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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

1.1.1 Mechanismen der Immunabwehr

Das Immunsystem dient der Abwehr endogener oder exogener Pathogene. Zu
seinen Aufgaben gehoren die Neutralisation eingedrungener Mikroorganismen wie
Bakterien, Viren, Parasiten oder Pilze, die Erhaltung korpereigener Strukturen bei
Stress- oder Entzindungsreaktionen, die Eliminierung entartender Zellen sowie regu-
latorische Funktionen Uber das Neuroendokrinum. Im Laufe der Evolution entwickel-
ten sich hierzu komplexe Mechanismen, die nach phylogenetischen und funktionellen
Aspekten den Komponenten des angeborenen, unspezifischen oder des erworbenen
(adaptiven), spezifischen Immunsystems zugeordnet werden kdnnen.

Das Immunsystem setzt sich aus einer Anzahl primarer oder sekundarer lymphati-
scher Gewebe zusammen. Die Reifung der immunkompetenten Zellen findet in den
primaren Geweben Knochenmark und Thymus ausgehend von pluripotenten, hama-
topoietischen Stammzellen statt. In den sekundaren Organen Milz, Lymphknoten,
Tonsillen und im Darm-assoziierten lymphatischen Gewebe erfolgt anschliel3end die
Aktivierung und Differenzierung der Lymphozyten.

1.1.1.1 Unspezifische Abwehrmechanismen

Physikalische, chemische und biochemische Barrieren wie Haut und Schleimhaute,
Magensaure und reaktive Sauerstoffspezies kdnnen als erste Abwehrmechanismen
angesehen werden. Werden diese Uberwunden, greifen zunachst zellulare und
humorale Komponenten des angeborenen Immunsystems.

Makrophagen und neutrophile Granulozyten eliminieren Pathogene mittels Phagozy-
tose. Gleichzeitig gebildete humorale Faktoren tragen durch Aktivierung der Komple-
mentkaskade und Markierung der Pathogene (Opsonisierung) zu einer schnelleren
und effizienteren Beseitigung bei. Weiterhin sezernieren die Zellen des unspezifi-
schen Systems losliche Faktoren (Zytokine, Monokine), die als Alarmsignal fur Zellen
des adaptiven Immunsystems verstanden werden kénnen und wesentlich an der Initi-
ierung der spezifischen Antwort beteiligt sind.

Dem angeborenen System werden auch einige Zelltypen (manche T-Zellen, Natur-
liche Killerzellen) zugeordnet, die eine Art Zwitterposition einnehmen. Sie binden
keine spezifischen Antigene, sondern Muster von Pathogenen wie z. B. Zellwand-
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bestandteile oder Stoffwechselmetabolite, reagieren aber wie Zellen des adaptiven
Systems mit Zytokinproduktion oder zytolytischer Aktivitat.

1.1.1.2 Spezifische Abwehrmechanismen

Das adaptive Immunsystem ist durch die Spezifitat der Antwort und die Auspragung
eines immunologischen Gedachtnisses charakterisiert.

Die erworbene Abwehr wird auf humoraler Ebene von Antikdrpern getragen, welche
von zu Plasmazellen differenzierten B-Lymphozyten produziert und sezerniert
werden. Einige dieser Plasmazellen kdnnen als Gedachtniszellen tUber viele Jahre im
Organismus verbleiben und fuhren im Falle eines erneuten Kontaktes mit dem
gleichen Antigen zu einer schnelleren und effizienteren Sekundarantwort.
T-Lymphozyten sind die Schlusselzellen der zellularen Immunabwehr. Sie lassen
sich aufgrund funktioneller und phanotypischer Eigenschaften klassischerweise in
CD8"-zytotoxische Zellen (CD: cluster of differentiation) und CD4"-Helferzellen
unterscheiden.

T-Zellen erkennen die von den Pathogenen stammenden Antigene prozessiert in
Form kleiner Peptide, die auf individuell verschiedenen Molekilen des so genannten
Hauptgewebsvertraglichkeits-Komplexes = MHC (major histocompatibility complex)
auf der Oberflache von Antigen-prasentierenden Zellen (APZ) dargeboten werden.
Zytotoxische CD8-positive T-Lymphozyten eliminieren Uberwiegend Zellen, die durch
Viren oder intrazellulare Bakterien infiziert sind. Entsprechend prozessierte endo-
gene Antigene werden im Kontext mit MHC-Klasse-I-Molekulen prasentiert. Die zyto-
lytische Funktion basiert auf einer Reihe von unterschiedlichen Mechanismen, die
darauf abzielen, in der Zielzelle einen fir das Immunsystem ungefahrlichen Zelltod
(Apoptose) zu induzieren. Dieser Zelltod wird durch Zytolysine (Perforin, Granzyme)
oder durch die Freisetzung von Todesfaktoren Uber eine Interaktion mit Todes-
rezeptoren auf den Zielzellen ausgeldst.

Exogene Antigene werden in der Regel MHC-Klasse-ll-assoziiert auf so genannten
professionellen APZ, d. h. vor allem auf Makrophagen und dendritischen Zellen
prasentiert. Sie werden von CD4-positiven T-Helfer-Zellen (Th-Zellen) erkannt. Auf-
grund verschiedener Funktionen lassen sich die Helferzellen weiter in zwei Gruppen
unterscheiden: Th1-Zellen aktivieren Makrophagen und T-Zellen Uber Schlussel-
Zytokine wie Interleukin 2 und Interferon-y. Th2-Zellen steuern die T-Zell-abhangige
Antikorperantwort der B-Lymphozyten, hauptsachlich Uber Interleukin 4.

Neben dem auch als Signal 1 bezeichneten Erkennen des Antigens im Kontext mit
dem entsprechenden MHC-Moleklil, sind als Signal 2 verschiedene andere akzes-
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sorische (CD4 oder CD8) oder kostimulatorische (CD28) Molekule an der Initiierung
der zellbiologischen Aktivierung beteiligt.

1.1.2 Die Signaltransduktion in der T-Zelle

Nach Antigenkontakt laufen in T-Lymphozyten komplexe Signaltransduktionswege
uber eine Vielzahl von Enzymen und Mediatoren ab, die letztlich zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren fuhren. Diese bewirken unter anderem die Synthese des Inter-
leukin-2 (IL-2), welches autokrin als wichtigster T-Zell-Wachstumsfaktor die Prolife-
ration und Differenzierung der T-Lymphozyten férdert.

Die Signaltransduktionswege sollen im Folgenden in ihren Grundzugen erlautert und
durch Abbildung 1.1 veranschaulicht werden.

Im Zentrum des T-Zell-Rezeptor (TZR)-Komplexes befindet sich ein Heterodimer aus
den TZRa- und TZRp- (oder y- und &-) Ketten mit der hochvariablen Antigen-Bin-
dungsstelle. Die positiv geladenen a- und p-Ketten sind Uber eine Disulfidbricke mit-
einander verbunden, sie sind nicht-kovalent mit negativ geladenen invarianten Ketten
des CD3-Komplexes assoziiert (CD3y, CD36 und CD3¢). Zwei -Ketten sind in Form
eines Homodimers intrazellular assoziiert. Sie stellen die wesentlichen Komponenten
des Komplexes zur Signalweiterleitung dar. In ihnen sind Sequenzmotive lokalisiert,
so genannte ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs), Uber die die
Signale letztlich ans Zellinnere weitergeleitet werden.

Die ITAMs und damit die C-Ketten stellen die Substrate fur zwei T-Zell-spezifische
Tyrosinkinasen der Src-Familie (p56-¢ und p59™™") dar. Lck und Fyn sind assoziiert
mit den Co-Rezeptoren CD4/CD8 respektive den CD3-Untereinheiten. Nach Aktivie-
rung phosphorylieren die Src-Kinasen zunachst die {-Ketten und schaffen damit die
Voraussetzung zur Rekrutierung der Syk-Kinase ZAP-70. ZAP-70 wird ebenfalls von
den Src-Kinasen phosphoryliert und damit aktiviert, was wiederum zur Phospho-
rylierung und Rekrutierung einer Reihe von Enzymen und Adapterproteinen fuhrt. Es
entsteht ein multifaktorieller Signalkomplex, in dem schlieBlich die Verteilung der
verschiedenen Proteine entscheidet, welches Signal zum Zellkern gelangt, um dort
Gene an- oder abzuschalten.

Die intrazellulare Signaltransduktion zum Zellkern verlauft Gber drei Hauptwege:

Die Phospholipase Cy (PLCy) initilert Uber die Spaltung des Membranbestandteils
PIP, (Phosphatidylinositoldiphosphat) zwei der Wege durch Bereitstellung von
Diacylglycerol (DAG) und Inositoltriphosphat (IP3). DAG verbleibt an der Membran
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und ist uber die Proteinkinase C (PKC) an der Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB beteiligt. IP; diffundiert ins Zytosol und bindet an die IP3;-Rezeptoren in der
Membran des Endoplasmatischen Retikulums. Daraufhin kommt es zu einer
Calciumausschiittung aus intrazelluldren Speichern, die wiederum die Offnung von
Calciumkanalen (CRAC: Ca®* release-activated Ca?* channel) in der Zellmembran
triggert. Das einstromende Calcium bindet an Calmodulin und aktiviert in dieser Form
die Serin/Threonin-Phosphatase Calcineurin. Diese vermag nun den zytosolischen
Transkriptionsfaktor NFATc (nuclear factor of activated T cells) zu dephosphory-
lieren, der daraufhin in den Zellkern einwandert. Dort interagiert er mit dem Tran-
skriptionsfaktor AP-1 (activator protein 1), einem Heterodimer aus den Proteinen Jun
und Fos.

Das G-Protein Ras startet den dritten Hauptmechanismus der Signaltransduktion,
dabei handelt es sich um die MAP (mitogen-activated protein)-Kinasen-Kaskade.
Diese Kinasen aktivieren z. B. den Transkriptionsfaktor AP-1.
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Abb. 1.1: Vereinfachte Darstellung der Signaltransduktionsmechanismen in T-Lym-
phozyten, Erklarung im Text.
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1.1.3 Gegenwartig in der Therapie verwendete Immunsuppressiva

1.1.3.1 Einsatzgebiete

Als erste Substanz mit immunsuppressiver Wirkung wurde vor gut einem halben
Jahrhundert das Glucocorticoid Cortison beschrieben (Hench et al., 1949). Seitdem
sind grof3e Anstrengungen unternommen worden, potente und gut vertragliche
Arzneistoffe flr die immunsuppressive Therapie zu entwickeln. Erst Fortschritte auf
diesem Gebiet ermdglichten den Durchbruch in der Transplantationsmedizin.
Transplantationen fremder Organe wie Niere, Herz, Leber, Lunge, Pankreas usw.
erforden eine lebenslange immunsuppressive Behandlung zur Verhinderung von
AbstoRungsreaktionen (,Host-versus-Graft®-Reaktion). Bei Knochenmarks- oder
Stammzelltransplantationen schutzen Immunsuppressiva den Empfanger vor
immunologischen Reaktionen Ubertragener reifer Lymphozyten des Spenders
(»Graft-versus-Host*-Reaktion).

Ebenfalls korpereigene Strukturen werden bei Autoimmunprozessen durch eine
Uberreaktion des Abwehrsystems angegriffen. Zu diesen Erkrankungen gehéren z.B.
der systemische Lupus erythematodes, die Colitis ulcerosa, der Morbus Crohn, die
Myasthenia gravis, die rheumatoide Arthritis, der insulin-abhangige Diabetes mellitus
und die Multiple Sklerose. Erst allmahlich werden die dabei ablaufenden pathogenen
Mechanismen verstanden und die immunologischen Urspringe klar, so dass sich
das Einsatzgebiet fur Immunsuppressiva noch immer ausweitet.

Die folgende Ubersicht tiber die gegenwartig eingesetzten Immunsuppressiva belegt
trotz aller bisherigen Erfolge den Bedarf an neuen Ansatzpunkten in der immun-
suppressiven Therapie und an Arzneistoffen mit gunstigerem Nutzen-Risiko-Profil.
Die verschiedenen Wirkstoffe werden meist in Kombination verwendet werden. Sie
bergen aufgrund der verursachten Schwachung des korpereigenen Abwehrsystems
generell das Risiko einer erhohten Infektionsneigung und bosartiger Erkrankungen.
Die Strukturformeln der vorgestellten niedermolekularen Verbindungen sind in Abbil-
dung 1.2 (Seite 10) dargestellt.

1.1.3.2 Glucocorticoide als Requlatoren der Genexpression

Glucocorticoide interagieren mit zytosolischen Steroid-Rezeptoren. Die entstehenden
Komplexe wandern in den Zellkern ein und modifizieren dort die Transkriptionsrate
zahlreicher Proteine. Glucocorticoide wirken entzindungshemmend und in hdherer
Dosierung immunsuppressiv, hauptsachlich durch Hemmung der Expression der
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Gene fiur IL-2 und andere Mediatoren. Steroide wirken nicht selektiv und besitzen ein
breites Spektrum unerwunschter Wirkungen.

1.1.3.3 Cyclophosphamid und Antimetabolite als zytotoxische Agenzien

Cyclophosphamid

Cyclophosphamid, welches sich historisch vom Schwefel-Lost (Senfgas) ableitet,
wird in erster Linie als Zytostatikum verwendet, in geringer Dosierung kommt es
jedoch auch in der Therapie von Autoimmunerkrankungen zum Einsatz. Die Sub-
stanz muss zunachst metabolisch aktiviert werden, bevor sie in ihrer Wirkform (Chlor-
ethylphosphorsaureamid) in der Lage ist, DNA-Basen zu alkylieren und damit die
Zellteilung zu unterdrticken.

Die Effekte auf B-Lymphozyten sind ausgepragter als diejenigen auf T-Zellen, so
dass hauptsachlich die Bildung von Antikbrpern gehemmt wird. Deshalb wird Cyclo-
phosphamid trotz des erheblichen Nebenwirkungspotentials noch immer bei Erkran-
kungen eingesetzt, bei denen Autoantikérper die entscheidende pathogenetische
Rolle spielen, wie es z. B. beim systemischen Lupus erythematodes der Fall ist. Zu
den unerwlnschten Wirkungen zahlt neben Leukopenie, hamorrhagischer Zystitis,
Kardiotoxizitat, Alopezie auch ein erhdhtes Krebsrisiko aufgrund der Mutagenitat der
Substanz.

Methotrexat

Bei Methotrexat (MTX) handelt es sich um ein Derivat der Folsaure, es hemmt das
Enyzm Dihydrofolatreduktase. Als Folge wird aus Dihydrofolsaure weniger Tetra-
hydrofolséure gebildet. Letztere wird zur Ubertragung von Methylengruppen durch
die Thymidylat-Synthase bendtigt, so dass die Bildung vor allem von Thymin und von
Purinbasen vermindert ist. Nach Aufnahme in die Zellen erfahrt das MTX eine
Modifizierung durch Anheftung von zwei bis funf Polyglutamatresten. Derart metabo-
lisiertes MTX kumuliert in den Zellen und vermag weitere Folsaure-abhangige
Enzyme zu hemmen.

Wie das Cyclophosphamid wurde Methotrexat fur die zytostatische Therapie ent-
wickelt, im immunologischen Bereich besitzt es in der Behandlung der rheumatoiden
Arthritis eine grol’e Bedeutung. Schwerwiegende Nebenwirkungen betreffen haupt-
sachlich Leber und Lunge.
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Azathioprin (Imurek®)

Azathioprin wurde vor der Einfuhrung des Cyclosporin A neben den Steroiden routi-
nemaldig bei Nierentransplantationen eingesetzt. Aus dem Prodrug Azathioprin ent-
steht nicht-enzymatisch das aktive 6-Mercaptopurin (6-MP). 6-MP wird zu 6-Thio-
guanin-Nukleotiden verstoffwechselt, die sowohl die Synthese von RNA und DNA als
auch verschiedene Enzyme der Purinsynthese inhibieren.

Unvorteilhaft ist die nicht selektive, breite Wirkung auch auf viele weitere Koperzel-
len. Dadurch fuhrt die Substanz schon nahe der therapeutischen Dosis zu Knochen-
marksdepressionen und hepatotoxischen Effekten, weiterhin besitzt sie mutagenes
Potential.

Mycophenolatmofetil (CellCept®)

Das Prodrug Mycophenolatmofetil (MMF) wird hydrolysiert zur wirksamen Myco-
phenolsaure. Diese ist ein potenter Hemmstoff der Inosin-Monophosphat-Dehydro-
genase und blockiert dadurch die de novo-Purinbiosynthese. Proliferierende Lym-
phozyten sind auf diesen Syntheseweg angewiesen, wahrend andere Zellen im
Gegensatz dazu einen grol3en Teil ihrer Purine Uber den salvage pathway wieder-
verwerten konnen.

MMF besitzt ein relativ geringes Nebenwirkungspotential, beobachtet werden vor
allem unerwlnschte Wirkungen auf das hamatologische System und den Gastrointe-
stinaltrakt. Nephrotoxische, hepatotoxische und metabolische Effekte spielen kaum
eine Rolle. Mycophenolatmofetil wurde 1996 in Deutschland zur Pravention und Be-
handlung von Abstoliungsreaktionen nach Organtransplantationen zugelassen und
hat seitdem den Purin-Antimetaboliten der ersten Generation, das Azathioprin, aus
vielen Anwendungen verdrangt.

Leflunomid (Arava®)

Das Isoxazolderivat Leflunomid agiert durch Inhibierung der Dihydroorotat-Dehydro-
genase als Hemmstoff der de novo Pyrimidin-Nukleotid-Synthese. Aktivierte Lympho-
zyten werden selektiv beeintrachtigt, da sie ein Vielfaches der Pyrimidinmenge der
ruhenden Zellen bendtigen und ihren Bedarf nicht Gber den salvage pathway decken
konnen. Die Substanz ist ein Prodrug mit geringerer Toxizitdt auf den Gastro-
intestinaltrakt als das Malonnitrilamid, die aktive Wirkform mit gedffnetem Isoxazol-
Ring.
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Seit September 1999 wird Leflunomid in Deutschland als Basistherapeutikum bei der
aktiven rheumatoiden Arthritis eingesetzt, die Anwendung im Anschluss an Organ-
transplantationen wird derzeit untersucht. Als unerwinschte Wirkungen werden
relativ haufig Blutdruckerhdhungen beobachtet (Arzneimittelkommission der deut-
schen Arzteschaft, 2002).

1.1.3.4 Inhibitoren des T-Zell-Rezeptorsignales

Cyclosporin A (Sandimmun®Optoral)

Bei Cyclosporin A (CsA) handelt es sich um ein lipophiles zyklisches Undecapeptid
aus dem Bodenpilz Tolypocladium inflatum gams. Seine immunsuppressive Aktivitat
wurde Mitte der 70er Jahre entdeckt (Borel et al., 1976), es besitzt eine deutlich
geringere Knochenmarkstoxizitat als die Antimetabolite und ist das wichtigste
Immunsuppressivum der letzten Jahrzehnte. Nach wie vor gilt es als Goldstandard,
an dem sich Neuentwicklungen messen mussen.

Erst Jahre nach Einfihrung des CsA in die Therapie wurde die Wirkweise der Sub-
stanz aufgeklart. Sie bildet einen Komplex mit dem Immunophilin Cyclophilin, der
eine Hemmung der Phosphatase-Aktivitat von Calcineurin bewirkt (Liu et al., 1991).
Dadurch wird die Calcineurin-abhangige Dephosphorylierung von NFAT und dessen
anschlieBende Translokation vom Zytoplasma in den Kern aktivierter T-Zellen ver-
hindert (Schreiber und Crabtree, 1992). Mittlerweile wurde ein zweiter Wirkmechanis-
mus identifiziert, CsA blockiert auch Signaltransduktionswege, die Uber die MAP-Ki-
nasen JNK und p38 ablaufen (Matsuda et al., 1998). Insgesamt hemmt Cyclosporin
A die Aktivierung von T-Zellen und die Expression von Lymphokinen wie |L-2.

Ein schwerwiegender Nachteil des Cyclosporins ist seine enge therapeutische Breite.
Im Vordergrund steht dabei eine erhebliche Nierentoxizitat (Ubersicht bei Olyaei et
al., 2001) in Form einer reversiblen dosisabhangigen renalen Vasokonstriktion mit
verminderter glomerularer Filtrationsrate und systemischer Hypertension. Offenbar
stehen diese Vorgange in Verbindung mit einer vermehrten Bildung des mitogen und
pressorisch wirkenden Peptids Endothelin-1. Weiterhin fordert CsA die Expression
des TGF (transforming growth factor)-p1, damit verbunden ist das nicht-dosis-
abhangige Auftreten einer tubularen interstitiellen Fibrose in der Niere. Neben der
Nephrotoxizitdt kann Cyclosporin A zu Hypertrichosen und neuro-, hepato- und
kardiotoxischen Effekten fuhren.



Einleitung

Tacrolimus (FK506, Prograf®)

Das makrozyklische Lacton und Trien Tacrolimus wurde aus dem Kulturfiltrat von
Streptomyces tsukubaensis isoliert, fur den klinischen Einsatz wurde es erstmals
1994 zugelassen. Wie das Cyclosporin A gehort diese Substanz in die Klasse der
Calcineurin-Inhibitoren, allerdings bildet es einen Komplex mit einem anderen zyto-
plasmatischen Immunophilin, es bindet an das so genannte FK506-bindende Protein.
Darlber hinaus greift es ebenfalls in den Signaltransduktionsweg Uber die Kinasen
JNK und p38 ein. Tacrolimus ist in vitro 10 bis 100fach wirksamer als Cyclosporin A,
die klinische Relevanz dieser Tatsache ist jedoch noch nicht abschlieRend zu beur-
teilen. FK506 besitzt ein vergleichbares Nebenwirkungsspektrum wie das Cyclo-
sporin A, hervorzuheben sind die Nephro- und die Neurotoxizitat.

FK506 hat sich in der Transplantationsmedizin etabliert, auRerdem wurde es in
Deutschland im April 2002 als Protopic® in die topische Therapie der Neurodermitis
eingefuhrt. Hiermit verbunden sind Hoffnungen auf einen Durchbruch in der Behand-
lung dieser Erkrankung.

Sirolimus (Rapamycin, Rapamune®)

Die Verbindung Sirolimus aus Streptomyces hygroscopicus besitzt eine grol3e struk-
turelle Ahnlichkeit zum Tacrolimus. Es hat zundchst auch den gleichen Bindungs-
partner in der Zelle, das FK506-bindende Protein, allerdings wirkt dieser Komplex
nicht als Inhibitor des Calcineurins, sondern ganzlich verschieden als Hemmstoff der
mTOR (mammalian target of rapamycin)-Proteine. Diese Kinasen spielen eine
bedeutende Rolle im Zellzyklus beim Ubergang von der G1- in die S-Phase. Sie
aktivieren unter anderem die p70 S6-Kinase, die durch Regulation der Translation fur
die Synthese ribosomaler Proteine verantwortlich ist. Wahrend Calcineurin-Inhibi-
toren also die Produktion von Zytokinen unterbinden, hemmt Sirolimus die prolifera-
tive Antwort der Zelle auf die Wirkung von Zytokinen.

Der seit 1999 (in Deutschland seit 2001) fur die Pravention von Abstof3ungs-
reaktionen zugelassene Arzneistoff besitzt eine wesentlich geringere Nephrotoxizitat
als Cyclosporin A oder Tacrolimus und konnte die Calcineurin-Inhibitoren in der
Zukunft ablésen, allerdings gibt das breite Auftreten von Hyperlipidamien Anlass zur
Besorgnis.



Einleitung

0
CH,OH H,N N N
CH, z 2 Y N ~N CH,
© OH N| P N
CH, N
NH, y COOH
0 o} COOH
Prednison Methotrexat
" O,N \
0
A/ [ D
P
/\ S N
N, O \
e A, o
Cl < | N
X\ _
cl N
Cyclo- Mycophenolatmofetil
phosphamid Azathioprin
H,C =
(H,C),HC HO,,
CH, O H,
H,C nll N CH
o NN n,, N /) N
3 |
o CH, H,C._ _CH, o) CH, O  CH, 0
CH(CH,),
N = o)
0 (H,C),HC N
: — / CH, 0 "7 o “CH,
N H : H
ek N N Y N
, N \H/\l
o} CH, O CH, o} CH(CH,),
CH(CH,),
Leflunomid Cyclosporin A
OMe
HO H OH

MeO

OMe OMe

Tacrolimus

Sirolimus
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1.1.3.5 Peptidwirkstoffe

Auch peptidische Arzneistoffe werden in der immunsuppressiven Therapie einge-
setzt. Grundsatzliche Nachteile der Behandlung mit Proteinmolekllen sind die
fehlende orale Bioverfugbarkeit und das eigene immunogene Potential der
Substanzen.

Seit langer Zeit werden polyvalente Antilymphozytenseren verwendet, die eine Viel-
zahl von Antikérpern gegen verschiedene Oberflachenproteine von Lymphozyten
enthalten. Sie werden durch Immunisierung eines Tieres mit humanen Lymphozyten
gewonnen.

Bei Muromonab-CD3 (Orthoclone® OKT 3) handelt es sich um einen monoklonalen
Antikorper aus der Maus, der gegen die CD3-Untereinheiten des T-Zell-Rezeptor-
Komplexes gerichtet ist.

Seit Ende der 90er Jahre kommen zwei chimare humanisierte, monoklonale
Antikdrper in der Therapie zum Einsatz, Basiliximab (Simulect®) und Daclizumab
(Zenapax®). Sie binden beide an die o-Kette (CD25, Tac) des Interleukin-2-Rezep-
tors, die nur in aktivierten Lymphozyten exprimiert wird.

11
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1.2 Kaliumkanale

1.2.1 Allgemeines

Kaliumkanale sind in grof3er Zahl sowohl in erregbaren als auch in nicht-erregbaren
Zellen zu finden, so spielen sie eine wichtige Rolle bei der Neurotransmitter- und
Insulin-Freisetzung, der Herzfunktion, der neuronalen Erregbarkeit, dem epithelialen
Elektrolyt-Transport, der Kontraktion glatter Muskeln oder der Regulation des Zell-
volumens. Zu ihren Aufgaben gehoéren die Aufrechterhaltung des Ruhemembran-
potentials und die Repolarisation depolarisierter Zellmembranen (Hille, 1992).
Veranderte Kanalfunktionen, hervorgerufen z. B. durch Mutationen in den kodieren-
den Genen, werden mit zahlreichen Erkrankungen in Verbindung gebracht. Immer
neue Modulatoren an Kaliumkanalen werden im Hinblick auf eine mogliche klinische
Verwendung untersucht (Ubersichten bei Coghlan et al., 2001 und Shieh et al.,
2000).

Bei Kaliumkanalen handelt sich um integrale Membranpoteine, die Kaliumionen mit
Raten von 10%-10° lonen/s entlang eines elektrochemischen Gradienten durch die
Membran leiten (Hille, 1992). Die intrazellulare Kaliumionenkonzentration Ubertrifft
die extrazellulare um ein Vielfaches, so dass der lonenfluss meist von innen nach
aulBen verlauft. Kaliumkanale besitzen ein Selektivitatsfilter, das bevorzugt Kalium-
ionen den Durchtritt durch die wassergeflllte Pore erlaubt, und einen gating-
Mechanismus, der den Wechsel zwischen geschlossener und offener Konformation
des Kanals reguliert. Darlber hinaus unterliegen die Kanale verschiedenen Inaktivie-
rungsprozessen (Kapitel 1.2.2.2, Seite 15).

Kaliumkanale sind aus a-Untereinheiten aufgebaut, aufgrund derer sie in drei Super-
familien eingeteilt werden konnen. Die einwarts-gleichrichtenden Kir-Kanale (inward-
rectifier) besitzen vier a-Untereinheiten mit jeweils zwei transmembranaren Segmen-
ten und einer porenbildenden Region (2TM1P). Weiterhin existiert eine Gruppe von
Kanalen, deren a-Untereinheiten von vier transmembranaren Einheiten und einer
,randempore®, bestehend aus zwei porenbildenden Regionen, gebildet werden
(4TM2P). Sie besitzen ebenfalls schwache inward-rectifier-Eigenschaften.

Die a-Untereinheiten der zahlreichen Ubrigen Kaliumkanale bestehen aus sechs
transmembranaren Segmenten und einer porenbildenden Region (6TM1P), jeweils
vier dieser Untereinheiten sind zu einem Tetramer zusammengeschlossen und
bilden einen funktionstlichtigen Kanal. Zu dieser Superfamilie gehéren z. B. die
spannungsabhangigen (Kv, fur voltage gated) und die Calcium-aktivierbaren Kalium-
kanale (KCa).

12
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1.2.2 Spannungsabhangige Kaliumkanale

Innerhalb der Gruppe der spannungsabhangigen Kaliumkanale werden vier
Subfamilien aufgrund ihrer Homologie zu Kaliumkanalen der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster (Wei et al., 1990) unterschieden: Shaker (Kv1), Shab (Kv2), Shaw
(Kv3) und Shal (Kv4). Die einzelnen Mitglieder dieser Familien kbnnen neben Homo-
tetrameren auch heterotetramere Kanédle mit anderen a-Untereinheiten ihrer
Subfamilie bilden (z. B. Ruppersberg et al., 1990). Durch veranderte biophysikalische
und pharmakologische Eigenschaften wird damit die Kanal-Vielfalt betrachtlich
erhoht.

Neben den Kv1- bis Kv4-Kanalen existieren als weitere Familien Kv5, Kv6, Kv8 und
Kv9, mogliche erste Mitglieder von Kv10 und Kv11 sind aktuell beschrieben worden
(Ottschytsch, 2002).

1.2.2.1 Struktur

Die Kanaltopologie spannungsabhangiger Kaliumkanale ist in Abbildung 1.3 darge-
stellt. Die sechs Segmente S1 bis S6 einer a-Untereinheit durchspannen die Zell-
membran, die C- und N-terminalen Enden der Aminosauresequenz ragen in den
Intrazellularraum. Die so genannte P-Schleife zwischen den Domanen S5 und S6
liefert den wichtigsten Beitrag zur porenbildenden Struktur.

Ende der 90er Jahre gelang erstmals die Rontgenstrukturanalyse eines Kalium-
kanals, des KcsA aus dem Bakterium Streptomyces lividans (Doyle et al., 1998;
Zhou et al., 2001). Die a-Untereinheit des KcsA-Kanals ist aus zwei transmembra-
naren Segmenten und einer porenbildenden Region aufgebaut, die in enger Homo-
logie mit den Domanen S5, S6 und der P-Schleife in Shaker-Kanalen stehen
(MacKinnon et al., 1998). Obwohl sich die Porenlangen von KcsA- bzw. Kv-Kanalen
offenbar unterscheiden (del Camino et al., 2000), konnte ein recht genaues Bild des
Mechanismus entstehen, welcher fur die Selektivitat verantwortlich ist.

Kaliumionen sind erst nach Verlust ihrer Hydrathulle in der Lage, das Selektivitats-
filter zu passieren. Dieser Vorgang erfordert Energie. Carbonylsauerstoffe angren-
zender Aminosauren ermdglichen die Dehydratisierung, indem sie in koordinativen
Bindungen die fehlenden Wassermolekule ersetzen. Natriumionen befinden sich
aufgrund ihres kleineren lonenradius in groferer Entfernung zu den Aminosauren
und werden energetisch weniger gunstig komplexiert. Sie besitzen deshalb eine um
den Faktor 10* geringere Permeabilitat (Doyle et al., 1998).
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Extrazellularraum P-Schleife
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Abb. 1.3: Kanaltopologie spannungsabhéngiger Kaliumkanale. Links: Aufbau einer a-
Untereinheit. Rechts: Aufsicht auf ein Kanaltetramer.

Spannungsabhangige Kaliumkanale 6ffnen bei Membrandepolarisation. Der Haupt-
bestandteil des Spannungssensors ist das S4-Segment (Papazian et al., 1991).
Dieses Segment enthalt vier bis acht positiv geladene basische Aminosaurereste
(Arginin oder Lysin), die jeweils durch zwei hydrophobe Reste voneinander getrennt
sind. Im geschlossenen Zustand stehen vier dieser Aminosauren in Kontakt mit dem
intrazellularen Medium. Eine Depolarisation verursacht eine rotierende Bewegung
des S4-Segments, durch die sich die positiv geladenen Reste dem Extrazellularraum
zuwenden. Als Folge andert sich auch die Position der Segmente S5 und S6, so
dass der Kanal sich 6ffnet (Ubersicht bei Bezanilla, 2000).

Neben den a-Untereinheiten existieren zytoplasmatische Strukturen, die an diese
Poren-formenden Elemente assoziiert sein kdnnen und Einfluss auf Funktion und
Expression der Kanale nehmen. Schon langer bekannt sind drei Familien von Kvf3-
Untereinheiten (Kvf1 bis Kvp3, Ubersicht bei Pongs et al., 1999), die in 1:1-Stdchio-
metrie mit Kanalen aus der Kv1-Familie interagieren. Sie binden dabei an das N-
terminale Ende der a-Untereinheit (Sewing et al., 1996). Kvp1- und Kvp3-Unter-
einheiten konnen Kv1-Kanalen neue Inaktivierungseigenschaften verleihen, indem
sie den Peptid-,Ball* der schnellen N-Typ-Inaktivierung (s. Kapitel 1.2.2.2) imitieren.
Daruber hinaus sind pB-Untereinheiten in der Lage, die Expression funktionstuchtiger
Kanale an der Membranoberflache zu erhéhen.

Als weiteres modulierendes Molekdl ist das Protein KChAP (K™ channel-associated
protein) beschrieben worden (Wible et al., 1998), welches vorubergehend an N-
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terminale Enden einiger Kv-a-Untereinheiten binden kann. Interaktionen von KChAP
mit Kv1.3, Kv2.1, Kv2.2 und Kv4.3 fuhren zu einer verstarkten Expression der Kanale
an der Membranoberflache (Kuryshev et al., 2000).

1.2.2.2 Inaktivierungsmechanismen

Unter Inaktivierung wird der Ubergang aus der gedffneten Kanalkonfiguration in
einen nicht-leitenden Zustand wahrend einer langandauernden Depolarisation des
Membranpotentials verstanden. Es sind verschiedene Inaktivierungsvorgange cha-
rakterisiert worden.

Die N-Typ-Inaktivierung lauft innerhalb weniger Millisekunden ab, sie wird auch als
ball and chain-Mechanismus bezeichnet. Hierbei bindet ein Peptid-,Ball®, der aus den
ersten etwa 20 Aminosauren des N-Terminus besteht (Hoshi et al., 1990; Zagotta et
al., 1990), an Rezeptorstellen der intrazellularen Schleife zwischen den transmem-
branaren Segmenten S4 und S5 und verschlie3t auf diese Weise die Pore von innen
(Isacoff et al., 1991; Holmgren et al., 1996). Kanale, die diesen schnellen Inaktivie-
rungsmechanismus aufweisen, werden als A-Typ-Kanale bezeichnet.

Sehr viel langsamer als die N-Typ-Inaktivierung findet die C-Typ-Inaktivierung statt.
Hieraus resuliert die Stromcharakteristik der delayed rectifier (verzogerte Gleich-
richter)-Kanale. Die C-Typ-Inaktivierung beruht auf kooperativen Konfomations-
anderungen aller vier Untereinheiten und fiihrt zum Verschlu der duBeren Offnung
der Kanalpore (Ubersicht bei Rasmusson et al., 1998).

In jungster Zeit ist ein weiterer langsamer Inaktivierungsmechanismus fur einige
spannungsabhangige Kaliumkanale, z. B. Kv2.1 und Kv3.1, beschrieben worden, der
aufgrund einer U-férmigen Beziehung zwischen Inaktivierung und Spannung die
Bezeichnung U-Typ-Inaktivierung erhalten hat (Klemic et al., 2001). Die Kanale
scheinen dabei den inaktivierten Zustand bevorzugt ausgehend von der geschlos-
senen Konfiguration zu erreichen, die zugrunde liegenden Anderungen der Konfor-
mation sind bislang jedoch noch unklar.
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1.2.2.3 Bedeutung der Kv1-Kanale

Aus der Familie der Shaker-Familie sind bisher 7 Mitglieder charakterisiert worden,
Kv1.1 bis Kv1.7 (Chandy und Gutman, 1995). Die Mehrzahl von ihnen liegt vor allem
in neuronalen Geweben vor.

Der Kv1.3-Kanal, der in der vorliegenden Arbeit im Mittelpunkt der Untersuchungen
steht, wird im Kapitel 1.2.3 detailliert betrachtet.

Untersuchungen an Strukturen des humanen zentralen Nervensystems zeigen, dass
in Gehirn und Riuckenmark uberwiegend die o-Untereinheiten Kv1.1, Kv1.2 und
Kv1.4 prasent sind (Coleman et al., 1999). Sie bilden in verschiedenen Zusammen-
setzungen heterotetramere Kanale, es existieren aber auch Kv1.2 bzw. Kv1.4-
Homotetramere. Daruber hinaus wurde in der grauen Substanz des Gehirns ein
Heterotetramer aus Kv1.1, Kv1.2, Kv1.4 und zusatzlich Kv1.3 nachgewiesen. Zum
Teil sind die Kanale mit Kvp1.1 oder KvB2.1-Untereinheiten assoziiert.

Die komplexen elektrophysiologischen Vorgange im Herzen sind durch eine schnelle
Depolarisation und eine charakteristische langsame Repolarisation gekennzeichnet,
sie beruhen auf einem Zusammenspiel zahlreicher lonenkanéle (Ubersicht bei
Roden et al., 2002). An der Repolarisation sind auch spannungsabhangige Kalium-
kanale der Shaker-Familie beteiligt.

In den meisten Herzzellen leistet der sehr schnell inaktivierende Strom |y, (transient
outward) einen Beitrag zur fruhen Phase der Repolarisation. Fur diesen Strom wurde
zunachst der Kv1.4-Kanal verantwortlich gemacht, der einen A-Typ-Strom generiert.
Mittlerweile scheint jedoch sicher, dass der Strom zumindest in humanen Zellen
hauptsachlich vom Kv4.3-Kanal getragen wird (McKinnon, 1999).

Der Kaliumausstrom spaterer Phasen des Aktionspotentials wird durch verschiedene
delayed rectifier-Kanale vermittelt. Die atriale Stromkomponente Ik, (ultra-rapid) wird
vornehmlich dem homotetrameren Kv1.5-Kanal zugeschrieben (z. B. Fedida et al.,
1993; Feng et al., 1997), mdglicherweise liegen ihr aber auch noch andere a-Unter-
einheiten zugrunde. Kv1.5-Blocker sollten selektiv nur die atriale Refraktarphase
verlangern und werden als Kandidaten fir die Entwicklung von Antiarrhythmika mit
einem reduzierten ventrikularen proarrhythmischen Potential angesehen. Erste
Untersuchungen stutzen dieses Konzept, z. B. verlangert die Verbindung S9947
(Abbildung 1.4) das Aktionspotential in Kardiomyozyten der Ratte. S9947 blockiert
den Kv1.5-Kanal halbmaximal in der Konzentration 0.42 uM, den Ik -Strom in huma-
nen atrialen Kardiomyozyten in der Konzentration 0.07 yM (Bachmann et al., 2001).
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Neben dem Kv1.5-Kanal wird auch die a-Untereinheit Kv1.7 im Zusammenhang mit
dem Ix,-Strom diskutiert. Kv1.7 konnte als Homotetramer oder als Heterotetramer
zusammen mit Kv1.5 einen Beitrag zu diesem Strom leisten (Bardien-Kruger et al.,
2002).
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Abb. 1.4: Strukturformel des Kv1.5-Blockers S9947.

1.2.3 Der lymphozytare Kaliumkanal Kv1.3 als potentieller Angriffspunkt neuartiger
Immunsuppressiva

1.2.3.1 Vorkommen und Struktur des Kv1.3-Kanals

Die Kv1.3-a-Untereinheit findet sich nur in relativ wenigen Geweben bzw. Zell-Arten,
hauptsachlich in T-Lymphozyten, daneben in Milz, Niere, Fibroblasten, B-Zellen,
Makrophagen, Plattchen und neuronalem Gewebe (Grissmer et al., 1990; Slaughter
et al., 1996). Die detektierten mRNA-Level aul3erhalb der T-Zellen sind gering, daru-
ber hinaus bildet Kv1.3 dort zusammen mit anderen Kv1-Untereinheiten heterotetra-
mere Kanale mit veranderten elektrophysiologischen Eigenschaften im Vergleich mit
dem homotetrameren Kv1.3-Kanal.

In Form eines Homotetramers liegt Kv1.3 nur in T-Zellen vor, deshalb konnen Modu-
latoren dieses Kanals selektiv die Funktion von T-Lymphozyten beeinflussen, ohne
bedeutende Effekte auf andere Strukturen auszuuben.

Jede der Kv1.3-a-Untereinheiten besitzt eine Masse von etwa 64 kDa, die Gesamt-
masse des lymphozytaren Kanaltetramers betragt 270 kDa; die Dimensionen des
Kanals bemessen sich auf ungefahr 65 x 65 A (Spencer et al., 1997). Der Pore ist
auf der externen Seite eine 30 A weite und 4-6 A tiefe Offnung (Vestiblil) vorgelagert.
Der eigentliche Poreneingang ist auf etwa 9 A verengt, das Selektivitatsfilter auf 5 A.
Das Vestibll ist mit einem Ring aus jeweils vier alternierenden Histidin (404)- und
Asparaginsaure (402)-Resten ausgekleidet (Aiyar et al., 1995 und 1996).
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An der Membran steht der Kv1.3-Kanal in einem komplexen strukturellen Kontext
(Abbildung 1.5). Interaktionen mit der Kvp2.1-Untereinheit fihren zu einer verstarkten
Kv1.3-Expression an der Zelloberflache, die Inaktivierung wird durch die B-Unterein-
heit jedoch nicht beeinflul3t (McCormack et al., 1999).

Untersuchungen hinsichtlich einer Beteiligung von lonenkanalen an apoptotischen
Vorgangen in T-Lymphozyten zeigten ferner, dass durch Stimulation des Fas-Todes-
rezeptors der Kv1.3-Strom sinkt. Dies geschieht durch eine Tyrosinphosphorylierung
der Kanale, vermittelt durch die Kinase Lck (Szabd et al., 1996). Das Molekul hDlIg
aus der Familie der MAGUK (membrane-associated guanylate kinases)-Proteine
fungiert dabei wahrscheinlich als Adaptermolekul, da der Kv1.3-Kanal offensichtlich
keine direkte Bindungsstelle fur Lck besitzt (Hanada et al., 1997). Bislang gibt es
keine Erkenntnisse darUber, ob der phosphorylierte Kanal internalisiert wird oder
nach einer Dephosphorylierung seine volle Funktionstuchtigkeit wiedererlangt.

Als weitere Bindeglieder konnen die Proteine ZIP (PKC-zeta interacting protein) 1
und 2 agieren, sie verbinden die Kvp2-Untereinheit mit der Proteinkinase C (Gong et
al., 1999).

CD4

Kv1.3-Kanal

P-Schleife

_—7

C-Terminus

N-Terminus

~N

ZIP-1/2

Abb. 1.5: Kv1.3 und assoziierte Strukturen (nach Cahalan et al., 2001).
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1.2.3.2 Bedeutung lymphozytarer Kaliumkanale

Erste Untersuchungen zur Funktion spannungsabhangiger Kaliumkanale in T-Zellen
erwiesen sich als Startsignal fur die intensive Erforschung lymphozytarer Kalium-
kanale (Ubersicht bei Cahalan et al., 2001). Diese frihen Studien zeigten, dass
klassische Kaliumkanalblocker wie 4-Aminopyridin oder Tetraethylammonium neben
der Blockade des Kv-Kaliumionenstroms auch eine Mitogen-induzierte 3[H]-Thymidin-
inkorporation unterdriicken (DeCoursey et al., 1984), welche ein Mal} fur die prolife-
rative Leistung der T-Zellen ist. Da die Effekte einer Kanalblockade nur innerhalb der
ersten 24 Stunden nach Aktivierung der T-Lymphozyten auftraten und zu einer
verminderten Interleukin-2-Produktion flUhrten, wurde postuliert, dass Kaliumkanale
an der frihen Phase der T-Zell-Aktivierung beteiligt sein mussen (Chandy et al.,
1984).

Die lymphozytaren Kaliumkanale wurden spater als der homotetramere, spannungs-
abhangige Kv1.3-Kanal (Ubersicht bei Slaughter et al., 1996) und der Calcium-
aktivierbare 1KCa1 (intermediate-conductance Ca**-activated K* channel)-Kanal
(Khanna et al., 1999) identifiziert, daneben existieren keine weiteren Kaliumkanale
auf humanen T-Lymphozyten.

Nach zahlreichen in vitro-Studien wurde Ende der 90er Jahre erstmals der Beweis
erbracht, dass Kv1.3-Blocker tatsachlich in vivo eine immunsuppressive Wirkung
besitzen. An Minischweinen gelang es, durch das Peptid Margatoxin aus dem Skor-
pion Centruroides margaritatus die Tuberkulinreaktion, eine verzogerte allergische
Reaktion des Typs IVb, zu unterdricken (Koo et al., 1997). Kurze Zeit spater konnte
dieses Ergebnis auch fur potente niedermolekulare Blocker, das Nortriterpen Correo-
lide und analoge Verbindungen, bestatigt werden (Koo et al., 1999).

Jungste Untersuchungen wurden von Beeton und Wulff an Ratten durchgefiuhrt, bei
denen eine experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) induziert wurde.
Die EAE ist eine entzliindliche und demyelinisierende Autoimmun-Erkrankung, sie gilt
als Modell der Multiplen Sklerose. Die Tiere wurden entweder mit dem Peptid ShK
aus der Seeanemone Stichodactyla helianthus, einem Blocker von sowohl Kv1.3 als
auch IKCa1, dessen Kv1.3-selektivem Derivat ShK-DAP?, dem IKCa1-Blocker
TRAM-34 oder einer Kombination aus ShK-DAP?? und TRAM-34 behandelt.

Mit Ausnahme des alleinigen Einsatzes von TRAM-34 konnten alle Therapieregime
bei praventiver Gabe eine letale EAE verhindern. Eine therapeutische Anwendung
von ShK oder der Kombination ShK-DAP?/TRAM-34 nach Einsetzen der Symptome
milderte den Verlauf der Erkrankung ebenfalls deutlich (Beeton und Wulff et al.,
2001).
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In dieser Studie ist die mangelnde Wirksamkeit des TRAM-34 in Abwesenheit eines
Kv1.3-Blockers auf den Kanalbesatz der chronisch aktivierten Ratten-T-Zellen
zurtckzufuhren, neben etwa 1500 Kv1.3-Kanalen lagen nur 50 bis 120 IKCa1-Kanale
vor. Im Stadium der akuten Aktivierung war das Mengenverhaltnis der beiden
Kaliumkanale wesentlich ausgeglichener, so dass die Kv1.3-Blockade moglicher-
weise einen Ansatzpunkt fur die Therapie von Autoimmunerkrankungen darstellt, die
die normale Lymphozytenfunktion nicht wesentlich beeintrachigt (Beeton und Wulff et
al., 2001).

1.2.3.3 Mechanismus der immunsuppressiven Wirkung von Kv1.3-Blockern

Ein zentrales Ereignis wahrend der Aktivierung von T-Lymphozyten ist die lang-
fristige Erhdhung der intrazellularen Ca®*-Konzentration. Eine hohe Ca?*-Konzentra-
tion muss fur ein bis zwei Stunden aufrechterhalten werden, um die Interleukin-2-
Produktion sicherzustellen (Negulescu et al.; 1994). Die Blockade lymphozytarer
Kaliumkanale reduziert den Ca?*-Einstrom von aufen und unterbricht damit die Ca**-
abhangigen Signaltransduktionswege. Diese Zusammenhange sind in Abbildung 1.6
dargestellt und werden im Folgenden ausfiihrlicher erlautert (Ubersichten bei Lewis
und Cahalan, 1995; Slaughter et al., 1996; Cahalan und Chandy, 1997; Cahalan et
al., 2001).

Im Ruhezustand liegt die intrazellulare Ca?*-Konzentration bei ungefahr 100 nM
(Grinstein und Dixon, 1989), sowohl CRAC- als auch IKCa1-Kanale sind geschlos-
sen. Das Membranpotential betragt etwa —50 mV und wird Uber die Kv1.3-Kanale
aufrechterhalten (Defarias et al., 1995). Die T-Zell-Aktivierung wird durch Bindung
von MHC-gebundenem Antigen an den T-Zell-Rezeptor initiiert. Entstehendes Inosi-
toltriphosphat (IP3) bewirkt eine Ca2+-Freisetzung aus intrazellularen Speichern,
wodurch wiederum der Einstrom von extrazellularem Calcium durch CRAC-Kanale
getriggert wird. Sobald die intrazellulare Ca?*-Konzentration 200 bis 300 nM erreicht,
beginnen die IKCa1-Kanale zu 6ffnen. Die Aktivierung der Kanale wird dabei Uber
das Ca®"-bindende Protein Calmodulin vermittelt, das fest an jede der vier Kanal-
untereinheiten assoziiert ist (Fanger et al., 1999). Der K*-Ausstrom hyperpolarisiert
die Membran auf bis zu —80 mV und erhoht bzw. unterhdlt dadurch den Ca?*-
Einstrom durch die CRAC-Kanale (Grissmer et al., 1993).
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Abb. 1.6: Uberblick iiber die Calcium-Signaltransduktionswege in T-Lymphozyten (aus
Lewis, 2001). CRAC: Ca* release-activated Ca’* channel; Kc,: Ca®*-aktivierbarer
Kaliumkanal (IKCa1); Ky: spannungsabhingiger Kaliumkanal (Kv1.3); PMCA: plasma
membran Ca**-ATPase; SERCA: sarco-endoplasmic reticulum Ca*-ATPase; weitere
Abkiirzungen siehe Kapitel 1.1.2.

Humane T-Lymphozyten exprimieren im Ruhezustand etwa 300 bis 400 Kv1.3-
Kanale und 8 IKCa1-Kanale, nach Aktivierung steigt die Zahl auf ca. 600 respektive
300 bis 800 (DeCoursey et al., 1984; Deutsch et al., 1986; Ghanshani et al., 2000).
Die Anzahl der CRAC-Kanale wird bei Aktivierung von 15 um den Faktor 10 auf etwa
140 hochreguliert (Fomina et al., 2000).

Aus diesen Daten ist abzuleiten, dass Kv1.3-Kandle fur die initiale Phase der
Immunantwort wichtig sind und IKCa1-Kanale fur die Aufrechterhaltung des akuten
Aktivierungsprozesses. Untersuchungen bestatigen diese Theorie: Kv1.3-Blocker
unterdricken in ruhenden Zellen die Mitogen-stimulierte Zellproliferation, sind in pra-
aktivierten Zellen aber ohne Einfluss; umgekehrtes gilt fur die IKCa1-Blockade
(Ghanshani et al., 2000).

Die molekulare Identitat des CRAC-Kanals ist ebenso wenig aufgeklart wie der
Mechanismus seiner Aktivierung. Der Kanal 6ffnet zwar nach IPs-induzierter Ca**
Freisetzung aus dem Endoplasmatischen Retikulum, ist aber nicht direkt |IPs- oder
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Ca?*-abhangig. Hierzu werden drei Theorien diskutiert, von denen jedoch keine den
Aktivierungsmechanismus vollstandig erklaren kann (Ubersicht bei Lewis, 2001).

Das erste Modell beschreibt einen |oslichen Botenstoff (CIF: calcium influx factor),
der bei der Speicherentleerung freigesetzt werden und zur Zellmembran diffundieren
soll. Als zweite Moglichkeit wird der Einbau fertig vorhandener Kanale in die Zell-
membran (depletion-activated insertion) in Betracht gezogen. Die dritte Uberlegung
favorisiert das Vorliegen einer direkten physikalischen Kopplung (conformational
coupling). Demnach soll eine Konformationsanderung des IP3-Rezeptors am ER zur
Offnung der CRAC-Kanéle fiihren.

Mitochondrien besitzen im Zusammenhang mit der Aktivitdt des CRAC-Kanals offen-
bar als Calcium-Puffer eine Bedeutung. Sie nehmen Ca*-lonen auf und sorgen
damit fur eine Umverteilung des Calciums. Konzentrations-Spitzen werden reduziert
und die Riickkehr der intrazelluldren Ca?*-Konzentration zum Grundniveau wird
verlangert (Hoth et al., 1997 und 2000).

1.2.3.4 Bekannte Blocker des Kv1.3-Kanals

Die Suche nach potenten und selektiven Blockern der lymphozytaren Kaliumkanale
fuhrte zunachst zu peptidischen Strukturen. Aus verschiedenen Skorpiongiften
wurden unter anderen die Verbindungen Charybdotoxin, Margatoxin und Kaliotoxin
isoliert, die den Kaliumionenstrom zwar sehr effektiv im pico- bis nanomolaren
Konzentrationsbereich blockieren, aber keine Selektivitat fur einzelne Kaliumkanale
besitzen. Erst ausgehend von dem Toxin ShK aus der Seeanemone Stichodactyla
helianthus konnte mit der Mutante ShK-Dap?? der erste potente und hochselektive
Kv1.3-Blocker entwickelt werden. Die Mutante wurde durch Austausch einer Amino-
saure erzeugt, sie blockiert den Kv1.3-Strom halbmaximal mit der Konzentration 23
pM (Kalman et al., 1998).

Die ersten niedermolekularen Kv1.3-Blocker (Abbildung 1.7) wurden mithilfe umfang-
reicher Screening-Untersuchungen entdeckt. Mitte der 90er Jahre wurden zwei
Dihydrochinolin-Derivate beschrieben, WIN 17317-3 (Hill et al., 1995) und CP-
339,818 (Nguyen et al., 1996). Beide blockieren den Kv1.3-Kanal mit vergleichbaren
ECso-Werten (ECso = halbmaximal inhibitorische Substanzkonzentration) von 335 nM
bzw. 230 nM. Allerdings sind die Substanzen nicht selektiv, WIN 17317-3 ist ein
hochpotenter Natriumkanal-Blocker (Wanner et al.,, 1999), CP-339,818 hemmt den
Kv1.4-Kanal mit einer ECsy von 300 nM ahnlich stark wie Kv1.3 (Nguyen et al.,
1996). Ahnliches gilt fir die Piperidin-Struktur UK-78,282, sie inhibiert die Stréme
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durch Kv1.3 bzw. Kv1.4 mit ECso-Werten von 280 nM bzw. 170 nM (Hanson et al.,
1999).

Das bereits erwahnte pentazyklische Nortriterpen Correolide aus dem Baum
Spachea correae besitzt an Kv1.3 eine EC5y von 86 nM und eine immerhin 4- bis
14fache Selektivitat gegentber den anderen Kanalen der Shaker-Familie (Felix et al.,
1999), in Minischweinen verursacht es jedoch eine Hyperaktivitat (Koo et al., 1999).

Als neue hochwirksame Kv1.3-Inhibitoren wurden kurzlich disubstituierte Cyclo-
hexanone publiziert, die Verbindung PAC blockt Kv1.3 mit einer EC5y von 310 nM,
ein PAC-Derivat sogar mit 29 nM (Schmalhofer et al., 2002). Diese Werte unter-
schatzen die tatsachliche Wirksamkeit wahrscheinlich, da sie vor Einstellung eines
Blockadegleichgewichts ermittelt wurden. Ein Nachteil zumindest des PAC ist die
mangelnde Selektivitat gegenuber weiteren Kv1-Kanalen, Kv1.1, Kv1.2, Kv1.5 und
Kv1.6 werden im gleichen Konzentrationsbereich wie Kv1.3 blockiert.

Zwei weitere Substanzklassen mit inhibitorischer Wirkung an Kv1.3 wurden in
Patenten niedergelegt, zum einen Phenyloxoazapropylcycloalkane (Baker et al.,
2000) und zum anderen Sulfimidbenzamidindan (ECsp = 100 nM) und verwandte
Verbindungen (Castle et al., 2000), beide hemmen jedoch auch den Kv1.5-Strom.

Das Triarylmethanderivat TRAM-34 steht als potenter (ECso = 20 nM) und hoch-
selektiver Blocker des IKCa1-Kanals zur Verfugung. Diese Verbindung wurde ausge-
hend von Clotrimazol entwickelt, besitzt aber nicht dessen inhibitorischen Effekt auf
Cytochrom-P450-Enzyme, der hauptverantwortlich fur die Nebenwirkungen des
Clotrimazols ist (Wulff et al., 2000).
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Abb. 1.7: Strukturformeln niedermolekularer Kv1.3- und IKCa1-Blocker (Ubersicht bei
Chandy et al., 2001).
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1.3 Psoralene als Kaliumkanalblocker — Von Extrakten aus Ruta graveo-
lens zu wirksamen Einzelverbindungen

Wassrige Auszuge der Gartenraute Ruta graveolens wurden Ende der 80er Jahre
erstmals im Hinblick auf ihre lonenstrom-modulierende Wirkung untersucht (Bautz et
al., 1989), Anlass dazu gaben mundliche Berichte aus Studamerika Uber eine gunsti-
ge Wirkung von Ruta-Tee bei der Multiplen Sklerose (MS).

Am Ranvierschen Schnurring lebender, myelinisierter Nervenfasern des Frosches
Xenopus laevis wurde tatsachlich eine deutliche Blockade der Kaliumkanale fest-
gestellt, Natriumkanale wurden hingegen wesentlich schwacher beeinflusst. Im Rah-
men von Einzelfall-Beobachtungen wurde daruber hinaus ein gunstiger Effekt von
Ruta-Tee auf die Symptomatik von MS-bedingten visuellen Funktionsausfallen beob-
achtet (Bohuslavizki et al., 1993a). In der Folge wurde eine systematische Suche
nach den dem wirksamen Prinzip zugrunde liegenden Inhaltsstoffen begonnen.

5-Methoxypsoralen (Bergapten, Abbildung 1.8) erwies sich als vielversprechende
Substanz, sie vereinigte eine gute Wirksamkeit an Kaliumkanalen mit einer grof3en
Selektivitat gegenuber dem Natriumionenstrom (Bohuslavizki et al., 1993b). Als
Psoralenderivat besitzt Bergapten jedoch phototoxisches und photomutagenes
Potential aufgrund des Vermogens, nach UV-A-Bestrahlung einerseits Photoaddukte
mit Makromolektlen wie DNA und Proteinen zu bilden und andererseits Singulett-
Sauerstoff zu produzieren (Ubersicht bei Averbeck, 1989). Dieser schwerwiegende
Nachteil macht einen langfristigen Einsatz, wie er bei chronischen Erkrankungen
ndtig ware, unmaoglich.

O/CZHS
CH
AN O o~ Yo A
7 7
0 RN 0
o) 0 C,Hs 0 0

5-Methoxypsoralen 5,8-Diethylethoxy- 5-Benzyloxypsoralen
(Bergapten) psoralen (H37)

Abb. 1.8: Strukturformeln der untersuchten Psoralenderivate.
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Durch synthetische Abwandlung gelang es, ein Psoralenderivat, 5,8-Diethoxypsora-
len (H37, Abbildung 1.8), zu entwickeln, bei dem die Kaliumkanal-blockierende von
der phototoxischen Wirkung getrennt werden konnte. H37 inhibiert mit nahezu identi-
scher Potenz die Kaliumkanale Kv1.2 und Kv1.3 (23 bzw. 28 yM) und zeigt nach UV-
A-Bestrahlung keine oder nur geringe Effekte auf das DNA-Phasenubergangsver-
halten, die Singulett-Sauerstoff-Produktion und in einem in vitro-Phototoxizitatstest
an Artemia salina-Flusskrebschen (Wulff et al., 1998). Das DNA-Phasenubergangs-
verhalten wird mittels eines Temperaturgradienten bestimmt. Die Temperatur des
Phasenubergangs andert sich in dem Male, wie die Testsubstanz kovalent an die
DNA gebunden ist.

Funktionelle in vitro-Studien wurden an T-Lymphozyten von Ratten mit induzierter
EAE durchgefuhrt. In diesem Modell unterdriickte H37 sowohl die Zell-Proliferation
als auch die Interferon-y-Produktion (Strauss et al., 2000).

Ein weiteres Psoralenderivat, 5-Benzyloxypsoralen (Abbildung 1.8), wurde im Rah-
men der Dissertationen von Sanmann und Herzog untersucht (Sanmann, 1995;
Herzog, 2000). Bereits am Froschaxon besal} die Verbindung die beste Wirksamkeit
aller untersuchten Cumarine, Benzofurane und Furocumarine (Sanmann, 1995).
WeiterfUhrende Testungen zeigten anschlieRend eine aullerordentlich potente
Blockadewirkung am Kv1.3-Kanal (ECso = 270 nM) mit guter Selektivitadt gegenlber
Natrium-, Kv1.2- und Kv3.1-Kanalen. In Studien an humanen T-Lymphozyten konnte
die Zellproliferation nach Stimulation auf3erdem in nahezu ahnlichem Mal} wie durch
die Vergleichssubstanz Correolide unterdrtickt werden (Herzog, 2000).

Ermutigende Ergebnisse lieferten auch Untersuchungen zur Phototoxizitat. 5-Benzyl-
oxypsoralen induziert weder die Singulett-Sauerstoff-Bildung in nennenswerter
Weise, noch zeigt es phototoxische Effekte im Artemia salina-Test. Ein Effekt auf das
DNA-Phasenubergangsverhalten ist zwar vorhanden, aber deutlich geringer ausge-
pragt als beim Bergapten (Herzog, 2000; Wulff, 1998).
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1.4 Chirale Verbindungen als pharmakologisch wirksame Agenzien

1.4.1 Allgemeines

Die Stereoisomerie beschreibt Verbindungen mit gleicher Summenformel, deren
Atome in gleicher Folge verknUpft sind; lediglich die raumliche Anordnung der Atome
unterscheidet sich. Bei Enantiomeren handelt es sich um chirale stereoisomere
Strukturen, d. h. sie verhalten sich wie Bild und Spiegelbild, sind also nicht deckungs-
gleich. Dieses Phanomen kann in Biologie und Pharmakologie von groler Bedeu-
tung sein, denn die kleinsten Bausteine vieler Biomolekule wie Proteine und Nuclein-
sauren sind die naturlicherweise fast ausschlie3lich vorkommenden L-Aminosauren
und Zucker der D-Reihe. In dieser chiralen Umgebung kénnen pharmakokinetische
und —dynamische Prozesse bei enantiomeren Arzneistoffen in unterschiedlicher Art
und Weise oder mit unterschiedlicher Geschwindigkeit ablaufen.

Easson und Stedman postulierten 1933, dass enantiomere Wirkstoffe dann unter-
schiedliche Aktivitdten aufweisen, wenn drei der Substituenten des chiralen Zen-
trums an der Rezeptor-Bindung beteiligt sind (Abbildung 1.9, Easson und Stedman,
1933). Dieses Dreipunkt-Interaktionsmodell, das lediglich Vorgange an mehr oder
weniger flachen Oberflachen beschreiben kann, wurde in jungster Zeit von Mesecar
und Koshland erweitert. Sie fanden, dass Wechselwirkungen Uber vier Punkte flr
stereospezifische Effekte verantwortlich sind, wenn sich die Bindungsstellen z. B. in
Protein-Taschen oder —spalten befinden (Mesecar und Koshland, 2000).

O

Enantiomer A Enantiomer B

N

A-

Rezeptor Rezeptor

O

Abb. 1.9: Dreipunkt-Interaktionsmodell fiir Enantiomere nach Easson und Stedman.
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Die Pharmakokinetik beschreibt den Einfluss des Organismus auf den Arzneistoff
und umfasst die vier Prozesse Absorption, Verteilung, Metabolismus und Eliminie-
rung. Unter Pharmakodynamik wird die Wirkung des Pharmakons auf den Organis-
mus verstanden, im Hinblick auf chirale Substanzen kdnnen dabei im Wesentlichen
zwei Grenzfalle unterschieden werden. Zum einen konnen beide Enantiomere
gleiche pharmakodynamische Eigenschaften bei lediglich unterschiedlicher Wirk-
starke besitzen, sie kdnnen andererseits jedoch auch qualitativ verschiedene, sogar
gegensatzliche Effekte auf den Organismus haben. Weiterhin kann ein Enantiomer
alle pharmakodynamischen Effekte in sich vereinen, wahrend das andere Isomer
biologisch inaktiv ist. Diese dritte Moglichkeit ist allerdings eher als hypothetisch zu
bewerten.

In der Arzneistoffentwicklung rtckte die Bedeutung der Chiralitat seit den frihen 60er
Jahren immer mehr in den Blickpunkt des Interesses, nicht zuletzt aufgrund der
Erkenntnisse aus der Contergan®-Katastrophe. 1961 wurde das Schlafmittel wegen
seines erheblichen teratogenen Potentials vom Markt genommen, verantwortlich fur
die Fruchtschadigung war vermutlich nur ein Enantiomer des razemisch vorliegenden
Inhaltsstoffes Thalidomid (Ubersicht bei Mujagic¢ et al., 2002).

Erst im Jahr 1987 forderte die japanische Arzneimittelzulassungsbehoérde als erste
eine komplette pharmakologische und toxikologische Untersuchung beider Enan-
tiomere neuer razemischer Wirkstoffe. Die Europaische Union und die nordischen
Lander folgten mit Richtlinien (Ubersicht bei Tomaszewski und Rumore, 1994). Die
Arzneimittelzulassungsbehorde der USA (FDA, Food and Drug Administration)
veroffentlichte 1992 eine Erklarung bezuglich der Entwicklung neuer stereoisomerer
Arzneistoffe (FDA, 1992). Mittlerweile steht die ICH (International Conference on
Harmonisation)-Guideline Q6A (Q6A Specifications: Test Procedures and Accep-
tance Criteria for New Drug Substances and New Drug Products: Chemical
Substances) als internationale Richtlinie zur Verfugung (FDA, 1997).

In den vergangenen Jahren ist der Anteil enantiomerenreiner Arzneistoffe stetig ge-
wachsen, in den Jahren 1998/99 kamen etwa 55 % der in den USA neu zuge-
lassenen Arzneistoffe in enantiomerenreiner Form auf den Markt und nur noch 10 %
in Form von Razematen; der Anteil der achiralen Arzneistoffe betrug 35 % (Miller,
1999).
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1.4.2 Stereoselektive Blocker von Kaliumkanélen

1.4.2.1 Lokalanasthetika vom Amid-Typ

Aus der Wirkstoffklasse der Lokalanasthetika existiert mit Mepivacain, Ropivacain,
Bupivacain und 1QB-9302 eine Gruppe von chiralen, strukturell eng verwandten
Verbindungen. |hren anasthesierenden Effekt erzielen die Substanzen Uber eine
Blockade von Natriumkanalen, als unerwlinschte Begleiterscheinung kann eine
Kardiotoxizitat auftreten, fur die zumindest teilweise eine Hemmung von kardialen
Kaliumkanalen verantwortlich gemacht wird. Aus diesem Grund wurden die Verbin-
dungen am Kv1.5-Kanal untersucht (Valenzuela et al., 1995; Longobardo et al.,
1998; Gonzalez et al., 2001). Die Ergebnisse belegen beispielhaft, wie unterschied-
lich sich eine vorhandene Chiralitat in physiologischer Umgebung auswirken kann
(Tabelle 1.1).

Es ist zu erkennen, dass beide Enantiomere des Mepivacains an Kv1.5 annahernd
gleich wirken. Mit zunehmender Lange der Seitenkette am Stickstoff nimmt jedoch
nicht nur die Blockadepotenz zu, es kommt auch zu einer deutlich stereoselektiven
Interaktion mit dem Kaliumkanal. So besitzt das (R)-Enantiomer des Bupivacains
eine um den Faktor sieben kleinere ECsy als das (S)-Enantiomer, welches im
Ubrigen auch eine geringere Kardiotoxizitat aufweist. Das neue Derivat IQB-9302 mit
einer kurzeren Cyclopropylmethylfunktion als dem n-Butylrest ist in seinen Eigen-
schaften dem Ropivacain am ahnlichsten.

CH,

Mepivacain Ropivacain Bupivacain 1QB-9302

R= -CH,3 -C3H7 -C4Hg -CH,C3Hs
ECs, (R)-Enantiomer 379 uM 32 uM 4 yM 18 uM
ECs, (S)-Enantiomer 287 uM 81 uM 27 uM 59 uM
ECs, (R)/ECs, (S) 0.75 25 6.8 3.3

Tab. 1.1: Strukturen der Lokalandsthetika Mepivacain, Ropivacain, Bupivacain und
IQB-9302 und Daten zur Kv1.5-Blockade.
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1.4.2.2 cis/trans-Cyclohexan-lsomere

Ein zweites Beispiel fir Stereoisomere, die verschiedene Eigenschaften an Kv1-
Kanalen besitzen, sind Derivate der schon erwahnten Substanz PAC (Kapitel 1.2.3.4,
Seite 23), die nach Reduktion der Cyclohexanonfunktion hergestellt wurden (Schmal-
hofer et al.,, 2002). Es handelt sich dabei um cis- und trans-N-Carbamoyloxy-
substituierte Verbindungen (Abbildung 1.10).

Fir alle Substanzen wurde der 3°Rb*-Efflux am Kv1.3-Kanal untersucht. Dieses Test-
system stellt eine nicht-elektrophysiologische Screening-Methode dar, bei welcher
der ®®Rb*-lonen-Efflux ein MaR fiir den K*-lonen-Ausstrom ist. Die Abnahme der
gemessenen Radioaktivitat ist damit proportional zur Blockade des Kv1.3-Kanals.

Die cis-Derivate inhibieren den %°Rb*-Efflux durch den Kv1.3-Kanal im gleichen
Konzentrationsbereich, die ECso-Werte bewegen sich zwischen 95 und 205 nM. Die
Natur des Substituenten hat damit keinen wesentlichen Einfluss auf die Wirksamkeit.
Im Gegensatz dazu hemmen die trans-Derivate den %°Rb*-Efflux in Abhangigkeit von
ihrer N-Carbamoyloxy-Substitution. Die halbmaximal wirksamen Konzentrationen
reichen von 50 nM bis weit in den pM-Bereich hinein. In Abbildung 1.10 sind die
ECso-Werte ausgewahlter Beispiele angegeben.

ECs [nM]

o OMe R= cis trans

N -H 120 120

H -CH,3 150 55

-(CH,),CHj,3 100 50

H H -(CH,CHCH,), 205 890
O N -CeHs 120 40%

\[( R (bei 46 M)
O -CH,C¢Hs 150 700
-(CH,),OH 95 140

Abb. 1.10: Strukturen einiger vom PAC abgeleiteter cis-/trans-lsomere und Angabe
ihrer ECso-Werte im 2*Rb*-Efflux (aus Schmalhofer et al., 2002).

Ein weiterer interessanter Aspekt ist, dass nur die trans-Verbindungen eine hdhere
Affinitat zu Kv1.3 und Kv1.4 im Vergleich mit anderen Kv1-Kanalen aufweisen, ver-
antwortlich ist daflr offenbar die Fahigkeit dieser beiden Kanale, einer C-Typ-
Inaktivierung zu unterliegen. Die cis-lsomere besitzen keine stereoselektive Affinitat
zu einzelnen Kanalen innerhalb der Kv1-Familie.
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2 Zielsetzung

Die Blockade des lymphozytaren Kaliumkanals Kv1.3 gilt als vielversprechendes
Wirkprinzip neuartiger Immunsuppressiva (Cahalan und Chandy, 1997). Die Entwick-
lung von Inhibitoren dieses Kanals soll zum einen zu einem besseren Verstandnis
der Interaktionen zwischen dem Kanal und seinen Modulatoren fihren und zum
anderen weiterfiUhrende in vitro- und in vivo-Studien ermoglichen, um das tatsach-
liche therapeutische Potential der Kv1.3-Blockade abzuklaren.

Verschiedene nicht-peptidische Hemmstoffe des Kv1.3-Kanals werden in der Litera-
tur beschrieben (Ubersicht bei Chandy et al., 2001). Sie alle weisen jedoch Defizite
entweder in Starke oder Selektivitat ihrer Wirkung auf und kdnnen somit nicht die
Anforderungen erfullen, die an potentielle neue Wirkstoffe gestellt werden.

Verbindungen aus der Gruppe der Psoralene werden seit einigen Jahren in Bezug
auf ihre Kaliumkanal-blockierende Wirkung untersucht. Einblicke in deren Struktur-
Wirkungs-Beziehungen konnten dadurch bereits gewonnen werden (Sanmann, 1995;
Wulff, 1998; Herzog, 2000).

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit steht zunachst die Frage nach mdglichen
stereoselektiven Wechselwirkungen chiraler Psoralenderivate mit dem Kv1.3-Kanal.
Es soll geklart werden, ob mithilfe reiner Enantiomere moglicherweise wirksamere
und selektivere Inhibitoren erhalten werden kdnnen. Enantiomerenreine Psoralene
sollen zu diesem Zweck durch eine stereoselektive Synthese dargestellt, analytisch
charakterisiert und abschliel’iend mithilfe der patch-clamp-Technik elektrophysiolo-
gisch untersucht werden.

Die Untersuchung achiraler Psoralenderivate bildet den zweiten Schwerpunkt dieser
Arbeit. Diese Strukturen sollen parallel neben den chiralen Derivaten zur Darstellung
von Struktur-Wirkungs-Beziehungen synthetisiert werden.

Die wirksamsten Verbindungen sollen im Rahmen der gegebenen Moglichkeiten
umfassend beschrieben werden. Sie sollen zur Ermittlung ihrer Selektivitat neben
Kv1.3 an verschiedenen anderen lonenkanalen elektrophysiologisch getestet und
dariber hinaus in funktionellen Studien an humanen Lymphozyten untersucht
werden. Aullerdem sollen Vorschlage zum Blockademechanismus der neuen Psora-
lenderivate entwickelt werden.
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3 Synthese

3.1 Nomenklatur des Furocumarin-Grundkorpers

Die Bezifferung des Psoralengerusts erfolgt in der Literatur sehr uneinheitlich. Wie
zuvor in den Dissertationen von Wulff und Herzog (Wulff, 1998, ausfuhrliche Dis-
kussion; Herzog, 2000), wird im Folgenden die Nomenklatur verwendet, die Uber-
wiegend in der biochemisch-medizinischen Literatur zum Gebrauch kommt. Dabei
wird der Cumarinbizyklus in Ublicher Weise beziffert und der Furanring als annelierter
Ring betrachtet (Abbildung 3.1).

Die vollstandigen IUPAC-Bezeichnungen aller Verbindungen sind im experimentellen
Teil angegeben.

Abb. 3.1: Bezifferung des Psoralengeriists.

3.2 Synthese der Psoralenderivate

3.2.1 Allgemeiner Syntheseweg

Die Synthese der in der vorliegenden Arbeit untersuchten 5-O-substituierten Ber-
gaptolderivate bzw. eines 8-O-substituierten Xanthotoxolderivates erfolgte in zwei
Stufen.

Zunachst wurden die Methoxypsoralene Bergapten bzw. Xanthotoxin nach der Me-
thode von Schdnberg und Aziz in absolutem Ether unter Zusatz von Magnesium und
lod zu Bergaptol bzw. Xanthotoxol demethyliert (Schonberg und Aziz, 1955). Der
Mechanismus dieser Reaktion wurde bereits im Jahre 1944 beschrieben (Schonberg
und Moubasher, 1944).

Eine Variante der Williamson-Ethersynthese fihrte im zweiten Schritt durch Alky-
lierung der phenolischen Hydroxylgruppe zu den gewinschten Produkten. Unter
Stickstoffatmosphare wurden hierbei Bergaptol bzw. Xanthotoxol in Aceton in
Gegenwart von Kaliumcarbonat mit Alkylhalogeniden umgesetzt.
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Das Syntheseschema ist in Abbildung 3.2 beispielhaft fur die Bergaptolderivate
angegeben, die genauen Reaktionsbedingungen aller Synthesen werden im experi-
mentellen Teil beschrieben.

Eine Auflistung aller dargestellten Verbindungen einschlieldlich der zugewiesenen
Nummerierung ist in Kapitel 3.3 in tabellarischer Form angeflgt.

O/CHS
J N Mg/I
o o Ether Aceton/

Bergapten Bergaptol 5-O-substituierte
(5-Methoxypsoralen) (5-Hydroxypsoralen) Bergaptolderivate

Abb. 3.2: Syntheseschema der Darstellung von 5-O-alkylierten Bergaptolderivaten.

Die Substanz (RS)-5-(2-Hydroxy-2-phenylethoxy)psoralen (6) wurde abweichend
nicht durch eine Alkylierung von Bergaptol erhalten, sondern mithilfe des komplexen
Metallhydrids Natriumboranat auf reduktivem Weg aus der Verbindung 5-Phenacyl-
oxypsoralen (5).

Eine disubstituierte Verbindung, 5,8-Dibenzyloxypsoralen (20), wurde analog zu 5,8-
Diethoxypsoralen (Wulff, 1998) hergestellt und bereits im Rahmen der Dissertation
von Herzog elektrophysiologisch untersucht (Herzog, 2000). In dieser Arbeit wird
daher nicht weiter auf die Substanz eingegangen.

3.2.2 (RS)-5-(2-Hydroxy-1-phenvlethoxy)psoralen als Nebenprodukt der Synthese
von (S)- bzw. (R)-5-(2-Hydroxy-2-phenylethoxy)psoralen

Die Verbindungen (R)- und (S)-5-(2-Hydroxy-2-phenylethoxy)psoralen (R-6 und S-6)
sollten mithilfe der enantiomerenrein erhaltlichen Alkylierungsreagenzien (R)-(+)-
bzw. (S)-(-)-2-Chlor-1-phenylethanol dargestellt werden. Die gewlnschten Derivate
wurden bei den Umsetzungen jedoch nur in geringen Ausbeuten erhalten, wahrend
als Hauptprodukt eine weitere Substanz gleichen Molekulargewichts anfiel, die
saulenchromatographisch abgetrennt werden konnte. Spektroskopische und
chromatographische Untersuchungen zeigten, dass es sich bei dieser Verbindung
um ein razemisches Gemisch aus (R)- und (S)-5-(2-Hydroxy-1-phenylethoxy)-
psoralen (7) handelte (siehe Kapitel 4).
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Vermutlich fand an den eingesetzten Alkylierungsreagenzien teilweise eine Reaktion
im Sinne einer aliphatischen nukleophilen Substitution statt, die durch Abspaltung
von Chlorwasserstoff zu 2-Phenyloxiran fuhrte, welches sich als sehr reaktionsfahige
Verbindung in einer Additionsreaktion ebenfalls mit Bergaptol unter Etherbildung
umsetzen konnte (Abbildung 3.3).

cl
/\o‘) o
~H
THel

A:
(R)- bzw. (S)-2-Chlor- 2-Phenyloxiran
1-phenylethanol

O
H OH
AN X
B: + / —_— /
0] o) o) o o) 0]
2-Phenyloxiran Bergaptol (RS)-5-(2-Hydroxy-1-phenyl-

ethoxy)psoralen (7)

Abb. 3.3: Vermuteter Entstehungsweg der Verbindung 7: A: Bildung des Epoxids
durch Abspaltung von Chlorwasserstoff, B: Addition von Bergaptol an das Epoxid.

Die Abspaltung von Halogenwasserstoff aus 1,2-Halogenhydrinen, wie dem in der
Synthese eingesetzten 2-Chlor-1-phenylethanol, mittels Alkalien ist eine allgemein
anwendbare Darstellungsmethode flr zyklische Ether und kann, wie dieses Beispiel
bestatigt, auch schon durch alkalisch reagierende Salze wie Kaliumcarbonat erfolgen
(Dittus, 1965). Mehrfach in der Literatur beschrieben ist dariber hinaus die Umset-
zung von (R)- bzw. (S)-2-Chlor-(oder Brom-)1-phenylethanol in Natronlauge (Corey
et al., 1988) oder Mischungen aus Natron- bzw. Kalilauge und einem organischen
Losungsmittel (Noyori et al., 1984; Imuta et al., 1980) zu den synthetisch wertvollen
enantiomerenreinen Phenyloxiranen unter Beibehaltung der Konfiguration.
Mdglicherweise verlief auch die Chlorwasserstoff-Abspaltung in Aceton unter Kalium-
carbonatzusatz stereoselektiv, spatestens die anschlieRende Reaktion mit Bergaptol
fuhrte jedoch zu einem Gemisch aus (R)- und (S)-konfigurierter Form des 5-(2-
Hydroxy-1-phenylethoxy)psoralens.

34



Synthese

3.3 Ubersicht iliber die synthetisierten Verbindungen

OR

5- und 8- Hydroxyalkoxypsoralene

Struktur Bezeichnung Nummer
/ X
© o” ~o (RS)-8-(2-Hydroxypropoxy)psoralen 1
o\/[\CH3
OH
R =-(CH,);0H 5-(3-Hydroxypropoxy)psoralen 2
R =-CH,CH(OH)CH3; (RS)-5-(2-Hydroxypropoxy)psoralen 3
R = -CH,CH(CH3)CH,0H (R)-5-(3-Hydroxy-2-methylpropoxy)- R-4
psoralen
R = -CH,CH(CH3)CH,0H (S)-5-(3-Hydroxy-2-methylpropoxy)- S-4
psoralen
5-Hydroxy- und 5-Oxophenylalkoxypsoralene
Struktur Bezeichnung Nummer
R =-CH,COCgxHs 5-Phenacyloxypsoralen 5
R = -CH,CH(OH)CeHs (RS)-5-(2-Hydroxy-2-phenylethoxy)- 6
psoralen
R = -CH,CH(OH)CeHs (R)-5-(2-Hydroxy-2-phenylethoxy)- R-6
psoralen
R = -CH,CH(OH)CeHs (S)-5-(2-Hydroxy-2-phenylethoxy)- S6
psoralen
R = -CH(CeHs)CH,OH (RS)-5-(2-Hydroxy-1-phenylethoxy)- 7

psoralen
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5-Phenylalkoxypsoralene

Struktur Bezeichnung Nummer
R = -CH,CsHs 5-Benzyloxypsoralen 8
R = -(CH,),C¢Hs 5-(2-Phenylethoxy)psoralen 9
R = -(CH,)3C¢Hs 5-(3-Phenylpropoxy)psoralen 10
R = -(CH,)4,CeHs 5-(4-Phenylbutoxy)psoralen 1
R = -(CH,)sC¢Hs 5-(5-Phenylpentoxy)psoralen 12
R = -CH,CH(CH3)CgHs (RS)-5-(2-Phenylpropoxy)psoralen 13
R = -CH,CHCHCHs (E)-5-(3-Phc‘a)r;)(l)l;sl-epr:openyloxy)- 14
R = -CH(CgHs), 5-Diphenylmethoxypsoralen 15
R =-CH,CsH4CsHs 5-(4-Biphenylyl)methoxypsoralen 16

5-Cyclohexylalkoxypsoralene

Struktur Bezeichnung Nummer
R = -CH,CsHs 5-Cyclohexylmethoxypsoralen 17
R = -(CH,),CeHs 5-(2-Cyclohexylethoxy)psoralen 18
R = -(CH,)3CsHs 5-(3-Cyclohexylpropoxy)psoralen 19
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5,8-Diphenylalkoxypsoralen

Struktur Bezeichnung Nummer
o
X
5,8-Dibenzyloxypsoralen 20
o [e]
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4 Analytik

41 Spektroskopie

4.1.1 IR-Spektroskopie

Die zur Charakterisierung der Verbindungen im experimentellen Teil aufgeflhrten IR-
Banden entsprechen hauptsachlich Signalen, die durch Schwingungen im Psoralen-
Grundkérper entstehen. Murray gibt einen Uberblick tber die IR-Signale von Cuma-
rinen und unterschiedlich substituierten Furocumarinen (Murray et al., 1982).

Werden die Substanzen in Form eines KBr-Presslings vermessen, liegt die C=0-
Valenzschwingung der Pyron-Carbonylgruppe in Cumarinen etwa bei 1720 cm™. In
Furocumarinen fuhrt eine Alkoxygruppe in Position 5 zu einer Verschiebung zu
héheren Frequenzen als 1720 cm™, wahrend eine Alkoxysubstitution am Kohlen-
stoffatom 8 ein Signal bei einer geringeren Frequenz hervorruft.

Charakteristisch fur C-5-substituierte Psoralene ist weiterhin eine Zwillingsbande im
Bereich von 1600-1625 cm™, die durch C=C-Schwingungen zustande kommt. Im
Unterschied hierzu weisen die C-8-substituierten Isomere nur ein Signal bei 1620-
1625 cm™ auf.

Ebenfalls deutlich erkennbar in den Spektren der synthetisierten Furocumarinderi-
vate ist eine Bande bei 740-760 cm™, die auf in-plane-Deformationsschwingungen
der C-H-Bindungen des Furanringes beruht.

Die IR-Spektren der drei Verbindungen 17 bis 19 weisen darlber hinaus eine ausge-
pragte Doppelbande im Bereich von etwa 2850 bis 2950 cm™ auf, welche kennzeich-
nend fur den Cycloyhexyl-Rest ist (Gunzler und Bock, 1983).

4.1.2 NMR-Spektroskopie

Zur NMR-Spektroskopie von Cumarinen existieren ausfiihrliche Ubersichtsarbeiten
("H-NMR: Steck und Mazurek, 1972; "*C-NMR: Duddeck und Kaiser, 1982). AuRer-
dem wurde die NMR-Spektroskopie einiger Cumarin- und 5,8-disubstituierter Psora-
lenderivate bereits in der Arbeit von Wulff diskutiert (Wulff, 1998).

Deshalb werden an dieser Stelle die Spektren der 5-O-substituierten Bergaptol-
Verbindungen am Beispiel der Substanzen 6 und 7 nur erganzend erlautert. Dabei
soll gleichzeitig die postulierte Struktur der Verbindung 7 bestatigt werden.

Die NMR-Daten aller dargestellten Derivate sind im experimentellen Teil angegeben.
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4.1.2.1 "H-NMR-Spektroskopie

Protonen des Psoralengeriists

Lineare Furocumarine wie die synthetisierten Verbindungen sind gekennzeichnet
durch zwei Paare von Dublett-Signalen, die den vier Pyron- bzw. Furanprotonen ent-
sprechen. Zusatzlich zu den J-Kopplungen kénnen Fernkopplungen iiber funf Bin-
dungen zwischen 8-H und 4-H bzw. 8-H und 4’-H erkennbar sein, die Signale der
Protonen 4 und 4' werden dadurch zu doppelten Dubletts aufgespalten (Steck und
Mazurek, 1972). Eine allgemeine Ubersicht tber Lage der vier Signale und GroRke
der Kopplungskonstanten zeigt Tabelle 4.1. Die chemische Verschiebung des Pro-
tons 8 liegt im unsubstituierten Psoralen bei 7.41 ppm, im 5-Methoxy-Derivat Bergap-
ten bei 7.21 ppm.

Proton Chemische Verschiebung Signalaufspaltung Kopplungskonstante
3-H 8 =6.1-6.4 ppm Dublett *J=9.5Hz
AH 527982 Dublett / *J=9.5Hz
- (5e.c pbm 2.T. Dublett eines Dublett  2.T.5J = 0.6-1.0 Hz
4oH 5= 6.7.70 Dublett / *J=25Hz
- =0./-1. m
PP 2.T. Dublett eines Dublett ~ z.T.%J = 1.0 Hz
5-H 8 =7.5-7.7 ppm Dublett *J=25Hz

Tab. 4.1: Ubersicht der "H-NMR-Daten von linearen Furocumarinen in CDCI; (Steck und
Mazurek, 1972).

Die 1H-NMR-Spektren der isomeren Verbindungen 6 und 7 sind in den Abbildungen
4.1 und 4.2 dargestellt. Die Signale der aromatischen Protonen der Substanzen lie-
gen alle in den in Tabelle 4.1 angegebenen ppm-Bereichen und weisen nur gering-
fugige Unterschiede in den chemischen Verschiebungen auf.

Im hohen Feld zwischen 2.5 und 5.7 ppm besitzt das Spektrum des als Neben-
produkt entstandenen Derivates (7) jedoch ein deutlich anderes Erscheinungsbild als
das (RS)-5-(2-Hydroxy-2-phenylethoxy)psoralen (6). Das bestatigt, dass sich das
durch eine mogliche Umlagerung des Alkylierungsreagenzes entstandene Derivat
tatsachlich nur in der Seitenkette von der Substanz 6 unterscheidet.
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Abb. 4.1: '"H-NMR-Spektrum der Verbindung 6. Oben: Aromatenbereich; mitte: Proto-
nen der Seitenkette; unten: D,0-Austausch ( * : Losungsmittel CDCI;; ¢: HDO).

40



Analytik

HAromat

3-H
M 5-H 8-H

8.0 7.5 7.0 6.5

-CHx< 'CHAHB' -CHAHB- -OH

55 50 45 40 '35 30 25 20
-CHyx< -CHaHe- -CHaHg- Hy

OH

4 HA4 HB

X3

M o7
o o) o)
Mht |

T Jm{\ T T T ‘ T T ‘ T T T T T T T T ' T T T T ‘ T T T T r T !M!AA‘\ ‘
55 5.0 45 4.0 35 3.0 2’5 2.0

Abb. 4.2: '"H-NMR-Spektrum der Verbindung 7. Oben: Aromatenbereich; mitte: Proto-

nen der Seitenkette; unten: D,0-Austausch ( * : Losungsmittel CDCI;).
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Protonen der Seitenkette

Vergleichend werden im Folgenden die Signale der Seitenketten-Protonen fur die
chiralen Isomere 6 und 7 erlautert, um den Strukturvorschlag fur die Verbindung
(RS)-5-(2-Hydroxy-1-phenylethoxy)psoralen (7) zu Uberprufen.

Beide Derivate enthalten ABX-Systeme, die jeweils aus den Methylenprotonen und
dem Methinproton des Stereozentrums bestehen. Prinzipiell dirfen die Kopplungs-
konstanten der zugehdrigen Signale nicht mit den Regeln fir Spektren erster
Ordnung ausgewertet werden. Eine exakte Analyse des komplexen Spinsystems der
Verbindung 6 soll an dieser Stelle nicht durchgeflhrt werden, zur Vorgehensweise
sei auf Gunther verwiesen (Gunther, 1973). Im Gegensatz dazu ist fur die Substanz
7 eine vollstandige Auswertung erster Ordnung jedoch mdglich.

(RS)-5-(2-Hydroxy-2-phenylethoxy)psoralen (6)

Die Verbindung 6 wurde durch achirale Reduktion aus 5-Phenacyloxypsoralen (5)
hergestellt.

Bei 5.20 ppm ist fiir das Methinproton im 'H-NMR-Spektrum (Abbildung 4.1) durch
Kopplung mit den Protonen der Methylengruppe scheinbar ein Triplett zu erkennen,

wenn durch H/D-Tausch eine weitere Kopplung zum Proton der Hydroxylgruppe
unterbunden wird; anderenfalls erfolgt eine Aufspaltung zu einem Dublett des
,1ripletts”. Letzteres darf korrekterweise nicht als Triplett bezeichnet werden, da es
als AB-Teil des ABX-Systems aus zwei ab-Teilspektren besteht.

Im unsymmetrischen Erscheinungsbild des Signals der Methylengruppe bei etwa 4.5
ppm zeigt sich sehr deutlich der AB-Charakter (Gunther, 1973). Das Proton der
Hydroxylgruppe ist bei 2.56 ppm als Dublett zu finden, es entfallt im H/D-Tausch.

Die Daten der Seitenketten-Protonen des (RS)-5-(2-Hydroxy-2-phenylethoxy)psora-
lens (6) sind in Tabelle 4.2 aufgeflihrt.

Chemische
Proton . Signalaufspaltung Kopplungskonstante
Verschiebung
Dublett /
-OH § = 2.56 ppm ®J=3.2Hz

H/D-Tausch: kein Signal

-CHaHg- 86 =4.49-4.56 ppm AB-Teil des ABX-Systems -

Dublett eines , Tripletts” /
-CHx< 8 = 5.20 ppm H/D-Tausch: ,Triplett* *Jxon = 3.2 Hz
(X-Teil des ABX-Systems)

Tab. 4.2: "H-NMR-Daten der Protonen der Seitenkette fiir die Verbindung 6.
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(RS)-5-(2-Hydroxy-1-phenylethoxy)psoralen (7)

Die Substanz 7 entstand, wie bereits erwahnt, als zweites Produkt gleicher Masse
bei der Synthese der Verbindungen R-6 und S-6, welche abgetrennt und eindeutig
durch Vergleich spektroskopischer Daten mit denen der Verbindung 6 identfiziert
werden konnten.

Im "H-NMR-Spektrum des (RS)-5-(2-Hydroxy-1-phenylethoxy)psoralens (7) (Abbil-
dung 4.2) sind zwischen 2.1 und 5.6 ppm vier Signale mit einem Integral von jeweils
1 vorhanden. Das Signal bei 2.14 ppm, ein Dublett eines Dubletts, tritt im H/D-
Tausch nicht mehr auf, stammt also von der Hydroxylgruppe, die mit zwei magne-
tisch nicht aquivalenten Protonen koppelt. Ebenfalls ein Dublett eines Dubletts findet
sich bei 5.55 ppm, im H/D-Tausch liegt es unverandert vor.

Bei 3.98 und 4.22 ppm treten zwei Signale mit komplexem Aufspaltungsmuster (je-
weils ein Dublett eines Dubletts eines Dubletts) und deutlichem Dacheffekt auf, der
H/D-Tausch fuhrt jeweils zu einem doppelten Dublett. Die beiden zugehdrigen Proto-
nen koppeln also miteinander, ebenso wie mit den beiden Protonen bei 2.14 bzw.
5.55 ppm.

Insgesamt folgt aus diesen Daten das Vorliegen einer >CH-CH,-OH-Teilstruktur, die
Uber die Methingruppe mit dem Psoralengerist und dem Phenylrest verknlpft sein
muss. Im Vergleich mit der Struktur 6 stlitzen auch die Tieffeldverschiebung der
Methingruppe, die sich nun nicht mehr neben einer einfachen Hydroxylgruppe, son-
dern in Nachbarschaft eines Arylethersauerstoffes mit starker entschirmendem Effekt
befindet, und umgekehrt die Hochfeldverschiebung der Methylengruppe den Struk-
turvorschlag fir die Verbindung 7.

Tabelle 4.3 enthalt die Daten der Seitenketten-Protonen, Abbildung 4.3 eine Ver-
grolRerung des Aufspaltungsmusters der Methylenprotonen Ha und Hg.

Chemische .
Proton ) Signalaufspaltung Kopplungskonstante
Verschiebung
oH 5 =214 Dublett eines Dubletts / %Jaon = 8.3 Hz
- — . m
PP H/D-Tausch: kein Signal 3 Jaon = 4.6 Hz
Dublett eines Dubletts eines 2Jag = 12.1 Hz
-CHaHs- 6 =3.98 ppm Dubletts / *Jaon = 8.3 Hz
H/D-Tausch: Dublett eines Dublett 3Jax= 3.5Hz
Dublett eines Dubletts eines 2Jag = 12.1 Hz
-CHaHg- 8 =4.22 ppm Dubletts / *Json = 4.6 Hz
H/D-Tausch: Dublett eines Dublett 3Jex = 8.1Hz
CH 5 =5.55 Dublett eines Dubletts Jax =36 Hz
Rtk ~ >0 PR *Jox = 8.1 Hz

Tab. 4.3: "H-NMR-Daten der Protonen der Seitenkette fiir die Verbindung 7.
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Hg: 4.22 ppm Ha: 3.98 ppm
2, _ 2, _
JAB_12-1 Hz JAB_12-1 Hz
3, _ 3, _
Jex = 8.1 Hz Jax= 3.5Hz
*Jaon = 4.6 Hz ®Jaon = 8.3 Hz

Abb. 4.3: Aufspaltungsmuster der Methylenprotonen H, und Hg der Verbindung 7.

4.1.2.2 "C-NMR-Spektroskopie

FiUr alle erstmals dargestellten Substanzen sind sowohl 1H-Breitband-entkoppelte
3C-NMR- als auch DEPT-135-Spektren (DEPT: distortionless enhancement by pola-
rization transfer) aufgenommen worden.

Durch Ausschaltung der komplexen C,H-Kopplungen werden in 'H-Breitband-entkop-
pelten *C-NMR-Spektren einfache Singulettlinien erhalten. In DEPT-135-Spektren
sind nur die wasserstofftragenden Kohlenstoffe zu erkennen, die Signale der quarta-
ren Kohlenstoffe entfallen. CH- und CHj3-Gruppen werden mit positiver Amplitude
angezeigt, Methylen-Kohlenstoffe weisen negative Signale auf.

Die zweidimensionale NMR-Spektroskopie wurde exemplarisch fur die Verbindung 7
verwendet, um die heteronuklearen C,H-Kopplungen der Atome zu untersuchen und
dadurch die Signale der Kohlenstoffatome des Psoralengerusts genau zuzuordnen.
Im C,H-COSY-Spektrum (COSY: correlated spectroscopy) sind die 1J-Kopplungen
der wasserstofftragenden Kohlenstoffatome zu erkennen, wahrend das C,H-COLOC-
Experiment (COLOC: correlation via longe-range couplings) zur Beobachtung von 2J-
und 3J-Kopplungen quartarer Kohlenstoffatome dient.

C,H-COSY-Spektroskopie

Abbildung 4.4 zeigt das C,H-COSY-Spektrum der Verbindung 7. Da im '"H-NMR-
Spektrum alle Signale der Protonen sicher bestimmt werden konnten, sind die
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chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffatome 3, 4’, 8, 5’ und 4 dem zweidimen-
sionalen Spektrum zweifelsfrei zu entnehmen.

CAroma'(
5-C 4-C 3-C 4-C 8-C -CH<
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| | 1
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Abb. 4.4: C,H-COSY-Spektrum der Verbindung 7.

C,H-COLOC-Spektroskopie

Zahl und Lage der quartiren Kohlenstoffatome sind bereits durch Vergleich der 'H-
Breitband-entkoppelten *C-NMR- mit DEPT-135-Spektren zu ermitteln, die genaue
Zuordnung der chemischen Verschiebung zu den einzelnen Atomen erlaubt dann
allerdings im nachsten Schritt erst ein C,H-COLOC-Experiment.

In Abbildung 4.5 ist das COLOC-Spektrum der Verbindung 7 dargestellt. Die Formeln
A bis F verdeutlichen, wie die Kohlenstoffe mit Hilfe der 2J- und 3J-Kopplungen zu
benachbarten Wasserstoffatomen zugeordnet wurden.

Es sei darauf hingewiesen, dass in einem entsprechenden Ausschnitt des COLOC-
Spektrums der Verbindung 7 fur den Methinwasserstoff Kopplungen zu Kohlen-
stoffen sowohl des Phenylrestes als auch der Methylengruppe zu erkennen sind,
wodurch erneut ihre postulierte Struktur bestatigt wird.
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Abb. 4.5: C,H-COLOC-Spektrum der Verbindung 7 ( * : CDCI;); der Kreis markiert ein

Signal, welches vorhanden, in der gezeigten Intensititsebene jedoch nicht erkennbar
ist.
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In Tabelle 4.4 sind die durch C,H-COSY- und COLOC-Experimente ermittelten Werte
der chemischen Verschiebungen fiur die Kohlenstoffatome des Psoralengerusts auf-
gelistet.

Der Vergleich mit den Daten des Bergaptens (Duddeck und Kaiser, 1982) zeigt, dass
die unterschiedlichen 5-O-Substitutionen hierbei zu keinen nennenswerten Verande-
rungen filhren. Somit kdnnen die "*C-Signale aller weiteren Verbindungen analog zu-
geordnet werden.

Kohlenstoffatom Chemische Verschiebung [ppm] Chemische Verschiebung [ppm]

Verbindung 7 Bergapten
8 95.2 94.0
4 104.8 105.3
4a 108.3 106.7
3 113.1 112.8
6 115.3 113.0
4 139.2 139.4
5 145.2 145.0
5 147.8 149.6
8a 152.5 152.7
7 157.9 158.5
2 161.1 160.3

Tab. 4.4: Ubersicht iiber die chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffatome im
Psoralengeriist fiir die Verbindung 7 und Bergapten.

'H-Breitband-entkoppelte "*C-NMR-Spektroskopie

Die "*C-NMR-Spektren und zusatzlich Ausschnitte aus den DEPT-135-Spektren der
Isomere 6 und 7 sind in Abbildung 4.6 gegenulbergestellit.
Wie schon in der "H-NMR-Spektroskopie ist deutlich zu erkennen, dass sich nur die
Seitenketten der beiden Substanzen unterscheiden. Das Signal der Methingruppe ist
im Umlagerungsprodukt durch starkere Entschirmung deutlich tieffeldverschoben,
wahrend die Methylengruppe weiter im hohen Feld liegt.

AbschlielRend bleibt festzustellen, dass samtliche NMR-spektroskopische Daten den
Strukturvorschlag der Substanz 7 stitzen.
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Abb. 4.6: Ausschnitte aus den 'H-Breitband-entkoppelten *C-NMR-Spektren und den
DEPT-135-Spektren (oben) der Verbindungen 6 und 7 ( * : Losungsmittel CDCIs).
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4.1.3 Massenspekirometrie

Bereits 1964 wurden die 5- bzw. 8-Methoxyfurocumarine Bergapten und Xanthotoxin
massenspektrometrisch untersucht. Unter den Bedingungen der Elektronenstol3-
ionisation (El) entstehen aus beiden Substanzen neben dem Molekilpeak M* (m/z =
216, 100%) durch Verlust von CHs (15 amu) und die wiederholte Abspaltung von
Kohlenmonoxid (28 amu) Fragmente bei m/z = 201, 173 und 145, im Falle des
Bergaptens zu Anteilen von 36 %, 79 % bzw. 37 % (Barnes und Occolowitz, 1964).

Im Gegensatz dazu bildet sich bei den neu synthetisierten Verbindungen zunachst
ein Bergaptolradikal-Kation mit m/z = 202, welches durch Abspaltung der Seiten-
ketten in Form von neutralen Alkenen entsteht (Abbildung 4.8, A) und in vielen Fallen
den Basispeak liefert. Ausgehend von diesem Radikal-Kation werden nachfolgend
ebenfalls CO-Gruppen abgespalten, was zur Bildung der Fragmente m/z = 174 und
146 fuhrt. Abb. 4.7 zeigt exemplarisch das Massenspektrum der Verbindung 6.

Eine Ausnahme stellen die Derivate 5-Phenacyloxypsoralen (8) und 5-(4-Biphenylyl)-
methoxypsoralen (16) dar, dort kann die Seitenkette nicht als Olefin eliminiert
werden, es entsteht wie bei Bergapten und Xanthotoxin das Fragment m/z = 201,
allerdings nur in geringem Ausmal.

Intensitat 202
3000
2800
2600 | HO
2400
2200 1 ?
2000 Vi X
1800 1 o Xy
1600 (RS)-5-(2-Hydroxy-2-
1400 7 phenylethoxy)psoralen
1200 174
1000 .
43 103
800 1 91
600 51
400 A 121 322
200 146 157 187 216 ‘
0 1 T S N m/z
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

Abb. 4.7: El-Massenspektrum der Verbindung 6.

Zusatzlich zu den Zerfallspodukten, die aus dem Psoralen-Grundkdrper stammen,
sind in vielen Spektren mit schwacher Intensitat Fragmente zu erkennen, die mit
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jeweils m/z = M*-201 den abgespaltenen Seitenketten in kationischer Form ent-
sprechen und in einem konkurrierenden Vorgang parallel zur Alkenbildung entstehen

(Abbildung 4.8, B).
OH l
HO
oL, -
A 0 0~ o H H
m/z = 202

—‘1 l-co
OH —‘l _‘l
o LD = O
o o O o o)

/ X miz = 174 miz = 146
o o) o)
m/z = 322
B
_ +
|O =
HO
/ X
+
o o) o) H H
m/z = 121

Abb. 4.8: Exemplarisches Fragmentierungsschema der Verbindung 6 (Bruchstiicke
postuliert): Bildung eines Bergaptolradikal-Kations (A) oder eines Phenolatradikals (B)

-C,H,
m/z = 91 m/z = 65

Abb. 4.9: Benzyl- und Phenylspaltung an monosub-
stituierten Alkyl-Aromaten (nach Hesse et al., 1991).
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Bei den Phenylalkoxy-Derivaten bildet sich als Basispeak haufig durch eine Benzyl-
Spaltung das Fragment m/z = 91 ([C;H]"). Durch Verlust von Acetylen entsteht
hieraus das Zerfallsprodukt m/z = 65 ([CsHs]").

Ebenfalls typisch fur monosubstituierte Alkyl-Aromaten ist die Phenylspaltung, die zu
den Fragmenten m/z = 77 ([CeHg]") und 51 ([C4H4]") flihrt (Abbildung 4.9) (Hesse et
al., 1991).

Die MS-Daten aller synthetisierten Verbindungen sind im experimentellen Teil
angegeben.
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4.2 Hochleistungsflissigchromatographie an chiralen stationdren
Phasen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden einige chirale Verbindungen synthetisiert, welche
zum Teil in enantiomerenreiner Form in der physiologischen Testung eingesetzt
werden sollten.

Zur Darstellung der Substanzen S$-4, R-4, S-6 und R-6 wurden die (R)- bzw. (S)-
konfigurierten Derivate der entsprechenden Alkylierungsreagenzien verwendet. Es
war nicht auszuschlief3en, dass wahrend der Synthese eine unerwinschte Raze-
misierung aufgetreten war. Daher war es erforderlich, eine Analytik zur Uberpriifung
der Enantiomerenreinheit der Produkte zu entwickeln. Neben den Enantiomeren
wurden auch die Razemate 3, 7 und 13 untersucht.

Fir die Analytik bot sich die Hochleistungsflissigchromatographie an chiralen statio-
naren Phasen an, die eine Fulle von Mdglichkeiten zur Trennung chiraler Substanzen
bereitstellt. In den letzten Jahren sind derartige Saulenmaterialien in gro3er Auswahl
fur vielfaltige Trennprobleme entwickelt worden. Zu diesen Materialien zahlen vor
allem die so genannten Saulen vom Bursten- oder Pirkle-Typ, zahlreiche Cellulose-
und Cyclodextrinderivate, Polyacrylate, makrozyklische Antibiotika wie z. B. Ticopla-
nin, Proteine wie das humane Serumalbumin, diverse Kronenether und Liganden-
austausch-Phasen.

Durch verschiedene Arten von Wechselwirkungen (polare/ionische Interaktionen, -
n-Interaktionen, hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen)
bilden sich aus Analyten und den immobilisierten chiralen Selektoren diastereomere
Komplexe, deren unterschiedliche Stabilitat fir die Retention der Substanzen und
somit fur die Trennung verantwortlich ist.

Chromatographische Kenngrof3en

Zur Charakterisierung HPL-chromatographischer Trennungen existiert eine Reihe
von Parametern. Da eine rein qualitative Analytik durchgefihrt wurde, sollen an
dieser Stelle nur die GroRen o und R betrachtet werden.

Der Wert o beschreibt die Selektivitat der Trennsaule und wird Uber die Kapazitats-
faktoren k't und k', aus Bruttoretentionszeit (Retentionszeit tr — tp) und Totzeit (to)
ermittelt:

— k'2
Ky ty

(0
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Ein Mal} fur die Gute der Trennung ist die Auflosung R, fur eine Basislinientrennung
sollte mindestens R =1.4 erreicht werden. R wird nach folgender Gleichung errechnet
(bo.s = Halbwertsbreite der Peaks):

t
R=118 —fz R
bos, +Dos,

4.2.1 Stationdre Phase (S,S)-Whelk-O1

FUr die Untersuchung der dargestellten chiralen Substanzen konnte eine stationare
Phase vom Pirkle-Typ Uberwiegend erfolgreich eingesetzt werden. Die verwendete
(S,S)-Whelk-O1-Saule besitzt als chirale Komponente (3S,4S)-4-(3,5-Dinitrobenz-
amido)-1,2,3,4-tetrahydrophenanthren-Gruppen, welche an Kieselgel gebunden sind
(Abbildung 4.10). Fir Interaktionen mit den Analyten stehen damit sowohl n-
Elektronendonator- als auch —akzeptorfunktionen zur Verfugung, weiterhin kdnnen
uber die Amidstruktur Wasserstoffbricken ausgebildet werden.

CC
.

>sil 0
3

H,c~ “CH

NO,

NO

Abb. 4.10: Chiraler Selektor der (S,S)-Whelk-O1-Saule.

Die Chromatographie wurde unter Normalphasen-Bedingungen durchgefuhrt, als
Fliemittel wurden Mischungen aus n-Hexan und Isopropanol verwendet. Die
Detektion erfolgte fluorimetrisch bei Agx = 314 nm und Agn = 460 nm. Mess-
bedingungen und chromatographische Kenngrof3en sind in Tabelle 4.5 aufgeflihrt.
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Substanz  FlieRmittel FluBrate  Retentionszeit Selektivitit o« Auflosung R
(n-Hexan/ [ml/min] [min]
Isopropanol)
70/30 1.0 bzw. 0.6 17.8 bzw. 30.2

3 - -
80/20 0.8 451
R-4, S-4 85/ 15 0.8 R-4: 54.7 Gemisch Gemisch
S-4:52.0 R-4+S-4: 1.04 R-4+S-4: 043
R-6: 26.3
6, R-6, S-6 2 1. 6: 1.11 6: 0.65
80/20 0 S-6: 28.9
7 60 /40 1.3 16.1 und 20.1 1.40 1.50
13 98 /2 1.2 59.4 und 61.8 1.04 0.50

Tab. 4.5: Daten zur chiralen HPLC unter Verwendung der Saule (S,S)-Whelk-O1.

5-(2-Hydroxy-1-phenylethoxy)- (6, R-6 und S-6) und 5-(2-Hydroxy-2-phenylethoxy)-
psoralen (7)

Bei den 5-Hydroxyphenylalkoxypsoralenen konnten befriedigende (6, S-6, R-6) bzw.
sehr gute (7) Ergebnisse erzielt werden.

Abbildung 4.11 zeigt, dass die Verbindung 7, das Nebenprodukt der Synthesen von
R-6 und S-6, als razemisches Gemisch vorliegt. Mit einer Auflosung von 1.50 lie3en
sich die Enantiomere nahezu vollstandig trennen.

Die Trennung der Substanz 6 gelingt zwar weniger gut (R = 0.65), doch ist deutlich
zu erkennnen, dass die Verbindungen R-6 und S-6 fur eine physiologische Unter-
suchung in ausreichender Enantiomerenreinheit vorliegen (Abbildung 4.11). Ein
Grund fur die schlechtere Trennung mag moglicherweise die Tatsache sein, dass
sich die Hydroxylgruppe im Gegensatz zum Derivat 7 direkt neben dem Phenylring
befindet und somit weniger ungehindert eine Wasserstoffbricke zum chiralen Selek-
tor der stationaren Phase ausbilden kann.

5-(3-Hydroxy-2-methylpropoxy)- (R-4 und S-4). 5-(2-Hydroxypropoxy)- (3) und 5-(2-
Phenylpropoxy)psoralen (13)

Die Enantiomere des 5-(3-Hydroxy-2-methylpropoxy)psoralens (R-4 und S-4) lassen
sich in dem gewahlten System kaum voneinander unterscheiden, erst bei sehr
langen Analysenzeiten erfolgt eine geringfligige Trennung der beiden Substanzen (R
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= 0.43). Trotzdem ist erkennbar, dass auch bei diesen Verbindungen wahrend der
Synthese keine Razemisierung aufgetreten ist (Chromatogramme nicht abgebildet).
Ebenfalls schlechte Resultate liefern die Razemate 3 und 13, (RS)-5-(2-Hydroxy-
propoxy)psoralen (3) 1aBt sich nicht auftrennen, bei (RS)-5-(2-Phenylpropoxy)-
psoralen (13) sind Laufzeiten von etwa 1 Stunde erforderlich, um eine leichte Tren-
nung zu erreichen.

4500 ~ (R)-Enantiomer
(R-6) 26,3 min

4000 - (S)-Enantiomer

(S-6) 28,9 min

3500 -
HO

3000 +
2500 -
J X

2000 0 o~ o
(RS)-5-(2-Hydroxy-2-
1500 - phenylethoxy)psoralen

Razemat (6)

Intensitat

1000 -
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-500 -

Zeit [min]

100000 -
90000 - 16,1 min
80000 ~ 20,1 min
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60000 OH
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50000 A (/m
40000 o o o)

(RS)-5-(2-Hydroxy-1-
30000 - phenylethoxy)psoralen

Intensitat
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0
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Abb. 4.11: Chromatogramme der Verbindungen 6, R-6, S-6 (oben, die Chromato-
gramme der drei Substanzen sind libereinandergelegt) und 7 (unten)
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Den Substanzen 3, R-4, S-4 und 13 ist gemein, dass sie nicht die strukturellen
Voraussetzungen fir eine optimale Trennung durch die Saule (S,S)-Whelk-O1
besitzen. Glnstig fur eine gute Diskriminierung der Enantiomere sind allgemein
Wechselwirkungen mit dem chiralen Selektor Uber drei Kontaktpunkte (Dalgliesh,
1958).

Die Verbindungen besitzen am Stereozentrum jedoch zusatzlich zu dem Furo-
cumarin-Substituenten entweder nur eine Hydroxylgruppe, die Wasserstoffbriicken-
bindungen ausbilden kann, oder einen Phenylrest, der als n-Elektronendonator zur
Verfugung steht. Im Gegensatz dazu ist das chirale Zentrum der Derivate 6, R-6, S-6
und 7 sowohl mit einer Hydroxylfunktion als auch mit einem Phenylring substituiert,
wodurch die besseren Ergebnisse bei deutlich geringeren Analysenzeiten erklarbar
sind.

4.2.2 Stationdre Phasen Nucleodex beta-OH und Nucleodex gamma-PM

Die Substanzen R-4 und S-4 wurden auch an HPLC-Saulen vom Cyclodextrin-Typ
untersucht, die freundlicherweise von Herrn Dr. K. Wiethoff (Zentrales Institut des
Sanitatsdienstes der Bundeswehr, Kiel) zur Verfugung gestellt wurden.

Bei diesen stationaren Phasen kommt es aufgrund der Bildung von Inklusionskom-
plexen zu einer Trennung chiraler Substanzen. Cyclodextrine sind chirale zyklische
Oligosaccharide, in denen 6 bis 8 Glucoseeinheiten a-1,4-glykosidisch verknupft sind
(-, B-, y-Cyclodextrin). Die Anzahl der Glucoseeinheiten bestimmt den Durchmesser
der Cyclodextrine, ihre raumliche Anordnung ahnelt einem Kegelstumpf, dessen
Innenraum lipophil ist, wahrend die beiden Offnungen durch primére und sekundare
Hydroxylgruppen hydrophil sind. Bei den verwendeten Nucleodex-Saulen liegen als
chirale Selektoren entweder underivatisiertes p-Cyclodextrin oder permethyliertes vy-
Cyclodextrin vor, die Uber einen spacer kovalent an eine Kieselgelmatrix gebunden
sind.

Als Fliel3mittel wurde eine Mischung aus gleichen Teilen Methanol und einem 0.1%-
igen Triethylammoniumacetat-Puffer pH 4 (wassrige Lésung aus Triethylamin, pH-
Wert-Einstellung mit Eisessig) eingesetzt. Unter den gewahlten Bedingungen konnte
keine Trennung der Enantiomere R-4 und S-4 erreicht werden. Bei der 3-OH-Saule
betrugen die Retentionszeiten 32 min (Flul 0.6 ml/min), bei der y-PM-Saule 9 min
(FluR 0.8 ml/min). Eine Optimierung der Methode wurde nicht weiter verfolgt.
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5 Elektrophysiologie

5.1 Die patch-clamp-Technik

5.1.1 Entwicklung der Elektrophysiologie

Die patch-clamp (Membranfleck-Klemme)-Technik gehért heute zu den wichtigsten
elektrophysiologischen Arbeitsmethoden. Sie wurde von Erwin Neher und Bert
Sakmann in den 70er Jahren entwickelt und ermoglicht es, lonenstrome durch Zell-
membranen mit hoher Auflosung zu messen. Im Jahre 1991 erhielten die beiden
Wissenschaftler fur ihre Arbeiten den Nobelpreis fur Medizin und Physiologie.

Die Technik geht zurlick auf die Spannungsklemme von Cole und Curtis (Cole und
Curtis, 1939). Dabei werden der Zellmembran definierte Potentiale aufgezwungen
und die daraus resultierenden Stréme gemessen. Uber einen Riickkopplungs-
verstarker wird die Ist-Spannung der Membran mit der vorgegebenen Soll-Spannung
verglichen. Das Membranpotential wird konstant gehalten, indem eine Elektrode im
Ausgleich so viel Strom in die Zelle injiziert, wie Uber die Membran abflie3t. Somit ist
der Klemmstrom ein Mal3 fur die transmembranaren Strome.

Hodgkin und Huxley gelang es 1952 erstmals, mittels intrazellularer Mikroelektroden
ein Aktionspotential abzuleiten. Durch ihre Arbeiten am Riesenaxon des Tinten-
fisches konnten sie zeigen, dass der Gesamtstrom des Aktionspotentials aus zwei
eindeutig voneinander getrennten lonenstrdmen besteht (Hodgkin und Huxley,
1952). Sie bewiesen damit die Existenz selektiver, von der Zelle unterschiedlich
gesteuerter lonenkanale.

Der groRe Fortschritt der extrazellularen patch-clamp-Technik besteht in einer
dramatischen Steigerung der Empfindlichkeit der Messungen. Neher und Sakmann
konnten das starke Hintergrundrauschen, welches die Experimente bis dahin
begleitet hatte, so weit reduzieren, dass Stromableitungen durch einzelne Kanale
mdglich wurden (Neher und Sakmann, 1976). Sie isolierten kleine Membranflecken
durch vorsichtiges Aufsetzen feiner Glaskapillaren auf die Zellen und stellten fest,
dass durch anschlieRendes leichtes Ansaugen der Zellmembran Abdichtwiderstande
im Gigaohm-Bereich erreichbar waren (,giga-seal”) (Neher, 1982). Dieser soge-
nannte cell-attached-Zustand zeichnet sich neben der Erzeugung einer elektrischen
Abgrenzung auch durch eine relativ hohe mechanische Stabilitat aus. Ausgehend
von dieser Konfiguration werden die in Abbildung 5.1 dargestellten Messkonfigura-
tionen der patch-clamp-Technik erreicht (Hamill et al., 1981).
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Abb. 5.1: Messkonfigurationen der patch-clamp-Technik.

Die am haufigsten verwendete Messart ist der whole-cell-Modus. Durch kurzes
Saugen wird dabei die Membran unterhalb der Pipettenéffnung aufgebrochen,
wodurch alle Kanale der Zellmembran einer Messung zuganglich gemacht werden.
Das Abziehen der Pipette ausgehend von der cell-attached- bzw. der whole-cell-
Konfiguration fuhrt zum Herauslosen des Membranflecks. Dieses Vorgehen ermog-
licht Einzelkanalableitungen, wobei wahlweise die Membraninnen (inside-out)- oder
-aulBenseite (outside-out) fur einen Lésungswechsel zur Verfigung steht.

5.1.2 Aufbau des patch-clamp-Messplatzes

Zwei wichtige Anforderungen an den Aufbau eines patch-clamp-Arbeitsplatzes
mussen erfullt sein, um Experimente problemfrei durchfihren zu kénnen.

Zum einen muss eine hohe mechanische Stabilitat gewahrleistet sein, da schon
geringste Erschitterungen und Vibrationen spurbare Stérungen bei den Messungen
hervorrufen kénnen. Zu diesem Zweck befand sich die Messeinrichtung auf einer
schweren Granitplatte, die auf einem durch Styroporblécke schwingungsgedampften
Tisch gelagert war. Zusatzlich waren passive Schwingungsdampfer zwischen Tisch
und Granitplatte angebracht.

Neben der mechanischen Stabilitat ist eine elektrische Abschirmung des Arbeitsplat-
zes zur Reduzierung des 50-Hz-Brummens elektrischer Gerate notwendig. Dies wur-
de durch Einsatz eines Faradaykafig erreicht, der den gesamten Aufbau umschloss.
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Zu den Komponenten der eigentlichen Messeinrichtung gehorten ein inverses
Mikroskop, ein hydraulischer Mikromanipulator fur die Patchpipette und die aus Vor-
und Hauptverstarker bestehende Verstarkungseinrichtung EPC 9, Uber die auch eine
Signalfilterung erfolgte. Das Funktionsprinzip eines patch-clamp-Verstarkers veran-
schaulicht das vereinfachte Schaltbild in Abbildung 5.2.

Nach Analog/Digital-Wandlung wurden die Messsignale in den Rechner eingespeist,
mithilfe der Software Pulse/PulseFit wurden die Daten erfasst und ausgewertet. Als
Bad- bzw. Messelektroden wurden Ag/AgCl-Elektroden verwendet. Zum Losungs-
wechsel wurde eine peristaltische Pumpe eingesetzt.

OP. -

+ L Strom-
messung

Badelek-
trode Uson
Pipette
Kommando-

spannung

—— Erde

Abb. 5.2: Vereinfachtes Schaltbild eines patch-clamp-Verstarkers. OPA: Operations-
verstarker; Ry Ruckkopplungswiderstand; Us,: Sollspannung; U,;,: Pipettenpotential;
U.us: Ausgangsspannung proportional zum Strom (nach Numberger & Draguhn, 1996).

Sowohl der Aufbau des verwendeten Messplatzes als auch Vorbereitung und Durch-
fuhrung der Experimente sind in den Arbeiten von Herzog und Mdller ausflhrlich
beschrieben (Herzog, 2000 und Maller, 2000).

Eine hervorragende Ubersicht zu diesem Thema bietet die Monographie ,Patch-
Clamp-Technik® von Numberger und Draguhn (1996).
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5.2 Material und Methoden

5.2.1 Zellkultur

5.2.1.1 Material und Geréate

Sterilbank Klasse 2 Herasafe, Typ HS12
Begasungsbrutschrank, Typ BB16

Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

Gefrierrdhrchen 2.0 ml, Nr. 430 289 Corning, USA
Einfrierbehalter fur Zellkulturen, Nr. 5100-0001 Corning, USA
Sterile wattierte Pipetten 5 und 10 ml Sarstedt
Gewebekulturschalchen 35 x 10 mm Sarstedt
Gewebekulturflaschen 25 cm?, belliftet Sarstedt
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Nr. D-6046 Sigma
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Gibco BRL
(High Glucose), Nr. 41966
Minimum Essential Medium (MEM), Nr. 31095 Gibco BRL
Fetales Kalberserum (FBS), Nr. F-2442 Sigma
Geneticin-Lésung (G 418), 50 mg/ml, Nr. G-7034 Sigma
Kanamycin-Lésung, 10 mg/ml, Nr. K-0129 Sigma
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS), Nr. D-8537 Sigma
Trypsin/EDTA-L6sung (1x), Nr. T-3924 Sigma

Sylgard (Zweikomponenten-Silikonelastomer, hitzehartend)

Poly-L-Lysin

5.2.1.2 Verwendete Zelllinien

Dow Corning, Belgien

Sigma

In Tabelle 5.1 sind die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien aufgefihrt. Die N1E-
115-Zellen wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. B. Hamprecht, Physio-
logisch-Chemisches Institut der Universitat Tubingen, zur Verfugung gestellt.

Die stabil transfizierten L-929-, NIH-3T3-, B-82- und MEL-C88-Zellen stammen von
Herrn Prof. Dr. S. Grissmer, Abteilung Angewandte Physiologie der Universitat Ulm.
In seinem Labor konnten ferner die Messungen an den Zelllinien MEL-C88 und RBL-
2H3 durchgefuhrt werden. Die RBL-2H3-Zellen wurden transient mit der cRNA far
xKv1.4 (x: Xenopus laevis) bzw. fur die H404T-mKv1.3-Mutante transfiziert.
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Bezeichnung Ursprung

Kanalbesatz Literatur
der Zelllinien der Zelllinien
N1E-115 Neuroblastomzellen Nav- und s. Abschnitt
der Maus Kv-Kanéale 5.3.2
NIH-3T3 Embryonale Fibroblasten mKv1.1 Grissmer et al.,
der Maus 1994
B-82 Gewebsfibroblasten rKv1.2 Werkman et al.,
der Maus 1992
L-929 Gewebsfibroblasten mKv1.3 Grissmer et al.,
der Maus oder mKv3.1 1994
MEL-C88 Leukamiezellen der Maus hKv1.5 Shelton et al.,
(MEL: murine erythroleukaemia) 1993
RBL-2H3 Leukdmiezellen der Ratte s. Abschnitt s. Abschnitt
(RBL: rat basophilic leukemic) 5.2.2 5.2.2

Tab. 5.1: Charakterisierung der verwendeten Zelllinien (m: mouse; r: rat; h: human).

5.2.1.3 Kulturbedingungen

Samtliche Zelllinien wurden zweimal wochentlich passagiert, d. h. jeweils ein Teil der
Zellen wurde in frisches Medium Uberfuhrt und weiterkultiviert. Dabei wurden gleich-
zeitig Zellen fur die patch-clamp-Messungen in kleine Petrischalchen ausgesat.

Bei geringer Zelldichte erfolgte bei den adharenten Zellen nur ein Mediumwechsel,
die in Suspension wachsenden MEL-C88-Zellen wurden in einem solchen Fall unver-
andert weiterkultiviert.

Zelllinien Kiel

Zur Passage wurde bei den adharenten Zellen der Linien N1E-115, NIH-3T3, B-82
und L-929 zunachst das Medium abgesaugt, und die Zellen wurden einmal mit PBS-
Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde fur einige Minuten Trypsin/EDTA-L6sung
zugegeben, um die Zellen vom Boden zu I6sen. Danach konnten sie in frischem
DMEM-Medium mit einem Zusatz von 10 % FBS aufgenommen und in eine neue
Kulturflasche bzw. die Zellschalchen fur die patch-clamp-Messungen uUberfuhrt
werden.
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Das Splitverhaltnis (Verdinnungsverhaltnis) betrug je nach Zelldichte 1:5 bis 1:10.
Das Medium wurde fur ein Endvolumen von 10 ml in den Kulturflaschen bzw. 2 ml in
den Petrischalchen in entsprechender Menge vorgelegt.

Die Zellen wurden in einem wasserbefeuchteten Brutschrank bei 36.5 °C in 5%iger
COz-Atmosphare kultiviert und konnten an den folgenden zwei bis drei Tagen fur
Messungen verwendet werden.

Zur Verhinderung einer Verkeimung wurden die N1E-115-Zellen mit 50 ug/ml des
Antibiotikums Kanamycin versetzt, zu den Zelllinien L-929 und NIH-3T3 wurden 300
pMg/ml Geneticin gegeben. Die B-82-Zellen wurden ohne Geneticin-Zusatz kultiviert,
da ihnen das Resistenzgen fir dieses Antibiotikum fehlt.

Bei den NIH-3T3-Zellen war einige Tage vor und wahrend der Messung eine Zugabe
von 2 % DMSO in das Kulturmedium erforderlich. Hierdurch wurde offensichtlich erst
die Synthese bzw. Exprimierung der Kanale in ausreichendem Malde induziert.

Die maximale Nutzungsdauer einer Zellkultur betrug sechs Monate. Danach wurden
die Zellen vernichtet und neue Zellen aufgetaut. Hierfur wurde der Inhalt eines
Gefrierréhrchens aufgetaut und mit Medium unter 10 % FBS-Zusatz in eine Kultur-
flasche Uberflhrt. Einen Tag nach dem Auftauen wurde das Medium gewechselt, um
das vorhandene DMSO zu entfernen.

Sobald moglich, d. h. bei ausreichendem Wachstum, wurde ein Teil der frisch aufge-
tauten Zellen wieder eingefroren. Dazu wurden die Zellen in Medium unter Zusatz
von jeweils 10 % FBS und DMSO aufgenommen, in Gefrierrdhrchen Uberfuhrt und
zunachst mit einer Kiuhlrate von 1 °C/min auf —80 °C abgekuhlt. Nach vier Stunden
konnten die Zellen in flussigen Stickstoff gebracht und dort langfristig gelagert
werden.

Zelllinien Ulm

Bei den MEL-C88-Zellen handelt es sich um eine Suspensionskultur, als Medium
wurde DMEM (High Glucose) unter Zusatz von 10 % FBS verwendet. Auch bei
dieser Zelllinie war einige Tage vor und wahrend der Messung die Zugabe von 2 %
DMSO notwendig. Das Splitverhaltnis bei der Passagierung betrug 1:10 mit DMSO-
Zusatz und 1:20 ohne DMSO-Zusatz.

Zur elektrophysiologischen Messung wurden die Zellen direkt auf die aus einem
Deckglaschen und einem mit Sylgard befestigten Teflonring (Durchmesser 2 cm)
bestehenden Messkammern aufgebracht. Dazu wurden die Deckglaschen zuvor mit
Poly-Lysin-Lésung beschichtet, was zur Bildung eines Polymergeflechts auf dem
Glas fuhrte. Nach drei Minuten wurde das Poly-Lysin mit Wasser abgewaschen und
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der Teflonring mit Zellsuspension befullt. Nach einigen Minuten hafteten die Zellen
fest genug auf dem Polymergrund, so dass sie bei einem Losungswechsel wahrend
der Messung nicht fortgespult werden konnten.

Die RBL-2H3-Zellen wurden in MEM-Medium mit 10 % FBS kultiviert. Die Passa-
gierung erfolgte wie oben fur die weiteren in Bodenkultur wachsenden Zelllinien
beschrieben, das Splitverhaltnis betrug 1:10.

FUr Untersuchungen an den RBL-Zellen wurden 3 ml Medium und 100 pl Zellsuspen-
sion auf ein mit einem Teflonring versehenes Deckglaschen in einem Petrischalchen
pipettiert, welches Uber Nacht inkubiert wurde. Nach cRNA-Injektion und erneuter
Inkubation konnten dann die Messungen durchgefuhrt werden.

5.2.2 cRNA-Transfektion der RBL-Zellen

5.2.2.1 Material und Gerate

Fluorescein Isothiocyanat (FITC)- Sigma
Dextran (MW 10000)

Microloader und Femtotips Eppendorf, Hamburg

Micromanipulator 5171 Eppendorf, Hamburg

Transjector 5246 Eppendorf, Hamburg

5.2.2.2 Durchfiihrung

Fur die Kanale xKv1.4 (Kerschbaum et al., 2002) und H404T-Kv1.3 (Aiyar et al.,
1995; Rauer und Grissmer, 1996) existieren keine permanent transfizierten Zelllinien.
Deshalb erfolgten die Untersuchungen an RBL-Zellen, die durch zytoplasmatische
c(complementary)RNA-Mikroinjektion transient transfiziert wurden. Diese Methode
wurde erstmals von Ikeda beschrieben (Ikeda et al., 1992). RBL-Zellen sind elektro-
physiologisch gut charakterisiert und zeichnen sich durch die Abwesenheit konsti-
tutiver spannungsabhangiger, auswarts-gleichrichtender Kaliumkanale aus (McClos-
key und Cahalan, 1990).

Die verwendete cRNA wurde freundlicherweise von Frau Dr. H. Jager (xKv1.4) und
Herrn T. Dreker (H404T-Kv1.3) zur Verfligung gestellt.
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Um bei der spateren Messung diejenigen Zellen sichtbar zu machen, die mit RNA
beladen worden waren, erfolgte die Injektion der jeweiligen cRNA im Gemisch mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein Isothiocyanat (FITC)-Dextran. Die RNA wurde
mit der FITC-Losung (0.5 % FITC in 100 mM KCI) bis zu einer Konzentration von 0.5
bis 1 pg/ul verdinnt. Durch Zentrifugation (5 min, 12000 x g, 1 °C) wurden Verunrei-
nigungen sedimentiert.

Vor Beginn der RNA-Injektion wurden alle Arbeitsflachen mit Ethanol desinfiziert.
Eine sterile Injektionspipette (Femtotip) wurde mit 2 ul der Farbstofflésung mithilfe
von speziell ausgezogenen Pipettenspitzen (Microloader) beflllt. Die Pipette wurde
dann am Micromanipulator befestigt, welcher wiederum mit dem Transjector ver-
bunden war. Der Transjector war sowohl flr den Injektionsdruckstol3 als auch flr die
Erzeugung eines permanent anliegenden Druckes verantwortlich, wodurch ein Ver-
stopfen der Pipette verhindert wurde. Die Pipettenspitze wurde zentral Uber einer
ausgewahlten Zelle positioniert. Bei Auslosung des Injektionsimpulses senkte sich
die Pipette zunachst ab, dann erfolgte die Injektion fur eine vorgegebene Zeit mit
einem definierten Druck. AnschlielRend wurde der Femtotip automatisch wieder in die
Ausgangsposition gebracht. Auf diese Weise wurden 20 bis 30 Zellen behandelt. Die
Durchfuhrung der cRNA-Injektion ist in ausfuhrlicher Form in der Dissertation von
Rauer beschrieben (Rauer, 1997).

Nach der Injektion wurden die Zellschalchen fur mindestens vier Stunden im Brut-
schrank inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurden die jeweiligen Kanalproteine syn-
thetisiert und in die Zellmembran eingebaut. Bei der elektrophysiologischen Unter-
suchung konnten die transfizierten Zellen aufgrund der Fluoreszenzmarkierung
mittels eines 490-nm-Filters, der in den Strahlengang des inversen Mikroskopes ge-
schoben wurde, identifiziert werden. Dabei war die geringe Stabilitat des Farbstoffes
zu berucksichtigen, die ein zugiges Vorgehen erforderlich machte.

5.2.3 Patch-clamp-Messungen

5.2.3.1 Material und Gerate

Kiel

Sterilfilter Filtropur S 0.2, Nr. 831826.001 Sarstedt
pH-Meter 605 Metrohm, Schweiz
Halbautomatisches Mikroosmometer Knauer, Berlin
Agar, Nr. 05040 Fluka
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Kapillaren aus Borosilikatglas ohne Filament,
Meterware, AD = 1.5 mm, ID = 0.15 mm,
Nr. 11 411 50

Pipettenziehgerat PIP 5

Inverses Mikroskop CK-2

Poliergerat Microforge CPM-2

Ag-Draht rein, Durchmesser = 0.5 mm

Peristaltische Pumpe Reglo Digital, ISM 834

Pumpenschlauch Silikon Platin, ID = 1.65 mm,
SC 0114

Inverses Mikroskop IX-50

Transformator TH-3

Mikromanipulatoren ONW-131 und ONM-1,
Befestigungsadapter ON-IXP

Pipettenhalter

Verstarker EPC-9

Styropor-Blocke zur Schwingungsdampfung

Passive Schwingungsdampfer SLM-3A

Granitplatte, Gewicht ca. 250 kg

Faraday-Kéafig

Software Pulse/PulseFit, Version 8.11

Software GraphPad Prism, Version 2.00

Hilgenberg, Malsfeld

HEKA Elektronik, Lambrecht
Olympus, Hamburg

ALA Scientific Instruments, USA
Juwelier Schmidt, Kiel

Ismatec, Wertheim

Ismatec, Wertheim

Olympus, Hamburg
Olympus, Hamburg

Narishige, Japan

HEKA Elektronik, Lambrecht
HEKA Elektronik, Lambrecht

Newport, USA

Werkstatt des Pharm. Instituts, Kiel

HEKA Elektronik, Lambrecht
GraphPad Software, USA

Die zur Herstellung der Pufferldsungen verwendeten Chemikalien besalien alle den
hochsten Reinheitsgrad und wurden von Merck oder Fluka bezogen.

Ulm

Glaskapillaren mit Filament

Pipettenziehgerat DMZ-Puller

Inverses Mikroskop

Verstarker EPC-9

Schwingungsgedampfter Tisch IsoStation™
Software Pulse/PulseFit
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5.2.3.2 Ldésungen

Die Zusammensetzungen der verwendeten internen Losungen fir die Pipette und
der externen Badlésungen sind in den Tabellen 5.2 und 5.3 aufgelistet. Die Losun-
gen wurden aus bidestilliertem Wasser hergestellt und konnten im Kuhlschrank mit
Ausnahme der glucosehaltigen Quandt-Losung problemlos Uber einige Wochen gela-
gert werden. Direkt vor dem Gebrauch wurden sie sterilfiltriert. Die Osmolaritat der
Lésungen wurde stichprobenartig Uberprtift, sie lag zwischen 290 und 330 mosm/I.
Die externen Losungen wurden fur die Messungen auf einen DMSO-Gehalt von 2 %
eingestellt, da die Stammldsungen der untersuchten Substanzen aufgrund deren
Lipophilie in DMSO hergestellt werden mussten.

Stabil transfizierte

Neuroblastomzellen Zellen RBL-Zellen
NaCl 10.0 mM - -
KCI 10.0 mM 20.0 mM -
KF 120.0 mM 120.0 mM 145.0 mM
MgCl, - - 2.0mM
HEPES 10.0 mM 10.0 mM 10.0 mM
EGTA 10.0 mM 10.0 mM 10.0 mM

1N-KOH Einstellung auf pH 7.2  Einstellung auf pH 7.2  Einstellung auf pH 7.2

Tab. 5.2: Zusammensetzung der internen Lésungen.

Lésung nach Quandt  Na*-Ringerlésung K*-Ringerldsung
Neuroblastomzellen Stabil transfizierte Stabil transfizierte
und RBL-Zellen Zellen

NaCl 125.0 mM 160.0 mM -

KCI 5.5 mM 4.5mM 164.5 mM
CaCl, 1.5 mM 2.0 mM 2.0 mM
MgCl, 2.0 mM 1.0 mM 1.0 mM

Glucose 25.0 mM - -
HEPES 5.0 mM 5.0 mM 5.0 mM

2N-NaOH Einstellung auf pH 7.4  Einstellung auf pH 7.4  Einstellung auf pH 7.4

Tab. 5.3: Zusammensetzung der externen Lésungen.
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5.2.3.3 Durchfiihrung

Die Messpipetten wurden aus Borosilikatglas-Rohlingen in zwei Schritten ausgezo-
gen (1. Stufe: 1300 °C, 2.Stufe: 915 bis 930 °C). AnschlieRend wurden sie hitze-
poliert, so dass sie in LOsung einen Pipettenwiderstand von 2 bis 3.5 MQ besalien.
Die Pipetten wurden bis zur Benutzung staubfrei gelagert.

Die Silberdrahte der Mess- und der Badelektrode wurden regelmallig in 0.1N-Salz-
saure chloridiert, um einen gleichmaBigen AgCl-Uberzug sicherzustellen.

Die Messkammer bestand aus einem der Petrischalchen, in die die jeweiligen Zellen
zuvor ausgesat worden waren. Das Schalchen wurde vor dem Experiment mit exter-
ner Losung gespult und anschliellend mit 2 ml dieser Losung befullt. Eine beflllte
Kunststoff-Pipettenspitze diente als Elektrolyt-Agarbricke und verband die Bad-
elektrode leitend mit der Flussigkeit im Zellschalchen.

Zum Ldésungswechsel wurden durch eine peristaltische Pumpe jeweils 16 ml externe
bzw. Substanzlésung perfundiert, so dass davon auszugehen war, dass der Medium-
wechsel vollstandig verlief (Herzog, 2000; Mdller, 2000).

Alle Untersuchungen wurden in der whole-cell-Konfiguration durchgefuhrt. Dazu
wurde die mit interner Losung geflllte und am Vorverstarker befestigte Messpipette
mithilfe des Mikromanipulators unter Anliegen eines geringen Uberdrucks (erzeugt
durch eine 20 ml-Einwegspritze in Kiel bzw. eine automatische Druckluft-/Vakuum-
einheit in Ulm) und optischer Kontrolle Uber ein Inversmikroskop zunachst dicht Gber
der ausgewahlten Zelle positioniert.

Die Stromantwort auf einen repetitiven 5 mV-Impuls war sofort nach Eintauchen in
die Flussigkeit sichtbar und entsprach dem Pipettenwiderstand. Das offset-Potential
wurde abgeglichen. Nun wurde die Pipette naher an die Zellmembran herangefuhrt,
wobei der Widerstand zunahm. Bei etwa 5 bis 6 MQ wurde ein leichter Unterdruck
angelegt. Dadurch entstand zwischen Membran und Pipette eine Abdichtung mit
Widerstanden im GQ-Bereich. Nach Einstellen des Haltepotentials von -80 mV wurde
die Membran durch einen kurz andauernden starkeren Unterdruck durchbrochen und
damit der whole-cell-Modus erreicht.

Die auftretenden Kapazitaten durch die Kondensatoreigenschaften der Glaspipette
(schnelle Kapazitat) bzw. der Zellmembran (langsame Kapazitat) wurden auto-
matisch kompensiert.

Der Serienwiderstand Rs entspricht dem Widerstand zwischen Silberdraht und
Zellsoma, eine wichtige Komponente ist der Pipettenwiderstand. Rs wurde bei
Messungen an N1E-115-Zellen zu 60 %, bei allen anderen Zellen zu 80 % kompen-
siert, falls der Strom einer Zelle Uber 2 nA lag.
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Far die Leckstromkompensation wurde ein p/10-Protokoll verwendet (Armstrong und
Bezanilla, 1974). Die Signale wurden Uber einen Bessel-4-Pol-Filter, 2.8 kHz, und
einen Bessel-3-Pol-Filter, 10 kHz, gefiltert.

5.2.3.4 Messprotokolle und Auswertung

Stabil transfizierte und RBL-Zellen

Zur Erfassung der Kaliumionenstrdome wurde ausgehend von einem Haltepotential
von —80 mV fur die Dauer von 200 ms auf +40 mV depolarisiert.

Die Depolarisationspulse wurden bei Messungen an Wildtyp-Kv1.3- und Kv1.2-
Kanalen in Natrium-Ringerldsung in einem 30 s-Intervall wiederholt, bei der Verwen-
dung von Kalium-Ringerlésung alle 10 s. Beim Kv1.4-Kanal betrug die Depolarisa-
tionsfrequenz 20 s, bei den Kv1.1-, H404T-Kv1.3-, Kv1.5- und Kv3.1-Kanalen 10 s.
Die langere Pause ist bei den Kv1.3- und Kv1.4-Kanalen aufgrund ihrer langsamen
Ruckkehr aus dem inaktivierten Zustand notwendig.

Fir alle Konzentrationen bzw. fur den Kontrollwert wurden jeweils 20 Depolarisa-
tionspulse durchgefuhrt, der Mittelwert der letzten finf Stromantworten wurde fur die
Auswertung herangezogen.

Zur Berechnung der Stromblockaden wurde fiur den Kalium-Peakstrom der maximale
Stromwert zwischen 0.6 und 40 ms, fur den Kalium-Endstrom der Mittelwert
zwischen 190 und 199 ms ermittelt. Eine Ausnahme stellte der langsam aktivierende
Kv1.2-Kanal dar, hier war es erforderlich, den Peakstrom als Maximum zwischen 0.6
und 199 ms anzusehen.

N1E-115-Zellen

An den N1E-115-Zellen wurde direkt aufeinander folgend von —80 auf 0 mV fur die
Messung des Natriumeinstroms bzw. von —80 auf +40 mV fur die Ermittlung des
Kaliumausstroms depolarisiert, die Lange der Pulse betrug jeweils 100 ms. Diese
Pulsfolge wurde alle 60 s wiederholt.

Far den Kontrollwert bzw. jede der untersuchten Konzentrationen gelang der

Mittelwert der letzten drei von mindestens neun Messungen zur Auswertung. Die
Grolke des Natriumstroms wurde am Minimum zwischen 0.3 und 5 ms ermittelt, der

68



Elektrophysiologie

Kalium-Peakstrom entsprach dem maximalen Stromwert zwischen 3 und 20 ms, der
Kalium-Endstrom dem Mittelwert zwischen 95 und 99.5 ms.

Ermittlung der halbmaximal inhibitorischen Substanzkonzentration (ECsp)

Fir alle Substanzen werden die Effekte auf die untersuchten Kanale in Form von
ECso-Werten beschrieben, welche aus Konzentrations-Wirkungs-Kurven berechnet
wurden.

Fir die Erstellung der Kurven wurden mindestens vier verschiedene Konzentrationen
jeweils an mindestens drei verschiedenen Zellen untersucht. Hierzu wurde, sobald
nach einigen Spulgangen mit Pufferldsung der Strom konstant blieb und nicht mehr
stieg, zunachst ein Kontrollwert in der jeweiligen externen Losung aufgenommen.
AnschlieBend wurden an einer Zelle alle Konzentrationen, beginnend mit der
niedrigsten, aufeinander folgend und ohne zwischenzeitliches Spilen mit substanz-
freier Losung untersucht.

Fur weitere Experimente wurde das Zellschalchen danach durch ein neues ersetzt,
da die Zellen wahrend der Messung bereits eine lange Zeit einer unphysiologischen
Umgebung ausgesetzt waren und dartuber hinaus viele Substanzen in der zuletzt
eingesetzten hohen Konzentration nicht mehr vollstandig auswaschbar waren.

Der ECsp-Wert wurde mithilfe des Programmes GraphPad Prism berechnet.
Folgende Rechenoperation beschreibt die Abhangigkeit des prozentualen (bezogen
auf den Kontrollwert) Blockadeeffektes E von der eingesetzten Substanzkonzen-
tration:

(Emax — Emin)

EC50 Hillkoeffizient
(Konzentration}

E =Emin +

Emin und Emax (in diesem Fall 0 und 100 % Blockade) definieren die Grenzen der
sigmoidalen Kurve, der Hillkoeffizient gibt die Steigung der Kurve an.
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5.3 Elektrophysiologische Untersuchungen

5.3.1 Untersuchungen am Kv1.3-Kanal

Alle synthetisierten Verbindungen (Kapitel 3.3, Seite 35) wurden am Kv1.3-Kanal
hinsichtlich ihrer blockierenden Eigenschaften getestet.

Wie bereits erwahnt, gehort dieser Kanal wie alle Mitglieder der Shaker-Familie mit
Ausnahme von Kv1.4 zu den delayed rectifier-Kanalen. Bei den durchgefuhrten
patch-clamp-Untersuchungen steigt der Strom nach Aktivierung durch Depolarisation
rasch an und nimmt dann wahrend des 200 ms andauernden Depolarisationspulses
aufgrund einer C-Typ-Inaktivierung kontinuierlich ab.

Ein charakteristisches Merkmal des Kv1.3-Kanals ist die so genannte use-depen-
dence, eine kumulative Inaktivierung und damit einhergehende starke Abnahme der
Stromamplitude bei repetitiver Aktivierung mit hoher Frequenz (1 Hz) (Grissmer et
al., 1990). Aus diesem Grund ist es erforderlich, bei der Untersuchung von Kv1.3-
Kanalen die einzelnen Depolarisationspulse im Abstand von 30 s zu setzen, damit
eine Ruckkehr aus dem inaktivierten Zustand ermaoglicht wird.

Im Folgenden sind Konzentrationsangaben grundsatzlich als Darstellung der
Peakstromblockade zu verstehen, da diese GroRe der entscheidende Parameter ist.

5.3.1.1 Chirale Verbindungen

Die Ergebnisse der Untersuchungen der chiralen Verbindungen am Kv1.3-Kanal sind
in Tabelle 5.4 aufgefuhrt. Unabhangig von der Chiralitat der Substanzen kann
Folgendes beobachtet werden:

Zum einen inhibiert das 8-O-alkylierte Xanthotoxolderivat 1 den Kaliumionenstrom
weit schwacher als sein Stellungsisomer (RS)-5-(2-Hydroxypropoxy)psoralen (3),
welches den Kanal mit einer ECsy von 15 uM blockiert; fur (RS)-8-(2-Hydroxyprop-
oxy)psoralen (1) wurde auf die Bestimmung der halbmaximal wirksamen Konzen-
tration verzichtet, da eine 50 yM-Ldsung lediglich zu einer Stromreduktion von 13 %
fUhrte.

Im Hinblick auf die Chemie der Seitenkette kann eine klare Abgrenzung zwischen
dem sauerstofffreien Derivat 13 und den Ubrigen sauerstoffhaltigen Verbindungen
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gezogen werden. (RS)-5-(2-Phenylpropoxy)psoralen (13) hemmt den Kv1.3-Strom
mit einer ECso von 72 nM, alle anderen Substanzen sind erst bei wesentlich hGheren
Konzentrationen im pM-Bereich wirksam.

Bei den Derivaten 1, 3, R-4 und S-4 (bt neben der vorhandenen Sauerstoff-Funktion
moglicherweise das Fehlen eines anderen Strukturelementes einen zusatzlichen
negativen Einfluss auf die Wirksamkeit aus. So enthalten diese Verbindungen im
Gegensatz zu den besseren Blockern 6, 7 und 13 keinen Phenylrest in der Seiten-
kette.

Substanz Peakstrom Endstrom

1 13 % (50 uM) 47 % (50 uM)
3 15 uM 7 UM
R-4 6.7 uM 5.4 yM
S-4 5.7 uM 4.7 uM

6 2.0uM 1.1 uM
R-6 1.8 uM 1.1 uM
S-6 1.7 uM 1.0 uM

7 1.6 uM 0.9 uyM

13 72 nM 61 nM

Tab. 5.4: EC5-Werte der Stromblockaden der chiralen Substanzen
am Kv1.3-Kanal.

Zwei Enantiomerenpaare wurden getestet, um Aussagen bezuglich moglicher stereo-
diskriminierender Wechselwirkungen zwischen der untersuchten Substanzklasse und
dem Kanalprotein treffen zu kdnnen.

Die experimentellen Daten (Tabelle 5.4) belegen, dass zumindest die ausgewahlten
Derivate R-4/S-4 und R-6/S-6 stereounselektiv mit ihrer Bindungsstelle interagieren.

Die zwei 5-(3-Hydroxy-2-methylpropoxy)psoralene R-4 und S-4 inhibieren den
Kaliumionenstrom mit ECso-Werten von 6.7 yM bzw. 5.7 uM, dieser Unterschied ist
nicht signifikant.

Noch eindeutiger sind die Untersuchungen der 5-(2-Hydroxy-2-phenylethoxy)-
psoralene. Zusatzlich zu den beiden Enantiomeren R-6 und S-6 stand auch das
Razemat 6 zur Verfugung. Alle drei Verbindungen blockieren den Kv1.3-Kanal halb-
maximal in nahezu identischen Konzentrationen (1.8 uM, 1.7 uM bzw. 2.0 yM). Sehr
anschaulich dargestellt wird dieses Resultat durch die Konzentrations-Wirkungs-
Kurven in Abbildung 5.3.

7



Elektrophysiologie

100+
90
80
70

S
S HO
& 604
E 50 = Razemat 6
2 (0]
S 40+ ¢ Enantiomer S-6
o 30 J N
20 v Enantiomer R-6
10 © o o
0 T T T 1
7 6 5 4
logc

Abb. 5.3: Konzentrations-Wirkungs-Kurven des Razemates 6 und der Enantiomere R-6
und S-6 am Kv1.3-Kanal.

5.3.1.2 Achirale Verbindungen

Die ermittelten ECso-Werte der Blockaden von Peak- und Endstrom am Kv1.3-Kanal
sind fur die achiralen Psoralene in Tabelle 5.5 aufgefuhrt.

Auffallig ist der weite Konzentrationsbereich, in dem die unterschiedlichen Sub-
stanzen den Kaliumionenstrom zu hemmen vermogen. Zwischen der wirksamsten
Verbindung 11, 5-(4-Phenylbutoxy)psoralen mit einer ECs, von 2.9 nM, und dem am
wenigsten potenten Derivat 5-(3-Hydroxypropoxy)psoralen (2), welches den Kanal
erst in einer Konzentration von 38 uM halbmaximal blockiert, erstreckt sich der Wirk-
bereich etwa liber den Faktor 10*.

Zwei Effekte bestatigen Beobachtungen, die schon bei den chiralen Derivaten ge-
macht wurden. Auch bei den achiralen Derivaten hat eine Sauerstoff-Funktion in der
Seitenkette negative Auswirkungen auf die Wirksamkeit. Die 5-Phenylalkoxy-
psoralene 8 bis 16 und die 5-Cyclohexylalkoxypsoralene 17 bis 19 mit sauerstoff-
freier Seitenkette blockieren den Kaliumionenstrom halbmaximal mit geringeren Kon-
zentrationen als 300 nM. In grolRem Abstand dazu bewegen sich die ECso-Werte der
Psoralene 2 (5-(3-Hydroxypropoxy)psoralen) und 5 (5-Phenacyloxypsoralen), sie
wirken beide erst im uM-Bereich.
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Ebenso hat die Abwesenheit einer Phenylsubstitution in der Seitenkette bei der
Substanz 2 einen ungunstigen Effekt auf die Blockadepotenz, betrachtet im Vergleich
mit dem deutlich besseren Blocker 5-Phenacyloxypsoralen (5).

Substanz Peakstrom Endstrom
2 38 uM 26 uM
5 2.2 uM 1.4 uM
8 280 nM 212 nM
9 169 nM 103 nM
10 6.3 nM 5.0 nM
11 29 nM 2.4 nM
12 6.1 nM 5.3 nM
14 172 nM 146 nM
15 68 nM 63 nM
16 3.5nM 3.5nM
17 138 nM 117 nM
18 132 nM 111 nM
19 144 nM 133 nM

Tab. 5.5: ECs,-Werte der Stromblockaden der achiralen Substan-
zen am Kv1.3-Kanal.

Ein massiver Anstieg der Wirksamkeit zeigt sich innerhalb der homologen Reihe der
5-Phenylalkoxypsoralene (8 bis 12). Die Verlangerung der Alkylkette von zwei auf
drei und mehr Methylengruppen fuhrt zu Substanzen, die den Kv1.3-Kanal im ein-
stelligen nanomolaren Bereich (2.9 bis 6.3 nM) inhibieren. Exemplarisch sind die
Strom-Zeit-Kurven einer Konzentrationsreihe des 5-(3-Phenylpropoxy)psoralens (10)
am Kv1.3-Kanal in Abbildung 5.4 dargestellt. Die jeweiligen Spuren entsprechen dem
Strom nach Erreichen des steady-states, d. h. des Blockade-Gleichgewichts, das
sich fur den Kontrollwert nach funf bis zehn Depolarisationpulsen und unter Einfluss
der Verbindung 10 nach etwa 15 Pulsen einstellt.

Zu den hochpotenten Verbindungen gehort mit einer ECso von 3.5 nM aulierdem 5-
(4-Biphenylyl)methoxypsoralen (16).
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Die dramatische Verbesserung der Blockadepotenz innerhalb der Gruppe der homo-
logen 5-Phenylalkoxyderivate 8 bis 12 veranschaulicht die Graphik der Konzentra-
tions-Wirkungs-Kurven der funf Derivate (Abbildung 5.5).

Deutlich sichtbar in der Darstellung ist ferner die gro3e Steigung der Kurven. Fir die
hochwirksamen Psoralene ergeben sich daraus Hillkoeffizienten um 2. Dieser Para-
meter ist ein Mal fur die Kooperativitat von Bindungen zwischen Ligand und Rezep-
tor. Eine Interpretation dieses Ergebnisses erfolgt in der Diskussion (Kapitel 7.1.4,
Seite 107).
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Abb. 5.4: Strom-Zeit-Kurven der Verbindung 10 am Kv1.3-Kanal. Dargestelit
sind jeweils die Stromspuren nach Einstellung des Blockade-Gleichgewichts.
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Abb. 5.5: Konzentrations-Wirkungs-Kurven der homologen 5-Phenylalkoxypsoralene 8
bis 12 am Kv1.3-Kanal.
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Blockadekinetik der neuen Psoralene

Hinsichtlich der Blockadekinetik weisen die drei hochpotenten Derivate 11, 12 und 16
Unterschiede gegenuber den Ubrigen Psoralenen auf (Abbildung 5.6). Bei den
schwacher wirksamen Verbindungen sind zwei Vorgange zu beobachten, und zwar
besonders deutlich bei Konzentrationen oberhalb der ECsp.

Zum einen erfordert die Entfaltung der vollen Blockadewirkung ein wiederholtes
Offnen der Kanale, d. h. bei jedem neuen Depolarisationspuls nimmt die Stromampli-
tude zunachst ab. Bei den schwacher wirksamen Psoralenen werden dabei die
Differenzen in den Spitzenstrémen von Puls zu Puls stetig kleiner, bis nach spates-
tens 15 Aktivierungen schlieBlich ein Gleichgewicht erreicht ist.

Weiterhin kommt es wahrend der jeweils ersten drei bis vier Depolarisationen zu
einer beschleunigten Stromabnahme, die Kurven fallen steiler ab. Beim Erreichen
des Blockadegleichgewichts ist dieser Effekt nicht mehr sichtbar.

Beispielhaft sind in Abbildung 5.6 (oben) fur 5-(2-Phenylethoxy)psoralen (9) jeweils
die ersten flinf von zwanzig Strom-Zeit-Kurven fir die Kontrolle (Natrium-Ringer-
I6sung) und zwei Konzentrationen dargestellt.

Die mittlere Graphik in Abbildung 5.6 soll die Blockadekinetik der starker wirksamen
Verbindungen 11, 12 und 16 verdeutlichen.

Bei diesen Substanzen nimmt die Stromamplitude in den meisten Experimenten Uber
die Dauer aller zwanzig Depolarisationspulse nahezu gleichmafig ab. Weder die
Steigung der Strom-Zeit-Kurven verandert sich gegenlber der Kontrolle signifikant,
noch stellt sich ein eindeutiges Gleichgewicht ein. Um eine Vergleichbarkeit aller
ermittelten ECso-Werte zu gewahrleisten, wurden die Messungen jedoch trotzdem
nach 20 Depolarisationspulsen beendet.

Ein weiterer Unterschied zu den schwacher wirksamen Psoralenen fallt bei Betrach-
tung der ersten Stromkurve einer neuen Konzentration auf. Sie liegt bei den weniger
potenten Psoralenen erheblich, bei den drei Derivaten 11, 12 und 16 jedoch meist
nur geringflgig Uber dem Gleichgewichtsstrom der vorhergehenden Konzentration.
Die Verbindung 10, welche ebenfalls zu den hochpotenten Derivaten zahlt, kann
bezuglich ihrer Blockadekinetik nicht den Psoralenen 11, 12 und 16 zugeordnet
werden, sie ahnelt eher der Mehrzahl der Ubrigen Substanzen.

Die untere Graphik in Abbildung 5.6 stellt das Verhaltnis von Peak-und Endstrom fur
alle 20 Depolarisationspulse jeweils einer Konzentration der Verbindungen 9 und 12
dar. Die Daten entsprechen den Mittelwerten verschiedener Messungen. Die einge-
tragenen Ausgleichskurven veranschaulichen in erster Linie die unterschiedlichen
Verlaufe bzw. Steigungen der Stromspuren wahrend der ersten vier Pulse.
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Abb. 5.6: Strom-Zeit-Kurven der Verbindungen 9 (oben) und 12 (mitte) am Kv1.3-
Kanal. Dargestellt sind jeweils die ersten fiinf von zwanzig Stromspuren fiir die an-
gegebenen Konzentrationen. Unten: Quotient aus Peak- und Endstrom ausgewabhi-
ter Konzentrationen der Derivate 9 und 12 fiir jeweils 20 Depolarisationspulse.
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Allen Substanzen, d. h. sowohl den achiralen als auch den chiralen Derivaten, ge-
mein ist eine malige Auswaschbarkeit in den hohen Konzentrationen, welche am
Ende jeder Konzentrationsreihe getestet wurden. Der Blockadeeffekt, der dann etwa
zwischen 80 und 100 % liegt, ist selbst durch ausgiebiges Spllen mit substanzfreier
Ringerlosung nur teilweise reversibel.

5.3.1.3 Untersuchungen zum Blockademechanismus

Charakteristik der Blockade des inaktivierten Kanalzustands

Ein Groldteil der bekannten nichtpeptidischen Kv1.3-Blocker hemmt den Kalium-
ionenstrom auf eine Weise, die als use-dependent-Blockade bezeichnet wird. Dabei
binden die Substanzen offensichtlich an eine Konformation des Kanals, die nach
Aktivierung erreicht wird, also an den offenen oder inaktivierten Zustand. Das fluhrt
dazu, dass die Stromabnahme bei jedem neuen Depolarisationspuls und damit
verbundener wiederholter Offnung der Kanale zunimmt, bis sie schlieRlich ein
Gleichgewicht erreicht. Ausfuhrlich beschrieben und untersucht ist dieses Wirkprinzip
unter anderem fur die Verbindungen CP-339,818 (Nguyen et al., 1996) und UK-
78,282 (Hanson et al., 1999), beide interagieren mit dem inaktivierten Kanal.

Auch die in dieser Arbeit getesteten Psoralenderivate zeigen eine Blockadekinetik,
die auf eine zumindest teilweise stattfindende Wechselwirkung mit dem inaktivierten
Zustand schlielen lalt. Zur naheren Untersuchung dieses Phanomens existieren
verschiedene Maoglichkeiten, von denen zwei im Folgenden beschrieben werden.

1) Die Verwendung von Kalium-Ringerlésung mit 164.5 mM Kalium als externe
Losung verlangsamt die C-Typ-Inaktivierung, ohne die Aktivierung des Kanals zu
verandern (Grissmer und Cahalan, 1989; Lépez-Barneo et al., 1993), und stellt eine
einfache Methode dar, den Einfluss der getesten Substanzen auf die Inaktivierung
des Kv1.3-Kanals zu untersuchen.

2) Durch Variation der Pulsdauer wird der Anteil der Kanalpopulation verandert,
welcher sich im inaktivierten Zustand befindet. Eine Verlangerung des Depolarisa-
tionspulses von 200 ms auf 2 s erhoht die Zahl der inaktivierten Kanale und sollte
dazu fuhren, dass das auf gleichem Niveau verbleibende Blockadegleichgewicht
schneller, also nach weniger Pulsen erreicht wird. Umgekehrt wirkt sich eine kirzere
Pulsdauer von 20 ms aus. Dieses Phanomen ist sowohl beim CP-339,818 (Nguyen
et al., 1996) als auch beim UK-78,282 (Hanson et al., 1999) zu beobachten.
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Bekannte Untersuchungen zum Blockademechanismus von 5-Benzyloxypsoralen (8)

Die beiden bisher beschriebenen Experimente wurden flr ein Phenylalkoxypsoralen-
derivat, 5-Benzyloxypsoralen (8), bereits durchgefihrt (Herzog, 2000). Herzog
konnte zeigen, dass die Verbindung bei verminderter Inaktivierung in Kalium-Ringer-
lI6sung deutlich schwachere Blockadeeigenschaften am Kv1.3-Kanal besitzt als in
Natrium-Ringerlésung.

Im Gegensatz dazu spricht die Untersuchung der Zeitabhangigkeit der Blockade
allerdings gegen eine alleinige Interaktion der Substanz mit dem inaktivierten
Zustand des Kanals. Das Derivat 8 blockt den Kanal bei einer Pulsdauer sowohl von
200 ms als auch von 20 ms mit einer ahnlichen Kinetik, das Gleichgewicht wird
nahezu gleich schnell erreicht.

AuRerdem verschiebt sich das Blockadegleichgewicht. Die Substanz hemmt den
Kaliumionenstrom bei einem 20 ms-Puls weniger effektiv als bei einem Puls von 200
ms.

Insgesamt folgerte Herzog aus ihren Beobachtungen, dass 5-Benzyloxypsoralen (8)
verschiedene Konformationen des Kanals angreift. Vermutlich sind Wechselwirkun-
gen mit dem offenen und dem inaktivierten Zustand flr die blockierende Wirkung der
Verbindung verantwortlich.

Untersuchung von 5-(3-Phenylpropoxy)psoralen (10) am H404T-Kv1.3-Kanal

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte mit 5-(3-Phenylpropoxy)psoralen (10) als
eine der hochwirksamen, zu 5-Benzyloxypsoralen (8) homologen Substanzen eine
Testung an einer Mutante des Kv1.3-Kanals durchgeflhrt werden, um der Frage
naher nachzugehen, inwieweit die neuen potenten Psoralenderivate mit dem inakti-
vierten Zustand des Kanals interagieren.

Leider gelang nur eine einzelne Messung; in Verbindung mit Untersuchungen am
Wildtyp-Kanal in Kalium-Ringerlésung soll das Ergebnis dieses Experiments jedoch
trotzdem vorgestellt werden.

In der untersuchten Kanalmutante ist im externen Porenbereich die Aminosaure
Histidin in Position 404 durch Threonin ersetzt. Der Kanal ist gekennzeichnet durch
eine wesentlich geringere C-Typ-Inaktivierung als der Wildtyp, wahrend das Aktivie-
rungsverhalten unverandert ist.
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Es tritt keine kumulative Inaktivierung auf, nach 10 Depolarisationspulsen der
Frequenz 1 Hz sinkt der Strom nur auf 98 % des Ausgangswertes ab, im Gegensatz
zu einer Reduktion auf 26 % beim Wildtyp-Kv1.3 (Rauer und Grissmer, 1996). Aus
diesem Grund konnten die Depolarisationspulse im Experiment alle 10 s ausgelost
werden, es war nicht wie beim Wildtyp notwendig, eine Erholung aus der Inakti-
vierung abzuwarten.

An einer Zelle wurden nacheinander die Konzentrationen 2.5 nM, 5 nM, 10 nM, 25
nM, 100 nM, 500 nM und 1 pM vermessen. Abbildung 5.7 zeigt die Strom-Zeit-
Kurven des H404T-Kanals unter Einfluss der Verbindung 10.
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Abb. 5.7: Strom-Zeit-Kurven der Verbindung 10 an der H404T-Mutante des
Kv1.3-Kanals. Dargestellt sind jeweils die Stromspuren nach Einstellung des
Blockade-Gleichgewichts.

Nach jeweils etwa 10 bis 15 Pulsen erreicht die Stromabnahme ein Gleichgewicht,
die Blockadekinetik ahnelt derjenigen am Wildtyp-Kanal. Es ist zu erkennen, dass 5-
(3-Phenylpropoxy)psoralen (10) an der Mutante deutlich schwacher wirkt. Erst ab
100 nM, einer Konzentration, die dem 15fachen der ECso fur den Wildtyp-Kv1.3
entspricht, tritt durch Stromreduktion von etwa 16 % ein erster Effekt auf. Am Wildtyp
wlrde diese Konzentration eine vollstandige Stromblockade bewirken, am H404T-
Kanal gelingt dies nicht einmal mit der Konzentration 1 uM.
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Untersuchung von 5-(3-Phenylpropoxy)psoralen (10) am Kv1.3-Wildtyp in Kalium-
Ringerlésung

Zur Absicherung des Ergebnisses der Messung an der H404T-Kv1.3-Mutante wurde
die Verbindung 10 am Wildtyp-Kv1.3-Kanal in Kalium-Ringerlésung untersucht.

Die Stromantwort des Kv1.3-Kanals auf depolarisierende Pulse fuhrt unter diesen
Bedingungen zu charakteristischen Unterschieden im Vergleich mit Messungen in
Natrium-Ringerldsung (Cahalan et al., 1985; Grissmer und Cahalan, 1989). Neben
der Verringerung der C-Typ-Inaktivierung treten wahrend der Deaktivierung im
Anschlul} an den Depolarisationspuls einwarts gerichtete tail-Strome auf (Abbildung
5.8).

Die Kinetik der Blockade ist in Kalium-Ringerlosung gegenuber den Messungen in
Natrium-Ringerlosung unverandert. Ein Gleichgewicht der Stromamplitude stellt sich
nach etwa 15 Pulsen ein. Der Strom wird durch die Konzentration 100 nM durch-
schnittlich zu etwa 13 % blockiert, also mit ahnlicher Potenz wie beim H404T-Kanal.
Strom-Zeit-Kurven der Testung sind exemplarisch in Abbildung 5.8 dargestellt.
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Abb. 5.8: Strom-Zeit-Kurven der Verbindung 10 am Kv1.3-Kanal in Kalium-
Ringerlosung. Dargestellt sind jeweils die Stromspuren nach Einstellung des
Blockade-Gleichgewichts.
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5.3.2 Untersuchung der Selektivitat gegenuber Natrium- und Kaliumkanalen von
Neuroblastom-Zellen

Bei den N1E-115-Zellen handelt es sich um einen adrenergen Klon, der aus dem
Neuroblastom-Tumor C1300 der Maus stammt. Die Zellen exprimieren eine Reihe
verschiedener lonenkanale.

Aus der Familie der spannungsabhangigen Kaliumkanale sind bisher zwei Mitglieder
mit unterschiedlichen Einzelkanal-Leitfahigkeiten beschrieben worden (Quandt,
1988), in einem Fall handelt es sich dabei offensichtlich um Kv2.1 (Quandt, person-
liche Mitteilung, 1998). Weiterhin wurde mRNA fur Kv3.1 (Hirsh und Quandt, 1996)
und den Shaker-Kanal Kv1.4 (Quandt, personliche Mitteilung, 1998) gefunden. Als
Reprasentanten calciumabhangiger Kaliumkanale wurden ein BKCa- (Diserbo et al.,
1994) und ein SKCa-Kanal (Hugues et al., 1982) nachgewiesen.

Hirsh und Quandt identifizierten einen spannungsabhangigen Natriumkanal als Typ
[I-Kanal (Hirsh und Quandt, 1996; Nav1.2 nach Goldin, 1999). Weiterhin wurden zwei
spannungsabhangige Calciumkanale beschrieben (Narahashi et al., 1987).

Substanz Natrium- Sgllektivitéit Kalium- Kalium- Sgllektivitéit
strom fiir Kv1.3 peakstrom endstrom fiir Kv1.3

8 11.9 uM 43 1.9 uM 0.7 uM 7

9 6.9 uM 41 1.5 uM 0.4 uM 9

10 2.5uM 397 0.8 uM 0.2 uyM 127

11 1.4 uM 483 0.9 uM 0.3 uM 310
12 1.6 pM 262 0.8 uM 0.5 uM 131

13 1.8 uM 25 0.5 uM 0.2 uM 7

14 7.0 yM 41 20uM 0.5 uM 12

15 2.6 uM 38 1.1 uM 0.4 uM 16

16 >1uM > 286 > 0.5 uM > 0.5 yM >143
17 6.6 uM 48 1.6 uM 0.6 uM 12

18 1.5 uM 11 1.1 uM 0.4 uM 8

19 1.2 uyM 8 0.9 uM 0.5 uM 6

Tab. 5.6: ECsp-Werte der Stromblockaden der 5-Phenyl- und 5-Cyclohexylalkoxy-
psoralene an Natrium- und Kaliumkanialen von N1E-115-Zellen und Selektivitaten fiir
Kv1.3 (ECso Natrium N1E-115 /[ECs0 kvi.3 bZW. ECsp katium niE-115 [ECs0 kv13, ermittelt aus den
Peakstromen).
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Die Testungen an N1E-115-Zellen wurden in erster Linie durchgefuhrt, um die
Selektivitat der Psoralenderivate 8 bis 19 gegenuber einem spannungsabhangigen
Natriumkanal zu untersuchen. Auf die Vermessung der an Kv1.3 schwacher wirk-
samen Verbindungen 1 bis 7 wurde verzichtet. Neben den Effekten auf den Natrium-
kanal wurden in den Experimenten parallel auch die Wirkungen auf die spannungs-
abhangigen Kaliumstrome ermittelt.

Alle Ergebnisse sind in Tabelle 5.6 zusammengefasst. Samtliche Substanzen
blockieren die Natrium- und Kaliumkanale der N1E-115-Zellen im pM-Bereich und
damit deutlich schlechter als den Kv1.3-Kanal.

Auffallig ist, dass sich die an Kv1.3 aulerordentlich wirksamen Verbindungen 10, 11,
12 und 16 in ihrem Effekt an den Neuroblastomzellen nicht splrbar von den Ubrigen
Psoralenen unterscheiden. Die sprunghafte Zunahme der Blockadeaktivitat, wie sie
am Kv1.3-Kanal zu beobachten war, wiederholt sich nicht. Daraus resultieren fur die
vier 5-Phenylalkoxypsoralene hervorragende Selektivitaten fur den Shaker-Kanal.
Fir 5-(4-Biphenylyl)methoxypsoralen (16) konnten keine ECsyp-Werte ermittelt wer-
den, da alle eingesetzten Konzentrationen zu ahnlichen Blockaden fihrten, was
wahrscheinlich an der schlechten Loslichkeit der Substanz lag. Maximal wurde eine
Stromreduktion von etwa 40 % erreicht.

Exemplarisch fur die Verbindung 10 sind in der Abbildung 5.9 die Strom-Zeit-Kurven
verschiedener Konzentrationen am Natriumkanal der Neuroblastomzellen dargestellit.
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Abb. 5.9: Strom-Zeit-Kurven der Verbindung 10 am spannungsabhangigen
Natriumkanal von N1E-115-Zellen.
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5.3.3 Untersuchung der Selektivitdt ausgewahlter Verbindungen gegenuber
Kanalen der Kv1- und Kv3-Familien

5.3.3.1 Testung an Kv1.2

Die Elektrophysiologie des Kv1.2-Kanals unterscheidet sich markant von derjenigen
des Kv1.3-Kanals: Erstens lauft die Aktivierung mit deutlich geringerer Geschwindig-
keit ab, zweitens steigt bei einer Folge von 1 Hz-Pulsen der Strom stetig bis zum
Erreichen eines Gleichgewichts an (nicht abgebildet).

Eine Erklarung fur das zweite Phanomen kann die Existenz verschiedener ge-
schlossener Zustande des Kanals sein, die dieser nach Depolarisation durchlaufen
muss, um seine offene Konformation zu erreichen. Es ist vorstellbar, dass die Zeit
der Repolarisation nicht ausreicht, um wieder in den Ausgangszustand zu gelangen,
falls mindestens einer der darauf folgenden geschlossenen Zustande eine langere
Lebensdauer als dieser besitzt. Das wirde bei einer weiteren Depolarisation zu einer
schnelleren Offnung des Kanals fiihren (Grissmer et al., 1994).

Die vier potentesten Blocker an Kv1.3, die drei Verbindungen 10 bis 12 der
homologen Phenylalkoxypsoralen-Reihe und 5-(4-Biphenylyl)methoxypsoralen (16),
die gleichzeitig hochselektiv gegenliber spannungsabhangigen Natrium- und Kalium-
kanalen der N1E-115-Zellen sind, wurden am Kv1.2-Kanal untersucht, um erste
Erkenntnisse im Hinblick auf die Selektivitdat der Substanzen gegenuber einem
anderen Mitglied der Kv1-Familie zu gewinnen. Die Ergebnisse der Messungen sind
in Tabelle 5.7 aufgefuhrt.

Substanz Peakstrom Endstrom Sfeulreli((t\i,\;i-tjt
10 259 nM 137 nM 41
11 49 nM 48 nM 17
12 37 nM 34 nM 6
16 18 nM 17 nM 5

Tab. 5.7: EC5-Werte der Stromblockaden der 5-Phenylalkoxypsoralene 10 und 11 am
Kv1.2-Kanal und Selektivitaten fiir Kv1.3 (ECso kv1.2/ECso kv1.3, €rmittelt aus den Peak-
stromen).

83



Elektrophysiologie

Alle vier Verbindungen sind gut wirksame Antagonisten am Kv1.2-Kanal, besitzen
aber ungeachtet dessen eine Praferenz fur den Kv1.3-Kanal.

5-(3-Phenylpropoxy)psoralen (10) hebt sich mit einer ECsy von 259 nM von den
anderen drei Psoralenen ab und besitzt eine ausgepragte, Uber 40fache Selektivitat
fur den Kv1.3-Kanal. Die ubrigen Derivate blockieren den Kv1.2-Kanal alle in einem
vergleichbaren Konzentrationsbereich zwischen 18 und 49 nM. Fir die Verbindung
11 ergibt sich daraus zwar eine Selektivitat von 17, im Falle der Substanzen 12 und
16 sind die Wirkunterschiede zwischen den Kanalen mit Faktoren von 6 bzw. 5
jedoch deutlich geringer.

Wie schon an Kv1.3 koénnen fur die vier Substanzen unterschiedliche Blockade-
kinetiken beobachtet werden. Bei drei von vier Messungen der Verbindung 10
werden Stromspuren erhalten, wie sie im oberen Teil der Abbildung 5.10 dargestellt
sind. Der Strom fallt wahrend der ersten Depolarisationspulse in groReren Springen
ab und erreicht nach etwa 15 Pulsen ein Gleichgewicht.

Die untere Graphik in Abbildung 5.10 zeigt Strom-Zeit-Kurven des Psoralens 11, die
reprasentativ fur alle der insgesamt 13 Experimente der Derivate 11, 12 und 16 sind.
Der Spitzenstrom sinkt gleichmafig wahrend der gesamten Messdauer.

Somit unterscheidet sich dasjenige Psoralenderivat mit abweichender Wirkstarke an
Kv1.2 (10) auch charakteristisch im Zeitverlauf der Blockade von den Ubrigen drei
Substanzen.

Aufgrund der Ergebnisse der Untersuchungen am Kv1.2-Kanal wurden die Sub-
stanzen 10 und 11 fir die Testung an weiteren Kanalen ausgewahlt.
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Abb. 5.10: Strom-Zeit-Kurven der Verbindungen 10 (oben) und 11 (unten) am
Kv1.2-Kanal. Dargestellt sind die ersten funf von zwanzig Stromspuren fiir
Konzentrationen, die jeweils etwa der doppelten EC5, entsprechen.
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5.3.3.2 Testung an Kv1.1

Die Verbindungen 10 und 11 blockieren den Kv1.1-Kanal etwa 20fach schwacher als
Kv1.3 (Tabelle 5.8). Hinsichtlich der Blockadekinetik der beiden Psoralene ergeben
sich ahnliche Beobachtungen wie in den Testungen an Kv1.3 und Kv1.2 (Abb. 5.11).

Substanz Peakstrom Endstrom Selekthltat
fir Kv1.3
10 150 nM 137 nM 24
11 62 nM 61 nM 21

Tab. 5.8: EC5,-Werte der Stromblockaden der Psoralene 10 und 11 am Kv1.1-Kanal und
Selektivitaten fiir Kv1.3 (ECso kv1.1//ECso kv1.3, €rmittelt aus den Peakstromen).
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Abb. 5.11: Strom-Zeit-Kurven der Verbindungen 10 (oben) und 11 (unten) am
Kv1.1-Kanal. Dargestellt sind die ersten funf von zwanzig Stromspuren fiir
Konzentrationen, die jeweils etwa der doppelten EC5, entsprechen.
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5.3.3.3 Testung an Kv1.5

Die Untersuchung der Psoralene 10 und 11 am Kv1.5-Kanal fUhrte nur zu gering
ausgepragten Praferenzen zugunsten des Kv1.3-Kanals. Beide Verbindungen
blockieren Kv1.5 mit ECsp-Werten von 24 nM bzw. 7.4 nM sehr potent, fur die
Selektivitat resultieren daraus lediglich Faktoren kleiner 5 (Tabelle 5.9).

Substanz Peakstrom Endstrom Sgllektlwtat
fur Kv1.3
10 24 nM 20 nM 3.8
11 7.4 nM 6.3 nM 26

Tab. 5.9: EC5-Werte der Stromblockaden der 5-Phenylalkoxypsoralene 10 und 11 am
Kv1.5-Kanal und Selektivititen fiir Kv1.3 (ECsy kv1.5/ECso kv1.3, €rmittelt aus den Peak-
stromen).

In Bezug auf die Blockadekinetik an Kv1.5 konnten flr die beiden Verbindungen
keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Abbildung 5.12 zeigt exem-
plarisch die Strom-Zeit-Kurven einer Konzentrationsreihe des 5-(3-Phenylpropoxy)-
psoralens (10).
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Abb. 5.12: Strom-Zeit-Kurven der Verbindung 10 am Kv1.5-Kanal. Dargestelit
sind jeweils die Stromspuren nach Einstellung des Blockade-Gleichgewichts.

87



Elektrophysiologie

5.3.3.4 Testung an Kv1.4

Die Untersuchung von Kv1.4-Strémen war nur an injizierten RBL-Zellen im Labor von
Prof. Dr. S. Grissmer in Ulm mdglich. Mangels Routine in dieser Technik gelang wah-
rend des zeitlich begrenzten Aufenthalts nur eine einzelne Messung der Substanz
10, das Ergebnis ist deshalb nicht abgesichert.

Die zur transienten Transfektion verwendete cRNA kodiert fur den Kv1.4-Kanal des
Afrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis, dieser Kanal entspricht in seinen bio-
physikalischen und pharmakologischen Eigenschaften aber den bekannten Sauge-
tier-Analoga aus Mensch, Ratte und Maus (Kerschbaum et al., 2002). Die Frequenz
der Depolariationsimpulse betrug wegen der kumulativen Inaktivierung des Kanals
20 s.

Als einziges Mitglied der Kv1-Familie zeigt der Kv1.4-Kanal einen Strom vom A-Typ.
Der Stromverlauf zeichnet sich also Ublicherweise neben einer schnellen Aktivierung
auch durch eine schnelle Inaktivierung aus, hervorgerufen durch eine N-Typ-Inakti-
vierung, die zusatzlich zur C-Typ-Inaktivierung ablauft.

Bei dem durchgefihrten Experiment (Abbildung 5.13) zeigte der Strom allerdings
nicht den charakteristischen Zeitverlauf; ein A-Typ-Strom hatte bereits nach wenigen
Millisekunden mit groRer Geschwindigkeit abfallen mussen. Offensichtlich wird
jedoch das gating bzw. die Inaktivierung des Kv1.4-Kanals vom Redoxstatus
beeinflusst (Ruppersberg et al., 1991). Untersuchungen mit Cystein-modifizierenden
Reagenzien zeigten, dass oxidierende Manipulationen zu einer Stabilisierung des
offenen Zustands fuhren, dabei wird die Inaktivierung zuriickgedrangt und die Deakti-
vierung verlangsamt (Stephens et al., 1996). Es kann also davon ausgegangen
werden, dass es sich bei dem gemessenen Strom trotz der unerwarteten Kinetik um
einen Kv1.4-Strom handelt.

Abbildung 5.13 vermittelt einen Eindruck des Blockadevermdgens des Psoralens 10
an Kv1.4. Nach diesen Daten wirde sich die Selektivitat der Substanz gegenuber
dem Kv1.3-Kanal in einem ausreichenden Bereich bewegen. Durch die Konzen-
tration 100 nM, die etwa dem 15fachen der ECsp an Kv1.3 entspricht, wird der Strom
an Kv1.4 um weit weniger als 50 % reduziert.

Auf eine Interpretation der Blockadekinetik wird verzichtet, da es sich lediglich um
eine Einzelmessung handelt.
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Abb. 5.13: Strom-Zeit-Kurven der Verbindung 10 am Kv1.4-Kanal. Dargestelit
sind jeweils die Stromspuren nach Einstellung des Blockade-Gleichgewichts.

5.3.3.5 Testung an Kv1.7

Die Testung der Psoralene 10 und 11 an Kv1.7 wurde freundlicherweise von Frau Dr.
H. Wulff, Department of Physiology and Biophysics, Universitat Irvine, USA, an
transient transfizierten COS-7-Zellen (Bardien-Kruger et al., 2002) durchgefihrt.

Das Messprotokoll entsprach dem in Kapitel 5.2.3.4 (Seite 68) beschriebenen, die
Depolarisationspulse wurden alle 30 s ausgelost. Der Strom zeigt ein schnelles
Aktivierungsverhalten und eine langsame Inaktivierung (Bardien-Kruger et al., 2002).

Die Ergebnisse der Messungen sind in Tabelle 5.10 aufgefuhrt. Die Verbindungen
besitzen mit Faktoren Uber 30 gute Selektivitaten fur den Kv1.3-Kanal.

Selektivitat
Substanz Peakstrom fiir Kv1.3
10 200 nM 32
1 100 nM 34

Tab. 5.10: ECso-Werte der Stromblockaden der 5-Phenylalkoxy-
psoralene 10 und 11 am Kv1.7-Kanal und Selektivitaten fiir Kv1.3
(ECs0 kv1.7/ECs0 kv1.3, €rmittelt aus den Peakstromen).
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5.3.3.6 Testung an Kv3.1

Als ein Vertreter der Shaw-Familie wurde der neuronale Kv3.1b-Kanal untersucht.
Neben diesem Kanal exisitiert auch eine Kv3.1a-Variante, die beiden Isoformen
unterscheiden sich jedoch lediglich im C-Terminus des Kanalproteins. Die elektro-
physiologischen Eigenschaften beider Kanale gleichen sich, offensichtlich werden die
Splice-Varianten aber in verschiedenen Regionen neuronaler Gewebe oder sogar
einzelner Nervenzellen exprimiert (Ozaita et al., 2002).

Der Kv3.1-Stromverlauf ist gekennzeichnet durch eine schnelle Aktivierung und lang-
same Inaktivierung des Kanals. Eine kumulative Inaktivierung findet nicht statt.

Die beiden Testsubstanzen 10 und 11 blockieren den Kv3.1-Strom auf ganzlich ver-
schiedene Weise als es zuvor bei den Kv1-Kanalen zu beobachten war. Die Strom-
reduktion erfordert kein mehrmaliges Offnen der Kanéle, das Blockadegleichgewicht
ist sofort beim ersten Depolarisationspuls erreicht.

Diese unmittelbare Aktivitat der Verbindungen lasst auf einen Blockademechanismus
schlieRen, der unabhangig vom inaktivierten oder geschlossenen Zustand des
Kanals ist. Offensichtlich interagieren die Psoralene wahrend der Depolarisation mit
der offenen Konformation und I6sen sich zwischen den einzelnen Pulsen wieder vom
Kanal.

Weiterhin ist auffallig, dass die Stromabnahme wahrend der Depolarisation konzen-
trationsabhangig eine Beschleunigung erfahrt. Abbildung 5.14 veranschaulicht dieses
Phanomen durch Darstellung einer Konzentrationsreihe des Derivates 10.
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Abb. 5.14: Strom-Zeit-Kurven der Verbindung 10 am Kv3.1-Kanal.
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Beide Substanzen blockieren den Kv3.1-Peakstrom wenig potent, so dass ausge-
pragte Selektivitaten fur den Kv1.3-Kanal resultieren (Tabelle 5.11).

Aufgrund der geringen Wirksamkeit und der eingeschrankten Ldslichkeit der Verbin-
dungen im pM-Bereich konnten fir den Peakstrom keine ECso-Werte ermittelt
werden.

Substanz Peakstrom Endstrom Sg_lektlwtat
fir Kv1.3
10 >1uM 0.5 uM > 159
1 > 1 uM 0.5 uM > 345

Tab. 5.11: ECs-Werte der Stromblockaden der 5-Phenylalkoxypsoralene 10 und 11 am
Kv3.1-Kanal und Selektivititen fiir Kv1.3 (ECsy kv31/ECso kv1.3, €rmittelt aus den Peak-
stromen).
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5.4 Bestimmung der Wiederfindungsrate der Testsubstanzen im patch-
clamp-Experiment

In der elektrophysiologischen Testung wurden viele recht lipophile Verbindungen
untersucht. In den Arbeiten von Herzog und Médller wurde bereits beschrieben, dass
derartige Substanzen zu einem gewissen Anteil an das Schlauchmaterial des ver-
wendeten Perfusionssystems oder die Wandungen der Petrischalchen adsorbiert
werden (Herzog, 2000; Mdller, 2000).

Aus diesem Grund wurden exemplarisch fur die 5-Phenylalkoxypsoralene 10 und 11
die Wiederfindungsraten im Petrischalchen (ohne Zellen) mithilfe der Hochleistungs-
flussigchromatographie im Konzentrationsbereich von 1 nM bis 3 uyM (10) bzw. 4 uM
(11) ermittelt. Die Durchfihrung der Perfusionsuntersuchung wurde bei den beiden
Verbindungen in einigen Punkten variiert, um den Einfluss verschiedener Parameter
auf die im patch-clamp-Experiment an den Zellen vorliegende Substanzkonzentration
einschatzen zu konnen.

5.4.1 Material und Gerate

Pump 600 Waters
Scanning Fluorescence Detector 474 Waters
Controller 600 Waters
Saule: Hypersil-ODS, 5 uym, 25 cm Thermo Hypersil, Kleinostheim

FiUr die Herstellung des FlieBmittels wurden bidestilliertes Wasser und Acetonitril in
HPLC-Qualitat (J.T. Baker) verwendet.

5.4.2 Methode

Die Hochleistungsflissigchromatographie erfolgte isokratisch an einer Umkehrphase
und bei einer Temperierung auf 20 °C. Als FlieBmittel wurde ein Mischung aus
Wasser und Acetonitril in der Zusammensetzung 30/70 gewahlt, die Flussrate betrug
1.0 ml/min. Die Substanzen wurden fluorimetrisch bei Agx = 312 nm und Agm = 489
nm detektiert; gegenuber einer UV-Detektion bei 312 nm konnte die Bestimmungs-
grenze damit von 5 nM auf 100 pM gesenkt werden. Die Substanzlésungen wurden
mit Natrium-Ringerldsung pH 7.4 hergestellt, der DMSO-Gehalt betrug 2 %.
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Zunachst wurden fur die beiden Verbindungen durch eine Vierfach-Bestimmung
Kalibriergeraden erzeugt, d. h. jeweils zwei Proben aus zwei verschiedenen gleich
konzentrierten Testldsungen wurden vermessen. Da ein sehr groler Konzentrations-
bereich untersucht wurde, musste die Verstarkung in der chromatographischen
Analytik ab einer gewissen Konzentration geandert werden. Deshalb war es erfor-
derlich, mit zwei Kalibriergeraden zu arbeiten, zum einen im Bereich 1 nM bis 50 nM,
zum anderen im Bereich 100 nM bis 3 uM (10) bzw. 4 pM (11).

Die Linearitat der Kalibriergeraden verschlechterte sich bei Konzentrationen oberhalb
1 M. Es ist davon auszugehen, dass eine vollstandige Losung der Substanzen in
diesem Bereich nicht mehr gegeben ist, weswegen solche Konzentrationen in den
patch-clamp-Untersuchungen nur begrenzt eingesetzt wurden.

Vor den einzelnen Perfusionen zur Bestimmung der Wiederfindung wurde das
Schlauchsystem zur Entfernung von Substanzresten mit jeweils 30 ml Methanol und
30 ml Wasser gereinigt. Als Untersuchungslésungen wurden Proben aus denselben
Ldésungen verwendet, wie sie schon fur die Kalibrierung genutzt worden waren,
ebenfalls in Form von zwei Doppelbestimmungen.

Das perfundierte Volumen der Testldsungen betrug, wie auch im patch-clamp-
Experiment, 16 ml. Zu- und Ablauf des Petrischalchens wurden so eingestellt, dass
jeweils ein Volumen von mindestens 2 ml im Schalchen vorlag. Die Ldsungen
wurden Uber eine 500 pl-Injektionsschleife in das HPLC-System injiziert. Zu diesem
Zweck wurde die Injektionsschleife mit dem gesamten Inhalt der Petrischalchen (2
bis 2.5 ml) gesplt.

Zur Auswertung wurde aus den Geradengleichungen der Kalibriergeraden der Soll-
Wert der einzelnen Konzentrationen ermittelt, zu dem der gefundene Ist-Wert aus
den Perfusionsexperimenten prozentual ins Verhaltnis gesetzt wurde.

Verbindung 11:

FiUr die Substanz 11 wurden zwei Perfusionsreihen durchgefthrt. Vor Einspulen der
Testlosungen wurde das Schlauchsystem in der ersten Versuchsreihe mit Natrium-
Ringerlésung pH 7.4 (2 % DMSO) vorgespult. Auf diese Weise sollte die maximale
Substanzmenge, die durch Adsorption verloren geht, bestimmt werden.

In der zweiten Versuchsreihe wurde das Schlauchsystem mit einer Substanzlésung
in der nachstgeringeren Konzentration vorbehandelt, z. B. mit 100 nM bei Unter-
suchung der Konzentration 500 nM. Hierdurch sollten die Bedingungen im patch-
clamp-Experiment mdglichst nah imitiert werden. Dort wurden bei der Ermittlung der
Konzentrations-Wirkungs-Kurven die Substanzldsungen zunehmender Konzentration
ebenfalls ohne zwischenzeitliche Spulschritte mit Ringerlésung appliziert.
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Die Proben fur die chromatographische Gehaltsbestimmung wurden nach einer
Einwirkzeit von 15 min (einschlieBlich der Perfusionsdauer) aus dem Petrischalchen
entnommen, da bei der Testung an Kv1.3-Kanalen 20 Depolarisationsimpulse in
einem Abstand von je 30 s gesetzt wurden und damit bis zum Ende der Messung
ebenfalls mehr als 10 min vergingen.

Verbindung 10:

Auch fur das Derivat 10 wurde die Wiederfindung in zwei Versuchsreihen untersucht.
In beiden Durchlaufen wurde das Schlauchsystem vor Applikation der zu unter-
suchenden Konzentration mit einer Substanzldésung in der nachstgeringeren Konzen-
tration vorgespult.

Die Probennahme aus dem Petrischalchen erfolgte dann allerdings zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten, entweder direkt im Anschluss an die Perfusion oder
nach einer Wartezeit von 15 min. Dadurch sollte festgestellt werden, wie stark eine
Anlagerung der Verbindungen an das Petrischalchen neben der Adsorption an das
Schlauchmaterial zu dem Substanzverlust in der Testlosung beitragt.

5.4.3 Ergebnisse

Die Ergebnisse der Perfusionsuntersuchungen sind in den Tabellen 5.12 und 5.13
zusammengefasst. Es fallt auf, das sich die Wiederfindung der Substanzen zu den
eingesetzten Konzentrationen direkt proportional verhalt. Bei hoheren Konzentratio-
nen ist der prozentuale Verlust durch Adsorptionsprozesse geringer, es kommt also
offenbar zu einer Absattigung des Systems.

Die Daten in den rechten Spalten beider Tabellen sind unmittelbar miteinander ver-
gleichbar, sie wurden nach Vorspulen des Perfusionssystems mit der jeweils nachst-
geringer konzentrierten Substanzlésung und einer Wartezeit von 15 min ermittelt.
Beide Derivate werden den Losungen zu einem betrachtlichen Teil entzogen. Die
Wiederfindung des Psoralens 10 bewegt sich zwischen 41 und 62 %, die des lipo-
phileren Derivates 11 ist mit 35 bis 72 % Uberwiegend sogar noch geringer. Diese
Tendenz wird bestatigt durch vergleichbare Ergebnisse fur das weniger lipophile 5-
Benzyloxypsoralen 8, im Konzentrationsbereich von 250 nM bis 5 yM konnten dort
47 bis 66 % der Substanz detektiert werden (Herzog, 2000).
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Wiederfindung [%]
Substanz 10

Konzentration [nM]

Messung sofort Messung nach

nach Perfusion 15 min Einwirkzeit
1 49 + 3 41+6
5 50+ 6 44 +1
10 50+3 44 +3
50 52 +2 41+ 2
100 53 £ 1 49+ 4
500 611 50 + 1
1000 63 +2 52+2
2000 65+ 4 59+3
3000 68 + 1 62 + 1

Tab. 5.12: Wiederfindungsrate der Substanz 10. Das Perfusionssystem wurde vor
Einspiilen der Testlosung mit der jeweils nachstgeringer konzentrierten Lésung
vorgespilt.

Wiederfindung [%]
Substanz 11

Konzentration [nM] - . Nach Reinigung Vorspiilen
Nur Reinigung mit . = .
mit der nachstgeringer
Methanol und Wasser - -
konzentrierten Losung

1 27+8 38 +1
5 27+3 35+8
10 23+3 3912
50 27 1 36+5
100 20+4 36 +4
500 28+5 38 +1
1000 33+8 43+7
2000 43+3 59+4
4000 - 72+ 1

Tab. 5.13: Wiederfindungsrate der Substanz 11 nach 15 min Einwirkzeit.

Erwartungsgemal} ist die Wiederfindung gréf3er, wenn sie ohne Wartezeit direkt nach
der Perfusion bestimmt wird (Tabelle 5.12), die Differenz beider Versuchsreihen des
Derivates 10 entspricht dem an das Petrischalchen adsobierten Substanzanteil. Im

95



Elektrophysiologie

Falle der Verbindung 11 steigt der Substanzverlust durch Anlagerung an eine
unbelastete, noch nicht beladene Oberflache, wenn das Schlauchsystem vor der
Perfusion nicht mit Substanzlésung vorgespdlt wird (Tabelle 5.13).

Diese Ergebnisse belegen, dass die erhaltenen ECso-Werte der elektrophysio-
logischen Testungen nicht als Absolutwerte verstanden werden dirfen, sie missen
im Zusammenhang mit den Versuchsbedingungen gesehen werden.

Denn neben einer offensichtlichen Unterbewertung der Blockadepotenz durch zu
geringe Substanzkonzentrationen im Petrischalchen muss auf der anderen Seite
bertcksichtigt werden, dass flr die Konzentrations-Wirkungs-Kurven aus Zeitgrin-
den mehrere Konzentrationen ohne Auswaschen direkt hintereinander vermessen
wurden. Dieses Vorgehen fuhrte wahrscheinlich zu additiven Effekten, wenngleich im
patch-clamp-Experiment in stichprobenhaften Einzelmessungen hoher Konzentra-
tionen vergleichbare Stromblockaden wie innerhalb der Konzentrations-Wirkungs-
Kurven ermittelt wurden.
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6 Untersuchungen am Lymphozyten

Die Untersuchungen der an Kv1.3 hochwirksamen 5-Phenylalkoxypsoralene 10 und
11 an humanen T-Lymphozyten wurden freundlicherweise von Frau Dr. H. Wulff,
Department of Physiology and Biophysics, Universitat Irvine, USA, durchgefluhrt.

6.1 Patch-clamp-Untersuchungen am lymphozytaren Kv1.3-Kanal

Zum Vergleich mit den Messungen am Kv1.3-Klon wurden patch-clamp-Unter-
suchungen an humanen T-Lymphozyten durchgefihrt.

Zur Gewinnung der Zellen (Details bei Wulff et al., 2000) wurden zunachst periphere
mononukleare Zellen aus heparinisierten Blutproben mittels eines Separations-
mediums abgetrennt. Nach einer Ruhephase von 24 Stunden wurden die Zellen mit
anti-CD3-Antikorper aktiviert. Direkt vor der elektrophysiologischen Messung wurden
die T-Lymphozyten durch Reinigung uber Nylon-Wolle isoliert. Das Pulsprotokoll
entspricht dem der Testungen am Kv1.3-Klon.

Die Ergebnisse am Lymphozyten bestatigen die am Kv1.3-Klon erhaltenen Daten, es
werden nahezu identische ECso-Werte fur die Peakstromblockaden erhalten (Tabelle
6.1).

Substanz Kv1.3 Lymphozyt Kv1.3 Klon
10 7nM 6.3 nM
11 3nM 2.9 nM

Tab. 6.1: EC5-Werte der Peakstromblockaden der 5-Phenylalk-
oxypsoralene 10 und 11 am lymphozytidren bzw. am klonierten
Kv1.3-Kanal.

6.2 Lymphozyten-Proliferation

Die [3H]Thymidin-lnkorporation in Lymphozyten ist ein Mal} fur die Proliferations-
Leistung dieser Zellen. Die aktivierten Lymphozyten bauen wahrend ihres Teilungs-
zyklus das [3H]Thymidin in Form radioaktiv markierter Nukleotide in die neu synthe-
tisierte DNA ein. Der hemmende Einfluss der 5-Phenylalkoxypsoralene 10 und 11 auf
den [3H]Thymidin—Einbau wurde untersucht.
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6.2.1 Methode

Periphere mononukleare Zellen wurden mittels eines Lymphozyten-Separations-
Mediums (Histopaque-1077, Sigma) aus frischem heparinisiertem Vollblut isoliert und
in RPMI-1640-Medium aufgenommen. Dem Medium waren 10 % fetales Kalber-
serum (FBS), 2 mM L-Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat, 1 % nicht-essentielle Amino-
sauren, 100 Einheiten/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin zugesetzt.

Die ruhenden Zellen wurden in eine 96 well-Flachboden-Platte in der Zahl 2 x 10°
Zellen pro well (Vertiefung) ausgesat und mit den Testsubstanzen flr 1 h inkubiert.
Zusatzlich zu den Psoralen-Derivaten wurde das Seeanemonen-Toxin ShK als Ver-
gleichssubstanz getestet. AnschlieRend wurden die Zellen flir 48 h mit 50 ng/ml
16slichem Anti-CD3-Antikdrper (Biomeda) stimuliert, die [*H]Thymidin-Zugabe erfolgte
fur die letzten 8 h in der Konzentration 1 uCi/well. Danach wurden die Zellen mit
Wasser lysiert und die Fragmente auf Glasfiber-Filtern gesammelt. Die Radioaktivitat
wurde in einem Szintillationszahler ermittelt.

Als Blindwert fir den Stoffwechsel nicht aktivierter Zellen dienten unstimulierte,
ruhende Zellen, fir den 100 %-Wert wurden aktivierte Zellen herangezogen; in
beiden Fallen wurde keine Testsubstanz zugesetzt. Zur Ermittlung der korrigierten
Werte des [3H]Thymidin-Einbaus wurde jeweils der Blindwert abgezogen.

6.2.2 Ergebnisse

Alle drei Verbindungen inhibieren sehr potent die Proliferation der Lymphozyten. Der
[3H]Thymidin—Einbau wird halbmaximal mit Konzentrationen gehemmt, die etwa der
40fachen ECsy der Kv1.3-Blockade entsprechen. Dieser bei allen Substanzen
vergleichbare Faktor der Proportionalitat zwischen Kanalblockade und Hemmung der
Proliferation weist darauf hin, dass die Psoralene genau wie ShK allein durch
Interaktion mit Kv1.3 die [3H]Thymidin—lnkorporation unterbinden, zusatzliche Effekte
kénnen ausgeschlossen werden.

Kv1.3-Blockade [*H]Thymidin-Einbau ECso Kv1.3/
Substanz . .
(ECs0) (ECs0) ECs, Proliferation
ShK 11 pM (Kalman et al., 1998) 400 pM 36
Psoralen 10 7 nM 250 nM 36
Psoralen 11 3nM 125 nM 42

Tab. 6.2: Vergleich der Effekte des Toxins ShK und der Verbindungen 10 und 11 auf
den Kv1.3-Strom und die Proliferation von T-Lymphozyten.
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Untersuchungen am Lymphozyten

Die Ergebnisse der Bestimmung des [3H]Thymidin-Einbaus unter Einfluss der Verbin-
dungen 10 und 11 sind in Tabelle 6.2 und Abbildung 6.1 dargestellt.
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Abb. 6.1: Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Hemmung der [*H]Thymidin-
Inkorporation durch die Psoralene 10 und 11 (oben) und das Peptid ShK (un-
ten). Auf der Ordinate sind die Werte fiir die normalisierte [*H]Thymidin-In-
korporation aufgetragen, d. h. die Quotienten aus den jeweiligen Messergeb-
nissen der einzelnen Konzentrationen und des 100 %-Wertes.
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7 Diskussion

7.1 Struktur-Wirkungs-Beziehungen

7.1.1 Bedeutung der Chiralitdt enantiomerer Psoralene am Kv1.3-Kanal

In der vorliegenden Arbeit wurden fur die zwei Enantiomerenpaare R-4/S-4 und R-6/
S-6 die Blockadeeigenschaften am Kv1.3-Kanal bestimmt, in beiden Fallen konnte
kein stereoselektiver Effekt festgestellt werden. Die Substanzen blockieren den
Kanal mit ECso-Werten von 6.7 und 5.7 yM (R-4/S-4) bzw. 1.8 und 1.7 yM (R-6/S-6).

Die chirale Information der untersuchten Psoralene befindet sich in der Seitenkette.
Ein Grund fur die nicht vorhandene Stereoselektivitat kann deshalb sein, dass die
Seitenketten dieser vier Derivate nicht an einer Bindung mit dem Kanalprotein
beteiligt sind.

Weiterhin ist es denkbar, dass die Chiralitat der Verbindungen zu gering ausgepragt
ist, und dass z. B. sterisch anspruchsvollere Substituenten am Stereozentrum zu dis-
kriminierenden Effekten am Rezeptor fuhren wirden. Mit Substanz 7 konnte dieser
Aspekt untersucht werden. Im Vergleich zu den Enantiomeren R-6 und S-6 enthalt
das Derivat 7 am asymmetrischen Kohlenstoffatom eine Hydroxymethyl- statt einer
einfachen Hydroxylfunktion. Allerdings ist zu bedenken, dass sich eine Sauerstoff-
Funktion in der Seitenkette ungunstig auf die Bindung an den Kv1.3-Kanal auswirkt,
wie in Abschnitt 7.1.2 diskutiert, so dass stereoselektive Effekte mdglicherweise auch
deshalb nicht zum Tragen kommen.

Das razemische Gemisch der Verbindung 7 lie® sich in der HPLC-Analytik mit guter
Auflésung trennen, eine praparative Isolierung der Enantiomere zur Untersuchung
dieser Frage war aus Kostengriinden jedoch nicht méglich.

Mit (RS)-5-(2-Phenylpropoxy)psoralen (13) existiert ein weiteres chirales Derivat. Es
ist an Kv1.3 sehr wirksam (ECsp = 72 nM) und besitzt keine Sauerstoff-Funktion in
der Seitenkette. Die Untersuchung der beiden Enantiomere koénnte deshalb zu
anderen Ergebnissen fuhren als fur R-4/S-4 und R-6/S-6 beschrieben. Die reinen
Enantiomere waren jedoch weder auf synthetischem Weg noch durch eine Razemat-
Trennung zuganglich.

Das in der Einfuhrung erlauterte Beispiel der am Kv1.5-Kanal wirksamen Lokal-
anasthetika (Kapitel 1.4.2.1, Seite 29) zeigt, dass bereits geringe strukturelle Unter-
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schiede daruber entscheiden konnen, ob eine chirale Verbindung am Rezeptor zu
stereoselektiven Effekten fuhrt oder nicht.

Die Untersuchung der zwei Enantiomerenpaare R-4/S-4 und R-6/S-6 kann deshalb
nur erste Hinweise auf die Struktur-Wirkungs-Beziehungen chiraler Psoralene am
Kv1.3-Kanal liefern, eine abschlieRende Beurteilung ist aus dem begrenzten Daten-
satz nicht moglich.

7.1.2 Struktur-Wirkungs-Beziehungen der neuen Psoralene am Kv1.3-Kanal

Die Untersuchungen der neuen Psoralenderivate an Kv1.3 bestatigen einige grund-
legende Ergebnisse, die schon aus vorangegangenen Arbeiten bekannt waren (San-
mann, 1995; Wulff, 1998; Herzog, 2000), Abbildung 7.1 soll diese Zusammenhange
verdeutlichen.

/ XX HO CH3 HO
Stellungs- Einfiihrung
© O isomer Phenylrest
Hoj\cH3
50 uM: 13 % (1) 15 uM (3 1720uM(6/R6/SG)

Entfernung Einfiihrung
Sauerstoff Methylrest 1%
@@1@@@1 )
O

O O
2.2 uM (5) 169 nM (9 72 nM (13)

Abb. 7.1: Struktur-Wirkungs-Beziehungen ausgesuchter Psoralenderivate mit Angabe
der EC5-Werte an Kv1.3. Die Beschriftung der Pfeile beschreibt keine Synthesewege,
sie soll lediglich die strukturellen Unterschiede der Verbindungen verdeutlichen.

5-O-substituierte Psoralene sind potentere Kaliumkanalblocker als die jeweiligen 8-
O-substituierten Stellungsisomere (Sanmann, 1995). Auch die Verbindungen 1 und 3
zeigen diese Charakteristik in deutlicher Weise. 5-(2-Hydroxypropoxy)psoralen (3)
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hemmt den Kv1.3-Strom mit einer ECs5o von 15 uM, das Isomer 1 inhibiert im Gegen-
satz dazu den Strom in der etwa dreifachen Konzentration lediglich zu 13 %.

Ein weiterer Aspekt betrifft die Lipophilie der untersuchten Substanzen. Polare Sub-
stituenten fihren sowohl bei Psoralenen als auch bei Cumarinen zu einem Verlust
oder einer Verminderung der Wirksamkeit (Wulff, 1998). Gleichzeitig fuhrt eine zu-
nehmende Lipophilie haufig zu einer Steigerung der kanalblockierenden Fahigkeiten.
Die Reihe der dargestellten Psoralene untermauert diese Erkenntnis. Durch Entfer-
nung von Hydroxyl- bzw. Oxofunktionen der Seitenkette einerseits und Einflihrung
von Phenyl- und Methylgruppen andererseits kann die Wirksamkeit sukzessive von
15 uM (3) auf 72 nM (13), also insgesamt um den Faktor 20, gesteigert werden.

Mit Blick auf diese bekannten Struktur-Wirkungs-Beziehungen ist es nicht Uber-
raschend, dass es sich bei den neu synthetisierten 5-Phenylalkoxy- und 5-Cyclo-
hexylalkoxypsoralenen um gute Kv1.3-Inhibitoren handelt, ihre auRerordentlich hohe
Blockadepotenz konnte dennoch nicht erwartet werden. Besonders die vier Verbin-
dungen 10, 11, 12 und 16 sind in diesem Zusammenhang zu erwahnen, sie hemmen
den Kaliumionenstrom halbmaximal mit Konzentrationen im einstelligen nanomolaren
Bereich und Ubertreffen damit alle bekannten Kv1.3-Blocker.

Diese vier Derivate besitzen eine strukturelle Gemeinsamkeit, die offenbar fur den
sprunghaften Anstieg ihrer Wirksamkeit verantwortlich ist. Sie sind alle in 5-Position
mit einem unpolaren Rest gewisser Lange substituiert, dessen Abschluss ein
Phenylring bildet. Abbildung 7.2 veranschaulicht die Notwendigkeit genau dieser
zwei strukturellen Eigenschaften flr eine herausragende Wirksamkeit.

In den ersten beiden Reihen der Abbildung 7.2 sind jeweils die ersten drei Mitglieder
der homologen 5-Phenylalkoxy- (8 bis 10) bzw. 5-Cyclohexylalkoxypsoralene (17 bis
19) dargestellt. Wahrend bei den 5-Phenylalkoxy-Derivaten aus der Verlangerung
der Alkylkette von zwei auf drei Methylengruppen eine Uber 25fache Zunahme der
Wirksamkeit resultiert, bleibt das identische Vorgehen bei den Cyclohexylverbin-
dungen ohne positiven Effekt. Das Psoralen 19 blockiert den Kv1.3-Kanal lediglich im
vergleichbaren Konzentrationsbereich wie die homologen Substanzen 17 und 18
bzw. deren analoge 5-Phenylalkoxypsoralene 8 und 9.

Ein Cyclohexylring kann demnach nicht in ahnlicher Weise mit dem Kanalprotein
interagieren wie ein Phenylrest. Es bleibt zu klaren, ob sterische oder elektronische
Grunde hierfur verantwortlich sind.

Der Vergleich mit den in Reihe drei aufgefuhrten Verbindungen 13 bis 15 zeigt, wie
entscheidend die Chemie des verbindenden Strukturelements zwischen Psoralenge-
rust und Phenylsubstituent fur die Wirkung ist. In allen drei Verbindungen kommt der
positive Einfluss des Phenylringes nicht zum Tragen, die Kette ist offensichtlich zu

102



Diskussion

Kettenver- Kettenver-
Iangerung Iangerung

138 nM (17) 132 nM ( 18) 144 nM (19)

Hydrierung Hydrierung Hydrierung

Kettenver- Kettenver- :
Iangerung Iangerung

280 nM (8) 169 nM (9 6.3 nM (10)
Arylierung Methylierung Eliminierung
e d
) O 0}
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68 nM (15) 72 nM (13) 172 nM (14)

o o 0
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2.9 nM (11) 6.1 nM (12) 3.5 nM (16)

Abb. 7.2: Struktur-Wirkungs-Beziehung der 5-Phenyl- und 5-Cyclohexylalkoxypsorale-
ne mit Angabe der ECs-Werte an Kv1.3. Die Beschriftung der Pfeile beschreibt keine
Synthesewege, sie soll die strukturellen Unterschiede der Derivate verdeutlichen.
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kurz. Trotzdem sind die Derivate 13 und 15, wahrscheinlich aufgrund ihrer hoheren
Lipophilie, wirksamer als die verwandten Psoralene 8 und 9.

Offen bleibt, warum die Verbindung 14 trotz gegebener Lange der ungesattigten
Alkylkette kein hochpotenter Blocker ist, vor allem im Gegensatz zur gut wirksamen
Substanz 16, die ebenfalls keine leicht bewegliche Alkylkette, sondern einen grof3-
volumigen Biphenylrest besitzt.

7.1.3 Lipophilie-Wirkungs-Beziehungen der neuen Psoralene

Aus den bisherigen Erlauterungen ist deutlich geworden, dass die Lipophilie einen
wichtigen Einfluss auf die Blockadepotenz der untersuchten Psoralene ausubt.
Deshalb wurde fur alle Verbindungen der log P-Wert als Mal} der Lipophilie ermittelt.
P entspricht dem Verteilungskoeffizienten flir das System n-Oktanol/Wasser. Je
groler der log P-Wert, desto hoher ist die Lipophilie der untersuchten Substanz.

Derivate mit Sauerstoff-
L. . log P 5-Phenylalkoxypsoralene log P
Funktion in der Seitenkette

1 1.85 8 3.27
2 1.88 9 3.55
3 1.89 10 3.97
R-4/S-4 2.03 11 4.33
5 2.80 12 4.71
6/R-6/S-6 2.49 13 3.87
7 2.32 14 3.79
15 412

5-bzw. 8-Methoxypsoralen log P
16 4.40

Bergapten 2.15
5-Cyclohexylalkoxypsoralene log P

Xanthotoxin 2.03
. 17 4.41

5,8-Diphenylalkoxypsoralen log P
18 4.82
20 4.27 19 5.34

Tab. 7.1: Lipophilie-Daten der elektophysiologisch untersuchten Psoralene.
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Die Daten wurden mittels der Hochleistungsflissigchromatographie im Vergleich mit
Literatur-bekannten Standardsubstanzen erhalten. Sie wurden freundlicherweise von
Frau |. Carstens zur Verflgung gestellt (Carstens, Dissertation in Vorbereitung).

Die ermittelten log P-Werte sind in Tabelle 7.1 aufgefuhrt. Aus den Daten kann der
Schluss gezogen werden, dass der Anstieg der Wirksamkeit der vier Derivate 10, 11,
12 und 16 nicht allein durch eine zunehmende Lipophilie zu begrinden ist. Zwei
wichtige Ergebnisse sprechen gegen diese These.

Erstens gehoren die drei 5-Cyclohexylalkoxypsoralene 17 bis 19 mit log P-Werten
zwischen 4.41 und 5.34 zu den lipophilsten Verbindungen, dennoch sind sie deutlich
schwacher wirksam.

Zweitens nimmt in der homologen Reihe der 5-Phenylalkoxypsoralene 8 bis 12 die
Lipophilie mit steigender Anzahl der Kohlenstoffatome nahezu linear zu, wahrend die
Abhangigkeit zwischen Kohlenstoffzahl und log ECsy der Kv1.3-Blockade keiner
Proportionalitat folgt (Abbildung 7.3). Es ist zu erkennen, dass die log ECsp-Kurve im
Bereich zwischen zwei und drei Kohlenstoffatomen eine wesentlich gréfiere Steilheit
besitzt als im Ubrigen Verlauf. Das Wirkmaximum liegt bei der Verbindung 11, die
eine Butylkette besitzt. Eine Kettenverlangerung dartber hinaus fuhrt trotz groRerer
Lipophilie zu keiner weiteren Verbesserung der Blockadepotenz.

3 T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Anzahl der Kohlenstoffatome

1
o

|+Iog P -e-log EC50 |

Abb. 7.3: Abhangigkeit der log P- und log ECs,-Werte von der Anzahl der Kohlenstoff-
atome in der Seitenkette der homologen 5-Phenylalkoxypsoralene 8 bis 12.
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7.1.4 Das Modell der Bivalenz

Neben dem Kriterium der Lipophilie missen zusatzliche Faktoren fur die hohe Wirk-
samkeit der vier Psoralene 10, 11, 12 und 16 von Bedeutung sein. Das Modell der
Bivalenz bietet eine weitere naheliegende Erklarungsmoglichkeit.

Nach dieser Vorstellung konnen von einem Wirkstoff zwei Bindungsstellen erreicht
werden, wenn zwei pharmakophore Teilstrukturen Uber ein Verbindungsstlck
(spacer) miteinander verknupft sind. Hierdurch kann die Aktivitdt gegentber mono-
valenten Verbindungen in vielen Fallen erheblich gesteigert werden (Ubersicht bei
Mammen et al., 1998).

In der Literatur gibt es zahlreiche Beispiele fur bivalent oder gar multivalent wirksame
peptidische oder niedermolekulare Strukturen. Stellvertretend sollen bivalente Ligan-
den an Opioid- oder Serotonin-Rezeptoren (Portoghese, 1992; Halazy et al., 1996)
und Monoamin-Transportern (Tamiz et al., 2001) genannt sein. Einige dieser Verbin-
dungen besitzen in Abhangigkeit von dem gewahlten spacer neben einer verbes-
serten Wirksamkeit auch eine veranderte Rezeptorsubtypen-Spezifitat.

Bei Anwendung des Bivalenz-Prinzips auf die 5-Phenylalkoxypsoralene wird postu-
liert, dass der Phenylring in der Lage ist, zusatzlich zu Wechselwirkungen zwischen
Psoralengrundgertst und Kanal eine zweite Interaktion mit dem Kanalprotein einzu-
gehen.

Der Phenylrest kann diese zweite Rezeptorstelle allerdings nur dann erreichen, wenn
er sich in einem ausreichenden Abstand zum ersten Pharmakophor, dem Trizyklus,
befindet (Abbildung 7.4, A und B). Dadurch kénnte der sprunghafte Anstieg der
Wirksamkeit beim Ubergang der Ethyl- zur Propyl-Kette in den Derivaten 9 und 10
verursacht werden. Ein zu langer spacer kann andererseits zu sterischen Behinde-
rungen flhren (Abbildung 7.4, C), was madglicherweise die geringere Wirksamkeit
des Pentylderivates 12 im Vergleich mit der Butylverbindung 11 erklart.

6% 6o 60

O/ /
A B C

Abb. 7.4: Das Modell der Bivalenz, Erlauterung im Text.

Bei der Darstellung der Ergebnisse der elektrophysiologischen Untersuchungen ist
der Hillkoeffizient als Mal} der Kooperativitat von Bindungen zwischen Ligand und
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Rezeptor bereits erwahnt worden (Kapitel 5.3.1.2, Seite 74). Im Zusammenhang mit
moglichen bivalenten Wechselwirkungen der neuen Psoralene mit dem Kv1.3-Kanal
kommt diesem Parameter eine besondere Bedeutung zu.

Ein Hillkoeffizient von 1 weist auf eine 1:1-Stdéchiometrie der Interaktion hin. Eine der-
artige Wechselwirkung mit dem Kanaltetramer wird fur das Correolide beschrieben
(Felix et al., 1999; Schmalhofer et al., 2002). Das kurzlich publizierte PAC und
verwandte Verbindungen (Kapitel 1.2.3.4, Seite 23) besitzen einen Hillkoeffizienten
von 1.9, dieser Wert wird dahingehend interpretiert, dass mehr als ein PAC-Molekdl
zur Blockade eines einzelnen Kanals beitragt (Schmalhofer et al., 2002).

Fir die vier hochwirksamen Psoralene 10, 11, 12 und 16 wurde in den elektrophysio-
logischen Testungen ein Hillkoeffizient von knapp Uber 2 ermittelt, die experimen-
tellen Daten stltzen also die fUr sie vorgeschlagene bivalente Wechselwirkung mit
dem Kv1.3-Tetramer.

Am Beispiel von 5-Methoxypsoralen wurde bereits eine andere Variante des Prinzip
bivalenter Liganden untersucht (Herzog, 2000). Bis-Bergapten, bestehend aus zwei
Uber eine para-Phenylen-Bricke verknupften Bergapten-Molekllen, wurde im Ver-
gleich mit dem monovalenten Bergapten am Kv1.3-Kanal getestet. Durch diese
Manipulation konnte die Wirksamkeit an Kv1.3 um etwa den Faktor 50 gesteigert
werden (Abbildung 7.5).

Es ist leicht vorstellbar, dass die beiden Bergapten-Teilstrukturen der Bis-Verbindung
moglicherweise mit identischen Bindungsstellen zweier Untereinheiten des Kanal-
tetramers interagieren und dadurch die Kanalpore Uberbricken (Herzog, 2000). Ob
die zwei potentiellen Pharmakophore der neuen 5-Phenylalkoxypsoralene in ahnli-
cher Weise an den Kanal binden, oder ob sie Wechselwirkungen mit unterschied-
lichen Bindungsstellen eingehen, ist unklar und muss Gegenstand weiterer Unter-
suchungen bleiben.

(o} < > ~0 o/CH3

0~ o o 0 o~ o 0 o~ o
Bis-Bergapten Bergapten
ECs0= 1.8 uM ECs= 101 uM

Abb. 7.5: Strukturformeln von Bergapten und Bis-Bergapten und ECs,-Werte am Kv1.3-
Kanal (Herzog, 2000).
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7.2 Selektivitat der neuen Psoralene gegeniiber weiteren lonenkanalen

Alle Psoralene der 5-Phenylalkoxy- und 5-Cyclohexylalkoxy-Reihen (8 bis 19)
wurden zur ersten Einschatzung der Selektivtat gegentber weiteren lonenkanalen an
Neuroblastomzellen der Linie N1E-115 untersucht. Sowohl Natrium- als auch Kalium-
strome werden von samtlichen Verbindungen in einem vergleichbaren Konzen-
trationsbereich mit geringer Affinitat gehemmt. Das bedeutet, dass diese Psoralene
unspezifische Wechselwirkungen mit den Kanalen der N1E-115-Zellen eingehen.
Wirkverstarkende Interaktionen im Sinne einer Bivalenz kommen hier offenbar auch
bei den vier Derivaten 10, 11, 12 und 16 nicht zustande.

Die Verbindungen 10 und 11 wurden daruber hinaus stellvertretend fur die neuen
hochwirksamen Psoralene an verschiedenen Kv-Kanalen getestet, die Ergebnisse
sind in Tabelle 7.2 zusammengefasst.

5-(3-Phenylpropoxy)- 5-(4-Phenylbutoxy)-
Kanaltyp psoralenS(1I0)k- _ psoralens(1l1)k __
ECaloM] s ECslMl O
Kv1.1 150 24 62 21
Kv1.2 259 41 49 17
Kv1.3 (Klon) 6.3 - 29 -
Kv1.3 (Lymphozyt) 7 - 3 -
Kv1.4 (243) (39) n.b. n.b.
Kv1.5 24 3.8 7.7 26
Kv1.7 200 32 100 34
Kv3.1 > 1000 > 150 > 1000 > 340
Kv (N1E-115) 800 131 900 318
Nav (N1E-115) 2500 396 1400 476

Tab. 7.2: Ergebnisse der elektrophysiologischen Testungen der Derivate 10 und 11.
Angabe der ECsy-Werte fiir die Stromblockaden und der Selektivititen als Quotient
EC50 1onenkanal [ECs0 kv1.3- Das Resultat fiir Kv1.4 entstammt einer Einzelmessung.

Beide Substanzen hemmen den Kaliumstrom durch den Shaw-Kanal Kv3.1 ahnlich
schwach wie die lonenstrome der Neuroblastomzellen. Aus der Shaker-Familie
wurden mit Ausnahme von Kv1.6 alle Mitglieder untersucht, in ihrer Selektivitat
gegenuber diesen Kanalen ubertreffen die Verbindungen 10 und 11 die meisten der
bekannten Kv1.3-Blocker.

Kein Kanal wird mit identischer Potenz wie Kv1.3 geblockt, wie es z. B. fur die Ver-
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bindungen CP-339,818 bzw. UK-78,282 und Kv1.4 beschrieben ist (Nguyen et al.,
1996; Hanson et al., 1999). Auch die neuen PAC-Derivate, die als einzige in ihrer
Wirksamkeit an Kv1.3 mit den Psoralenen vergleichbar sind, scheinen gegenuber
Kv1.1, Kv1.2, Kv1.5 und Kv1.6 nicht oder wenig selektiv zu sein (Schmalhofer et al.,
2002). Correolide weist zwar eine 4- bis 14fache Selektivitat gegentuber den Kanalen
der Kv1-Familie auf (Felix et al., 1999), im Gegensatz dazu sind die Psoralene an
Kv1.3 aber 17- bis 41fach starker wirksam als an Kv1.1, Kv1.2, Kv1.7 und wahr-
scheinlich auch Kv1.4.

Eine erhebliche Querempfindlichkeit besteht jedoch zum Kv1.5-Kanal, die ECso-Kon-
zentrationen an Kv1.3 und Kv1.5 unterscheiden sich nur um den Faktor 3.8 (10) bzw.
2.6 (11). Dieses Merkmal haben die Psoralene mit Sulfimidbenzamidindan (Castle et
al., 2000) und den Phenyloxoazapropylcycloalkanen (Baker et al., 2000) gemein
(Kapitel 1.2.3.4, Seite 24). Die in vivo-Relevanz dieser Tatsache kann bislang nicht
beurteilt werden, da noch nicht abschlie®end geklart ist, ob der fur den kardialen lxy-
Strom verantwortliche Kanal tatsachlich ein Homotetramer aus Kv1.5 ist oder
mdglicherweise noch andere Untereinheiten beteiligt sind.

In Abb. 7.6 sind die Konzentrations-Wirkungs-Kurven des Derivates 10 an verschie-
denen Kv1-Kanalen dargestellt. Es ist eindeutig zu erkennen, dass Kv1.1 und Kv1.2
durch Konzentrationen blockiert werden, die sich in einem ausreichenden Abstand zu
der an Kv1.3 wirksamen Konzentration bewegen. Der inhibierende Effekt setzt an
diesen Kanalen erst ein, wenn der Kv1.3-Strom bereits nahezu vollstandig gehemmt
ist. Nur an Kv1.5 kommt es zu Uberlappenden Effekten, die an Kv1.3 halbmaximal
wirksame Konzentration fuhrt hier schon zu einer merklichen Stromreduktion.
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Abb. 7.6: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Psoralen (10) an
verschiedenen Kandlen der Shaker-Familie.
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7.3 Uberlegungen zum Blockademechanismus

Konkrete Aussagen zum Mechanismus der Kv1.3-Blockade konnen anhand der
durchgefuhrten Untersuchungen nicht gemacht werden, hierzu sind weitere Studien
erforderlich. Es gibt jedoch zahlreiche Hinweise darauf, dass der Kanal in seinem
inaktivierten Zustand inhibiert wird.

Hierfur spricht vor allem, dass das Blockadegleichgewicht erst nach einigen Minuten
erreicht wird. Die volle Blockadewirkung ist dabei allein abhangig von der Zahl der
Depolarisationspulse, nicht von der Kontaktzeit des Kanals mit der Substanz.
Exemplarisch wurde Uberpruft, wie sich eine 10minudtige Inkubation der Zellen mit
Substanz vor Beginn des Experiments auswirkt. Der Blockadeverlauf war unter
diesen Bedingungen identisch mit Messungen, die sofort nach Perfusion der Test-
I6sungen gestartet wurden. Die Stromantworten auf den ersten Depolarisationspuls
waren vergleichbar gro3. Eine Stromreduktion erfolgte erst im Verlauf der Messung.
Der Kanal muss also 6ffnen bzw. inaktivieren, damit die Substanz ihre Bindungsstelle
erreichen kann.

In zwei Modellen konnte eine mogliche Interaktion mit der inaktivierten Kanalkonfor-
mation Uberpruft werden. Die Verbindung 10 wurde einerseits an der H404T-Kv1.3-
Mutante, andererseits in Kalium-Ringerlosung am Kv1.3-Wildtyp getestet. In beiden
Systemen ist die C-Typ-Inaktivierung des Kv1.3-Kanals zuriickgedrangt. Uberein-
stimmend reduziert das Psoralen in den Untersuchungen den Kaliumionenstrom
deutlich schlechter als am Kv1.3-Wildtyp-Kanal in Natrium-Ringerlosung. Fur die
volle Wirksamkeit ist also die Existenz inaktivierter Kanale erforderlich.

Den Shaw-Kanal Kv3.1 hemmen die Derivate 10 und 11 nicht nur mit wesentlich
geringerer Affinitat, sondern auch mit einer anderen Charakteristik als die Shaker-
Kanale. Die volle Blockadewirkung ist bereits beim ersten Depolarisationspuls er-
reicht. Offensichtlich interagieren die Verbindungen an diesem Kanal nicht mit dem
inaktivierten Zustand.

Bemerkenswert ist, dass die drei hochwirksamen Psoralene 11, 12 und 16 an Kv1.3
eine andere Blockadekinetik als die Gbrigen Derivate besitzen (Kapitel 5.3.1.2, Seite
75). Fur die Verbindung 11 konnte diese Beobachtung im Vergleich mit Substanz 10
auch an Kv1.1 und Kv1.2 gemacht werden (Kapitel 5.3.3, Seite 83).

Eine abweichende Lipophilie kann nicht zur Erklarung dieses Phanomens herange-
zogen werden (Kapitel 7.1.3, Seite 104). Es ist denkbar, wenn auch unwahrschein-
lich, dass die unterschiedlich wirksamen Psoralene verschiedene Bindungsstellen
angreifen. Vermutlich steht erneut das Prinzip der Bivalenz und damit das Erreichen
einer zweiten, zusatzlichen Bindungsdomane hinter der veranderten Blockadekinetik.
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7.4 Funktionelle Untersuchungen am Lymphozyten

Zusatzlich zu den elektrophysiologischen Testungen wurden in vitro-Untersuchungen
an humanen T-Lymphozyten durchgefuhrt, um festzustellen, ob die neuen hoch-
potenten Kv1.3-Blocker die postulierte Wirkung auf Funktion und Proliferation dieser
Zellen besitzen.

Neben der [3H]Thymidin—lnkorporation werden Versuche beschrieben, die zum Zeit-
punkt der Fertigstellung dieser Arbeit noch nicht abgeschlossen sind. Die Tendenzen
dieser Untersuchungen sollen jedoch nicht unerwahnt bleiben (Abschnitte 7.4.2 bis
7.4.4).

7.4.1 Lymphozytenproliferation

Die Studien zur [°H]Thymidin-Inkorporation belegen, dass die Psoralene 10 und 11
sehr wirksam die Lymphozyten-Proliferation unterdricken kénnen. Hinter diesem
Effekt scheint eine reine Blockade des Kv1.3-Kanals zu stehen, ohne dass darlber
hinaus unspezifische Vorgange ablaufen. Denn im Vergleich mit dem ebenfalls ge-
testeten Toxin ShK, welches sein immunsuppressives Potentials bereits in vivo an
EAE-Ratten unter Beweis gestellt hat (Beeton und Wulff, 2001), liegt eine strenge
Parallelitat der wirksamen Konzentrationen von Kanalblockade bzw. der Hemmung
des [*H]Thymidin-Einbaus vor.

Die im Folgenden beschriebenen ersten Hinweise aus den weiteren Messungen
stutzen diese These.

7.4.2 Zytotoxizitat der Psoralene

Der Einfluss ausgewahlter Substanzen auf die Vitalitat peripherer mononuklearer
Zellen wurde untersucht. Aus der Gruppe der Psoralene kamen Bergapten (Abbil-
dung 7.5, Seite 107) und die Derivate 9, 10, 11 in jeweils mindestens funf ver-
schiedenen Konzentrationen zum Einsatz. Als maximale Konzentration wurde fur die
Verbindungen 10 und 11 die 100fache ECso-Konzentration der Kv1.3-Blockade
gewahlt. Bergapten und das Psoralen 9 wurden geringer konzentriert verwendet, um
ihre vollstandige Losung sicherzustellen.

Die Zellen wurden mit den Testsubstanzen fur 17 Stunden inkubiert. Anschliel3end
wurden sie mit Propidiumiodid versetzt und mithilfe der Durchflusszytometrie unter-
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sucht. Der Farbstoff wird von toten Zellen aufgrund deren Membrandysfunktion auf-
genommen und interkaliert in die DNA. Die Fluoreszenzintensitat des interkalierten
Propidiumiodids ist wesentlich grof3er als die des freien Farbstoffes.

Wesentlich ist, dass in den eingesetzten Konzentrationen fur die vier untersuchten
Psoralene keine nennenswerte zytotoxische Wirkung beobachtet werden konnte.

7.4.3 Einfluss auf die TZR/CD3-induzierte Tyrosinphosphorylierung

Die Aktivierung des T-Zell-Rezeptor/CD3-Komplexes induziert eine schnelle Tyrosin-
phosphorylierung zahlreicher zellularer Proteine sowie der CD3-Untereinheiten und
der TZR-assoziierten {-Ketten. Uber einen Anti-Phosphotyrosin Western Blot kénnen
diese Reaktionen nachgewiesen werden.

In diesem Assay wurden die Psoralene 9, 10, 11 und Bergapten getestet. Die Ver-
bindungen wurden in den Maximal-Konzentrationen eingesetzt, die bei der Unter-
suchung der Zytotoxizitat verwendet worden waren. Es wurde kein Effekt auf die
Tyrosinphosphorylierung und damit kein moglicher weiterer Wirkmechanismus neben
der Kv1.3-Blockade festgestellt.

7.4.4 Einfluss auf die intrazellulare Calciumionen-Konzentration

Unter Verwendung der Durchflusszytometrie und eines Calcium-sensitiven Farb-
stoffes wurde die Wirkung einiger Kv1.3- bzw. IKCa1-Blocker auf die intrazellulare
Calcium-Konzentration nach Stimulation untersucht

Die Testungen wurden unter anderem an einem o:p-T-Zell-Klon durchgefuhrt, eine
Stimulation erfolgte Gber OKT 3 oder Staphylococcus-Enterotoxin A (SEA). Am Ende
jeder Messung wurde als Positiv-Kontrolle der Calcium-lonophor lonomycin in den
Ansatz gegeben. Dieser bewirkt eine Entleerung intrazellularer Calcium-Speicher
und triggert zusatzlich den Calcium-Einstrom von auf3en.

FUr das Psoralen 11 (eingesetzt in 100facher ECso-Konzentration der Kv1.3-Blocka-
de) konnte am a:p-T-Zell-Klon ein deutlicher Effekt auf die intrazellulare Calcium-
Konzentration beobachtet werden, der durch die Kv1.3-Blockade zu erklaren ist.
Sowohl das OKT 3- bzw. SEA- als auch das lonomycin-induzierte Calcium-Signal
wurde erheblich vermindert.
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8 Zusammenfassung und Ausblick

8.1 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden neue chirale und achirale Psoralen-
derivate synthetisiert und elektrophysiologisch mithilfe der patch-clamp-Technik
charakterisiert.

Zwei Enantiomerenpaare wurden durch stereoselektive Synthesen dargestellt. lhre
Enantiomerenreinheit konnte mithilfe der Hochleistungsflissigchromatographie an
einer chiralen stationaren Phase bewiesen werden. Stereoselektive Effekte am
Kv1.3-Kanalprotein konnten nicht festgestellt werden.

Mit den achiralen Derivaten 5-(3-Phenylpropoxy)psoralen (10), 5-(4-Phenylbutoxy)-
psoralen (11), 5-(5-Phenylpentoxy)psoralen (12) und 5-(4-Biphenylyl)methoxypsora-
len (16) ist es gelungen, hochpotente und vielversprechende Blocker des lympho-
zytaren Kaliumkanals Kv1.3 zu entwickeln. Diese Verbindungen inhibieren den
Kaliumionenstrom durch Kv1.3 im einstelligen nanomolaren Konzentrationsbereich
und Uberragen damit alle bisher bekannten Kv1.3-Blocker.

Verschiedene Hinweise deuten darauf hin, dass die Verbindungen ihren blockieren-
den Effekt durch Wechselwirkungen mit dem inaktivierten Kanal erreichen.

Durch Synthese strukturell verwandter Verbindungen konnten Erkenntnisse zu den
Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Psoralene gewonnen werden. Der Vergleich von
Lipohilie und Wirksamkeit zeigt, dass die Kv1.3-Blockade durch die hochpotenten
Derivate aus einer spezifischen Wechselwirkung mit dem Kanalprotein resultiert und
nicht in einem einfachen Lipophilie-Effekt grindet.

FUr die hochwirksamen Substanzen wird eine bivalente Interaktion mit dem Kv1.3-
Kanal postuliert, bei der ein Psoralenmolekul zwei Bindungsstellen erreicht. Bei den
fur diese Wechselwirkungen notwendigen Teilstrukturen handelt es sich zum einen
um das Psoralengrundgerist und zum anderen um den Phenylsubstituenten, der
Uber einen spacer (eine Alkylkette oder ein weiterer Phenylrest) mit dem Trizyklus
verknupft ist. Aus experimenteller Sicht wird dieser Vorschlag durch einen Hill-
koeffizienten von 2 und einer gegenuber den schwacher wirksamen Derivaten veran-
derten Blockadekinetik gestutzt.
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FUr die Substanzen 10 und 11 wurden exemplarisch die Selektivitaten gegenuber
weiteren lonenkanalen bestimmt, um erste Hinweise auf mdgliche unerwlinschte in
vivo-Nebeneffekte zu erhalten.

Die Verbindungen besitzen hervorragende Selektivitaten gegenuber den Natrium-
und Kaliumkanalen von Neuroblastomzellen und dem Shaw-Kanal Kv3.1. Innerhalb
der Shaker-Kanal-Familie ergeben sich zufriedenstellende Selektivitaten fur die
Kanale Kv1.1, Kv1.2, Kv1.7 und wahrscheinlich auch Kv1.4. Lediglich der kardiale
Kv1.5-Kanal wird ahnlich potent wie Kv1.3 blockiert, die in vivo-Relevanz dieser Tat-
sache ist noch unklar. Insgesamt Ubertreffen die Psoralene auch hinsichtlich der
Selektivitat die meisten der bislang bekannten Kv1.3-Blocker. Die ubrigen Verbindun-
gen besitzen zwar vergleichbare, jedoch keinesfalls bessere Selektivitaten.

Erste funktionelle Untersuchungen an humanen Lymphozyten belegen weiterhin,
dass es sich bei den neuen Psoralenen auch in vitro um gut wirksame Substanzen
mit mdglichem immunsuppressivem Potential handelt. Toxische Effekte konnten
bisher nicht festgestellt werden.

Die vorgestellten 5-Phenylalkoxypsoralene konnten als die bislang besten nicht-
peptidischen Kv1.3-Inhibitoren dabei helfen, das Konzept der Blockade lympho-
zytarer Kaliumkanale weiterzuentwickeln. Méglicherweise kdénnen sie sogar als Leit-
strukturen fur die Entwicklung einer Klasse neuartiger Immunsuppressiva dienen.

8.2 Ausblick

Zahlreiche neue Fragestellungen ergeben sich aus den vorgestellten Ergebnissen,
einerseits im Hinblick auf erwinschte, andererseits aber auch im Zusammenhang mit
moglichen unerwunschten Wirkungen der Psoralenderivate. Weiterfuhrende Unter-
suchungen sind sowohl im chemischen, biologischen, molekularbiologischen als
auch im immunologischen Bereich geplant.

In nachster Zukunft werden in Zusammenarbeit mit dem Labor von Prof. Dr. G.
Chandy, Department of Physiology and Biophysics, Universitat Irvine, USA, in vivo-
Studien an EAE-Ratten durchgefihrt. Die Verbindungen 10 und 11 sollen dabei in
Bezug auf ihr Potential bei praventiver Gabe untersucht werden. Die Testungen wer-
den fur dieses in vivo-Modell erstmals Daten eines nicht-peptidischen Kv1.3-Inhibi-
tors liefern. Hierbei konnten auch Erkenntnisse bezilglich der in vivo-Relevanz der
mdglicherweise unglnstigen Blockade des kardialen Kv1.5-Kanals erhalten werden.
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Ferner wird Frau Dr. H. Wulff, Irvine, voraussichtlich Mutations-Studien am Kv1.3-
Kanal zur Identifizierung der Bindungsstelle der neuen Psoralene durchfuhren.

Die vor kurzem begonnenen immunologischen Untersuchungen werden weiterver-
folgt und wahrscheinlich ausgeweitet (Carstens und Wildschek, Dissertationen in
Vorbereitung).

Die Synthese weiterer Psoralenderivate wird das Verstandnis der Struktur-Wirkungs-
Beziehungen vertiefen und moglicherweise zu noch besseren Verbindungen fluhren,
auch der Aspekt der Chiralitat soll in diesem Kontext abschlief3end betrachtet werden
(Schmidt-Lassen und Schmitz, Dissertationen in Vorbereitung).

Die Problematik einer moglichen Toxizitat der Psoralene, erinnert sei vor allem an ihr
phototoxisches Potential, darf nicht auler Acht gelassen werden. Auch diese
Thematik wird zum Zeitpunkt bearbeitet (Bode, Dissertation in Vorbereitung). Als
wichtigster Mechanismus einer solchen Toxizitat kann eine Interkalation der Verbin-
dungen in die DNA angesehen werden, von der ausgehend und initiiert durch UV-
Licht es nachfolgend zur Bindungsbildung zu der Pyrimidinbase Thymin kommt.

Erste Hinweise lassen erwarten, dass die neuen Phenylalkoxy-Verbindungen
aufgrund der langen Seitenketten in 5-Position weniger gut in der Lage sind, der-
artigen Prozessen zu unterliegen, als die bekanntermalien erheblich phototoxische
Substanz Bergapten.
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9 Experimenteller Teil

9.1 Material und Gerate

Die nachfolgend aufgefuhrten Gerate und Materialien wurden fur die Charakteri-
sierung der synthetisierten Verbindungen verwendet.

Schmelzpunkte: Mikroheiztisch Thermovar (Reichert, Wien); die Werte wurden nicht
korrigiert.

Dunnschichtchromatographie: DC-Folien POLYGRAM SIL G/UV3s4 aus Kieselgel
(Macherey-Nagel, Diren), FlieBmittel: Cyclohexan/Ethylacetat (3/2);
R¢ = Verhaltnis der Laufstrecke der Verbindung zur Laufstrecke der FlieBmittelfront.

IR-Spektroskopie: 16 PC FTIR (Perkin Elmer)
Zur Charakterisierung der Banden werden folgende Abklrzungen verwendet: s =

stark, m = mittel, w = schwach, br = breites Signal, v = Valenzschwingung, 5 = Defor-
mationsschwingung.

Fluorimetrie: Luminescence Spectrometer LS 50 B (Perkin Elmer)

NMR-Spektroskopie: Kernresonanzspektrometer ARX 300 (Bruker, Rheinstetten);
'H-NMR: Messfrequenz 300.13 MHz, *C-NMR: Messfrequenz 75.47 MHz; Innerer
Standard: Tetramethylsilan (TMS).

Zur Charakterisierung der Signale werden folgende Abkurzungen verwendet: s =
Singulett, d = Dublett, dd = Dublett eines Dubletts, ddd = Dublett eines Dubletts eines
Dubletts, t = Triplett, dt = Dublett eines Tripletts, quint = Quintett, sext = Sextett, m =
Multiplett, br = breites Signal; J = Kopplungskonstante (2J: geminal, 3J: vicinal, *J und
°J: Fernkopplung); Ha/Hg/Hx = H-Atome in komplexen Spinsystemen.

Die Auswertung der "H-NMR-Spektren erfolgte, soweit moglich, nach den Regeln fiir
Spektren 1. Ordnung.

Fur die Zuordnung der Kohlenstoffatome in der *C-NMR-Spektroskopie wurden fiir
nahezu alle Verbindungen DEPT-135-Experimente durchgefihrt. Kohlenstoffatome
der Phenyl- und Cyclohexylringe wurden dartber hinaus ggf. durch Vergleich mit
Literaturdaten naher zugeordnet (Hesse et al., 1991).
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Far die Zuordnung der NMR-Signale wurden die Strukturen wie folgt beziffert:

5 3" 5 3
6 2 6" 2
1 1"
(CR',), (CH,),
R= - oder

Massenspektrometrie: HP 5989A-MS Engine (70 eV) (Hewlett-Packard, Waldbronn);
Direkteinlass: Schubstange IGT (Instrumente und Gerate Technik GmbH), Wolfram-
Wendel; lonenquellentemperatur: 250°C, Quadrupoltemperatur: 120°C; L6sungs-
mittel: Aceton.

Hochauflésende Massenspektrometrie: Institut fur Organische Chemie der Christian-
Albrechts-Universitat zu Kiel (Finnigan MAT 8230, 70 eV); HRMS: High resolution
mass spectrum.

Elementaranalyse: Institut fUr Anorganische Chemie der Christian-Albrechts-
Universitat zu Kiel (Hewlett-Packard CHN-Autoanalyzer); llse Beetz — Mikroanaly-
tisches Laboratorium, Industriestr. 10, Kronach.

Hochleistungsflissigchromatographie:

1. Analytik der chiralen Verbindungen:

Pumpe: Waters 600 Pump; Saulen: LiChroCART 250-4 (S,S)-Whelk-O1 5 pm
(Merck, Darmstadt), CC 200/4 Nucleodex gamma-PM und CC 200/4 Nucleodex beta-
OH (Macherey-Nagel, Dduren); Detektor: Waters 474 Scanning Fluorescence
Detector; Waters 600 Controller.

2. Bestimmung der Lipophilie:

Pumpe: Waters 1525 Binary HPLC Pump; Saulenofen: Peltier-Kolonnenthermostat
Jetstream”, temperiert auf 25°C; Saule: Kromasil 100 C18, 5 ym, 60 x 4.6 mm
(Kromasil, Schweden); Detektoren: Waters 2475 Multi A Fluorescence Detector,
Waters 486 Tunable Absorbance Detector; FlieBmittel: Acetonitril (A) / Sérensen-
Phosphat-Puffer 11 mM pH 7.4 (B), Gradient Gber 70 min: 30% A/ 70% B beit =0
min bis 78% A / 22% B bei t = 70 min; Standardsubstanzen: 4-Methylbenzaldehyd,
Toluol, Ethyl-, n-Propyl-, n-Butyl-, n-Pentyl-, n-Hexyl-, n-Heptyl- und n-Octylbenzol.
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Alle fur die Synthese verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Sigma-
Aldrich (Deisenhofen, einschlieBlich Fluka), Lancaster (Muhlheim), Merck (Darm-
stadt) oder Carl Roth (Karlsruhe) bezogen, ebenso die Loésungsmittel flr die
Hochleistungsflissigchromatographie, welche HPLC-Qualitat besalien. Die Losungs-
mittel fur die Synthese stammten aus Industrielieferungen an das pharmazeutische
Institut.

Bislang nicht in der Literatur beschriebene Verbindungen sind mit einem Stern (*)
gekennzeichnet.

9.2 Allgemeine Synthesevorschrift der Veretherung von Bergaptol

Die angegebenen Mengen 5-Hydroxypsoralen (Bergaptol), getrocknetes Kalium-
carbonat und eine Spatelspitze Kaliumiodid werden in trockenem Aceton unter
Ruhren und Stickstoffoegasung im Dreihalskolben zum Ruckfluss erhitzt, das
Alkylans wird nach und nach zugegeben. Nach der jeweils genannten Reaktionszeit
wird das Kaliumcarbonat abfiltriert und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt
(Variante A); oder der Ansatz wird auf Wasser gegeben, mit konzentrierter
Salzsaure auf pH 1 gebracht, und der entstehende Niederschlag wird abgesaugt
(Variante B). Der Riuckstand bzw. der Niederschlag wird in Dichlormethan aufge-
nommen und dreimal mit 2%iger Natronlauge gewaschen, um nicht umgesetztes
Bergaptol zu entfernen. Die organische Phase wird mit Natriumsulfat getrocknet und
filtriert. AnschlieRend wird das Losungsmittel im Vakuum abgezogen und der
Destillationsrickstand aus dem angegebenen Losungsmittel umkristallisiert.
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9.3 Synthesen und physikalische Daten der einzelnen Verbindungen

5-Hydroxypsoralen (Bergaptol)
4-Hydroxy-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

OH

1.0 g lod (3.9 mmol) und 0.2 g (8.3 mmol) frisch angeriebene Magnesiumspéane
werden in 30 ml absolutem Ether unter Ruckfluss bis zur vollstandigen Entfarbung
der Lésung gerthrt. 1.0 g (4.6 mmol) 5-Methoxypsoralen (Bergapten) werden in
einem Erlenmeyerkolben mit etwas abolutem Ether suspendiert und quantitativ in die
entfarbte Losung uberfihrt. Der Ansatz wird 45 min unter Erwarmen geruhrt. Der
Ether wird abrotiert und der Ruckstand im Luftbad bei 120°C zunachst 30 min
getrocknet und dann fir 90 min auf 160-165°C Innentemperatur erhitzt. Nach dem
Abkuhlen wird der Ruckstand mit 25%iger Schwefelsdure aufgenommen. Das
Produkt wird abgesaugt, mit Natriumthiosulfatidsung gewaschen, getrocknet und
ohne weitere Aufreinigung fur die nachfolgenden Synthesen eingesetzt.

Ausbeute: 0.79 g Rohprodukt (3.9 mmol, 84 % der Theorie)

Schmelzpunkt: 273 °C (Rohprodukt); Lit.: 276 °C (Schdnberg und Aziz, 1955)
'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, & [ppm]): 6.24 (d, 1H, %J=9.7 Hz, 3-H); 7.14 (s, 1H, 8-
H); 7.19 (dd, 1H, 3J=2.3 Hz, °J=0.9 Hz, 4’-H); 7.90 (d, 1H, 3J=2.3 Hz, 5'-H); 8.26 (d,

1H, 3J=9.7 Hz, 4-H)

C11Hs04 (202.17)
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5-(3-Hydroxypropoxy)psoralen (2) *
4-(3-Hydroxypropoxy)-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

07 >""oH
/ AN
O o) o)

150 mg (0.75 mmol) Bergaptol und 2.0 ml (23 mmol) 3-Brom-1-propanol werden
unter Zusatz von 0.8 g Kaliumcarbonat in 50 ml Aceton nach Variante A umgesetzt.
Die Reaktionszeit betragt 10 h. Das Rohprodukt wird aus Methanol umkristallisiert.

Ausbeute: 138 mg (0.53 mmol, 71 % der Theorie)
Schmelzpunkt: 136 °C (Methanol); weif3, kristallin

IR (KBr, 7 [em™]): 3469 (s, von); 1711 (s, br, ve=0); 1625 und 1600 (s, ve=c); 757 (m,
dcH)

'"H-NMR (300 MHz, CDCl;, & [ppm]): 2.15 (quint, 2H, 3J=6.0 Hz, 5-OCH,CH.-
CH,OH); 3.96 (t, 2H, 3J=5.9 Hz, 5-O(CH,),CH,0H); 4.60 (t, 2H, 3J=6.1 Hz, 5-OCH.-
(CH,),0H); 6.27 (d, 1H, J=9.8 Hz, 3-H); 7.01 (d, 1H, 3J=2.3 Hz, 4-H); 7.15 (s, 1H, 8-
H); 7.59 (d, 1H, ®J=2.3 Hz, 5-H); 8.15 (d, 1H, 3J=9.8 Hz, 4-H)

BC-NMR (75.5 MHz, CDCl;, & [ppm]): 32.74 (5-OCH,CH,CH,OH); 59.29 (5-
O(CH2),CH20H); 69.96 (5-OCH,(CH,),OH); 94.10 (8-C); 105.12 (4-C); 106.82 (4a-
C); 112.64 (3-C); 113.55 (6-C); 139.24 (4-C); 144.93 (5'-C); 148.86 (5-C); 152.66
(8a-C); 158.27 (7-C); 161.28 (2-C)

MS (70 eV, miz, | [% B]): 260 (45, M*); 203 (14); 202 (100, [M-C3HsO]"); 174 (51,
[202-COJ*); 145 (11); 118 (10, [174-2COJ*); 89 (17); 63 (11); 51 (17, [C4H3]*); 41 (13)

C14H1205 (26025) HRMS [m/z] C14H1205: ber.: 260.06848 gef.: 260.06850
C15"®CH1,0s: ber.: 261.07184  gef.: 261.07185
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(RS)-5-(2-Hydroxypropoxy)psoralen (3) *
(RS)-4-(2-Hydroxypropoxy)-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

Hoj/CH3
o)

/ N

O o) o)

150 mg (0.75 mmol) Bergaptol und 3.0 ml (33 mmol) 1-Brom-2-propanol werden
unter Zusatz von 0.8 g Kaliumcarbonat in 50 ml Aceton nach Variante A umgesetzt.
Die Reaktionszeit betragt 15 h. Abweichend wird der bei der Entfernung des Acetons
verbleibende Olige Destillationsriickstand nach dem Abkudhlen mit Petrolether ver-
setzt. Der entstehende Niederschlag wird abgesaugt.

Ausbeute: 60 mg (0.23 mmol, 31 % der Theorie)
Schmelzpunkt: 144 °C; hellgelb, pulvrig

IR (KBr, ¥ [em™]): 3316 (m, br, vou); 1721 (s, ve=o); 1622 und 1606 (m, ve=c); 758

(m, 5CH)

"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, & [ppm]): 1.21 (d, 3H, 3J=6.4 Hz, 5-OCH,CH(OH)-
CHs); 4.02-4.09 (m, 1H, 5-OCH,CH(OH)CHs); 4.27 (dd, 1H, 2Jas=9.5 Hz, 3Jax= 6.3
Hz, 5-OCHAHsCHx(OH)CHs); 4.37 (dd, 1H, 2Jxs=9.5 Hz, 3Jsx=4.1 Hz, 5-OCHaHg-
CHx(OH)CHs); 5.04 (d, H/D-Tausch, 1H, 3J=4.9 Hz, 5-OCH,CH(OH)CHa); 6.35 (d,
1H, 3J=9.8 Hz, 3-H); 7.31 (d, 1H, 3J=2.3 Hz, 4-H); 7.37 (s, 1H, 8-H); 8.04 (d, 1H,
3J=2.3 Hz, 5’-H); 8.37 (d, 1H, °J=9.8 Hz, 4-H)

BC-NMR (75.5 MHz, CDCls, & [ppm]): 19.15 (5-OCH,CH(OH)CHs); 66.82 (5-
OCH,CH(OH)CHs); 78.37 (5-OCH,CH(OH)CHs); 94.79 (8-C); 104.71 (4-C); 107.27
(4a-C); 113.12 (3-C); 114.21 (6-C); 138.93 (4-C); 145.20 (5’-C); 148.51 (5-C); 152.63
(8a-C); 158.13 (7-C); 161.07 (2-C)

MS (70 eV, miz, | [% B]): 260 (35, M*); 203 (13); 202 (100, [M-C3HsO]"); 174 (49,

[202-COJ*); 118 (8, [174-2COJ*): 89 (11); 63 (8); 59 (24, [C3H70T*); 51 (15, [C4Hs]*);
41 (14)
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C14H1205 (26025) HRMS [m/z] C14H1205: ber.: 260.06848 gef.: 260.06850
C15"®CH1,0s: ber.: 261.07184  gef.: 261.07185

(S)-5-(3-Hydroxy-2-methylpropoxy)psoralen (S-4) * und
(R)-5-(3-Hydroxy-2-methylpropoxy)psoralen (R-4) *
(S)- bzw. (R)-4-(3-Hydroxy-2-methylpropoxy)-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

OH
H H
H,C He'
o) o)
@[1 @Ei
O o) o) o o) o)
S-4 R-4

AnsatzgroRe S-4: 150 mg (0.75 mmol) Bergaptol, 550 pl (6.3 mmol) (S)-(+)-3-Brom-
2-methyl-1-propanol; R-4: 200 mg (1.0 mmol) Bergaptol, 1 ml (9.6 mmol) (R)-(-)-3-
Brom-2-methyl-1-propanol.

Die angegebenen Mengen Bergaptol und Alkylans werden unter Zusatz von 2 g
Kaliumcarbonat in 50 ml Aceton nach Variante A umgesetzt. Die Reaktionszeit
betragt 9.5 h.

Ausbeute: S-4: 65 mg (0.24 mmol, 32 % der Theorie)
R-4: 95 mg (0.35 mmol, 35 % der Theorie)

Schmelzpunkt: S-4: 131 °C; weil}, pulvrig
R-4: 130.5 °C; weil3, pulvrig

Die spektroskopischen Daten der beiden Verbindungen entsprechen sich und sind
deshalb nur einmal exemplarisch aufgefihrt.

IR (KBr, v [ecm™]): 3467 (s, vou); 1713 (s, vc=o); 1623 und 1604 (s, vc=c); 746 (m,
OcH)

'"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, 5 [ppm]): 1.04 (d, 3H, %J=6.9 Hz, 5-OCH,CH(CHa)-
CH,OH); 2.09 (sext, 1H, mittlere ®J=6.2 Hz, 5-OCH,CH(CH3)CH,OH); 3.48-3.52 (AB-
Teil eines ABX-Systems, H/D-Tausch: d, 2H, *Jax="Jsx=6.1 Hz, 5-OCH,CHx(CHa)-
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CHAHsOH); 4.38 (dd, 1H, 2Jas=9.1 Hz, 3Jax=5.9 Hz, 5-OCHaHgCHx(CH3)CH,0OH);
4.48 (dd, 1H, 2Jas=9.1 Hz, 3Jgx=5.5 Hz, 5-OCHaHsCHx(CH3)CH,OH); 4.67 (t, H/D-
Tausch, 1H, mittlere *J=5.1 Hz, 5-OCH,CH(CH3)CH,OH); 6.35 (d, 1H, 3J=9.8 Hz, 3-
H); 7.34 (d, 1H, %J=2.4 Hz, 4’-H); 7.35 (s, 1H, 8-H); 8.03 (d, 1H, 3J=2.3 Hz, 5’-H); 8.22
(d, 1H, 3J=9.8 Hz, 4-H)

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls, & [ppm]): 13.66 (5-OCH,CH(CH3)CH,OH); 36.50 (5-
OCH,CH(CH3)CH,0H); 64.68 (5-OCH,CH(CH3)CH,0H); 74.94 (5-OCH,CH(CH,)-
CH,OH); 94.08 (8-C); 105.13 (4-C); 106.79 (4a-C); 112.66 (3-C); 113.53 (6-C);
139.11 (4-C); 144.85 (5-C); 148.92 (5-C); 152.65 (8a-C); 158.26 (7-C); 161.22 (2-C)

MS (70 eV, miz, | [% B]): 274 (22, M*); 203 (16); 202 (100, [M-CsHsO]"); 174 (43,
[202-COJ*); 145 (10, [174-CHOJ*); 89 (13); 55 (20); 51 (15, [C4Hs]*); 49 (12); 43 (14)

C15H1405 (27427) S-4: HRMS [m/z] C15H1405 ber.: 274.08141 gef.: 274.08390
C14"°CH1405 ber.: 275.08746 gef.: 275.08720

R-4: Elementaranalyse ber.: C65.69% H5.14% 0 29.17%

gef.. C65.44% H5.26%

5-Phenacyloxypsoralen (5) *
4-Phenacyloxy-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

350 mg (1.7 mmol) Bergaptol und 350 mg (2.3 mmol) Phenacylchlorid werden unter
Zusatz von 1.2 g Kaliumcarbonat in 35 ml Aceton nach Variante B umgesetzt. Die
Reaktionszeit betragt 1.5 h. Das Rohprodukt wird aus Methanol umkristallisiert.

Ausbeute: 280 mg (0.87 mmol, 51 % der Theorie)
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Schmelzpunkt: 142.5 °C (Methanol); weil3, watteartig

IR (KBr, 7 [cm™]): 1724 (s, vo-o); 1687 (s, vo-o); 1622 und 1606 (m, veec); 751 (m,
dcH)

'"H-NMR (300 MHz, CDCls, & [ppm]): 5.69 (s, 2H, 5-OCH-COCgHs); 6.34 (d, 1H,
3J=9.8 Hz, 3-H); 6.84 (dd, 1H, 3J=2.4 Hz, °J=1.0 Hz, 4-H); 7.22 (s, 1H, 8-H); 7.60 (d,
1H, 3J=2.4 Hz, 5-H); 7.51-7.56, 7.63-7.69 und 7.94-7.97 (3 m, 2H, 1H und 2H, 5-
OCH,COCgHs); 8.37 (dd, 1H, 2J=9.8 Hz, °J=0.5 Hz, 4-H)

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls;,  [ppm]): 74.31 (5-OCH,COCgHs); 95.12 (8-C); 104.05
(4-C); 107.66 (4a-C); 113.20 (3-C); 113.68 (6-C); 127.84 und 129.10 (2”-C, 3’-C, 5’-
C, 6’-C); 134.03 (1’-C); 134.32 (4-C); 139.45 (4-C); 145.49 (5-C); 148.08 (5-C);
152.60 (8a-C); 157.98 (7-C); 161.02 (2-C); 193.30 (5-OCH,COCgHs)

MS (70 eV, miz, | [% B]): 321 (6): 320 (28, M*): 201 (6): 119 (25, [CsH-O["); 106 (8);
105 (100, [C7HsO]"); 91 (30, [C/H7]™); 77 (31, [CeHs]™); 65 (7, [CsHs]™); 51 (14,
[C4H3]")

C19H1205 (320.30): HRMS [m/z] C19H120s: ber.: 320.06848 gef.: 320.06850

C1s"°CH1205: ber.: 321.07184  gef.: 321.07180

(RS)-5-(2-Hydroxy-2-phenylethoxy)psoralen (6) *
(RS)-4-(2-Hydroxy-2-phenylethoxy)-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

HO

150 mg (0.47 mmol) 5-Phenacyloxypsoralen (Verbindung 5) werden in 15 mi
trockenem Ethanol gelost. Die Losung wird unter Ruhren bei Raumtemperatur
tropfenweise mit 9 mg (0.24 mmol) Natriumborhydrid (gelést in 5 ml trockenem
Ethanol) versetzt. Nach 1.5 h wird das Uberschissige Natriumborhydrid mit 4N-
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Salzsaure zersetzt. Die Losung wird im Vakuum eingeengt, dabei beginnt 6 bereits
auszufallen. Der Ruckstand wird mit Wasser versetzt und nach einigen Stunden
Klhlung abgesaugt. Das Produkt wird aus Methanol/Wasser umkristallisiert.

Ausbeute: 116 mg (0.36 mmol, 77 % der Theorie)
Schmelzpunkt: 156 °C (Methanol/Wasser); weil3, watteartig

IR (KBr, 7 [ecm™]): 3575 und 3435 (m, br, von); 1720 (s, br, vc=0); 1624 und 1604 (m,
V(;:(;); 750 (m, SCH)

'"H-NMR (300 MHz, CDCls, & [ppm]): 2.56 (d, H/D-Tausch, 1H, 3J=3.2 Hz, 5-
CH,CH(OH)CgHs); 4.49-4.56 (AB-Teil des ABX-Systems, 2H, 5-CHaHgCHx(OH)-
CeHs); 5.20 (dt, H/D-Tausch: t, 1H, 2Jax=2Jex= 5.8 Hz, 3Jxon=3.2 Hz, 5-CHaHgCHx-
(OH)CgHs); 6.27 (d, 1H, 3J=9.8 Hz, 3-H); 6.90 (dd, 1H, 3J=2.4 Hz, °J=0.9 Hz, 4'-H);
7.18 (s, 1H, 8-H); 7.34-7.49 (m, 5H, 5-CH,CH(OH)C¢Hs); 7.58 (d, 1H, %J=2.4 Hz, 5-
H); 8.09 (dd, 1H, 3J=9.8 Hz, °J=0.5 Hz, 4-H)

BC-NMR (75.5 MHz, CDCl;, & [ppm]): 73.15 (5-OCH,CH(OH)C¢Hs); 77.91 (5-
OCH,CH(OH)CgHs); 94.86 (8-C); 104.65 (4'-C); 107.42 (4a-C); 113.03 (3-C); 114.32
(6-C); 126.26 und 128.84 (2-C, 3"-C, 5’-C, 6’-C); 128.61 (4-C); 139.07 (4-C);
139.58 (1°-C); 145.22 (5'-C); 148.36 (5-C); 152.56 (8a-C); 158.05 (7-C); 161.10 (2-C)

MS (70 eV, miz, | [% B]): 322 (9, M*): 203 (14); 202 (100, [M-CgHsO[*): 174 (31,
[202-COJ*): 103 (19): 91 (13, [C/HT™): 89 (10): 79 (12): 77 (23, [CeHel’); 51 (20,
[C4H3]"); 43 (33)

C19H1405 (322.32): HRMS [m/z] C19H140s: ber.: 322.08414  gef.: 322.08410
C1s"°CH140s5: ber.: 323.08746  gef.: 323.08890

125



Experimenteller Teil

(S)-5-(2-Hydroxy-2-phenylethoxy)psoralen (S-6) * und
(R)-5-(2-Hydroxy-2-phenylethoxy)psoralen (R-6) *
(S)- bzw. (R)-4-(2-Hydroxy-2-phenylethoxy)-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

OH
] H
o) o)
N N
L L
o o) o) o o) o)
S-6 R-6

AnsatzgréRRe S-6: 180 mg (0.9 mmol) Bergaptol, 1.5 ml (11 mmol) (S)-(+)-2-Chlor-1-
phenylethanol; R-6: 250 mg (1.2 mmol) Bergaptol, 2.0 ml (15 mmol) (R)-(-)-2-Chlor-1-
phenylethanol.

Die angegebenen Mengen Bergaptol und Alkylans werden unter Zusatz von 0.6 g
Kaliumcarbonat in 15 ml Aceton nach der beschriecbenen Methode umgesetzt
(Variante A fur S$-6, Variante B fir R-6). Die Reaktionszeit betragt 20 h (S-6) bzw. 72
h (R-6).

Als Hauptprodukt entsteht bei der Umsetzung Verbindung 7, welche von dem ge-
wulnschten Produkt abgetrennt werden muss. Mit dem nach Entfernen des Dichlor-
methans erhaltenen Destillationsrickstand wird eine Saulenchromatographie Uber
80 g Kieselgel durchgefuhrt (Merck Kieselgel 60 (0.063-0.200 mm); FlieBmittel:
Ethylacetat/Dichlormethan (1/5)). Als erstes Produkt mit einem R«Wert von 0.46 wird
die Substanz S-6 bzw. R-6 eluiert, danach folgt mit einem RWert von 0.36 die
umgelagerte Verbindung 7. Die gesammelten Fraktionen werden jeweils im Vakuum
zur Trockene eingeengt. Alle erhaltenen Rohprodukte werden aus Ethanol/Wasser
umkristallisiert.

Ausbeute: S-6: 11 mg (0.03 mmol, 4 % der Theorie)
R-6: 25 mg (0.08 mmol, 7 % der Theorie)

Schmelzpunkt: S-6: 155 °C (Ethanol/Wasser); weil}, watteartig
R-6: 154.5 °C (Ethanol/Wasser); weil, watteartig

Die spektroskopischen Daten der Substanzen entsprechen denen der Verbindung 6
und sind dort zu entnehmen.

126



Experimenteller Teil

C19H1405 (322.32): S-6: HRMS [m/z] C1oH140s:  ber.: 322.08414 gef.: 322.08410
C1s"°CH1405: ber.: 323.08746 gef.: 323.08730

S$-6: HRMS [m/z] C19H140s5: ber.: 322.08414 gef.: 322.08410

C1s"°CH1405: ber.: 323.08746 gef.: 323.08890

(RS)-5-(2-Hydroxy-1-phenylethoxy)psoralen (7) *
(RS)-4-(2-Hydroxy-1-phenylethoxy)-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

OH

Die Verbindung 7 entsteht als Umlagerungsprodukt bei der Synthese der Substanzen
S-6 bzw. R-6; Herstellungsvorschrift siehe dort.

Ausbeute: 49 mg (0.15 mmol, 17 % der Theorie)
Schmelzpunkt: 148.5 °C (Ethanol/H,0); hellgelb, watteartig

IR (KBr, 7 [cm™]): 3379 (m, br, vou); 1732 (s, vc=o); 1620 und 1605 (s, ve=c); 750 (s,
dcH)

'"H-NMR (300 MHz, CDCls, & [ppm]): 2.14 (dd, H/D-Tausch, 1H, 3Jaon=8.3 Hz,
3Json=4.6 Hz, 5-CH(C¢Hs)CHaHsOH); 3.98 (ddd, H/D-Tausch: dd, 1H, 2Jas=12.1 Hz,
3Jaon=8.3 Hz, Jax=3.5 Hz, 5-CHx(CeHs)CHaHsOH); 4.22 (ddd, H/D-Tausch: dd, 1H,
2Ja8=12.1 Hz, 3Jgx=8.1 Hz, 3Jgon=4.6 Hz, 5-CHx(CeHs)CHAHsOH); 5.55 (dd, 1H,
3Jax=3.6 Hz, *Jgx=8.1 Hz, 5-CHx(CsHs)CHaHgOH); 6.25 (d, 1H, J=9.8 Hz, 3-H); 6.81
(dd, 1H, 3J=2.4 Hz, °J=0.9 Hz, 4-H); 7.17 (s, 1H, 8-H); 7.35 (s, 5H, 5-CH(CgHs)-
CH,OH); 7.51 (d, 1H, 3J=2.4 Hz, 5-H); 8.18 (dd, 1H, 3J=9.8 Hz, °J=0.5 Hz, 4-H)

®C-NMR (75.5 MHz, CDCl;, & [ppm]): 66.84 (5-OCH(C¢Hs)CH,OH); 86.34 (5-
OCH(CgHs)CH,0H); 95.22 (8-C); 104.79 (4’-C); 108.34 (4a-C); 113.06 (3-C); 115.29
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(6-C); 126.69 und 128.98 (2’-C, 3’-C, 5’-C, 6’-C); 129.10 (4-C); 136.79 (1’-C);
139.24 (4-C); 145.21 (5'-C); 147.82 (5-C); 152.46 (8a-C); 157.87 (7-C); 161.07 (2-C)

Die Struktur des Umlagerungsproduktes wurde mithilfe einer direkten CH-Korrelation
und eines CH-COLOC bestatigt (siehe Kapitel 3).

MS (70 eV, m/z, | [% B]): 322 (2, M*); 203 (14); 202 (100, [M-CsHsOl"); 174 (22,
[202-COJ"); 122 (22, [CsH100]"); 103 (33); 91 (26, [C7H7]"); 89 (13); 77 (16, [CeHs]');
51 (16, [CaHa]")

C19H1405 (32232) HRMS [m/z] C19H1405Z ber.: 322.08414 gef.: 322.08540

C1s"°CH140s5: ber.: 323.08746  gef.: 323.08760

5-Benzyloxypsoralen (8)
4-Benzyloxy-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

200 mg (1.0 mmol) Bergapten und 4.3 g (25 mmol) Benzylbromid werden unter
Zusatz von 0.6 g Kaliumcarbonat in 15 ml Aceton nach Variante B umgesetzt. Die
Reaktionszeit betragt 24 h. Das Produkt wird aus Methanol/Wasser umkristallisiert.

Ausbeute: 240 mg (0.82 mmol, 82 % der Theorie)

Schmelzpunkt: 136 °C (Methanol/Wasser); hellgelb, kristallin
Lit.: 142 °C (Caporale und Antonella, 1958)

IR (KBr, v [em™]): 1734 (s, vc=0); 1626 und 1606 (M, vc=c); 744 (s, dch)
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"H-NMR (300 MHz, CDCls, & [ppm]): 5.44 (s, 2H, 5-OCH,CgHs); 6.22 (d, 1H, 3J=9.8
Hz, 3-H); 6.93 (d, 1H, 3J=2.3 Hz, 4'-H); 7.17 (s, 1H, 8-H); 7.38-7.41 (m, 5H, 5-OCH.-
CeHs); 7.58 (d, 1H, 2J=2.3 Hz, 5’-H); 8.07 (d, 1H, J=9.8 Hz, 4-H)

C15H1204 (292.29)

5-(2-Phenylethoxy)psoralen (9) *
4-(2-Phenylethoxy)-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

150 mg (0.7 mmol) Bergaptol und 2.0 ml (14.8 mmol) 2-Phenylethylbromid werden
unter Zusatz von 0.2 g Kaliumcarbonat in 10 ml Aceton nach Variante B umgesetzt.
Die Reaktionszeit betrdgt 5 h. Das Rohprodukt wird aus Methanol/Wasser um-
kristallisiert.

Ausbeute: 90 mg (0.29 mmol, 40 % der Theorie)
Schmelzpunkt: 154.5 °C (Methanol/Wasser); hellgelb, kristallin
IR (KBr, v [em™]): 1720 (s, vc=0); 1624 und 1604 (m, vc=c); 749 (s, dch)

'"H-NMR (300 MHz, CDCls;, 3 [ppm]): 3.18 (t, 2H, 3J=6.7 Hz, 5-OCH,CH.CsHs); 4.65
(t, 2H, 3J=6.7 Hz, 5-OCH,CH,CeHs); 6.21 (d, 1H, 3J=9.8 Hz, 3-H); 6.84 (dd, 1H,
3J=2.4 Hz, °J=0.9 Hz, 4’-H); 7.14 (s, br, 1H, 8-H); 7.28-7.38 (m, 5H, 5-O(CH.)>CsHs);
7.56 (d, 1H, ®J=2.4 Hz, 5-H); 7.94 (d, 1H, 3J=9.8 Hz, 4-H)

BC-.NMR (75.5 MHz, CDCls, & [ppm]): 36.50 (5-OCH,CH,C¢Hs); 73.62 (5-
OCH,CH,C¢Hs); 94.28 (8-C); 104.89 (4'-C); 107.12 (4a-C); 112.68 (3-C); 113.76 (6-
C); 126.90 (4’-C); 128.74 und 129.00 (2’-C, 3’-C, 5”-C, 6”-C); 137.54 (1”-C); 139.24
(4-C); 144.93 (5-C); 148.69 (5-C); 152.66 (8a-C); 158.16 (7-C); 161.18 (2-C)
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MS (70 eV, miz, | [% B]): 306 (6, M*); 106 (9); 105 (100, [CsHs]"); 103 (7); 89 (3); 79
(16); 78 (2); 77 (13, [CeHs]"); 63 (2); 51 (6, [CaHa]")

C19H1404 (306.32): berechnet: C74.50% H4.61% 0 20.89%

gefunden: C74.43% H4.67%

5-(3-Phenylpropoxy)psoralen (10) *
4-(3-Phenylpropoxy)-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

300 mg (1.5 mmol) Bergaptol und 0.3 ml (2.0 mmol) 3-Phenylpropylbromid werden
unter Zusatz von 0.6 g Kaliumcarbonat in 15 ml Aceton nach Variante B umgesetzt.
Die Reaktionszeit betragt 8 h. Das Rohprodukt wird aus Ethanol/Wasser um-
kristallisiert.

Ausbeute: 120 mg (0.37 mmol, 25 % der Theorie)

Schmelzpunkt: 109 °C (Ethanol/Wasser); hellgelb, kristallin

IR (KBr, v [em™]): 1726 (s, vc=0); 1620 und 1607 (s, vc=c); 757 und 746 (M, Sch)
'"H-NMR (300 MHz, CDCl;, 8 [ppm]): 2.22 (quint, 2H, mittlere 3J=6.9 Hz, 5-
OCH,CH,CH.CgHs); 2.88 (t, 2H, 2J=7.5 Hz, 5-O(CH,),CH,C¢Hs); 4.46 (t, 2H, 3J=6.3
Hz, 5-OCH(CH,),CeHs); 6.27 (d, 1H, 3J=9.8 Hz, 3-H); 6.85 (dd, 1H, 3J=2.2 Hz,

°J=0.8 Hz, 4-H); 7.13 (s, 1H, 8-H); 7.21-7.34 (m, 5H, 5-O(CH,)3CeHs); 7.55 (d, 1H,
3J=2.4 Hz, 5’-H); 8.10 (d, 1H, 3J=9.8 Hz, 4-H)
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3C-NMR (75.5 MHz, CDCls, 5 [ppm]): 31.45 und 32.17 (5-OCH2(CH.),CsHs); 71.91
(5-OCH,(CH,)2CeHs); 93.90 (8-C); 105.10 (4’-C); 106.73 (4a-C); 112.59 (3-C); 113.21
(6-C); 126.25 (4’-C); 128.45 und 128.62 (2’-C, 3"-C, 5’-C, 6"-C); 139.29 (4-C);
140.86 (1”-C); 144.77 (5'-C); 148.91 (5-C); 152.72 (8a-C); 158.28 (7-C); 161.23 (2-C)

MS (70 eV, miz, | [% B]): 320 (16, M*); 202 (25, [M-CsH1o]); 174 (7, [202-COJ*); 119
(10, [CoH14]"); 92 (8); 91 (100, [C7HA]"); 89 (5); 65 (8, [CsHs]"); 51 (7, [CaHa]"); 41 (13)

C20H1604 (320.34): berechnet: C74.99% H5.03% 0 19.98%

gefunden: C74.20% H5.14%

5-(4-Phenylbutoxy)psoralen (11) *
4-(4-Phenylbutoxy)-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

300 mg (1.5 mmol) Bergaptol und 0.5 ml (3.0 mmol) 4-Phenylbutylchlorid werden
unter Zusatz von 0.6 g Kaliumcarbonat in 15 ml Aceton nach Variante B umgesetzt.
Die Reaktionszeit betragt 31 h. Das Rohprodukt wird aus Ethanol/Wasser um-
kristallisiert.

Ausbeute: 109 mg (0.33 mmol, 22 % der Theorie)

Schmelzpunkt: 98 °C (Ethanol/Wasser); weil3, pulvrig

IR (KBr, ¥ [em™)): 1727 (s, ve=o); 1622 und 1604 (s, vo=c); 757 und 750 (m, Scn)

'"H-NMR (300 MHz, CDCl;, § [ppm]): 1.86-1.91 (m, 4H, 5-OCHy(CH.),CH2CgHs);
2.73 (t, 2H, 3J=7.2 Hz, 5-O(CH,)3sCH,CeHs); 4.44 (t, 2H, J=6.0 Hz, 5-OCHx(CH,)s-
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CeHs); 6.27 (d, 1H, 2J=9.8 Hz, 3-H); 6.89 (dd, 1H, 3J=2.4 Hz, °J=1.0 Hz, 4-H); 7.13
(dd, 1H, ®J=0.9 Hz, °J=0.7 Hz, 8-H); 7.18-7.23 und 7.27-7.33 (2 m, 3H und 2H, 5-
O(CH.)4CeHs); 7.57 (d, 1H, 3J=2.4 Hz, 5-H); 8.12 (dd, 1H, 3J=9.8 Hz, °J=0.7 Hz, 4-H)

3C-NMR (75.5 MHz, CDCl;, 3 [ppm]): 27.70 und 29.56 (5-OCH2x(CH2),CH.CsHs);
35.52 (5-O(CHa)3CH,CeHs); 72.82 (5-OCH,(CH,)3CeHs); 93.95 (8-C); 105.10 (4-C);
106.83 (4a-C); 112.62 (3-C); 113.35 (6-C); 126.03 (4”-C), 128.41 und 128.46 (2"-C,
3"-C, 5’-C, 6”-C); 139.31 (4-C); 141.78 (1”-C); 144.78 (5-C); 149.01 (5-C); 152.74
(8a-C); 158.28 (7-C); 161.25 (2-C)

MS (70 eV, m/z | [% B]): 334 (5, M*); 203 (5); 202 (33, [M-C1oH12]*); 174 (6, [202-
COJ"); 133 (7, [C1oH1a]"); 92 (8); 91 (100, [C7H7]™); 65 (7, [CsHs]"); 51 (6, [CaHa]"); 44
(6)

C21H1304 (334.37): berechnet: C75.43% H5.43% 0 19.14%
gefunden: C7534% H541%

5-(5-Phenylpentoxy)psoralen (12) *
4-(5-Phenylpentoxy)-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

300 mg (1.5 mmol) Bergaptol und 0.7 ml (3.9 mmol) 5-Phenylpentylchlorid werden
unter Zusatz von 0.6 g Kaliumcarbonat in 15 ml Aceton nach Variante B umgesetzt.
Die Reaktionszeit betragt 27 h. Das Rohprodukt wird aus Ethanol/Wasser um-
kristallisiert.

Ausbeute: 125 mg (0.36 mmol, 24 % der Theorie)
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Schmelzpunkt: 94.5 °C (Ethanol/H20); weil3, kristallin
IR (KBr, ¥ [em™]): 1720 (s, vc=0); 1622 und 1605 (s, vc=c); 749 (s, dch)

'"H-NMR (300 MHz, CDCls, & [ppm]): 1.53-1.59, 1.69-1.77 und 1.85-1.95 (3 m, 3 x
2H, 5-OCH,(CH2)sCH2CeHs); 2.67 (t, 2H, 2J=7.5 Hz, 5-O(CH,)sCH.CeHs); 4.43 (t, 2H,
3J=6.4 Hz, 5-OCH(CH,)sCsHs); 6.25 (d, 1H, 3J=9.8 Hz, 3-H); 6.91 (dd, 1H, 3J=2.4
Hz, °J=1.0 Hz, 4-H); 7.12 (t, 1H, °J=0.8 Hz, 8-H); 7.17-7.21 und 7.25-7.31 (2 m, 3H
und 2H, 5-O(CH.)sCeHs); 7.57 (d, 1H, 3J=2.4 Hz, 5-H); 8.08 (dd, 1H, 3J=9.8 Hz,
°J=0.6 Hz, 4-H)

3C-NMR (75.5 MHz, CDCl3, & [ppm]): 25.50 (5-O(CH2)2CH2(CH,),CsHs); 29.88 und
31.01 (5-OCH,CH,CH2CH,CH,CgHs); 35.72 (5-O(CH2)sCH2CeHs); 72.82 (5-OCH.-
(CH2)4CeHs); 93.86 (8-C); 105.14 (4-C); 106.79 (4a-C); 112.56 (3-C); 113.27 (6-C);
125.84 (47-C); 128.36 und 128.40 (2’-C, 3"-C, 5-C, 6”-C); 139.32 (4-C); 142.15 (1’-
C); 144.75 (5'-C); 149.03 (5-C); 152.73 (8a-C); 158.28 (7-C); 161.26 (2-C)

MS (70 eV, miz | [% B]): 348 (10, M*); 203 (7); 202 (49, [M-C11H4]*); 174 (8, [202-
COJ"); 105 (8); 91 (100, [C7H/]"); 65 (7, [CsHs]"); 51 (6, [C4Ha]"); 49 (5); 41 (9)

C22H2004 (348.40): berechnet: C75.84% H5.79% 0 18.37%

gefunden: C75.93% H5.75%

(RS)-5-(2-Phenylpropoxy)psoralen (13) *
(RS)-4-(2-Phenylpropoxy)-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

300 mg (1.5 mmol) Bergaptol und 0.6 ml (3.8 mmol) B-Bromcumol werden unter
Zusatz von 0.6 g Kaliumcarbonat in 15 ml Aceton nach Variante B umgesetzt. Die
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Reaktionszeit betragt 28 h. Das Rohprodukt wird aus Ethanol/Wasser umkristallisiert.
Ausbeute: 97 mg (0.30 mmol, 20 % der Theorie)

Schmelzpunkt: 141.5 °C (Ethanol/Wasser); hellgelb, kristallin

IR (KBr, ¥ [em™]): 1717 (s, vc=0); 1624 und 1605 (M, vc=c); 750 (M, dch)

"H-NMR (300 MHz, CDCls, & [ppm]): 1.47 (d, 3H, 3J=7.0 Hz, 5-OCH,CH(CH3)CgHs);
3.34 (sext, 1H, 3J=7.0 Hz, 5-OCH,CH(CH3)C¢Hs); 4.48 und 4.52 (2 dd, 2 x 1H,
2Ja8=9.0 Hz, 3Jax=7.0 Hz, %Jgx=6.8 Hz, 5-OCHaHsCHx(CH3)Ce¢Hs); 6.17 (d, 1H,
3J=9.8 Hz, 3-H); 6.84 (dd, 1H, %J=2.4 Hz, °J=0.9 Hz, 4’-H); 7.13 (dd, 1H, °J=0.9 Hz,
°J=0.7 Hz, 8-H); 7.28-7.39 (m, 5H, 5-OCH,CH(CH3)C¢Hs); 7.56 (d, 1H, 3J=2.4, 5"-H);
7.82 (dd, 1H, %J=9.8 Hz, °J=0.7 Hz, 4-H)

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls;, & [ppm]): 18.03 (5-OCH,CH(CH3)CeHs); 40.42 (5-
OCH,CH(CH3)CgHs); 78.21 (5-OCH,CH(CH3)CeHs); 94.17 (8-C); 104.94 (4-C);
107.02 (4a-C); 112.60 (3-C); 113.68 (6-C); 127.03 (4’-C); 127.37 und 128.75 (2’-C,
3’-C, 5"-C, 6’-C); 139.18 (4-C); 142.91 (1”-C); 144.86 (5-C); 148.78 (5-C); 152.64
(8a-C); 158.15 (7-C); 161.17 (2-C)

MS (70 eV, miz, | [% B]): 320 (11, M*); 203 (6); 202 (45, [M-CoH1o]"); 174 (5, [202-

COI"); 119 (36, [CoH11]"); 92 (8); 91 (100, [C7H7I"); 77 (B, [CeHs]'); 51 (6, [CaHa]"); 41
(17)

C20H1604 (320.34): berechnet: C74.99% H 5.03% 0 19.98%
gefunden: C74.85% H5.03%
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(E)-5-(3-Phenyl-2-propenyloxy)psoralen (14) *
(E)-4-(3-Phenyl-2-propenyloxy)-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

300 mg (1.5 mmol) Bergaptol und 400 mg (2.0 mmol) Cinnamylbromid werden unter
Zusatz von 0.6 g Kaliumcarbonat in 15 ml Aceton nach Variante B umgesetzt. Die
Reaktionszeit betragt 7 h. Das Rohprodukt wird aus Ethanol/Wasser umkristallisiert.

Ausbeute: 104 mg (0.33 mmol, 22 % der Theorie)
Schmelzpunkt: 140 °C (Ethanol/Wasser); hellgelb, kristallin
IR (KBr, v [em™]): 1715 (m, br, vc=0); 1622 und 1606 (s, vc=c); 746 (M, dch)

'"H-NMR (300 MHz, CDCls, 3 [ppm]): 5.09 (dd, 2H, 3J=6.0 Hz, *J=1.2 Hz, 5-OCH.-
CHCHCgHs); 6.29 (d, 1H, 3J=9.8 Hz, 3-H); 6.45 (dt, 1H, %J=15.9 Hz, %J=6.0 Hz, 5-
OCH,CHCHC¢Hs); 6.76 (d, br, 1H, *J=15.8 Hz, 5-OCH,CHCHCsHs); 6.98 (dd, 1H,
3)=2.4 Hz, 5J=0.9 Hz, 4-H); 7.19 (s, br, 1H, 8-H); 7.29-7.43 (m, 5H, 5-OCH,CHCH-
CeHs); 7.61 (d, 1H, 3J=2.4 Hz, 5-H); 8.21 (d, 1H, %J=9.8 Hz, 4-H)

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls, & [ppm]): 73.71 (5-OCH,CHCHC¢Hs); 94.55 (8-C);
104.90 (4'-C); 107.48 (4a-C); 112.89 (3-C); 114.13 (6-C); 123.36 (5-OCH,CHCH-
CeHs); 126.70 und 128.75 (2”-C, 3"-C, 5’-C, 6’-C); 128.41 (4’-C); 134.45 (5-OCH,-
CHCHCgHs); 135.91 (1”-C); 139.35 (4-C); 145.12 (5'-C); 148.59 (5-C); 152.67 (8a-C);
158.15 (7-C); 161.18 (2-C)

MS (70 eV, miz, | [% B]): 318 (3, M*); 202 (11, [M-CoHg]"); 174 (7, [202-COT"); 118
(14); 117 (100, [CoHo]*): 116 (11): 115 (34); 91 (13, [C7HAT*): 89 (8); 63 (8): 51 (11,
[C4H3]")

135



Experimenteller Teil

C20H1404 (318.33): HRMS [m/z] CyoH1404: ber.: 318.08920  gef.: 318.08900
C19"°CH1404: ber.: 319.09256  gef.: 319.09240

5-Diphenylmethoxypsoralen (15) *
4-Diphenylmethoxy-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

200 mg (1.0 mmol) Bergaptol und 0.4 g (1.6 mmol) Diphenylmethylbromid werden
unter Zusatz von 0.4 g Kaliumcarbonat in 15 ml Aceton bei Raumtemperatur nach
Variante B umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt 45 h. Das Rohprodukt wird aus
Aceton/Wasser umkristallisiert.

Unter RuUckflussbedingungen entsteht ein anderes Produkt gleicher Masse. Die
phenolische Hydroxylgruppe ist an dieser Reaktion nicht beteiligt, stattdessen wird It.
Deutung der Spektren in Position 8 eine Bindung im Sinne einer elektrophilen aroma-
tischen Substitution geknupft (Spektren nicht gezeigt).

Ausbeute: 132 mg (0.36 mmol, 36 % der Theorie)

Schmelzpunkt: 173 °C (Aceton/Wasser); weil3, kristallin

IR (KBr, v [em™]): 1726 (s, vc=0), 1619 und 1604 (s, ve=c), 745 (s, dc)

'"H-NMR (300 MHz, CDCls, & [ppm]): 6.29 (d, 1H, J=9.8 Hz, 3-H); 6.43 (s, 1H, 5-
OCH(CgHs),); 6.57 (dd, 1H, 2J=2.4 Hz, °J=1.0 Hz, 4-H); 7.18 (t, 1H, °J=0.8 Hz, 8-H);
7.30-7.41 (m, 10H, 5-OCH(CgHs)); 7.49 (d, 1H, 3J=2.4 Hz, 5-H); 7.88 (dd, 1H,

3J=9.8 Hz, °J=0.6 Hz, 4-H)

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls, & [ppm]): 87.15 (5-OCH(CgHs)2); 95.24 (8-C); 104.65
(4-C); 108.63 (4a-C); 113.01 (3-C); 115.64 (6-C); 127.02 und 128.76 (2”-C, 3’-C, 5’-
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C, 6”-C); 128.40 (4’-C); 139.37 (4-C); 140.35 (1’-C); 145.24 (5-C); 148.10 (5-C);
152.49 (8a-C); 157.86 (7-C); 161.05 (2-C)

MS (70 eV, miz, | [% B]): 368 (1, M*); 202 (100, [M-C13H1o]"); 174 (71, [202-COJ*);
167 (20, [C13H14]); 118 (38, [174-2COJ*); 90 (40); 89 (45); 51 (50, [C4Hs]"); 50 (35);
49 (38); 44 (46)

C24H1604 (368.39): berechnet: C78.25% H 4.38% 017.37%

gefunden: C78.17% H4.38%

5-(4-Biphenylyl)methoxypsoralen (16) *
4-(4-Biphenylyl)methoxy-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

200 mg (1.0 mmol) Bergaptol und 250 mg (1.2 mmol) Biphenylmethylchlorid werden
unter Zusatz von 0.4 g Kaliumcarbonat in 10 ml Aceton nach Variante B umgesetzt.
Die Reaktionszeit betragt 6 h. Das Rohprodukt wird aus Aceton umkristallisiert.

Ausbeute: 120 mg (0.33 mmol, 33 % der Theorie)

Schmelzpunkt: 187 °C (Aceton); weil3, kristallin

IR (KBr, ¥ [em™]): 1732 (s, vc=0); 1628 und 1600 (M, vc=c); 749 (M, dcp)

"H-NMR (300 MHz, CDCls, & [ppm]): 5.49 (s, 2H, 5-OCHyCsH4CsHs); 6.24 (d, 1H,

3J=9.8 Hz, 3-H); 6.97 (dd, 1H, 3J=2.4 Hz, °J=1.0 Hz, 4-H); 7.19 (s, br, 1H, 8-H); 7.34-
7.66 (m, 10H, 5-OCH,CgH4CsHs und 5'-H); 8.11 (dd, 1H, 3J=9.8 Hz, °J=0.6 Hz, 4-H)
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3C-NMR (75.5 MHz, CDCls, 5 [ppm]): 74.86 (5-CH2CsH4CsHs); 94.64 (8-C); 104.94
(4-C); 107.49 (4a-C); 112.92 (3-C); 114.14 (6-C); 127.13, 127.57, 128.30 und 128.89
(2”-C, 3"-C, 6™-C, 7’-C, 9"-C, 10”-C, 11”-C, 12-C); 127.65 (8”-C), 135.01 (1”-C);
139.30 (4-C); 140.42 und 141.72 (4"-C, 5’-C); 145.15 (5'-C); 148.67 (5-C); 152.68
(8a-C); 158.18 (7-C); 161.12 (2-C)

MS (70 eV, miz, | [% B]): 368 (0.2, M*); 168 (15); 167 (100, [C1sH]*); 166 (5); 165
(17); 152 (11); 145 (4); 115 (4); 89 (9); 63 (8); 51 (11, [C4H3]")

C24H1604 (368.39): berechnet: C 78.25% H 4.38% 017.37%

gefunden: C78.28% H4.34%

5-Cyclohexylmethoxypsoralen (17) *
4-Cyclohexylmethoxy-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

150 mg (0.7 mmol) Bergaptol und 1.0 ml (7.2 mmol) Cyclohexylmethylbromid werden
unter Zusatz von 0.2 g Kaliumcarbonat in 10 ml Aceton nach Variante B umgesetzt.
Die Reaktionszeit betragt 23 h. Das Rohprodukt wird aus Ethanol/MWasser um-
kristallisiert.

Ausbeute: 79 mg (0.26 mmol, 36 % der Theorie)
Schmelzpunkt: 153.5 °C (Ethanol/Wasser); weil3, kristallin

IR (KBr, 7 [cm™]): 2929 und 2848 (s, vcu); 1721 (s, ve-o); 1620 und 1603 (s, vc=c);
750 (S, 5CH)

'"H-NMR (300 MHz, CDCls, & [ppm]): 1.13-1.38 und 1.73-1.94 (2 m, 5H und 6H, 5-
OCH,CgH11); 4.24 (d, 2H, 3J=5.9 Hz, 5-OCH,CsH11); 6.28 (d, 1H, 3J=9.8 Hz, 3-H);
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6.95 (dd, 1H, 3J=2.4 Hz, °J=0.9 Hz, 4-H); 7.13 (s, br, 1H, 8-H); 7.57 (d, 1H, 3J=2.4
Hz, 5-H); 8.17 (d, 1H, 3J=9.8 Hz, 4-H)

3C-NMR (75.5 MHz, CDCl3, & [ppm]): 25.76 (3-C, 5’-C); 26.41 (4-C); 29.81 (2’-C,
6°-C); 38.55 (17-C); 78.33 (5-OCH,CgH11); 93.76 (8-C); 105.27 (4'-C); 106.73 (4a-C);
112.52 (3-C); 113.24 (6-C); 139.37 (4-C): 144.67 (5'-C); 149.31 (5-C); 152.78 (8a-C);
158.34 (7-C); 161.32 (2-C)

MS (70 eV, miz, | [% B]): 298 (12, M*); 203 (14); 202 (94, [M-C7H1,]*); 174 (15, [202-
COJ"); 97 (12, [C7H13]"); 69 (7); 55 (100, [C4H]"); 51 (6, [C4H3]"); 43 (8); 41 (26)

C1gH1304 (298.34): berechnet: C72.47% H6.08% 0 21.45%

gefunden: C72.35% H5.99%

5-(2-Cyclohexylethoxy)psoralen (18) *
4-(2-Cyclohexylethoxy)-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

300 mg (1.5 mmol) Bergaptol und 0.5 ml (3.3 mmol) 2-Cyclohexylethylbromid werden
unter Zusatz von 0.6 g Kaliumcarbonat in 15 ml Aceton nach Variante B umgesetzt.
Die Reaktionszeit betragt 24 h. Das Rohprodukt wird aus Ethanol/Wasser um-
kristallisiert.

Ausbeute: 263 mg (0.84 mmol, 57 % der Theorie)
Schmelzpunkt: 117 °C (Ethanol/Wasser); weil}, pulvrig

IR (KBr, 7 [ecm™]): 2919 und 2845 (s, vcr); 1723 (s, ve-0); 1625 und 1603 (s, ve=c);
748 (S, SCH)
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"H-NMR (300 MHz, CDCls, & [ppm]): 0.95-1.81 (m, 13H, 5-OCH,CH.CsH11); 4.49 (t,
2H, 3J=6.6 Hz, 5-OCH,CH,C¢Hs); 6.28 (d, 1H, 3J=9.8 Hz, 3-H); 6.95 (dd, 1H, 3J=2.4
Hz, °J=1.0 Hz, 4-H); 7.13 (s, br, 1H, 8-H); 7,58 (d, 1H, 3J=2.4 Hz, 5’-H); 8.15 (dd, 1H,
3J=9.8 Hz, °J=0.5 Hz, 4-H)

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls, & [ppm]): 26.21 (3-C, 5’-C); 26.43 (4’-C); 33.31 (2”-C,
6-C); 34.60 (1”-C); 37.35 (5-OCH,CH,CgH11); 71.07 (5-OCH,CH,CgH11); 93.79 (8-
C); 105.24 (4-C); 106.79 (4a-C); 112.52 (3-C); 113.23 (6-C); 139.42 (4-C); 144.71
(5-C); 149.16 (5-C); 152.77 (8a-C); 158.33 (7-C); 161.30 (2-C)

MS (70 eV, m/z, | [% B]): 312 (13, M*); 203 (18); 202 (98, [M-CgH14]*); 174 (13, [202-
COJ*); 111 (12, [CsH1s]™); 69 (100); 67 (10); 55 (71, [CaH7]"); 43 (9); 41 (54)

C19H2004 (312.36): berechnet: C 73.06% H 6.45% 0 20.49%

gefunden: C73.11% H6.52%

5-(3-Cyclohexylpropoxy)psoralen (19) *
4-(3-Cyclohexylpropoxy)-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

300 mg (1.5 mmol) Bergaptol und 0.9 ml (5.4 mmol) 3-Cyclohexylpropylchlorid
werden unter Zusatz von 0.6 g Kaliumcarbonat in 15 ml Aceton nach Variante B um-
gesetzt. Die Reaktionszeit betragt 38 h. Das Rohprodukt wird aus Ethanol/Wasser
umkristallisiert.

Ausbeute: 223 mg (0.68 mmol, 46 % der Theorie)

Schmelzpunkt: 115 °C (Ethanol/Wasser); weil3, kristallin
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IR (KBr, 7 [ecm™]): 2921 und 2849 (s, vcn); 1720 (s, ve=0); 1618 und 1604 (m, ve=c);
754 (m, SCH)

"H-NMR (300 MHz, CDCls,  [ppm]): 0.87-1.93 (m, 15H, 5-OCHx(CH,)>CsH11); 4.43
(t, 2H, 3J=6.5 Hz, 5-OCH(CH.),C¢H11); 6.28 (d, 1H, 3J=9.8 Hz, 3-H); 6.94 (dd, 1H,
3J=2.4 Hz, °J=1.0 Hz, 4-H); 7.13 (t, 1H, °J=0.8 Hz, 8-H); 7.58 (d, 1H, 3J=2.4 Hz, 5-
H); 8.18 (dd, 1H, 3J=9.8 Hz, °J=0.6 Hz, 4-H)

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls, 3 [ppm]): 26.33 (3’-C, 5’-C); 26.60, 27.44 und 33.66
(4”-C und 5-OCH,(CH,),CeH11); 33.36 (27-C, 6”-C); 37.47 (17-C); 73.42 (5-OCH.-
(CH2)2CeH11); 93.83 (8-C); 105.19 (4-C); 106.82 (4a-C); 112.53 (3-C); 113.31 (6-C);
139.41 (4-C); 144.73 (5'-C); 149.15 (5-C); 152.76 (8a-C); 158.31 (7-C); 161.31 (2-C)

MS (70 eV, miz, | [% B]): 326 (19, M*); 203 (17); 202 (100, [M-CoH1e]*); 174 (15,
[202-COJ*); 83 (30); 69 (57); 57 (11); 55 (71, [C4H]*); 43 (11); 41 (63)

C20H2204 (326.39): berechnet: C73.60% H6.79% 0 19.61%

gefunden: C73.64% H6.86%

8-Hydroxypsoralen (Xanthotoxol)
9-Hydroxy-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

I
4
o o~ Yo
OH

Die Synthese erfolgt analog zu der Darstellung von Bergaptol in der funffachen
AnsatzgroRe. Statt 5-Methoxypsoralen wird 8-Methoxypsoralen (Xanthotoxin) einge-
setzt.

Das Produkt wird ohne weitere Aufreinigung fur die Synthese der Verbindung 1 und
von Psoralenchinon verwendet.

Ausbeute: 4.2 g Rohprodukt (20.77 mmol, 89 % der Theorie)

Schmelzpunkt: 243 °C; Lit.: 245-247 °C (Abu-Mustafa et al., 1967); 242 °C (Schoén-
berg und Aziz, 1953)
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'"H-NMR (300 MHz, DMSO-d¢, 5 [ppm]): 6.40 (d, 1H, 3J=9.5 Hz, 3-H); 7.04 (d, 1H,
3J=1.9 Hz, 4-H); 7.45 (s, 1H, 5-H); 8.07 (d, 1H, J=1.9 Hz, 5-H); 8.12 (d, 1H, %J=9.7
Hz, 4-H); 10.56-10.79 (br, H/D-Tausch, 1H, 8-OH)

Die Zuordnung der Signale erfolgte nach Razdan et al., 1987.

C11Hs04 (202.17)

8-(2-Hydroxypropoxy)psoralen (1) *
9-(2-Hydroxypropoxy)-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

AN
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HO CH

1.0 g (5 mmol) Xanthotoxol und 3.0 ml (33 mmol) 1-Brom-2-propanol werden unter
Zusatz von 10 g Kaliumcarbonat in 300 ml Aceton analog der fur Bergaptol
beschriebenen Methode umgesetzt (Variante A). Die Reaktionszeit betragt 23.5 h.
Der bei Entfernung des Dichlormethans verbleibende 06lige Destillationsrickstand
wird kihl gestellt. Der entstehende Niederschlag wird abgesaugt.

Ausbeute: 95 mg (0.37 mmol, 7.4 % der Theorie)
Schmelzpunkt: 95 °C; weil3, pulvrig
IR (KBr, v [em™]): 3376 (m, br, von); 1716 (s, vc=o); 1624 (M, vc=c); 754 (M, dch)

'"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, & [ppm]): 1.23 (d, 3H, 3J=6.3 Hz, 8-OCH,CH(OH)-
CHs); 3.96-4.02 (m, 1H, 8-OCH,CH(OH)CHs); 4.17 (dd, 1H, 2Jas=9.8 Hz, 3Jax= 5.5
Hz, 8-OCHAHsCHx(OH)CH3); 4.33 (dd, 1H, 2Jxs=9.8 Hz, 3Jsx=5.8 Hz, 8-OCHaHg-
CHx(OH)CHa); 4.86 (d, H/D-Tausch, 1H, %J=5.0 Hz, 8-OCH,CH(OH)CHs); 6.44 (d,
1H, 3J=9.6 Hz, 3-H); 7.10 (d, 1H, 3J=2.2 Hz, 4-H); 7.68 (s, 1H, 5-H); 8.12 (d, 1H,
3J=2.2 Hz, 5’-H); 8.15 (d, 1H, 3J=9.7 Hz, 4-H)

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls, 5 [ppm]): 18.08 (8-OCH,CH(OH)CH3); 66.51 (8-OCH,-
CH(OH)CHs3); 79.61 (8-OCH,CH(OH)CH;); 106.86 (4-C); 113.69 (5-C); 114.80 (3-C);
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116.52 (4a-C); 125.99 (6-C); 131.68 (8-C); 143.48 (8a-C); 144.30 (4-C); 146.78 (5'-
C); 148.15 (7-C); 160.25 (2-C)

Die Zuordnung der Signale erfolgte analog zu Xanthotoxol (Duddeck und Kaiser,
1982).

MS (70 eV, m/z, | [% B]): 260 (16, M*); 215 (11, [260-C2HsO["); 203 (13); 202 (100,
[M-CsHsOT"); 174 (39, [202-COJ"): 146 (7, [174-COT"); 90 (10); 89 (20); 63 (15); 51 (8,
[C403]")

C14H1205 (26025) HRMS [m/z] C14H1205Z ber.: 260.06848 gef.: 260.06850

C13"®CH1,0s: ber.: 261.07184  gef.: 261.07189

Psoralenchinon
7-Oxo-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-4,9-chinon

3.5 g (17 mmol) Xanthotoxol werden in 175 ml Eisessig unter leichtem Erwarmen
geldst. Der Losung werden 105 ml wassrige, 15%ige Chromtrioxid-Losung zugesetzt.
Die Mischung wird unter starkem Ruhren kurz bis zum Kochen erhitzt. Der Ansatz
wird dann sofort auf 1000 g Eis gegossen, wobei sich das Chinon als sandiger,
oranger Niederschlag abzuscheiden beginnt. Das Chinon wird abgesaugt.

Das Produkt wird ohne weitere Aufreinigung fur die Synthese von 5,8-Dihydroxy-
psoralen verwendet.

Ausbeute: 1.4 g (6.48 mmol, 38 % der Theorie)
Schmelzpunkt: 273 °C; Lit.: 272-276 °C (Abu-Mustafa et al., 1967)

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d¢, & [ppm]): 6.76 (d, 1H, 2J=9.6 Hz, 3-H); 7.18 (s, 1H, 4-
H); 8.03 (d, 1H, %J=9.6 Hz, 4-H); 8.35 (s, 1H, 5'-H)
Die Zuordnung der Signale erfolgte nach Abou Elzahab, 1993.

C11H405(216.15)
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5,8-Dihydroxypsoralen
4,9-Dihydroxy-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

OH
7 | A
o o) o)
OH

1.0 g (4.5 mmol) Psoralenchinon und 6 g Zinkstaub werden in einer Mischung aus 60
ml Aceton mit 200 ml Wasser bei Raumtemperatur suspendiert. Uber 4 h werden 20
ml konzentrierte Salzsaure tropfenweise zugesetzt. Nach 5 h, wenn der Ansatz sich
von orange nach grungelb verfarbt hat, wird der Uberschissige Zinkstaub abfiltriert
und der Ansatz auf etwa die Halfte unter Vakuum eingeengt. Nach 2 h im Kuhl-
schrank fallt das Hydrochinon in feinen gelben Nadeln aus.

Das Produkt wird ohne weitere Aufreinigung fur die Synthese der Verbindung 20
eingesetzt.

Ausbeute: 714 mg (3.27 mmol, 71 % der Theorie)

Schmelzpunkt: 266 °C; Lit.: 270 °C (Brokke und Christensen, 1959)

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d¢, & [ppm]): 6.22 (d, 1H, 2J=9.9 Hz, 3-H); 7.15 (s, 1H, 4-
H); 7.91 (s, 1H, 5’-H); 8.23 (d, 1H, J=9.9 Hz, 4-H); 9.63 und 10.45 (2 s, H/D-Tausch,
2 x 1H, 5- und 8-OH)

Die Zuordnung der Signale erfolgte nach Wulff, 1998.

C11Hs05 (218.17)
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5,8-Dibenzyloxypsoralen (20) *
4,9-Dibenzyloxy-7H-furo[3,2-g][1]benzopyran-7-on

5 3"
6 2"
f
0
/ N
O 0 0

400 mg getrocknetes Kaliumcarbonat und eine Spatelspitze Kaliumiodid werden in
20 ml trockenem Aceton im Dreihalskolben suspendiert. 150 mg (0.7 mmol) 5,8-
Dihydroxypsoralen und 3.0 ml (25 mmol) Benzylbromid werden zu der Suspension
gegeben. Die Mischung wird 2.75 h unter Rihren und Stickstoffbegasung zum
Ruckfluss erhitzt. Danach wird der Ansatz auf 50 ml Wasser gegeben und mit
konzentrierter Salzsaure auf pH 1 gebracht. Aceton wird im Vakuum aus dem Ansatz
entfernt, der verbleibende dlige Destillationsrickstand wird nach dem Abkuhlen mit
Petrolether versetzt. Nach einigen Stunden im Kihlschrank scheidet sich der Nieder-
schlag ab. Er wird abgesaugt und in Dichlormethan aufgenommen. Die organische
Phase wird durch Waschen mit 2%iger Natronlauge gereinigt, anschlielend mit
Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Ruckstand wird aus
Methanol umkristallisiert.

Ausbeute: 134 mg (0.34 mmol, 48 % der Theorie)
Schmelzpunkt: 154.5 °C (Methanol); weil3, kristallin
IR (KBr, v [em™]): 1723 (s, vc=0); 1618 (M, vc=c); 756 (s, dch)

'"H-NMR (300 MHz, CDCls, 8 [ppm]): 5.32 und 5.41 (2's, 2 x 2H, 5- und 8-OCH.-
CeHs); 6.22 (d, 1H, 2J=10.1 Hz, 3-H); 6.88 (d, 1H, 3J=2.3 Hz, 4’-H); 7.30-7.39 und
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7.54-7.56 (2 m, 8H und 2H, 5- und 8-OCH,C¢Hs); 7.61 (d, 1H, %J=2.3 Hz, 5-H); 7.99
(d, 1H, 3J=10.1 Hz, 4-H)

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls, & [ppm]): 75.67 und 75.90 (5- und 8-OCH,CgHs);
104.98 (4’-C); 108.80 (4a-C); 113.09 (3-C); 116.15 (6-C); 127.35 (8-C); 128.01,
128.37, 128.39 und 128.81 (2”-C, 3"’-C, 5’-C, 6"-C, 2”-C, 3”-C, 5”-C, 6”-C); 128.26
und 128.72 (4”-C, 4”-C); 136.12 und 136.82 (1”-C, 1”-C); 139.42 (4-C); 143.35 (5-C);
144.06 (8-C); 145.37 (5’-C); 150.23 (7-C); 160.35 (2-C)

Die Zuordnung der Signale erfolgte analog zu der Verbindung 5,8-Diethoxypsoralen
(Wulff, 1998).

MS (70 eV, m/z, | [% B]): 398 (14, M*); 307 (45, [M-C;H]*); 182 (14); 160 (13); 104
(14); 92 (83); 91 (1000%, [C7H/]*); 89 (13); 65 (91, [CsHs]*); 63 (13)

C25H1305 (398.41): berechnet: C75.37% H4.55% 0 20.08%
gefunden: C75.30% H4.56%
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