 bilden.[39, 51, 52] Allerdings ist die Vorgehensweise über Ki-
Werte an ein Modell gebunden, welches den Wirkungsmechanismus der Inhibiti-
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A B

Abbildung 4.7: Einfluß von Vitamin C auf die Inhibition von GD 080799 ([I ] =
1,14 x 10−6 M) (A) und GD 120598 ([I ] = 9,9 x 10−7 M) (B);
Normalwert mit 0,4 % MeOH (Schwarz); Hemmkurve mit Inhibi-
tor (Rot); Hemmkurve mit Inhibitor und 1 x 10−4 M Vitamin C
(für A) bzw. 2,5 x 10−5 M Vitamin C (für B) (Grün); Hemmkurve
mit Inhibitor und 2,5 x 10−5 M DHA (Orange) (CL-1 = 2 x 10−8

M, [S] = 2 x 10−4 M, I t = 0 min)

on zutreffend beschreibt. Wie in den vorherigen Abschnitten ausgeführt, war die
Anwendung der reversiblenslow binding-Modelle dazu nicht geeignet. Da in frü-
heren Arbeiten [30, 107] radikalische Wirkungsmechanismen angenommen wur-
den, sollte dies überprüft werden. Dazu wurde ein Experiment von C. H. Clapp
[189], welches die Hemmung an der L-1 betrachtet, auf die vorliegenden Hemmer
übertragen. In diesem Versuch wird überprüft, ob Ascorbinsäure (Vitamin C) die
Inhibition der zu beurteilenden Inhibitoren beeinflußt. Ascorbinsäure ist eine der
wichtigsten Antioxidantien der Natur. Unter den antioxidativen Systemen steht es
am Ende der Reduktionskette [190] und ist in der Lage, sich nach dem Fangen
von Radikalen durch enzymatische Systeme zu regenerieren.[191] Sollte ein Schritt
der Inhibition der Amidrazone und Triazoline radikalvermittelt ablaufen, so kann
Ascorbinsäure in der Lage sein, diesen Schritt durch seine Eigenschaften als Ra-
dikalfänger zu beeinflussen. Im Ergebnis würde die Inhibition verringert sein bzw.
aufgehoben werden, wie dies für 12-Iodo-cis-9-octadecensäure in [189] beschrie-
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A B

Abbildung 4.8:Sauerstoffverbrauchskurven der L-1-Reaktion unter dem Einfluß
von Vitamin C (A) und DHA (B) (CL-1 = 2 x 10−8 M, [S] =
2,2 x 10−4 M, I t = 3 min) Normalwerte ohne MeOH (Schwarz);
Normalwerte mit 0,4 % MeOH (Rot); Reaktionskurven mit 0,4 %
MeOH und 1 x 10−4 M Vitamin C bzw. 5,9 x 10−5 M DHA (Grün);
Reaktionskurven mit 0,4 % MeOH und 2 x 10−4 M Vitamin C bzw.
2,4 x 10−4 M DHA (Blau)

ben ist. Es wurde für mehrere Inhibitoren (GD 051099, CD 141100, CD 211100,
GD 080999, Fr 070897, GD 120598, GD 080799, GD 300999; CD 021100, CD
110101) verschiedener Strukturtypen der Einfluß von Vitamin C auf die Inhibition
der L-1 untersucht. Wird die Reaktion mit Enzym gestartet, so sind die in Abbildung
4.7 gezeigten Kurvenverläufe typisch. Wie den Reaktionskurven in Abbildung 4.7
zu entnehmen ist, ist Ascorbinsäure in der Lage, die Hemmung der behandelten
Beispielverbindungen an der L-1 abzuschwächen bzw. fast vollständig aufzuheben.
Ascorbinsäure selbst ist wie fast alle Antioxidantien auch ein Hemmer der L-1.
[146, 160, 192, 193, 195] Als Mechanismus ist für Antioxidantien die Reaktion mit
dem Substratradikalintermediat beschrieben.[160, 194] Auch die Inhibition durch
Reduktion der FeIII -Form zur inaktiven FeII-Form ist beschrieben, jedoch in den
verwendeten Konzentrationen von 1 x 10−4 M nicht relevant.[189] Die Ascorbin-
säurekonzentration wurde zunächst so gewählt, daß keine Hemmeffekte durch diese
Substanz auftraten (siehe Abbildung 4.8).
Ascorbinsäure ist unter idealen Umständen, wie Sauerstoffabwesenheit, saurer pH
und Metallspurenabwesenheit stabil.[196] Für die Bedingungen in der Meßzelle
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Abbildung 4.9:Sauerstoffverbrauchskurven für Vitamin C (Grün, C = 4 x 10−4 M)
und DHA (Blau, C = 1 x 10−4 M) im 0,2 M TRIS/HCl-Puffer pH
8,5; LOX-Reaktion unter Standardbedingungen (Schwarz, CL-1 =
2 x 10−8 M, [S] = 2 x 10−4 M, I t = 3 min)

ist dies natürlich nicht der Fall. Allein der basische pH verbunden mit der Sauer-
stoffanwesenheit sorgt schon für einen Zerfall der Ascorbinsäure. Es entsteht im-
mer ein Anteil an Sauerstoffradikalen, die mit Ascorbinsäure reagieren, wodurch
Ascorbinsäure zu Dehydroascorbinsäure (DHA) und Wasserstoffperoxid (H2O2)
abgebaut wird.[197] Durch diese Reaktion wird auch Sauerstoff verbraucht. Da
die Sauerstoffverbrauchsmessung Grundlage der Aktivitätsbestimmung ist, wurde
das Ausmaß des Sauerstoffverbrauchs des Ascorbinsäureabbaus bestimmt (siehe
Abbildung 4.9). Vergleicht man die Zeitskalen aus Abbildung 4.7 und Abbildung
4.9 so ist klar zu ersehen, daß bei der verwendeten Konzentration von maximal 2
x 10−4 M Ascorbinsäure deren Zerfall zu DHA und H2O2 die Messungen nicht
beeinflußt. Wasserstoffperoxid ist sowohl als Inhibitor (in hohen Konzentrationen)
als auch als Stimulator (in niedrigen Konzentrationen) der Dioxygenasereaktion
der L-1 beschrieben.[198] Sowohl Inhibition als auch Aktivierung durch das ent-
standene Wasserstoffperoxid waren nicht zu beobachten (siehe Abbildung 4.8). Ei-
ne Änderung des pH durch die verwendeten Ascorbinsäurekonzentrationen wurde
mit der pH-Elektrode überprüft und trat nicht auf. Da neben der Wirkung als Ra-
dikalfänger auch eine Kompetition des schwächeren Hemmers Ascorbinsäure als
Ursache der Abschwächung bzw. Aufhebung der Inhibition der Amidrazone und
Triazoline in Frage kam, wurde Dehydroascorbinsäure als Vergleichssubstanz ein-
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Abbildung 4.10:Einelektronenoxidationen von Vitamin C nach [196]

gesetzt. DHA unterscheidet sich durch die Einfachbindung zwischen C-2 und C-3,
den Keto- statt den OH-Gruppen an diesen C-Atomen (siehe Abbildung 4.10) und
den nichtvorhandenen antioxidativen und radikalfangenden Eigenschaften.[196] Ei-
ne Hemmung von Lipoxygenasen durch DHA ist nicht beschrieben und konnte an
der L-1 auch nicht festgestellt werden. Wie in Abbildung 4.7 zu erkennen ist, konn-
te DHA die Inhibition der L-1 durch GD 120598 im Gegensatz zur Ascorbinsäure
nicht aufheben. Dieses Ergebnis konnte auch für weitere Amidrazone und Triazo-
line erhalten werden. Die Kurven mit DHA entsprachen mit Ausnahme von GD
290998 denen mit dem jeweiligen Inhibitor. Ein Sauerstoffverbrauch durch DHA
war in der verwendeten Konzentration (C = 1 x 10−4 M) praktisch nicht vorhan-
den (siehe Abbildung 4.9). Da DHA im Gegensatz zu Ascorbinsäure nicht in der
Lage ist, die Inhibition der Amidrazone und Triazoline aufzuheben, kann ein Ver-
drängen der Inhibitoren durch Ascorbinsäure als Ursache der Abschwächung der
Hemmung ausgeschlossen werden. Dieser Effekt wäre dann für DHA auch zu er-
warten gewesen. Der Verbrauch der Ascorbinsäure im Meßmedium konnte über
UV-spektroskopische Messungen nicht eindeutig nachgewiesen werden, da der be-
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Abbildung 4.11:Sauerstoffverbrauchskurven für die Inhibition durch GD 141299
unter dem Einfluß von Vitamin C ([I ] = 3,74 x 10−6 M; CL-1 = 2
x 10−8 M, [S] = 2 x 10−4 M, I t = 8 min) Normalwert mit 0,4 %
MeOH (Schwarz); Inhibition ohne Vitamin C (Rot); Inhibition
mit Vitamin C (Grün, C = 1 x 10−4 M); Inhibition mit Vitamin C
(Orange, C = 2 x 10−4 M); Inhibition mit Vitamin C (Blau, C =
1 x 10−4 M, Zugabe nach der Inkubationszeit vor dem Start der
Reaktion mit Substrat)

treffende UV-Wellenlängenbereich durch den Inhibitor sowie das Linolsäureper-
oxid überlagert werden. Bei den UV-spektroskopischen Messungen fiel jedoch auf,
daß unter den Bedingungen des TRIS/HCl-Puffers Ascorbinsäure instabil ist und
die Bande bei 265 nm beständig abnimmt. Die Oxidation von Ascorbinsäure durch
die L-1, allerdings unter anderen Konzentrationsverhältnissen, ist beschrieben.[199]
Daraus ist der Schluß zu ziehen, daß im Meßmedium für die Beeinflussung der In-
hibition der untersuchten Verbindungen eine geringere Ascorbinsäurekonzentration
vorlag, als durch die Einwaage zur Herstellung der Lösung ermittelt wurde. Für den
Start der Reaktion mit Enzym sollte dies keine Rolle spielen, da der Meßzeitraum
nur ca. vier min beträgt. Da aber so noch weniger Ascorbinsäure zum Einsatz kam,
wird unterstrichen, daß nur die Radikalfänger- bzw. antioxidative Eigenschaft des
Vitamin C die Aufhebung der Hemmung bedingt.
Wird Ascorbinsäure vor der Inkubation von Inhibitor und der FeII-Form der L-1
eingesetzt, so wird ebenfalls die Hemmung abgeschwächt (siehe Abbildung 4.11).
Wird Ascorbinsäure dabei unmittelbar vor dem Substrat zugegeben, so wird die
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A B

Abbildung 4.12:Sauerstoffverbrauchskurven für die Inhibition von GD 290998
unter dem Einfluß von Vitamin CA: ohne Inkubationszeit ([I ] =
3,44 x 10−6 M; CL-1 = 2 x 10−8 M, [S] = 2 x 10−4 M) Normalwert
mit 0,4 % MeOH (Schwarz); Normalwert mit 0,4 % MeOH und
1,6 x 10−4 M Vitamin C (Orange); Hemmkurve ohne Vitamin C
(Rot); Hemmkurve mit 8 x 10−5 M Vitamin C (Grün); Hemm-
kurve mit 1,6 x 10−4 M Vitamin C (Blau); B: Hemmkurve mit
Inkubationszeit ([I ] = 5 x 10−8 M; CL-1 = 2 x 10−8 M, [S] = 2 x
10−4 M, I t = 3 min) Normalwert mit 0,2 % MeOH (Schwarz);
Hemmkurve ohne Vitamin C (Rot); Hemmkurve mit 1 x 10−4 M
Vitamin C (Grün); Hemmkurve mit 2 x 10−4 M Vitamin C (Blau)

Inhibition bei den mit der Vorinkubation verwendeten niedrigen Inhibitorkonzen-
trationen kaum beeinflußt. Eine Ascorbinsäurezugabe während der Inkubationszeit
zeigt jeweils eine Teilaufhebung der Inhibition.
Für GD 290998 konnte bei der Bestimmung mit Inkubationszeit ein von allen un-
tersuchten Verbindungen abweichendes Verhalten in den Versuchen mit Ascorbin-
säure festgestellt werden. Während bei einer hohen Inhibitorkonzentration, welche
eine fast vollständige Inhibierung beim Start mit Enzym hervorruft, durch Vitamin
C eine höhere Aktivität der L-1 zu verzeichnen war, haben die Kurven mit Inku-
bationszeit und Ascorbinsäure einen atypischen Verlauf, wie in Abbildung 4.12
gezeigt. Der Initialanstieg kommt in der Verbrauchskurve mit Ascorbinsäure der
ungehemmten Kurve nahe. Dann “knickt“ die Kurve auf die Reaktionsgeschwin-
digkeit null ab, während dieser Übergang ohne Ascorbinsäure wesentlich langsa-
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Abbildung 4.13:Sauerstoffverbrauchskurven für die Inhibition von GD 290998
([I ] = 5,76 x 10−8 M) unter dem Einfluß von DHA (CL-1 =
2 x 10−8 M, [S] = 2 x 10−4 M, I t = 3 min) Normalwerte mit 0,4
% MeOH (Schwarz); Hemmkurve ohne DHA (Rot); Hemmkur-
ve mit DHA (Grün, C = 2,86 x 10−5 M); Hemmkurve mit DHA
(Orange, C = 5,92 x 10−5 M); Hemmkurve mit DHA (Blau, C
= 8,78 x 10−5 M); Hemmkurve mit DHA (Magenta, C = 1,18 x
10−4 M)

mer abläuft. Verwendet man verschiedene Ascorbinsäurekonzentrationen, so wird
der Zeitpunkt dieses Abknickens verschoben. Dieses Verhalten spricht stark für
die Umsetzung von Ascorbinsäure zu Dehydroascorbinsäure bei dieser Reaktion.
Betrachtet man den Initialanstieg als alleiniges Kriterium, so wird die Inhibiti-
on durch GD 290998 ebenso wie die der anderen Inhibitoren durch Ascorbinsäu-
re abgeschwächt. Dem steht das “Abknicken“ der Inhibitionskurve und damit ei-
ne auf null absinkende Enzymaktivität wie in Abbildung 4.12 gezeigt gegenüber.
Auch für GD 290998 wurde der Einfluß von Dehydroascorbinsäure auf die Inhibi-
tion untersucht. Im Vergleich zur Hemmkurve ohne DHA kam es zu einem DHA-
konzentrationsabhängigen “Abknicken“, welches auch schon mit Ascorbinsäure be-
obachtet wurde (siehe Abbildung 4.13). Im Unterschied zur Ascorbinsäure wurde
mit DHA der Initialanstieg der gehemmten Kurven von GD 290998 nicht beein-
flußt. Es liegt also nahe, daß DHA für das “Abknicken“ der Hemmkurve von GD
290998 unter Ascorbinsäureeinfluß verantwortlich ist. Da DHA selbst die L-1 nicht
inhibiert, dürfte ein Produkt aus DHA und GD 290998 dafür verantwortlich sein.
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Ein endgültiger Beweis für dieses Produkt konnte im Rahmen dieser Arbeit jedoch
nicht erbracht werden. Es ist davon auszugehen, daß bei der Inhibitionsbeeinflus-
sung durch Vitamin C DHA entsteht, die in der weiteren Folge das “Abknicken“ der
Hemmkurven von GD 290998 mitverursacht. Dieses Verhalten blieb bei allen un-
tersuchten Verbindungen die Ausnahme und betraf nur GD 290998 bei der Messung
mit Inkubationszeit. Für alle anderen untersuchten Verbindungen konnte festgestellt
werden, daß Ascorbinsäure deren Inhibition an der L-1 abschwächt bzw. aufhebt.

4.5 DER EINFLUSS ANDERER RADIKALFÄNGER UND

ANTIOXIDANTIEN

Nach den überraschenden Ergebnissen der Aufhebung bzw. starken Abschwächung
der Inhibition von Amidrazonen und Triazolinen an der L-1 durch Ascorbinsäure
wurde versucht, ähnliche Effekte mit anderen Radikalfängern und Antioxidantien
zu erzielen. Mit Vitamin E konnte der Initialanstieg von GD 290998 und GD 051099
auch in ähnlicher Weise beeinflußt werden, wenn die Reaktion mit Enzym gestartet
wurde. Bei einer Vorinkubation von Vitamin E und Enzym kamen die für zahl-
reiche Antioxidantien beschriebenen LOX-hemmenden Eigenschaften [160, 194]
zum Tragen. Auch der zum Lösen des Vitamin E verwendete Emulgator Tween©R
20 zeigte in hohen Konzentrationen hemmende Eigenschaften. Mit zunehmender
Reaktionsdauer kam es zu einer Inhibition durch Vitamin E und Tween©R 20. Die
inhibitionsaufhebenden Effekte blieben gering und auf den Initialanstieg begrenzt.
Ebenfalls eingesetzt wurden Harnsäure (C = 1 x 10−4 M), N-Acetylcystein (NAC, C
= 1,72 x 10−4 M) und DMPO (C = 3,8 x 10−3 M). Harnsäure gehört zu den wichtig-
sten antioxidativen Systemen des Körpers.[200] NAC gehört ebenfalls zu den Anti-
oxidantien. DMPO ist eine Spintrap, welche mit Radikalen zu einem stabileren pa-
ramagnetischen Produkt reagiert.[201] Alle beeinflußten weder die LOX-Reaktion
noch die Inhibierung durch die verwendeten GD 051099 und GD 290998. In zu-
rückliegenden Arbeiten werden zwei mögliche radikalische Wirkungsmechanismen
diskutiert. Zum einen wurde die Meinung vertreten, daß Autoxidationsprodukte der
Amidrazone die eigentlich hemmende Spezies sind [107], zum anderen wird der
Weg über ein durch die Lipoxygenase gebildetes Hemmerperoxid vermutet.[34] In
beiden Mechanismen spielt Sauerstoff eine Rolle. In [49] wird die Sauerstoffabhän-
gigkeit der Inhibition durch die offenkettigen Amidrazone beschrieben. Eine Ver-
ringerung der Inhibition konnte analog [49] für GD 051099 bei der Inkubation im
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Verbindung: eingesetzte Konzentration: Inhibition bei pH:

7,3 8,5 10,0

Fr 070897 3,7 x 10−7 M 14% 22% 21%

GD 051099 9,1 x 10−8 M 13% 38% 35%

GD 060798 1,1 x 10−6 M 25% 45% 15%

IS 160800 2,6 x 10−5 M 0% 0% 0%

GD 120598 9,8 x 10−8 M 37% 19% 5%

Tabelle 4.3:Inhibition an der Sojabohnenlipoxygenase bei verschiedenen pH-
Werten; CL-1 = 2 x 10−8 M; [S] = 2 x 10−4 M; I t = 3 min; T = 25
◦C; 0,2 M TRIS/HCl-Puffer pH 7,3 8,5 und 10

sauerstoffarmen Medium (0,06 mg/l Sauerstoff in 0,2 M Tris/HCl-Puffer pH 8,5)
festgestellt werden. Für das stofflich verwandte Phenylhydrazin ist ein Autoxidati-
onsmechanismus beschrieben [202], bei dem Sauerstoff über das Superoxidanion-
radikal den Fortgang der Reaktion bewirkt. Dieses kann durch die Superoxiddis-
mutasereaktion ausgeschaltet werden. Superoxiddismutase disproportioniert zwei
Superoxidanionradikale zu Sauerstoff und Wasserstoffperoxid.[203] Sie beeinflußt
die LOX-Reaktion nicht [204], obwohl die Entstehung von Superoxidanionradika-
len für diese Reaktion unter bestimmten Umständen beschrieben wurde.[205] Um
die Möglichkeit einer Inhibitionsbeteiligung des Superoxidanionradikales zu unter-
suchen, wurde der Einfluß von SOD bei der Vorinkubation von Inhibitor und L-1 be-
stimmt. Bei einer Zugabe von 100µ l der angegebenen SOD reichten die Ergebnisse
von einer leichten Abschwächung bis zu einer leichten Zunahme der Hemmung
bei Verwendung unterschiedlicher Verbindungen (GD 051099, GD 120598, GD
290998). Die Untersuchung des pH-Wertes der Lösung, die aus dem üblichen 0,2
M TRIS/HCl-Puffer pH 8,5 der SOD (3,8 M Ammoniumsulfatpuffer) entstanden
war, ergab, daß dieser bis zu einer Einheit abnahm. Aus diesem Grunde wurde die
Inhibition der L-1 bei unterschiedlichen pH-Werten untersucht, um einen Überblick
zu bekommen, wie stark die Hemmung mit dem pH schwankt. In [30] wurde bereits
über eine starke Abnahme der Hemmung für HB-1 bei pH 7,3 berichtet. Wie aus
Tabelle 4.3 zu entnehmen ist, zeigen die Verbindungen kein einheitliches Verhal-
ten. Während die untersuchte pH-Änderung durch die Temperaturumstellung (sie-
he Abschnitt 4.3) kaum unterschiedliche Hemmwerte (IC50-Werte) hervorbrachte,
sind bei einem größeren pH-Sprung deutliche Unterschiede erkennbar. So ist für
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die untersuchten Verbindungen davon auszugehen, daß die Änderungen im Inhibiti-
onsverhalten ihre Ursache in der Beeinflussung des pH-Wertes haben könnten. Ein
selbsthergestellter Ammoniumsulfatpuffer, der analog der SOD verwendet wurde,
brachte ähnliche Ergebnisse hervor. Für Vergleichsproben mit denaturierter SOD
im Orginalammoniumsulfatpuffer stand nicht ausreichend SOD zur Verfügung. Die
Versuche mit SOD führten letztlich zu dem Ergebnis, daß SOD die Inhibition nicht
beeinflußt, wogegen der pH-Wert des Mediums durchaus einen Einfluß hat. Würde
die Inhibition über eine superoxidvermittelte Autoxidation verlaufen, so wäre auch
eine andere Größenordnung des Effekts auf die Amidrazoninhibition der L-1 zu er-
warten gewesen. Betrachtet man zudem, daß die Inhibition durch ein sauerstoffar-
mes Medium lediglich abgeschwächt und nicht wie bei der Verwendung von Ascor-
binsäure fast vollständig aufgehoben werden kann, so wird klar, daß Sauerstoff zwar
beteiligt, aber nicht ursächlich für die Inhibition sein kann. Weder Sauerstoff noch
das Superoxidanionradikal spielen die entscheidende Rolle für die Inhibition der
Amidrazone und Triazoline. So ist auch klar, daß eine Inhibition über ein produk-
tanaloges Inhibitorperoxid [34, 35] als alleinige Ursache der Inhibition ausscheidet,
da eine Inhibition im anaeroben Medium in gleicher Größenordnung möglich ist.
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4.6 UNTERSUCHUNGEN ZUR REVERSIBILITÄT

Aufgrund der Versuche mit Ascorbinsäure ist davon auszugehen, daß Amidrazone
und Triazoline während der Inhibition einer chemischen Veränderung unterliegen,
die durch das Enzym hervorgerufen wird. In [30] wurde für HB-1 die Irreversibilität
der Inhibition nachgewiesen. In [49] wurde die Inhibition der offenkettigen Amidra-
zone sowie der Triazoline als prinzipiell reversibel beschrieben. Hier waren die Ver-
bindungen Fro A6 und GD 290998 an der FeII- und FeIII -Form untersucht worden.
Für die Inaktivierung der FeIII -Form durch Fro A6 konnte in [49] keine Reaktivie-
rung gefunden werden. Da ein Radikal als Ursache der Inhibition naheliegt, sollte
die Frage nach der Reversibilität neu gestellt werden. Dazu wurden mehrere Metho-
den benutzt. Die erste Methode ist in [142] beschrieben. Es werden zunächst Enzym
und Inhibitor solange inkubiert, bis bei einer Substratzugabe keine Enzymreaktion
mehr erfolgt. Nach einer weiteren Enzymzugabe wird die Reaktion nach einer ge-
ringen Inkubationszeit (1 min) durch die Substratzugabe gestartet. Die erhaltene
Aktivität wird mit der Messung ohne die erste Enzymzugabe bzw. mit denaturier-
tem Enzym verglichen und gibt Auskunft darüber, wieviel Inhibitor von der ersten
Enzymmenge im Falle einer irreversiblen Inhibition gebunden wurde. Überraschen-
derweise kam es bei den so untersuchten Verbindungen zu Verläufen, die nicht dem
Regelfall des Versuches entsprechen. Bei einer irreversiblen Inhibition würde sich
diese Inhibition durch die Vorinkubation mit dem Enzym entsprechend verringern.
Für GD 120598 kam es zu einer Zunahme der Inhibition durch die Vorinkubation
des Inhibitors mit Enzym. Dies bedeutet, daß GD 120598 durch die Inkubation mit
der L-1 wirksamer wird. Eine Vorinkubation mit denaturiertem Enzym4 erbrachte
eine nochmalige Wirkungssteigerung, die bei einer Vorinkubation im Puffer aus-
blieb (siehe Abbildung 4.14). Für GD 051099 gab es ebenfalls eine Steigerung der
Hemmung durch Vorinkubation mit der L-1. Einzig das Verhalten von GD 290998
blieb im eigentlich vorgesehenen Rahmen des Experimentes. Hier nahm die In-
hibition abhängig von der zur Vorinkubation eingesetzten Enzymmenge ab. Zwar
sind die für die drei Verbindungen erhaltenen Ergebnisse interessant, weil sie eine
unterschiedliche Veränderung der Inhibitoren bei der Inkubation mit der L-1 bele-
gen, jedoch führen sie bei der Beurteilung der Reversibilität nicht weiter. Deshalb
wurden Dialysemethoden auf ihre Eignung überprüft. Die Inkubationslösung aus
Enzym und Inhibitor ist dabei durch eine Membran vom Dialysepuffer getrennt, die
nur niedermolekulare Stoffe passieren läßt. Ist die Inhibitionsreaktion reversibel,

4Das Enzym wurde 10 min gekocht und auf LOX-Aktivität geprüft.
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Abbildung 4.14:Inhibitionssteigerung von GD 120598 durch Vorinkubation (30
min) mit intakter ( CL-1 = 2 x 10−8 M, orange) und denatu-
rierter L-1 ( CL-1 = 2 x 10−8 M, grün); Normalwert mit 0,4 %
MeOH (schwarz); Normalwert mit Vorinkubation mit denaturier-
ter L-1 (blau); einfache Inhibition ohne Vorinkubation (rot) ([I ] =
7 x 10−6 M, [S] = 2 x 10−4 M, I t = 1 min)

so wird freier Inhibitor ständig aus dem Gleichgewicht zwischen Enzym, Inhibitor
und Enzyminhibitorkomplexen entfernt. Aus dem Inkubationsansatz werden jeweils
Proben vermessen und so eine Reaktivierung bestimmt. Die Stabilität des Enzyms
während der Dialysezeit ist für diese Versuche eine Grundvoraussetzung. Zunächst
wurde deshalb die Stabilität der Enzymzubereitung in der in Abbildung 2.2 be-
schriebenen Apparatur geprüft. Dabei konnte keine stabile Aktivität erreicht wer-
den. Nach drei Stunden waren zum Teil nur noch 60 % Aktivität vorhanden, wobei
die Ergebnisse schlecht reproduzierbar waren. Da für einige Verbindungen (z.B. Fro
A6) deren Instabilität im Puffermedium bekannt war, wurde eine möglichst schnelle
Trennungsmethode für Enzym und niedermolekulare Stoffe wie den Inhibitoren ge-
sucht. Mit der Gelfiltration über eine Sephadexr G 25-Säule (siehe Abschnitt 2.7)
wurde für dieses Problem ein praktikabler Ausweg gefunden. Zunächst wurde auch
hier die Wiederfindung der Enzymaktivität bestimmt. Sie lag für die FeII-Form bei
einem Durchlauf bei 70 bis 85 % im Vergleich zu einer Enzymprobe, die lediglich
entsprechend verdünnt wurde. Die FeIII -Form erreichte mit 66 bis 74 % niedrigere
Wiederfindungswerte. Beim zweimaligen Durchlauf wurde für beide Enzymformen
mehr als 60 % im Vergleich zu den verdünnten Proben gefunden. Für die Messun-
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Abbildung 4.15:Aktivitätsabnahme der L-1 während einer Dialyse ohne Lösungs-
mittel (CL-1 = 2 x 10−8 M, [S] = 2 x 10−4 M, I t = 0 min)

gen wurden die Enzymkonzentrationen so gewählt, daß die Endenzymkonzentrati-
on in der Meßzelle theoretisch 2 x 10−8 M beträgt und damit der Konzentration im
IC50-System entspricht. Da es bei der Elution zu einer Verdünnung des Ansatzes
kommt und aus diesem mehrere Proben vermessen werden sollten, liegen sowohl
die Inhibitor- als auch die Enzymkonzentration im Ausgangsansatz entsprechend
höher. Dabei war wiederum die Löslichkeit der Verbindungen (siehe Abschnitt 3.2)
zu beachten. Ein typischer Inkubationsansatz hatte ein Volumen von 3,5 bis 4,5 ml.
Davon wurde je nach Inhibitor nach einer ausreichenden Inkubationszeit (5 bis 20
min) eine Probe (0,5 ml) in der Meßzelle auf Aktivität geprüft. Nach dieser Akti-
vitätsbestimmung, bei der keine LOX-Aktivität mehr auftreten sollte, wurden 2,5
ml des Inkubationsmixes auf die Säule aufgetragen und entsprechend Abschnitt 2.7
weiter verfahren. Aus dem Eluat wurden meist drei Proben (je 1 ml) in der Meßzelle
in zeitlichen Abständen auf LOX-Aktivität untersucht. Die Aktivitätsbestimmungen
der Proben wurden je 1 min nach dem Einfüllen in die Meßzelle durchgeführt. Als
Beispielverbindungen wurden GD 290998 als Triazolin und GD 051099 als Ver-
treter der offenkettigen Amidrazone ausgewählt. Wie in Abbildung 4.16 zu sehen,
konnte für beide Verbindungen mit der FeII-Form eine Reaktivierung nachgewiesen
werden. Dies steht in Übereinstimmung mit den in [49] beschriebenen Ergebnissen
für Fro A6 als offenkettige und GD 290998 als Triazolinverbindung. Um die Re-
versibilität mit der FeIII -Form zu untersuchen, wurde das Enzym mit LA fünf min
vorinkubiert und anschließend die Inhibitoren zugegeben. Für GD 051099 konnte



4 Untersuchungen zum Wirkmechanismus 71

0 50 100 150 200

Zeit in s

8

7

6

5

Sauerstoff-
gehalt-

in mg/ml

.........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................

......................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................

...................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................

0 50 100 150 200

Zeit in s

8

7

6

5

Sauerstoff-
gehalt-

in mg/ml

.................................................................................................................................................................................................................................
..............................................................................................................................................

.................................................................................................................................................................................................................
................................................................

..........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................

........................................................................
..................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................

A B

Abbildung 4.16:Reaktivierungsversuche mit der FeII -Form der L-1 mit der
Sephadexr G 25-Säule für GD 290998 (A) und GD 051099
(B); Aktivität vor dem Auftragen (Rot; CL-1 = 1,19 x 10−8 M,
[S] = 2 x 10−4 M, I t = 1 min, [I ](A) = 8,9 x 10−8 M, [I ](B) =
1,1 x 10−7 M); Aktivität 30(A) bzw. 60(B) min nach der Elu-
tion (Blau); Aktivität 54(A) bzw. 131(B) min nach der Elution
(Schwarz) (CL-1 = 2,38 x 10−8 M, [S] = 2 x 10−4 M, I t = 1 min,
[I ](A) = 1,78 x 10−7 M, [I ](B) = 2,2 x 10−7 M)

wie in [49] für Fro A6 keine Reaktivierung mit der FeIII -Form festgestellt werden
(siehe Abbildung 4.17). Im Gegensatz zu [49] traf dies für GD 290998 ebenfalls zu.
Aus diesem Grunde wurden die Versuchsbedingungen für die Inkubation von GD
290998 und der FeIII -Form der L-1 mehrfach geändert. Neben der Variation der In-
kubationszeiten, wurde das nach der Inkubation mit dem Substrat entstandene Pro-
dukt ebenfalls durch Gelfiltration abgetrennt, bevor GD 290998 und die FeIII -Form
inkubiert wurden. Alle unternommenen Versuche mündeten in dem Ergebnis, daß
sich das FeIII -Enzym nach einer Inkubation mit GD 290998 nicht reaktivieren ließ.
Die durch die Gelfiltration erhaltenen Ergebnisse wurden durch den Einsatz von
Macroseptr-Zentrifugeneinsätzen überprüft. Diese Methode (siehe Abschnitt 2.8)
bietet den Vorteil, daß die Proben bei der Trennung konzentriert werden, wodurch
die Zielkonzentrationen für die Meßzelle besser erreichbar sind. Es können größere
Inkubationsansätze (bis 10 ml) verwendet werden, wodurch man den Konzentrati-
onsverhältnissen, wie sie bei der IC50-Bestimmung auftreten, näher kommt als bei
der Gelfiltration. Nachteilig für den Inkubationsansatz ist, daß mehrere Durchgän-
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Abbildung 4.17:Reaktivierungsversuche mit der FeIII -Form der L-1 mit der
Sephadexr G 25-Säule für GD 290998 (A) und GD 051099 (B);
Aktivität der FeIII -Form nach der Elution ohne Inhibitor (Grün,
CL-1 = 4,76 x 10−8 M, [S] = 2 x 10−4 M, I t = 1 min); Aktivität vor
dem Auftragen (Rot, CL-1 = 1,19 x 10−8 M, [S] = 2 x 10−4 M, I t

= 1 min, [I ](A) = 8,9 x 10−8 M, [I ](B) = 1 x 10−7 M); Aktivität
8 min nach der Elution (Blau); Aktivität 64 min nach der Elution
(Schwarz) (CL-1 = 2,38 x 10−8 M, [S] = 2 x 10−4 M, I t = 1 min,
[I ](A) = 1,78 x 10−7 M, [I ](B) = 2,01 x 10−7 M)

ge benötigt werden, um niedermolekulare Stoffe effektiv abzutrennen. Da mehrere
Einsätze zur Verfügung standen, konnten jeweils Vergleichsproben mit Lösungs-
mittel statt Inhibitor mitvermessen werden, was den Arbeitsaufwand pro Meßreihe
senkte. Die Ausgangsenzymkonzentration in den Inkubationsansätzen wurde von
2 x 10−8 bis 1,5 x 10−7 M variiert. Dabei erwies sich eine Enzymkonzentration
von 4 x 10−8 M als am günstigsten, weil so für die eingesetzten Inhibitorkonzen-
trationen keine Löslichkeitsprobleme zu erwarten waren. Während für GD 051099
und GD 290998 mit der FeII-Form eine Reaktivierung erfolgte, konnte diese mit
der FeIII -Form nicht festgestellt werden. Dieses Ergebnis stimmt mit den Gelfiltra-
tionsversuchen überein. Für weitere Inhibitoren (GD 120598, GD 150698) konnte
ebenfalls festgestellt werden, daß nach der vollständigen Inhibition der FeIII -Form
diese nicht durch die beiden zuletzt beschriebenen Methoden reaktivierbar waren.
Bei der Reaktivierungsbestimmung einiger Verbindungen mit der FeII-Form stellte
sich das Problem, daß das Enzym nach der Inkubation mit den Verbindungen noch
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aktiv war. Für diese weniger starken Inhibitoren brachte deren Konzentrationserhö-
hung keine Verbesserung. Die Verringerung der Enzymkonzentration erwies sich
ebenfalls als nicht brauchbar, weil dadurch auch die Wiederfindung ohne Inhibitor
überproportional absank. Als Grund dafür wird eine Adsorption des Proteins an den
Oberflächen von Inkubationsgefäß, Säule bzw. am Zentrifugeneinsatz vermutet.
Für die davon betroffenen Inhibitoren wurde dann ausschließlich die Reaktivierung
der FeIII -Form bestimmt. Zu den beschriebenen Reaktivierungsversuchen ist ähn-
lich wie in Abschnitt 4.3 anzumerken, daß in der hier als FeII-Form bezeichneten
L-1 die Abwesenheit von FeIII -Enzym nicht garantiert werden kann.[169] Da die
Reaktivierung dieser Enzympräparation nach der Inkubation mit GD 051099 nur
zu einen geringen Teil erfolgt, ist die Annahme, daß es sich ausschließlich um die
FeII-Form der L-1 handelt, skeptisch zu betrachten. Anders sieht es für die FeIII -
Form der L-1 aus. Durch die Substratzugabe ist von ihrem quantitativen Vorkom-
men auszugehen.[206, 207] Nach den Ergebnissen von GD 290998 ist es dabei für
die Irreversibilität unerheblich, ob das Linolsäureperoxid vor der Inkubation mit
der Verbindung abgetrennt wird. Wird das Enzym mit Substrat und Inhibitor inku-
biert, was der Meßanordnung mit dem Start der LOX-Reaktion durch Enzymzugabe
gleichkommt, so ist das Enzym nicht reaktivierbar. Damit ist bei der Inhibition der
FeIII -Form durch die Triazoline und offenkettigen Amidrazone von einem irreversi-
blen Inaktivierungsmechanismus auszugehen.

4.7 ESR-SPEKTROSKOPIE

Mit der Elektronenspinresonanzspektroskopie (ESR-Spektroskopie) ist es möglich,
paramagnetische Verbindungen spezifisch zu vermessen. Bei dieser Form der Ab-
sorptionsspektroskopie ist das Vorkommen eines ungepaarten Elektrons mit seinem
zugehörigen magnetischen Dipolmoment die Voraussetzung für die Messung. Auf
die Probe wird dabei elektromagnetische Strahlung in Form von Mikrowellen ein-
gestrahlt, welche durch paramagnetische Verbindungen absorbiert wird. Durch ein
magnetisches Wechselfeld der Frequenzν werden Übergänge zwischen den zwei
möglichen Spinzuständen+1

2 und−1
2 (parallel und antiparallel zum äußeren Ma-

gnetfeld der magnetischen Induktion B) induziert. Durch die Änderung des Ma-
gnetfeldes bei konstanter Frequenz findet eine Absorption bei der Erfüllung der Re-
sonanzbedingungen (hν = gβB) statt.5 Da der Wechsel zwischen den beiden Spin-

5h: Plancksche Konstante;ν : Frequenz des magnetischen Wechselfeldes; g: G-Wert des Elektrons;
β : BOHRsches Magneton; B: Feldstärke des äußeren Magnetfeld
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Abbildung 4.18:Reaktionen von MNP nach [208]; (a): Freisetzung aus dem Di-
mer; (b): Autoxidation des MNP-Monomers; (c): Trapreaktion mit
einem Radikal zu einem stabileren MNP-Addukt

zuständen in beiden Richtungen stattfindet, ist die Nettoabsorption ein Ergebnis der
Ungleichverteilung der beiden Energiezustände, wobei der niedrigere Energiezu-
stand überwiegt.[209] Durch den Einfluß der Magnetfelder der Atomkerne, die das
äußere Magnetfeld verstärken oder abschwächen, kommt es zur Hyperfeinaufspal-
tung des ESR-Signals. Anders als mit der verwandten NMR-Spektroskopie können
mit der ESR nur freie Radikale, Metallübergangskomplexe und Moleküle in Tri-
plettzuständen detektiert werden.
Für die Forschung an Lipoxygenasen ist die ESR-Spektroskopie für einige Pro-
blemstellungen interessant. Zum einen ist die FeIII -Form mit ihrem paramagneti-
schen Zentrum detektierbar [210] und zum anderen können radikalische Produkte
nachgewiesen werden.[211] Auch Komplexe des aktiven Zentrums, z.B. mit Ca-
techol [212] oder NO [213, 214], können untersucht werden. Die Untersuchung des
Lipoxygenaseproteins ist allerdings an niedrige Temperaturen und hohe Proteinkon-
zentrationen gebunden.[215] So interessant die Information über den Redoxstatus
unter dem Einfluß der Inhibition, wie für andere Inhibitoren beschrieben [140], auch
gewesen wäre, so war diese aufgrund der Geräteausrüstung sowie der verfügbaren
Enzympräparation, nicht erreichbar. Da durch die bereits beschriebenen Ergebnis-
se, wie die Aufhebung der Inhibition der Amidrazone durch Vitamin C, ein radi-
kalischer Mechanismus für die Hemmung vermutet wurde, sollte versucht werden,
eine radikalische Spezies durch die ESR zu detektieren. Eine direkte Messung von
Inhibitorradikalmetaboliten der L-1 ist für BW 755 C in [216] beschrieben. Analog
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Abbildung 4.19:ESR-Spektrum eines Linolsäureradikal-MNP-Adduktes in
0,02 M Boratpuffer pH 8,5 (MNP-Konzentration = 1 x 10−2 M,
Bedingungen siehe Abschnitt 2.13)

dieser Vorgaben wurden Messungen mit GD 051099 und GD 290998 durchgeführt.
Dabei wurden jeweils eine Mischung aus L-1 (CL-1 = 5,5 x 10−5 M), Linolsäuresub-
stratlösung ([S] = 8,4 x 10−4 M) und Inhibitorlösung ([I ] = 4 x 10−4 M) hergestellt
und diese vermessen. Dabei konnte kein Signal detektiert werden. Für die weiteren
Messungen wurde daraufhin vom Ziel der direkten Radikalvermessung wieder ab-
gegangen.
Bei radikalischen Verbindungen handelt es sich allgemein um instabile Verbindun-
gen. Eine Technik zur Messung dieser instabilen Radikale beruht darauf, diese
in stabilere Radikale zu überführen. Für diese als Spintrapping bezeichnete Ver-
fahrensweise bedient man sich diamagnetischer Verbindungen (sogenannter Spin-
traps), die mit dem paramagnetischen Radikal zu einem ebenfalls paramagneti-
schen, aber stabileren Radikal reagieren (siehe Abbildung 4.18 Reaktion c). Dies
führt zur Erhöhung der Radikalkonzentration und damit der Detektionschancen.
Zunächst wurde DMPO (1 M) als Spintrap eingesetzt. Es gelang damit, ein Spi-
naddukt aus dem Linolsäureradikal und DMPO durch Vermessung von L-1 (CL-1 =
5,5 x 10−5 M) und LA ([S] = 8,4 x 10−4 M) zu detektieren. Nach dem vollständi-
gen Verbrauch des Sauerstoffes durch die LOX-Reaktion entsteht das Linolsäurera-
dikal durch die L-1 per Wassserstoffabspaltung. Im Anaeroben diffundiert dieses
dann aus dem aktiven Zentrum [162] und kann durch DMPO getrappt werden.[217]
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Abbildung 4.20:ESR-Spektrum einer autoxidierten MNP-Lösung in 0,02 M Bo-
ratpuffer pH 8,5 (MNP-Konzentration = 4 x 10−2 M, Bedingun-
gen siehe Abschnitt 2.13)

Bei der Spintrapentwicklung wurde versucht, immer spezifischere Traps für be-
stimmte Radikale zu entwickeln.[218] So stellt DMPO eine spezifische Trap für
kohlenstoff- und sauerstoffzentrierte Radikale dar. Da für die verwendeten Inhibi-
toren auch die Möglichkeit eines N-zentrierten Radikals nahelag, wurde auf MNP
als Spintrap zurückgegriffen. Diese als Dimer vorliegende Verbindung neigt aller-
dings zur Autoxidation und bildet dabei paramagnetische Produkte (siehe Abbil-
dung 4.18).[219] Analog dem Trapexperiment mit DMPO konnte mit MNP eben-
falls das Linolsäureradikal detektiert werden. Das in Abbildung 4.19 gezeigte Spek-
trum entspricht dem in der Literatur [220, 221] für diese Reaktion beschriebenen
ESR-Spektrum. Da das Linolsäureradikal mit MNP zu einem paramagnetischen
Spinaddukt führt, würde dies die Messung eines eventuellen Inhibitorradikal-MNP-
Spinadduktes stören. Die Linolsäure bzw. das Linolsäureperoxid sind jedoch Vor-
aussetzung für die Entstehung der FeIII -Form der L-1. Deshalb wurde die FeIII -Form
von LA und LOOH über eine Gelfiltration (siehe Abschnitt 2.7) für die weiteren
ESR-Experimente abgetrennt. Ein weiteres Problem stellt die Handhabung und Au-
toxidation von MNP dar. In methanolischer Lösung liegt diese Spintrap als Dimer
vor, welches kein Radikal fangen kann.[208] Die Spaltung zum Monomer erfolgt
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Abbildung 4.21:ESR-Spektrum eines MNP-Spinadduktes mit IS 280700 ([I ] = 3,3
x 10−4 M) nach 60 min Inkubation im 0,1 M TRIS/HCl-Puffer
pH 8,5 und anschließender MNP-Zugabe (C = 1,85 x 10−2 M,
Bedingungen siehe Abschnitt 2.13)

thermisch oder durch UV-Licht. Diese beiden Noxen sorgen auch für den weiteren
Zerfall des MNP zu radikalischen Produkten (siehe Abbildung 4.18), welche wie-
derum von MNP getrappt werden und das in Abbildung 4.20 gezeigte Spektrum
ergeben. Es konnte festgestellt werden, daß die in Abbildung 4.20 gezeigte Signal-
bildung und die daraus abzuleitenden Vorgänge im verwendeten 0,1 M TRIS/HCl-
Puffer pH 8,5 bereits nach 40 min bei einer MNP-Konzentration von 2,5 x 10−2 M
auftreten.6 Für den ebenfalls verwendeten 0,02 M Boratpuffer pH 8,5 konnte fest-
gestellt werden, daß das Signal in 2,5 x 10−2 M Lösung erst nach 54 min auftritt.
Durch die Lagerung der methanolischen MNP-Stammlösung im Tiefkühlschrank
(-20 ◦C) ist dieses Verhalten während eines Meßtages konstant. Für die Trapversu-
che wurden Verbindungen ausgesucht (GD 290998, CD 151100, GD 061099 und
IS 280700), die sich bei der k2/Ki-Bestimmung (siehe Abschnitt 5.4) als gut wirk-
sam gezeigt hatten. Bei diesen verwendeten Inhibitoren war nach den bisherigen
Untersuchungen von deren Stabilität im Puffermedium ausgegangen worden. Für
IS 280700 konnten nach der Inkubation im 0,1 M TRIS/HCl-Puffer pH 8,5 nach
der MNP-Zugabe zusätzliche Signale zum MNP-Autoxidationsspektrum detektiert

6Im Vergleich zum Standardpuffer (0,2 M TRIS/HCl pH 8,5) wurde auf den EDTA-Zusatz ver-
zichtet, da ein eventuell sich bildender EDTA-Eisenkomplex als fentonfähiger Komplex eine
potentielle Radikalquelle darstellt.[222]
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Abbildung 4.22:ESR-Spektrum eines MNP-Spinadduktes aus CD 151100 ([I ] =
3,5 x 10−4 M) unter der Einwirkung der FeIII -Form der L-1 (CL-1

= 3,8 x 10−5 M) im 0,1 M TRIS/HCl-Puffer pH 8,5 (MNP-
Konzentration = 1,85 x 10−2 M, I t = 60 min, Bedingungen siehe
Abschnitt 2.13)

werden (siehe Abbildung 4.21), was auf die Instabilität dieses Inhibitors in diesem
Puffer hinweist. Dieses Vergleichsexperiment wurde ebenfalls für Gd 290998, CD
151100 und GD 061099 durchgeführt und neben den MNP-Autoxidationssignalen
keine zusätzlichen Peaks festgestellt. Zur Detektion eines Radikaladduktes, welches
durch Einwirkung der FeIII -Form der L-1 auf die verbliebenen drei Verbindungen
und deren Reaktion mit MNP entstehen sollte, wurde die FeIII -Form wie in Ab-
schnitt 2.13 beschrieben von LA und LOOH abgetrennt. Nach der Zugabe der Inhi-
bitoren und einer Inkubation wurde die MNP-Lösung zugegeben und nach verschie-
denen Zeitabständen vermessen (siehe Tabelle 2.5). Während für GD 290998 keine
zusätzlichen Signale zu verzeichnen waren, konnten diese bei CD 151100 und GD
061099 aufgezeichnet werden (siehe Abbildung 4.22 und 4.23). Diese zusätzlichen
Signale verschwanden in den nachfolgenden Messungen von Gd 061099 wieder,
was darauf hinweist, daß das entstandene MNP-Spinaddukt nicht stabil ist.7 Die

7Die analogen Messungen wurden für CD 151100 nicht durchgeführt.
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Abbildung 4.23:ESR-Spektrum eines MNP-Spinadduktes aus GD 061099 ([I ] =
1,7 x 10−4 M) unter der Einwirkung der FeIII -Form der L-1 (CL-1

= 3,8 x 10−5 M) im 0,1 M TRIS/HCl-Puffer pH 8,5 (MNP-
Konzentration = 1,85 x 10−2 M, I t = 30 min, Bedingungen siehe
Abschnitt 2.13)

gleichen Messungen wurden für GD 061099 mit 0,02 M Boratpuffer wiederholt,
wobei jegliches ESR-Signal ausblieb. Neben der nichtausreichenden Spaltung des
MNP-Dimers könnte die Ursache dafür in der unzureichenden Inkubationszeit von
Inhibitor und L-1 während dieser Experimente liegen. Der Versuch durch eine stark
autoxidierte MNP-Stammlösung und GD 061099 zusätzliche Signale ähnlich der in
Abbildung 4.23 zu induzieren, gelang nicht. Ein Artefakt als Ursache der zusätzli-
chen Signale ist damit eher unwahrscheinlich, da auch in den Vergleichsmessungen
(L-1 + MNP, MNP im Puffer, GD 061099 + MNP, L-1 + GD 061099) jeweils kein
bzw. nur das MNP Signal zu messen war. Auch der große Intensitätsunterschied
zwischen dem ESR-Signal des MNP-Autoxidationsproduktes in den Vergleichs-
messungen und den in Abbildung 4.22 und 4.23 gezeigten Spektren spricht für das
Auftreten eines radikalischen Intermediates bei der Reaktion von FeIII -Form der L-
1 und GD 061099. Da nur ein begrenzter Zeitfond zur Verfügung stand, konnten
die in den Abbildungen 4.22 und 4.23 gezeigten Spektren nicht weiter abgesichert
werden. Die Interpretation der sich daraus ergebenden radikalischen Strukturen soll
deshalb zukünftigen Untersuchungen vorbehalten sein.
Es ist festzustellen, daß als Ergebnis der ESR-Untersuchungen für zwei Verbindun-



4 Untersuchungen zum Wirkmechanismus 80

gen ähnliche ESR-Spektren erhalten wurden, wie in [141] für Hexanalphenylhydra-
zon unter der Einwirkung der L-1. Dem steht gegenüber, daß sich die Bedingungen
zur Aufnahme dieser Spektren von denen in der Meßzelle zur IC50-Bestimmung
stark unterscheiden, da höhere Konzentrationen von Enzym und Inhibitoren zur
Detektion erforderlich sind. Trotzdem stellt die ESR-Spektroskopie eine zukünf-
tige Option dar, den Wirkungsmechanismus der Amidrazone und Triazoline an der
L-1 abschließend zu klären.



5 BEZIEHUNGEN ZWISCHEN

EIGENSCHAFTEN UND

I NHIBITION

5.1 AUSWAHL EINES I NHIBITIONSMODELLS ZUR

AKTIVITÄTSBESTIMMUNG

Wie in Abschnitt 4.6 festgestellt wurde, ist die Inhibition der untersuchten offen-
kettigen Amidrazone und Triazoline mit der FeIII -Form der L-1 irreversibel. Es
ist davon auszugehen, daß bei einem Vorlegen von Inhibitor und Substrat, sowie
dem anschließenden Start der Reaktion mit Enzym, die als Inhibitoren wirksamen
Verbindungen mit der FeIII -Form reagieren. Die Verbindungen interagieren zwar
hier auch mit der FeII-Form, was aber ein Zeitfenster von mehreren Minuten be-
anspruchen würde, um die Reaktionskurven zu beeinflussen. Zur Überwindung der
Lag-Phase, in der die FeII- in die FeIII -Form umgewandelt wird, braucht es ledig-
lich wenige Sekunden. Die Reaktionen der Verbindungen mit der FeII-Form sind
nicht eindeutig charakterisierbar, da zur Vermessung die Umwandlung in die FeIII -
Form notwendig ist. Inwieweit, in der als FeII-Form bezeichneten Enzymlösung
auch ein Anteil an FeIII -Form enthalten ist, kann nicht bestimmt werden, was jede
Untersuchung der Wechselwirkung zwischen FeII-Form und den Verbindungen er-
schwert. Als Grundlage der Aktivitätsbeschreibung ist damit eine Reaktion, welche
die Wechselwirkung der Verbindungen mit der FeIII -Form beschreibt, sinnvoll. Die
Anwendung einesslow binding-Modells ähnlich dem in [49] wäre durchaus denk-
bar. In der Literatur [179] wird es alstight bindingbzw. hochaffin bezeichnet, wenn
sich der reversible Charakter zu einem praktisch irreversiblen wandelt. Hier wird
EI∗ als ein irreversibler Komplex angesehen, dessen Isomerisierungsgeschwindig-
keit zu EI (siehe Mechanismus B, Abbildung 4.4) gleich null ist. Die Betrachtung
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alsslow and tight binding-Inhibitor mit nicht meßbarer Isomerisierungsgeschwin-
digkeit von EI∗ zu EI setzt aber voraus, daß Enzym- und Inhibitorkonzentratio-
nen in gleicher Größenordnung vorliegen.[179] Da bei den meisten der Amidrazon-
und Triazolinverbindungen bei gleicher Konzentrationsgrößenordnung des Enzyms
und Start mit Enzym kaum eine Inhibition zu vermessen ist, ist dieses Modell hier
wenig praktikabel. Um eine deutliche Beeinflussung der Reaktionskurve durch die
offenkettigen Amidrazone und Triazoline zu erreichen, müssen mindestens 10 x
höhere Konzentrationen eingesetzt werden. Für schlechter wirksame Verbindun-
gen ist ein noch größerer Konzentrationsunterschied notwendig. Unter diesen Vor-
aussetzungen ist die Anwendung eines einfachen irreversiblen Inhibitionsmodells
sinnvoller. Hier geht nach der Bildung eines ersten reversiblen Enzyminhibitor-
komplexes dieser mit einer bestimmten Isomerisierungsgeschwindigkeit in einen
nicht wieder aktivierbaren Enzyminhibitorkomplex über (siehe Abbildung 5.1). Im

+ EIE I EI ∗--
¾

k1

k−1

k2

Abbildung 5.1:Allgemeiner irreversibler Inhibitionsmechanismus nach [223]

Gegensatz zu den klassischen reversiblen Inhibitionstypen [176] wird das Ausmaß
der Inhibition nicht nur durch die Dissoziationskonstante des Enzyminhibitorkom-
plexes Ki (k−1/k1) beschrieben, sondern zusätzlich noch durch die Geschwindig-
keitskonstante k2. Die inhibitorische Wirksamkeit wird durch den Quotienten aus
k2 und Ki angegeben.[223] Für die Ermittlung dieser Größen sind mehrere Wege
beschrieben.[223, 224, 225] Für vier Amidrazone wurde bereits in [30] die An-
wendung verschiedener Methoden [226] zur Bestimmung von k2/Ki untersucht.
Es wurden in [30] für verschiedene Inhibitorkonzentrationen die auftretenden Ge-
schwindigkeitskonstanten bestimmt und durch Linearisierungsverfahren Ki und k2

ermittelt. Dies erfordert einen hohen Meßaufwand. Inkubationszeiten von Inhibitor
und Enzym sind ebenfalls Bestandteil dieser Meßanordnung. Die Beschreibung der
Wechselwirkung der Verbindungen mit einer Enzymform ist so nicht zu erreichen.
Die Meßanordnung, bei der Substrat und Inhibitor vorgelegt werden und die Reakti-
on mit Enzym gestartet wird, sollte zur Bestimmung von k2/Ki beibehalten werden.
Dabei interagiert der Inhibitor fast ausschließlich mit der FeIII -Form der L-1. Die
Verbindungen sind keinem langen Aufenthalt (wie bei einer Inkubation) im Puffer-
medium ausgesetzt, was die Bedeutung der Instabilität der Verbindungen für deren
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Inhibition verringert. Im Gegensatz zur Messung mit Inkubationszeit sind mehr Ein-
zelmessungen während der gleichen Gesamtmeßdauer möglich, für die die Stabili-
tät von L-1 und LA vorliegt. Die Möglichkeit, alle Daten aus einer Prozeßkurve zu
ermitteln und damit möglichst viele Verbindungen zu prüfen, schien der wichtigste
Vorteil der Methode nach [223] zu sein. Aus diesem Grund wurde ihre Anwendbar-
keit auf die vorliegenden Verbindungen geprüft. Sie nutzt die NLR-Analyse der aus
der inhibierten Reaktion erhaltenen Prozeßkurven nach der Gleichung 5.1.

Pt = α
(

1−e(−β t)
)

(5.1)

α =
Vmax∗ [S]∗Ki

k2∗ [I ]∗Km
(5.2)

β =
k2

1+
Ki
[I ]

+
Ki ∗ [S]
Km∗ [I ]

(5.3)

Die Parameterα undβ sind durch die Gleichungen 5.2 und 5.3 beschrieben. Ki
und k2 können durch Umstellen dieser Gleichungen und dem Einsetzen vonα und
β erhalten werden (siehe Gleichungen 5.4 und 5.5).

Ki =
αβ ∗Km∗ [I ]

Vmax∗ [S]−αβ (Km+[S])
(5.4)

k2 =
β ∗Vmax∗ [S]

Vmax∗ [S]−αβ (Km+[S])
(5.5)

Die Kurvenanpassung nach Gleichung 5.1 hat gegenüber anderen Funktionen, die
in der Literatur dafür verwendet werden, [224] den Vorteil, daß die Zahl der an-
zupassenden Parameter mitα undβ klein gehalten ist. Damit ist ein gemeinsames
Minimum auf der Parameteroberfläche möglich, auch wenn beide Größen, wie Glei-
chung 5.2 und 5.3 zeigen, interkorreliert sind. Je mehr Parameter durch die NLR-
Analyse in einer Funktion angepaßt werden müssen, umso komplizierter wird die
Parameteroberfläche. Damit sinkt die Wahrscheinlichkeit, das globale Minimum
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bzw. die besten Werte für die Funktion aus der Kurvenanpassung zu erhalten.[186]
Die Fehleranalyse des Fittens nach Gleichung 5.1 und der Verwendung von Glei-
chung 5.4 und 5.5 sind in [227] ausführlich beschrieben. Hier wurden simulierte
Datensätze mit experimentellen Fehlern versehen und die Fitergebnisse analysiert.
Anfällig ist das Prozedere für größere Abweichungen in der Bestimmung vonVmax
und Km.[228] Eine genaue Bestimmung von Substrat- und Inhibitorkonzentration
wird vorausgesetzt. Die Fehler der Messung pflanzen sich in gleicher Größenord-
nung in den durch die Gleichungen gewonnenen Parametern fort. Problematisch ist
das Verhältnis von Substratkonzentration[S] zu Km bzw. zur Inhibitorkonzentrati-
on [I ]. Je größer das Verhältnis von Substratkonzentration zuKm ist, umso stärker
steigt der Fehler für die zu ermittelnden Parameter.[227] Damit ist eine möglichst
niedrige Substratkonzentration anzustreben. Zu hohe Substratkonzentrationen soll-
ten auch wegen einer für viele Enzyme beschriebenen Substratinhibierung vermie-
den werden.[229] Nun kann aber die Substratkonzentration nicht beliebig herabge-
setzt werden, da sonst der Substratverarmungseffekt die Messung beeinflußt. Für
die Inhibitorkonzentration gilt, daß diese so hoch wie möglich sein sollte, um den
Fehler in der Parameterermittlung zu minimieren. Dies kann natürlich nur soweit
erfolgen, als daß die Reaktion noch stattfindet. Die Vollständigkeit der Meßkurve
ist ebenfalls ein wichtiges Kriterium. Für optimale Ergebnisse sollte die Kurve zu
75 bis 95 % komplett sein.[227]

5.2 ANWENDUNG DER k2/K i-BESTIMMUNG AUF DIE

I NHIBITION L-1

Die Anwendbarkeit der in [227] vorgegebenen Verfahrensweise zur Bestimmung
von k2 und Ki wurde zunächst genauer für die Inhibition der Triazoline und Ami-
drazone untersucht. Da wie im vorherigen Abschnitt angedeutet, mehrere Einfluß-
faktoren zu berücksichtigen sind, mußten die Meßbedingungen so vereinheitlicht
werden, daß sowohl gut- als auch schlechtwirksame Verbindungen unter gleichen
Bedingungen auszuwerten waren. Dabei orientierte sich die Wahl der Meßbedin-
gungen an den Vorgaben aus [227]. Aufgrund des höheren Sauerstoffgehaltes im
Puffer wurden 25◦C als Meßtemperatur gewählt. Als Puffer wurde der bei 25◦C
hergestellte 0,2 M TRIS/HCl-Puffer pH 8,5 verwendet. Die Substratkonzentration
wurde auf 1,7 x 10−4 M im Vergleich zum IC50-System gesenkt, um das Verhält-
nis von Substratkonzentration zuKm zu verbessern. Aus [227] geht hervor, daß es
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günstig ist, die Substratkonzentration soweit wie möglich herabzusetzen, ohne den
Bereich der Substratverarmung zu erreichen. Da Sauerstoff als zweites Substrat im
Überschuß vorhanden ist, ist die Betrachtung als Einsubstratreaktion möglich.[230]
Die Bestimmung vonVmaxund Km wurde für jede Enzym- und Substratlösung
durch Bestimmung des Initialanstieges der ungehemmten Prozeßkurven bzw. nach
Haldane [176] täglich neu vorgenommen. Die erhaltenen Werte waren mit den Lite-
raturwerten [25] vergleichbar. Die Sauerstoffelektrode wurde täglich neu bei 25◦C
kalibriert. Die erhaltenen Sauerstoffverbrauchskurven wurden wie in Abschnitt 4.3
beschrieben in Produktkurven umgerechnet. Da bei der Meßwerterfassung die er-
sten Werte, welche vor der Enzymzugabe aufgezeichnet werden, nicht zur Inhibiti-
onskurve gehören, wurden diese vor der NLR-Analyse aus dem Datensatz entfernt
und die Zeitskala entsprechend angeglichen. Da die Inhibitionskurven möglichst
vollständig, also bis zur Reaktionsgeschwindigkeit null abfallen sollten, wurden
hohe Inhibitorkonzentrationen eingesetzt. Dabei mußte die Inhibitorkonzentration
so gewählt sein, daß die Reaktion noch abläuft. Ist die Konzentration des Inhibi-
tors zu niedrig, so wird die aufzunehmende Hemmkurve nicht vollständig. Es wird
zuviel Substrat aufgebraucht, bevor die Kurve auf die Reaktionsgeschwindigkeit
null “abknickt“. Auch die in Abschnitt 3.2 beschriebene Löslichkeit der Verbindun-
gen war zu berücksichtigen. Die Inhibitorkonzentration wurde dann jeweils variiert
und die Kurven verglichen um festzustellen, ob die Löslichkeit bei der jeweiligen
Verbindung eine Rolle spielen könnte. Das Lösungsmittel MeOH hatte in den ver-
wendeten Konzentrationen von maximal 0,29 % keine hemmenden Effekte auf die
LOX-Reaktion. Für jede Verbindung wurde so eine Schar von Inhibitionskurven für
mehrere Konzentrationen erhalten. Beim Auftreten von Trübungen in der Meßzelle
wurden diese Kurven von der weiteren Auswertung ausgeschlossen. Es zeigte sich,
daß das in [227] beschriebene Verhalten auf die Inhibition der offenkettigen Ami-
drazone und der Triazoline an der L-1 zutraf. Für die Verbindungen GD 290998
und GD 041099 wurde die Reproduzierbarkeit einer Inhibitionskurve und deren Er-
gebnisse bei der NLR-Analyse über den Zeitraum einer Meßreihe überprüft. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 5.1 aufgeführt. Für diese beiden Inhibitoren betrug die
maximale Abweichung vom Mittelwert in k2/Ki 8,1 %. Da die Ermittlung von
k2/Ki aus einer Prozeßkurve erfolgte, wurde die Kurve ausgewählt, die zum einen
möglichst vollständig war und zum anderen eine Inhibitorkonzentration beinhalte-
te, für die Löslichkeitsprobleme nicht zu erwarten waren. Für schlecht wirksame
Verbindungen gelang dies nicht immer, da hier die Reaktionsgeschwindigkeit null
nicht erreicht werden konnte. Hier wurde dann die Substratkonzentration auf 2 x
10−4 M erhöht, wobei die erhaltenen Kurven keinen zusätzlichen Nutzen brachten
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Verbindung: α in ∆ µ β in ∆ µ k2/Ki ∆ µ
M x 10−5 in % s−1 x 10−2 in % in s−1M−1 in %

GD 290998 2,40277 3,46 2,735 7,87 949173,8 3,46

[I ] = 3,6 x 10−7 M 2,39223 3,01 2,793 5,92 953355,8 3,03

2,21258 4,73 2,941 0,93 1030760 4,84

2,28192 1,74 3,406 14,72 999441,8 1,65

Mittelwert (µ): 2,32238 2,96875 983182,85

GD 041099 4,54906 6,48 2,593 8,54 171657,1 6,33

[I ] = 8,1 x 10−7 M 3,9419 7,73 3,064 8,07 198097 8,10

4,27424 0,04 2,945 3,87 182694,1 0,31

4,32426 1,21 2,739 3,39 180580,7 1,46

Mittelwert (µ): 4,27236 2,83525 183257,22

Tabelle 5.1:Daten für die Inhibitionskurven eines Meßtages; Bedingungen siehe
Tabelle 5.2

und letztlich aus Gründen der Einheitlichkeit der Meßbedingungen für die Korrela-
tion nicht verwendet wurden. Durch das Herabsetzen der Enzymkonzentration auf
1 x 10−8 M konnten für schlechtwirksame Inhibitoren vollständigere Kurven er-
halten werden, wobei sich in der Regel die Kurvenanpassung nach Gleichung 5.1
verbesserte. Die für k2/Ki erhaltenen Werte blieben jedoch immer in der gleichen
Größenordnung, weshalb auch diese Ergebnisse nicht in den Datensatz aufgenom-
men wurden. Die Verfahrensweise nach [227] ist für gutwirksame Verbindungen
an der L-1 anwendbar. Für schlechtwirksame Verbindungen ist ein größerer Feh-
ler zu erwarten. Dies gilt aber auch für andere Verfahrensweisen zur Bestimmung
von Inhibitionskonstanten.[53, 223, 224] Die Kurvenanpassung der Sauerstoffver-
brauchskurven ist nach deren Umwandlung in Produktkurven und dem Entfernen
der Datenpunkte bis zur Zugabe des Enzyms möglich und ergibt für gutwirksame
Verbindungen eine gute Übereinstimmung der Kurvendaten mit dem Ergebnis der
NLR-Analyse (siehe Abbildung 5.2). In Tabelle 5.2 sind die für die Bestimmung
von k2/Ki verwendeten Versuchsbedingungen für die Inhibitionskurven zusammen-
gefaßt.
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Abbildung 5.2:Produktkurve (A) und Residual Plot (B) für GD 290998 (Schwarz,
[I ] = 3,6 x 10−7 M); Kurvenanpassung nach Gleichung 5.1 (Rot);
Bedingungen siehe Tabelle 5.2

5.3 AUSWAHL DER VERBINDUNGEN ZUR k2/K i-
BESTIMMUNG

Aus zurückliegenden Arbeiten [51, 52] war bekannt, daß die Inhomogenität von
Datensätzen ein Problem für die Korrelation der Aktivitätsdaten der Amidrazone
darstellte. Dies wurde durch die große Anzahl der bei der IC50-Bestimmung gut
wirksamen Verbindungen verursacht. Aus den Berechnungen des Log P lagen für
über 143 Verbindungen Lipophiliedaten vor. Bei einer Testung aller Verbindungen
war ein ähnliches Ergebnis zu erwarten, da im Laufe der Jahre vor allem Verbindun-
gen mit niedrigen IC50-Werten entstanden waren. Die Testung aller Verbindungen
hätte einen hohen zeitlichen und materiellen Aufwand dargestellt. Deshalb wur-
den aus dem Datensatz der offenkettigen Amidrazone und Triazoline Verbindungen
in einem Log P-Bereich von 1,16 bis 5,82 ausgewählt. Für weitere Verbindungs-
gruppen wie den Thiadiazolinen lagen nicht genug Verbindungen vor, um einen
breiten Log P-Bereich abzudecken. Unter den ausgewählten Verbindungsgruppen
der offenkettigen Amidrazone und Triazoline wurden solche Verbindungen bevor-
zugt, bei denen Log P und Log D bei pH 8,5 übereinstimmten bzw. nicht weit aus-
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L-1-Konzentration: 2 x 10−8 M

LA-Konzentration: 1,7 x 10−4 M

Inhibitorlösungsmittel: MeOH (Gesamtanteil maximal 0,29 %)

Puffer: 0,2 M TRIS/HCl pH 8,5

(pH-Einstellung bei 25◦C)

Versuchsabfolge: Vorlegen von LA und Inhibitorlösung

Start der Reaktion mit L-1

Assaytemperatur: 25 ◦C

Tabelle 5.2:Versuchsbedingungen für die k2/Ki-Bestimmungen

einanderlagen.1 Dieses Kriterium ist im pH-Wert des Testsystems begründet. Bei
den offenkettigen Amidrazonen wurden hauptsächlich N-3 unsubstituierte Verbin-
dungen verwendet, da sich diese in methanolischer Lösung als stabiler erwiesen
(siehe Abschnitt 3.1). Der Einfluß der Instabilität der Verbindungen sollte soweit
wie möglich zurückgedrängt werden, um einen Zusammenhang der Lipophilie der
Verbindungen mit deren Inhibition an der L-1 begutachten zu können. Ganz auszu-
schließen war die Instabilität allerdings nicht, da daraufhin nicht alle Verbindungen
getestet werden konnten. Durch die Meßanordnung ohne Inkubationszeit wird dies
jedoch minimiert. So gehören die 26 ausgewählten Verbindungen den offenkettigen
Amidrazonen (18) und den N-3 substituierten Triazolinen (8) an. Aus der Gesamt-
heit der zur Verfügung stehenden Verbindungen stellen diese auch die wichtigsten
Verbindungsgruppen mit den meisten vorhandenen Vertretern dar.

5.4 BESTIMMUNG VON k2/K i

Für die 26 ausgewählten Verbindungen wurden die k2/Ki-Werte nach den in Ab-
schnitt 5.2 beschriebenen Vorgaben bestimmt. Für jeden Meßtag wurden neue Lö-
sungen der Verbindungen benutzt. Konnten keine befriedigenden Kurven erreicht
werden, wurde die Meßreihe in der Regel mit veränderten Inhibitorkonzentrationen
wiederholt. Für GD 130799 und GD 280998 wurde abweichend von allen anderen
Verbindungen, die vollständig in MeOH löslich waren, ein 1:1 Gemisch aus DMF

1Mit GD 220399 wurde nur eine Verbindung einbezogen, bei der die Differenz zwischen Log P
und Log D bei pH 8,5 größer als 0,06 ist.
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Abbildung 5.3:Produktkurve (A) und Residual Plot (B) für GD 300999 (Schwarz,
[I ] = 2,35 x 10−5 M); Kurvenanpassung nach Gleichung 5.1 (Rot);
Bedingungen siehe Tabelle 5.2

und MeOH zum Anlösen verwendet. Beide Substanzen lösten sich nicht ausrei-
chend in MeOH. Die weiteren Verdünnungsschritte wurden in MeOH ausgeführt.
Eine Beeinflussung der ungehemmten L-1 Reaktion durch ein solches Lösungsmit-
telgemisch war nicht festzustellen. Für schlechtwirksame Verbindungen traten die
erwarteten Probleme bei der NLR-Analyse der Produktkurven auf. Wie in Abbil-
dung 5.3 dargestellt, ist zwar noch eine Kurvenanpassung nach Gleichung 5.1 mög-
lich, jedoch zeigt der Residual Plot ein Muster, welches auf die Nichteignung der
Funktion schließen läßt.[186, 188] Dies ist aber nicht weiter verwunderlich, weil
die hier vermessene Verbindung GD 300999 die L-1 praktisch nicht inhibiert. Die
durch solche Kurven errechneten Konstanten stellen damit eher eine Näherung für
die Inhibitionskraft der Verbindung dar. Mit diesen in den Tabelle 5.4 mit∗ gekenn-
zeichneten Konstanten wird mit der Größenordnung des k2/Ki-Wertes ihre schlech-
te inhibitorische Wirksamkeit an der L-1 ausgedrückt. Der Zahlenwert besitzt hier
keine Aussage über quantitative Unterschiede innerhalb einer Größenordnung. In
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Verbindung: k2/Ki Verbindung: k2/Ki

in s−1M−1 in s−1M−1

CD 141100 67788,2 GD 290998 999441,9

CD 201100 38431,4 IS 280700 1756013,4

GD 120598 83431,4 GD 130799 10804,0

GD 280798 770836,9 GD 050898 1021144,38

Tabelle 5.3:k2/Ki-Werte der Triazoline

den Tabellen 5.3 und 5.4 sind die erhaltenen Werte für k2/Ki aufgeführt. Da die Er-
mittlung aus jeweils einer Prozeßkurve erfolgte, wurde die Schwankungsbreite der
ermittelten Werte untersucht. Neben den Prozeßkurvendaten gehenVmaxundKm
in die Gleichungen 5.2 und 5.3 mit ein. Nur bei einer Vollständigkeit der Prozeßkur-
ve von 95 % reduziert sich die Abweichung durch das Auswertungsprozedere ohne
den experimentellen Fehler auf unter 1 %.[228] Da die bestimmtenKm-Werte im
Bereich der Literaturwerte liegen, kann davon ausgegangen werden, daß die Voll-
ständigkeit der Inhibitionskurve ein gutes Maß für die Abweichung in k2/Ki ist.
Alle 26 Verbindungen wurden mit der gleichen Enzymlösung untersucht. Es wurde
angestrebt, jede für die Verwendung zur Parameterermittlung in Frage kommende
Konzentration zweimal zu vermessen. Dies war jedoch nicht für alle Verbindungen
möglich. In Tabelle 5.5 sind die Werte für diese Verbindungen aufgeführt. Sie be-
stätigen die Abweichungen aus Abschnitt 5.2. Da nicht für jede Verbindung ein
umfangreicher Datensatz erstellt werden konnte, ist von einem Fehler von 10 % für
Verbindungen mit einem k2/Ki-Wert über 10000 s−1 M−1 auszugehen. Für schlech-
ter wirksame Verbindungen ist dieser prozentual größer. Mit steigender Wirksam-
keit nimmt der Fehler ab. Da für eine vorgesehene Korrelation der Aktivitätsdaten
gleiche Bedingungen für möglichst viele Verbindungen verwendet werden sollten,
stellt der in den Tabellen 5.3 und 5.4 aufgeführte Datensatz einen Kompromiß dar.
Die Auswahl, welche Inhibitionskurve letztlich Eingang in diesen Datensatz fand,
richtete sich nach den Kriterien die in [227] angegeben sind (Vollständigkeit der
Hemmkurve bei möglichst geringem Substratverbrauch). Konnte ein Einfluß der
Inhibitorlöslichkeit (siehe Abschnitt 3.2 Abbildung 3.7) angenommen werden, so
gingen solche Hemmkurven nicht mit ein.



5 Beziehungen zwischen Eigenschaften und Inhibition 91

Verbindung: k2/Ki Verbindung: k2/Ki

in s−1M−1 in s−1M−1

GD 100398 176053,1 CD 151100 5962,5∗

GD 250398 155158,6 GD 190398 9270,1∗

IS 160800 1621,6∗ GD 150398 85282,8

GD 300399 8436,1∗ GD 150698 102362,0

GD 290398 83772,5 GD 220399 711,7∗

GD 041099 198097,0 Fr 070897 12030,1

GD 140398 59181,2 Fr 534 23143,0

GD 051099 46615,8 GD 061099 469535,9

GD 180398 459090,2 GD 300999 904,5∗

Tabelle 5.4:k2/Ki-Werte der offenkettigen Amidrazone

5.5 VERGLEICH VON k2/K i- UND IC 50-WERT

Wie bereits dargelegt, beschreibt der IC50-Wert die Inhibition an der FeII-Form, so-
wie bei Verbindungen die schnell mit der FeIII -Form interagieren, an FeII- und FeIII -
Form. Wie in Abschnitt 4.3 ausgeführt, ist dieser Wert für die verwendeten Verbin-
dungen stark von der Inkubationszeit abhängig. Die k2/Ki-Bestimmung beschreibt
die Wechselwirkung zur FeIII -Form der L-1. Ein Zusammenhang zwischen beiden
Werten ist somit nicht zu erwarten. Da die Vermessung bei der IC50-Bestimmung
aber über die FeIII -Form erfolgt, ist klar, daß sehr gute Inhibitoren der FeIII -Form
auch niedrige IC50-Werte besitzen. In Abbildung 5.4 sind die Werte für k2/Ki und
die IC50 der jeweiligen Verbindungen aufgetragen. Der Plot bestätigt noch einmal
die Aussage, daß der IC50-Wert je nach Inhibitor eine Aussage über die Wechsel-
wirkung zur FeII- und FeIII -Form enthält. Aus dem bloßen Zahlenwert läßt sich dies
allerdings nicht ableiten.
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Verbindung: α in β in k2/Ki

M x 10−5 s−1 x 10−2 in s−1M−1

Fr 070897 8,07124 1,726 10993,4

[I ] = 8,87 x 10−6 M 7,37572 1,93 12030,1

6,88586 1,833 12885,8

Fr 534 4,86931 2,347 21487,7

[I ] = 7,30 x 10−6 M 4,80454 2,218 21777,3

4,52103 2,514 23142,9

GD 061099 2,19453 4,721 442243,4

[I ] = 6,10 x 10−7 M 2,06697 4,203 469535,9

GD 130799 6,13024 2,092 10199,4

[I ] = 8,87 x 10−6 M 5,78715 2,275 10804,0

GD 100398 4,50824 2,505 163575,0

[I ] = 1,05 x 10−6 M 4,1897 2,544 176011,5

CD 151100 7,55146 1,811 5681,2

[I ] = 1,39 x 10−5 M 7,19521 1,8 5962,5

GD 250398 4,45804 2,736 152315,4

[I ] = 1,31 x 10−6 M 4,37635 2,798 155158,6

GD 300399 11,2125 1,336 8436,1

[I ] = 1,69 x 10−4 M 12,0241 1,154 7866,7

Tabelle 5.5:Kurvendaten für Verbindungen mit Mehrfachbestimmung (Bedingun-
gen siehe Tabelle 5.2)
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Abbildung 5.4:Graphische Auftragung der IC50-Werte der offenkettigen Amidra-
zone (Schwarz) und Triazoline (Rot) gegen deren k2/Ki-Werte

5.6 LOG P UND I NHIBITION IM VERGLEICH

Zu den Aufgabenstellungen dieser Arbeit gehörte die Betrachtung des Zusammen-
hanges zwischen inhibitorischer Wirksamkeit und der Lipophilie der Verbindungen.
Als Maß der Lipophilie wurde der Log P-Wert (siehe Abschnitt 3.4) bestimmt. Es
wurde eine Auswahl aus den vorhandenen Verbindungen (siehe Abschnitt 5.3) ge-
troffen. Für diese liegen sowohl k2/Ki- als auch mehrheitlich die klassischen IC50-
Werte vor. Die Auftragung der k2/Ki-Werte gegen Log P ergibt das in Abbildung
5.5 dargestellte Bild. Die Verteilung ist auf den ersten Blick zufällig. Es konnte
kein funktioneller Zusammenhang ermittelt werden. Dabei fiel auf, daß der Daten-
satz inhomogen ist. In dem Bemühen, einen breiten Lipophiliebereich abzudecken,
sind sehr lipophile Verbindungen (Log P über 4; n = 6) unterrepräsentiert, wäh-
rend Verbindungen mit einem Log P unter 4 (n = 20) in ihrer Zahl überwiegen. Es
waren insgesamt weniger lipophile stabile Verbindungen vorhanden. Trennt man
die strukturellen Gruppen der Triazoline und offenkettigen Amidrazone, so bleibt
es, wie in Abbildung 5.5 gezeigt, bei der Zufallsverteilung. Auch die IC50-Werte
ergaben ein Zufallsmuster, wie in Abbildung 5.6 dargestellt. Bei der Suche nach
einem Zusammenhang zwischen der IC50 und dem Log P ergibt sich beim Ein-
satz von Regressionsverfahren ein Problem. Schlechtwirksame Verbindungen, von
denen nur eine prozentuale Inhibition bekannt ist, oder welche unwirksam sind,



5 Beziehungen zwischen Eigenschaften und Inhibition 94

1 2 3 4 5 6

Log P

5

10

15

20

k2/Ki
in

s−1M−1 x 105

rr
rr

rr rrrr rr rr rr rrrr

rr

rr
rr rr rr rr rrrr rr

rr

rrrr

rr rr

rr
rr

Abbildung 5.5:Graphische Auftragung des Log P der offenkettigen Amidrazone
(Schwarz) und Triazoline (Rot) gegen den k2/Ki-Wert

können nicht ohne weiteres in die Korrelationen einbezogen werden. Dies ist eine
gewisse Parallele zur k2/Ki-Bestimmung von schlechtwirksamen Inhibitoren, bei
denen zwar ein Zahlenwert erhalten wird, aber dieser mit einem prozentual hohen
Fehler versehen ist (siehe Abschnitt 5.4). Da Stabilitäts- und Löslichkeitsproble-
matiken durch die Auswahl der Verbindungen bzw. der Inhibitionskurven keinen
Einfluß auf k2/Ki-Werte haben sollten, ist die Struktur als wichtiges Element ein-
zubeziehen. Bereits in [35] wurde festgestellt, daß der Phenylring am Amidrazon
eine essentielle Struktur für die Inhibition darstellt. Wird dieser Ring stark verän-
dert, so kommt es zu einer Abschwächung der Inhibition, wobei die Substitution mit
Halogen- und Trifluormethylgruppen unbedeutend ist. Diese Aussage läßt sich am
vorhandenen Datensatz bestätigen. Bei GD 300999 sorgt ein Naphthylring der bei
dieser Verbindung den Phenylring ersetzt dafür, daß an der L-1 keine Hemmung zu
verzeichnen ist. Die Verbindungen mit Carboxylgruppe am Phenylring (IS 160800
und GD 220399) sind ebenfalls an der L-1 wirkungslos. Die Inhibition ist auch
unabhängig von der Lipophilie, da sowohl lipophile (CD 201100, GD 300999) als
auch hydrophile Reste (IS 160800, GD 220399) die Inhibition abschwächen oder
die Verbindung unwirksam machen. Dies gilt insbesondere für die Einführung einer
Carboxylgruppe am Amidrazonphenylring. Ursache für diese Wirkungsabschwä-
chung könnten sterische Effekte dieser Substituenten sein. Will man nun einzelne
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Abbildung 5.6:Graphische Auftragung des Log P der offenkettigen Amidrazone
(Schwarz) und Triazoline (Rot) gegen den IC50-Wert

Strukturelemente aus dem Datensatz eliminieren, um einen Zusammenhang für den
Log P innerhalb einer Strukturgruppe zu zeigen, stößt der Datensatz an seine Gren-
zen.
Die Lipophilie beeinflußt die Wirksamkeit nicht entscheidend. Strukturelle Kom-
ponenten stellen einen wichtigeren Faktor für die Inhibition an der L-1 dar. Die
Lipophilie ist aber insofern von Bedeutung, als daß sie die Eigenschaft der Löslich-
keit zu einem Teil mitrepräsentiert. Eine zu hohe Lipophilie ist nicht anzustreben,
da die Löslichkeit der Verbindungen dadurch sinkt.



6 ERGEBNISSE UND AUSBLICK

Übereinstimmend zu früheren Arbeiten [39, 49] wurde festgestellt, daß Amidrazo-
ne und Triazoline hochpotente Inhibitoren an der Sojabohnenlipoxygenase L-1 sind.
Für die Wirkungsweise der offenkettigen Amidrazone und Triazoline als Inhibitoren
spielen mehrere Eigenschaften eine Rolle. So ist für einige Verbindungen, wie Fro
A6 davon auszugehen, daß Zerfallsprodukte an der Inhibition beteiligt sind. Die
Instabilität der Verbindungen erschwert eine Untersuchung des Wirkungsmecha-
nismus. Widersprüchliche Ergebnisse der Vergangenheit dürften mit der schlechten
Stabilität der Inhibitoren in Verbindung stehen. Es konnte klar festgestellt werden,
daß Zerfallsprozesse nicht die Ursache für die Hemmung aller Verbindungen ist.
Auch die Löslichkeit der Verbindungen zeigt einen Einfluß auf die Inhibition der
L-1. Es konnte gezeigt werden, daß ein Ausfallen der Inhibitoren in der Sauer-
stoffmeßzelle Meßreihen stark beeinflussen kann. Würden die Messungen bei einer
niedrigeren Enzymkonzentration stattfinden, so würden schlechtlösliche Inhibitoren
mit einer besseren Inhibition im Vergleich zu den übrigen Inhibitoren abschneiden.
Mit Blick auf nachgeordnete Testsysteme, wie diein vitro-Bestimmung der Ara-
chidonsäuremetaboliten im Vollblut, sollten sowohl die Löslichkeit, als auch die
Stabilität der Verbindungen im jeweiligen Milieu, als auch im verwendeten Lö-
sungsmittel beachtet werden. Für den Log P als Maß der Lipophilie einer Verbin-
dung konnte kein Zusammenhang zur Inhibition an der L-1 gefunden werden. Für
die Untersuchung der Inhibition z.B. an Zellsystemen, bei denen Wechselwirkun-
gen mit Membranen zu erwarten sind, oder membranständigen Enzymen wie der
5-LOX [231] wäre ein solcher Zusammenhang besser begründbar. Um dies zu prü-
fen, sollte der erhaltene umfangreiche Log P-Datensatz weiterhin geeignet sein.
Der genaue Wirkungsmechanismus der Amidrazone an der FeII- und FeIII -Form der
L-1 konnte auch in dieser Arbeit nicht abschließend geklärt werden. Die Ergebnisse
deuten auf einen radikalvermittelten Mechanismus hin. Am deutlichsten ist dies mit
der Aufhebung bzw. Abschwächung der Hemmung an der L-1 durch Ascorbinsäure
zu belegen. Diese Beeinflussung der Inhibition stellt ein nicht erwartetes Ergeb-



6 Ergebnisse und Ausblick 97

nis dar und belegt, daß sowohl Amidrazone als auch Triazoline eine Veränderung
durch das Enzym erfahren. An dieser Stelle könnten mit der ESR-Spektroskopie
die entscheidenden Erkenntnisse nicht nur zum Wirkungsmechanismus, sondern
auch zum Zerfall der Inhibitoren in Lösung gewonnen werden. Durch das Ergeb-
nis mit Vitamin C wird ebenfalls die Frage aufgeworfen, inwieweit die Amidrazone
und verwandte Verbindungen als Lipoxygenaseinhibitoren angesichts der im Kör-
per vorhandenen Ascorbinsäurekonzentrationen eingesetzt werden können, wenn
man davon ausgeht, daß sie dort nach dem gleichen Inhibitionsmechanismus wir-
ken. Die in den Versuchen an der L-1 eingesetzten Ascorbinsäurekonzentrationen
entsprechen denen in vielen menschlichen Zellen.[232] Ob der Ascorbinsäurespie-
gel oder andere antioxidative Systeme in einem Zellsystem durch eine auftreten-
den Lipoxygenasehemmung der Amidrazone beeinflußt werden, ist ein interessante
Frage. Die Antwort darauf könnte über die Zukunft der Amidrazone als potentielle
Wirkstoffe entscheiden. Zwar gibt es auch Arzneistoffe (z.B. Alkylantien), deren
Wirkung auf der Schädigung von Zellen beruht, jedoch haben diese ein anderes
Nutzen/Risikoverhältnis, als man es für ein potentielles Asthma- oder Atheroskle-
rosemittel erwarten würde. In diesem Zusammenhang sei auch an den radikalver-
mittelten Wirkungsmechanismus von Isoniazid erinnert [233] und daran, daß eini-
ge Amidrazone gegen Mycobakterien wirksam sind.[44] So wären Amidrazone als
Arzneistoffe mit radikalvermitteltem Wirkungsmechanismus durchaus denkbar.
Die Anwendung des Sojabohnenlipoxygenasetestsystems stellt eine kostengünsti-
ge Alternative zu Untersuchungen an Zellisolaten oder gar Tierversuchen dar. Die
Aussagekraft ist allerdings begrenzt. Für das IC50-System an der L-1 konnte ge-
zeigt werden, daß durch die unterschiedlich starke Zeitabhängigkeit der verwende-
ten Inhibitoren die Ergebnisse durch Änderung der Inkubationszeit variieren. Damit
kann die Reihenfolge der Wirksamkeit unter einer Anzahl von Verbindungen geän-
dert werden. Ist eine Verbindung in der Lage, innerhalb des Meßzeitraumes mit der
FeIII -Form der L-1 in größerem Ausmaß zu reagieren, so sinkt der Einfluß der In-
kubationzeit. Es kommt zu einem “Abknicken“ der Kurven. Damit ist ein Vergleich
durch die IC50-Werte nicht gegeben. Der IC50-Wert kann somit nur als Anhalts-
punkt für die Wirksamkeit betrachtet werden. Ein Rückschluß von der Wirksamkeit
an der Sojabohnenlipoxygenase L-1 auf die an der membranständigen 5-LOX, der
15-Retikulozytentyp- oder der 15-Epidermistyplipoxygenase wird aufgrund des in
den letzten Jahren gewonnenen Wissens als nicht mehr zeitgemäß angesehen.[71]
Vereinzelt wird in der Literatur an diesem Modell für Säugetierlipoxygenasen noch
festgehalten.[124] Erkenntnisse, die an der L-1 gewonnen werden, sind auf andere
Enzyme nur bedingt übertragbar. Die Forschung an der L-1 als allgemeines Mo-



6 Ergebnisse und Ausblick 98

dell für Lipoxygenasen und deren Hemmung durch Amidrazone sollte überdacht
werden.
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A A BKÜRZUNGEN UND SYMBOLE

A Absorption

b Schichtdicke

B0 Magnetfeld

C Konzentration

CL-1 Konzentration der Sojabohnenlipoxygenase L-1

CMC kritische Mizellbildungskonzentration

COX Cyclooxygenase

D Durchmesser

dB Dezibel

DC Dünnschichtchromatographie

DHA Dehydroascorbinsäure

DMF Dimethylformamid

DMPO 5,5-Dimethyl-1-pyrolin-N-oxid

DMSO Dimethylsulfoxid

E Enzym

EDTA Ethyldiamintetraessigsäure

EI Enzyminhibitorkomplex

EI∗ Modifizierter Enzyminhibitorkomplex

ER Endoplasmatisches Retikulum

ESR Elektronenspinresonanz

EtOH Ethanol

eV Elektronenvolt

FLAP 5-LOX-aktivierendes Protein
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g Fallbeschleunigung

G Gauß

GC Gaschromatographie

H Hill-Koeffizient

H2O2 Wasserstoffperoxid

HCl Salzsäure

HPLC High Performance Liquid Chromatography

HPOD Hydroperoxyoctadecadiensäure

It Inkubationszeit

I Inhibitor

I relative Intensität

[I ] Inhibitorkonzentration

IC50 Inhibitorkonzentration, bei der 50 % der uninhibierten

Reaktionsgeschwindigkeit erreicht werden

Irel. relative ESR-Intensität

ISA ionic strength adjusted

ISO International Organisation for Standardization

IUPAC International Union for Pure and Applied Chemistry

k2 Geschwindigkeitskonstante

für die Reaktion von EI zu EI∗

kDa Kilodalton

Km Michaelis-Konstante

Ki Dissoziationskonstante des Enzyminhibitorkomplexes

(Inhibitorkonstante)

kobs auftretende Geschwindigkeitskonstante

KOH Kaliumhydroxid

l Länge

L-1 Sojabohnenlipoxygenase L-1

LA Linolsäure

LDL Low Density Lipoprotein
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Log D Verteilungskoeffizient der ionisierten und nichtionisierten

Verbindung zwischen Oktanol und Wasser (pH-abhängig)

Log P Verteilungskoeffizient der nichtionisierten Verbindung

zwischen Oktanol und Wasser

LOOH Linolsäureperoxid

LOX Lipoxygenase

MeOH Methanol

MNP 2-Methyl-2-nitrosopropan

MP Molpeak

MS Massenspektroskopie

mT Millitesla

n Anzahl

NAC N-Acetylcystein

NaOH Natriumhydroxid

NLR Nichtlineare Regression

NMR Kernresonanzspektroskopie

QSAR quantitative structure activity relationship

P Produkt

PC Computer

PPAR peroxisome profiferator-activated receptor

psi pounds per square inch (1 psi=0,0689 bar)

S Siemens

[S] Substratkonzentration

SDS Natriumdodecylsulfat

SOD Superoxiddismutase

t Zeit

T Temperatur

TRIS Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

U Umdrehungen

UV ultraviolett

V Geschwindigkeit der nichtinhibierten Reaktion
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V i Geschwindigkeit der inhibierten Reaktion

Vmax Maximalgeschwindigkeit

V0 Anfangsgeschwindigkeit

VS steady state-Geschwindigkeit

∆t Zeitabstand zwischen zwei Spektren

∆µ Differenz zum Mittelwert

ε Absorptionskoeffizient

λ Wellenlänge



B VERWENDETE CHEMIKALIEN

Argon 5.0 Messer Grießheim, Leipzig

Ascorbinsäure Staatliches Versorgungskontor für

Pharmazie und Medizintechnik

Borsäure Roth, Karlsruhe

Brilliant Blau R 250 Roth, Karlsruhe

Dehydroascorbinsäure Sigma, Deisenhofen

DMF Roth, Karlsruhe

DMSO Roth, Karlsruhe

EDTA VEB Berlinchemie, Adlershof

Essigsäure Merck, Darmstadt

Ethanol Roth, Karlsruhe

Ether Roth, Karlsruhe

Eusovitr-600-Kapseln Strathmann AG, Hamburg

Glycin Merck, Darmstadt

Glyzerin ICN, Meckenheim

Harnsäure Reachim, UdSSR

HCl Grüssing, Filsum

Hexan Roth, Karlsruhe

Isopropanol Merck, Darmstadt

Kalibrierpuffer pH 7 Fluka, Neu-Ulm

(Kaliumdihydrogenphosphat/

Dinatriumhydrogenphosphat)

KCl Fluka, Neu-Ulm
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KOH VEB Chemiekombinat Bitterfeld

Linolsäure Sigma, Deisenhofen

Methanol Roth, Karlsruhe

MNP Aldrich, Taufkirchen

N-Acetylcystein Sigma, Deisenhofen

NaOH Grüssing GmbH, Filsum

Natriumlinolat Sigma, Deisenhofen

Natriumtetraborat Reachim (UdSSR)

n-Octanol Sigma, Deisenhofen

Sojabohnenlipoxygenase L-1 Sigma, Deisenhofen

EC 1.13.11.12; 112000 units/mg

Superoxiddismutase Sigma, Deisenhofen

from Bovine Liver

EC 1.15.1.1; 15000 units/mg

TRIS Fluka, Neu-Ulm

Tweenr 20 Ferak Laborant, Berlin (West)

Zileuton Abbott, Chicago (USA)



C ÜBERSICHT DER VERWENDETEN

VERBINDUNGEN

Für die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit stand eine Vielzahl von Verbin-
dungen zur Verfügung. Diese wurden am Institut für Pharmazeutische Chemie in
den Jahren 1992 bis 2001 durch Petra Frohberg, Guntram Drutkowski, Ingo Chri-
stian Schulze und Christian Donner synthetisiert. Nicht alle Amidrazone und davon
abgeleitete Verbindungen, die zur Verfügung standen, konnten letztlich einbezogen
werden.
In dieser Arbeit sind die Verbindungen mit ihren Arbeitsbezeichungen, bestehend
aus den Initialen der Synthetiker(in) und dem Herstellungsdatum bzw. einer Code-
nummer, bezeichnet. Ich möchte damit auf die Herkunft der Substanzen aufmerk-
sam machen und die Vorarbeit und den Fleiß meiner Mitstreiter würdigen. Dem mit
den Substanzen vertrauten Lesern soll dies zudem die Orientierung erleichtern. In
den folgenden Tabellen sind die Verbindungen nach “Hersteller“ und Zahl (Datum)
geordnet. In den nachfolgenden Spalten wird zum einen auf die Seite mit der Struk-
turformel verwiesen und die Erwähnungen im Text angegeben.
Die angegebenen IC50-Werte beziehen sich auf das Screeningtestsystem bei 37◦C
(Bedingungen siehe Abschnitt 2.1) und wurden von Frau C. Ranke und Frau S.
Kniesa erhoben.
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C.1 VERBINDUNGEN Fr (P. Frohberg)

Verbindung Nr. Struktur- Seiten im Text Verbindung Nr. Struktur- Seiten im Text

formel formel

auf Seite: auf Seite:

Fr 020997 35 126 26 Fr 280998 97 129

Fr 030997 9 125 Fr 514 16 125

Fr 040997 43 126 Fr 515 5 125 27

Fr 050102 48 127 Fr 516 7 125 26

Fr 050997 39 126 Fr 517 20 125 53

Fr 060997 41 126 Fr 518 70 127 26

Fr 070695 42 126 26 Fr 524 32 126 26

Fr 070897 30 126 26, 37 36, 52, 59, 66,
92, 91

Fr 530 12 125

Fr 070997 50 127 Fr 534 37 126 37, 92, 91

Fr 080997 54 127 Fr 535 40 126

Fr 100997 36 126 Fr 549 65 127

Fr 101192 23 126 Fr 551 84 128

Fr 110997 63 127 Fr 555 52 127

Fr 111192 27 126 Fr 556 59 127

Fr 121192 26 126 37 Fr 561 81 128

Fr 130797 62 127 Fr 573 85 128

Fr 130997 71 127 26 Fr 583 15 125 26

Fr 150997 64 127 Fr 584 4 125

Fr 160997 1 125 26 Fr 585 47 127

Fr 180997 2 125 Fr 587 45 126 26

Fr 190998 8 125 27 Fr 594 67 127

Fr 220794 75 128 Fr 595 68 127

Fr 260397 13 125 Fr 604 61 127

Fr 260597 49 127 Fro A6 6 7, 125 24-26, 30, 31, 34, 37,
49, 51, 52, 68, 70

Fr 270597 34 126 Fro A8 96 129

Fr 280193 55 127
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C.2 VERBINDUNGEN GD (G. DRUTKOWSKI )

Verbindung Nr. Struktur- Seiten im Text Verbindung Nr. Struktur- Seiten im Text

formel formel

auf Seite: auf Seite:

GD 010898 109 130 49 GD 150398 83 126 26, 49, 52, 52, 91

GD 011299 133 132 GD 150498 119 131 49

GD 020898 115 130 GD 150698 83 128 26, 32, 41, 47, 49, 52,
72, 91

GD 030798 99 130 GD 160699 66 127

GD 030899 128 131 28 GD 180398 53 127 26, 91

GD 040399 114 130 28, 49 GD 180598 98 130

GD 041099 29 126 26, 86, 91 GD 190299 103 130 27, 27

GD 050399 116 130 GD 190398 95 129 26, 36, 41, 91

GD 050698 60 127 26 GD 200398 46 126

GD 050898 131 131 90 GD 210798 130 131 28

GD 051099 44 126 26, 33, 32, 34, 36, 37,
52, 59, 65, 66, 71, 72,
75, 91

GD 220399 31 126 37, 41, 91, 94

GD 060798 102 130 66 GD 220698 69 127 26

GD 061099 51 127 23, 36, 79, 92, 91 GD 230698 107 130

GD 070798 125 131 49 GD 230798 21 126

GD 071099 121 131 49 GD 240398 93 129 26

GD 080799 3 125 58, 59 GD 240498 120 131

GD 080999 19 125 26, 52, 59 GD 240698 105 130

GD 090299 38 126 GD 240699 87 128

GD 090798 127 131 GD 240799 110 130 29, 49

GD 100398 72 128 26, 36, 49, 92, 91 GD 250398 94 129 26, 36, 49, 92, 91

GD 100698 89 128 GD 270599 135 132 28

GD 110299 104 130 28 GD 280798 112 130 90

GD 110599 123 131 GD 290398 28 126 91

GD 120100 90 129 GD 290498 132 131 28

GD 120299 74 128 GD 290699 88 128

GD 120598 117 130 29, 36, 49, 59, 58, 66,
66, 69, 72, 90

GD 290798 105 130

GD 121099 129 131 GD 290998 118 7, 131 29, 34, 36, 63, 64, 65,
68, 71, 72, 75, 86, 87,
90

GD 130199 25 126 GD 300399 24 126 92, 91

GD 130799 111 130 29, 92, 90 GD 300798 123 131

GD 140398 86 128 26, 36, 91 GD 300999 91 129 26, 59, 89, 91, 94

GD 140799 108 130 28 GD 310798 134 132

GD 141299 136 132 28, 52, 62
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C.3 VERBINDUNGEN IS (I. SCHULZE )

Verbindung Nr. Struktur- Seiten im Text Verbindung Nr. Struktur- Seiten im Text

formel formel

auf Seite: auf Seite:

IS 010900 11 125 IS 090900 17 125

IS 020500 149 133 IS 100900 76 128

IS 020800 79 128 IS 110700 82 128 49

IS 030500 150 133 IS 110900 148 133

IS 040500 151 133 IS 140900 147 133

IS 050900 10 125 IS 150800 33 126

IS 060900 14 125 IS 150900 146 133

IS 070900 92 129 IS 160800 77 128 26, 37, 38, 39, 49, 66,
91, 94

IS 080500 80 128 IS 160900 145 133 41

IS 080800 78 128 IS 191200 58 127

IS 080900 18 125 41 IS 280700 126 131 23, 36, 77, 90

C.4 VERBINDUNGEN CD (C. DONNER)

Verbindung Nr. Struktur- Seiten im Text Verbindung Nr. Struktur- Seiten im Text

formel formel

auf Seite: auf Seite:

CD 011200 101 130 29, 37 CD 130101 56 127

CD 021100 144 133 36, 52, 59 CD 141100 100 130 29, 36, 53, 59, 90

CD 070201 141 132 28 CD 151100 73 128 23, 29, 78, 92, 91

CD 090201 143 132 CD 180101 140 132 28

CD 110101 138 132 28, 52, 59 CD 201100 122 131 29, 36, 90, 94

CD 111000 70 127 36 CD 211100 113 130 29, 52, 59

CD 120201a 139 132 28 CD 290101 142 132 28

CD 120201b 57 127 CD 310101 137 132
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C.5 OFFENKETTIGE VERBINDUNGEN
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Nr. Bezeichnung R1 R2 X R4 Log P IC50

1 Fr 160997 2-Cl O H 2,32 (+−0,63) 1,6 x 10−7 M

2 Fr 180997 4-Cl O H 2,80 (+−0,63) 9,8 x 10−8 M

3 GD 080799 2-Cl CH2 -CH2-OH 3,03 (+−0,64) 1,4 x 10−6 M

4 Fr 584 3-CF3 O H 3,16 (+−0,65) 9,8 x 10−8 M

5 Fr 515 2-F CH2 H 3,32 (+−0,64) 7,9 x 10−8 M

6 Fro A6 CH2 H 3,35 (+−0,61) 1,1 x 10−8 M

7 Fr 516 3-F CH2 H 3,84 (+−0,64) 8,9 x 10−9 M

8 Fr 190998 2-Cl CH2 H 3,86 (+−0,61) 2,5 x 10−8 M

9 Fr 030997 2-Cl CH2 H 3,86 (+−0,61) 3,3 x 10−7 M

10 IS 050900 2,5-CH3 CH2 H 4,27 (+−0,61) 3,8 x 10−7 M

11 IS 010900 3,4-CH3 CH2 H 4,27 (+−0,61) 2,7 x 10−6 M

12 Fr 530 4-Cl CH2 H 4,34 (+−0,61) 1,3 x 10−8 M

13 Fr 260397 3-Cl CH2 H 4,34 (+−0,62) 9,4 x 10−9 M

14 IS 060900 2,5-Cl2 CH2 H 4,38 (+−0,62) 9,5 x 10−7 M

15 Fr 583 3-CF3 CH2 H 4,71 (+−0,63) 1,1 x 10−8 M

16 Fr 514 3-CF3 CH2 H 4,71 (+−0,63) 1,9 x 10−8 M

17 IS 090900 4-CH3 4-Cl CH2 H 4,80 (+−0,62) 3,1 x 10−8 M

18 IS 080900 2,5-[C(CH3)3]2 4-Cl CH2 H 7,72 (+−0,63) 7,3 x 10−8 M

19 GD 080999 CH2 CH3 7,0 x 10−5 M

20 Fr 517 4-F CH2 H 9,1 x 10−9 M
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Nr. Bezeichnung R1 R2 R3 Log P IC50

21 GD 230798 3-Cl 4-SO2−NH2 -NH2 2,13 (+−0,60) 12% bei 9 x 10−5 M

22 GD 150398 2-F -NH2 2,25 (+−0,61) 2,4 x 10−7 M

23 Fr 101192 -NH2 2,29 (+−0,57) 3,7 x 10−7 M

24 GD 300399 4-F 2-CO-CH3 -NH2 2,53 (+−0,62) 1,06 x 10−6 M

25 GD 130199 2-Cl 2-CN -NH2 2,57 (+−0,60) 20% bei 4 x 10−5 M

26 Fr 121192 -N(CH3)2 2,59 (+−0,58) 4 x 10−8 M

27 Fr 111192 -NHCH3 2,62 (+−0,57) 6,9 x 10−7 M

28 GD 290398 4-F -NH2 2,73 (+−0,61) 6,1 x 10−8 M

29 GD 041099 3-F -NH2 2,77 (+−0,61) 8,4 x 10−8 M

30 Fr 070897 2-Cl -NH2 2,80 (+−0,58) 2,5 x 10−6 M

31 GD 220399 2-Cl 4-COOH -NH2 2,91 (+−0,59) 15% bei 2,5 x 10−4 M

32 Fr 524 3-F -N(CH3)2 3,07 (+−0,62) 1,3 x 10−8 M

33 IS 150800 4-CH3 -NHCH3 3,08 (+−0,57) 9,1 x 10−8 M

34 Fr 270597 2-Cl -N(CH3)2 3,09 (+−0,59) 1,1 x 10−8 M

35 Fr 020997 2-Cl -N(CH3)2 3,09 (+−0,59) 1 x 10−7 M

36 Fr 100997 2-Cl -NHCH3 3,13 (+−0,58) 2,04 x 10−6 M

37 Fr 534 4-Cl -NH2 3,28 (+−0,58) 6,1 x 10−7 M

38 GD 090299 2-Cl 2-Cl -NH2 3,30 (+−0,59) 1,8 x 10−6 M

39 Fr 050997 4-Cl -N(CH3)2 3,58 (+−0,59) 9,6 x 10−9 M

40 Fr 535 4-Cl -N(CH3)2 3,58 (+−0,59) 1,2 x 10−8 M

41 Fr 060997 2-Cl 2-Cl -N(CH3)2 3,60 (+−0,60) 4,2 x 10−7 M

42 Fr 070695 4-Cl -NHCH3 3,61 (+−0,58) 1 x 10−8 M

43 Fr 040997 3-Cl -N(CH3)2 3,62 (+−0,59) 1,4 x 10−8 M

44 GD 051099 3-CF3 -NH2 3,64 (+−0,60) 1,1 x 10−7 M

45 Fr 587 3-CF3 -NH2 3,64 (+−0,60) 7,9 x 10−8 M

46 GD 200398 2-Cl 3-Cl -NH2 3,83 (+−0,59) 1,1 x 10−7 M
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47 Fr 585 3-CF3 -N(CH3)2 3,94 (+−0,62) 1,2 x 10−8 M

48 Fr 050102 2-Cl 4-Cl -N(CH3)2 4,08 (+−0,60) 5,7 x 10−8 M

49 Fr 260597 2-Cl 3-Cl -N(CH3)2 4,12 (+−0,60) 1,2 x 10−8 M

50 Fr 070997 3-Cl 2-Cl -N(CH3)2 4,12 (+−0,60) 1,2 x 10−8 M

51 GD 061099 4-Cl 3-Cl -NH2 4,31 (+−0,59) 1,5 x 10−7 M

52 Fr 555 -N(CH(CH3)2)2 4,34 (+−0,59) 1,9 x 10−7 M

53 GD 180398 3-Cl 3-Cl -NH2 4,35 (+−0,59) 1,8 x 10−7 M

54 Fr 080997 3-Cl 3-Cl -N(CH3)2 4,65 (+−0,60) 2,6 x 10−8 M

55 Fr 280193 4-Cl -NCH3Phenyl 5,33 (+−0,59) 7,9 x 10−7 M

56 CD 130101 4-Cl -NH-Phenyl 5,37 (+−0,58) 2,8 x 10−6 M

57 CD 120201b 4-Cl -SCH(CH3)2 5,70 (+−0,59) 1,9 x 10−6 M

58 IS 191200 4-CH3 4-Cl -NH-Phenyl 5,83 (+−0,59) 2,33 x 10−6 M

59 Fr 556 4-F -N(CH2CH(CH3)2)2 5,85 (+−0,63) 7,1 x 10−8 M

60 GD 050698 2-Cl -NH(4-Cl-Phenyl) 5,87 (+−0,59) 1,1 x 10−6 M

61 Fr 604 -S-Cyclohexyl 5,89 (+−0,58) 8,5 x 10−7 M

62 Fr 130797 2-Cl -N(CH2CH(CH3)2)2 5,91 (+−0,60) 3,9 x 10−7 M

63 Fr 110997 3-F -S-CH2-Phenyl 6,10 (+−0,62) 2,4 x 10−7 M

64 Fr 150997 4-Cl -N(CH2CH(CH3)2)2 6,40 (+−0,60) 2,4 x 10−7 M

65 Fr 549 3-CF3 -N(CH2CH(CH3)2)2 6,76 (+−0,62) 9,2 x 10−8 M

66 GD 160699 3-Cl 2-Cl -NH-β -Naphthyl 7,14 (+−0,59) 15% bei 4 x 10−5 M

67 Fr 594 3-CF3 -S-Cyclohexyl 7,24 (+−0,61) 1 x 10−7 M

68 Fr 595 3-CF3 -S-(4-CH3-Phenyl) 7,40 (+−0,61) 2,2 x 10−7 M

69 GD 220698 2-Cl NH2 1,1 x 10−7 M

70 CD 111000 NH2 2,5 x 10−6 M

(Fr 518)

71 Fr 130997 2-Cl -N(CH2CH(CH3)2)2 3,9 x 10−7 M



C Übersicht der verwendeten Verbindungen 128

N N
H

����
L
LL

�
��

�
��

L
LL

L
L

�
�@@

¯̄̄̄
O

R2

R1

R3

¡
¡

Nr. Bezeichnung R1 R2 R3 Log P IC50

72 GD 100398 CH3 4-F -NH2 1,16 (+−0,61) 1,1 x 10−7 M

73 CD 151100 N(CH3)2 4-Cl -NH2 1,49 (+−0,59) 6,3 x 10−6 M

74 GD 120299 OCH2CH3 -NH2 1,70 (+−0,57) 1,3 x 10−7 M

75 Fr 220794 CH3 4-Cl -NH2 1,70 (+−0,58) 3,6 x 10−7 M

76 IS 100900 N(CH3)2 4-Cl -NHCH3 1,82 (+−0,59) 10% bei 2,5 x 10−4 M

77 IS 160800 CH3 4-COOH -N(CH2)5 1,89 (+−0,61) keine Hemmung

78 IS 080800 N(CH3)2 4-F -N(CH2)5 2,01 (+−0,65) 3,4 x 10−8 M

79 IS 020800 N(CH3)2 4-CH3 -N(CH2)5 2,02 (+−0,62) 1 x 10−7 M

80 IS 080500 N(CH3)2 4-Cl -NHCH3 2,04 (+−0,58) 4,4 x 10−7 M

81 Fr 561 OCH2CH3 2-Cl -N(CH3)2 2,50 (+−0,59) 3,2 x 10−7 M

82 IS 110700 N(CH3)2 4-Cl -N(CH2)5 2,55 (+−0,62) 4,2 x 10−8 M

83 GD 150698 OCH2CH3 4-Cl -NH2 2,69 (+−0,58) 2,3 x 10−7 M

84 Fr 551 OCH2CH3 2-F -N(CH2)5 2,73 (+−0,64) 7,8 x 10−8 M

85 Fr 573 OCH2CH3 3-Cl -N(CH3)2 3,03 (+−0,59) 5,9 x 10−8 M

86 GD 140398 OCH2CH3 3-CF3 -NH2 3,05 (+−0,61) 1 x 10−7 M

87 GD 240699 CH3 4-Cl -NH-β -Naphthyl 5,02 (+−0,58) 3,9 x 10−6 M

88 GD 290699 CH3 4-Cl -NH-α-Naphthyl 5,02 (+−0,58) 12% bei 8 x 10−5 M

89 GD 100698 OCH2CH3 4-Cl -NH-(4-Cl-Phenyl) 5,76 (+−0,59) 1,8 x 10−6 M
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90 GD 120100 -N(CH2)5 4,42 (+−0,81) 61% bei 2,5 x 10−4 M

91 GD 300999 3-Cl α-Naphthyl -NH2 4,55 (+−0,58) 35% bei 2,5 x 10−4 M

92 IS 070900 β -Naphthyl -N(CH2)5 4,58 (+−0,61) 61% bei 3,3 x 10−7 M
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93 GD 240398 CH3 3-NO2 -NH2 1,59 (+−0,59) 3,2 x 10−6 M

94 GD 250398 CH3 4-F -NH2 1,65 (+−0,62) 6,6 x 10−8 M

95 GD 190398 H 3-Cl -NH2 1,77 (+−0,58) 1,5 x 10−6 M

96 Fro A8 H 4-Cl -N(CH2)5 2,79 (+−0,61) 1,1 x 10−6 M

97 Fr 280998 CH3 4-F -NH-Phenyl 3,29 (+−0,58) 4,5 x 10−4 M
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98 GD 180598 CH3 4-Cl H H H 1,19 (+−0,64) 7,4 x 10−7 M

99 GD 030798 CH3 4-Cl H CH3 CH3 1,68 (+−0,67) 4,1 x 10−6 M

100 CD 141100 N(CH3)2 4-Cl CH3 CH3 CH3 1,77 (+−0,67) 1,7 x 10−6 M

101 CD 011200 N(CH3)2 4-Cl H CH3 CH3 2,01 (+−0,66) 6,4 x 10−6 M

102 GD 060798 CH3 4-F H CH2CH3 CH3 2,21 (+−0,67) 2,7 x 10−7 M

103 GD 190299 OCH2CH3 H CH3 CH3 2,37 (+−0,64) 6,9 x 10−8 M

104 GD 110299 OCH2CH3 4-Cl H CH3 H 2,67 (+−0,64) 1,1 x 10−7 M

105 GD 240698 OCH2CH3 4-Cl H CH3 CH3 3,21 (+−0,65) 2 x 10−7 M

106 GD 290798 OCH2CH3 3-CF3 H CH3 CH3 3,52 (+−0,67) 2 x 10−7 M

107 GD 230698 OCH2CH3 4-Cl H CH3 CH2CH3 3,74 (+−0,65) 1 x 10−7 M

108 GD 140799 OCH2CH3 4-Cl H (CH2)5 4,25 (+−0,67) 9,8 x 10−8 M

109 GD 010898 CH3 4-Cl 4-Cl-Phenyl CH3 CH3 4,58 (+−0,66) 1,2 x 10−6 M

110 GD 240799 CH3 4-Cl β -Naphthyl CH3 CH3 4,97 (+−0,66) 1 x 10−5 M

111 GD 130799 CH3 4-Cl α-Naphthyl CH3 CH3 4,97 (+−0,66) 3,4 x 10−6 M

112 GD 280798 OCH2CH3 4-Cl 4-Cl-Phenyl CH3 CH3 5,56 (+−0,67) 9,1 x 10−8 M

113 CD 211100 CH3 4-Cl CH3 CH3 CH3 3,6 x 10−7 M
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114 GD 040399 CH3 3-NO2 H CH3 CH3 2,02 (+−0,66) 1,1 x 10−5 M

115 GD 020898 H 3-Cl H CH3 CH3 2,14 (+−0,65) 1,8 x 10−6 M

116 GD 050399 CH3 4-F H CH3 CH3 2,17 (+−0,68) 4,6 x 10−7 M

117 GD 120598 CH3 Phenyl CH3 CH3 3,39 (+−0,66) 5,7 x 10−6 M



C Übersicht der verwendeten Verbindungen 131

��ZZ
L
L

�
���

N

N N
aa!!

O

L
LL

�
��

�
��

L
LL

L
L

�
�

aa !!

aa!! aa

!!

N
H

¡

ZZ
½½

R4

R5

R3

¡
¡

R2

R1

@
@

Nr. Bezeichnung R1 R2 R3 R4 R5 Log P IC50

118 GD 290998 CH3 CH3 CH3 2,73 (+−0,66) 4,3 x 10−8 M

119 GD 150498 4-F 3-COCH3 H CH3 CH3 2,96 (+−0,68) 1,3 x 10−6 M

120 GD 240498 H CH3 CH3 2,96 (+−0,64) 3,1 x 10−7 M

121 GD 071099 3-F H CH3 CH3 3,15 (+−0,67) 1,4 x 10−7 M

122 CD 201100 4-CH3 CH3 CH3 CH3 3,19 (+−0,66) 5,3 x 10−7 M

123 GD 300798 4-F H CH3 CH3 3,26 (+−0,67) 2,6 x 10−7 M

124 GD 110599 2-Cl 4-COOH H CH3 CH3 3,46 (+−0,66) 4% bei 2,5 x 10−4 M

125 GD 070798 2-Cl H CH3 CH3 3,47 (+−0,65) 1,7 x 10−7 M

126 IS 280700 4-Cl CH3 CH3 CH3 3,56 (+−0,66) 5,8 x 10−8 M

127 GD 090798 2-Cl H CH3 CH2CH3 4,00 (+−0,65) 7,9 x 10−7 M

128 GD 030899 2-Cl 3-Cl H CH3 CH3 4,20 (+−0,66) 1,3 x 10−7 M

129 GD 121099 4-Cl 3-Cl H CH3 CH3 4,68 (+−0,66) 2,1 x 10−7 M

130 GD 210798 3-Cl 3-Cl H CH3 CH3 4,72 (+−0,66) 1,4 x 10−7 M

131 GD 050898 2-Cl 4-Cl-Phenyl CH3 CH3 5,82 (+−0,67) 8,5 x 10−8 M

132 GD 290498 H CH3 CH3 1,9 x 10−7 M
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133 GD 011299 NH-(4-F-Phenyl) 3-COCH3 H 2,66 (+−0,93) 40% bei 2,4 x 10−4 M

134 GD 310798 OCH2CH3 4-Cl H 2,77 (+−0,63) 6,5 x 10−6 M

135 GD 270599 OCH2CH3 4-Cl CH3 3,03 (+−0,64) keine Hemmung

136 GD 141299 NH-(2-Cl-Phenyl) 2-Cl H 3,87 (+−0,64) 1,2 x 10−5 M

C.8 THIADIAZOLINE
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137 CD 310101 CH3 H 3,10 (+−0,77) 1,0 x 10−5 M

138 CD 110101 CH3 CH3 3,64 (+−0,78) 2,0 x 10−5 M

139 CD 120201a 4-Cl CH3 H 3,94 (+−0,78) 1,9 x 10−6 M

140 CD 180101 Phenyl H 4,40 (+−0,78) 3,0 x 10−5 M

141 CD 070201 4-Cl CH3 CH3 4,48 (+−0,79) 1,6 x 10−5 M

142 CD 290101 (CH2)5 4,69 (+−0,82) 7,0 x 10−5 M

143 CD 090201 4-Cl (CH2)5 5,52 (+−0,83) 22% bei 2,4 x 10−5 M
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C.9 DAS BENZOTRIAZEPIN CD 021100
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IC50: 8,8 x 10−8 M

C.10 TRIAZINE
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145 IS 160900 N(CH3)2 4-CH3 CH3 -0,16 (+−0,68) 7% bei 2,5 x 10−4 M

146 IS 150900 N(CH3)2 4-CH3 H 0,08 (+−0,67) 7% bei 2,5 x 10−4 M

147 IS 140900 N(CH3)2 4-Cl CH3 0,22 (+−0,68) 17% bei 2,5 x 10−4 M

148 IS 110900 N(CH3)2 4-Cl H 0,46 (+−0,67) 12% bei 2,5 x 10−4 M

149 IS 020500 CH3 4-Cl H 0,67 (+−0,66) 26% bei 2,6 x 10−4 M

150 IS 030500 NH-(4-Cl-Phenyl) CH3 2,16 (+−0,68) 15% bei 4,1 x 10−5 M

151 IS 040500 NH-(4-Cl-Phenyl) H 2,40 (+−0,67) 5,5 x 10−6 M
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