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Abstract. A series of 20 5-amino-1-arylHttetrazoles was heterocycles strongly depends on hydrophobicity described
synthesized by diazotation of corresponding 1-amino-3-arylby their octan-1-ol/water partition coefficients (I8y The
guanidines and tested for growth-inhibiting activity againstcalculated linear relationships between fognd logP can
autotrophicChlorella vulgariscultures. In the used tests the be significantly improved by separate treatmemeta/para-
different algae growth was quantified by photometric measandortho-substituted compounds or using an indicator varia-
urements at 680 nm. From obtained dosage-effectivity relable to describe the lower activity oftho-substituted 5-ami-
tionships the reciprocal values of isoeffective concentrationso-1-aryl-H-tetrazoles in common regression equations. The
C5oWere derived and defined as activity parameténsQSAR  results are discussed and compared with analogous QSAR
(quantitative structure-activity relationship) studies. It couldfound for earlier tested series of N-heterocycles and com-
be shown that the algistatitic activity (I¢9 of the tested pounds with urea structure.

5-Amino-1-aryl-H-tetrazole verfiigen mit muskelre- antivirale [7], tuberculostatische [8] und wachstumsre-
laxierenden und antiinflammatorischen [1, 2], anti-gulierende [9, 10] Wirkungen nachgewiesen. Dagegen
arthritischen, analgetischen und ulcustherapeutischen [3tehen Untersuchungen zu algiziden oder algistatischen
4] sowie coccidiostatischen [5, 6] Eigenschaften tbeEffekten und Diskussionen quantitativer Zusammenhan-
ein breites biologisches Wirkungsspektrum. Fiir isomerge zwischen chemischer Struktur und biologischer Ak-
5-Arylamino-1H-tetrazole und die unsubstituierte Leit- tivitat fir diese Wirkstoffgruppe bisher aus.

struktur 5-Amino-H-tetrazol wurden dartiber hinaus  Zur effizienten Ermittlung algistatischer Aktivitats-
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Abb. 1 Uber ExtinktionsmessungeiE) erhaltene Wachstumskurvea) (wirkstoffbehandelteChlorella-vulgarisKulturen
(® c=4,05x108mol L, >k ¢ = 3,22x163mol I, ¥ ¢=2,57x163mol I}, X ¢=2,06x163mol I}, A ¢=1,61x16° mol I,
+c¢=1,03x10° mol I, ® ¢ = 6,43x16* mol 1, O Kontrollkultur) und daraus resultierende Dosis-Wirkungs-Kurigrzgr
Ermittlung der Aktivitatsparameter lofy, und logA, fur die algistatische Wirksamkeit von 5-Amino-1-phenid-tetrazol
(vgl. Text)
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Tab. 1 Parameter zur Charakterisierung physikalisch-chemischer und biologischer Eigenschaften von 5-Aminbll-aryl-1
tetrazolen

Verb. R logP @) pK49) log A;(exp.)°) log A(ber.)d) log Ax(exp.)9) log Ay(ber.)f)
1 H 0,688 5,289 2,65 2,57 2,61 2,56
2 3-F 0,909 4,944 2,66 2,79 2,68 2,79
3 3-Cl 1,440 4,924 3,21 3,30 3,20 3,33
4 3-Me 1,236 5,300 3,09 3,10 3,13 3,12
5 3-NO;, 0,669 4,540 2,79 2,64

6 3-OMe 0,962 5,214 2,92 2,84 2,87 2,84
7 4-F 0,752 5,229 2,49 2,63 2,42 2,62
8 4-Me 1,198 5,444 3,15 3,07 3,23 3,08
9 4-NO, 0,770 4,109 3,01 2,92

10 4-OH 0,326 5,724 2,19 2,22 2,26 2,19
11 4-OEt 1,315 5,510 3,31 3,18 3,29 3,20
12 3,4-Ch, 2,064 4,695* 3,84 3,91 3,90 3,97
13 3-Cl-4-Me 1,891 5,088* 3,76 3,74 3,89 3,79
14 3,4-(CH), 2,084 5,247* 4,01 3,93 4,00 3,99
15 2-Cl 0,870 4,890 2,40 2,37 2,40 2,38
16 2-Me 0,930 5,589 2,46 2,43 2,47 2,44
17 2-OMe 0,562 5,337 2,08 2,07 2,05 2,06
18 2,5-Ch 1,606 3,11 3,09 3,19 3,13
19 2,5-Me, 1,455 5,586 2,98 2,94 2,99 2,98
20 2,3-(CH), 1,715 3,07 3,19 3,16 3,25

a) Dekadische Logarithmen der Octan-1-ol/Wasser-Verteilungskoeffizienten (aus [3pK - Werte der isomeren NH-aciden 5-Arylami-
no-1H-tetrazole in Wasser bei 25 °C (aus [26]); die mit * gekennzeichneten Werte wurden Uber die in [26] angegebene Hammaegt-Beziehun
berechnet. ¢) Aus Dosis-Wirkungs-Funktionen nach Methode 1 (vgl. Text) entnommene dekadische Logarithmen der reziproken molaren
Effektorkonzentrationen, die eine 50%ige Hemmung des autotrophen Wachstums syrChtoredia-vulgarisKulturen bewirken; den
angegebenen Werten liegen mindestens zwei Bestimmungen zugrdnblét Gl. (7.1) berechnete lofy;,-Werte. €) Aus Dosis-Wirkungs-
Funktionen nach Methode 2 (vgl. Text) experimentell ermittelte Aktivitatsparaméténit Gl. (7.2) berechnete log,-Werte.

45 e ‘ parameter fir derartige QSAR-Analysen haben sich
Synchronkulturen des chlorococcalen Einzel(@nso-
40 R 54CHLG i rella vulgarismehrfach bewahrt. So wurden im Arbeits-

scrame® 8340, kreis bisher isochemische Serien alkyl- und arylsubsti-
| tuierter Hydrazin- und Harnstoffderivate [11-19], di-
7 substituierter Benzole (vgl. Ubersicht in [20]) und N-
Heterocyclen [21, 22] erfolgreich auf ihre wachstums-

351

logA 30| ] hemmende Wirkung an autotroph kultiviert@hlorel-
la-vulgaris Suspensionen getestet, wobei fur Verbindun-
gen mit "unspezifischen” Substituenten (Alkyl-, Alk-
25 1 oxygruppen, Halogene) gesicherte lineare Beziehungen
zwischen algistatischer Aktivitdt und Hydrophobizitat
20 i nachgewiesen werden konnten.

Als Beitrag zur weiteren Kenntnis quantitativer Zu-
sammenhange zwischen chemischer Struktur und bio-
15 _ logischer Aktivitat werden in der vorliegenden Arbeit
’ ' ' ’ ’ Ergebnisse entsprechender Untersuchungen zur Hem-
mung des autotrophen Wachstums synchr@méorel-

Abb. 2 Zusammenhange zwischen den Logarithmen der ala-vulgaris-Kulturen durch 5-Amino-1-arylHi-tetrazo-
gistatischen Wirkquantitaten log (®, A) bzw. logA, (O, e vorgestellt und im Zusammenhang mit quantitativen
A) und der durch die Logarithmen der Verteilungskoeffizien-Stryktur-Aktivitats-Beziehungen fiir die algistatische

ten logP beschriebenen Hydrophobizitat von 5-Amino-1-aryl- Ativitat bereits beschriebener Wirkstoffgruppen dis-
1H-tetrazolen; eingezeichnet sind die Regressionsgeraden Rtiert.

Gl. (6.1.1) und (6.2.1) fir lod, meta-undpara- (@) bzw.

ortho-substituierter A) Verbindungen sowie zu der [25] ent- . . .

nommenen Beziehung (gestrichelt) zwischen WasserI('jincI"’—E“;JEbnlsse und Diskussion

keit (-logS) und Hydrophobizitat fur 5-Amino-1-arylH-te- . )

trazole mit nicht wasserstoffbriickenbindenden SubstituenteR-Amino-1-aryl-H-tetrazole hemmen substituenten-
in meta undpara-Position und dosisabhéangig das autotrophe Wachstum synchro-

logP
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ner Chlorella-vulgarisKulturen (Abb. 1). Die dabei logA,) gegeniibergestellt. Sie unterscheiden sich nicht
beobachteten Wirkungen kénnen relativ zu unbehandewesentlich, was auf die unmittelbare und konstante Wir-
ten Kontrollkulturen als prozentuale Wachstumshemkungsauspragung wahrend der Testdauer hinweist. Ihre
mungenW quantifiziert werden. deutliche Substituentenabhé&ngigkeit kann zur Untersu-
chung quantitativer Struktur-Aktivitats-Beziehungen
(QSAR) herangezogen werden. Im eigentlichen Sinne
sind dazu verschiedene Gruppen von Molekuldeskrip-
toren als direkte Strukturparameter erforderlich. Diese
In Gl. (1) stellenYy, und Yy Funktionen dar, die das konnen in QSAR im weiteren Sinne durch tabellierte
Wachstum wirkstoffbehandelter Test- und unbehandelSubstituentenkonstanten oder physikalisch-chemische
ter Kontrollkulturen charakterisieren. Sie sind in dieserEigenschaften der Wirkstoffe ersetzt werden.
Arbeit wie folgt definiert (Abb. 1a): Eine entsprechende Hansch-Analyse liefert statistisch
signifikante, jedoch nicht iberzeugende Zusammenhén-
1. In herkémmlicher Weise [11-22] Uber die zu denge zwischen den biologischen Aktivitaten (Waller
Zeitent = 0 Ew,, Ex o) undt =6 h Ewe, Ex6) beid = Verbindungen 1-20) und den Logarithmen ihrer Oc-
680 nm gemessenen Extinktionen von Test- und Kontan-1-ol/Wasser-Verteilungskoeffizienten (Bg. Tab.
trollkulturen (Methode 1). 1, Daten aus [23]).

W= 1OOEIYKY_—m (1)

K

Yo = Ews — Ewo (2.1)  log A, = 0,913(20,222) lo@® + 1,888(20,282) (5.1)
n=20,r =0,8985= 0,236 F = 74,9 1)

Y = Bs ~ Beo (2.2) log A, = 0,985(+0,205) lo@® + 1,810(+0,262) (5.2)
n=20,r =0,9225s=0,218F =101,4

2. Alternativ aus den Steigungen (Wachstumsgeschwin-

digkeiten) der ab 3 Stunden Testdauer analysierten liine deutlich verbesserte Anpassung an die experimen-

nearen Beziehungen zwischerHmundt (Methode 2). tellen Daten wird erzielt, wermeta-undpara- (1-14)
sowie ortho-substituierte 15—20) Verbindungen zu-

_dInE,, nachst getrennt behandelt werden (Abb. 2).
Y = m (3.1)
meta undpara-Substitution:
y, = dInEx (32) 10gA;=0,994(+0,117) lo@ + 1,876(+0,158) (6.1.1)

dt n=12,r=0,986s=0,097F = 359,0
Dabei sind Wirkungen tiber 100% mdglich, sofern die09 Az = 1,032(+0,134) lo@ + 1,845(+0,181) (6.1.2)
Organismen nicht nur in ihrem Wachstum beeinflultN = 12,r =0,9835=0,112,F = 293,2
sondern darlber hinaus geschadigt werdgn<0). _
Die grafische Darstellung der erhaltenen WachstumsPrtho-Substitution:
hemmungeW als Funktion der eingesetzten Wirkstoff-
konzentration (log) liefert sigmoidale Dosis-Wirkungs- 109 A1 = 0,910(+0,158) lo@ + 1,598(+0,200) (6.2.1)
Kurven (Abb. 1b). Ihnen wurden numerisch die Rezi-n = 6.1 = 0,9925= 0,059 F = 254,9
prokwerte der molaren Effektorkonzentrationen entnom-
men, die eine 50%ige Hemmung des Algenwachstum®d Az = 1,005(x0,143) log + 1,511(0,181) (6.2.2)
bewirken €x0), und als wirkstoffspezifische Aktivitats- N = 6,1 =0,9955=0,054F =380,9

parameteA definiert. o )
NO,-substituierte Verbindunges,(©) wurden als Aus-

A:i 4 reilRer angesehen und bei den Berechnungen nicht be-
Cso (4) ricksichtigt. lhre Uberhéhte Wirksamkeit gegenlber
Chlorella vulgariskonnte bereits mehrfach beobachtet
In Tab. 1 sind die nach beiden Methoden ermittelterd11, 20, 21] und fir disubstituierte Benzole durch Akti-
dekadischen Logarithmen der Wirkquantitaten flgg  Vitatsinkremente quantifiziert werden [20].

1) Fur die Berechnungen wurden die erforderlichen Daten direkt aus Kalkulationsprogrammen ibernommen und ungerundet
der Regressionsanalyse unterzogen; in Klammern sind die Konfidenzintervalle zur IrrtumswahrscheialcBl@tangege-

ben;n = Stichprobenumfang, = Korrelationskoeffizens = Standardabweichung der Regresstor, Testgrof3e zur Priifung

der Regressionsgleichung auf Signifikanz.
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Das im Sinne geringerer Aktivitat abweichende Ver-log A, = 1,072(+0,107) lod® + 0,282(+0,213) K, +
haltenortho-substituierter Verbindungei%—20) ent-  0,309(x1,191) (8.1)
spricht ebenfalls den Ergebnissen friiherer Untersuchum = 12,r = 0,993,s= 0,072F = 326,5
gen [12, 13, 15, 16, 18, 21] und ist auf sterische und
konformative Besonderheiten dieser Substitution zutog A, = 1,126(+0,117) lod® + 0,337(+0,234) K~
ruckzufihren. Der Uber das gesonderte Verhalten bél,031(x1,309) (8.2)
der Verteilung [23] hinausgehende biologisdntho- n=12,r=0,992s=0,080F =292,8
Effekt kann in einer fur alle Verbindungen gultigen
QSAR berticksichtigt werden, indesrtho-substituier- Damit sind die in dieser Arbeit diskutierten quantita-
ten Tetrazolen der Wert 1, allen Ubrigen Verbindungertiven Struktur-Aktivitats-Beziehungen mit den fur "un-
der Wert O einer Indikatorvariabléq zugeordnet wird.  spezifisch” substituierte 2-Amino-5-aryl-1,3,4-oxadia-

zole [21] und 3-Ethyl-4-aryl-1,2,4-triazolin-5-one [22]

log A; = 0,974(x£0,088) logP—0,378(+ 0,093, + an Chlorella vulgarisgefundenen QSAR vergleichbar
1,901(x0,121) (7.1) und kdénnen mit ihnen zu einer fir diese N-Heterocyc-
n=18,r =0,989,5s= 0,087 F = 328,8 len glltigen gemeinsamen Struktur-Wirkungs-Bezie-

hung zusammengefalit werd@n
log A, = 1,025(+0,096) lodP—0,367(x0,102%, +
1,853(+0,132) (7.2) logA;=1,107(x0,138) lod® — 0,243(+0,196%, +
n=18,r =0,988,s=0,095F = 298,6 1,636(+0,231) 9
n=49,r=0,924s=0,293F =133,9

Da die Logarithmen der Octan-1-ol/Wasser-Vertei-
lungskoeffizienten Uber einfache Beziehungen mit den Die Regressionskoeffizienten in (9) andern sich nicht
Logarithmen der zugehdrigen Transportgeschwindigkeiwesentlich, wenn in weitergehender Verallgemeinerung
ten (logk [24]) und Wasserloslichkeiten (I10§[25])  die publizierten Aktivitats- und Hydrophobizitatspara-
der 5-Amino-1-aryl-H-tetrazole sowie mit hydropho- meter fir analog substituierte 1-Aryl-harnstoffe [13],
ben Substituentenkonstanter?] [23]) verschiedener 1-Aryl-thioharnstoffe [15], 1-Aryl-2-methyl-isothio-
Standardserien verknipft sind, lassen sich dieHog harnstoffe [16], 1-Alkyl-thioharnstoffe [17], und 1-
Werte in den Beziehungen (5.1)—(7.2) prinzipiell durchAmino-3-aryl-guanidine [18] in diese QSAR einbezo-
log k-, log S oderZrrWerte ersetzen. Allerdings sind gen werder).
dann die in [23—25] angegebenen Korrekturen und
Einschrankungen zu berticksichtigen. log A; = 0,934(x0,075) lod® — 0,301(+0,124%, +

Ein zusatzlicher elektronischer Einflu auf die bio-1,696(+0,123) (20)
logische Aktivitat ist innerhalb des gegebenen Substin=131,r = 0,910,s= 0,305F = 309,8
tuentenmusters nicht sicher nachweisbar. Aus multiplen
linearen Regressionsanalysen mit verschiedenen SatzenLineare Zusammenhange zwischen biologischer Ak-
elektronischer Substituentenkonstanten oder experimetivitat (log A) und Hydrophobizitat (lodP) folgen aus
tell ermittelten K-Werten flr Isomerie- und Dissozia- mehreren Struktur-Wirkungs-Theorien (zusammenfas-
tionsgleichgewichte der untersuchten Tetrazole (Tab. Isende Darstellungen in [31] und [32]). DieGimorella
Daten aus [26]) resultieren lediglich fur die zu den Glei-vulgaris hachgewiesenen Beziehungen zur Beschrei-
chungen (6.1.1) und (6.1.2) gehérenden Stichprobebung des Hydrophobizitatseinflusses auf die algistati-
statistisch signifikante Beziehungen. Diese kdnntersche Aktivitat auch strukturell differenzierter Wirkstoff-
wegen der experimentellen Fehler bei den biologischegruppen korrespondieren mit einem mathematisch fun-
Tests zufallig sein. dierten Proteinbindungsmodell nach Franke [32, 33],

2) Nach [27] ist die hydrophobe Substituentenkonstantkes Substituenten Rz in einer Serie von Verbindungen RX
definiert als die Differenz der Logarithmen der Verteilungskoeffizienten des Derivats RRgldgind der unsubstituierten
Stammverbindung HX (lo@ux): Tk = log Prx — log Phx; eine umfangreiche Zusammenstellung velonstanten fur die
Standardserie monosubstituierter Benzole enthalt [28].

3) Die logP-Werte der 2-Amino-5-aryl-1,3,4-oxadiazole wurden [29] entnommen oder nach Angaben in [28Kanstan-

ten aus [30] berechnet, die Hydrophobizitatsparameter der 3-Ethyl-4-aryl-1,2,4-triazolin-5-one ware R-8\sriteg in [22]
zuganglich; die individuellen Regressionsgleichungen der Heterocyclengruppen sind im Ergebnis statistischer Tests zur Irr
tumswahrscheinlichkeit = 0,05 zwar als nicht identisch anzusehen, jedoch lassen die Konfidenzintervalle der Regressionsko-
effizienten und sachliche Uberlegungen einen Vergleich der Beziehungen durchaus zu.

4) Die Logarithmen der Verteilungskoeffizienten der in [13] und [15—18] untersuchten Harnstoffderivate wurden tiber das
System aus den publizierten BdVerte der Stammverbindungen ohne Berucksichtigung maglaties-Effekte berechnet

(vgl. [17]).
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das die biologische Aktivitat in Serien biochemisch in-nismen in einem auf Angaben in [40] basierenden Nahrmedi-
erter Verbindungen auf relativ unspezifische ("physi-um erfolgte durch artspezifisch optimierte Kult?vierung in
kalische”) Wirkstoff-Rezeptor-Wechselwirkungen zu- €inem Lichtthermostaten (37,5 °C, 10 | Luft mit 2 Vol.-%
riickfiihrt und lineare log-log P-Beziehungen mit Stei- €02/, gleichmaige Belichtungsintensitat von 28 Vy/ei
gungen von 1,0 £ 0,2 oder 0,5 £ 0,2 (mehr oder Wenige?'nem Licht—Dunkel-Wechsel von 8:16 Stunden.

Y & . - In unmittelbarer Vorbereitung der Tests wurden zu je
volistandige Uberflhrung des Wirkstoffs in das Inneregg my einer mit Nahrlosung verdiinnten Algensuspension kon-

der bindenden hydrophoben Region) bis zu einer koMsanter zelldichte (etwa 7,5 Mio. Autosporen/By= 0,1) in
plex bestimmten kritischen Hydrophobizitat begriindethandelsiiblichen Reagenzglésern (30/200 mm) Volumina zwi-
Diese Hydrophobizitat ist fur die untersuchten 5-Ami-schen 0,1 ... 1,0 ml einer Stammmlésung des zu untersuchen-
no-1-aryl-H-tetrazole mit Substituenten meta und  den Tetrazols in Dimethylsulfoxid (DMSO) und das zu ei-
para-Position im Schnittpunkt der Regressionsgerademem Gesamtvolumen von 1,0 ml DMSO gehdrende Diffe-
fur biologische Aktivitat und Wasserloslichkeit [25] bei renzvolumen des Losungsmittels pipettiert. Anschlie3end
log P = 1,55) erreicht (Abb. 2). Fiir Wirkstoffe mit deut- wurden die Suspensionen parallel mit nur DMSO-haltigen
lich hoherer Hydrophobizitat sind die fiir den definier- Kogttr)ollkulturen im Lichtthermostaten 6 Stunden belichtet
: : nd begast.
ten Effekt (50%|ge Wa‘?hSt“rUShemm.“”Q) erford'erllcherv Den Kulturen wurden zu Beginn und weiter im Abstand
Konzentrationen praktisch nicht verfugbar. Auf die Syn-

. von 30 min Proben entnommen und deren Extinktion im Ab-
these und Testung von 5-Amino-1-arfi-tetrazolen  gorptionsmaximum des Chlorophylls bei 680 nm gemessen.
mit log P >> 1,5 kann daher verzichtet werden.

Obwohl diese Extinktionen nephelometrische Anteile enthal-
ten, korrelieren sie mit typischen Wachstumsparametern wie
Zellzahl, Zellvolumen oder Trockenmasse und kdnnen somit
Frau A. Sonntag und Herrn J. Vogel sei fir die Mithilfe bei zur effektiven Beurteilung des Zellwachstums wahrend der

den experimentellen Untersuchungen, Herrn Prof. Dr. WTestdauer herangezogen werden.

Schéfer fur die Forderung der Arbeit herzlich gedankt.
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