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5-Amino-1-aryl-1H-tetrazole verfügen mit muskelre-
laxierenden und antiinflammatorischen [1, 2], anti-
arthritischen, analgetischen und ulcustherapeutischen [3,
4] sowie coccidiostatischen [5, 6] Eigenschaften über
ein breites biologisches Wirkungsspektrum. Für isomere
5-Arylamino-1H-tetrazole und die unsubstituierte Leit-
struktur 5-Amino-1H-tetrazol wurden darüber hinaus
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Abstract. A series of 20 5-amino-1-aryl-1H-tetrazoles was
synthesized by diazotation of corresponding 1-amino-3-aryl-
guanidines and tested for growth-inhibiting activity against
autotrophic Chlorella vulgaris cultures. In the used tests the
different algae growth was quantified by photometric meas-
urements at 680 nm. From obtained dosage-effectivity rela-
tionships the reciprocal values of isoeffective concentrations
c50 were derived and defined as activity parameters A in QSAR
(quantitative structure-activity relationship)  studies. It could
be shown that the algistatitic activity (log A) of the tested

heterocycles strongly depends on hydrophobicity described
by their octan-1-ol/water partition coefficients (log P). The
calculated linear relationships between log A and log P can
be significantly improved by separate treatment of meta-/para-
and ortho-substituted compounds or using an indicator varia-
ble to describe the lower activity of ortho-substituted 5-ami-
no-1-aryl-1H-tetrazoles in common regression equations. The
results are discussed and compared with analogous QSAR
found for earlier tested series of N-heterocycles and com-
pounds with urea structure.

Abb. 1 Über Extinktionsmessungen (E) erhaltene Wachstumskurven (a) wirkstoffbehandelter Chlorella-vulgaris-Kulturen
(¿ c = 4,05×10–3 mol l–1, Ú c = 3,22×10–3 mol l–1, q c = 2,57×10–3 mol l–1, Î c = 2,06×10–3 mol l–1, p c = 1,61×10–3 mol l–1,
+ c = 1,03×10–3 mol l–1, � c = 6,43×10–4 mol l–1, � Kontrollkultur) und daraus resultierende Dosis-Wirkungs-Kurven (b) zur
Ermittlung der Aktivitätsparameter log A1 und log A2 für die algistatische Wirksamkeit von 5-Amino-1-phenyl-1H-tetrazol
(vgl. Text)

antivirale [7], tuberculostatische [8] und wachstumsre-
gulierende [9, 10] Wirkungen nachgewiesen. Dagegen
stehen Untersuchungen zu algiziden oder algistatischen
Effekten und Diskussionen quantitativer Zusammenhän-
ge zwischen chemischer Struktur und biologischer Ak-
tivität für diese Wirkstoffgruppe bisher aus.

Zur effizienten Ermittlung algistatischer Aktivitäts-
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parameter für derartige QSAR-Analysen haben sich
Synchronkulturen des chlorococcalen Einzellers Chlo-
rella vulgaris mehrfach bewährt. So wurden im Arbeits-
kreis bisher isochemische Serien alkyl- und arylsubsti-
tuierter Hydrazin- und Harnstoffderivate [11–19], di-
substituierter Benzole (vgl. Übersicht in [20]) und N-
Heterocyclen [21, 22] erfolgreich auf ihre wachstums-
hemmende Wirkung an autotroph kultivierten Chlorel-
la-vulgaris-Suspensionen getestet, wobei für Verbindun-
gen mit ”unspezifischen” Substituenten (Alkyl-, Alk-
oxygruppen, Halogene) gesicherte lineare Beziehungen
zwischen algistatischer Aktivität und Hydrophobizität
nachgewiesen werden konnten.

Als Beitrag zur weiteren Kenntnis quantitativer Zu-
sammenhänge zwischen chemischer Struktur und bio-
logischer Aktivität werden in der vorliegenden Arbeit
Ergebnisse entsprechender Untersuchungen zur Hem-
mung des autotrophen Wachstums synchroner Chlorel-
la-vulgaris-Kulturen durch 5-Amino-1-aryl-1H-tetrazo-
le vorgestellt und im Zusammenhang mit quantitativen
Struktur-Aktivitäts-Beziehungen für die algistatische
Aktivität bereits beschriebener Wirkstoffgruppen dis-
kutiert.

Ergebnisse und Diskussion

5-Amino-1-aryl-1H-tetrazole hemmen substituenten-
und dosisabhängig das autotrophe Wachstum synchro-

Tab. 1 Parameter zur Charakterisierung physikalisch-chemischer und biologischer Eigenschaften von 5-Amino-1-aryl-1H-
tetrazolen

Verb. R log P a) pKa 
b) log A1(exp.) c) log A1(ber.) d) log A2(exp.) e) log A2(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-NO2 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-NO2 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-Cl2 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)4 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-Cl2 1,606 3,11 3,09 3,19 3,13
19 2,5-Me2 1,455 5,586 2,98 2,94 2,99 2,98
20 2,3-(CH)4 1,715 3,07 3,19 3,16 3,25

a) Dekadische Logarithmen der Octan-1-ol/Wasser-Verteilungskoeffizienten (aus [23]).b) pKa-Werte der isomeren NH-aciden 5-Arylami-
no-1H-tetrazole in Wasser bei 25 °C (aus [26]); die mit * gekennzeichneten Werte wurden über die in [26] angegebene Hammett-Beziehung
berechnet. c) Aus Dosis-Wirkungs-Funktionen nach Methode 1 (vgl. Text) entnommene dekadische Logarithmen der reziproken molaren
Effektorkonzentrationen, die eine 50%ige Hemmung des autotrophen Wachstums synchroner Chlorella-vulgaris-Kulturen bewirken; den
angegebenen Werten liegen mindestens zwei Bestimmungen zugrunde.d) Mit Gl. (7.1) berechnete log A1-Werte. e) Aus Dosis-Wirkungs-
Funktionen nach Methode 2 (vgl. Text) experimentell ermittelte Aktivitätsparameter.f) Mit Gl. (7.2) berechnete log A2-Werte.

Abb. 2  Zusammenhänge zwischen den Logarithmen der al-
gistatischen Wirkquantitäten log A1 (�, p) bzw. log A2 (�,
∆) und der durch die Logarithmen der Verteilungskoeffizien-
ten log P beschriebenen Hydrophobizität von 5-Amino-1-aryl-
1H-tetrazolen; eingezeichnet sind die Regressionsgeraden zu
Gl. (6.1.1) und (6.2.1) für log A1 meta- und para- (�) bzw.
ortho-substituierter (p) Verbindungen sowie zu der [25] ent-
nommenen Beziehung (gestrichelt) zwischen Wasserlöslich-
keit (-log S) und Hydrophobizität für 5-Amino-1-aryl-1H-te-
trazole mit nicht wasserstoffbrückenbindenden Substituenten
in meta- und para-Position



J. Prakt. Chem. 2000, 342, No. 2 207

Algistatische Aktivität von 5-Amino-1-aryl-1H-tetrazolen__________________________________________________________________________________ PROCEDURES/DATA

ner Chlorella-vulgaris-Kulturen (Abb. 1). Die dabei
beobachteten Wirkungen können relativ zu unbehandel-
ten Kontrollkulturen als prozentuale Wachstumshem-
mungen W quantifiziert werden.

W
Y Y

Y
= ⋅

−
100 K W

K
(1)

In Gl. (1) stellen YW und YK Funktionen dar, die das
Wachstum wirkstoffbehandelter Test- und unbehandel-
ter Kontrollkulturen charakterisieren. Sie sind in dieser
Arbeit wie folgt definiert (Abb. 1a):

1. In herkömmlicher Weise [11–22] über die zu den
Zeiten t = 0 (EW,0, EK,0) und t = 6 h (EW,6, EK,6) bei λ =
680 nm gemessenen Extinktionen von Test- und Kon-
trollkulturen (Methode 1).

Y E EW W,6 W,0= − (2.1)

Y E EK K,6 K,0= − (2.2)

2. Alternativ aus den Steigungen (Wachstumsgeschwin-
digkeiten) der ab 3 Stunden Testdauer analysierten li-
nearen Beziehungen zwischen ln E und t (Methode 2).

Y
E

tW
Wd

d
=

ln
(3.1)

Y
E

tK
Kd

d
=

ln
(3.2)

Dabei sind Wirkungen über 100% möglich, sofern die
Organismen nicht nur in ihrem Wachstum beeinflußt,
sondern darüber hinaus geschädigt werden (YW < 0).

Die grafische Darstellung der erhaltenen Wachstums-
hemmungen W als Funktion der eingesetzten Wirkstoff-
konzentration (log c) liefert sigmoidale Dosis-Wirkungs-
Kurven (Abb. 1b). Ihnen wurden numerisch die Rezi-
prokwerte der molaren Effektorkonzentrationen entnom-
men, die eine 50%ige Hemmung des Algenwachstums
bewirken (c50), und als wirkstoffspezifische Aktivitäts-
parameter A definiert.

A
c

= 1

50
(4)

In Tab. 1 sind die nach beiden Methoden ermittelten
dekadischen Logarithmen der Wirkquantitäten (log A1,

log A2) gegenübergestellt. Sie unterscheiden sich nicht
wesentlich, was auf die unmittelbare und konstante Wir-
kungsausprägung während der Testdauer hinweist. Ihre
deutliche Substituentenabhängigkeit kann zur Untersu-
chung quantitativer Struktur-Aktivitäts-Beziehungen
(QSAR) herangezogen werden. Im eigentlichen Sinne
sind dazu verschiedene Gruppen von Moleküldeskrip-
toren als direkte Strukturparameter erforderlich. Diese
können in QSAR im weiteren Sinne durch tabellierte
Substituentenkonstanten oder physikalisch-chemische
Eigenschaften der Wirkstoffe ersetzt werden.

Eine entsprechende Hansch-Analyse liefert statistisch
signifikante, jedoch nicht überzeugende Zusammenhän-
ge zwischen den biologischen Aktivitäten (log A) aller
Verbindungen (1–20) und den Logarithmen ihrer Oc-
tan-1-ol/Wasser-Verteilungskoeffizienten (log P s. Tab.
1, Daten aus [23]).

log A1 = 0,913(±0,222) log P + 1,888(±0,282)    (5.1)
n = 20, r = 0,898, s = 0,236, F = 74,9  1)

log A2 = 0,985(±0,205) log P + 1,810(±0,262)    (5.2)
n = 20, r = 0,922, s = 0,218, F = 101,4

Eine deutlich verbesserte Anpassung an die experimen-
tellen Daten wird erzielt, wenn meta- und para- (1–14)
sowie ortho-substituierte (15–20) Verbindungen zu-
nächst getrennt behandelt werden (Abb. 2).

meta- und para-Substitution:

log A1 = 0,994(±0,117) log P + 1,876(±0,158)  (6.1.1)
n = 12, r = 0,986, s = 0,097, F = 359,0

log A2 = 1,032(±0,134) log P + 1,845(±0,181)  (6.1.2)
n = 12, r = 0,983, s = 0,112, F = 293,2

ortho-Substitution:

log A1 = 0,910(±0,158) log P + 1,598(±0,200)  (6.2.1)
n = 6, r = 0,992, s = 0,059, F = 254,9

log A2 = 1,005(±0,143) log P + 1,511(±0,181)  (6.2.2)
n = 6, r = 0,995, s = 0,054, F = 380,9

NO2-substituierte Verbindungen (5, 9) wurden als Aus-
reißer angesehen und bei den Berechnungen nicht be-
rücksichtigt. Ihre überhöhte Wirksamkeit gegenüber
Chlorella vulgaris konnte bereits mehrfach beobachtet
[11, 20, 21] und für disubstituierte Benzole durch Akti-
vitätsinkremente quantifiziert werden [20].

1) Für die Berechnungen wurden die erforderlichen Daten direkt aus Kalkulationsprogrammen übernommen und ungerundet
der Regressionsanalyse unterzogen; in Klammern sind die Konfidenzintervalle zur Irrtumswahrscheinlichkeit α = 0,05 angege-
ben; n = Stichprobenumfang, r  = Korrelationskoeffizent, s = Standardabweichung der Regression, F = Testgröße zur Prüfung
der Regressionsgleichung auf Signifikanz.
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Das im Sinne geringerer Aktivität abweichende Ver-
halten ortho-substituierter Verbindungen (15–20) ent-
spricht ebenfalls den Ergebnissen früherer Untersuchun-
gen [12, 13, 15, 16, 18, 21] und ist auf sterische und
konformative Besonderheiten dieser Substitution zu-
rückzuführen. Der über das gesonderte Verhalten bei
der Verteilung [23] hinausgehende biologische ortho-
Effekt kann in einer für alle Verbindungen gültigen
QSAR berücksichtigt werden, indem ortho-substituier-
ten Tetrazolen der Wert 1, allen übrigen Verbindungen
der Wert 0 einer Indikatorvariablen Xo zugeordnet wird.

log A1 = 0,974(±0,088) log P– 0,378(±0,093)Xo +
1,901(±0,121)        (7.1)
n = 18, r = 0,989, s = 0,087, F = 328,8

log A2 = 1,025(±0,096) log P–0,367(±0,102)Xo +
1,853(±0,132)        (7.2)
n = 18, r = 0,988, s = 0,095, F = 298,6

Da die Logarithmen der Octan-1-ol/Wasser-Vertei-
lungskoeffizienten über einfache Beziehungen mit den
Logarithmen der zugehörigen Transportgeschwindigkei-
ten (log k [24]) und Wasserlöslichkeiten (log S [25])
der 5-Amino-1-aryl-1H-tetrazole sowie mit hydropho-
ben Substituentenkonstanten (π 2)  [23]) verschiedener
Standardserien verknüpft sind, lassen sich die log P-
Werte in den Beziehungen (5.1)–(7.2) prinzipiell durch
log k-, log S- oder Σπ-Werte ersetzen. Allerdings sind
dann die in [23–25] angegebenen Korrekturen und
Einschränkungen zu berücksichtigen.

Ein zusätzlicher elektronischer Einfluß auf die bio-
logische Aktivität ist innerhalb des gegebenen Substi-
tuentenmusters nicht sicher nachweisbar. Aus multiplen
linearen Regressionsanalysen mit verschiedenen Sätzen
elektronischer Substituentenkonstanten oder experimen-
tell ermittelten pK-Werten für Isomerie- und Dissozia-
tionsgleichgewichte der untersuchten Tetrazole (Tab. 1,
Daten aus [26]) resultieren lediglich für die zu den Glei-
chungen (6.1.1) und (6.1.2) gehörenden Stichproben
statistisch signifikante Beziehungen. Diese könnten
wegen der experimentellen Fehler bei den biologischen
Tests zufällig sein.

log A1 = 1,072(±0,107) log P + 0,282(±0,213) pKa +
0,309(±1,191)        (8.1)
n = 12, r = 0,993, s = 0,072, F = 326,5

log A2 = 1,126(±0,117) log P + 0,337(±0,234) pKa–
0,031(±1,309)        (8.2)
n = 12, r = 0,992, s = 0,080, F = 292,8

Damit sind die in dieser Arbeit diskutierten quantita-
tiven Struktur-Aktivitäts-Beziehungen mit den für ”un-
spezifisch” substituierte 2-Amino-5-aryl-1,3,4-oxadia-
zole [21] und 3-Ethyl-4-aryl-1,2,4-triazolin-5-one [22]
an Chlorella vulgaris gefundenen QSAR vergleichbar
und können mit ihnen zu einer für diese N-Heterocyc-
len gültigen gemeinsamen Struktur-Wirkungs-Bezie-
hung zusammengefaßt werden 3).

log A1 = 1,107(±0,138) log P – 0,243(±0,196)Xo +
1,636(±0,231) (9)
n = 49, r = 0,924, s = 0,293, F = 133,9

Die Regressionskoeffizienten in (9) ändern sich nicht
wesentlich, wenn in weitergehender Verallgemeinerung
die publizierten Aktivitäts- und Hydrophobizitätspara-
meter für analog substituierte 1-Aryl-harnstoffe [13],
1-Aryl-thioharnstoffe [15], 1-Aryl-2-methyl-isothio-
harnstoffe [16], 1-Alkyl-thioharnstoffe [17], und 1-
Amino-3-aryl-guanidine [18] in diese QSAR einbezo-
gen werden 4).

log A1 = 0,934(±0,075) log P – 0,301(±0,124)Xo +
1,696(±0,123)         (10)
n = 131, r = 0,910, s = 0,305, F = 309,8

Lineare Zusammenhänge zwischen biologischer Ak-
tivität (log A) und Hydrophobizität (log P) folgen aus
mehreren Struktur-Wirkungs-Theorien (zusammenfas-
sende Darstellungen in [31] und [32]). Die an Chlorella
vulgaris nachgewiesenen Beziehungen zur Beschrei-
bung des Hydrophobizitätseinflusses auf die algistati-
sche Aktivität auch strukturell differenzierter Wirkstoff-
gruppen korrespondieren mit einem mathematisch fun-
dierten Proteinbindungsmodell nach Franke [32, 33],

2) Nach [27] ist die hydrophobe Substituentenkonstante π des Substituenten R (πR) in einer Serie von Verbindungen RX
definiert als die Differenz der Logarithmen der Verteilungskoeffizienten des Derivats RX (log PRX) und der unsubstituierten
Stammverbindung HX (log PHX): πR = log PRX – log PHX; eine umfangreiche Zusammenstellung von π-Konstanten für die
Standardserie monosubstituierter Benzole enthält  [28].
3) Die log P-Werte der 2-Amino-5-aryl-1,3,4-oxadiazole wurden [29] entnommen oder nach Angaben in [29] und π-Konstan-
ten aus [30] berechnet, die Hydrophobizitätsparameter der 3-Ethyl-4-aryl-1,2,4-triazolin-5-one waren aus log P-Werten in [22]
zugänglich; die individuellen Regressionsgleichungen der Heterocyclengruppen sind im Ergebnis statistischer Tests zur Irr-
tumswahrscheinlichkeit α = 0,05 zwar als nicht identisch anzusehen, jedoch lassen die Konfidenzintervalle der Regressionsko-
effizienten und sachliche Überlegungen einen Vergleich der Beziehungen durchaus zu.
4) Die Logarithmen der Verteilungskoeffizienten der in [13] und [15–18] untersuchten Harnstoffderivate wurden über das π-
System aus den publizierten logP-Werte der Stammverbindungen ohne Berücksichtigung möglicher ortho-Effekte berechnet
(vgl. [17]).
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das die biologische Aktivität in Serien biochemisch in-
erter Verbindungen auf relativ unspezifische (”physi-
kalische”) Wirkstoff–Rezeptor-Wechselwirkungen zu-
rückführt und lineare log A-log P-Beziehungen mit Stei-
gungen von 1,0 ± 0,2 oder 0,5 ± 0,2 (mehr oder weniger
vollständige Überführung des Wirkstoffs in das Innere
der bindenden hydrophoben Region) bis zu einer kom-
plex bestimmten kritischen Hydrophobizität begründet.
Diese Hydrophobizität ist für die untersuchten 5-Ami-
no-1-aryl-1H-tetrazole mit Substituenten in meta- und
para-Position im Schnittpunkt der Regressionsgeraden
für biologische Aktivität und Wasserlöslichkeit [25] bei
log P ≈ 1,5 5)  erreicht (Abb. 2). Für Wirkstoffe mit deut-
lich höherer Hydrophobizität sind die für den definier-
ten Effekt (50%ige Wachstumshemmung) erforderlichen
Konzentrationen praktisch nicht verfügbar. Auf die Syn-
these und Testung von 5-Amino-1-aryl-1H-tetrazolen
mit log P >> 1,5 kann daher verzichtet werden.

Frau A. Sonntag und Herrn J. Vogel sei für die Mithilfe bei
den experimentellen Untersuchungen, Herrn Prof. Dr. W.
Schäfer für die Förderung der Arbeit herzlich gedankt.

Beschreibung der Versuche

Die in Tab. 1 aufgeführten Verbindungen wurden nach Anga-
ben von Finnegan u.a. [34] durch Diazotierung entsprechen-
der 1-Amino-3-aryl-guanidinium-nitrate und Cyclisierung der
intermediären Guanylazide synthetisiert [1, 2]. Die dazu er-
forderlichen Aminoguanidine waren nach ebenfalls bekann-
ten Verfahren [1, 2, 34–36] durch Hydrazinolyse der jeweili-
gen 1-Aryl-2-methyl-isothiuronium-iodide zugänglich, die
nach S-Methylierung der korrespondierenden Thioharnstoffe
erhalten wurden. Diese waren kommerziell verfügbar oder
wurden nach Vorschriften in [37] und [38] aus den Arylami-
nen und Ammoniumthiocyanat bzw. Benzoylisothiocyanat
hergestellt.

Zur physikalisch-chemischen Charakterisierung der 5-Ami-
no-1-aryl-1H-tetrazole wurden Octan-1-ol/Wasser-Vertei-
lungskoeffizienten, Transportgeschwindigkeiten, Wasserlös-
lichkeiten und Dissoziationsgleichgewichtskonstanten expe-
rimentell bestimmt und als hydrophobe bzw. elektronische
Molekülparameter bereitgestellt [23–26].

Die Beurteilung ihrer algistatischen Aktivität erfolgte in
einem standardisierten autotrophen Wachstumstest aus dem
Chlorella-Testsystem nach Böhm u.a. [39], welches über die
Beeinflussung komplexer Wachstums- und Entwicklungspa-
rameter der thermophilen chlorococcalen Alge Chlorella vul-
garis Beijerinck 1890 var. vulgaris Fott et Novakova 1969,
Stamm Böhm/Borns 1972/1 eine effektive Charakterisierung
algistatisch wirksamer Verbindungen ermöglicht.

Die Anzucht und Entwicklungssynchronisation der Orga-

nismen in einem auf Angaben in [40] basierenden Nährmedi-
um erfolgte durch artspezifisch optimierte Kultivierung in
einem Lichtthermostaten (37,5 °C, 10 l Luft mit 2 Vol.-%
CO2/h, gleichmäßige Belichtungsintensität von 28 W/m2) bei
einem Licht–Dunkel-Wechsel von 8:16 Stunden.

In unmittelbarer Vorbereitung der Tests wurden zu je
80 ml einer mit Nährlösung verdünnten Algensuspension kon-
stanter Zelldichte (etwa 7,5 Mio. Autosporen/ml, E0 ≈ 0,1) in
handelsüblichen Reagenzgläsern (30/200 mm) Volumina zwi-
schen 0,1 ... 1,0 ml einer Stammmlösung des zu untersuchen-
den Tetrazols in Dimethylsulfoxid (DMSO) und das zu ei-
nem Gesamtvolumen von 1,0 ml DMSO gehörende Diffe-
renzvolumen des Lösungsmittels pipettiert. Anschließend
wurden die Suspensionen parallel mit nur DMSO-haltigen
Kontrollkulturen im Lichtthermostaten 6 Stunden belichtet
und begast.

Den Kulturen wurden zu Beginn und weiter im Abstand
von 30 min Proben entnommen und deren Extinktion im Ab-
sorptionsmaximum des Chlorophylls bei 680 nm gemessen.
Obwohl diese Extinktionen nephelometrische Anteile enthal-
ten, korrelieren sie mit typischen Wachstumsparametern wie
Zellzahl, Zellvolumen oder Trockenmasse und können somit
zur effektiven Beurteilung des Zellwachstums während der
Testdauer herangezogen werden.
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