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1 Einleitung

Stickstoffmonoxid (NO) wurde erst Ende der 80er Jahre des letzten
Jahrhunderts als Botenstoff im menschlichen Organismus entdeckt.

NO ist an zahlreichen physiologischen Vorgingen beteiligt und ldngst sind
noch nicht alle ,,Geheimnisse* um dieses kleine Radikal geklart.

Schon lange vor der Identifizierung als Botenstoff wurden Arzneistoffe
eingesetzt, die, wie man heute weil}, ihre Wirkung durch die Freisetzung von
NO entfalten. Das zunéchst als Sprengstoff bekannte Glyceroltrinitrat (GTN)
fand schon Ende des 19. Jahrhunderts Anwendung bei Angina pectoris und
ist auch heute noch in vielen Féllen das Mittel der ersten Wahl.

Eine der Hauptwirkungen von Stickstoffmonoxid ist die Dilatation von
Blutgefil3en.

Aus dem Endothel freigesetzt, hat NO eine schnelle lokalbegrenzt-
erschlaffende Wirkung auf die GefaBmuskelzellen und kann auf diese Weise
die lokale Durchblutung beeinflussen. Neben dieser Wirkung hat NO auch
eine antiproliferative, eine antiadhésive und eine antioxidative Wirkung.
Viele Erkrankungen und auch unerwiinschte Wirkungen von Arzneistoffen
gehen mit einer verminderten Durchblutung und einer Adhdsion von
Granulozyten an der GefaBBwand bestimmter Organe und Gefal3e einher.
NSAIDs (non-steroidal anti-inflammatory drugs) gehdéren zu den am
haufigsten angewendeten Arzneistoffen, die zu lokalen Durchblutungs-
storungen fiihren. Durch die unspezifische Hemmung der Cyclooxygenase
des Arachidonsduremetabolismus werden nicht nur die an entziindlichen und
algetischen Prozessen beteiligten, sondern auch die ,,guten®, unter anderem
an der Regulation des Gefdlltonus beteiligten Prostaglandine in ihrer
Synthese gehemmt.

Aus dieser Problemstellung heraus wird seit Anfang der 90er Jahre an
Hybridarzneistoffen gearbeitet, die einerseits die Cyclooxygenase hemmen
und andererseits durch die Freisetzung von Stickstoffmonoxid die lokale
Durchblutung aufrecht erhalten konnen.

Alle bisher veroffentlichten Hybridarzneistoffe stellen organische Ester der
Salpetersdure, sogenannte organische Nitrate dar und setzen NO auf
enzymatischem Wege frei.
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Neben den organischen Nitraten, Molsidomin und Nitroprussid-Natrium als
NO-Donatoren sind in den letzten 10—15 Jahren N-Diazeniumdiolate als
direkte NO-Donatoren entwickelt worden.

N-Diazeniumdiolate kénnen Stickstoffmonoxid auf nicht enzymatischem
Wege in Abhéngigkeit vom pH-Wert und der Temperatur freisetzen.
Hybridwirkstoffe aus N-Diazeniumdiolaten und NSAIDs stellen eine
interessante Alternative zu den bekannten NO-NSAIDs dar und stehen im
Mittelpunkt der vorliegenden Dissertation.

Im Folgenden wird zundchst genauer auf die Wirkungsweise und
Problematik der NSAIDs eingegangen.

Im zweiten Teil der Einleitung werden dann die physiologischen und
pharmakologischen Eigenschaften von NO genauer erldutert.
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1.1 Non-steroidal anti-inflammatory drugs

Schmerzen sind so alt wie das Leben selbst, von jeher suchte die Menschheit
nach Moglichkeiten zur Abhilfe. Anfangs bewegten sich die Versuche der
Beschwerden Herr zu werden, meist im Bereich der Mystik, Mythologie und
Religion.

Spiter spielten Heilmittel aus der Natur eine wesentliche Rolle. So soll die
schmerzlindernde Wirkung des Saftes der Weidenrinde schon Hippokrates
von Kos (460-377 v. Chr.) bekannt gewesen sein.

Als Napoleon die Kontinentalsperre verhidngte und Chinin, das damals am
haufigsten gebrauchliche Fiebermittel, nicht mehr aus Peru eingefiihrt
werden konnte, wurde 1806 der Weidenrindensaft wiederentdeckt.

1828 gewann Johann Andreas Buchner aus der Weidenrinde eine gelbliche
Masse, der er den Namen Salicin (1) gab. Wenig spéter auch in kristalliner
Form zugénglich, wurde Salicin 1838 nach Hydrolyse des Glucosids zu
Salicylsaure (3) oxidiert [1].

OH OH

O Glucose H}(’}dlrolyse ES/ OX1dat10n
ucose l : ]

Sallgemn

1

Schema 1: Durch Abspaltung der Glucose wird Saligenin freigesetzt, welches auch in
vivo zu Salicylsdure oxidiert wird.

Die ab 1874 in grofBen Mengen synthetisch hergestellte Salicylsdure brachte
aber noch nicht den groBen Durchbruch. Salicylsdure ist nicht nur extrem
bitter, sondern greift auch die Schleimhéute an [1].

1897 setzte Hoffmann bei Bayer Salicylsdure mit Essigsdure um und
synthetisierte die Acetylsalicylsdure (ASS) [1].

Somit war das erste breiteinsetzbare ,,non-steroidal anti-inflammatory drug"
(NSAID) geboren.
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Schema 2: Salicylsdure wird mit Essigsdure zu Acetylsalicylsdure (Aspirin®) verestert.

Weitere Substanzen mit vergleichbarem Wirkungsspektrum folgten alsbald.
Von diesen wird heute das Paracetamol (Seite 11, Abb. 1 (10)) als
Analgetikum und Antipyretikum noch héufig verwendet.

In den letzten 35-40 Jahren sind eine Vielzahl von vor allem stirker
antiinflammatorisch wirkenden Substanzen hinzugekommen.
Acetylsalicylsdure wird heute zusitzlich in subanalgetischer Dosierung (30—
100 mg/Tag) zur Reinfarktprophylaxe eingesetzt [2].

NSAIDs entfalten ihre Wirkung durch Hemmung der Prostaglandinsynthese.
Prostaglandine sind cyclooxygenaseabhidngige Arachidonsiduremetabolite,
die neben der Beteiligung an der Regulation der Durchblutung von
Geweben, dem renalen Plasmafluss und anderen physiologisch notwendigen
Mechanismen, eine Schmerzverstirkung und —erhaltung bewirken.

Im Folgenden wird auf die Biosynthese und die Wirkungen der
Prostaglandine eingegangen.

1.1.1 Cyclooxygenaseabhingige Arachidonsduremetabolite

Der initiale Schritt des Arachidonsduremetabolismus besteht in der
Freisetzung von Arachidonsdure (5) aus der Zellmembran durch die
Phospholipase A,. Hierauf erfolgt die Umsetzung von Arachidonsiure durch
die Cyclooxygenase (COX). Die COX setzt im ersten Schritt der
eigentlichen  Fettsdurecyclooxygenasereaktion  Arachidonsdure  zum
instabilen Prostaglandinendoperoxid G, (PGG;) (6) unter dem Einbau von
zwel Sauerstoffmolekiilen um, welches sofort durch eine Peroxidasereaktion
zum PGH, (7) reduziert wird.
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PGH,; kann in Abhédngigkeit von der enzymatischen Ausstattung der Zelle zu
den Prostaglandinen D,, E,, F,,, zu Thromboxan A, (TXA,) (9) oder zu
Prostacyclin (PGI,) (8) umgesetzt werden. Wihrend die Prostaglandine der
D, E und F-Serie chemisch stabil sind, werden PGI, und TXA, in wissrigen
Losungen schnell zum inaktiven 6-Keto-PGF,, bzw. TXB, abgebaut [3].

Arachidonséure

5

20, J Cylooxycenasereaktion

" >S=—="""""Co0H

o
WAoo
OOH
PGG»
6

-Sauerstoffradikale

Peroxidasereaktion
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L ————— NN
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HO / \
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/ N M
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Schema 3: Biosynthese der wichtigsten Prostaglandine: initial die COX-Reaktion.
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Die auf diese Weise gebildeten Prostaglandine sind an zahlreichen
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen in Zellverbianden und
Organen beteiligt [4].

Prostaglandine, vorwiegend das PGE,, sind maBgeblich an entziindlichen
Prozessen beteiligt. Durch Sensibilisierung der Nozizeptoren des
geschiadigten Gewebes wirken sie schmerzverstarkend und -erhaltend, ohne
selbst nennenswert Schmerz auszulosen. PGE, verstiarkt auf diese Weise die
Wirkung von Kaliumionen, Protonen, Serotonin, Histamin (aus
unterschiedlichsten Geweben freigesetzt), Substanz P (aus afferenten
Nervenendigungen), Acetylcholin (aus efferenten Nervenendigungen) und
Bradykinin (aus der Blutbahn). Daneben hat PGE, eine starke
vasodilatatorische Wirkung, welche die weitere Einwanderung von
proinflammatorischen Mediatoren beglinstigt [5].

In der GefiaBwand, insbesondere im Endothel, wird das thrombozytenanti-
aggregatorische und vasodilatatorische PGI, synthetisiert. PGI, ist ein
funktioneller Antagonist von Thromboxan A,, welches in Thrombozyten
gebildet wird und thrombozytenaggregatorisch und vasokonstriktorisch
wirkt. Das Gleichgewicht zwischen TXA, und PGI, ist fiir die
Thrombozyten-GefaBwand-Interaktion von besonderer Wichtigkeit [6]. Die
normale TXA,-Biosynthese ist fiir den primiren Verschluss von verletzten
Gefédfen durch aggregierende Thrombozyten bedeutsam [4].

Durch die durchblutungsférdernde Wirkung tragen PGs wesentlich zum
Schutz der Magenschleimhaut bei. PGE, und PGI, hemmen zusitzlich die
Freisetzung von Magensdure und Pepsin und steigern die Schleim- und
Hydrogencarbonatsekretion in Magen und Darm. Zusammengefasst: PGs
haben eine ausgeprigte zytoprotektive Wirkung auf den GI-Trakt.

Daneben haben Prostaglandine auch eine durchblutungsfordernde Wirkung
auf die Nieren, steigern die Diurese (liber Reninfreisetzung und Hemmung
von Vasopressin), beeinflussen die Bronchial- und Trachealmuskulatur
sowie die Muskulatur des schwangeren und nicht schwangeren Uterus. Die
Langsmuskulatur des GI-Traktes wird in vitro durch PG der E- und F-Serie
kontrahiert. Die Ringmuskulatur hingegen wird durch PGE, relaxiert,
wihrend PGF,, hier kontrahierend wirkt [4].
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Wird die Prostaglandinsynthese gehemmt, werden einerseits die indirekten
algetischen, pyretischen und inflammatorischen = Wirkungen bei
pathologischen Prozessen unterbunden, aber andererseits auch wichtige
durch Prostaglandine gesteuerte physiologische Funktionen beeinflusst.
Angesichts der zahlreichen physiologischen Wirkungen der PGs kann,
insbesondere bei lingerer Anwendung von NSAIDs, das Auftreten von
unerwiinschten Arzneimittelwirkungen nicht verhindert werden.

1.1.2 Pharmakodynamische Eigenschaften von NSAIDs

1.1.2.1 Hemmung der Cyclooxygenase

Das Wirkprinzip der NSAIDs wurde 1971 von Vane aufgeklart. Nicht
steroidale antiinflammatorische Substanzen entfalten ihre Wirkung durch
Hemmung der Cyclooxygenase (COX) und beeinflussen auf diese Weise die
Biotransformation der endogenen Arachidonsaure [7].

Seit liber 20 Jahren postulierten zahlreiche Arbeitsgruppen, dass es mehr als
eine Isoform der COX gibt [8]. Seit Anfang der 90er Jahre ist die Existenz
einer zweiten Isoform der COX bewiesen [9—13].

Die seit langem bekannte Isoform wird als COX-1 und die spiter entdeckte
Form als COX-2 bezeichnet. Die beiden Proteine werden von
unterschiedlichen Genen kodiert, besitzen aber sehr dhnliche katalytische
Eigenschaften. Das Expressionsmuster der beiden Gene unterscheidet sich
hingegen sehr stark [9].

Beide Isoformen differieren enorm in der Regulation ihrer Bildung und der
Gewebeverteilung. Die COX-1 liegt in fast allen Zelltypen konstitutiv vor.
Ihre Konzentration bleibt wihrend des entziindlichen Geschehens
weitgehend konstant.

Die COX-2 wird hingegen erst auf bestimmte Reize hin in groBen Mengen
gebildet. Zur Stimulation fiihren unter anderem proinflammatorische
Zytokine, Lipopolysaccharide, Mitogene und Onkogene,
Wachstumsfaktoren, Hormone und Verdnderungen des Wasser-Elektrolyt-
Haushalts. Gehemmt wird die COX-2 Expression durch Glucocorticoide und
antiinflammatorische Zytokine [14].
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1994 stellte Vane die Hypothese auf, dass eine selektive Hemmung der
COX-2 zur Schmerzlinderung und Entziindungshemmung fiihrt, ohne die
Bildung der physiologisch notwendigen Prostaglandine zu beeintrichtigen
[15].

NSAIDs, wie Ibuprofen, Diclofenac, Naproxen, Indometacin und ASS
inhibieren beide COX-Isoenzyme [16]. Fiir die magenschleimhaut-
schidigende Wirkung der NSAIDs wurde allein die Hemmung der COX-1
verantwortlich gemacht, und die Entwicklung von COX-2-selektiven
Hemmstoffe begann [17].

Nach und nach aber vermehrten sich die Erkenntnisse, dass die COX-2 auch
konstitutiv vorkommt (Niere, Bauchspeicheldriise, Fortpflanzungsorgane,
Magen, GefiBBendothel) und an wichtigen physiologischen Vorgidngen
beteiligt 1st [18-21].

Zu den haufigsten Nebenwirkungen der NSAIDs zéhlt die Schidigung der
Magenschleimhaut bis hin zur Ulkusbildung. Versuche mit ,,COX-I1-
knockout“ Madusen, welche keine gastrointestinalen Komplikationen
bekamen, und selektiven COX-2-Hemmstoffen zeigten, dass fir die
Entstehung solcher Nebenwirkungen die Hemmung der COX-1 und der
COX-2 notwendig ist [22-24].

Von besonderer Relevanz ist auch die Entdeckung, dass die Synthese von
Prostacyclin im GefiaBBendothel hauptsdchlich von COX-2 vermittelt wird.
Thromboxan A, wird hingegen in den Thrombozyten iliber die COX-1
gebildet [18].

2002 ist noch eine weitere Isoform der COX, als COX-3 oder als COX-1b
bezeichnet, beschrieben worden [25, 26].

Uber die Hemmung der COX-3 wurde versucht, die Wirkung von
Paracetamol (Acetaminophen) (Abb. 1(10)) zu erkléren [25, 27].

OH OH

HN o NH,

10 11

Abb. 1: Paracetamol (Acetaminophen) und sein Metabolit 4-Aminophenol.
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2004 kamen erste Zweifel an dieser These auf, da einerseits die Aktivitdt von
COX-3 im menschlichen Gehirn sehr gering ist [28] und andererseits die
Cyclooxygenaseaktivitit angezweifelt wurde. Untersuchungen zeigten, dass
die Hemmung von COX-3 die Verminderung von Prostaglandinen im Gehirn
nicht erklaren konnte [29, 30].

Eine weitere These ist, dass 4-Aminophenol (11) der Metabolit von
Paracetamol, der auch fiir die Toxizitdt verantwortlich ist, im ZNS durch die
Fettsdureamidhydrolase mit Arachidonsdure acyliert wird [31]. Diese
Verbindung ist unter dem Kiirzel AM-404 bereits bekannt und wird in der
Endocannabinoid- und Vanilloid-Forschung als Ligand an Cannabis- und
Vanilloid-Rezeptoren verwendet [32].

S~ N
H - /\_
AM-404 = Arachidonylaminophenol

12

Abb. 2: Arachidonylaminophenol (AM-404) als aktiver Paracetamolmetabolit im ZNS.

AM-404 bindet auch mit groer Affinitit an COX-1 und COX-2 [31, 33].
Aufgrund der komplexen Verschaltung der Cannabis-, Vanilloid- und ihnen
verwandter Rezeptoren, ist eine Vorhersage der Wirkung kaum moglich, so
dass die Hemmung der COX im Gehirn durch den Paracetamolmetaboliten
als wesentlicher Teil des Wirkungsmechanismus von Paracetamol angesehen
werden konne [31].

1.1.2.2 Weitere Wirkungen von NSAIDs

Neben der Hemmung der COX sind zahlreiche weitere pharmakologische
Wirkungen der NSAIDs beschrieben.

Fiir ASS ist eine Hemmung der induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase,
welche an Entziindungsreaktionen und der Zellregulation beteiligt ist,
beschrieben worden [34].
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ASS und Salicylat hemmen auch das Enzym IxB-Kinase-f3, welches fiir die
Freisetzung des Nuclear Factors-xB (NF-xB) verantwortlich ist [35]. Der
Transkriptionsfaktor ~ NFxB, als Initiator der  Gentranskription
proinflammatorischer Gene, ist als Mediator von oxidativem Stress und
Entziindungen an der Pathogenese zahlreicher inflammatorischer
Erkrankungen beteiligt [36].

Auch eine Aktivierung der p38-Kinase durch ASS wird diskutiert, wodurch
ASS durch antiproliferative Wirkung indirekt gefaprotektiv wirkt [37].
Daneben ist fiir ASS eine Steigerung der Ferritinsynthese und eine COX-2-
expressionshemmende Wirkung beschrieben [37, 38]. Ferritin bindet freie
Eisenionen und verringert auf diese Weise Zellschdden durch Unterdriickung
der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies [39, 40].

Verwandt mit der Arachidonsiure, dem Substrat der COX, sind die Liganden
des PPAR-y (peroxisome proliferator-activated receptor y). Bei diesen
Liganden handelt es sich um ungesittigte Fettsduren und deren Produkte aus
dem Arachidonsiduremetabolismus, wie z. B. PGI,. Fiir Indometacin [41] und
Diclofenac [42] ist beschrieben, dass sie als Agonist bzw. als partieller
Agonist am PPAR-y wirken und somit die Differenzierung von
Praadipozyten zu Adipozyten beeinflussen.

1.1.2.3 Anwendung von NSAIDs

NSAIDs werden einerseits bei einfachen, leichten Schmerzen wie
Kopfschmerzen, leichter Migrine, Zahn- und Gelenkschmerzen, Fieber und
Dysmenorrhd eingesetzt, andererseits bilden sie eine wichtige Séule der
Behandlung von entziindlichen degenerativen und rheumatischen
Gelenkerkrankungen [43].

Daneben wird ASS als Thrombozytenaggregationshemmer zur Schlaganfall-
und Herzinfarktprophylaxe eingesetzt. Durch die Gabe von ASS in
Dosierungen von 30-100 mg/d kommt es nur zur Hemmung der
Thrombozytenaggregation = ohne  wesentliche  Beeinflussung  der
Prostacyclinsynthese. Die COX der Mehrzahl der Thrombozyten wird schon
prasystemisch, das heiflit nach Resorption im Darm, vor der ersten
Leberpassage gehemmt, wo 50 % der ASS bereits deacyliert werden [44].
Der andere Grund fiir die relativ selektive Wirkung auf die Thrombozyten ist
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die irreversible Hemmung der COX (Thrombozyten besitzen keinen
Zellkern, in Folge dessen die COX nicht nachgebildet werden kann) [45, 46].
Hierdurch ist die einmal tdgliche Gabe ausreichend, obgleich die
Halbwertszeit von ASS bei ca. 15 min liegt (Gesamtsalicylat 3 h) [47].

1.1.2.4 Nebenwirkungen von NSAIDs

Als unerwiinschte Wirkungen, die auf Hemmung der COX zuriickzufiihren
sind, gelten nephrotoxische und hepatotoxische Wirkungen, Beeinflussung
des Blutdrucks, Verlingerung der Blutungszeit und vor allem
gastrointestinale Komplikationen, wie Perforation, Blutungen und Striktur
bis hin zu Ulcerationen.

Daneben sind auch unerwiinschte Wirkungen auf das blutbildende System,
die Lunge, das zentrale Nervensystem, die Haut und auf Schleimhaute
beschrieben [2].

Durch Sicherheits-Monitoring oder Dosisanpassungen kann die Haufigkeit
viele unerwiinschte Wirkungen, wie die Nieren- oder Lebertoxizitit gesenkt
werden.

NSAID-assozierte gastrointestinale Storungen hingegen sind bei jedem
vierten Patienten zu erwarten und treten meist unerwartet auf.

Mindestens 10-20 % der NSAID-Patienten geben eine Dyspepsie an, deren
Pravalenz in Studien sogar bis 50 % reicht [48, 49].

Etwa die Halfte aller NSAID-Patienten haben endoskopische
Schleimhauterosionen  und  10-30 %  haben  Magen-  oder
Zwolffingerdarmulzera [50].

Als Ursache fiir diese mit unter auch lebensbedrohlichen, unerwiinschten
Wirkungen gilt die Synthesehemmung der Prostaglandine mit ausgepriagter
schleimhautprotektiver Wirkung. Diese zytoprotektive Wirkung ist
vorwiegend auf die endotheliale Produktion von PGI, und PGE,
zuriickzufiihren, welche die Magensdureproduktion verringern. Ebenso
haben sie eine direkte vasodilatorische Wirkung auf die Gefdle der
gastrischen Mucosa und eine stimulierende Wirkung auf die Sekretion von

viskosem Schleim und Hydrogencarbonaten in Magen und Zwolffingerdarm
[51].
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1.1.2.5 Ansditze zur Verbesserung der gastrointestinalen Vertrdglichkeit von
NSAIDs

Im Folgenden werden verschiedene Ansédtze zur Verbesserung der
Vertriglichkeit von NSAIDs vorgestellt:

1.1.2.5.1 Kombination von NSAIDs mit anderen Wirkstoffen

Die Komedikation von NSAIDs mit dem PGE,-Analogon Misoprostol (13)
schiitzt in gewissem Ausmall vor NSAID-assozierten Léasionen des
Gastrointestinaltraktes [52]. Misoprostol fiihrt aber selbst, insbesondere in
hoheren Dosen, zu Nebenwirkungen wie Magen- und Darmkrampfen und
Diarrho.

Abb. 3: Misoprostol, ein PGE; —Analogon.

Eine wirksamere Komedikation von NSAIDs ist die gleichzeitige Gabe von
Hemmstoffen der H',K'-ATPase wie Omeprazol [53]. H,-Rezeptorenblocker
in iblicher Dosierung oder Antacida haben kaum eine ulkusprotektive
Wirkung.

1.1.2.5.2 Gemeinsame Hemmung von Cyclooxygenase und Lipoxygenase

Ein anderer Ansatz ist die gemeinsame Hemmung von Cyclooxygenase und
Lipoxygenase (LOX) [54].

Nach der ,,Shunt-Theorie werden bei gehemmter COX {ber den
Lipoxygenaseweg vermehrt Leukotriene gebildet. Insbesondere Leukotrien
B, ist ein potentes Chemotaktikum fiir neutrophile Leukozyten und fiihrt zu
gesteigerter Adhédsion dieser Zellen an der Wand postkapilldrer
Mesenterialvenolen. Zusammen mit der vasokontriktorischen Wirkung der
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Cysteinylleukotriene LTC, und LTD; kommt es durch
Mikrozirkulationsstorungen lokal zu ischdmischen Zustinden und letztlich
zu Schleimhautlédsionen.

Durch gleichzeitige Hemmung der COX und der LOX sollte es moglich sein
diesen Toxizitdtsmechanismus zu unterbinden [54].

Die meisten beschriebenen Substanzen sind redoxaktive Substanzen, von
denen zu erwarten ist, dass sie Redoxenzyme wie die COX und die LOX
hemmen. Ein groBBer Nachteil dieser Substanzen ist ihre geringe Selektivitit,
die dazu fiihrt, dass auch andere Redoxenzyme z. B. in der Leber beeinflusst
werden.

Eine Ausnahme ist Licofelone (Abb. 4 (14)), welches ein Substratanalogon
darstellt, das in der Lage ist, die Konformation der Arachidonsdure im
aktiven Zentrum beider Enzyme zu imitieren und damit die COX und die
LOX selektiver hemmen sollte.

Erste priklinische Untersuchungen weisen auf eine Bestdtigung der
gemeinsamen Hemmung der COX und der LOX hin [55].

Abb. 4: COX/LOX-Hemmer Licofelone (ML3000).

1.1.2.5.3 Selektive COX-2 Inhibition

Nach der Entdeckung der COX-2 wurden zahlreiche, fiir diese Isoform
selektiv wirkende Inhibitoren entwickelt. Man folgte der Hypothese, dass nur
die COX-1 konstitutiv und die COX-2 nur bei Entziindungen gebildet wird.
1999 wurden als erste COX-2 selektive Arzneistoffe Celecoxib (15) und
Rofecoxib (16) zugelassen. In den letzten Jahren folgten noch weitere
Substanzen unter anderem auch Valdecoxib.
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Abb. 5: Celecoxib (15) und Rofecoxib (16), die ersten beiden zugelassenen COX-2
Hemmstoffe.

Die Wirksamkeit und bessere Magenvertraglichkeit wurde in zahlreichen
Studien gegen Placebo und klassische NSAIDs gut belegt [56—60].

Die Theorie, dass die COX-2 nur eine bei Entziindungen induzierte Isoform
sei, wurde aber nach und nach widerlegt.

Als wesentlich gilt die Entdeckung, dass PGI, vorwiegend iiber die COX-2
gebildet wird, und dass die COX-2 gerade zur Kompensation pathologischer
Gefdl3-, Nieren- und Magenschleimhautverdnderungen eine wichtige
Bedeutung hat [61-64].

Mukherjee, FitzGerald und andere stellten schon 2001 die Behauptung auf,
dass die langfristige Anwendung von COX-2-selektiven Hemmstoffen mit
einem erhohten kardiovaskuldren Risiko einhergeht [19, 65].

Auch die VIGOR-Studie [60] hatte bereits ein mogliches, erhohtes Risiko fiir
kardiovaskuldre Nebenwirkungen gezeigt.

Im Oktober 2004 wurde der erste selektive COX-2-Inhibitor Rofecoxib
aufgrund der Dreijahresdaten aus der APPROVe-Studie (Adenomatous
polyp prevention on VIOXX) weltweit vom Markt genommen. Die Studie
hatte fiir Patienten, die Rofecoxib eingenommen hatten, ein erhdhtes
relatives Risiko fiir bestitigte kardiovaskuldre Ereignisse aufgezeigt.

Im April 2005 wurde Valdecoxib ebenfalls wegen des Verdachts auf
erhohtes Auftreten von kardiovaskuldren Ereignissen und wegen des
Auftretens von schweren Hautreaktionen vom Markt genommen.
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1.1.2.5.4 NO-NSAIDs

Lange Zeit wurde die verminderte Bildung von PGE, und PGI, als die
alleinige Ursache fiir die gastrointestinalen unerwiinschten Wirkungen der
NSAIDs angesehen. Aber gerade der schnelle pathologische Verlauf und das
unberechenbare  Auftreten der ulcerogenen  Verdnderungen  der
gastrointestinalen Schleimhaut lieen sich nicht allein auf die Hemmung der
COX zuriickfiihren.

Dieses wurde dadurch verdeutlicht, dass ,,COX-1-knockout“ Mause keine
gastrointestinalen Komplikationen zeigten [22].

Zusitzlich gibt es Hinweise, dass gerade wéhrend der Resorption der
NSAIDs, die topische Phase, durch Beeinflussung der mitochondrialen
Energieumwandlung, ein wichtiger zusitzlicher Faktor bei der Entstehung
von Ulcerationen ist. Die Beeinflussung der mitochondrialen
Energieumwandlung fiihre zur Erh6hung der intestinalen Permeabilitit [66].
Die Konsequenz sei, dass das Schleimhautgewebe aggressiven Faktoren aus
dem Lumen ausgesetzt ist. Dieses wiederum fiihrt zur Adhésion von
neutrophilen Granulozyten und zu einer gestorten Mikrozirkulation [67].
Eine andere Vermutung ist, dass NSAIDs das intestinale vaskuldre Epithel
direkt wihrend der Absorption schadigen und hierdurch zur Vermehrung von
adhésiven Substanzen und zur Aktivierung von neutrophilen Granulozyten
filhren [68, 69]. In Folge dessen kommt es zur Freisetzung von lysosomalen
Substanzen, zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies [70] und zur
Verringerung des mikrozirkuldren Blutflusses [71].

Gerade auch die Aktivierung und Adhédsion der neutrophilen Granulozyten
bei ischamischen Komplikationen in vielen Geweben, wie des Magens und
des Zwolffingerdarms, wird als eine entscheidende Ursache der
Komplikationen angesehen [72—74].

Neben den Prostaglandinen ist auch Stickstoffmonoxid (NO) ein wichtiger
Mediator des gastrointestinalen Schleimhautschutzes [75, 76]. NO ist an der
Regulation der Schleimhautdurchblutung und der Schleimsekretion beteiligt.
NO inhibiert die Leukozytenadhdsion am Gefdflendothel und unterstiitzt die
Ausheilung von Schleimhautschiden und Ulcerationen [77, 78].

Aufgrund dieser Annahmen wurde der Versuch unternommen die durch
NSAIDs entstehenden GI-Komplikationen durch die gleichzeitige Gabe
eines NO-Donators zu unterbinden.
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Die Komedikation von NSAIDs mit Nitroprussid-Natrium zeigte eine
signifikante Reduzierung der gastrointestinalen Komplikationen [79, 80].
Hieraus resultierte die Entwicklung von NSAIDs mit einer NO-freisetzenden
Gruppe, von denen man sich erhoffte, dass sie wihrend der Absorption NO
freisetzen wiirden, um auf diese Weise die beschriebenen unerwiinschten
vaskuldren Effekte der reinen NSAIDs zu kompensieren [81].

Erste Tierversuche zeigten, dass diese Substanzen im Vergleich zu ihren
,Muttersubstanzen nur zu minimalen Schidigungen der gastrointestinalen
Schleimhaut fiihren [82, 83].

Die ersten NO-NSAIDs wurden iiber einen 1,4-Butandiol-Linker mit
Salpetersdure verestert.

Ein Flubiprofenderivat, ein Diclofenacderivat und ein Acetylsalicylsidure-
derivat zeigten gute antiinflammatorische Wirkung mit verringerter
gastrointestinaler Toxizitdt [82, 84-86].

Bei einigen Substanzen ist die antiinflammatorische Aktivitdt sogar stirker
ausgeprigt als bei den entsprechenden ,Muttersubstanzen® und teilweise
unabhingig von der enzymatischen Abspaltung des Linkers [84].

In den letzten 10 Jahren wurden zahlreiche antiinflammatorische Substanzen,
welche liber einen Linker mit Salpetersaure verestert sind, synthetisiert.

Im Folgenden werden die wichtigsten Vertreter der sich in der Entwicklung
befindenden NO-NSAIDs vorgestellt.
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1.1.2.5.4.1 NO-Flubiprofen (HCT-1026 und NCX-2216)

HCT-1026 (17) ist ein iiber 1,4-Butandiol mit Salpetersdure verestertes
Flubiprofenderivat [87] und ist eine der am breitesten praklinisch
untersuchten Substanzen der NO-NSAIDs.

Abb. 6: NO-Flubiprofen HCT-1026 (17) und NCX-2216 (18).

HCT-1026 zeigt im Vergleich zu Flubiprofen eine deutlich geringere
gastrointestinale Toxizitdt, ohne systemisch den Blutdruck zu beeinflussen
[71, 82].

In einer Studie an gesunden Probanden konnte festgestellt werden, dass nach
oraler Gabe von "“N-HCT-1026, dieses bereits prisystemisch zu
Flubiprofenhydroxybutylester, Nitrat und Nitrit metabolisiert wird. Die
gastrointestinale Stickstoffmonoxidkonzentration war signifikant erhoht.
Vermutlich wird die Salpetersidureesterfunktion bereits im Darm durch eine
Esterase gespalten [88].

Systemisch wurden 50 und 100 mg HCT-1026 gegen 100 mg Flubiprofen in
einer Gastroskopiestudie liber 7 Tage untersucht, wobei beide Dosierungen
besser gastrointestinal vertridglich waren als der Vergleich.

Neben den antiinflammatorischen Eigenschaften ist auch eine Hemmung der
Osteoklastenaktivitit fiir HCT-1026 beschrieben worden. Allerdings zeigt
der Hydroxybutylester von Flubiprofen die gleiche Aktivitit wie HCT-1026
[89]. Hier scheint nicht die Stickstoffmonoxidfreisetzung, sondern der
Flubiprofenhydroxybutylester fiir die Wirkung verantwortlich zu sein.
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NCX-2216 (Abb. 6 (18)), ein Flubiprofenderivat, welches iliber einen
Ferulasdaurehydroxybutylester mit Salpetersdure verestert ist, wurde fiir die
Therapie von Morbus Alzheimer entwickelt.

Bei Morbus Alzheimer entstehen im Gehirn entziindliche Prozesse mit
oxidativer Zerstorung der cholinergen Nervenbahnen.

NCX-2216 soll hier einerseits antiinflammatorisch und andererseits durch
Freisetzung von NO und durch den redoxaktiven ,,Ferulasdurebaustein*
antioxidativ wirken [90].

In ersten Versuchen zeigt NCX-2216 gute gastrointestinale Vertraglichkeit
und eine ausgepragte Hemmung der supraspinalen Cyclooxygenase [90].

1.1.2.5.4.2 NO-Naproxen (HCT-3012)
NO-Naproxen ist ebenfalls {iber einen 1,4-Butandiol-Linker mit
Salpetersdure verestert.

‘ o)
‘O H TN NO2
O
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Abb.7: HCT-3012.

HCT-3012 zeigt gleiche antiinflammatorische, verstirkte analgetische
Aktivitdt und erheblich reduzierte gastrointestinale Toxizitdt im Vergleich zu
Naproxen [84, 91, 92].

Eine besondere Gefahr fiir unerwartet auftretende gastrointestinale
Storungen ist die gleichzeitige Gabe von COX-2-Inhibitoren und niedrig
dosiertem ASS zur Thrombozytenaggregationshemmung. Fiorucci zeigte,
dass HCT-3012 auch bei gehemmter COX-2 gastrointestinale Ulcerationen
verhindert [93].

Zusitzlich zeigt HCT-3012 blutdrucksenkende Wirkung bei Ratten, die eine
durch N°-Nitro-L-arginin induzierte Hypertonie hatten [92].

Rossoni zeigte, dass HTC-3012 durch Freisetzung von Stickstoffmonoxid
eine kardioprotektive Wirkung in bezug auf ischdmische Ereignisse hat [94].
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HCT-3012 scheint im Gegensatz zu HCT-1026 auch systemisch zu wirken
und nicht, wie der Nitroxybutylester von Flubiprofen, bereits prisystemisch
vollstdndig metabolisiert zu werden.

1.1.2.5.4.3 Nitrofenac
Nitrofenac ist ein Diclofenacderivat, welches iliber einen 1,4-Butandiol-
Linker mit Salpetersdure verestert ist [83, 86].

O, NO,
\/\/\O/
|
(0]
NH

Cl Cl

Abb. 8: Nitrofenac.

Nitrofenac zeigt erheblich weniger gastrointestinale Ulcerationen als
Diclofenac.

Auch auf eine bestehende Colitis zeigt Nitrofenac, im Gegensatz zu
Diclofenac, keine Exerberation der FErkrankung, sondern sogar eine
geringfiigige Verbesserung der Darmentziindung [83].

1.1.2.5.4.4 NO-Aspirin (NCX-4016)
NO-Aspirin (NCX-4016) (21) ist ein ASS-Derivat, welches iiber einen 3-
Hydroxybenzylalkohol-Linker mit Salpetersdure verestert ist.

Abb. 9: NO-Aspirin NCX-4016.
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Durch den Hydroxybenzylalkohol-Linker wird NCX-4016 deutlich
langsamer metabolisiert als die Derivate mit dem 1,4-Butandiol-Linker [95,
96]. Hierdurch lasst sich die kurze Halbwertszeit der entstehenden
Acetylsalicylsdure kompensieren.

Die Verbindung =zeigte gute gastrointestinale Vertraglichkeit. Ratten
vertrugen bis zu 500 mg/kg Korpergewicht ohne deutliche Komplikationen.
Im Unterschied zu reinen Hemmstoffen der COX fiihrt NCX-4016 nicht nur
zu deutlich weniger Schleimhautschidigungen des GI-Trakts, sondern
unterstlitzt sogar die Ausheilung von Ulcerationen durch die
schleimhautprotektiven Wirkungen von NO [97].

Fiir NCX-4016 konnte gezeigte werden, dass NCX-4016 durch zusitzliche
NO-Freisetzung eine stirkere antithrombotische Wirkung als ASS entfaltet
[98—100], welche sogar die thrombininduzierte Thrombozytenaggregation
aufhebt [96].

Zusiatzlich zeigt NCX-4016 kardioprotektive Effekte und reduziert die
Infarkthaufigkeit in experimentellen Untersuchungen. Dieser Effekt scheint
teilweise auch NO-abhéngig zu sein, da ASS alleine eine deutlich geringere
protektive Wirkung hat [101].

Des weiteren hemmt NCX-4016 die Freisetzung von TF (Tissue Factor),
TNF-a (Tumornekrosefaktor o) und IL-6 (Interleukin-6) aus stimulierten
menschlichen Monozyten. Diese Wirkungen werden zum Teil durch COX-
Hemmung, zum Teil durch direkte NO-Wirkung und teilweise indirekt,
durch NO-bedingte Beeinflussung der COX-2-Expression, hervorgerufen
[102].

Die kardioprotektive Wirkung von NCX-4016 wird durch die antioxidative
und antisklerotische Wirkung unterstiitzt. Das von NCX-4016 freigesetzte
NO wirkt als Radikalfanger. Es verhindert auf diese Weise die Oxidation
von low-density lipoprotein (LDL) [103, 104] und senkt die Konzentration
an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), welches wiederum den NO-Abbau
verlangsamt.

Der wesentliche Vorteil von NCX-4016 gegeniiber anderen NO-NSAIDs ist
die langsamere Metabolisierung, die hohere Lipophilie und die langsamere
NO-Freisetzung.

Durch die langsamere NO-Liberation werden hohere NO-Konzentrationen
verhindert, wodurch die Entstehung von zytotoxischen Effekten und die
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Bildung von groBBeren Mengen reaktiver Stickstoffspezies wie Peroxynitrit
vermieden wird.

Im Gegensatz zu ASS, zeigt NCX-4016 keine Blutdruckerh6hung. Bei
Hypertonikern senkt NCX-4016 sogar den Blutdruck, wéhrend der
Blutdruck von Normaltonikern unbeeinflusst bleibt [105].

Auch in der Arthritistherapie konnte NCX-4016 anderen NO-NSAIDs
tiberlegen sein, da es nicht, wie auch unter NSAIDs, zu einer erhohten
Bildung von ,granulocyte macrophage-colony stimulating factor” (GM-
CSF) kommt [106].
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1.2 Stickstoffmonoxid, einer der kleinsten Botenstoffe im

menschlichen Organismus

1953 beobachteten Furchgott und Bhadakom, dass Acetylcholin (Ach) an
Aortastreifen nicht wie in Tier- und Organversuchen vasodilatatorisch
wirkte, sondern eine Vasokonstriktion ausloste. Deshalb verwendete
Furchgott spiter Acetylcholin als Vasokonstriktor, um die relative
vasorelaxierende Wirkung von Noradrenalin, Adrenalin und Isoproterol tiber
B-Adrenozeptoren an helicalen Streifen einer Kaninchenaorta, dessen o-
Adrenozeptoren mit Dibenamin blockiert waren, zu testen [107].

Ende der siebziger Jahre wollte Furchgott in einem &hnlichen Versuch
herausfinden, ob die Catecholamine tiber f;- oder ,-Adrenozeptoren ihre
relaxierende Wirkung vermitteln.

Im Mai 1978 beobachtete Furchgott durch einen angeblichen Fehler seines
Laboranten, eine vasorelaxierende Wirkung von Carbachol und Acetylcholin
auf einen zuvor durch Noradrenalin kontrahierten Aortastreifen.

Warum Acetylcholin jetzt vasorelaxierend wirkt, wo bisher an isolierten
Aortastreifen immer eine vasokonstriktorische Wirkung beobachtet wurde,
konnte sich Furchgott zunichst nicht erkldaren. Auffillig war, dass dieses Mal
ein diagonaler Ring einer Aorta verwendet wurde. Bei den fritheren
Versuchen kam hingegen ein helicaler Aortastreifen zum Einsatz.

In weiteren Versuchen zeigte sich, dass nur der Ring Relaxation zeigte und
der Streifen immer kontrahierte. Erst nach wochenlanger Arbeit zeigte sich,
dass bei der Priparation des Streifen immer die innere Oberflache glatt
gestrichen wurde. Streifen, die wie der Ring pripariert wurden, zeigten
exzellente Relaxation. Es zeigte sich, dass bei erhaltenen Endothelzellen, die
Streifen relaxierten und bei entferntem Endothel kontrahierten.

Durch weitere Versuche konnte belegt werden, dass Acetylcholin auf das
Endothel wirkt und hier eine vasorelaxierende sich ausbreitende Substanz
oder Substanzen freisetzte [108]. Diese Substanz wurde spéter ,,endothelium
derived relaxing factor* (EDRF) genannt [109].

In den folgenden Jahren wurde an der Identifizierung von EDRF gearbeitet.
Gryglewski, Palmer und Moncada zeigten, dass EDRF schnell von O,”
(Superoxidradikal-Anion) (22) inaktiviert wird (Schema 4) und dass die
Superoxiddismutase (SOD) die Inaktivierung von EDRF durch O,"
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verringern kann. Erste Vermutungen, dass EDRF NO sein konnte wurden
angestellt [110].

NO + -0y —_— ONOO"

22 23

Schema 4: NO reagiert mit Superoxidradikal-Anion (22) zu Peroxynitrit (23).

Ignarro und Mitarbeiter verwendeten Lungengefa3e vom Rind, Moncada und
Mitarbeiter Schweineaortaendothel und Khan und Furchgott Kaninchenorta
als ,,EDRF-Pool*“. Alle stellten fest, dass EDRF und eingebrachtes NO die
gleichen Zersetzungseigenschaften besitzen, gleich leicht von Hiamoglobin
und Superoxidgeneratoren beeinflusst werden und durch die Superoxid-
dismutase (SOD) stabilisiert werden.

EDRF wurde sieben Jahre nach der Entdeckung durch Furchgott [111] und
Ignarro [112] als Stickstoffmonoxid identifiziert.

Ignarro prasentierte spektroskopische Beweise, dass das Produkt von EDRF
und Hamoglobin das gleiche ist, wie das von NO und Hiamoglobin.

Moncada und Palmer zeigten danach, dass die von Bradykinin freigesetzte
Menge an NO (per Chemilumineszenz-Spektroskopie bestimmt) die gleiche
relaxierende Wirkung zeigt, wie das durch Bradykinin freigesetzte EDRF
[113].

1988 fand Palmer heraus, dass NO aus einem Guanidin-Stickstoff von L-
Arginin stammt und durch eine Oxygenase freigesetzt wird [114, 115].
Dieses Enzym wurde spiter als NO-Synthase bezeichnet [111].

Diese Entdeckungen legten den Grundstein fiir die atemberaubende
Entwicklung der NO-Forschung.
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1.2.1 Eigenschaften von Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid (NO) ist bei Raumtemperatur ein farbloses Gas mit einem
Siedepunkt von —151,8 °C und einem Schmelzpunkt von —163,6 °C. Es ist
wenig 16slich in den meisten Ldésungsmitteln und diffundiert gut tber
biologische Membranen. Seine Loslichkeit in Wasser ist mit 1,9 mmol/l bei
1 atm und 25 °C gering, so dass nur stark verdiinnte Lésungen erhalten
werden konnen.

NO ist paramagnetisch. Es besitzt ein ungepaartes Elektron in einem
antibindenden 2pn -Orbital.

Der Stickstoff besitzt die Oxidationsstufe +2 und liegt damit an zweiter
Stelle in der Oxidationsreihe von +1 bis +5 der Stickoxide.

Mit Sauerstoff reagiert NO spontan zu NO,, einem braunen, nitrosen Gas.

1.2.2 Physiologische NO-Synthese

Endogen wird NO durch die NO-Synthasen (NOS) aus L-Arginin gebildet
[116]. Drei Hauptisoformen sind bis heute beschrieben worden. Sie
unterscheiden sich in Primérstruktur, Lokalisation und Regulation [117,
118]. Alle NOS sind Homodimere mit Untereinheiten, die eine N-terminale
Oxygenase-Doméne mit einer Bindungsstelle fiir Him, Tetrahydrobiopterin
(BH4) und Arginin (Arg) und einer C-terminale Reduktase-Doméne mit
Bindungsstellen fiir Flavinmononucleotid (FMN), Flavindinucleotid (FAD)
und Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat (NADPH) besitzen [119,
120].

Zwischen Oxygenase- und Reduktase-Domédne ist eine Sequenz mit 20
Aminoséuren, die eine Bindungsstelle fiir Calmodulin (CaM) darstellt [121].
Die Oxygenase Domine hat eine grofle Sequenzidhnlichkeit zur Cytochrom
P-450-Reduktase.

Die Reduktase-Domine transferiert, aktiviert durch die Bindung von
Calmodulin, von NADPH generierte Elektronen zu der Oxygenase-Domaéne.
Dieses flihrt zur himabhédngigen Sauerstoffaktivierung und zur stufenweisen
Umsetzung von L-Arginin (25) zu NO und L-Citrullin (27) tber die
intermedidre Bildung von N-Hydroxy-L-arginin (NOHA) (26) (Schema 5)
[119, 120].
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Schema 5: Biosynthese von NO. L-Arginin (25) wird an einem der ®-Guanidin-
Stickstoffe zu N°-Hydroxy-L-arginin (NOHA) (26) oxidiert (2-Elektroneniibertragung).
AnschlieBend wird, unter Bildung von L-Citrullin (27), NO durch oxidative Spaltung der
C-N-Bindung freigesetzt (3-Elektroneniibertragung).

Stochiometrische Untersuchungen zeigen, dass bei der Umsetzung 1 Mol
NADPH fiir die Argininhydroxylierung und 2 Mol NADPH fiir die
Oxidation von NOHA zu Citrullin und NO verbraucht wird [122, 123].

Zwei der drei Isoformen der NO-Synthase sind konstitutiv und eine wird
durch immunologische Stimuli induziert [116, 124]. Die zuerst entdeckte
konstitutive NOS (NOS I) wurde im Gehirn, spinal und im peripheren
Nervensystem entdeckt und als nNOS  bezeichnet. Die NOS III im
vaskuldren Endothel wird auch als eNOS bezeichnet. Die immunologisch
oder inflammatorisch stimulierte NOS wird als iNOS oder NOS I
bezeichnet [125].
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Neuronale NOS Induzierbare NOS Endotheliale NOS
(NNOS) ¥(Typ | (iNOS) ¥(Typ Il (eNOS) (Typ Ill, NOS-
NOS NOS-1) NOS, NOS-2)) 3)
Hauptregulation durch Ca*/Calmodulin Genexpression Ca**/Calmodulin

subzellulare Lokalisation  Cytosol>>Membran Cytosol>>Membran Cytosol<<Membran

NO outputb gering (pmolar) hoch (umolar) gering (pmolar)
Cytotoxisch
Cytostatisch

Funktion Signaltransduktion Cytoprotektiv Signaltransduktion

2 alternativ benutzte Bezeichnungen

> alle isolierten drei Isoformen der NOS zeigen vergleichbare spezifische Aktivitat.
Output bezieht sich in diesem Fall auf das AusmaR der Genexpression

und die Dauer der Aktivierung in der in vivo Situation.

Tab. 1: Die drei Isoformen der NO-Synthase (modifiziert nach [125]).

Diese Einteilung der NO-Synthasen ist eine vereinfachte Darstellung.

Die endotheliale NOS kommt z. B. nicht nur in vaskuldren Endothelzellen,
sondern auch in Blutplittchen [126] und in neuronalen Systemen des
Gehirns vor [127].

Die neuronale NOS wurde im Endothel der Bronchien und Luftréhre sowie
der Skelettmuskeln gefunden [128, 129].

Die Untersuchung der induzierbaren NOS aus verschiedenen Geweben hat
gezeigt, dass sich die iNOS aus verschiedenen Geweben der gleichen
Spezies zum Teil unterscheidet [130, 131].

Die eNOS und nNOS binden Calmodulin nur in Gegenwart erhohter
intrazelluldrer  Calciumionen-Konzentration und werden  hierdurch
tiberwiegend in ithrer Aktivitdt gesteuert [132].

Die vasodilatierenden Substanzen Acetylcholin, Bradykinin, Serotonin,
Substanz P und Histamin stimulieren die Phospholipase C. Hierdurch wird
aus Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat durch Hydrolyse Inositol-1,4,5-
triphosphat (IP;) und 1,2-Diacylglycerin gebildet. IP; setzt intrazelluldr
Calcium frei, welches nach Bildung des Calcium-Calmodulin-NOS-
Komplexes die NO-Synthase aktiviert [133].

Die wichtigsten physiologischen Reize fiir die eNOS-induzierte NO-
Synthese sind Scherkrifte (shear stress), die durch vorbeistromendes Blut
ausgelibt werden [134].
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Die nNOS wird hingegen durch Stimulation des NMDA-Rezeptors, z. B.
durch Glutamat, und den darauf folgenden Natriumionen-Einstrom sowie
verzogerten Calciumionen-Einstrom aktiviert [135].

Fiir alle drei Isoformen ist beschrieben, dass sie in Abwesenheit von L-
Arginin durch Hamreduktion Superoxidradikal-Anionen und
Wasserstoffperoxid generieren [136, 137].

1.2.3 NO aktiviert die 16sliche Guanylatcyclase

NO aktiviert in der gleichen Zelle oder in benachbarten Zellen die 16sliche
Guanylatcyclase (sGC). Dabei bindet NO direkt an die Him-Gruppe der
sGC, die ein heterodimeres Protein mit einer a- und einer B-Untereinheit
darstellt [138]. Durch die Bindung von NO bildet sich ein Eisen(II)nitrosyl-
Héam-Komplex mit einer Halbwertszeit zwischen 4 min und 3 h bei 20 °C
[139, 140].

NO bindet an Position 6 des Hamzyklus und bricht die Bindung zwischen
dem axialen Histidin und dem Eisen und geht mit dem Eisen eine neue
Bindung unter Bildung eines 5-Rings ein, in welchem sich NO an Position 5
befindet [141].

Durch die Nitrosylierung der prosthetischen Himgruppe wird das Eisen aus
der Ebene des Porphyrinrings herausgehoben. Hierdurch wird die Bindung
von Guanosin-5’-triphosphat (GTP) und dessen Umwandlung zu zyklischem
Guanosin-3",5"-monophosphat (¢cGMP) als second messenger ermoglicht
[142].

cGMP wird durch verschiedene Phosphodiesterasen (PDE) abgebaut. Die
groflte Affinitidt zu cGMP hat die PDE 5 [143].

Seinerseits reguliert cGMP die Aktivitdt verschiedener PDEs. Die PDE 3,
welche zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) deaktiviert, wird durch
cGMP inhibiert. Hierdurch kommt es zu einem Anstieg der intrazellularen
cAMP-Konzentration. Uber die Hemmung von PDE 3 wird der
antiproliferative Effekt von NO vermittelt, wodurch NO antisklerotisch wirkt
[144, 145].
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Abb. 10: Durch Aktivierung der l9sliche Guanylatcyclase wird GTP zu cGMP umgesetzt.

1.2.4 Physiologische Inaktivierung von NO

Die Autoxidation von NO in wissrigen Lésungen ist unter physiologischen
Konzentrationen von O, und NO langsam [146].

Im GefiaBsystem ist der Hauptabbauweg fiir NO die diffusionskontrollierte
Reaktion mit Oxyhdmoglobin aus Erythrozyten zu Methidmoglobin und
Nitrat [147]. Allerdings kommt es wéahrend Entziindungsvorgingen und
vaskuliren ~ Erkrankungen  nicht zu  einer  Anderung  des
Methimoglobinspiegels, obwohl eine ansteigende NO-Produktion durch die
NOS beobachtet wird [110, 148]. Bei entziindlichen und atherosklerotischen
Vorgingen miissen deshalb noch andere Inaktivierungswege eine Rolle
spielen.

Ein anderer potentieller Weg fiir den beschleunigten NO-Abbau in Geweben
ist die schnelle Reaktion mit Superoxidradikal-Anionen (O,”) zu Peroxynitrit
(ONOQO), welches anschlieBend vorwiegend zu Nitrat zerfillt [110, 148—
151]. Diese Reaktion konnte bei erhohter Bildung von NO und O," in Folge
von entziindlichen Prozessen und Makrophagenaktivititen eine wichtige
Inaktivierung fiir NO sein.

Neben diesem Inaktivierungsmechanismus scheint es aber auch andere Wege
fiir den NO-Abbau in bezug auf den NO-abhidngigen Transduktionsweg der
GefaBmuskelzellen zu geben [152], wie z. B. die Reaktion von NO mit
Fettsaureperoxyl- bzw. Aldoxylradikalen oder mit Enzymen [153-155].
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Diese Moglichkeit wird unterstiitzt durch die bekannte Reaktion mit
Héamproteinen, die auch bei der Reaktion mit der Guanylatcyclase und der
Hemmung von Ham und nicht-Hadmproteinen durch Interaktion mit den
metallischen Zentralatomen ablauft [113, 156—161].

Bei entziindlichen und atherosklerotischen Vorgingen, wird auch die
Beeinflussung der NO-Konzentration durch Peroxidasen, wie der
Myeloperoxidase (MPO) oder eine Modellierung der MPO durch NO
diskutiert [162].

1.2.5 Physiologische Wirkungen von NO

Seit der Entdeckung von NO als Botenstoff ist eine stindig steigende Zahl
von physiologischen Wirkungen von NO verdffentlicht worden. Im
Folgenden werden die fiir diese Arbeit wichtigsten vorgestellt:

1.2.5.1 NO induzierte Vasodilatation

Die Bildung von NO in vaskuliren Endothelzellen in Abhidngigkeit
chemischer und physikalischer Stimuli ist mallgebend an der
Aufrechterhaltung der Durchblutung und der Regulierung des Blutdrucks
beteiligt [163—166].

Durch die Bildung von cGMP wird eine Kaskade verschiedener Effektoren,
die zu einer Senkung der freien intrazelluldren Calciumionenkonzentration
fiihrt, initiiert.

Die Abnahme der Konzentration an freiem intrazelluliren Ca®" fiihrt zur
Relaxation der glatten GefaBmuskelzellen.
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Endothelzelle
\ NO

4
N

Phospholamban PKG I Kaliumkanéle

SERCA-Aktivierung IRAG Hyperpolarisation
Ca’*- Sequestrierung ~ Hemmung der IP3-induzierten Ca2+—Einstrom+

\ Ca’'-Freisetzung /

; Freie intrazellulire Ca*t Konzentration¢

Glatte Gefallmuskelzelle

Schema 6: Schematische Darstellung der NO induzierten Vasodilatation. Die Aktivierung
der cGMP-abhdngigen Proteinkinase fiihrt zur Phosphorylierung bestimmter Proteine,
welche die Senkung der freien intrazelluldren Calciumkonzentration zur Folge hat und
somit zur Relaxation der glatten Muskelzelle fiihrt (nach [167]).

cGMP aktiviert die nachgeschaltete cGMP-abhédngige Proteinkinase G I
(PKG I). Hierdurch werden drei wesentliche Mechanismen durch
Phosphorylierung verschiedener Membranproteine des sarkoplasmatischen
Retikulums (sR) induziert.
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Durch Phosphorylierung von ,Inositoltriphosphate receptor associated
cGMP kinase substrate (IRAG)* wird die IPs;-induzierte Ca®-Freisetzung
aus dem sR gehemmt [168].

Die Phosphorylierung von Phospholamban, einem Membranprotein des sR,
fiihrt zur Aktivierung von Ca®*’-ATPasen (sarcoendoplasmatic reticulum
ATPasen = SERCA), welche die Riickaufnahme von Ca® in das sR steuern
(Ca*"-Sequestierung) [169].

Durch PKG I induzierte Offnung von Ca®"-abhingigen K -Kanilen kommt
es zur Hyperpolarisation und somit zur Stabilisierung des
Membranpotentials. Dieses fiihrt zur Erhohung der Reizschwelle flr die
Ca**-Freisetzung aus dem sR [170].

1.2.5.2 Thrombozytenaggregationshemmende Wirkung von NO

Die Thrombozytenaggregation wird durch aus dem Endothel freigesetztes
NO inhibiert. Ahnlich wie bei der NO-induzierten Vasodilatation, fiihrt die
durch NO aktivierte ¢cGMP-Produktion zu einer Absenkung der freien
intrazelluliren Ca®'-Konzentration in den Thrombozyten [171, 172].

Durch die Hemmung der Thrombozytenaggregation hat NO eine
antithrombotische Wirkung, die einen wichtigen Schutz vor ischdmischen
Zwischenfillen darstellt. Auch beim therapeutischen Einsatz von NO-
Donatoren kann diese Wirkung ausgenutzt werden, die auch bei NO-
NSAIDs gut belegt ist [98].

1.2.5.3 Antiadhdsive Wirkung von NO

Bei Léasionen und Entziindungen werden reaktive Sauerstoffspezies wie
Superoxidradikal-Anionen gebildet, welche die intrazellulire Synthese
redoxsensibler Transkriptionsfaktoren wie den Nukledrern Faktor kB (NF-
kB) induzieren [174]. NF-xB wirkt aktivierend auf die Bildung von
Monozyten, Zytokininen, Chemokininen und Wachstumsfaktoren. Diese
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Entziindungsmediatoren fordern durch Adhédsion und Einwanderung in die
GefaBwand die Bildung von atherosklerotischen Plaques [173].

NO wirkt hier nicht wie die anderen bei Entziindungen gebildeten reaktiven
Spezies induzierend, sondern inaktivierend auf NF-xB. Es wird vermutet,
dass NO, durch S-Nitrosylierung eines Cysteinrests von NF-kB, direkt die
Bindung an die DNA behindert [175].

Daneben soll NO auch NF-«kB vorangeschaltete Mechanismen beeinflussen,
und somit dessen Entstehung hemmen [176].

Moglicherweise spielt auch die antioxidative Wirkung von NO durch
Inaktivierung der reaktiven Sauerstoffspezies eine Rolle.

1.2.5.4 Antioxidative Wirkung von NO

Die Ursache fiir die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) sind
Schiadigungen und Entziindungen des Gefillendothels [177]. Hierbei spielt
die Bildung des Superoxidradikal-Anions (O,") eine wichtige Rolle. O,"
reagiert beispielsweise schnell mit NO zu Peroxynitrit (ONOQO"), welches
durch Nitrierung von Tyrosin und durch Oxidation von Lipiden und SH-
Gruppen zu Zellschédden fiihrt [178].

NO induziert allerdings gleichzeitig die Superoxiddismutase (SOD) und
somit die Umsetzung von O, zu H,O, und senkt somit die
Superoxidkonzentration. Wasserstoffperoxid wiederum steigert die eNOS-
Expression und —aktivitit. Dieses scheint aber nur eine untergeordnete Rolle
zu spielen, da die Geschwindigkeitskonstante fiir die Bildung von ONOO"
aus O,” und NO ungefahr dreimal grof3er ist als die der Dismutation von O,"
zu H,0, durch die Superoxiddismutase [179].

Oberle diskutierte fiir NO eine Steigerung der Ferritinbildung. Ferritin bindet
freie Eisenionen und verringert die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies,
welches als eigentliche antioxidative Wirkung von NO angesehen werden
konne [39].
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1.2.5.5 Antiproliferative Wirkung von NO

Bei atherosklerotischen Verdnderungen spielt die Proliferation glatter
GefiaBmuskelzellen eine wesentliche Rolle [180], sie verdndert die
Morphologie und Funktion der Gefale grundlegend. Matrixproteine werden
vermehrt gebildet und Myofibrillen werden reduziert.

Durch diese Intimahyperplasie nimmt die Kontraktilitit der Gefafle ab und
ihre sekretorische Aktivitdt nimmt zu.

NO wirkt als funktioneller Antagonist der Proliferation. Die Aktivierung der
sGC und die nachfolgende cGMP Produktion hat eine Hemmung der
Phosphodiesterase 3 (PDE 3) zur Folge, welche cAMP abbaut.

cAMP aktiviert die cAMP-abhingige Proteinkinase (PKA), die eine
inhibierende Wirkung auf die Proteinkinase Raf-1 besitzt [144].

Raf-1, welches durch extrazellulire Wachstumsfaktoren, wie den ,,platelet
derived growth factor® (PDGF) und durch Angiotensin II induziert wird,
vermittelt proliferatives Wachstum durch Phosphorylierung nachgeschalteter
MAP-Kinasen (mitogen activated protein), welche den Zellzyklus und die
DNA-Synthese angestof3en [181].

Fiir den PDE-Hemmer Sildenafil und fiir organische Nitrate konnte durch
eine indirekte Erhohung des cAMP-Spiegels eine antiproliferative Wirkung
gezeigt werden [144].

1.2.5.6 Neuronale Wirkungen von NO

NO, welches in Neuronen des zentralen Nervensystems synthetisiert wird, ist
als Botenstoff an zahlreichen Vorgingen, wie an der Ausbildung des
Erinnerungsvermogen, der Koordinierung der neuronalen Aktivitit und
Durchblutung, der Modulation von Schmerzen [182, 183] und auch der
Veridnderung von Neuronen durch chronischen Alkoholkonsum beteiligt
[184, 185].
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1.2.5.7 Pathophysiologische Wirkungen von NO

Wihrend immunologischer Reaktionen und der Immunabwehr werden sehr
grole Mengen an NO durch die iNOS gebildet [186]. Dieses Phdnomen
wurde erstmals in aktivierten Makrophagen beobachtet und dient der
Zytotoxizitdit gegen Tumorzellen, Bakterien, Viren und anderen
eingedrungenen Mikroorganismen [187, 188].

Das auf diese Weise gebildete NO ist moglicher Weise auch mit fiir die bei
Entziindungsprozessen entstehende Gewebeschidigung verantwortlich [189].
Die zytotoxischen bzw. zytostatischen Wirkungen von NO beruhen auf der
Hemmung von Schlisselenzymen in der Atmungskette und der DNA-
Synthese in den Zielzellen [190, 191]. Daneben kann NO mit reaktiven
Sauerstoffspezies zu anderen toxischen Substanzen wie Peroxynitrit
reagieren [192]. Peroxynitrit ist ein starkes Oxidationsmittel, welches nach
Protonierung schnell zum Hydroxylradikal (OH') und Stickstoffdioxidradikal
(NOy) zerfillt (homolytische Spaltung), oder einen Radikalkéfig bildet
[193]. Die auf diese Weise entstandenen Spezies haben eine stark
gewebeschadigende Wirkung.

Eine andere Abbaumoglichkeit fiir Peroxynitrit wire die thermodynamisch
giinstiger heterolytische Spaltung zu Nitronium- und Hydroxidionen oder die
direkte Reaktion von Peroxynitrit mit Phenolen zu 2- und 4-Nitrophenolen
oder 2- und 4-Hydroxyphenolen [194]. Beide Reaktionen werden in der
Pathogenese von NO diskutiert.

Zusammengefasst tragt NO teilweise direkt und teilweise indirekt zur
Immunabwehr bei. Zusitzlich fordern die entstandenen Radikale die
Bindung von NF-kB an die DNA, welches zur Transkription der iNOS-
kodierenden Gene fiihrt [175].

Neben den zytotoxischen/zytostatischen sind auch physiologische
Eigenschaften flir Peroxynitrit beschrieben. Moro beschreibt eine
antiaggregatorische Wirkung von ONOO’, welches mit Thiolen zu NO und
S-Nitrosothiolen reagiert. Die gebildeten S-Nitrosothiole konnen wiederum
als NO-Donator fungieren und antiaggregatorisches NO freisetzen. Auf diese
Weise konnte die starke Toxizitit von Peroxynitrit effektiv abgewehrt
werden [195].
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1.2.6 NO-Donatoren

Schon vor mehr als 100 Jahren wurden Amylnitrit (28) und Glyceroltrinitrat
(GTN) (29) zur Therapie der koronaren Herzkrankheit eingesetzt. Bis
Anfang der 80er Jahre war iiber die Pharmakodynamik nur sehr wenig
bekannt.

Glyceroltrinitrat wurde Mitte des 19. Jahrhunderts von Sobrero als
Sprengstoff synthetisiert [196].

Als Alfred Nobel in jungen Jahren als Laborgehilfe bei Pelouze in Paris
arbeitete, lernte er Sobrero den Erfinder des ,Nitroglycerins®
(Glyceroltrinitrat) kennen und war von der Substanz begeistert. 1862
synthetisierte Nobel zum ersten Mal selbst ,,Nitroglycerin®.

ONO OzNOQy ONO,

28 29

Abb. 11: Amylnitrit und Glyceroltrinitrat.

Nachdem sich 1864 drei Zentner dieses Sprengstoffes unkontrolliert
entziindeten und das Stockholmer Labor vollig zerstort wurde, arbeitet Nobel
an einer ,,kontrollierbaren Variante* des ,,Nitroglycerins® und erfand 1967
das Dynamit in dem er ,,Nitroglycerin® mit Kieselgur aufsaugte.

Schon im 19. Jahrhundert wurde Glyceroltrinitrat in die Therapie der Angina
Pectoris eingefiihrt. Auch heute noch ist Glyceroltrinitrat Mittel der ersten
Wahl zur Anfallskupierung.

1.2.6.1 Therapeutisch eingesetzte NO-Donatoren

Therapeutisch werden heute organische Salpetersdureester wie GTN,
Isosorbid-dinitrat (ISDN) (Abb. 12 (30)), 5'Isosorbid-mononitrat (ISMN)
(Abb. 12 (31)) und Pentaerythritoltetranitrat (PETN) (Abb. 12 (32))
eingesetzt, die in vivo enzymatisch NO freisetzen.

Daneben werden auch das N-acylierte Sydnonimin Molsidomin und das
Prussiat (rationell: Pentacyano-ferrat) Nitroprussid-Natrium (Dinatrium-
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pentacyano-nitrosyl-ferrat(Il)), die in vivo nichtenzymatisch NO freisetzen,
eingesetzt.

Neben diesen NO-Donatoren vermitteln auch andere Arzneistoffe teilweise
ihre Wirkung iiber einen NO-abhidngigen Mechanismus.

ACE (angiotensin-converting-enzyme)- Hemmer, wie z. B. Captopril und
Enalapril, entfalten ihre Wirkung zusitzlich auch durch die Verlangsamung
des Abbaus von endothelabhingigen Vasodilatatoren wie Bradykinin und
steigern auf diese Weise indirekt die endogene NO-Produktion [197-199].
Der Calcium-Kanal-Blocker Amlodipin fiihrt hingegen auch zu einer
Erhohung der NO-Freisetzung in Blutgefaf3en [200].

Durch diese neuen Erkenntnisse konnten die guten kardiovaskular-
protektiven Eigenschaften dieser Arzneistoffe erkldrbar sein.

Aber auch Estrogene, Statine und essentielle Fettsduren haben die Fahigkeit,
die Synthese von NO zu steigern [201, 202].

1.2.6.1.1 Organische Nitrate

O;NO
H ONO, H ONO, 0,N
O O—_|
ONO;
7O O ONO
/ / 2
o,No H Ho H
30 31 32

Abb. 12: ISDN (30), ISMN (31) und PETN (32).

Aus organischen Nitraten kann NO durch die chemische Reaktion mit
Sauren, Alkalihydroxiden, Metallen und Thiolen und in Gegenwart von
Modellverbindungen oder in vivo durch Enzyme freigesetzt werden [203].
Die enzymatische NO-Freisetzung aus organischen Nitraten erfolgt in glatten
GefdBmuskelzellen durch die mitochondriale Aldehyd-Dehydrogenase
(mtALDH). Die mtALDH katalysiert die Reduktion einer Nitratgruppe, in
dessen Folge Nitrit und NO oder Nitrosothiole und ROS entstehen [204,
205].

Chen zeigte, dass GTN durch die mtALDH selektiv zu 1,2-Gylceroldinitrat
(1,2-GDN) und 1,3-Gylceroltrinitrat (1,3-GDN) metabolisiert wird. In
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vaskuldren  GefaBBmuskelzellen ist 1,2-GDN  der  dominierende
Dinitratmetabolit [206—208].

Organische Nitrate dilatieren im therapeutischen Dosisbereich, vorwiegend
die vendsen Kapazitits- und groBeren KoronargefaBle, jedoch nicht die
arteriellen Widerstandsgefdle [209]. Durch diese FEigenschaften sind
organische Nitrate ideale Koronardilatatoren, welche die koronare
Durchblutung durch Vasodilatation des von der Stenose betroffenen Gefal3es
verbessern und durch Relaxation der vendsen Kapazititsgefiale die Vorlast
senken und somit das Sauerstoffangebot erhohen. Hierbei bleibt der Tonus
der Widerstandsgefifle und der koronare Perfusionsdruck erhalten.

Organische Nitrate werden in der Anfallskupierung und zur
Anfallsprophylaxe der Angina pectoris eingesetzt.

Ein Defizit der organischen Nitrate ist, dass sie in der Therapie eine
Toleranzentwicklung zeigen, die nach Absetzen schnell reversibel ist. Chen
zeigte auch an 1isolierten Gefdllen, dass beir Dauerapplikation die
vasodilatatorische Wirkung im Laufe der Zeit abgeschwéacht wird.

Als Ursache fiir die Toleranzentwicklung werden eine mitochondriale
Dysfunktion oder eine Hemmung der mALDH durch ROS diskutiert [205].
Die Beobachtung, dass die Toleranzentwicklung mit einer mitochondrialen
Dysfunktion der Endothelzellen einhergehe, wiirde die Langzeitanwendung
von organischen Nitraten in Frage stellen, so dass deren Anwendung auf
akute Anfallsleiden beschrinkt werden miisste.

Zusiatzlich zeigen tierexperimentelle Befunde, dass die durch organische
Nitrate gebildeten ROS auch die Prostacyclinsynthase hemmen, wodurch die
Bildung von vasodilatierendem PGI, vermindert wird [210].

1.2.6.1.2 N-acylierte Sydnonimine

Sydnonimine sind aromatische, nichtbenzoide Verbindungen mit
mesoionischer Struktur. Ein NO-Donator dieser Gruppe ist Molsidomin (/N-
Ethoxycarbonyl-3-morpholinosydnonimin). Molsidomin (Schema 7 (33)) ist
ein ,,pro-drug®, das erst enzymatisch in der Leber in seine aktive Wirkform
tiberfiihrt werden muss. Die Biotransformation fiihrt im ersten Schritt durch
enzymatische Desacylierung zu  3-Morpholinosydnonimin  (SIN-1;
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Linsidomin) (Schema 7 (34)). Der Sydnoniminring 6ffnet sich anschlieend
spontan und es entsteht N-Morpholino-N-nitrosoaminoacetonitril (SIN-1A)
(Schema 7 (35)), welches weiter zu NO und Morpholin-4-yl-imino-
acetonitril (Schema 7 (36)) (SIN-1C) zerfillt.

Da Molsidomin nichtenzymatisch NO freisetzt, hat es wenig Selektivitit und
fiihrt auch zur Dilatation der Widerstandsgefal3e.

Aus diesem Grund senkt Molsidomin auch die kardiale Nachlast. Deshalb ist
Molsidomin zur Behandlung der Angina pectoris bei gleichzeitiger
Linksherzinsuffizienz geeignet. Zusatzlich zeigt Molsidomin eine NO-
vermittelte thrombozytenaggregationshemmende Wirkung.

B ] H-—N_ (Y
(0] (0]
+ N N-| +HO /-
0 [N/ O NS N/ N Esterase H \/\ N -*‘\5
| | -CO; |
N [Nj - C,H50H [Nj
[oj 0 0
33 34
Molsidomin Linsidomin (SIN-1)
‘ pH=> 7
Na B . F
A N
N O\\ N I(j\l/’)
| N oN

Il\T H Il\l H N+

N H N H 1'\1
-NO +
_H-
O (0] (0)
36 35
SIN-1C SIN-1A

Schema 7: Das ,,pro-drug® Molsidomin wird in der Leber in den aktiven Metaboliten
Linsidomin hydrolysiert, welches bei pH-Werten > 7,0 unter Ring6ffnung
Stickstoffmonoxid freisetzt.
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1.2.6.1.3 Nitroprussid-Natrium

Prussiate sind Verbindungen bei denen eine Cyanogruppe des
Hexacyanoferrat(Il)ions durch eine andere Gruppe ersetzt ist.

Somit ist Nitroprussid-Natrium (37) (Natrium-nitrosyl-prussiat; sodium
nitroprusside =SNP) ein Komplex, bei dem ein zentrales Fe** Ion von fiinf
Cyanidionen und einem Nitrosyl-Kation umgeben ist.

2Na

Abb. 13: Nitroprussid-Natrium.

SNP reagiert mit reduktiven Gruppen wie Thiolgruppen des vaskuldren
Gewebes, wodurch in einer 1-Elektronen-Reaktion NO freigesetzt wird [211,
212].

Auch unter Lichteinfluss setzen SNP-Losungen in Abhéngigkeit der
Lichtstarke NO frei [203, 213].

In vivo kommt es unter den reduktiven Bedingungen neben der NO-
Freisetzung auch zur Abspaltung von Cyanidionen [211], die in
therapeutischen Dosen in der Leber weitgehend zu Thiocyanat metabolisiert
und iiber die Nieren ausgeschieden werden [213]. Zur schnelleren Entgiftung
ist auch die gleichzeitige Gabe von Natriumthiosulfat moglich.

Wegen der ausgeprigten priasystemischen Inaktivierung von SNP ist in der
Praxis nur eine parenterale Gabe moglich.

SNP dilatiert wie Molsidomin die Widerstands- und Kapazititsgefale
gleichermallen. Hierdurch nehmen Vor- und Nachlast (,,pre“ — und
,afterload*) des Herzens ab und die Herzfrequenz steigt leicht an.

Wegen der geringen Halbwertszeit von 3 — 4 min ist bei intravendser Gabe
der Blutdruck titrierbar.

SNP wird bei lebensbedrohlichen hypertensiven Krisen, zur Entlastung des
Herzens bei akutem Herzversagen und zur Steuerung einer kontrollierten



Seite 47

Hypotension in der Chirurgie eingesetzt. Eine Toleranzentwicklung wird
nicht beobachtet [214].

1.2.6.2 Neue NO-Donatoren

Als neue NO-Donatoren werden unter anderem S-Nitrosothiole und
Diazeniumdiolate diskutiert.

1.2.6.2.1 S-Nitrosothiole

Nach Foster und Stamler sind S-Nitrosothiole (Thionitrite) (38) keine
wirklichen NO-Donatoren [215]. Die bisher angenommene Reaktion von S-
Nitrosothiolen nach Gleichung a (Schema 8), konnte nur in Gegenwart von
Kupfer- oder Eisenionen (die in Spuren in den meisten Pufferlosungen
vorkommen) beobachtet werden.

In physiologischen Medien hingegen spielt die Reaktion mit weiteren
Thiolen eine Rolle. Zwischen den S-Nitrosothiolen und den physiologischen
Thiolen kommt es zu Transnitrosierungen (Ubertragung des kurzlebigen
NO") (b) oder unter Disulfidbildung zur Liberation von Nitroxyl-Anionen

(NO") (o) [216].

R—S—S—R R—S—S—R

2 NO

R, R'= Alkyl

Schema &: Verschiedene Reaktionen von S-Nitrosothiolen.

S-Nitrosothiole werden auch als ,NO-Speicher oder als wichtige
Intermediate bei der Metabolisierung von organischen Nitraten und endogen
freigesetztem NO diskutiert [217].

Ein in der physiologischen und pharmakologischen Forschung oft
eingesetztes S-Nitrosothiol ist S-Nitroso-N-acetyl-penicillamin (SNAP),
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welches durch die sterische Abschirmung der Thionitritgruppe eine relativ
hohe Stabilitit aufweist [218].

1.2.6.2.2 N-Diazeniumdiolate
Diazen-1-ium-1,2-diolate (39), die umgangssprachlich auch als N(O)NOate
bezeichnet werden, sind Salze folgender Struktur:

7 M /o M'
X—N_ -~ X—N_
"N—O N=0

39

Abb. 14: Grundstruktur der Diazen-1-ium-1,2-diolate.

X ist ein geeignetes Nukleophil mit dem 2 Mol NO reagiert haben und M"
stellt das Kation einer geeigneten Base dar. Bei N-Diazen-1-ium-1,2-diolaten
ist X ein Aminstickstoff.

Relativ gut lagerfahig und am geeignetsten fiir die arzneiliche Anwendung
sind Dialkylamino-diazen-1-ium-1,2-diolate (im Folgenden teilweise nur als
N-Diazeniumdiolate, Diazeniumdiolate oder N(O)NOate bezeichnet), die

unter physiologischen Bedingungen spontan Stickstoffmonoxid generieren.

Das erste N-Diazen-1-tum-1,2-diolat ist mit DEA/NO (Abb. 15 (40)) von
Drago 1960 beschrieben worden [219, 220].

In wéssrigen, nicht basischen Medien zerfallen Diazeniumdiolate spontan zu
zwel Molekiilen NO und einem Molekiil sekunddaren Amin (Schema 9). Sie
stellen als direkte NO-Donatoren eine wichtige Alternative fiir experimentell
eingesetzte NO-Donatoren dar.

R O R

\ { N \

AN . H — NH -+ 2 NO
R N—O R

Schema 9: Dissoziation von N-Diazen-1-ium-1,2-diolaten in wissrigen Medien.
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Die NO-Freisetzungsgeschwindigkeit der N(O)NOate ist zum einen
abhéngig von der molekularen Struktur des zugrundeliegenden sekundéren
Amins und zum anderen abhingig von Temperatur, pH-Wert und
Zusammensetzung des Mediums.

Die Zerfallshalbwertszeit (t,,) der N(O)NOate bei physiologischem pH-Wert
und 37 °C variiert von wenigen Sekunden bis zu ungefdhr einem Tag.

Diese grofe Spanne bietet eine breite Einsatzmdglichkeit fiir eine
kontrollierte NO-Freisetzung.

DEA/NO mit ty, = 2 min bei pH 7,4 und 37 °C [221] eignet sich fiir eine
schnelle Infusion bei akuten Stenosen [222].

DETA/NO (41) mit t, = 22 h bei pH 7,4 und 37 °C [223] ist fiir eine
konstante NO-Abgabe iiber viele Stunden oder Tage geeignet und lésst sich
fiir experimentelle Untersuchungen z. B. von zytostatischen Einfliissen auf
GefaBmuskelzellen einsetzen [222].

H)N
_ \_\ o
N —N*/O N-NE
%N_ o Na+ N—O
{ +
DEA/NO N pETANO
40 41

Abb. 15: DEA/NO und DETA/NO.

Neben den Substanzen mit freier Diazeniumdiolatgruppe sind auch
Substanzen beschrieben, bei denen der endstindige Sauerstoff (O°) alkyliert
ist (Abb. 16).

P

/O_
/N—Ng

R N—OR"”’
42

Abb. 16: O*-alkylierte Diazeniumdiolate.

Erstmals wurden (O%)-alkylierte N(O)NOate mit R"’= Ethyl, n-Butyl und
Benzyl von Reilly sowie von Longhi und Drago synthetisiert.

Diese (O%)-alkylierten N(O)NOate sind auch in wissrigen Losungen bei
niedrigen pH-Werten stabil und kénnen chromatographisch gereinigt und
umkristallisiert werden [224].
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Alkylierte N(O)NOate wurden auch mit dem Ziel synthetisiert, nach der
Applikation in die Blutbahn in einem bestimmten Organ gezielt NO
freizusetzen. V-PYRRO/NO (Schema 10 (45)), ein mit einer Vinylgruppe
alkyliertes Diazeniumdiolat, setzt erst nach enzymatischer Spaltung in der
Leber NO frei. Aufgrund der leberprotektiven Wirkung von NO ist V-
PYRRO/NO im Tierversuch bei akutem Leberversagen eingesetzt worden
[226].

Ein anderers ,,pro-drug® ist AcOM-PYRRO/NO (Schema 10 (46)), das nach
Spaltung durch Esterasen in das freie N(O)NOat (47), Essigsdure und
Formaldehyd zerfillt. AcOM-PYRRO/NO zeigt in vitro antileukdmische
Aktivitét [227].

Das Acetal MOM-Piperazi/NO (Schema 10 (43)) hat bei pH 7,4 und 37 °C
eine Halbwertszeit von ungefdhr 17 d und =zerfdllt in das freie
Diazeniumdiolat (44), Methanol und Formaldehyd, bevor die NO-
Freisetzung beginnt [228].



Seite 51

/ O'
N—N3 /
C SN0 Cytochrom P4s0/ Oz N-NL
N SN—0,
0]

V-PYRRO/NO

45 +H0
e, .

N—-N {

NSN— - N-N OH
N C SN—O

t1/2 ~3s

- Pyrrolidin

ti/r~ 38
pH7:4,37°C

- Pyrrolidin
/O_
{

CN;NQ NeO

- CH3COH

-H,CO

Esterase

o
/
N—N
C NN—OCH,0C(0)CH;

AcOM-PYRRO/NO

46

Lo W

pH 7.4,37°C

. t1/2 ~5 min*
pH7.4,37°C
- Piperazin
N—N{
N
\ w N—O
~17d°
/2 - MeOH
- H,CO

MOM-PIPERAZI/NO

43

Schema 10: Verschiedene O’-alkylierte Diazeniumdiolate als ,,NO-Donator-pro-drugs®.

*[225]

Daneben sind ,,pro-drugs von Diazeniumdiolaten beschrieben, die erst nach
aromatischer Substitution (SyAr), wie durch Angriff von Thiolen des ,,zinc
finger”, einem Teil des HIV-1 p7-Nucleocapsid-Proteins, aktiviert werden

[229].

Andere ,,pro-drugs“ werden durch Glycosidasen zum freien N(O)NOat

gespalten [230].
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2 Themenstellung

Die Anwendung von NSAIDs wird hiufig durch das Auftreten von
gastrointestinalen Nebenwirkungen beeintridchtigt. Insbesondere in der
Therapie von degenerativen und inflammatorischen Gelenkerkrankungen ist
eine adidquate Langzeitbehandlung mit NSAIDs bisher hierdurch oft
erschwert (siche Kapitel 1.1.2.4).

Wie aus den beschriebenen physiologischen und pharmakologischen
Eigenschaften von Stickstoffmonoxid und aus den ersten Untersuchungen
der NSAID-Salpetersdaureester ersichtlich, lassen sich nicht nur die
unerwiinschten Arzneimittelwirkungen der NSAIDs durch die Komedikation
mit NO-Donatoren kompensieren, sondern dariiber hinaus auch ein
erweitertes pharmakodynamisches Spektrum erzielen.

Thema dieser Arbeit ist es, eine geeignete NO-freisetzende Gruppe fiir die
Einfithrung in ausgewiahlte NSAIDs zu finden und das Stickstoffmonoxid-
Freisetzungsverhalten = der  neuerschlossenen = NO-Donatoren  unter
ausgewahlten ,,physiologischen in vitro Bedingungen* zu untersuchen. Als
eine vielversprechende Klasse von NO-Donatoren werden Diazeniumdiolate
(N(O)NOate) fiir die Einfithrung in NSAIDs ausgewébhlt.

Bei Diazeniumdiolaten handelt es sich um in ihrem NO-Freisetzungsprofil
sehr variable NO-Donatoren. Die Zahl der bisher weltweit synthetisierten
N(O)NOate ist immer noch relativ beschriankt und ihr Liberationsverhalten
langst nicht vollstdndig untersucht.

Da die NO-Freisetzung aus Diazeniumdiolaten nichtenzymatisch erfolgt,
sind diese auch in bezug auf die Toleranzentwicklung vielversprechend,
zeigen doch die bisher beschriebenen NO-NSAIDs die von den therapeutisch
eingesetzten organischen Nitraten bekannte Toleranzentwicklung nach etwa
24 h [232].

Zur Inkorporation einer Diazeniumdiolatgruppe werden ausgewihlte
NSAIDs mit geeigneten Linkern, welche eine freie sekundidre Aminogruppe
tragen, verkniipft.

Die Zerfallshalbwertszeit der Diazeniumdiolate wird im wesentlichen von
der Struktur der Linker bestimmt. Aus diesem Grund ist die richtige
Auswahl der Linker von entscheidender Bedeutung. Deshalb werden die
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Linker, um die resultierende Halbwertszeit abschéitzen zu kénnen, im ersten
Schritt auch ohne ,,angehédngte* NSAIDs zum Diazeniumdiolat umgesetzt.
Im zweiten Schritt werden dann ausgewihlte Linker mit den NSAIDs
verkniipft und zum Diazeniumdiolat umgesetzt.

Der wesentliche Teil dieser Arbeit besteht in der Entwicklung der Synthese
und der Analytik von Diazeniumdiolaten.

Im ersten Teil wird die Synthese beschrieben. Zur Uberpriifung der
Synthesemethoden werden auch literaturbekannte Diazeniumdiolate
synthetisiert, welche dann auch als Vergleich fiir die neuen Substanzen auf
ihr NO-Freisetzungsverhalten mit untersucht werden.

Im zweiten Teil werden die Diazeniumdiolate hinsichtlich thres NO-
Freisetzungsverhaltens untersucht.

Im dritten Teil wird die NO-Freisetzung in Anwesenheit von Cytochrom P-
450-imitierenden biomimetischen Systems bestimmt. Cytochrom P-450 ist
eines der am héufigsten an Metabolisierungen von Xenobiotica beteiligten
Enzyme im menschlichen Organismus.

2.1 Synthesen

2.1.1 Auswahl einfacher Diazeniumdiolate zur Etablierung der Methoden

Zur Einfilhrung der Synthese- und Analytikmethoden werden DETA/NO
(41) (Abb. 15), PAPA/NO (48) und Natrium-1-(piperidin-1-yl)diazen-1-ium-
1,2-diolat (49) (Abb. 17) als literaturbekannte Diazeniumdiolate dargestellt.
41 und 48 sind aufgrund der relativ groBen chemischen Stabilitit hierzu gut
geeignet. Beide konnen iiber eine Amidbindung auch mit den NSAIDs
verkniipft werden.

49 mit einer relativ kurzen Zerfallshalbwertszeit von ca. 27 s wird als
empfindlicherer Vertreter synthetisiert und als Vergleichssubstanz bei der
Ermittlung der Freisetzungsprofile herangezogen.
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48 49

Abb. 17: PAPA/NO (48) und Natrium-1-(piperidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat (49).

2.1.2 Auswahl der NSAIDs

Als Vertreter der NSAIDs werden Ibuprofen (50) und Naproxen (51) aus der
Gruppe der 2-Methyl-2-arylessigsdurederivate ausgewahlt.

Ibuprofen und Naproxen besitzen nur wenige funktionelle Gruppen, so dass
die Einfiihrung eines Linkers und einer Diazeniumdiolatgruppe relativ
problemlos moglich ist.

OH

OH :
C|O |
@)

Ibuprofen Naproxen

50 51

Abb. 18: Ibuprofen und Naproxen.
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2.1.3 Auswahl der Linker

Grundvoraussetzung fiir geeignete Linker ist, dass sie einerseits eine
sekundire Aminfunktion tragen und zum anderen die Moglichkeit bieten mit
den ausgewihlten NSAIDs verkniipft werden zu kdnnen.

Idealerweise darf nach der Verkniipfung die Carboxylgruppe der COX-
Inhibitoren nicht blockiert werden oder die Verkniipfung muss metabolisch
leicht spaltbar sein.

Im ersten Schritt wird Piperazin als Linker verwendet. Von Saavedra wurden
bereits erste Diazeniumdiolate dieser Art beschrieben [228].

Die Verkniipfung mit dem NSAID wird mittels Amidierung erfolgen. Die
entstehenden Substanzen erfiillen zwar die Bedingung, dass sie eine freie
sekunddre Aminfunktion tragen, blockieren aber die Carboxylgruppe der
COX-Hemmer und sind metabolisch relativ stabil.

Trotz dieser Einschrinkung ist diese Substanzgruppe zur Entwicklung der
Synthesewerkzeuge, um zu neuen Hybridarzneistoffen zu gelangen sehr

vielversprechend.
NH;
]
N N HO NH,
[ j N\ N o~
N N |
| | H

H H
52 55 56

Piperazin 1-(2-Aminoethyl)piperazin  2-(2-Aminoethylamino)ethanol

Abb. 19: Weitere Linker zur Einfiihrung der Diazeniumdiolatgruppe in NSAIDs.

Um den Einfluss verschiedener Acylgruppen in Position 4 der Piperazin-
diazeniumdiolate auf das NO-Freisetzungsverhalten untersuchen zu kénnen,
werden auch die kommerziell erhidltlichen 1-Acylpiperazine, 1-
Acetylpiperazin (53) und 1-Boc-Piperazin (54) zum Diazeniumdiolat
umgesetzt.
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Abb. 20: Acylpiperazine.

Neben Piperazin sind 1-(2-Aminoethyl)piperazin (Abb. 19) und 2-(2-
Aminoethylamino)ethanol (N-(2-Hydroxyethyl)ethylendiamin) (Abb. 19) als
Linker interessant. 56 wird iiber eine Esterbindung in die NSAIDs
eingefiihrt, wodurch ein metabolisch leicht spaltbares Derivat entsteht.

2.2 Analytik der Diazeniumdiolate

Die  Analytik der Diazeniumdiolate  hinsichtlich des  NO-
Freisetzungsverhaltens wird mittels Chemilumineszenz-Spektroskopie
durchgefiihrt.

Bei diesem Messprinzip wird NO mit Ozon (O;) unter Sauerstoffausschluss
in Reaktion gebracht. Hierbei entsteht Sauerstoff und NO, in angeregtem
Zustand (NO, ). Die Intensitit des bei der Riickkehr in den Grundzustand
ausgesandten Lichts ist proportional zur freigesetzten
Stickstoffmonoxidmenge.

Das analytische Ziel dieser Arbeit ist es, die Freisetzungsprofile der neuen
Diazeniumdiolate unter verschiedenen ,,physiologischen in vitro
Bedingungen* zu bestimmen.

Die erhaltenen Freisetzungsprofile werden im zweiten Teil dieser Arbeit auf
kinetische GesetzmifBigkeiten der NO-Liberation in Abhédngigkeit von der
chemischen  Struktur untersucht und geeignete Parameter, wie
Zerfallshalbwertszeiten und Zerfallsgeschwindigkeitskonstanten bestimmt.
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2.3 Einfluss von Cytochrom P-450-imitierenden biomime-
tischen Systemen auf das NO-Freisetzungsverhalten von

Diazeniumdiolaten

Cytochrom P-450 zeigt in der Reduktasedomiine groBe Ahnlichkeit mit der
Reduktasedoméne der NO-Synthase. Cytochrom P-450 ist sogar in der Lage,
den zweiten Schritt der NO-Biosynthese zu katalysieren.

Des weiteren ist beschrieben, dass Hidmproteine wie Cytochrom P-450
sowohl an der reduktiven als auch an oxidativen Freisetzung von NO aus
verschiedenen Klassen von NO-Donatoren beteiligt sind [233-236].

Die Verwendung von Cytochrom P-450 ist unter in vitro Bedingungen
schwierig. Cytochrom P-450 besitzt mit 50 kDa fiir in vitro Untersuchungen
eine gro3e molekulare Masse und ist schwierig aufzuarbeiten.

Eine mogliche Alternative bieten Cytochrom  P-450-imitierende
biomimetische Systeme, die mit Metalloporphyrinen als Modellkomplex
arbeiten [203, 237, 238].

Der Metallkomplex ersetzt in diesem Modellsystem die Hamgruppe von
Cytochrom P-450. Da im Modellsystem nicht mit molekularem Sauerstoff
gearbeitet werden kann, wird Iodosobenzol (IOPh) als Sauerstoffdonator
eingesetzt. In Sauerstoffdonatoren wie Iodosobenzol ist der inkorporierte
Sauerstoff bereits ,,vorreduziert“ und kann leicht in einem abgekiirzten
Cytochrom P-450-Zyklus (,,oxidative shunt pathway®) mit dem
Metallkomplex reagieren.

Das NO-Freisetzungsverhalten der Diazeniumdiolate wird in Gegenwart von
Cytochrom P-450-imitierenden biomimetischen Systeme bei pH 7,4 und 37
°C  untersucht und die ermittelten Zerfallshalbwertszeiten und
Zerfallsgeschwindigkeitskonstanten werden untereinander und mit den
Geschwindigkeitsparametern der NO-Freisetzung in Pufferlésung pH 7.4
ohne Zusitze verglichen. Folgende synthetische Metalloporphyrine werden
in den Cytochrom P-450-imitierenden Modellsystemen verwendet:

1.) FeTFPPCI (5,10,15,20-Tetrakis-(2,3,4,5,6-pentafluorophenyl)-
21H,23 H-porphyrin-Fe(IlT)chlorid (57)
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2.) MnTFPPCI (5,10,15,20-Tetrakis-(2,3,4,5,6-pentafluorophenyl)-
21H,23 H-porphyrin-Mn(III)chlorid) (58)

3.) FeTPPCI (5,10,15,20-Tetraphenyl-21H,23 H-porphyrin-
Fe(IIT)chlorid) (59)

4.) MnTPPCI (5,10,15,20-Tetraphenyl-21H,23 H-porphyrin-
Mn(IIT)chlorid) (60)

5.) MnT,MPyPCl; (5,10,15,20-Tetrakis-(-N-methyl-4-pyridyl)-

21H,23 H-porphyrin-Mn(IIT)pentachlorid) (61)

M=F¢’ ' :Fe TPPCl 59
M=Mn’": MnTPPCI 60

M=Fe?": Fe TFPPC1 57

M=Mrn’": MnTFPPCl 58

Abb. 21: Verschiedene Metalloporphyrine.
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Als Sauerstoff-Donator wird lodosobenzol verwendet:

-

Iodosobenzol
62

Abb. 22: lodosobenzol.
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3 Allgemeiner Teil

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit ist die Synthese von neuen
Diazeniumdiolaten, um geeignete NSAID-Diazeniumdiolat-
Hybridarzneistoffe zu erschlief3en.

In diesem Kapitel wird zundchst auf die Chemie der N-Diazeniumdiolate
eingegangen.

Im zweiten Teil werden die Synthesen der Zielverbindungen und die
Ergebnisse der synthetischen Arbeit vorgestellt.

Der dritte Teil befasst sich mit der Bestimmung der NO-Freisetzungsprofile
unter ausgewidhlten Bedingungen.

3.1 Chemie der N-Diazen-1-ium-1,2-diolate

3.1.1 Literaturbekanntes zur Chemie der Diazeniumdiolate

Der Name Diazen-1-ium-1,2-diolate setzt sich wie folgt zusammen:
,Diazen reprasentiert die ,,N=N-Doppelbindung®, ,,jum* die formal positive
Ladung des Stickstoffes in Position 1 und ,,diolat” bezeichnet die beiden
negativ geladenen Sauerstoffe. Der Stickstoff, iiber den die N(O)NOatgruppe
mit dem Amin verknlipft ist, wird mit Position 1 bezeichnet.

/O_ " (0} ’
+ /
X—N\\ M XN

—O "N=0
39

Abb. 23: Mesomere Grenzformen der Diazeniumdiolate.

Chemisch sind Diazeniumdiolate Anionen einbasiger Sduren [239]. Da die
N-Diazeniumdiolate aber sdureempfindlich sind und durch Protonierung zu
Stickstoffmonoxid und entsprechendem Amin zerfallen, konnte die
protonierte Form bisher nicht isoliert werden.
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Schema 11: N-Diazeniumdiolate setzten durch Protonierung 2 Molekiile NO frei.

Das erste publizierte N-gebundene Diazeniumdiolat war das NO-Addukt
von Diethylamin (DEA/NO) (40), welches von Drago und Paulik
synthetisiert wurde und deshalb auch als ,,Drago complexe* bezeichnet wird
[219].

Die N(O)NOat-Gruppe ist strukturbedingt planar, die Sauerstoffe sind Z-
konfiguriert und die N, N-Bindung hat Doppelbindungscharakter.
Diazeniumdiolate konnen als Alkali- oder Ammoniumsalze dargestellt
werden. Um Alkalisalze (64) der N(O)NOate zu erhalten, werden
entsprechende anorganische Basen eingesetzt [220]. Die substituierten
Ammoniumionen bei den Ammoniumsalzen (65) stammen von einem
zweiten Molekiil Amin [219].

Eine dritte Art der Salzbildung stellt die zwitterionische Form (z. B. 41) dar
[240].

R—\ o —_ 0
N-N{ N-N{
, N - \
R—" N—0" .+ — /" N—0O HN
64 65
(l)_
_O\ +//N
N
N +
HzN/\/ \/\NH3
41

Abb. 24: Verschiedene Salze der Diazeniumdiolate.

Diamine kénnen mit NO Ammoniumsalze oder zwitterionische Formen von
N(O)NOaten bilden. N-Isopropyl-1,3-propandiamin und NO bilden in
unpolaren Lésungsmitteln vorwiegend das intermolekulare Salz 66, wahrend
in polar-aprotischen Losungsmitteln das intramolekulare Salz 67 vorherrscht.
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Abb. 25: Inter- und intramolekulares Salz.

66 wird zu 86 % aus verdiinnten Losungen in Diethylether und 67 zu 100 %
aus verdiinnten Losungen in Acetonitril erhalten.

Das Ammoniumsalz 66 ist erheblich instabiler und hygroskopischer als die
zwitterionische Form 67.

Aber nicht bei allen Diaminen oder Polyaminen wird die Synthese so stark
von den Ldsungsmitteleigenschaften beeinflusst. Es gibt auch N(O)NOate,
die selektiv als Zwitterionen aus Diethylether erhalten werden [240].

3.1.1.1 Charakterisierung von Diazeniumdiolaten

Zur chemischen Charakterisierung der Diazeniumdiolate konnen
verschiedene spektroskopische Methoden, wie IR-, UV- und 'H-NMR-
Spektroskopie sowie die Elementaranalyse herangezogen werden.

Am hiufigsten findet man 'H-NMR- und UV-spektroskopische Angaben,
wohingegen zur IR-Spektroskopie nur wenige Daten verdffentlicht wurden.
Drago publizierte, dass infrarotspektroskopische Messungen von in Nujol
gelosten, unsubstituierten N(O)NOaten drei charakteristische Banden
ergeben. Die N-O Valenzschwingungen zwischen 1225-1210 cm™ und
1187-1155 cm™ sowie die N-N Valenzschwingungen bei 1131-1129 cm’™
[219, 220].

Die N-O Valenzschwingungen von 105 (siehe auch Seite 169) treten bei
1236 und 1182 cm™ und die N-N Valenzschwingung bei 1129 cm™ auf
(Abb. 26).
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Diazeniumdiolat 105 im Vergleich zu 1-Acetylpiperazin

05040749 Fri May 27 08:04:00:32 2005
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Abb. 26: Charakteristische Banden von 105 aufgenommen als KBr-Pressling (unten); und
1-Acetylpiperazin.

Im UV-Spektrum zeigen unsubstituierte N-Diazeniumdiolate bei pH > 5,5
ein Absorptionsmaximum bei 248-254 nm [241]. Bei geringeren pH-Werten
verschiebt sich das Absorptionsmaximum hypsochrom zu 228-230 nm.
Triagt man A, gegen den pH-Wert auf, so erhilt man eine sigmoide Kurve.
Der Mittelpunkt des Ubergangs von ca. 250 nm zu ca. 230 nm ergiebt einen
Schiatzwert fiir den spektralen pKa-Wert [242].

Die Konzentration und Reinheit von geldsten Diazeniumdiolaten kann UV-
spektroskopisch bestimmt werden. Hierzu wird die feste Probe in verdiinnter
Alkalilhydroxidlosung geldst und die Absorption direkt nach dem Mischen
mit einem groBen Uberschuss an Phosphatpufferlosung pH 7,4 bestimmt.
Die  Konzentration  kann  unter  Verwendung des  molaren
Extinktionskoeffizienten eines reinen Referenzstandards tiber das Lambert-
Beersche-Gesetzt berechnet werden.

Zur Ermittlung der Reinheit wird der molare Extinktionskoeffizient des zu
untersuchenden N(O)NOates ermittelt und mit dem eines reinen
Referenzstandards verglichen [222].
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'H-NMR-spektroskopisch fiihrt die Einfithrung einer N(O)NOat-Gruppe zu
einer Entschirmung der Protonen der zum Aminstickstoff, welcher mit der
N(O)NOatgruppe verkniipft ist, benachbarten Kohlenstoffatome. Diese sind
gegeniiber den Protonen des Edukts ins Tieffeld verschoben. Eine solche
Tieffeldverschiebung ist charakteristisch fiir Diazeniumdiolate und kann als
Identitdtsnachweis herangezogen werden.

DETA/NO

18 Aug 2005

Acquisition Time (sec) 3.9322 | Commen t Winkler DETA ‘ Date 26/05/2005 15:41:32 ‘ Frequency (MHz) 400.14 ‘
Nucleus 1H Number of Transients 64 Original Points Count 32768 | Points Count 32768 | Solvent D20 | Sweep Width (Hz) 8333.35 |

Temperatufe (grad C) 27.000

Abb. 27: '"H-NMR-Spektrum von 41. Im Hintergrund Diethylentriamin (grau, Integrale
griin) (aufgenommen in 0,01 M NaOD).

Abb. 27 zeigt das 'H-NMR-Spektrum von 41. Die vier Wasserstoffe an den
zum ,tertidaren” Amin benachbarten Kohlenstoffatomen werden durch die
N(O)NOat-Gruppe entschirmt und sind im Vergleich zu Diethylentriamin
um ca. 3,3 ppm ins Tieffeld verschoben.
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3.1.1.2 Lagerung und Stabilitit von Diazeniumdiolaten

Die Stabilitit von Diazeniumdiolaten wird unter anderem von der
molekularen Struktur beeinflusst. Wie schon erwidhnt, sind bimolekulare
Ammoniumsalze wie 66 (Abb. 25) stark hygroskopisch und daher instabil
[220, 240].

Alkalisalze der Diazeniumdiolate sind deutlich weniger hygroskopisch und
unter geeigneten Bedingungen gut lagerfdhig.

Zwitterionischen Verbindungen sind am wenigsten hygroskopisch und daher
am stabilsten [222]. Sie sind auch synthetisch am einfachsten zugéinglich.
Hrabie beobachtete, dass die Stabilitit von  zwitterionischen
Diazeniumdiolaten mit dem Abstand der Ammoniumgruppe zum ,,tertidren*
Amin, welches mit der N(O)NOat-Gruppe verkniipft ist, zunimmt. Dieses
lieBe sich mit der Ausbildung einer Wasserstoftbriicke zwischen einem
Wasserstoff der Ammoniumgruppe und dem O' der N(O)NOat-Gruppe
erklaren [240].

Nach Keefer werden Diazeniumdiolate vor Licht, Feuchtigkeit, Sdure und
Luftsauerstoff geschiitzt bei 4 °C im Kiihlschrank aufbewahrt. Die Gefil3e
werden mit trockenem Argon oder Stickstoff gespiilt und anschlieBend dicht
versiegelt [222]. Gut bewihrt hat sich das Uberziehen der Gefde mit
PARAFILM®.

Auch bei —20 °C lassen sich Diazeniumdiolate unter Argon gut lagern [243],
welches auch den von den meisten Feinchemikalienhédndlern empfohlenen
Lagerbedingungen entspricht.

Diazeniumdiolate sind meistens weille Pulver oder feine Granulate mit guten
FlieBeigenschaften. Verfarbungen oder Verklumpungen, die im Laufe der
Lagerung auftreten, konnen ein Anzeichen von Zersetzung sein [222].
Typische Zersetzungsprodukte sind Nitrosamine und anorganisches Nitrit
und Nitrat.

Aufgrund der ionischen oder  zwitterionischen  Struktur  sind
Diazeniumdiolate gut bis sehr gut wasserloslich. Die Stabilitdt nimmt mit
steigendem pH-Wert zu. Probe- und Stammldsungen werden deshalb mit
0,01 molarer NaOH-Losung hergestellt und sind durchaus im Kiihlschrank
mehrere Tage haltbar [222].

Srinivasan [244] untersuchte die Stabilitit von PROLI/NO (68) in 0,01
molarer Natronlauge unter Lichtausschluss und unter UV-Bestrahlung im
Lichtkanal eines Dioden Array Spektralphotometers. Nach 3 h war die
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Photolyse abgeschlossen, wiahrend die andere Probe fiir eine Woche im
Dunkeln hydrolysierte. Das dominierende Abbauprodukt war in beiden
Fallen Nitrit mit 54 bzw. 59 % (Schema 12 a).

Als weiteres Abbauprodukt war Nitrat entstanden (Schema 12 b). Der
Nitratanteil unterschied sich bei beiden Proben aber signifikant, die
photolytisch zersetzte Probe enthielt deutlich mehr Nitrat als die hydrolytisch
zersetzte Probe (12 % versus 2,5 %).

Srinivasan postulierte fiir N-Diazeniumdiolate folgende Abbauwege:

Ly N—O0" — —H + 2 NO
) a :
02 "coH-
2 +1/2 02 + H,O
68 2 INOy+ 2 1

PROLI/NO

b hv

Q—NO + NO
y H +0;
COy \—» onoor s o

69

Schema 12: Unter UV-Bestrahlung spielen a und b eine Rolle, wihrend unter
Lichtausschluss nur a den Abbau bestimmt.

Ein dhnliches Phdnomen beobachtete Donald bei Angeli’s Salz
[NaON(O)=NONa], einem anorganischen Diazeniumdiolat, dessen N=N
Bindung photometrisch gespalten wird [245]. Die entstehenden
Hauptzerfallsprodukte sind Nitrit und Nitroxyl-Anion, welches spiter per
Autoxidation iiber Peroxynitrit zu Nitrat reagiert.
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3.1.1.3 NO-Freisetzung und Zerfallskinetik von Diazeniumdiolaten

Werden N-Diazeniumdiolate in wissrigen, nichtbasischen Medien, wie Blut,
Zellkulturen oder Pufferlosungen gelost, dissoziieren sie zu Amin und NO
(Schema 9). Diese Dissoziationsreaktion folgt einem Zeitgesetz
(pseudo)erster Ordnung. Die Geschwindigkeitskonstante ist hierbei vom pH-
Wert, der Temperatur und zum geringeren Teil auch von der Konzentration
des N(O)NOates abhingig [225].

Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Dissoziationsreaktion ist die
Protonierung des Aminstickstoffs (Schema 13 (70)) [225, 246]. Hierauf folgt
die Abspaltung von N,0,, welches bei Normaldruck von 1013 mbar und in
ein molaren wissrigen LoOsungen sofort zu 2 NO dissoziiert. Die
Dissoziationskonstante betréigt hierbei ca. 10** Mol™, so dass in wissrigen
Losungen nur ein geringer Anteil als Dimer vorliegt [246].

R_ P +H' R, o -
—N_ p— N—N NH L N\, /
7 =0 R, "N=O R’ -
Y —
70
] 1

R\N—N/O R

i NN ~ + 2 NO

R N—O" ,R/NH

Schema 13: Freisetzung von Stickstoffmonoxid aus N-Diazeniumdiolaten in wissrigen
Lt')sungen* (modifiziert nach [246]).

Resultierend hieraus zeigt auch das NO-Freisetzungsprofil einen
exponentiellen Verlauf. In den Kapiteln 3.2.2.7-3.2.3.3 werden daher durch
die Ermittlung der Liberationskurven mittels Chemilumineszenz-
Spektroskopie die entsprechenden Geschwindigkeitskonstanten und
Zerfallshalbwertszeiten berechnet.

*nach Dutton ist die cis-Form von N,O, das stabilere Isomere.
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3.1.1.4 Nebenprodukte bei der Dissoziation von Diazeniumdiolaten

Das von Diazeniumdiolaten freigesetzte NO kann unter bestimmten
Bedingungen mit den sekundidren Aminen, welche nach Dissoziation frei
werden, zu Nitrosaminen reagieren.

Gerade bei dem leberspezifischen ,pro-drug® V-PYRRO/NO (45)
beobachtete Keefer die Bildung von N-Nitrosopyrrolidin (Schema 14 (72))
[231]. Diese Nitrosaminbildung wird zusétzlich durch die hohe NO-
Konzentration in der ,,Ndhe* von Pyrrolidin begiinstigt, welche aus der sehr
kurze Halbwertszeit des devinylierten V-PYRRO/NOs (71) von ca. 3
Sekunden unter physiologischen Bedingungen resultiert. Das gebildete
Nitrosamin gilt als karzinogen und schriankt die therapeutische Anwendung
von 45 erheblich ein.

Durch die Einfilhrung einer Carboxylgruppe in Position 2 des
Pyrrolidinrings, kann diese Toxizitit aufgehoben werden. Das sich bildende
N-Nitrosoprolin (73) ist ein Addukt, welches kontinuierlich in unserem
Korper gebildet wird und sich bisher in allen Untersuchungen als nicht
karzinogen erwiesen hat [231].

(l)_
—NJ +
Q SN—o T H — QNH +2 NO
enzymat. devinyliertes V-PYRRO/NO
(0]
71 NaO4 2
Oz
HNO3
E>\N—NO
\TH QN— NO
COy
N-Nitrosoprolin N-Nitrosopyrrolidin
73 72

Schema 14: Nitrosaminbildung nach NO-Liberation von V-PYRRO/NO und PROLI/NO.



Seite 72

3.1.1.5 Synthese von Diazeniumdiolaten

Schon vor zwei Jahrhunderten berichtete Davy, dass die Einleitung von ,,gaz
nitreux in Alkalisulfite zu N,O fiihre [247]. 1835 identifizierte Pelouze das
bei dieser Reaktion entstehende Intermediat "O;S[N(O)NO] [248].

Erst ca. 160 (bzw. ca. 130) Jahre spéter beschéftigte sich Drago
systematischer mit der Synthese und Charakterisierung von
Diazeniumdiolaten [219, 220]. Die von Drago erstmals beschriebene
Methode zur Darstellung von N-Diazeniumdiolaten wurde erst Anfang der
90er Jahre des letzten Jahrhunderts von den Arbeitsgruppen Keefer und
Saavedra weiterentwickelt [221, 224, 249].

Die Synthese von N-Diazeniumdiolaten ist prinzipiell relativ einfach, ein
geeignetes Amin reagiert als Nukleophil mit Stickstoffmonoxid unter
erhohtem Druck und Sauerstoffausschluss. Drago arbeitete anfangs bei
Temperaturen um 78 °C, Keefer und Saavedra bei Raumtemperatur.

Nach Zhang verlauft die Addition von NO am sekundidren Amin in mehreren
Schritten (Schema 15). Der initiale Schritt ist der nukleophile Angriff des
sekunddren Amins an einem Molekiil NO (I). Erst im zweiten Schritt erfolgt
die Bindung eines zweiten NO-Molekiils (II). AnschlieBend erfolgt die
Deprotonierung des Aminstickstoffes durch eine starke Base (III).

Edukt und Produkt stehen im Gleichgewicht miteinander. Das entstehende
Diazeniumdiolat féllt jedoch aus und das Gleichgewicht wird hierdurch zu
Gunsten des Produkts verschoben, welches als treibende Kraft der Reaktion
angesehen werden kann [250].

e R O Na'

R . R O - Na'
. . R
“N—KN—0" “N—K i
VR/‘ s —— ’R/‘) \N_O E— /I_\_I N\
H <* I H “ 'R N=0O
J 111 .
CH3—¢:)_: - -
Na*

Schema 15: Reaktionsmechanismus der Diazeniumdiolatsynthese (nach [250]).
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3.1.1.6 Nebenprodukte der Diazeniumdiolatsynthese

Aufgrund der relativ hohen Reaktivitat des Stickstoffmonoxidradikals treten,
insbesondere bei der Anwesenheit geringer Mengen Luftsauerstoffs oder
Wassers, konkurrierende Nebenreaktionen auf, die eine Verunreinigung der
Diazenniumdiolate mit Nitrit (Schema 12), Nitrosaminen (Schema 14) oder
substituierten Ammoniumnitriten (Schema 16), bedingen.

o
R -Na® R /
CNH 4+ 2NO +CH0 Na SN-N] N
R _CH;0H 'R “N—0 Na
A/I/ZOZ CH;0
N>O3
H,0

HNO,

R+
NH; NOy”
,R/
74

Schema 16: Bildung von substituiertem Ammoniumnitrit in Gegenwart von Sauerstoff als
Nebenprodukt bei der N(O)NOat-Synthese.

Natriumethanolat (75) eignet sich nicht als Base bei der Synthese von
Diazeniumdiolaten, da es in Gegenwart von NO zu einem C-stindigen
Diazeniumdiolat reagiert (Traube-Abbau) (Schema 17) [241, 251, 252].

Der initiale Schritt der Reaktion von Ethanolat und NO ist die Oxidation von
75 zu Acetaldehyd (76), welches aufgrund seiner CH-Aciditdt mit NO zu 77
reagiert und dann in Gegenwart von Ethanolat zu Ethylformiat (78) und dem
Traubeprodukt 79 umgesetzt wird.

(0]

NO NaOC,Hs Q

NaOC;,Hs —_— %CH} + N>O ? \ CHy 2NO > \ CHZ[N(O)NO]_
H H

75 76 H
NaOC2H5

_[INCONOJ®

o) o} i o)
NaOC,H [N(O)NO]” 2 NO
HyC + >—OC2H5 = Cﬁ (ONOT 2 »—CH[N(O)NO]'
[NO)NO]- H H N[N(O)NOT H

8 77

79
Schema 17: Traubeabbau von Natriumethanolat (nach [251, 241]).
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Acetonitril (80) ist fiir die Synthese der zwitterionischen Verbindungen das
Losungsmittel der Wahl [240]. Hrabie berichtete von der Schwierigkeit,
reine Diazeniumdiolate von Edukten mit vier oder mehr Aminstickstoffen zu
synthetisieren [240]. Arnold konnte zeigen, dass Acetonitril in Gegenwart
starker Basen wie Natriummethanolat mit NO zu dem C-stdndigen
Polydiazeniumdiolatderivat (81) reagieren kann [253].

Schema 18: Polydiazeniumdiolat 81.
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3.1.2 Die Syntheseapparatur

Im Rahmen dieser Arbeit war es notwendig eine geeignete Apparatur fiir die
Synthese der Diazeniumdiolate zu konstruieren. Die Anforderungen ergaben
sich aus den besonderen Eigenschaften von Stickstoffmonoxid und der
Diazeniumdiolate.

Die wichtigsten Anforderungen hierbei sind:

o druckfest bis mindestens 6 bar

e evakuierbar zur Entfernung von Luftsauerstoff

e inert gegeniiber NO, HNO, und HNO;

e Sicherheitseinrichtung zur Vermeidung von Uberdruck

e Manometer, um den Druck im Reaktionsgefdl3 verfolgen zu konnen.

e Spiilvorrichtung zum Spiilen des ReaktionsgefdBes mit einem Inertgas

o Aufbaumoglichkeit der Anlage unter einem Abzug, um bei
unvorhergesehen austretendem NO eine schnelle Entfernung der sich
bildenden nitrosen Gase zu gewahrleisten.

e Die Entliiftung der Anlage muss direkt in den ,,Schornstein® des
Abzuges miinden und dieser muss ausreichend ,,ziehen®.

e Optional: Temperaturfiihler, da einige Reaktionen exotherm verlaufen
koénnen [219].

Auf der Suche nach einer geeigneten Basis bot sich ein
Laborhochdruckautoklav der Firma Berghof an. Viele der Anforderungen
konnte der Laborhochdruckautoklav bereits im Standard abdecken.

Das Druckgefal3 des Laborhochdruckautoklaven besteht aus sehr standfestem
CrNiMo-Edelstahl und ist innen mit einem Bechereinsatz aus
Polytetrafluorethylen (PTFE, Teflon®™) ausgeriistet. Des weiteren ist das
DruckgefdB am Deckel mit einer Uberdruckeinrichtung die mittels
Berstscheiben arbeitet, einem Manometer und einem FEinlassnadelventil
ausgerustet.

Der Hochdruckautoklav ist fiir Temperaturen bis maximal 230 °C und einen
Druck bis 150 bar ausgelegt.
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Fiir die Diazeniumdiolatsynthese ist diese Apparatur gut geeignet und bietet
mehr als ausreichend Sicherheitsreserven, da bei der Synthese nicht mehr als
ein Druck von 6 bar und keine hohere Temperatur als ca. 30 °C entsteht.

Fiir die besonderen Anforderungen hinsichtlich Spiilung mit einem inerten
Gas, Evakuierung, Exposition mit NO und Beliiftung wurde das Nadelventil
mit einem 4-Wegehahn verkniipft.

Vom 4-Wegehahn geht ein Schlauch zum zuleitenden System. Ein zweiter
Schlauch 1st tiiber eine Woulfsche Flasche, welche mit einem
Unterdruckmanometer ausgeriistet 1st, mit eimner Wasserstrahlpumpe
verbunden. Der dritte Schlauch geht direkt in den Schornstein eines Abzugs.
Der 4-Wegehahn und die Schlauchverbindungen sind aus Edelstahl und die
Schlduche aus Polyethylen.

Das zuleitende System besteht aus zwei hintereinander geschalteten
Stahlgasflaschen. Die erste enthdlt Argon als inertes Spiilgas und ist iiber
einen Druckregler direkt mit dem Spiilblock der NO-Gasflasche (zweite
Stahlgasflasche) verbunden. Uber den Driickregler des Spiilblockes kann
sowohl das Spiilgas, als auch Stickstoffmonoxid auf das System gegeben

| : Reaktionsgefalt
pumpe Woulfsche Flasche

YWasserstrahl-
Magnetrihrer

-, . Zur Apparatur
€ @

werden.

zurm Abzug

A
@

Argon | vergrilier _I__

NO

Spilgas

Abb. 28: Apparatur zur Synthese von Diazeniumdiolaten.

Die angeschlossene Vakuumpumpe dient zur Evakuierung des Systems, da
die vollige Abwesenheit von Sauerstoff fiir die Diazeniumdiolatsynthese
zwingend erforderlich ist. Die Wahl fiel trotz der schwécheren Wirkung im
Vergleich zu Membranpumpen auf eine Wasserstrahlpumpe, da NO und
hieraus gebildete nitrose Gase eine Membranpumpe schnell angreifen
wiirden.
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Der direkt in den Schornstein des Abzuges miindende Abluftschlauch dient
zur Ableitung von iiberschiissigem NO und nitrosen Gasen nach Beendigung
der Synthese.

3.1.3 Durchfithrung der Diazeniumdiolatsynthese

3.1.3.1 Herstellung der Reaktionslosung

Als Losungsmittel eignen sich generell Methanol, Tetrahydrofuran (THF),
Diethylether und Acetonitril oder deren Mischungen.

Mischungen von Acetonitril und Diethylether im Verhiltnis 1:1 stellen ein
gutes Universallosungsmittel dar.

Einige Amine 16sen sich schlecht in 1:1 Mischungen von Diethylether und
Acetonitril, gehen aber oft bei Zugabe der Hilfsbasenlosung (30 %
Natriummethanolat in trockenem Methanol) vollstindig in Ldsung.
Acetonitril ist allerdings in Gegenwart starker Basen nicht immer vollstindig
inert [253].

Bei polareren Aminen wie Aminosduren, eignet sich Methanol als
Losungsmittel.

Zur Diazeniumdiolatsynthese wird das sekundidre Amin im ausgewdéhlten
Losungsmittel gelost oder suspendiert. Wird das Amin nur suspendiert, ist
das erhaltene N(O)NOat oft relativ unrein, so dass es sich empfiehlt das
Amin moglichst ,,in Losung* zu bringen.

Einige Diazeniumdiolate von polymeren Aminen, die nur sehr schwer in
Losung gehen, sind allerdings auch aus Suspensionen gut zugénglich [243].
Alle Losungsmittel und fliilssigen Amine werden vor Gebrauch frisch
destilliert und getrocknet. Feste Amine sind vor Gebrauch 12 h im Vakuum
bei 40 °C zu trocknen.

Als Base fiir die Synthese der Alkalisalze der Diazeniumdiolate hat sich
Natriummethanolat als am besten geeignet gezeigt, wohingegen
Natriumethanolat vollig ungeeignet ist, da es selbst mit NO reagiert (siche
3.1.1.6).

Zur Herstellung der Basenlosung wird entweder Natriummethanolat oder
elementares Natrium unter Eisbadkiihlung in trockenem Methanol gelost.
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Methanolat in Methanol ist allerdings auch kommerziell erhéltlich.

Die Reaktionslosung wird durch Vereinigen von Amin- und Basenlosung
erhalten. Das Verhiltnis der Losungen wird so gewéhlt, dass Amin und Base
im molaren Verhiltnis von 1:1 vorliegen. Trigt das Amin eine oder mehrere
Sduregruppen, so muss pro Siurefunktion je ein weiteres Aquivalent Base
zugegeben werden.

3.1.3.2 Diazeniumdiolatsynthese im Hochdruckautoklaven

Das Reaktionsgefil des Hochdruckautolaven wird zu etwa % mit der
Reaktionslosung gefiillt. AnschlieBend wird die Losung vom Boden des
Reaktionsgefalles aus mit trockenem Argon fiir 10 min durchspiilt, der
Hochdruckautoklav dicht verschlossen und der Riihrer auf ca. 400
Umdrehungen pro Minute eingestellt.

Nachdem die Apparatur verschlossen ist, werden alle Schlauchverbindungen
auf Dichtigkeit gepriift. Anschlieend wird das Reaktionsgefdl3 unter Einsatz
der Wasserstrahlpumpe evakuiert und im Folgenden mit Argon gespiilt. Um
wirklich volligen Sauerstoffausschluss zu gewihrleisten, wird dieser Schritt
3—4 mal wiederholt.

Argon hat sich, aufgrund der gro3eren Dichte im Vergleich zu Stickstoft, als
sehr viel effektiver erwiesen.

Nachdem letzten Spiilen wird das Reaktionsgefdl ein letztes Mal evakuiert.
Im néchsten Schritt wird der Druckregler des Spiilblocks an der
Stickstoffmonoxidflasche ganz herausgedreht, so dass kein Gas hindurchgeht
und der Haupthahn der NO-Gasflasche geodffnet. Jetzt kann man durch
vorsichtiges Hineindrehen des Druckreglers, die NO-Einleitung starten. Der
Regler wird soweit hineingedreht, bis auf dem Reaktionsgefall ein Druck von
4-5 bar liegt.

Nachdem der Druck fiir 24-72 h konstant gehalten wurde, wird der
Druckregler verschlossen und das iiberschiissige NO direkt in den
Schornstein des Abzuges geleitet. Danach wird die Anlage wie vor dem NO-
Einleiten erst evakuiert und anschliefend mit Argon gespiilt. Um wirklich
das gesamte NO zu verdriangen wird dieser Schritt 3—4 mal wiederholt. Auf
diese Weise wird vermieden, dass nitrose Gase entstehen und Apparatur und
Produkt angreifen.
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3.1.3.3 Aufarbeitung der Diazeniumdiolate

Die Aufarbeitung der Diazeniumdiolate ist einfach, da bei erfolgreicher
Reaktion die N(O)NOate nun als weille, volumindse Niederschlige
vorliegen.

Der Niederschlag wird abgesaugt, erst mit Mutterlauge und dann mit
trockenem, peroxidfreien Diethylether gewaschen.

Anschlieend miissen die erhaltenen Diazeniumdiolate schnellstmoglich, am
besten unter Lichtausschluss im Vakuum, mindestens iiber 5, besser iiber
24-48 h getrocknet werden.

Die Aufarbeitung muss ziigig erfolgen, da N(O)NOate teilweise sehr
hygroskopisch, licht- und sauerstoffempfindlich sind.

Aufgearbeitete Diazeniumdiolate liegen meist als grobes Granulat vor.
Einerseits konnen durch Zerkleinerung der Granulate und nochmaligem
Trocknen im Vakuum Restlosemittel einfacher entfernt werden, andererseits
ziechen feinpulverige N(O)NOate durch die grofere Oberfliche leichter
Luftfeuchtigkeit an.



Seite 80

3.1.4 Chemische Struktur der Zielverbindungen

Fir die Einflihrung einer N-Diazeniumdiolatgruppe in die Molekiile der
ausgewahlten NSAIDs, muss entweder das NSAID iiber eine sekundéire
Aminogruppe verfiigen oder es muss ein Linker, der eine sekundire
Aminogruppe trigt, eingefithrt werden.

Da die gingigen NSAIDs nicht iiber eine ausreichend basische, sekundire
Aminogruppe verfiigen und eine wenigstens kurze rdumliche Trennung der
N(O)NOatgruppe vom ,eigentlichen NSAID*“ sich giinstig auswirken
konnte, wird bei den zu synthetisierenden Hybridarzneistoffen die
N(O)NOatgruppe tiber einen Linker mit den NSAIDs verkniipft.

Bei Ibuprofen und Naproxen handelt es sich um Carbonsdurederivate. Als
einheitliche Verkniipfung bietet sich die Verkniipfung des Linkers iiber eine
Amidbindung oder eine Esterbindung an.

Fiir die Bindung an die Cyclooxygenase wird die freie Carboxylatgruppe der
NSAIDs fiir die Ausbildung einer Salzbriicke mit der Aminosdure Arginin
am Eingang des Cyclooxygenasekanals bendtigt [254]. Das heil3t, dass der
Linker in vivo leicht abspaltbar sein muss.

Aus diesem Grund ist die Einfithrung des Linkers iiber eine Esterbindung zu
bevorzugen, da diese in vivo von Esterasen hydrolysiert werden konnen.
Allerdings werden auch pharmakodynamische Effekte unabhingig von der
»freien Sduregruppe beobachtet. Fiir die hemmende Wirkung von HCT-
1026 auf die Osteoklastenaktivitét scheint nicht die
Stickstoffmonoxidfreisetzung der Substanz verantwortlich zu sein, sondern
der Hydroxybutylester von Flubiprofen (Kapitel 1.1.2.5.4.1).

Die chemische Instabilitit des Esters in Gegenwart von Aminen, stellt ein
Problem fiir die Synthese der Zielstrukturen dar.

Ein Ziel dieser ist die chemische Einfiihrung der Diazeniumdiolatgruppe in
die NSAIDs und die Untersuchung des Einflusses der ,,NSAID-Reste* auf
das Freisetzungsprofil der N(O)NOate.

Aus diesen Griinden werden im ersten Schritt die Linker auch {iber eine
Amidbindung mit dem NSAID verkniipft.
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3.1.5 Methoden zur Synthese der Zielverbindungen

3.1.5.1 FEinfiihrung der Linker in die NSAIDs

3.1.5.1.1 Aktivierung der NSAID-Sdure mit DIC

Eine milde Methode Amide oder Ester von Carbonsduren zu gewinnen, geht
iiber die Umsetzung der Carbonsdure mit N,N’-Diisopropylcarbodiimid
(DIC) (82) [255] (Allgemeine Arbeitsvorschrift (AAV) 1, sieche auch Kapitel
6) und anschlieBender Umsetzung mit Alkoholen oder Aminen zum
entsprechenden Ester oder Amid.

N
L ~ o
N,N’-Diisopropylharnstoff N
84

Schema 19: Amidierung durch Aktivierung der Carbonsdure mit DIC.

Wird die Carbonsdure mit DIC im Verhéltnis von 2 : 1 umgesetzt, so entsteht
das Anhydrid der Saure, welches mit Alkoholen oder Aminen zu einem Mol
Ester bzw. Amid und einem Mol Saure reagiert.

Wird ein Verhéltnis von 1 : 1 gewdhlt, so entsteht das O-Acylisoharnstoff-
Derviat (83), welches mit Alkoholen und Aminen zu Estern bzw. Amiden
reagiert. Das heif}t, dass bei einem Verhéltnis 1 : 1 die Ausbeute an Ester
bzw. Amid theoretisch doppelt so hoch ist, als bei der Umsetzung im
Verhiltnis 2 : 1.
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Die NSAID-Saure wird in trockenem THF, Dichlormethan oder Acetonitril
gelost, unter anfanglicher Eiskiihlung mit DIC im Verhéltnis 1 : 1 versetzt
und anschlieBend 2—5 h bei Raumtemperatur geriihrt.

Dann wird der Alkohol oder das Amin langsam zugetropft. Das O-
Acylisoharnstoff-Derivat reagiert mit dem Alkohol oder Amin zum Ester
bzw. Amid und zu Diisopropylharnstoff, der als weiler Niederschlag
ausfallt.

Nach  Abtrennung des Niederschlags wird der Ansatz per
Saulenchromatographie (Elutionsmittel Dichlormethan/Ethylacetat 10 : 1)
und ,,Umkristallisation* (Ether/Petrolether) aufgearbeitet.

Eine leichte Steigerung der Ausbeute kann durch den Zusatz von Hiinig-
Base (N-Ethyl-diisopropylamin) (84) als Hilfsbase im Verhiltnis 1 : 2 zum
Amin erreicht werden.

Auch der Zusatz von 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) (85), welches die
reaktive Zwischenstufe stabilisiert, kann die Ausbeute leicht erhéhen.

30 Apr 2006

cquisition Time (sec) 3.1719 Commen t WINKLER NAPROX PIP 2 Date 27/04/2001 10:31:24 ‘
Frequency (MHz) 500.13 Nucleus 1H ‘ Number of Transients 16 Original Points Count 32768 Points Count 32768 ‘
Solvent DMSO Sweep Width (Hz) 10330.58 ‘ Temperature (grad C) 27.000

HiC. CHy
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Abb. 29: "TH-NMR-Spektrum des N-Acyldiisopropylharnstoffderivats 86.
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o

Die Aktivierung der Sdure gelang nicht immer mit DIC, in einigen Fillen
reagierte das O-Acylisoharnstoffprodukt nicht schnell genug mit Piperazin.
Die genauere 'H-NMR-Analytik zeigte, dass nicht das O-
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Acylisoharnstoffderivat von 51, sondern ein mono-N-Acylharnstoffderivat
(86) mit geringer Reaktivitit vorlag (intramolekularer Acyltransfer) (Abb.
29).

3.1.5.1.2 Aktivierung der NSAID-Sdure mit CDI
Eine andere Form der Aktivierung unter milden Bedingungen ist die aus der
Peptidchemie bekannte Azolid-Methode (AAV 2) [256].

9
0
P N/C\N - R—C”
R—C\ + //\ /\\N _Co, 1‘\]

OH N\2 ) \Q _N\CNH &Z/

N,N’-Carbonyldiimidazol .. .
88 aktivierte Sdure

Schema 20: Veresterung nach Aktivierung mit CDI.

Zur vorgelegten Carbonsdure wird unter Eiskiihlung langsam NN'-
Carbonyl-di-imidazol (CDI) (87) zugesetzt, 20 min geriihrt und anschlieBend
der Alkohol oder das Amin zugegeben.

Nach 5-12 h wird mit verdiinnter Salzsdure das Imidazol (88) und mit
verdiinnter Alkalilauge die eventuell nicht umgesetzte Sdure extrahiert.
AnschlieBend wird, nach dem Trocknen der organischen Phase, durch
Anreiben die Kristallisation aus Ether/Petrolether eingeleitet und unter
Kiihlung auf —18 °C vervollstindigt.

Die Azolid-Methode erwies sich im Rahmen der Arbeit als effektiv und bei
allen Amidierungen und Veresterungen einsetzbar, sie stellte somit die
geeignetere Aktivierungsmethode fiir die Einfiihrung der Linker dar.
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3.1.5.1.3 Umsetzung der ,, aktivierten Sdure *“ mit Piperazin
Piperazin (52) ist ein zyklisches Diamin mit basischen Eigenschaften (pKa =
9,83).

Abb. 30: Piperazin.

Die eine Aminogruppe des Piperazins dient zur Amidbildung mit dem
NSAID und die andere zur Verknilipfung mit dem Diazeniumdiolat. Das
heifit, dass im ersten Schritt eine Aminogruppe selektiv mit dem NSAID
acyliert werden muss.

Als erstes wurde versucht, mittels eines hohen Uberschusses an Piperazin,
die Synthese in Richtung des Monoacylproduktes zu lenken. Hierbei wurde
die aktivierte Sdure langsam zum vorgelegten Piperazin hinzugegeben. Bei
einem Piperaziniiberschuss von 2 : 1 konnten nach sdulenchromato-
graphischer Trennung (Elutionsmittel: Ethylacetat/Dichlormethan 1:1; spéter
Methanol) 8—13 % Monoacylpiperazin erhalten werden.
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3.1.5.1.4 Umsetzung der ,, aktivierten “ Sdure mit mono-Boc-geschiitztem
Piperazin

Wesentlich bessere Ausbeuten lieBen sich durch die Verwendung von mono-

Boc-geschiitztem Piperazin (89) erzielen.

Abb. 31: mono-Boc-geschiitztes Piperazin.

Die Boc-Schutzgruppe, die von G. W. Anderson 1957 eingefiihrt wurde,
stammt aus der Peptidsynthese.

Das zu schiitzende Amin wird zur Einfiihrung der Schutzgruppe unter
milden Bedingungen mit tert.-Butyloxycarbonylazid (90) umgesetzt [256].

(0] / \ /R
>\—N3 * HN\R, \/_N\ ;
; o - HN3 %—O R

Abb. 32: Einflihrung der Boc-Schutzgruppe in Aminofunktionen.

Bei der Einfiihrung der Boc-Schutzgruppe in das Piperazin besteht die
Schwierigkeit, selektiv nur einen der beiden Piperazinstickstoffe zu
acylieren, deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit das mono-Boc-geschiitzte
Piperazin von Fluka verwendet.

Zu der mit CDI aktivierten NSAID-Saure wird das mono-Boc-geschiitzte
Piperazin langsam zugegeben und 8—12 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Extrahieren mit verdiinnter Salzsdure und verdiinnter Natriumcarbonatlosung
wird das Amid aus Ether/Petrolether ausgefillt.
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Schema 21: Einfithrung des Piperazinlinkers am Beispiel von 51.

Zur Abspaltung der Schutzgruppe wird das entstandene Amid in wenig
Dichlormethan geldst und mit 50 %iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan
zu etwa gleichen Teilen versetzt und 2—3 h geriihrt. Anschieend wird, nach
Verdiinnung mit Dichlormethan, mit gesattigter
Natriumhydrogencarbonatlosung extrahiert und aus Ether/Petrolether
ausgefillt (AAV 4) .

Die Abspaltung mit 50 %iger Trifluoressigsdure gelingt nicht immer im
ersten Versuch. In einigen Fillen musste die Konzentrationen von
Trifluoressigsdure erhoht oder die Trifluoressigsdure am
Rotationsverdampfer autkonzentriert werden.

Die FEinfithrung des Piperazinlinkers mittels Boc-geschiiztem Piperazin
eignet sich nicht fiir alle NSAIDs. So fiihrt die Behandlung mit
Trifluoressigsdure zur Spaltung der Indolamidstruktur des Indometacins,
welches versuchsweise auch umgesetzt wurde.
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3.1.5.1.5 Umsetzung der ,, aktivierten “ Sdure mit mono-Cbz-geschiitztem
Piperazin

Neben dem Boc-geschiitzten Piperazin wurde im Rahmen dieser Arbeit

Benzyloxycarbonyl-geschiitztes Piperazin (94) verwendet.

Abb. 33: Cbz-geschiitztes Piperazin.

Die 1932 erstmals von Bergmann wund Zervas verwendete
Benzyloxycarbonylgruppe (Cbz-Gruppe) zum Schutz der Aminogruppe wird
durch Umsetzen mit Chlorameisensdurebenzylester (95) eingefiihrt [257].

R +NaOH R
o} cr* NH o N
N 'R -H,0,-NaCI’ NN\

95 I I
0 96 O

Schema 22: Einfiihrung der Cbz-Schutzgruppe in eine Aminofunktion.

Fir die Synthesen wurde kommerziell erhiltliches mono-Cbz-geschiitztes
Piperazin der Firma Aldrich eingesetzt.

Schema 23 zeigt Einfiihrung des Piperazin-Linkers am Beispiel von
Ibuprofen (50). 50 wird mit CDI aktiviert und mit mono-Cbz-geschiitztem
Piperazin umgesetzt. AnschlieBend wird die Cbz-Schutzgruppe durch
Hydrogenolyse abgespalten (AAV 5).
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Schema 23: Einfithrung des Piperazin-Linkers am Beispiel von 50.

Der Weg iiber das Cbz-geschiitzte Piperazin erwies sich als der giinstigere.
Die Methode ist fiir alle eingesetzten NSAID-Sduren anwendbar, da die
Abspaltung der Schutzgruppe unter milden Bedingungen erfolgt. Die
Aufarbeitung ist einfacher: Nach der Abtrennung von Pd/C kann das
erhaltene mono-Acylpiperazin direkt ausgefallt werden.
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3.1.5.1.6 Einfiihrung des 2-(2-Aminoethylamino)ethanol-Linkers

100

Abb. 34: 2-(2-Aminoethylamino)ethanol.

Der 2-(2-Aminoethylamino)ethanol-Linker (100) wurde iiber eine
Esterbindung mit der NSAID-Saure verkniipft.

Vor der Veresterung des NSAIDs mit 2-(2-Aminoethylamino)ethanol
miissen die primdre und die sekunddre Aminogruppe von 100 mit je einer
Schutzgruppe versehen werden.

Durch Umsetzen von 100 mit Chlorameisensidurebenzylester (95) konnten
die beiden Aminogruppen selektiv mit Cbz-Schutzgruppen versehen werden.

| HO\/\N/\/N
H >/—C1 -NaCl-H,O )
o
0 0 N0
100 95 101

Schema 24: Einfithrung der Cbz-Schutzgruppen in 2-(2-Aminoethylamino)ethanol.

Die FEinfithrung der Cbz-Schutzgruppen in 2-(2-Aminoethylamino)ethanol
verlief im Verhéltnis 1:2,2 glatt in guten Ausbeuten (AAV 3a).
Uberschiissiger Chlorameisensiurebenzylester wurde durch Zugabe von
Triethylamin entfernt.

Das zweifach Cbz-geschiitzte 2-(2-Aminoethylamino)ethanol wird mit der
NSAID-S4ure nach der Azolidmethode verestert. AnschlieBend werden die
Cbz-Schutzgruppen hydrogenolytisch entfernt.
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Schema 25: Einfithrung des 2-(2-Aminoethylamino)ethanol-Linkers am Beispiel 51.

Der Ester 103 ist in Losung nicht besonders stabil. Eine mogliche Erklarung
hierfiir konnte sein, dass die Aminogruppen mit der Esterbindung in

Reaktion tritt.
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3.1.6 Synthese der Zielverbindungen

3.1.6.1 Synthese der zwitterionischen Diazeniumdiolate

Die Synthese der zwitterionischen Verbindungen 1-[N-(2-Aminoethyl)-N-(2-
ammonioethyl)amino]diazen-1-ium-1,2-diolat (41) und 1-[N-(3-
Ammoniopropyl)-N-(n-propyl)amino]diazen-1-ium-1,2-diolat (48) wurde in
Anlehnung an Literaturangaben [240] nach AAV 6 durchgefiihrt. Die
zwitterionischen Verbindungen konnten ohne Zusatz von starken Basen
synthetisiert werden. 41 und 48 wurden als feine, amorphe Pulver erhalten.
Als Losungsmittel fiir die Edukte diente Acetonitril. Die préparativen Daten
konnen aus Tabelle 2 entnommen werden. Beide Substanzen lieen sich in
guten Ausbeuten mit hoher Reinheit darstellen.

Cl)_
O

Z

|
N +
~ NH;

41/48
Subst.-Nr. R X Ansatz Losungs-  Synthese- Ausbeute  Reinheit
[mmol] mittel Dauer [h] [%0]
41 (CH,),NH, 2 24,23 75 ml 26 86 analysenrein
CH;-CN
48 C;H; 3 18,93 75 ml 48 84 analysenrein
CH;-CN

Tab. 2.
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3.1.6.2 Synthese von Natrium-1-(piperidin-1-yl-)diazen-1-ium-1,2-diolat
Sie Synthese von Natrium-1-(piperidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat wurde
von Drago und Karstetter 1961 erstmals verdffentlicht [220]. Das
Diazeniumdiolat von Piperidin (49) wurde in Anlehnung an die
Literaturangaben nach AAV 7 dargestellt. Der entscheidende Unterschied zu
41 und 48 besteht darin, dass 49 kein intramolekulares Salz darstellt, sondern
ein Natriumsalz. Das heif3t, es muss eine starke Base zugesetzt werden, um
49 zu erhalten. Als Base wurde Natriummethanolat verwendet.

49

Subst.-Nr. Ansatz  Ansatz Losungs- Synthese- Ausbeute Reinheit

Edukt Base mittel Dauer [h] [%]
[mmol]  [mmol]
49 2,9 2.9 10 ml 1:1 48 40,5 analysenrein
CH;CN/Et,0

Tab. 3.
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3.1.6.3 Synthese von Natrium-1-[4-(tert.-butyloxycarbonyl)piperazin-1-
vl]diazen-1-ium-1,2-diolat

Natrium-1-[4-(tert.-butyl)piperazin-1-yl]diazen-1-ium-1,2-diolat (104) ist
das N(O)NOat von mono-Boc-geschiitztem Piperazin.

Fir die Darstellung von 104 wurde Natriummethanolat als Base in
dquimolaren Mengen eingesetzt. Bei der Verwendung von Methanol als
Losungsmittel fiir die Edukte konnten die besten Ergebnisse erzielt werden
(AAV 7). Allerdings konnten auch auf diese Weise keine analysenreinen
Substanzen erhalten werden. Die indirekte Bestimmung von Nitrit nach
Reduktion zu NO mittels Chemilumineszenz ergab einen Massegehalt von
810 % Nitrit (AAV 11). Die priparativen Daten sind in Tabelle 4
zusammengefasst.

g

O
104 Na'

Subst.-Nr. Ansatz  Ansatz Loésungs- Synthese- Ausbeute Reinheit

Edukt Base mittel Dauer [h] [%]
[mmol]  [mmol]
104 10,74 10,74 75 ml 20 12 Verunreinigung
MeOH durch
anorganisches
Nitrit

Tab. 4.
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3.1.6.4 Synthese von Natrium-I-(4-acetylpiperazin-I-yl)diazen-1-ium-1,2-
diolat

Natrium-1-(4-acetylpiperazin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat (105) liel sich
problemlos in akzeptablen Ausbeuten und hoher Reinheit darstellen (AAV
7). Als Losungsmittel diente Acetonitril/Diethylether im Verhéltnis 1:1.

.

-O/ \\
|
O 7ot
10s ~ Na
Subst.- Ansatz  Ansatz Losungs- Synthese- Ausbeute Reinheit
Nr. Edukt Base mittel Dauer [h] [%0]
[mmol]  [mmol]
105 39 39 20ml 1:1 30 38 analysenrein
CH;CN/Et,0

Tab. 5.
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3.1.6.5 Synthese von [-[4-(2-Ammonioethyl)piperazin-1-yl]diazen-1-ium-
1,2-diolat

Das 1-[4-(2-Ammonioethyl)piperazin-1-yl]diazen-1-ium-1,2-diolat (106)
lieB sich in Acetonitril in akzeptabler Ausbeute und zufriedenstellender
Reinheit als weil3es, feines Pulver synthetisieren (AAV 6).

+

NH3;
[Nj
1
+
-O/N\\
|
O
106
Subst.-Nr. Ansatz Ansatz Losungs- Synthese-  Ausbeute  Reinheit
Edukt Base mittel Dauer [h]  [%]
[mmol] [mmol]
106 7,7 -- 30 ml CH;CN 48 30,74 Verunreinigung
mit
Kristallwasser

Tab. 6.
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3.1.6.6 Synthese VOn 1-[N-(2-Hydroxyethyl)-N-(2-ammonioethyl)
amino]diazen-1-ium-1,2-diolat

1-[N-(2-Hydroxyethyl)-N-(2-ammonioethyl)amino]diazen-1-ium-1,2-diolat
(107) weist grofBe Analogie zu 41 auf. Der Unterschied zu 41 besteht im
Austausch der einen primiren Aminogruppe gegen eine alkoholische OH-
Gruppe. 107 kann spéter iiber eine Esterbindung in die NSAIDs eingefiihrt
werden. Durch Umsetzung mit Stickstoffmonoxid ohne Zusatz von Base
bildete sich das zwitterionische Diazeniumdiolat.

+
HO NH
V\ N AN 3
|
+
N
o 1|\I
O
107
Subst.-Nr.  Ansatz Ansatz Losungs- Synthese-  Ausbeute Reinheit
Edukt Base mittel Dauer [h] [96]
[mmol] [mmol]
107 21,1 -- 60 ml 3:1 48 14 Verunreinigung
Kristallwasser
und

Losungsmittel

Tab. 7.

Erst bei der Losungsmittelauswahl Acetonitril/Diethylether im Verhiltnis 1:3
konnte 107 als weille bis hellbraunweile, amorphe sowie hygroskopische
Substanz erhalten werden (AAV 6). Die Entfernung von restlichem
Losungsmittel erwies sich als sehr schwierig.
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3.1.6.7 Synthese von Natrium-I1-{4-[2-methyl-2-(4-isobutylphenyl)acetyl]
piperazin-1-yl}diazen-1-ium-1,2-diolat
Natrium-1-{4-[2-methyl-2-(4-isobutylphenyl)acetyl|piperazin-1-yl} diazen-
l-ium-1,2-diolat ~ (108)  stellt ein  Ibuprofenderivat dar. Die
Diazeniumdiolatgruppe ist iiber einen Piperazinlinker mit der Sduregruppe
des Ibuprofenbausteins verkniipft.
2-Methyl-2-(4-isobutylphenyl)essigsdure wurde nach Aktivierung mit CDI
mit mono-Cbz-geschiiztem Piperazin umgesetzt. Nach hydrogenolytischer
Abspaltung  der  Schutzgruppe, erfolgte die Umsetzung mit
Stickstoffmonoxid und &quimolaren Mengen Natriummethanolat unter
anaeroben Bedingungen in einem Gemisch aus Acetonitril und Diethylether
im Verhéltnis 1 : 1 (AAV 7).

o
[ +
K\N_N\\N o
N\) Na’
0)
108
Subst.-Nr.  Ansatz Ansatz Losungs- Synthese-  Ausbeute Reinheit
Edukt Base mittel Dauer [h] [%6]
[mmol] [mmol]
108 1,5 1,5 10 ml 1:1 26 28 Verunreinigung
CH;CN/Et,O durch
Kristallwasser
und
anorganisches

Nitrit

Tab. 8.

108 lieB sich als weilles, amorphes Pulver nur in mifigen Reinheiten
darstellen.
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3.1.6.8 Synthese von
Natrium-(S)-1-{4-[2-methyl-2-(6-methoxynaphthyl)acetyl]piperazin-1-yl-}
diazen-1-ium-1,2-diolat
Natrium-(S)-1-{4-[2-methyl-2-(6-methoxynaphthyl)-acetyl|piperazin-yl-
tdiazen-1-ium-1,2-diolat (109) stellt ein Naproxenderivat dar. Die
Diazeniumdiolatgruppe ist iiber einen Piperazinlinker mit der Sduregruppe
des Naproxenbausteins verkniipft.
S-2-Methyl-2-(6-methoxynaphthyl)essigsdure wurde mit CDI aktiviert und
mit mono-Cbz-geschiiztem Piperazin umgesetzt. Nach hydrogenolytischer
Abspaltung  der  Schutzgruppe, erfolgte die Umsetzung  mit
Stickstoffmonoxid und &quimolaren Mengen Natriummethanolat in
Acetonitril/Diethylether 1:1 zum Diazeniumdiolat (AAV 7).

109

Subst.-Nr. Ansatz Ansatz Losungs- Synthese-  Ausbeute  Reinheit
Edukt Base mittel Dauer [h]  [%]
[mmol]  [mmol]
109 1,7 1,7 10 ml 1:1 46 39 Verunreinigung
CH;CN/Et,0O durch
Kristallwasser
und
anorganisches
Nitrit
Tab. 9.

109 fiel als weies, amorphes, grobes Pulver aus. Laut Elementaranalyse war
immer ein Anteil Nitrit enthalten (siehe Seite 175). Dieses ist
moglicherweise auf die relativ lange Reaktionsdauer zuriickzufiihren.
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3.1.6.9 Synthese von
Natrium-(S)-1-{O-[2-methyl-2-(6-methoxynaphthyl)acetyl] N-(2-
hydroxyethyl)-N-(2-ammonioethyl)amino] }diazen-1-ium-1,2-diolat
Natrium-(S)-1-{O-[2-methyl-2-(6-methoxynaphthyl)acetyl |N-(2-
hydroxyethyl)-N-(2-ammonioethyl)amino]}diazen-1-ium-1,2-diolat (110) ist
ein iiber einen 2-(2-Aminoethylamino)ethanol-Linker  verkniipftes
Diazeniumdiolatderivat von S-Naproxen.
Die mittels CDI aktivierte S-2-Methyl-2-(6-methoxynaphthyl)essigsiaure
wurde mit N,N’-di-Cbz-2-(2-Aminoethylamino)ethanol umgesetzt. Nach
hydrogenolyltischer Abspaltung der beiden Schutzgruppen wurde der Ester
mit Stickstoffmonoxid in einem Gemisch aus Acetonitril und Diethylether
(1:1) versetzt (AAV 6). Ohne dem Zusatz von starken Basen bildete sich das
zwitterionische N(O)NOat 110.

110 N
O
Subst.-Nr. Ansatz  Ansatz Losungs- Synthese-  Ausbeute  Reinheit
Edukt Base mittel Dauer [h]  [%]
[mmol]  [mmol]
110 1,2 -- 10ml 1:1 62 9 Kristallwasser,
CH;CN/Et,O anorganisches
Nitrit und
Losungsmittel
enthalten

Tab. 10.

110 war nur nach langer Synthesedauer zu erhalten. Neben restlichen
Losungsmitteln und Wasser traten Verunreinigungen mit anorganischem
Nitrit auf. Die Substanz wurde als klares, dickfliissiges Ol isoliert und konnte
nicht kristallisiert werden.
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3.1.6.10 Diskussion der Syntheseergebnisse

Betrachtet man die Ergebnisse der Diazeniumdiolatsynthesen kann
festgestellt werden, dass zwitterionische Diazeniumdiolate leichter in hoher
Reinheit zugédnglich sind als die Alkalisalze der Diazeniumdiolate.

107 und 110, obgleich zwitterionische Verbindungen, waren hingegen nur
schlecht darstellbar. Anscheinend wird die Bildung der N(O)NOatgruppe
durch die rdumliche N&he zur Hydroxylgruppe behindert. Des weiteren
scheinen sterische Faktoren die Bildung des N(O)NOats zu beeinflussen.
104, 108, 109 und 110 waren nur in mifligen Reinheiten darstellbar. Bei
allen vier Verbindungen traten Verunreinigungen mit anorganischem Nitrit
auf.
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3.2 Untersuchung der Stickstoffmonoxidfreisetzung von

Diazeniumdiolaten

Als nichstes wurden die Diazeniumdiolate hinsichtlich ihres NO-
Freisetzungsverhaltens untersucht.

Die NO-Freisetzungsprofile wurden bei physiologischer Temperatur von 37
°C und physiologischem pH-Wert von 7,4 bestimmt und die kinetischen
Parameter Zerfallshalbwertszeit und Zerfallsgeschwindigkeitskonstante
ermittelt.

Zusdtzlich wurde der Einfluss der Temperatur auf die NO-Freisetzung
bestimmt und der Einfluss von ausgewéhlten Cytochrom P-450-imitierenden
biomimetischen Systemen auf diese Reaktion untersucht.

Auf Basis dieser Daten wurden Strukturfreisetzungsbeziehungen aufgestellt
und die mogliche Beeinflussung von Cytochrom P-450 auf die NO-
Freisetzung in vivo diskutiert.

Die Freisetzungsuntersuchungen wurden mittels Chemilumineszenz-
Spektroskopie durchgefiihrt.

Zunichst ein Uberblick iiber die Methoden zur Bestimmung von NO.

3.2.1 Methoden zur NO-Bestimmung

In der Literatur sind zahlreiche Bestimmungsmethoden  fiir
Stickstoffmonoxid beschrieben.

Die Wahl der Methode richtet sich nach den Vorgaben, welche durch die Art
des zu untersuchenden Mediums und durch den hieraus entstehenden
Versuchsaufbau resultieren.

Im Folgenden sind einige Parameter aufgefiihrt, die je nach Anforderung zu
beriicksichtigen sind:

e Empfindlichkeit der Methode.
o Moglichkeit neben NO auch noch andere Substanzen wie NO,, NO5
und S-Nitrosothiole bestimmen zu konnen.

e Ausschluss storender Substanzen.
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e Mallstab der Methode (in vivo oder ex vivo, im Gasraum oder im
wissrigen Milieu).
¢ Einfacher, kostengiinstiger Aufbau.

e Anwendung gebrauchlicher Methoden.

Im Folgenden werden verschiedene Methoden kurz dargestellt.

3.2.1.1 Colorimetrische und photometrische Detektion von NO

Colorimetrische und photometrische Bestimmungsverfahren bieten den
wesentlicher Vorteil, dass sie mittels jedes Tiblichen UV/Vis-
Spektralphotometers durchgefiihrt werden kénnen.

Bei diesen Methoden wird Stickstoffmonoxid indirekt iiber eine Farbreaktion
nachgewiesen. Der Nachweis basiert auf einer chemischen Reaktion von
NO, die zu farbigen Produkten fiihrt, welche UV/Vis-spektroskopisch
bestimmt werden konnen.

Die bekannteste Farbreaktion die zur colorimetrischen Bestimmung
Anwendung findet ist die Griess-Reaktion (Schema 27). Mit dieser Methode
wird nicht NO direkt, sondern die Abbauprodukte von NO unter aeroben
Bedingungen bestimmt.

Unter physiologischen Bedingungen kann NO nur nach Freisetzung sehr
hoher NO- Konzentrationen bei Immunabwehr- und Entziindungsreaktionen
mittels indirekter colorimetrischer Bestimmung nachgewiesen werden. Denn
nur bei hoheren Konzentrationen geht NO im biologischen Medium folgende
Reaktionen ein:

NO + 07 . oNoy P, noy s ow
NO + 1/202 - > NO,

NO + NO;, — N2O3 +H;0 2 NO, +2H"

—_—

Schema 26: NO-Abbauwege unter physiologischen Bedingungen, bei denen Nitrit und
Nitrat entstehen.
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Die eigentliche Griess-Reaktion basiert auf der Reaktion von Nitrit in
Gegenwart von Mineralsduren mit primédren aromatischen Aminen zu
Diazoniumsalzen. Deshalb muss vor der Griess-Reaktion Nitrat zu Nitrit
reduziert werden.

Von Cayman Chemicals® wird ein fertiger Nitrit/Nitrat Assay Kit angeboten,
bei dem die Nitratreduktion mittels einer Nitrat-Reduktase erfolgt.

NO, + H3;0" ——=  HNO, + H,0
+
HNO; + H;0" ——= HNO, + H0
H,NO,  + X ———  ONX + H0 (X=NO,, CI', Br, HSO4", SCN)
N X
NH, s
NOX < H
-H,O
SO,NH; SO,NH,
Sulfanilamid
(Griess Reagenz I)
HoN
N 1
X
|I|\I|+ \L NH
N L 9@
N
SO,NH;, (1. . . N/
N-(1 nghthyl)ethylendlamln Azo-Produkt
(Grless-Reagenz ll) (Absorptionsmaximum 540nm)
SO,NH;

Schema 27: Griess-Reaktion: Salpetrige Sdure reagiert unter Sdureeinwirkung zum
Nitrosoacidium-Ion, welches wiederum mit dem Anion der jeweiligen Mineralsédure zum
eigentlichen Agens reagiert. In Perchlorsdure ist z. B. Distickstofftrioxid (ON=NO,) das
nitrosierende Agens und in Halogenwasserstoffsduren das betreffende Nitrosylhalogenid.
AnschlieBend folgt die Kupplung zum Azofarbstoff.

Die Empfindlichkeit colorimetrischer Nachweisverfahren liegt bei 100 nmol
bis 1 umol/l.
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Ein Nachteil dieser indirekten Methoden ist, dass Echtzeitanalysen meist
nicht moglich sind und schon vor der NO-Liberation anwesendes Nitrit und
Nitrat miterfasst wird. Unter physiologischen Bedingungen kann es auch zu
Storungen durch NADPH kommen, welches mit der Griess-Reaktion
interagiert.

Ein dhnliches Verfahren ist der Oxyhdmoglobin-Assay, bei dem NO mit
Oxyhdmoglobin (HbO,) zu Methdmoglobin (metHb) und Nitrat reagiert.
metHb wird anschlieend photometrisch bestimmt. Die Bestimmungsgrenze
liegt bei ca. 1 nmol/l.

3.2.1.2 FElektrochemische Detektion von NO

NO kann von einer metallischen Elektrode (z.B. Platin) durch einen Ein-
Elektrontransfer zur Anode zum Nitrosyl-Kation oxidiert werden.
NO-Elektroden, wie sie z. B. von World Precision Instruments® (WPI) oder
Harvard Apparatus® angeboten werden, besitzen eine hohe Empfindlichkeit.
Die Bestimmungsgrenze liegt bei ca. 10 nM NO.

Moderne elektrochemische NO-Sensoren sind Kombinationselektroden bei
denen die Arbeitselektrode und die Referenzelektrode in der gleichen
elektrisch abgeschirmten Einheit zusammengefasst sind. Hierdurch kdnnen
diese Systeme auch bei sehr geringen Probenvolumina eingesetzt werden.
Ein wesentlicher Vorteil der NO-Elektroden ist neben ihrem relativ
einfachen Aufbau die direkte Bestimmung von NO und das schnelle
Ansprechen auf Konzentrationenveranderungen. Einige Sensoren sind so
klein, dass problemlos auch in vivo-Messungen mdoglich sind.

Die Detektion erfolgt meist amperometrisch. Bei einem positiven Potential
von ungefdhr 900 mV, gemessen gegen die Referenzelektrode, wird NO an
der Arbeitselektrode oxidiert. Hieraus resultiert ein schwacher Redoxstrom,
dessen Stirke sich proportional zur NO-Konzentration verhalt.

Ein Problem der elektrochemischen Bestimmung von NO ist, dass bei einem
Arbeitspotential von ca. 900 mV auch andere in biologischen Systemen
vorkommende Stoffe, wie Dopamin (DA), Serotonin, Ascorbinsdure (AS),
Nitrit und L-Arginin (L-Arg) erfasst werden (Abb. 35) [258].
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Abb. 35: Bei einem Arbeitspotential von 900 mV werden neben NO auch
andere in biologischen Systemen vorkommende Spezies erfasst. (nach
Zhang [258])

Um die elektrochemischen NO-Sensoren selektiver flir Stickstoffmonoxid zu
gestalten, wurde die Elektrodenoberfliche modifiziert. Durch Einfithrung
einer Nafion-Membran konnten anionische Stoffe von der Arbeitselektrode
abgeschirmt werden. Auf diese Weise konnte die Storung durch Stoffe wie
Ascorbinsdure und Nitrit verhindert werden. Die Storung von biogenen
Aminen und anderen Kationen konnte durch spezielle und wenig
kationendurchldssige Membranen und durch Teilchengrofenselektion

weitgehend unterbunden werden.

AniAgCl Arbeitselektrode

spezielle Membran

Abb. 36: NO-Sensor der Firma Word Precision Intruments": Die Arbeitselektrode besteht
aus Graphit, die Bezugselektrode ist ein Ag/Ag” Element. Durch die spezielle Membran
konnen ionische Verbindungen weitgehend von der Arbeitselektrode ferngehalten
werden. Nur Dopamin (DA) fiihrt noch zu einem geringen Stromfluss (nach [259]).
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3.2.1.3 Elektronenspin-Resonanz-Spektroskopie

Die  Elektronenspin-Resonanz-Spektroskopie (ESR-Spektroskopie oder
Electron-Paramagnetic-Resonace (EPR)) arbeitet nach einem &dhnlichen
Prinzip wie die NMR-Spektroskopie. Neben einigen elektrochemischen
Verfahren eignet sich die ESR-Spektroskopie auch zur in vivo Bestimmung
von NO.

ESR-Spektren geben iiber den Radikalcharakter und iiber die
Wabhrscheinlichkeit des ortlichen Aufenthalts des ungepaarten Elektrons im
Molekiils Auskuntt.

ESR-spektroskopisch konnen nur Radikale erfasst werden, da das
magnetische Moment des freien Elektrons fiir die Messung herangezogen
wird.

Aufgrund des Pauli-Prinzips sind in nichtradikalischen Molekiilen stets alle
Elektronen spinkompensiert. Sie weisen kein magnetisches Moment auf und
ergeben daher im ESR-Spektrum kein Signal.

Da das magnetische Moment des Elektrons fast 200 mal grofer ist als das
des Protons, wird im Gegensatz zur NMR-Spektroskopie elektromagnetische
Strahlung im Mikrowellenbereich (bei einem Feld von 0,3 T etwa 10 GHz)
verwendet.

In einem angelegten Magnetfeld nehmen ungepaarte Elektronen zwei
unterschiedliche Energiezustinde mit gegensatzlich ausgerichtetem Spin ein
(Zeeman-Effekt).

Die Elektronen richten sich entweder parallel zum Magnetfeld aus (- '),
wozu nur ein geringerer Energieaufwand notwendig ist, oder sie orientieren
sich in entgegengesetzter Richtung (+ '2) (Abb. 37). Die Resonanzbedingung
in der ESR-Spektroskopie ist erfiillt, wenn eine elektromagnetische Welle
mit der Frequenz (v), die der Differenz dieser Energiezustinde entspricht,
eingestrahlt wird. Zusétzlich konnen Elektronen unter Energieaufnahme in
hohere Energieniveaus wechseln. Entsprechend der Auswahlregeln sind
Ubergiinge von + % zu — % bzw. — % zu + % mdglich. Mit steigendem
Magnetfeld und der hieraus resultierenden Aufspaltung wird der Abstand
zwischen den Niveaus zunehmend grofler (AE1) bzw. kleiner (AE2) (Abb.
37). Die Resonanzbedingung in der Laser-Magnet-Resonanz-Spektroskopie
(LMRS) st erfiillt, wenn eine elektromagnetische Welle mit der Frequenz

(v), die der Differenz dieser Energiezustinde entspricht, eingestrahlt wird
(Abb. 37 rechter Teil).
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Abb. 37: Aufspaltung der Energiezustinde des ungepaarten Elektrons eines Radikals im
Magnetfeld. Mit steigendem Magnetfeld wird der A E2 kleiner.

Das in Abb. 38 dargestellte ESR-Spektrum wird erhalten, wenn die
Mikrowellen-Absorption bei einer Anderung der Feldstirke registriert wird.
Die Lage des Signals gibt Aufschluss iiber die Art des Radikals und die
Intensitit des Signals ist proportional zur Konzentration.

3000 3300 3600

Magretfeld [Gs]
Abb. 38: ESR Signal eines NO-Fe(DETC),-Komplexes (nach Plonka [260]).

Die Detektion des NO Signals ist im ESR schwierig. Daher wird NO mit
sogenannten Spintrap-Molekiilen umgesetzt, mit denen NO stabile
radikalische Komplexe bildet. Als Komplexbildner werden z. B.
Héamoglobin und Eisen-Dithiocarbamat (Fe(DETC),) verwendet. Das in
Abb. 38 dargestellte ESR-Signal stammt von einem NO-Fe(DETC),-
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Komplex. In vivo wird die dritte Komponente der Hyperfeinstruktur zur
Bestimmung herangezogen, da die erste und zweite Komponente oft durch
das Signal des Cu(DETC), iiberlagert wird [261]. Die Nachweisgrenze liegt
bei etwa 1nmol/l.

3.2.1.4 Laser-Magnet-Resonanz-Spektroskopie

Die Laser-Magnet-Resonanz-Spektroskopie (LMRS) ist der ESR-
Spektroskopie verwandt. Der Unterschied besteht in der Wellenldnge der
verwendeten elektromagnetischen Strahlung. Anstelle von Mikrowellen wird
Strahlung mit Wellenldngen im fernen und mittleren infraroten Bereich
verwendet.

Bei der LMRS ist die Resonanzbedingung erfiillt, wenn Elektronen unter
Energieaufnahme in hohere Energieniveaus wechseln (Abb. 37 rechter Teil).
Bei der LMRS gibt NO selbst schon ein auswertbares Signal, so dass die
Anwendung von Spintrap-Technik nicht notwendig ist.

Horstmann  setzte  dieses  Verfahren zur  Untersuchung  des
Freisetzungverhalten von N(O)NOaten ein [262].

Der Vorteil der LMRS ist die direkte Bestimmung von NO, wodurch eine
Echtzeitanalyse von sich verdndernden NO-Konzentrationen moglich ist.
Nachteil der Methode ist der relativ hohe apparative Aufwand und dasss NO
nicht direkt in vivo bzw. in Losung gemessen werden kann.
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3.2.1.5 Chemilumineszenz-Spektroskopie

Die Chemilumineszenz-Spektroskopie ist eines der hidufigsten zitierten
Bestimmungsverfahren fiir Stickstoffmonoxid. Sie stellt ein sehr selektives
Bestimmungsverfahren fiir NO dar. Es ist ein von ,,der Bestimmung aus
gesehenes indirektes Nachweisverfahren, da nicht NO selbst detektiert
wird, sondern die Emission von Lichtquanten nach der Reaktion von NO mit
Ozon zu angeregtem NO, oder von NO mit Wasserstoffperoxid zu
Peroxynitrit, welches anschlieBend Luminol oxidiert.

Viele kommerzielle NO-Detektoren, wie auch der in dieser Arbeit
verwendete Nitric Oxide Analyzer des Marktfiihrers SIEVERS® Instruments
und der CLD 822 S hr von Eco Physics®, arbeiten nach diesem Messprinzip.

Stickstoffmonoxid wird mit Ozon zu angeregtem Stickstoffdioxid (NO,")
und  Sauerstoff umgesetzt. NO, geht unter Emission von
elektromagnetischer Strahlung anschlieBend wieder in seinen Grundzustand
tiber [263, 264]. Das emittierte Licht umfasst den Wellenldngenbereich von
640 — 3000 nm mit einem Maximum bei 1200 nm.

Diese Lumineszenz wird photoelektrisch detektiert und aufgezeichnet. Wird
ein groBer O;-Uberschuss eingesetzt, ist die Intensitit der
elektromagnetischen Strahlung so gut wie proportional zum NO-
Stoffmengenanteil im Probengas.

NO + 03 NO,* + O

NOy* . NO, +  Licht

Schema 28: Reaktion von NO mit Ozon zu angeregtem Stickstoffdioxid und Sauerstoff.
Die beim Ubergang von NO," in den Grundzustand emittierte elektromagnetische
Strahlung wird photoelektrisch registriert und ist zu der NO-Stoffmenge proportional.

Das emittierte Licht umfasst den Wellenldngenbereich von 640-3000 nm mit
einem Maximum bei 1200 nm.
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3.2.1.6 Weitere Nachweisverfahren

Neben den erwidhnten Nachweisverfahren kann NO, nach Reaktion mit
nichtfluoreszierenden Stoffen zu fluoreszierenden Stoffen, mittels
Fluoreszenz-Spektroskopie nachgewiesen werden [265].

3.2.2 Anwendung der Chemilumineszenz-Spektroskopie

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Freisetzungsverhalten der
synthetisierten ~ Diazeniumdiolate = mittels  Ozon-Chemilumineszenz-
Spektroskopie untersucht.

Im Folgenden wird auf die Durchfiihrung der Messung mit dem Nitric Oxide
Analyzer Sievers NOA™ 280 ausfiihrlicher eingegangen.

3.2.2.1 Versuchsaufbau der NO-Messung mit dem Sievers NOA™ 280

Wie schon unter 3.2.1.5 beschrieben, basiert die Ozon-Chemilumineszenz-
Spektroskopie auf der Reaktion von NO mit O; unter Sauerstoffausschluss
zu O, und NO,.

NOz* kehrt anschlielend unter Emission von Licht in seinen Grundzustand
zuriick.

Die Wellenldnge des emittierten Lichts ist unter den herrschenden
Bedingungen selektiv fiir die Detektion von NO. Allerdings ist die
abgestrahlte Lichtenergie erheblich schwécher als die nach der Reaktion von
NO mit molekularem Sauerstoff. Die Umsetzung von NO mit O, ist aber
wegen der fiir NO nicht selektiven Wellenldnge des emittierten Lichts nicht
einsetzbar.

Der Sievers NOA™ 280 besteht im wesentlichen aus den Folgenden
Bauelementen:

1. Bauelemente der eigentlichen Messapparatur

e (Ozongenerator, der aus Sauerstoff, welcher 5 % CO, als Trockenmittel
enthélt, O; generiert.
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e Reaktionszelle, in der ein absoluter Druck von 6—10 Torr (ca. 8-13

mbar) herrscht, zur Umsetzung von NO mit O; unter Lichtausschluss.
(Durch den Unterdruck wird mdgliches ,,Quenching® der Chemilumineszenz
durch Weiterreaktion von NOZ* mit eventuell anderen enthaltenen Gasmolekiilen
vermieden.)

e Photomultiplier, der zur Steigerung der Empfindlichkeit das emittierte
Licht vervielfiltigt. Der Photomultiplier wird stidndig auf ca. —10 °C
gekiihlt, um die Funktion aufrecht zu erhalten.

e Photoelektrische Detektionseinheit zur Detektion des durch den
Photomultiplier verstdarkten emittierten Lichts.

e Vakuumpumpe, die zum einem den im System herrschenden
Unterdruck konstant hidlt und zum anderen den Einstrom des
Probentrigergases begiinstigt.

Fiir die Messung mit dem Sievers NOA™ 280 muss NO in der Gasphase
vorliegen um mittels eines Trigergases in die eigentliche Messzelle
uberfiihrt werden zu konnen. Dieses zeigt ein gewisses Manko der
Chemilumineszenz-Spektroskopie auf. Wird NO, welches von Substanzen
die ,,in Losung® vorliegen freigesetzt wird, bestimmt, muss das NO unter
Sauerstoffausschluss quantitativ aus der Losung ausgetrieben werden. Hierzu
ist der Sievers NOA™ 280 mit einer Liberationszelle, dem ,Purge Vessel*
verbunden.

2. Bauelemente der Liberationszelle:

e thermostatisierbare Liberationszelle, deren Boden mit einer
gasdurchldssigen Fritte ausgestattet ist. Am oberen Ende der
Liberationszelle befindet sich ein Durchstechseptum, um unter
anaeroben Bedingungen Proben- und Reaktionslosungen
einbringen zu kénnen. Uber die Fritte ist die Liberationszelle
mit einem tiiber ein Nadelventil regulierbaren Tragergaseingang
verbunden. Das obere Ende ist an einen Kiihler gekoppelt, der
zum Abtrennen von Feuchtigkeit dient. Zum einfachen Reinigen
ist das Gefdll mit einem Auslasshahn versehen.

o Tragergasflasche, die trockenen und hochreinen Stickstoff oder
Argon enthélt. Die Gasflasche ist mit dem Trigergaseingang der
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Liberationszelle verbunden. In die Leitung zwischen
Trégergasflasche und Liberationszelle ist ein Flowmeter zur
Kontrolle der Flussrate geschaltet.

e Verbindungseinheit, welche die Liberationszelle mit der
Messeinheit iiber einen lipophilen Filter und eine Fritte
verbindet. Die Fritte gewédhrleistet, neben der Abtrennung von
weiteren  storenden Bestandteilen, einen gleichmiafligen
Trégergasstrom in die Reaktionszelle der Messeinheit.

t. Durchstechseptum zur Injektion von Proben- und Reaktionsldsung
i Kihler
F
Lo N hermaostatisierbare Liberationszelle
¥
i
iy

s Fritte

zur NO-Messeinheit

Tragergaseingang

Flowmeter

Abb. 39: Liberationszelle des Sievers NOA™ 280.

3.2.2.2 Prinzipielle Durchfiihrung der NO-Messung aus wdssrigen
Lésungen mit dem Sievers NOA™ 280

Nachdem die eigentliche Messeinheit betriebsbereit ist, wird die
Trégergasflasche gedffnet und die Liberationszelle verschlossen. Der
Tragergastrom wird iiber das Nadelventil so reguliert, dass die Flussrate bei
200 ml/min liegt. Hierdurch wird das System anaerobisiert und Losungen in
der thermostatisierten Liberationszelle werden so durchstromt, dass fiir eine
ausreichende Durchmischung gesorgt ist.

In der Liberationszelle freigesetztes NO wird vom Tréagergas erfasst und in
die Reaktionszelle der NO-Messeinheit transportiert.
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Das in der Reaktionszelle emittierte Licht wird in ein elektrisches Signal
umgewandelt und als Spannung in Millivolt (mV) angegeben. Uber eine
computergestiitzte Auswertung erfolgt die Auftragung der Spannung (U)
gegen die Zeit (t). Die gemessene Spannung ist proportional zur NO-
Stoffmenge, welche sich in der Reaktionszelle befindet.

3.2.2.3 Kalibrierung des Sievers NOA™ 280

Um freigesetztes NO quantitativ bestimmen zu konnen, ist es notwendig,
dass eine tdgliche Kalibrierung durchgefithrt wird und nach erfolgter
Messung eine Uberpriifung der Kalibrierung erfolgt.

Das System kann zum einen mit einem Kalibriergas, welches in Stickstoff
oder Argon eine definierte Menge NO enthdlt, oder mittels einer
Kaliumnitritlosung (KNO,-Losung) kalibriert werden.

Die Kalibrierung mittels der KNO,-Losung basiert auf der quantitativen
Umsetzung von NO, mit Iodid (I') zu NO und Iod (I,) in Eisessig unter
anaeroben Bedingungen.

NOy + I + 2H30"

NO + uIL, + 3H0O

Schema 29: Umsetzung von Nitrit mit lodid in sauren Losungen zu Stickstoffmonoxid,
Iod und Wasser.

Mit Hilfe der computergestiitzten Auswerteeinheit ist es moglich die nach
Injektionen von unterschiedlichen Mengen einer 5 pmolaren KNO,-Losung
erhaltenen Peakflichen gegen die NO-Konzentration aufzutragen und auf
diese Weise eine Kalibriergerade zu erzeugen (Abb. 40). Auf Grundlage
dieser Kalibriergeraden wird iiber die Peakfliche die freigesetzte NO-
Stoffmenge bestimmt.

Zur Erstellung der Kalibiergeraden werden 5 verschiedene Volumina einer 5
umolaren Nitritlosung je dreimal in 2 ml einer Vorlage aus 0,5 molarer
Kaliumiodidlosung in Eisessig injiziert.
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Abb. 40: Beispiel einer Kalibriergeraden fiir die quantitative Messung von NO mit dem
Sievers NOA™ 280.

Die Kalibrierung mit Nitrit hat den Vorteil, dass NO wie bei den spédteren
Messungen aus einer wéssrigen Losung freigesetzt wird und somit die NO-
Wasserloslichkeit Beriicksichtigung findet. Die Volumina der Kalibrier- und
Messlosung in der Liberationszelle werden aus diesem Grund vereinheitlicht.

3.2.2.4 “Response” - und “lag time”

Um schnelle Verdnderungen der NO-Konzentration mdglichst richtig
verfolgen zu konnen, ist zum einen eine schnelle Reaktion der
Detektionseinheit  (,,response time*) und zum anderen eine schnelle
Uberfithrung des freigesetzten Stickstoffmonoxids aus der Liberationszelle
in die Reaktionszelle der Messeinheit (,,lag time*) notwendig. Die ,,response
time* ist vom Hersteller mit 600 Millisekunden (ms) angegeben. Die ,lag
time* ist abhidngig von der Lange der Schlauchverbindungen von der
Liberationszelle zur Reaktionszelle, vom Volumen der Messlosung und von
der Flussrate des Tragergases. Die ,lag time* betrdgt bei einer Flussrate von
200 ml/min., einem Volumen der Messlosung von 2 ml und einer
Schlauchldnge von ca. 200 cm ca. 2 Sekunden (s.). Damit betrdgt die Zeit



Seite 117

zwischen der Verdnderung der NO-Konzentration in der Liberationszelle
und der Verdnderung des Signals an der Messeinheit ca. 2,6 s (,,response® +
,lag time*).

3.2.2.5 Probenvorbereitung

Fiir die Bestimmung der Freisetzungsprofile werden die Diazeniumdiolate in
0,01 M NaOH-Losung gelost. Die Diazeniumdiolatkonzentration wird
entsprechend der zu erwartenden Zerfallshalbwertszeit wie folgt gewahlt.
Bei N(O)NOaten mit einer Halbwertszeit von weniger als 10 min wird eine
Konzentration von 250-400 pmol/l gewidhlt. N(O)NOate mit einer
Halbwertszeit von mehr als 100 min werden in Konzentrationen von 1,75—
2,5 mmol/l injiziert. Desto kiirzer die Halbwertszeit, desto geringer muss die
Konzentration der zu injizierenden Losung gewdhlt werden, um in den
Messbereich des NO-Analyzers zu kommen.

Als Vorlage wird Phosphatpufferlosung pH 7,5 in einem Volumen von 2,0
ml gewéhlt. Phorphyrinzusitze werden in dquimolarer Konzentration zum
Diazeniumdiolat vorher mit der Pufferlosung gemischt. lodosobenzol wird,
wenn nichts anderes angegeben ist, im zehnfachen molaren Uberschuss zum
Diazeniumdiolat der Pufferlosung zugesetzt.

3.2.2.6 [Injektion der Priiflosung

Anfangs wurde die Pufferlosung in die auf 37 °C temperierte
Liberationszelle vorgelegt. Die Liberationszelle wurde verschlossen und mit
Tragergas gleichmiBig durchstromt. Als Trigergas wurde Argon 6.0
verwendet. Argon hat im Vergleich zu Stickstoff die groBere spezifische
Dichte, wodurch die vollstindige Verdrangung von Luftsauerstoff aus der
Liberationszelle einfacher sichergestellt werden kann.

Nach der Temperierung der Pufferlosung auf 37 °C, wurde das
Diazeniumdiolat in Volumina von 10 — 100 pl mittels einer HPLC-Spritze
durch das Septum injiziert.

Bei dieser Injektionstechnik iiberlagerte sich am Anfang der Injektion die
Zugabe des N(O)NOates mit der NO-Freisetzung aus dem N(O)NOat
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(gleichzeitige NO-Abnahme und ,NO-Zugabe®). Dieses fiihrte zu
Freisetzungskurven deren ,,oberer Teil* wie gekappt erschien.

Eine  bessere  Injektionsmethode  besteht  darin, zuerst die
Diazeniumdiolatlosung in die leere, anaerobisierte und vom Trigergas
durchstromte Liberationszelle zu injizieren und anschlieBend die 2,0 ml der
zuvor auf 37 °C temperierten, mit Stickstoff oder Argon begasten
Pufferldsung hinzuzufiigen. Hierdurch kann die Uberlagerung von
N(O)NOat-Zugabe und NO-Freisetzung vermieden werden.

3.2.2.7 Auswertung der Freisetzungsuntersuchungen

Die Messung der NO-Freisetzung aus Diazeniumdiolaten fiihrt zu typischen
Freisetzungskurven (Abb. 41), die ausgewertet Aufschluss iiber die
Freisetzungskinetik und die freigesetzte NO-Stoffmenge geben.

[NO] ppm

0 100 200 300 400 500 600
Zeit (s)

Abb. 41: Typischer Verlauf der NO-Freisetzung eines Diazeniumdiolates am Beispiel von
106 bei pH 7,4 und 37 °C, aufgenommen mit dem Sievers NOA™ 280.

Die Kinetik wird durch die Zerfallsgeschwindigkeitskonstante bzw.
Zerfallshalbwertszeit charakterisiert, welche von den Freisetzungskurven
abgeleitet werden kann. Die Stoffmenge des freigesetzten NO kann mit Hilfe
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des Kurvenintegrals durch die computergestiitzte Auswerteeinheit berechnet
werden.

3.2.2.8 Bestimmung der Freisetzungskinetik

Die in Abb. 41 dargestellte mittels Chemilumineszenz-Spektroskopie
aufgenommene Kurve zeigt den typischen Verlauf einer NO-Freisetzung aus
einem N-Diazeniumdiolat. Dem schnellen Anstieg auf ein Maximum folgt
ein langsamer, exponentieller Abfall der NO-Konzentration zum
Ausgangswert.

Um mit Hilfe dieser Kurve die Freisetzungskonstanten berechnen zu konnen,
wird zundchst die Reaktionsgleichung der sdurekatalysierten Dissoziation
von N(O)NOaten in wéssrigen Losungen und deren NO-Freisetzung in die
Gasphase betrachtet (Schema 30).

o

R\ + R R
N—N + H CNH o+ 2 )

R \\N—O' & NOaq 'R/NH + (1-4) 2NOxg + a 2NOgs

A B C

0 <a <lI; a: relativer Anteil

Schema 30: Saurekatalysierte Dissoziation von Diazeniumdiolaten und die Freisetzung
von NO in die Gasphase (modifiziert nach [262]).

Nach dieser Gleichung verlduft die Stickstoffmonoxidliberation in zwei
Schritten: Das Diazeniumdiolat (A) dissoziiert in der nicht basischen Losung
zum sekundéren Amin und zu zwei Aquivalenten geldstem NO (NO,, (B)).
NO,q bleibt in seiner gelosten Form bis es zur Phasengrenze diffundiert ist.
Der durch die Durchflusszelle geleitete Gasstrom durchmischt gleichméBig
die Pufferlosung und sorgt flir eine VergrofBerung der Phasengrenze, so dass
freigesetztes NO schnell in den Gasraum gelangt.

An der Phasengrenze gelangt das NO in den Gasraum und wird als NOg,
zur Detektionszelle transportiert, wobei ein geringer Teil in der Pufferlosung
verbleibt (1-a). Die Konstante a gibt den Anteil vom Stickstoffmonoxid an,
der nicht in der Losung verbleibt, sondern vom Trigergas aufgenommen
wird.
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Fir beide Schritte kann eine Reaktion 1. Ordnung angenommen werden.
Vereinfacht kann die Reaktion auch wie in Schema 31 dargestellt werden.

A ki ko C

Schema 31: Allgemeiner Verlauf der NO-Freisetzung aus Diazeniumdiolaten in der
Liberationszelle des Sievers NOA™ 28. A: Gelostes N(O)NOat, B: NOyq, C: NOgys.

Schema 31 zeigt somit eine Folgereaktion 1. Ordnung, wie sie z. B. auch fiir
den Zerfall eines radioaktiven Stoffes A zu C, mit dem Zwischenprodukt B
bekannt ist.

Die Konzentrationen von A, B und C kénnen mit den in Abb. 42 genannten
Gleichungen berechnet werden.

[AlL = [Alp ™"

Alpk
(B, = [kio_ kll (et ey

1
[Clt = [Alo |:]— 1(2—-1(1 (ks kit K, e_kzt):|

Abb. 42: Gleichungen zur Berechnung der Konzentration von A, B und C [266].

Stellt man die c/t-Gesetze der drei Stoffe A, B und C in einem Diagramm
dar, erhdlt man fiir den Fall das k; << k; ist, den in Abb. 43 dargestellten
Verlauf.

u}

[}
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I

[ALIBLICT /[A]

[}
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Zeit /k
Abb. 43: c/t-Kurven der Folgereaktion mit k; << k.
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Die Konzentration von B iiber die Zeit zeigt einen sehr flachen
Kurvenverlauf, da die Geschwindigkeitskonstante k, nach Schema 31,
welche die Geschwindigkeit des Ubergangs von NO aus der wissrigen
Losung in die Gasphase charakterisiert, fir den Fall der mit Argon
durchstrémten Liberationszelle, sehr grof ist.

Da das freigesetzte Stickstoffmonoxid in einem offenen System gemessenen
wird, zeigen die erhaltenen Freisetzungskurven nicht den Verlauf von C. Der
gleichmifige Gasfluss durch das offene System verhindert die Anreicherung
von NO in der Spektroskopiezelle. Hierdurch gibt die erhaltene
Freisetzungskurve vielmehr Auskunft dariiber, wie viel NO pro Zeiteinheit
in die Gasphase libergeht.

Wie beschrieben, ist fiir die Freisetzung von NO in der
Durchflussliberationszelle k, >> k; und folglich die Konzentration des
Zwischenproduktes B sehr gering. Da B nur in sehr geringen
Konzentrationen auftritt, ist es fiir die Abschitzung von k; vernachlassigbar
und nach dem Auftragen von In (rate) gegen die Zeit kann durch lineare
Regressionsanalyse des exponentiellen Abschnittes, k; aus der Steigung
(Steigung = -k;) und durch Umrechnung dieser nach Gleichung 4 (Abb. 44),
die Halbwertszeit t,, berechnet werden.

t1/2=1n2/k1

Abb. 44: Gleichung 4 zur Berechnung von ty, aus k;.

Die Werte, die fiir k; erhalten werden, stellen nur einen Schiatzwert fiir den
tatsdchlichen Wert von k; dar. Der gemessene Wert fiir k; wird unter den
gegebenen Messbedingungen durch die Flussrate und das Volumen der
Pufferlosung und ggf. zusitzlich durch die Bildung von Nebenprodukten bei
der Dissoziation der N(O)NOate beeinflusst.

Deshalb wird im Folgenden nicht von k;, sondern besser von Kkgps
gesprochen. Alle angegebenen Zerfallshalbwertszeiten stellen somit
ebenfalls nur beobachtete Zerfallshalbwertszeiten dar.

*  In (rate) ist der natiirliche Logarithmus der NO-Menge, die pro Zeiteinheit in die Gasphase iibergeht.
** Siehe Kapitel 3.1.1.4
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Abb. 45 zeigt die halblogarithmische Darstellung von der in Abb. 41
gezeigten Freisetzungskurve.

y =-0,0044x + 6,5314
R?=0,9992

In [NO] ppm

0 100 200 300 400 500 600 700
Zeit (s)

Abb. 45: Darstellung von In (rate) gegen die Zeit. Die rote Linie stellt die
Regressionsgerade fiir den nun linearen Teil der Kurve dar. Aus der Steigung erhélt man
einen Wert fiir -kqps und nach Gleichung 4 eine beobachtete Zerfallshalbwertszeit.

3.2.2.9 Grenzen der Methode

Fiir Diazeniumdiolate mit einer sehr langen Zerfallshalbwertszeit, die NO
tiber viele Stunden freisetzen, wird die Bestimmungsmethode durch die
Laufleistung des Sievers NOA™ 280 begrenzt. Wird die Messung eines
swSlow-releasers “ aus diesem Grund vorzeitig abgebrochen, ist es mdoglich
tiber die Steigung eines Teils der halblogarithmisch dargestellten
Freisetzungskurve, die beobachtete Zerfallsgeschwindigkeitskonstante zu
bestimmen. Der ,.fehlende Teil* der Freisetzungskurve wird hierdurch im
Prinzip extrapoliert. Eine andere Moglichkeit besteht darin, den NOA™ 280
nach Erreichen der maximalen Laufleistung sofort wieder erneut zu starten
und durch Extrapolation den relativ kurzen fehlenden Teil der
Freisetzungskurve zu ergénzen.

Im anderen Extrem der sehr schnell freisetzenden Verbindungen, deren
Halbwertszeit bei  wenigen Sekunden liegt, ist die gewdihlte
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Versuchsanordnung ungeeignet. Die gemessene Halbwertszeit wiirde hier
nicht durch die Dissoziation des N(O)NOates, sondern durch den Transport
des freigesetzten NOs durch Pufferlosung und Gasphase zur Detektorzelle
bestimmt werden. Die Zeit, die fiir den Gastransport bendtigt wird, ist umso
grofer, je geringer die Flussrate des Triagergases ist. Durch Erhéhung der
Flussrate konnte die Transportzeit verkiirzt und somit die Empfindlichkeit
der Methode in bezug auf die Bestimmung von ks und t,, erhoht werden.
Fiir die Messung mit dem Sievers NOA™ 280 wird die Flussrate allerdings
durch die Fritte am Detektoreingang und durch die Leistung der
Vakuumpumpe auf ca. 250 ml/min. begrenzt. Die Fritte lasst keine hoheren
Flussraten zu, ohne dass ein Uberdruck in der Liberationszelle und im
Leitungssystem zum Detektor aufbaut wird. Die Vakuumpumpe hingegen
muss in der Reaktionszelle einen absoluten Druck von ca. 10 Torr
gewihrleisten, welches nur bis zur angegebenen Flussrate moglich ist.

3.2.2.10 Physikalische Einflussfaktoren bei der NO-Messung mit dem
Sievers NOA™ 280

Die NO-Freisetzungsprofile von Diazeniumdiolaten hingen nicht nur von
der chemischen Struktur des eingesetzten NO-Donators ab, sondern werden
im wesentlichen auch von Temperatur und pH-Wert des Reaktionsmediums
beeinflusst [222].

Schon geringe Variationen der H;0"-Ionenkonzentration und der Temperatur
konnen zu starken Verdnderungen der Freisetzungsgeschwindigkeiten
fiihren.

Zusitzlich zu der Temperatur und dem pH-Wert, konnen methodische
Parameter den Verlauf der Freisetzungskurve beeinflussen. Hierzu gehoren
die Flussrate, das Volumen des Reaktionsmediums und die Form und Grof3e
der verwendeten Liberationszelle.

Um die Zerfallsgeschwindigkeitskonstanten und Zerfallshalbwertszeiten der
verschiedenen Diazeniumdiolate vergleichen zu konnen und reproduzierbare
Werte zu erhalten, 1st es deshalb unbedingt notwendig, die
Freisetzungsbedingungen beziiglich der genannten Parameter zu
standardisieren und deren Konstanz zu gewahrleisten.
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Fir die Sicherstellung einer gleichbleibenden Flussrate ist im
Versuchsaufbau ein Flowmeter in den Tragergasstrom zwischengeschaltet.
Das Flowmeter wird vor der Liberationszelle in die Verbindung zwischen
dem Druckreduzierer der Argonstahlflasche und der Liberationszelle
eingebaut. Wenn die Liberationszelle und das Leitungssystem zum Detektor
sichergestellt gasdicht sind, kann auf diese Weise die Flussrate mit
ausreichender Genauigkeit mit Hilfe des Flowmeters bestimmt werden.

Um immer eine einheitliche Menge Reaktionsmedium zu gewdhrleisten,
wird das Volumen der Pufferlosung auf 2,0 ml standardisiert.

Die Konstanz des pH-Wertes wird durch die Verwendung einer
Phosphatpufferlosung mit einer ausreichenden Pufferkapazitit garantiert.
Durch strikte Thermostatisierung ( +/- 0,15 °C) der Freisetzungszelle kann
eine konstante Temperatur wahrend der NO-Liberation der N(O)NOate
sichergestellt werden.

Um einen kleinen Eindruck des Einflusses der Temperatur auf die
Halbwertszeit zu bekommen, wurden Messungen bei unterschiedlichen
Temperaturen durchgefiihrt, deren Ergebnisse im folgenden Kapitel
vorgestellt werden.
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3.2.3 Temperaturabhingige NO-Freisetzung

Abb. 46 zeigt die Freisetzungskurven von 109 bei 20 und 37 °C in
Phosphatpufferlosung pH 7.4.

[NO] pprm

0

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Zeit (5)

Abb. 46: Die Zerfallshalbwertszeit von 109 bei pH 7,4 betrdgt bei 20 °C 2310,5 s (38,5
min) und bei 37 °C 347 s (5,78 min) (Injektionstechnik: Vorlage der Pufferlosung).

Die Temperaturerhohung von 20 °C auf 37 °C fiihrt zu einer erheblichen
Verringerung der Zerfallshalbwertszeit auf ca. '/; des Wertes bei 20 °C.
Dieses verdeutlicht, dass Temperaturverdnderungen zu einer sehr
ausgeprigten Verdanderung der Zerfallshalbwertszeit fiihren. Somit ist neben
der Pufferung des pH-Wertes auf pH 7,4 eine strikte Temperaturkonstanz
notwendig, um reproduzierbare Messergebnisse zu erhalten. Bei den
Messungen wurde die Temperatur der Liberationszelle durch ein kalibriertes
Wasserbad konstant auf 37 +/- 0,15 °C bzw. 20 +/- 0,15 °C gehalten.

Neben einer konstanten Thermostatisierung der Liberationszelle ist es
notwendig die Pufferlosung vor der Injektion ebenfalls auf die erforderliche
Temperatur zu thermostatisieren, um nicht in der Initialphase der NO-
Freisetzung geringe Temperaturschwankungen zu verursachen. In der Praxis
wurde die Pufferlosung im Wasserbad vom Thermostaten der
Liberationszelle exakt auf die gleiche Temperatur wie die Liberationszelle
erwarmt.
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3.2.4 Struktur-Freisetzungsbezichung von Diazeniumdiolaten

Die Zerfallshalbwertszeiten von Diazeniumdiolaten werden neben der
Temperatur und dem pH-Wert mafigeblich von der chemischen Struktur
determiniert. Das Spektrum der Zerfallshalbwertszeiten literaturbekannter
Diazeniumdiolate reicht von wenigen Sekunden bis zu einem Tag [222].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zum einen unterschiedlich substituierte 1-
(Piperazin-1-yl-)diazeniumdiolate und zum anderen zwitterionische
N(O)NOate hinsichtlich ihrer Zerfallshalbwertszeiten analysiert. Als weiterer
Vergleich wurde Natrium-1-(piperidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat
herangezogen (Durchfithrung AAV 9).
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3.2.4.1 Struktur-Freisetzungsbeziehung der 1-(Piperazin-1-yl)diazen-1-
ium-1,2-diolate

Die untersuchten 1-(Piperazin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolate zeigen deutlich
unterschiedliche Zerfallshalbwertszeiten. Der strukturelle Unterschied der
untersuchten Substanzen besteht in der unterschiedlichen Substitution an
Position 4 des Piperazinbausteins.

104, 105, 108 und 109 sind 1-(4-Acylpiperazin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-
diolate. 105 1st mit Essigsdure und 108 sowie 109 sind mit 2-Methyl-2-
arylessigsduren acyliert. 104 stellt ein Carbamidsiureester (Urethan) dar und
106 1st ein in Position 4 mit Ammonioethan alkyliertes 1-(Piperazin-1-
yl)diazen-1-ium-1,2-diolat.

Abb. 47 zeigt die Freisetzungskurven der 1-(Piperazin-1-yl)diazen-1-ium-
1,2-diolate 1im Vergleich zu Natrium-1-(piperidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-
diolat (49).
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i

- o 3t
ey

950 1450 1850

Zeit (=)

Abb.  47:  Freisetzungskurven  unterschiedlich  substituierter  1-(Piperazin-1-
yl)diazeniumdiolate im Vergleich zu Natrium-1-(piperidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat.

Die Freisetzungskurven der drei Diazeniumdiolate 105, 108 und 109
verlaufen relativ dhnlich. Die Zerfallshalbwertszeiten liegen zwischen 300
und 400 s. 104 zeigt eine deutlich kiirzere Zerfallshalbwertszeit von etwas
mehr als 100 s.
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106 liegt mit einer Zerfallshalbwertszeit von etwas iiber 150 s zwischen den
ermittelten Zerfallshalbwertszeiten von 104 und der Diazeniumdiolate 105,
108 und 109.

49 zeigt eine erheblich kiirzere Zerfallshalbwertszeit von ca. 27 s.

Abb. 48 stellt die Strukturformeln der 1-(Piperazin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-
diolate und von Natrium-1-(piperidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat sortiert
nach ihren Zerfallshalbwertszeiten gegeniiber.

D b Y |
| . + .
N N N N+
A A A S
| _
O'Na® O'Na* O O'Na®
49 104 106 108
Abb. 48.

Nach Davies und Dutton ist die Protonierung des Aminstickstoffs der
entscheidende Schritt bei der NO-Freisetzung aus Diazeniumdiolaten [225,
246].

Hieraus resultiert, dass die Basizitit des Aminstickstoffs mit dem die
N(O)NOatgruppe verkniipft ist einen wesentlichen Einfluss auf die
Zerfallshalbwertszeit des Diazeniumdiolats besitzt.

Die Basizitit ist abhidngig von der Substitution des Aminstickstoffs.

Einen groflen Einfluss auf die Basizitit besitzen induktive Effekte. Neben
diesen konnen auch sterische Effekte eine Rolle spielen.

Auf Grund dieser Basis ist folgende Erkldrung fiir die unterschiedlichen
Zerfallshalbwertszeiten der 1-(Piperazin-1-yl)diazeniumdiolate
untereinander und im Vergleich zum 49 postulierbar:
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Die Basizitit des Piperidinstickstoffs ist deutlich grofer als die der
Piperazinstickstoffe (Piperidin pka = 11,12; Piperazin pka = 9,83). Die
Basizitit des Stickstoffs in Position 1 der 1-(Piperazin-1-yl)diazeniumdiolate
ist teilweise zusitzlich durch die Substitution in Position 4 des Piperazins
abgeschwicht. Dieses konnte die deutlich kiirzere Zerfallshalbwertszeit von
49 im Vergleich zu den 1-(Piperazin-1-yl)diazeniumdiolaten erklédren.

Der -I-Effekt der 2-Aminoethylgruppe von 106 ist schwécher, als der
elektronenziehende Effekt der Acylreste der Diazeniumdiolate 105, 108 und
109. Hieraus resultiert eine hohere Basizitdt des Stickstoffs in Position 1 des
Piperazinbausteins von 106 im Vergleich zu den Acylpiperazinderivaten.
Der partielle Doppelbindungscharakter der Carbonsdureamidfunktion
unterstiitzt den —I-Effekt auf das ,tertidre” Amin von 105, 108 und 109
(Abb. 49).

R__O R. O
T L.
) — U]
N N
L+ L
o °N o °N
(|)' Na* cl)‘ Na*

Abb. 49: Mesomere Grenzformen der Carbonsdureamidfunktion.

Betrachtet man die Zerfallshalbwertszeiten der N(O)NOate 105, 108 und 109
untereinander, so zeigt 108 die kiirzeste Halbwertszeit, welches auf die
hochste Basizitdit des Piperazinstickstoffs in  Position 1 der
Acylpiperazinderivate schlieBen 14ft.

Der groflere —I-Effekt des Restes in Position 4 von 109 im Vergleich zu 108
lasst sich durch die Methoxygruppe in Position 6 des Naphthalinbausteins
erkléaren.

Eine mogliche Erklarung fiir die lange Zerfallshalbwertszeit von 105 ist der
im Vergleich zu den anderen Substanzen stédrkste -1-Effekt des Acylrestes in
Position 4, welcher durch den kurzen Alkylrest der zugrundeliegenden
Carbonsdure bedingt ist.
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Bei 104 liegt anstelle der Carbonsdureamid- eine Carbamidsdureestergruppe
vor. Diese ist im Gegensatz zur Carbonsdureamidgruppe weniger durch
Mesomerie stabilisiert, wodurch der —I-Effekt geringer ausgepragt ist.
Hieraus resultiert eine hohere Basizitit des Stickstoffs in Position 1 und
folglich eine kiirzere Zerfallshalbwertszeit.

Die Zerfallshalbwertszeit wird neben der Basizitidt auch noch von anderen
Faktoren beeinflusst. Horstmann konnte zeigen, dass moglicherweise auch
Nachbargruppeneffekte eine Rolle spielen, die den Einfluss der Basizitit des
Aminstickstoffs sogar {iberlagern konnen. So zeigte Dinatrium-1-(2-
carboxylpiperidin-1-yl)diazeniumdiolat eine um  viermal  kiirzere
Zerfallshalbwertszeit als 49 [262]. Hieraus lieBe sich ableiten, dass
insbesondere bei 108 und 109 eventuell auch andere strukturelle Gruppen
der NSAID-Sauren mit der N(O)NOatgruppe in Wechselwirkung treten oder
die unterschiedliche sterische Abschirmung des ,,tertidren® Amins eine Rolle
spielt.

Tabelle 11 stellt die beobachteten Zerfallshalbwertszeiten und die
beobachteten Zerfallsgeschwindigkeitskonstanten gegentiber.

Diazeniumdiolat t %2 (s) Kobs. (™)
49 26,9 +/- 0,9 0,0258 +/- 8,710
104 106,6 +/- 7,5 0,0065 +/- 7,1¥107°
105 410,8 +/- 44,5 0,0017 +/- 1,7*107*
106 155,8 +/- 2,5 0,0045 +/- 7,1*10°
108 301,4 +/- 25,2 0,0023 +/- 2,1*10™*
109 346,6 +/- 69,3 0,002 +/- 6,6*10™

Tab. 11.
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3.2.4.2  Struktur-Freisetzungsbeziehung der zwitterionischen Diazenium-

diolate mit aliphatischer Aminstruktur

Die untersuchten zwitterionischen Diazeniumdiolate mit aliphatischer
Aminstruktur zeigen deutlich unterschiedliche Zerfallshalbwertszeiten.

41 stellt  ein  Triaminderivat  dar. 107 ist ein  2-(2-
Aminoethylamino)ethanolderivat und 110 der 2-Methyl-2-(6-
methoxynaphtylessigsdureester von 107. 48 hingegen ist ein Diaminderivat.
Die Alkylketten zwischen den funktionellen Gruppen sind bei 51, 107 und
110 gleich lang. 48 hingegen weist einen Propylrest und eine
Propylengruppe auf (Abb 51).

Abb. 50 zeigt die Freisetzungsprofile der untersuchten zwitterionischen
Diazeniumdiolate mit aliphatischer Aminstruktur.
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Abb. 50: NO-Freisetzungsprofile der zwitterionischen Diazeniumdiolate mit aliphatischer
Aminstruktur.

Die kiirzeste Zerfallshalbwertszeit zeigt 48 mit etwa 15 min.

Das Triaminderivat 41 zeigt die langste Zerfallshalbwertszeit mit ca. 22 h.
Die 2-(2-Ammonioethylamino)ethanolderivate 107 und 110 liegen mit 120
bzw. 193 min dazwischen.
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Abb. 51 stellt die Strukturformeln der zwitterionischen Diazeniumdiolate mit
aliphatischer =~ Aminstruktur ~ sortiert nach  ihren  beobachteten
Zerfallshalbwertszeiten gegeniiber:

HO
? + /N_O_ 2 +//N_O
N—N —  N—N <
\ N -
(0} (0)
+ H;sN*
HsN
48 107
Abb. 51.

Wird davon ausgegangen, dass die Basizitét des Stickstoffs in Position 1 des
Piperazins die Zerfallshalbwertszeit determiniert, lieBen sich die
unterschiedlichen Zerfallshalbwertszeiten wie folgt erklédren:

48 zeigt die schnellste NO-Freisetzung, da zum einen der Propylrest einen
leichten +1-Effekt ausiibt und der —I-Effekt der 3-Ammoniopropylgruppe im
Vergleich zu den Substituenten der Diazeniumdiolate 41, 107 und 110 am
geringsten ist. AuBBerdem ist das ,,tertidre Amin im Vergleich zu dem in 41,
107 und 110 am wenigsten sterisch behindert.

Die ldangere Zerfallshalbwertszeit von 110 im Vergleich zu 107 lieBe sich
durch den ausgepriagteren —I-Effekt auf das ,tertidre“ Amin erkldren,
welcher durch die Veresterung der OH-Gruppe entsteht. Des weiteren wird
das ,tertidre Amin moglicherweise durch den 2-Methyl-2-(6-
methoxynaphthyl)essigsdurebausteins von 110 stdrker sterisch abgeschirmt
als nur durch die freie Hydroxylgruppe in 107.

41 zeigt eine auBBergewohnlich lange Zerfallshalbwertszeit, die mehr als eine
Zehnerpotenz grofer ist als die von 107.

Die ausgeprégte Stabilitidt von 41 ldsst sich wie folgt erklaren: Die primire
Aminogruppe stellt wahrscheinlich die basischste Gruppe im Molekiil dar,
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da die Basizitit der ,tertidren Aminogruppe durch die benachbarten
Gruppen abgeschwicht wird. Dieses bedeutet, dass die primére
Aminogruppe  zuerst  protoniert wird, wodurch eine zweite
Ammoniumfunktion im Molekiil entsteht. 41 triagt jetzt eine unkompensierte
positive Ladung, wodurch die Protonierung der ,teridren“ Aminogruppe
erschwert oder so gut wie unmoglich gemacht wird, da das positiv geladene
Proton jetzt von dem positiv geladenen Molekiil abgestolen wird. Dieses
erklart die ausgeprigte Stabilitit des zwitterionische Triaminderivates, in
dem die primédre Aminogruppe eine Art Schutzbase fiir das Diazeniumdiolat
darstellt.

Allein durch die unterschiedliche Basizitit der ,tertidren Aminogruppen
lassen  sich  die unterschiedlichen  Zerfallshalbwertszeiten  aller
zwitterionischen Diazeniumdiolate mit aliphatischer Aminstruktur nicht
ausreichend erkléren.

Als eine weitere Ursache fiir die unterschiedlichen Zerfallshalbwertszeiten
der Substanzen kann die Stabilisierung der Diazeniumdiolatgruppe durch
intramolekulare Wasserstoffbriickenbildung postuliert werden [240].

41  besitzt an der ,tertidren® Aminogruppe, welche mit der
Diazeniumdiolatgruppe verknlipft ist, eine benachbarte Aminoethyl- und
eine Ammonioethylgruppe. Diese beiden Gruppen sind in der Lage mit der
Diazeniumdiolatgruppe Wasserstoffbriicken auszubilden, wodurch sich die
hohere Stabilitit erkldren lasst (Abb. 52 (111)).
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Abb. 52: Intramolekulare Wasserstoffbriickenbildung von zwitterionischen Diazenium-
diolaten.
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48, 107 und 110, welche nur eine Aminfunktion in Nachbarstellung zum
otertidiren® Amin, welches mit der Diazeniumdiolatgruppe verkniipft ist,
besitzen, konnen nur eine intramolekulare Wasserstoffbriicke ausbilden und
sind entsprechend instabiler (Abb. 52 (112)).

Hrabie beobachtete, dass der rdumliche Abstand zwischen der
Diazeniumdiolatgruppe und der zur Wasserstoffbriickenbildung zur
Verfiigung stehenden Amino- oder Ammoniumgruppe einen Einfluss auf die
Zerfallshalbwertszeit hat. Zwitterionischen Diazeniumdiolate, bei denen die
Htertidre® Aminogruppe, welche mit der N(O)NOatgruppe verkniipft ist, mit
einer Aminoethyl- oder Ammonioethylgruppe alkyliert ist, weisen deutlich
langere Zerfallshalbwertszeiten auf als entsprechende Derivate mit
Aminopropyl- oder Aminobutylgruppen [240].

Zusammengefasst konnen die unterschiedlichen Zerfallshalbwertszeiten der
zwitterionischen Diazeniumdiolate wie folgt erklart werden:

Bei 41 ist der ,,Schutzbaseneffekt durch die primdre Aminogruppe
ausschlaggebend fiir die hohe Stabilitat. Die Moglichkeit zur Ausbildung
von zwel Wasserstoffbriicken zur Diazeniumdiolatgruppe wirkt zusitzlich
erhohend auf die Besténdigkeit.

107 und 110 besitzen keine benachbarte primire Aminogruppe und kénnen
nur eine intramolekulare Wasserstoffbriicke ausbilden, welches dazu fiihrt,
dass die Stabilitdt gegeniiber 41 deutlich erniedrigt ist. Die unterschiedliche
Stabilitit von 107 und 110 kann durch die unterschiedliche Basizitit der
Htertidren® Aminogruppe erklart werden, welche durch induktive und
sterische Effekte bedingt wird.

Die vergleichsweise kurze Zerfallshalbwertszeit von 48 ldsst sich zum einen
durch die hohere Basizitit der ,tertidren* Aminogruppe erkliaren, die aus der
geringeren sterischen Abschirmung und des geringeren —I-Effektes auf das
Htertidre® Amin resultiert und zum anderen durch die lingere Alkylkette
zwischen der Diazeniumdiolatgruppe und der Ammoniogruppe, welche bei
der intramolekularen Wasserstoffbriickenbindung zur Ausbildung eines
Achtringes (Abb. 52: x = 3) anstatt eines Siebenringes (Abb. 52: x = 2), wie
bei 41, 107 und 110 fiihrt.
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Tabelle 12 stellt die beobachteten Zerfallshalbwertszeiten und die
beobachteten Zerfallsgeschwindigkeitskonstanten gegeniiber:

Diazeniumdiolat

t % (s)

kobs. (S-l)

48
41
107
110

888,5 +/- 193,4
79220 (22h) +/- 1853
7188,2 +/- 444,7
11552,5 +/- 485,2

8,00 x 10™ +/- 1,7*10™
8,75 x 10° +/- 2,1*10”"
9,70 x 10 +/- 5,8*10°®
6,00 x 10 +/- 2,6*10°

Tab. 12.
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3.2.5 Beeinflussung der Zerfallshalbwertszeit von Diazeniumdiolaten durch

Cytochrom P-450-imitierende biomimetische Systeme

Héamproteine wie Cytochrom P-450 sind sowohl an der reduktiven als auch
an der oxidativen Freisetzung von NO aus verschiedenen Klassen von NO-
Donatoren beteiligt [233-236].

In diesem Kapitel wird der Einfluss von Cytochrom P-450 unter zur
Hilfenahme von biomimetischen Systemen auf die Zerfallshalbwertszeit von
Diazeniumdiolaten in vitro untersucht.

Cytochrom P-450 gehort zu den Monooxygenasen, die Sauerstoff durch
Aufnahme von Elektronen zu aktivieren vermdgen und hierdurch Substrate
oxidieren konnen. Sie sind dadurch gekennzeichnet, dass sie ein
Sauerstoffatom aus O, auf ihr Substrat libertragen, wobei das andere zu
Wasser reduziert wird. Aufgrund dieser Doppelfunktion, Oxidation des
Substrats und Reduktion von Sauerstoff, werden sie auch als
mischfunktionelle Oxygenasen bezeichnet. Sie gehdren zu den in den
Membranen des endoplasmatischen Retikulums gebundenen Enzymen, die
bei der fraktionierten Zentrifugation nach den Zellkernen und den
Mitrochondrien bei ca. 100 000 g mit den Bruchstiicken der Membranen, den
Mikrosomen, sedimentieren und werden deshalb auch als mikrosomale
Enzyme bezeichnet.

An der Umsetzung von Substraten durch Cytochrom P-450 sind des weiteren
folgende Faktoren beteiligt: ein Flavinenzym, NADPH-Cytochrom-P-450-
Reduktase, welche die Oxidation von NADPH katalysiert und die
Reduktionsdquivalente auf Cytochrom P-450 iibertrdgt, und Phospholipide
[267].

Urspriinglich wurde Cytochrom P-450 in den Lebermikrosomen von Tieren
gefunden. Heute sind mehr als 500 verschiedene Isoformen in den
unterschiedlichsten Lebensformen, wie allen eukaryontischen Organismen
und in einigen Prokaryonten, bekannt [268, 269].

Beim Menschen sind mittlerweile {iber 50 verschiedene Formen beschrieben.
Im Saugetierorganismus besitzt die Leber den hochsten Gehalt und die
hochste Aktivitdt an Cytochrom P-450. Daneben wurden in den wichtigsten
Eintrittspforten fiir Fremdstoffe, wie dem Magen-Darm-Trakt, der Lunge
und der Haut und in vielen anderen Geweben Cytochrom P-450 katalysierte
Oxidationen nachgewiesen.
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In der Leber stellen Cytochrom P-450-abhingige Monooxygenasen typische
Entgiftungsenzyme dar [270]. Durch die relativ geringe Selektivitit werden
auch korpereigene Substrate, wie Fettsduren, Aminosduren und Hormone
umgesetzt.

Typische Reaktionen, die von Cytochrom P-450-haltige Monooyxgenasen
katalysiert werden, sind aromatische Hydroxylierungen, Epoxidierungen
olefinischer und aromatischer Doppelbindungen, oxidative Desalkylierungen
von N-, O- und S-Alkylverbindungen, oxidative Desaminierungen und
Oxidationen von Thioethern und Aminen zu Sulfoxiden und
Hydroxylaminen [271].

Alle Cytochrom P-450 Isoenzyme, welche zu den Hédm-Thiolat-Enzymen
gehoren, besitzen ein Zentraleisenion, welches koordinativ in eine
Protoporphyrineinheit eingebunden ist [272]. Die Bindung zum Enzym
erfolgt liber einen Thiolat-Liganden an das Eisen-Zentrum, welches im
Ruhezustand als sechsfach koordinierter Fe(Ill)-low-spin-Komplex vorliegt.

Bindet ein Substrat an die hydrophobe Bindungsstelle in der Nihe des
Eisen(Ill)-Zentrums, so geht unter Verdringung von Wasser als sechsten
Liganden, der Komplex in einen fiinffach koordinierten high-spin-Zustand
tiber (Schema 32 (2)). Das Redoxpotential wird hierdurch auf +170 mV
angehoben [273, 274].

Im zweiten Schritt wird der Komplex durch NADPH iiber die Flavoproteine
FAD-FMN zum substratgebundenen Fe(II)-high-spin-Komplex reduziert (3)
(Aufnahme des ersten Elektrons).

Anschliefend wird molekularer Sauerstoff an das Ham-Eisen gebunden und
es entsteht ein Fe(Ill)-low-spin-Komplex (4) (Superoxo-Komplex).

Im Folgenden erfolgt die Ubertragung eines zweiten Elektrons auf den
gebundenen Sauerstoff unter Ausbildung eines Peroxo-Komplexes (5),
wobei auch immer etwas Wasserstoffperoxid entsteht.

Nun disproportioniert der gebundene Sauerstoff nach Anlagerung von
Protonen unter Abspaltung von Wasser.
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"shunt" Mechanismus

Schema 32: Katalytischer Zyklus von Cytochrom P-450.

Es kommt zur Ausbildung einer hochvalenten Eisenoxospezies (6), dem
Fe(IV)low-spin-Zustand. Fiir die aktivierte Sauerstoffspezies, die auch als
Oxenoid oder Ferryl-Sauerstoff-Komplex ([FeO]’") bezeichnet wird, lassen
sich folgende mesomere Grenzformen formulieren:

— \% v N
P-Fe—O- - P-Fe=0O - P-Fe=0O)

b c

Abb. 53: Verschiedene mesomere Grenzformen der hochvalenten Eisenoxospezies 6. Das
Eisen-Oxo-Porphyrinradikalkation (c) stellt nach spektroskopischen Befunden die
wahrscheinlichste Grenzstruktur dar [286, 287].
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Die aktive Spezies konnte bisher nicht direkt beobachtet werden und wurde
aus spektroskopischen Daten, gefundenen Produktspektren und theoretischen
Berechnungen abgeleitet. Eine weitere Moglichkeit ist die Lokalisation des
ungepaarten Elektrons am Schwefel des Thiolatliganden.

Aus den verschiedenen aktivierten Stufen des katalytischen Zyklus werden
die unterschiedlichen Reaktionen katalysiert [275].

Das Peroxo-Eisen (5 in Schema 32) katalysiert nukleophile Reaktionen, das
Hydroperoxo-Eisen (entsteht als Zwischenstufe nach Protonierung und vor
der Wasserabspaltung zwischen dem 5. und 6. Schritt des katalytischen
Zyklus nach Schema 32) nukleophile oder elektrophile Reaktionen und das
Oxenoid-Eisen elektrophile Reaktionen [276].

Im sechsten Schritt reagiert das Substrat mit dem ,,aktivierten Sauerstoff™
zum oxygenierten Produkt in dem z. B. bei Hydroxylierungen von
Kohlenwasserstoffen ein Wasserstoffradikal vom Substrat auf diesen
Komplex {ibertragen wird. Dabei entsteht ein Kohlenwasserstoffradikal,
welches sehr schnell mit der aktivierten Fe-OH-Gruppe reagiert (,,Rebound*-
Mechanismus nach [270]). AnschlieBend dissoziiert das oxygenierte Produkt
ab, und das Oxyferrylkation (Oxenoid) lagert Wasser an und kehrt in seinen
Grundzustand zuriick (1) [277].

Bei Substraten mit niedrigem Oxidationspotential wird an Stelle des
Wasserstoffradikals ein Elektron abstrahiert [267].

Durch Zugabe von Sauerstoff-Donatoren wie Peroxoverbindungen oder
Iodosobenzol (Iodosylbenzol) zum substratgebundenen Cytochrom P-450
kann der Zyklus abgekiirzt werden (,,shunt Mechanismus®). Die Schritte der
Reduktion des Komplexes (zweiter Schritt im Zyklus), der Bindung von
molekularem Sauerstoff im dritten Schritt und die Reduktion des
gebundenen Sauerstoffs im vierten Schritt werden auf diese Weise
umgangen, da der Sauerstoff in Peroxoverbindungen und im Iodosobenzol
schon ,,vorreduziert® ist.

Hierbei flihrt die Reaktion nach Bindung des Substrats direkt zur Peroxo-
Eisen- bzw. zur Oxenoid-Zwischenstufe [278].

Im biomimetischen System ist das chelatisierte Eisen des Enzyms durch
einen niedermolekularen Metallkomplex ersetzt. Der Metallkomplex dient
als Analoga der prosthetischen Gruppe von Hamenzymen. Sie sind in der
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Lage verschiedene Oxidationsreaktionen bzw. Oxygenierungen zu
katalysieren [279].

Als Beispiel fiir Enzymkatalyse wurden Porphyrine mit Fe(Ill)- oder
Mn(Ill)-lonen  als  Zentralionen = verwendet, da  bei  diesen
Einelektroneniibertragungen moglich sind.

Im oxidativen biomimetischen System kann nicht mit molekularem
Sauerstoff gearbeitet werden, da im katalytischen Zyklus von Cytochrom P-
450 dieser in Gegenwart von Metallporphyrinen reduktiv gespalten wird.
Der Sauerstoff miisste neben einem geeigneten Reduktionsmittel eingesetzt
werden, welches experimentell eine rdumliche Trennung von
Reduktionsmittel und Metall-lon erfordern wiirde.

Aus diesem Grund wird im biomimetischen Modellsystem lodosobenzol als
Sauerstoffdonator, in dem der Sauerstoff schon mit der Oxidationsstufe —2
vorliegt, verwendet.

Metalloporphyrine zeichnen sich einerseits als effiziente Katalysatoren aus
und sind andererseits recht stabil gegenliber den eingesetzten
Sauerstoffdonatoren. Axiale Liganden erhohen die Reaktivitit der
Verbindungen.  Elektronenziehende  oder  sterisch  anspruchsvolle
Substituenten an den Phenyl- oder Pyrrolresten konnen die Stabilitat erhdhen
[280-282].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Tetraphenylporphyrin-Eisen-,
Tetraphenylporphyrin-Mangan- und Tetrapyridylporphyrin-Mangan-
Komplexe verwendet.

5,10,15,20-Tetrakis-(2,3,4,5,6-pentafluorophenyl)-2 1 H,23 H-porphyrin-
Fe(Ill)chlorid (57) (FeTFPPCI)

5,10,15,20-Tetrakis-(2,3,4,5,6-pentafluorophenyl)-21H,23 H-porphyrin-
Mn(IIT)chlorid (58) (MnTFPPCI)

5,10,15,20-Tetraphenyl-21H,23 H-porphyrin-Fe(III)chlorid (59) (FeTPPCI)
5,10,15,20-Tetraphenyl-21H,23 H-porphyrin-Mn(I1I)chlorid (60) (MnTPPCI)

5,10,15,20-Tetrakis-(-N-methyl-4-pyridyl)-21H,23 H-porphyrin-Mn(I1I)
pentachlorid (61) (MnT,MPyPCls)
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/cr
MnT4MPyPCl
M=F¢" . Fe TPPCI 59 nlaMPyPCSs 61

M=Mn"": MnTPPCI 60

cr

M=Fe*" : Fe TEPPCl 57
M=Mn'": MnTFPPCI 58

Abb. 54: Als Katalysatoren verwendete Metalloporphyrine.

Als Sauerstoffdonator diente lodosobenzol (62):

10 I
+2¢,+2H"
-H,0

62 113

Schema 33: Todosobenzol kann relativ leicht Sauerstoff abgeben, wobei es 2 Elektronen
aufnimmt.
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Iodosobenzol (IOPh) ist eine unbestindige Substanz, die schon beim
Stehenlassen, rascher beim Erhitzen, zu lodbenzol (113) und Iodylbenzol
disproportioniert [283].

IOPh wurde zuerst von Lichtenberger als Sauerstoffquelle eingesetzt [284].
Der Sauerstoff wird aufgrund der geringen Bindungsenergie von 221,9
kJ/mol leicht abgegeben, wobei lodbenzol entsteht (Schema 33).
Iodosobenzol ist als Sauerstoffdonator in den biomimetischen Systemen gut
geeignet, da weder lodoso- noch Iodbenzol leicht oxidierbar sind und es
somit zu keinen storenden Reaktionen mit dem Metall-Sauerstoffkomplex
kommen kann.

Fiir die Untersuchung des Einflusses der verschiedenen biomimetischen
Systeme auf die NO-Freisetzung der untersuchten Diazeniumdiolate wurden
folgende Standardbedingungen festgelegt: Die Flussrate wurde auf 200
ml/min, das Volumen der Pufferlosung auf 2,0 ml, die Temperatur auf 37 °C
und der pH-Wert auf 7,4 standardisiert. Wenn im entsprechenden Kapitel
nichts anderes angegeben ist, wurde das Metalloporphyrin im dquimolaren
Verhiltnis zum N(O)NOat und IOPh im zehnfachen molaren Uberschuss
nach AAV 10 zugesetzt.

Um die Werte fiir ks, die aus den Freisetzungsprofilen unter Zusatz von
Metalloporphyrin/IOPh ermittelt werden, mit k. der Freisetzung in
Pufferlosung pH 7,4 ohne Zusdtze besser vergleichen zu konnen, wird auch
Kier.obs, Destimmit. ke ops. Stellt kops, in Relation zu ks, der NO-Freisetzung des
jeweiligen N(O)NOates ohne Beeinflussung durch Cytochrom P-450-
imitierende biomimetische Systeme dar. Hierfiir wird ki o, jeweils fiir die
Liberation ohne Zusdtze von Cytochrom P-450-imitierende biomimetische
Systeme gleich 1 gesetzt.
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3.2.5.1 FEinfluss der ausgewdhlten biomimetischen Systeme auf das NO-
Freisetzungsverhalten von 106

Abb. 55 zeigt den Einfluss der ausgewidhlten biomimetischen Systeme auf
den Verlaufe der NO-Freisetzung von 106.

[NO] ppm

0 100 200 300 400 500 600

Zeit (5)

Abb. 55: Verschiedene NO-Freisetzungsprofile von 106 in Abhidngigkeit von im
biomimetischen = System verwendeten Metalloporphyrin im  Vergleich zum
Freisetzungsprofil der NO-Freisetzung in reiner Pufferlosung pH 7,4 und nur unter Zusatz
von [OPh (Erkldrung im Text).

Kurve 1 zeigt das Feisetzungsverhalten von 106 in reiner Pufferlosung pH
7,4 (t2=15635).

Unter dem Einfluss von allen Cytochrom P-450-imitierenden
biomimetischen Systemen kommt es zu einer deutlichen Zunahme der
Zerfallsgeschwindigkeit von 106.

Die Verwendung von MnT;MPyPCl;s (Kurve 2), MnTFPPCI (Kurve 3), oder
FeTFPPCIl (Kurve 4) im oxidativen System, fiihrt zu einer Zunahme der
Zerfallsgeschwindigkeit von 106 und somit zu einer Abnahme der
Zerfallshalbwertszeit auf ca. 96 — 99 s.

Wird das unsubstituierte Tetraphenylporphyrin FeTPPCI (Kurve 5) oder
MnTPPCI (Kurve 6) im biomimetischen System verwendet, verringert sich
die Zerfallshalbwertszeit auf ca. 56 bzw. 38 s.
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Zusammengefasst filhrt MnTPPCl zu der groften Verringerung der
Zerfallshalbwertszeit. Das Freisetzungsprofil zeigt die grofte beobachtete

Zerfallsgeschwindigkeit.

Die pentafluorierten Tetraphenylporphyrine (FeTFPPCl und MnTFPPCI)
und das kationische Tetrapyridylporphyrin (MnTsMPyPCls) zeigen etwa die

gleiche katalytische Effektivitit.

Der alleinige Zusatz von IOPh (Kurve 7) fiihrt nur zu einer geringfiigigen,
kaum signifikanten Zunahme der NO-Freisetzungsgeschwindigkeit.

Tabelle 13 zeigt die beobachteten Zerfallshalbwertszeiten, die beobachteten
Zerfallsgeschwindigkeitskonstanten k.., und die relativen, beobachteten

Zerfallsgeschwindigkeitskonstanten ke ops..

13.

Kurve g i donator % (s) ovs. (57)  Kretobs.
1 -- 155,8 +/- 2,5  0,0045 +/- 7,1*10° 1
2 MnT4MPyPCls + IOPh 99,2 +/- 12,9  0,0071 +/- 9,2*10* 1,58
3 MnTFPPCI + IOPh 98,4 +/- 6,2 0,0071 +/- 4,6*10* 1,58
4 FeTFPPCI  + IOPh 96,0 +/- 5,2 0,0072 +/- 3,7*10* 1,6
5 FeTPPCI + |OPh 56,5 +/- 4,6 0,0097 +/- 5,7*10° 2,16
6 MnTPPCI + IOPh 37,8 +/-1,4 0,0183 +/- 6,6*10* 4,07
7 - IOPh 147,14 +/-5,5  0,0047 +/- 2,1*10* 1,04

Tab.
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3.2.5.2 FEinfluss der ausgewdhlten biomimetischen Systeme auf das NO-
Freisetzungsverhalten von 104

Tabelle 14 zeigt die unterschiedlichen Zerfallshalbwertszeiten und Zerfalls-
geschwindigkeitskonstanten von 104 unter dem Einfluss der ausgewéhlten
Cytochrom P-450-imitierenden Systeme im Vergleich zu der Freisetzung in
reiner Pufferlosung pH 7,4.

Metalloporphyrin + -
porphy t Y% (S) Kobs. (S 1) Krel.obs.

Sauerstoffdonator
- 106,6 +/- 7,5  0,0065 +/- 7,1*10™ 1

FeTFPPCI + I0OPh 94,38 +/- 9,7 0,0082 +/- 1,0*10'3 1,26
MnTFPPCI + IOPh 479 +/- 4,5 0,0146 +/- 4,4*10'3 2,25
FeTPPCI + I0OPh 66,5 +/- 23,6 0,0112 +/- 3,3*10'3 1,72
MnTPPCI + |IOPh 76,6 +/- 19,5 0,0094+/- 2,1*10'3 1,45
MnT4MPyPCls + IOPh 29,62 +/- 5,3 0,0234 +/- 5,1*10'3 3,60
Tab. 14.

Wie aus Tabelle 14 ersichtlich, nimmt die Zerfallsgeschwindigkeit von 104
in Gegenwart der Cytochrom P-450-imitierenden Systeme um ca. das 7 bis
3,6 fache zu. FeTFPPCI zeigt die geringste katalytische Wirkung, gefolgt
von MnTPPCI und FeTPPCI. MnTFPPCI fiihrt etwa zur 2 Y4 fachen NO-
Freisetzungsgeschwindigkeit. Zur der im Vergleich schnellsten NO-
Liberation fiihrt MnT,;MPyPCl;s mit der 3,6 fachen Zerfallsgeschwindigkeit.
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3.2.5.3 FEinfluss der ausgewdhlten biomimetischen Systeme auf das NO-
Freisetzungsverhalten von 105

Tabelle 15 zeigt die unterschiedlichen Zerfallshalbwertszeiten und Zerfalls-
geschwindigkeitskonstanten von 105 unter dem Einfluss der ausgewéhlten
Cytochrom P-450-imitierenden Systeme im Vergleich zu der Freisetzung in
reiner Pufferlosung pH 7,4.

Metalloporphyrin + .
p p y t ]/2 (S) kobs_ (S 1) krel.obs.

Sauerstoffdonator
= 410.6 +/- 44,47 0,0017 +/- 1,7°10° 1

FeTEPPCI  + IOPh 330,1 +/- 0 0,0021 +/- 0 1,17
MnTEPPCI  + IOPh 2480 +/-182 0,0024 +/- 6,2*10* 1,33
FeTPPC + 10Ph 3367 +/-255 0,0021 +/- 15*10% 117
MnTPPCI + 10Ph 163.7 +/- 13,62 0,0043 +/- 3,5*210* 2,39
MnT.MPyPCls + 10Ph 73,7 +/-20,65 0,0100 +/-2,9°10° 555
MnT,MPyCls  + 10Ph 2785 +/-22.3  0,0025+/- 2,010 1,39
zweiter Teil

Tab. 15.

Wie aus Tabelle 15 ersichtlich, fithren die beiden Eisenporphyrine
FeTFPPCI und FeTPPCI zu einer vergleichsweise geringen Zunahme der
Zerfallsgeschwindigkeit.

Das pentafluorierte Mangan-Tetraphenylporphyrin MnTFPPCI zeigt eine
deutlichere Zunahme der Zerfallsgeschwindigkeit; die Zerfallshalbwertszeit
sinkt auf 248 s.

Unter dem Einfluss von MnTPPCI im oxidierenden System kommt es zur
deutlichsten Zunahme der Zerfallsgeschwindigkeit.

[TTC] ppim

ZLeit (=)
Abb. 56 Freisetzungsprofil von 105 in Gegenwart von MnT4sMPyPCls und IOPh.
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Das kationische Mangan-Tetrapyridylporphyrin (MnTsMPyPCls) fiihrt zu
einem zweigeteilten Verlauf der Freisetzungskurve (Abb. 56).

Innerhalb der ersten Minute kommt es zu einer erheblichen Zunahme der
Zerfallsgeschwindigkeit (ca. 555 %) im Vergleich zur Liberation in
Pufferlosung ohne  Zusdtze. Nach einer Minute liegt die
Zerfallsgeschwindigkeit nur um ca. 39 % hoher als bei der Messung in reiner
Pufferlosung pH 7,4.

3.2.5.4 Einfluss der ausgewdhliten biomimetischen Systeme auf das NO-

Freisetzungsverhalten von 49

49 1st das Diazeniumdiolat von Piperidin, welches mit etwa 27 s (pH 7,4; 37
°C) die kiirzeste Zerfallshalbwertszeit von allen untersuchten
Diazeniumdiolaten zeigt. Wie die Werte aus Tabelle 16 verdeutlichen,
kommt es unter dem Einfluss aller Metalloporphyrine in Kombination mit
IOPh zu einer Zunahme der Zerfallsgeschwindigkeit.

Metalloporphyrin + )
porpny t % (s) Kobs. (S 1) Krel.obs.

Sauerstoffdonator
- 26,9+/-0,9  0,0258 +/- 8,7*10™ 1

FeTFPPCI + IOPh 8,0+/-1,9 0,0913 +/- 2,4*107 3,54
MnTFPPCI + IOPh 18,8 +/- 0,6 0,0369 +/- 1,0x10° 1,43
FeTPPCI + IOPh 10,8 +/- 0,8 0,0643 +/- 4,710 2,49
MnTPPCI + IOPh 9,9 +/- 2,3 0,0733 +/- 1,6*107 2,84
MnT,;MPyPCls + IOPh 16,2 +/- 2,5 0,0436 +/- 6,710 1,69
Tab. 16.

Die stirkste Zunahme der Zerfallsgeschwindigkeit wird durch die
Verwendung von FeTFPPCIl im biomimetischen Modellsystem mit etwa der
3 % fachen Geschwindigkeit gegeniiber der Freisetzung in reiner
Pufferlosung pH 7,4 erreicht. FeTPPCI und MnTPPCI als Katalysatoren im
Modellsystem zeigen eine etwas schwicherer Wirkung, fithren aber noch zu
der ca. 2 2 fachen bzw. ca. 2,8 fachen NO-Freisetzungsgeschwindigkeit.
MnT MPyPCls und MnTFPPCI zeigen hier die geringste Effektivitat.
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3.2.5.5 FEinfluss der ausgewdhlten biomimetischen Systeme auf das NO-
Freisetzungsverhalten von 108

Das 2-Methyl-2-phenylessigsdurederivat 108 setzt unter Einwirkung der

Metalloporphyrine und IOPh deutlich schneller Stickstoffmonoxid frei als

nur in Pufferlésung pH 7.,4.

Metalloporphyrin + t % (s) Kobs. (™) Krel.obs.

Sauerstoffdonator
-- 301,4 +/-8,7  0,0023 +/- 6,8*10° 1

FeTFPPCI  +10Ph 40,3 +/-5,8  0,0176 +/- 3,0x103 7,6
MnTEPPCI  + |OPh 31,7+/-4,0  0,0224 +/- 3,6*103 9,7
FeTPPCI +|0Ph 48,8 +/-5,3  0,0142 +/- 1,7*103 6,2
MnTPPCI +10Ph 87,6 +/-13,4 0,0080 +/- 1,2*10°3 3,5
MnT,MPyPCls + IOPh 57,3+/-7,6  0,0122 +/- 1,510 5,3
Tab. 17.

Alle fiinf biomimetischen Systeme fiihren zu einer starken Zunahme der NO-
Freisetzungsgeschwindigkeit.

Das unsubstituierte Metalloporphyrin MnTPPCI fiihrt im Verhiltnis zu den
anderen Metalloporphyrinen zu der geringsten Geschwindigkeitszunahme.
Das pentafluorierte Mangan-Tetraphenylporphyrin MnTFPPCI zeigt die
grofite Effektivitit (Keepops, = 9,7).
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3.2.5.6  Einfluss der ausgewdhlten biomimetischen Systeme auf das NO-
Freisetzungsverhalten von 109

Das 2-Methyl-2-(6-methoxynaphthyl)essigsdurederivat 109 zeigt unter dem
Einfluss von allen biomimetischen Systemen eine Abnahme der
Zerfallshalbwertszeit. Im Vergleich zu 108 unterscheiden sich die
verschiedenen Metalloporphyrine aber deutlicher in ihrer Effektivitit:

Metalloporphyrin + ;
porphy t % (s) Kobs. (S 1) Krel.obs.

Sauerstoffdonator
-- 346,1 +/- 0 0,0020 +/- 0 1
FeTFPPCI  + IOPh 14,22 +/- 0,9  0,0489 +/- 3,010° 24,45
MnTEPPCI  + IOPh 231,0 +/-0 0,0030 +/- 0 1,5
FeTPPCI + |OPh 78,3 +/- 13,3 0,0090 +/- 1,3*107 4,5

MnTPPCI + IOPherstereil  167,7 +/- 17,5 0,0042 +/- 4,6*10™ 2,1
MnTPPCI + 1OPhzweiter el 277,7 +/- 15,7  0,0025+/- 1,4*10° 1,25
MnT4sMPyPCls + IOPh 119,5 +/- 14,1  0,0058 +/- 7,7*10™ 2,9

Tab. 18.

Auffillig ist die um mehr als 24 fach schnellere NO-Freisetzung in
Gegenwart von FeTFPPCI und IOPh im Vergleich zu der Freisetzung in
reiner Pufferlosung.

Das unsubstituierte Eisen-Tetraphenylporphyrin FeTPPCl in Kombination
mit [OPh fiihrt nur zu einer viereinhalbfach schnelleren NO-Freisetzung.

Die Mangan-haltigen Porphyrine erweisen sich als weniger wirkungsvoll,
wobei MnT,;MPyPCl; in Kombination mit IOPh noch zu einer fast
dreifachen Freisetzungsgeschwindigkeit fiihrt.

MnTPPCI/IOPh fiihrt zu einem zweigeteilten Verlauf der Freisetzungskurve.
Im knappen ersten Drittel des zeitlichen Verlaufs steigt die NO-
Liberationsgeschwindigkeit auf das zweifache und im zweiten und dritten
Drittel auf das -eineinviertelfache im Vergleich zur Freisetzung in
Pufferlosung ohne Zusétze.

Das pentafluorierte Mangan-Tetraphenylporphyrin MnTFPPCI zeigt die
geringste Effektivitit, die Zerfallsgeschwindigkeit steigt nur auf das 1,5
fache.
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3.2.5.7 FEinfluss der ausgewdhlten biomimetischen Systeme auf das NO-
Freisetzungsverhalten von 41

41 ist das Diazeniumdiolat von Diethylentriamin und liegt als Zwitterion vor.
In reiner Pufferlosung betragt die Zerfallshalbwertszeit ca. 22 h. In
Gegenwart der oxidierenden biomimetischen Systeme kommt es zu einer
starken Zunahme der Zerfallsgeschwindigkeit und somit zu einer sehr
deutlichen Abnahme der Zerfallshalbwertszeit. Bei der Verwendung der
biomimetischen Systeme mit MnTFPPCl, MnTPPCI und FeTPPCI ist eine
20 fache molare Konzentration von IOPh notwendig, um einen
gleichméBigen Kurvenverlauf zu erhalten.

Metalloporphyrin + .
p p y t ]/2 (S) kobs_ (S l) krel.obs.

Sauerstoffdonator

-- 79220 +/- 1840 8,75 x 10° +/- 2,1*10” 1
FeTFPPCI  + IOPh 2022 +/- 408,3 3,510 +/- 7,1*10° 40
MnTEPPCI  + IOPh 408 +/- 0 0,0017 +/- 0 194
FeTPPCI + |OPhersterTeil 169,1 +/- 7,8 0,0041 +/- 2,0*10™* 469
FeTPPCI + 'Opﬁweiter ., 1617+-200,1 0,0004 +/-5,8*10° 46
MnTPPCI + 10Ph 1425 +/- 290,7  0,0005 +/- 1,0*10* 57
MnTsMPyPCls + I0Ph 396+-15  0,0158 +/- 3,6*10° 1806
Tab. 19.

Wie aus Tabelle 19 ersichtlich, nimmt die Zerfallsgeschwindigkeit um das
40 — 1806 fache zu.

Die Freisetzungskurve der NO-Freisetzung in Gegenwart von FeTPPCI und
IOPh, zeigt einen zweigeteilten Verlauf. Im ersten DreiBligstel des zeitlichen
Verlaufs (ca. die ersten 1 2 min) kommt es zu einem im Verhiltnis sehr
schnellen Zerfall mit einer Halbwertszeit von ca. 169 s. Danach folgt tiber
den Rest der gemessenen Zeit (ca. 58 min) ein Zerfall mit einer deutlich
langeren Halbwertszeit von ca. 1617 s, welches etwa das 10 fache der
Halbwertszeit der ersten eineinhalb Minuten ausmacht.

Zur ausgepriagtesten Zunahme der Freisetzungsgeschwindigkeit fiihrt
MnT,MPyPCl;s (1806 fache Geschwindigkeit im Vergleich zur Freisetzung
in reiner Pufferlosung).
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3.2.5.8 FEinfluss der ausgewdhlten biomimetischen Systeme auf das NO-
Freisetzungsverhalten von 48

Das zwitterionische Diazeniumdiolat 48 zeigt in reiner Pufferlosung pH 7,4
eine Zerfallshalbwertszeit von knapp 15 min.

Alle Metalloporphyrine in Kombination mit I[IOPh fithren zu einer
Verkiirzung der Zerfallshalbwertszeit und somit zu einer Zunahme der
Zerfallsgeschwindigkeit.

Metalloporphyrin + t 1% (s) Kobs. (57 Krel.obs.

Sauerstoffdonator
— 888,5 +/- 110,3 0,0008 +/- 1,0*10™ 1
FeTFPPClI  + IOPh 187,9 +/- 14,4  0,0037 +/- 2,8*10™ 4,6
MnTFPPCI + IOPh 47,9 +/- 4,4  0,0146 +/- 1,3*10° 18,3

FeTPPCI + |OPherster el 76,7 +/- 15,4  0,0093 +/- 1,7*10° 11,6
FeTPPCI + 1OPh zweiter el 779,8 +/- 122,5 0,0009 +/- 1,4*10™ 1,1

MnTPPCI  + IOPh 213,4 +/- 14,0  0,0033 +/- 2,1*10 4,1
MnTsMPyPCls + |OPherstertei 87,8 +/- 20,5  0,0082 +/- 2,010° 10,3
MNT4sMPYPCls + IOPhzweiter Teil 1732,9 +/- 3,1*10°  0,0004 +/- 0 0,5
Tab. 20.

Der Zusatz von FeTPPCIl oder MnT;MPyPCls in Kombination mit IOPh
fiihrt zu einem geteilten Verlauf der NO-Freisetzung. Im ersten Flinfzehntel
bzw. im ersten DreiBligstel des =zeitlichen Verlaufs betrdgt die
Zerfallshalbwertszeit mit ca. 77 bzw. 88 s ca. ein Elftel bzw. ein Zehntel der
Halbwertszeit der NO-Freisetzung in Pufferlosung pH 7,4 ohne Zusitze. Im
spiateren Verlauf der Liberation steigt die Halbwertszeit auf knapp 780,
beziehungsweise bei MnT,MPyPCls/IOPh sogar auf ca. 1733 s.
Insbesondere das Freisetzungsverhalten in Gegenwart von MnT,;MPyPCl;
und IOPh ist auffillig, sinkt doch die Zerfallsgeschwindigkeit nach etwa
einer Minute auf die Halfte der Geschwindigkeit der NO-Freisetzung in
Pufferlosung pH 7,4 ohne dem Zusatz eines oxidierenden Systems.

Dieses Phinomen war teilweise auch wiahrend der Vermessung der anderen
Diazeniumdiolate beobachtet worden, trat aber nur wéhrend einiger weniger
Messreihen sporadisch und wenig signifikant auf.
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3.2.5.9 Einfluss der ausgewdhlten biomimetischen Systeme auf das NO-
Freisetzungsverhalten von 107

Das zwitterionische Diazeniumdiolat 107 unterscheidet sich von 41 durch
den Austausch einer primdren Aminogruppe gegen eine alkoholische OH-
Gruppe. Die Zerfallshalbwertszeit in Pufferlosung nimmt hierdurch auf
weniger als 1/10 ab.

Alle Metalloporphyrine in Kombination mit I[IOPh fithren zu einer
ausgeprigten Verkiirzung der Zerfallshalbwertszeit.

Metalloporphyrin + 1 1
Sauerstoffdonator t¥2(s) Kobs. (57) Krel.obs.

- 7188,2 +/- 444,7 9,7*10° +/- 5,8*10° 1
FeTFPPCI + IOPh erster Teil 48,0 +/- 9,2 0,0147 +/- 2,8*10°  151,5

FETFPPCI  + IOPh zweiterTeil  433,2 +/- 0,01 0,0016 +/- O 16,5
MnTFPPCl + IOPhersterteil 40,8 +/- 26,2  0,0242 +/- 2,1*10%  249,5
MNnTFPPCI  + IOPh zweiterTeil 938,0 +/- 73,2 0,0008 +/- 7,1*107° 8,2
FeTPPCI + |OPhersterteil 99,8 +/- 28,8  0,0073 +/- 2,1*10° 75,3
FeTPPCI + |OPh zweiter Teil 770,2" 0,0009° 9,3
MnTPPCl  + IOPh erster Tei 13,5+/-1,6  0,0519 +/- 6,1¥*10° 535,1
MNTPPCl  + IOPh sweierTei 84,4 +/- 15,0  0,00835 +/- 1*,4*10'3 86,1
MnTPPCI + |OPh dgritter Teil 866,4 0,0008 8,2
MnT,sMPyPCls + IOPh 145+/-2,1  0,0484 +/- 6,010° 499

E3
Tab. 21. Fiir diese Messwerte ist keine Standardabweichung angebbar, da nicht alle Vermessungen in diesem Bereich auswertbar
waren.

Wie aus Tabelle 21 ersichtlich, zeigen fast alle
Stickstoffmonoxidliberationen in Gegenwart der Metalloporphyrinen und
IOPh mindestens einen zweigeteilten Verlauf.

Die Kombination MnTPPCI und IOPh fiihrt zu einem dreigeteilten Verlauf
(Abb. 57).

Der dreigeteilte Verlauf der NO-Freisetzung ist in der halblogarithmischen
Darstellung der Freisetzungskurve in Abb. 57 deutlich zu erkennen. Im ca.
ersten  Einhundertstel des  zeitlichen  Verlaufs, betrigt die
Zerfallshalbwertszeit 13,5 s, in den sich anschlieenden ca. vier Hundersteln
steigt sie auf ca. 84,5 s. Der ,restliche* Teil der Freisetzung verldauft mit
einer Halbwertszeit von ca. 866,5 s.
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Abb. 57: Freisetzungskurve von 107 in Gegenwart von MnTPPCI und IOPh, im
Hintergrund die halblogarithmische Darstellung.

FeTFPPCI/IOPh fiihrt ca. im ersten DreiBigstel zu einer Zerfallshalbwertszeit
von 48 s und im weitern Verlauf zu ca. 433 s.

MnTFPPCI/IOPh  fiihrt ca. im ersten Fiinfzigstel zu einer
Zerfallshalbwertszeit von ca. 41 s und anschliefend von ca. 938 s.
FeTPPCI/IOPh fiihrt ca. im ersten Vierzehntel zu einer Zerfallshalbwertszeit
von ca. 100 s und anschlieBend von ca. 770 s.
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3.2.5.10 Einfluss der ausgewdhlten biomimetischen Systeme auf die
freigesetzte Menge NO pro Mol Diazeniumdiolat

Bei den Stickstoffmonoxidfreisetzungen in Gegenwart der biomimetischen
Systeme fillt auf, dass eine geringere Stoffmenge an NO freigesetzt wird, als
bei der Freisetzung in reiner Pufferlosung.

Dieses Phidnomen scheint abhidngig von der Stabilitit der untersuchten
Diazeniumdiolate in Pufferlésung pH 7,4 zu sein.

49 mit einer Zerfallshalbwertszeit von ca. 27 s in reiner Pufferlosung setzt
unter dem Einfluss aller ausgewédhlten biomimetischen Systeme ungefihr 1 —
1,5 Mol NO frei, die Zerfallshalbwertszeit sinkt auf 8 — 18,8 s.

Bei 41 steigt durch die Zugabe von MnT,;MPyPCls/IOPh die
Freisetzungsgeschwindigkeit um das 1806 fache und die Halbwertszeit sinkt
von 79220 auf 39,6 s.

Die quantitative Untersuchung der NO-Freisetzung von 41 (AAV 11) zeigt,
dass unter dem Einfluss von MnT;MPyPCls/IOPh anstatt 2 Mol nur etwa
0,352 Mol Stickstoffmonoxid pro Mol N(O)NOat freigesetzt werden.

Nach dem 41 in der Liberationszelle im Pufferlosung pH 7,4 unter Einfluss
von MnTsMPyPCls/IOPh abreagiert hatte, wurden durch Zugabe von
KI/Eisessig 1,643 Mol Nitrit pro Mol Diazeniumdiolat gefunden.
Zusammengefasst kann festgestellt werden, dass durch die Cytochrom P-
450-imitierenden biomimetischen Systeme, in Abhingigkeit von der
Stabilitdt des Diazeniumdiolats in Pufferlosung pH 7,4, auch ein Teil an
freigesetztem NO zu Nitrit oxidiert wird oder dass es zu einer oxidativen
Spaltung der Diazeniumdiolatgruppe zu NO und NO,  kommt.
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3.2.5.11 Diskussion der Ergebnisse der NO-Freisetzung unter dem Einfluss
der biomimetischen Systeme

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass die ausgewdhlten Cytochrom P-
450-imitierenden biomimetischen Systeme bei allen Diazeniumdiolaten zu
einer Zunahme der NO-Freisetzungsgeschwindigkeit und somit zu einer
Abnahme der Zerfallshalbwertszeit fiihren.

Eine zusammenfassende, ,,diazeniumdiolatiibergreifende” Beurteilung der
verschiedenen im biomimetischen System verwendeten Metalloporphyrine
ist schwierig, da die chemischen FEigenschaften oder Strukturen der
Diazeniumdiolate die Effektivitit der unterschiedlichen Porphyrine
beeinflussen.

Ein Versuch die Ergebnisse zusammenzufassen, kann zu folgender
Beurteilung kommen: MnTFPPCI1 und MnTPPCI fiihren durchschnittlich zu
der stirksten Freisetzungsgeschwindigkeitszunahme, knapp gefolgt von
MnT MPyPCls. FeTFPPCI liegt etwas hinter MnT,MPyPCls. FeTPPCI fiihrt
durchschnittlich zu der kleinsten Zunahme der Freisetzungsgeschwindigkeit.

Die quantitative Untersuchung des freigesetzten Stickstoffmonoxids aus den
Diazeniumdiolaten zeigt, dass die Cytochrom P-450-imitierenden Systeme in
Abhéngigkeit von der Stabilitdt des Diazeniumdiolats in Pufferlésung pH 7,4
zu einer Abnahme der freigesetzten NO-Stoffmenge fithren. In dem Malle, in
dem die freigesetzte NO-Stoffmenge abnimmt, wird stattdessen Nitrit
gebildet. Anscheinend kommt es unter den oxidierenden Bedingungen zu
einer Oxidation des freigesetzten NOs zu NO, oder zu einer Oxidation der
Diazeniumdiolatgruppe und anschlieBendem Zerfall zu NO und NO,'.

Um eine genauere Abschitzung auf das NO-Freisetzungsverhalten von
Diazeniumdiolaten in vivo treffen zu kdnnen, sollten in spiteren Arbeiten
weitere Untersuchungen unter biomimetischen Bedingungen durchgefiihrt
werden. Insbesondere die Bestimmung der freigesetzten
Stickstoffmonoxidmenge und die Entstehung von Nitrit durch Cytochrom P-
450-imitierende biomimetische Systeme sollte weiter untersucht werden.



Seite 156



Seite 157

4 Zusammenfassung

Die Anwendung von NSAIDs (non-steroidal anti-inflammatory drugs) wird
oft durch erhebliche Nebenwirkungen limitiert, die in Folge von lokal
verminderter Durchblutung auftreten.

Wallace zeigte, dass bei der NSAID-Gabe eine Komedikation mit
Stickstoffmonoxiddonatoren wie Nitroprussid-Natrium zu einer signifikanten
Reduzierung von gastrointestinalen Nebenwirkungen fiihrt [80].

Hieraus resultierend entwickelte Wallace die ersten NO-NSAIDs,
Hybridarzneistoffe, die mit einem Linker verkniipft sind, der eine
Salpetersidureestergruppe tragt [81].

Grosser beobachtete, dass NO-NSAIDs nach 24 h Anwendung auch die
bereits bei organischen Nitraten bekannte Toleranzentwicklung zeigen [232].
Hierdurch wiirde die Anwendung der NO-NSAIDs, insbesondere in der
Langzeittherapie, beeintrachtigt werden.

Eine neue Klasse von NO-Donatoren sind N-Diazeniumdiolate, die
nichtenzymatisch NO freisetzen und somit in der Langzeittherapie keiner
enzymatisch bedingten Toleranzentwicklung unterliegen diirften.

Thema der vorliegenden Arbeit war es, geeignete Linkermolekiile fiir die
Verkniipfung von NSAIDs mit einer N-Diazeniumdiolatgruppe zu finden
und die in dieser Arbeit neuerschlossenen Diazeniumdiolate hinsichtlich
thres NO-Freisetzungsverhaltens bei physiologischem pH-Wert und unter
dem Einfluss Cytochrom P-450-imitierender biomimetischer Systeme zu
untersuchen.

Fiir die Auswahl der Linkermolekiile ist zum einen die Struktur der NSAIDs
und zum anderen die aus den Linkern resultierenden N-Diazeniumdiolate,
bzw. deren NO-Freisetzungskinetik entscheidend.

Bei den meisten NSAIDs handelt es sich um Carbonsdurederivate, so dass
sich die Carboxylgruppe als mogliche Verkniipfungsstelle anbietet. Zur
Einfilhrung einer N-Diazeniumdiolatgruppe wird eine sekundire
Aminogruppe am Linkermolekiil benétigt. Somit bieten sich als Linker
entweder Diamine oder Aminoalkohole an. Diamine koénnen durch
Amidierung und Aminoalkohole durch Veresterung in die NSAIDs
eingefiihrt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunédchst Methoden zur Einfiihrung von
Diaminen und Aminoalkoholen als Linker in die NSAID-Siuren entwickelt.
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Als Vertreter der Diamine wurde Piperazin und als Vertreter der
Aminoalkohole wurde 2-(2-Aminoethylamino)ethanol ausgewédhlt. Aus der
Gruppe der NSAIDs wurden Ibuprofen und Naproxen verwendet.

Zur Einfilhrung der Linker in die NSAIDs wurden die Carbonsduregruppen
zunichst mit DIC oder CDI aktiviert, wobei die Aktivierung mit CDI zu
besseren Ergebnissen in hoheren Reinheiten fiihrte.

Piperazin wurde als 1-Boc-geschiitztes Piperazin und als 1-Cbz-geschiitztes
Piperazin mit Ibuprofen und Naproxen acyliert. AnschlieBend wurden die
Schutzgruppen hydrolytisch bzw. hydrogenolytisch abgespalten.

Die Verwendung der Cbz-Schutzgruppe flihrte zu hoheren Ausbeuten, da die
Abspaltung unter milderen Bedingungen verlief.

2-(2-Aminoethylamino)ethanol wurde an den beiden Aminogruppen mit
Cbz-Schutzgruppen versehen und mit Naproxen acyliert. Hiernach erfolgte
die hydrogenolytische Abspaltung der Schutzgruppen.

Zur FEinfiihrung der Diazeniumdiolatgruppe in die gewonnenen Amine war
es notwendig, eine Syntheseapparatur zu entwickeln, die es ermdglichte,
Diazeniumdiolate durch Umsetzung von sekunddren Aminen mit
Stickstoffmonoxid unter Druck und anaeroben Bedingungen zu erhalten. In
dieser Apparatur wurde zunidchst das Diazeniumdiolat von Piperidin
synthetisiert, welches spdter auch als Vergleich bei den NO-
Freisetzungsversuchen diente.

Als Linker zur Einfiihrung der Diazeniumdiolatgruppe in NSAIDs wurden
Diethylentriamin, N-Propyl-1,3-propandiamin, 1-(2-Aminoethyl)piperazin,
und 2-(2-Aminoetylamino)ethanol zu entsprechenden Diazeniumdiolaten
umgesetzt.

Um den Einfluss von unterschiedlichen Acylresten auf das
Freisetzungsverhalten abschitzen zu konnen, wurden auch von 1-
Acetylpiperazin und 1-Boc-Piperazin die entsprechenden Diazeniumdiolate
synthetisiert.

Letztlich wurden die gewonnenen Amide von Ibuprofen und Naproxen
sowie der gewonnene Naproxenester zum Diazeniumdiolat umgesetzt und
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auf diese Weise die erste Vertreter der NSAID-Diazeniumdiolate erhalten
(Abb. A).
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Abb. A: NSAID-Diazeniumdiolate.

Das NO-Freisetzungsverhalten der gewonnenen N-Diazeniumdiolate wurde
mittels Chemilumineszenzspektroskopie untersucht und folgte unter allen
untersuchten Bedingungen einem Zeitgesetz (pseudo)erster Ordnung, so dass
entsprechende  Zerfallshalbwertszeiten und  Zerfallsgeschwindigkeits-
konstanten ermittelt werden konnten.

Bei den Piperazin-Diazeniumdiolaten wurden die Zerfallshalbwertszeiten
durch die unterschiedlichen Acylreste beeinflusst.

Bei den zwitterionischen Diazeniumdiolaten mit aliphatischer Aminstruktur
wurden die Zerfallshalbwertszeiten durch die unterschiedlichen Strukturen
an der ,tertidren® Aminogruppe beeinflusst.

Um  strukturelle  GesetzmiBigkeiten  fiir die  unterschiedlichen
Zerfallshalbwertszeiten zu finden, wurden verschieden Faktoren, wie die
Basizitit der ,tertidren” Aminogruppe oder auch intramolekulare
Wasserstoffbriickenbildung zwischen der Diazeniumdiolatgruppe und
primdren Aminogruppen diskutiert (siche Kapitel 3.2.3.2.1 und 3.2.3.2.2).

Alle Xenobiotica unterliegen 1im menschlichen Organismus den
metabolischen Einfliissen von Enzymen. Eines der am héaufigsten an
Metabolisierungen beteiligten Enzyme ist Cytochrom P-450.

Um den Einfluss von Cytochrom P-450 auf die NO-Freisetzungskinetik von
Diazeniumdiolaten  abschitzen zu  koénnen, wurde das NO-
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Freisetzungsverhalten auch unter dem Einfluss von Cytochrom P-450-
imitierenden biomimetischen Systemen untersucht.

Als Cytochrom P-450-imitierende biomimetische Modellsysteme wurden
zwei Eisen- und zwei Mangan-Tetraphenylporphyrine sowie ein Mangan-
Tetrapyridylporphyrin ~ in ~ Kombination  mit  Iodosobenzol  als
Sauerstoffdonator verwendet.

Alle im biomimetischen Modellsystem verwendeten Metalloporphyrine
fiihrten zu einer Verringerung der Zerfallshalbwertszeiten, wobei die
Mangan-Tetraphenylporphyrine die groflte Effektivitidt zeigten. Bei allen
Diazeniumdiolaten wurde in Abhingigkeit von der Stabilitit in Pufferlosung
pH 7,4 unter dem Einfluss der biomimetischen Systeme neben
Stickstoffmonoxid auch Nitrit gebildet.

Aus den NO-Freisetzungsuntersuchungen in Gegenwart der biomimetischen
Systeme ldsst sich ableiten, dass sich bei pH 7,4 und 37 °C ermittelte
Zerfallshalbwertszeiten von Diazeniumdiolaten nicht ohne weiteres auf in
vivo Bedingungen iibertragen lassen.
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5 Summary

The use of NSAIDs (non-steroidal anti-inflammatory drugs) is often limited
by significant side effects in consequence of a reduced local blood
circulation in some tissues as in the gastrointestinal tract.

Wallace demonstrated the significant reduction of the gastrointestinal side
effects by co-medication with sodium nitroprusside [81].

On this account he developed the first NO-NSAIDs, hybrid-drugs, which are
combined with a linker with an organic nitrate group [81].

Grosser observed that NO-NSAIDs show a tolerance effect similar to
organic nitrates, when administrated for longer than 24 h [232]. This could
particularly impair the use of NO-NSAIDs in long-term therapies.

A new class of nitric oxide donors are the diazeniumdiolates.
Diazeniumdiolates are direct NO-donors, which release NO by a non-
enzymatic way, so that they should not show enzyme related tolerance effect
in long-term therapies.

The topic of this thesis is the identification of suitable molecular linkers for
the combination of NSAIDs with a N-diazeniumdiolate group and the
investigation of these new diazeniumdiolates with regard to NO release at a
physiological pH-value and additionally in presence of cytochrome P-450
imitating biomimetic systems.

On the one hand the choice of linkers depends on the chemical structure of
the NSAID and on the other hand the kinetic of NO release of the resulting
diazeniumdiolate has to suffice.

Most NSAIDs are derivates of carboxylic acids, which can be used to
combine these with linker molecules.

For incorporating a diazeniumdiolate-group the linkers themselves require a
secondary amino group. Such as found in diamines and amino alcohols.
Diamines can be incorporated in the NSAIDs by amidation and amino
alcohols by esterification.

In a first step of this work appropriate methods were developed to
incorporate diamines and amino alcohols in NSAIDs as linker molecules.
Piperazine was selected as a representative for the group of diamines, 2-(2-
aminoethylamino)ethanol representing the amino alcohols and ibuprofen
and naproxen represending the NSAIDs.
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Piperazine was acylated as 1-Boc-piperazine and as 1-Cbz-piperazine with
ibuprofen and naproxen respectively. It could be shown that the use of Cbz-
protective groups led to higher amounts of product than with Boc-protective
groups, since the splitting off of the Cbz-protective group takes place under
milder conditions.

2-(2-aminoethylamino)ethanol was protected on both amino groups, acylated
with naproxen and following the release of the protective groups converted
to the corresponding diazeniumdiolate.

For incorporation of linkers, the carboxylic acid groups were activated with
DIC or CDI, whereby the activation with CDI yielded products with higher
purities.

For the synthesis of the diazeniumdiolate group it was necessary to develop
equipment for synthesis, which makes it possible to achieve
diazeniumdiolates by reaction of secondary amines with nitric oxide under
pressure and anaerobic conditions.

In establishment of the method initially the diazeniumdiolate of piperidine
was synthesized which additionally served as comparison of the
measurement of NO release tests.

As potential linkers for the implementation of a diazeniumdiolate group 1-
(2-aminoethyl)piperazine, 2-(2-aminoethylamino)ethanol, diethylenetriamine
and N-propyl-1,3-propanediamine were synthesized to the corresponding
diazeniumdiolate.

In order to evaluate the influence of varying acyl groups the corresponding
diazeniumdiolates of 1-acetylpiperazine und 1-Boc-piperazine were
synthesized.

Finally the obtained amides of ibuprofen and naproxen and additionally the
naproxenester were synthesized to the correspondending diazeniumdiolate
and the first NSAID-diazeniumdiolates were obtained (fig. A).
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Fig. A: NSAID-diazeniumdiolates.

The conduct of the NO release of the synthesized diazeniumdiolates was
investigated by chemiluminescence and showed a (pseudo)first order kinetic
under all investigated conditions, so that it was possible to determine decay
half lives and decay constants.

The half-lives of the piperazine-diazeniumdiolates were affected by the
varying acyl groups whereas the half-lives of the zwitterionic
diazeniumdiolates with aliphatic amin structure were affected by the varying
alkyl groups of the “tertiary” amino group.

In order to determine the structural characteristics responsible for the
differing half-lives, factors such as the basicity of the “tertiary” amino group
or hydrogen bonding between diazeniumdiolate group and a primary amino
group were discussed (see chapter 3.2.3.2.1 and 3.2.3.2.2).

All xenobiotica including NO-NSAIDs are subject to metabolism by
enzymes in human organisms. One of the most common enzymes is
cytochrome P-450.

In order to evaluate a possible influence of cytochrome P-450 on the kinetics
of NO release, the influences of cytochrome P-450-imitating systems were
examined.

As cytochrome P-450-imitating systems two iron and two manganese tetra
phenyl porphyrins and a manganese tetra pyridyl porphyrin were used in
combination with iodosylbenzene as oxygen donor.
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All metalloporphyrins used in the biomimetic system in combination with
iodosylbenzene decreased the decay half-lives, whereby the manganese tetra-
phenyl-porphyrins showed the highest effectiveness in reducing the half-
lives.

All Diazeniumdiolates analyzed in biomimetic systems additionally led in
dependence of the stability in buffer solution pH 7,4 to a significant
formation of nitrite showing an adverse side effect.

These results show that it could be difficult to transmit the kinetics acquired
under in vitro conditions at pH 7,4 and 37,0 °C into vivo conditions.



Seite 167



Seite 168



Seite 169

6 Experimenteller Teil

6.1 Verzeichnis der Gerate und Analysenmethoden

Schmelzpunkte

Schmelzpunktapparatur nach Linstrom (unkorrigiert),

Mettler FP 62 (fiir klarschmelzende Verbindungen mit Schmelzpunkt
<300 °C)

IR-Spektren

Shimadzu FTIR 8300,

ATI Mattson Genesis Series FTIR™

Vermessen als KBr-Pressling oder als Film auf NaCl-Fenster

'"H-NMR-Spektren

Bruker AMX 400 (400 MHz),

Chemische Verschiebung mit 5-Werten in ppm,

Losungsmittel: deuteriertes DMSO, 0,01 M NaOD (Diazeniumdiolate)
Innerer Standard: Tetramethylsilan (TMS),

Ermittlung der Protonenverhiltnisse durch Integration,

Nachweis von NH-/OH-Protonen durch Austausch mit D,O,

Abkiirzungen der durch Spin-Kopplung auftretenden Signalmultiplizititen:
sin.=Singulett, d.=Dublett, t=Triplett, q.=Quartett, qui.=Quintett,
sex.=Sextett, sep.=Septett, m.=Multiplett

Angabe der Kopplungskonstanten J in Hz, fiir Spin-Spin-Systeme hoherer
Ordnung nur fiir vollstdndig aufgeldste Signalsétze

Elementaranalyse
C,H,N: Heraeus CHN-O-Rapid,
Angaben der berechneten (ber.) und gefundenen (gef.) Werte in Prozent
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Dinnschichtchromatographie

DC-Mikrokarten Polygram SIL G/UV2s4, Firma Macherey-Nagel, Diiren,

Schichtdicke: 0,25 mm
Die Chromatographie wurde tiber eine Laufstrecke von 4-6 cm mit
Kammersattigung durchgefiihrt.

Saulenchromatographie
Kieselgel ICN Silica 100-200, aktiv 60A

Trockenmittel flr organische Phasen
Wasserfreies Magnesiumsulfat oder wasserfreies Natriumsulfat

Laborhochdruckautoklav als Teil der Syntheseapparatur
Diazeniumdiolate
Berghof HR-200 mit PTFE Einsatz

e Temperatur: max. 230 °C

e Druck: max. 150 bar (2100psig)

Bestimmung der Stickstoffmonoxidfreisetzungsprofile
Sievers NOA 280
Sievers Instruments (Boulder/USA)

e Empfindlichkeit: < 1pmol fiir Fliissigkeiten

e Messbereich: nM-mM fiir Fliissigkeiten

e Wiederholbarkeit +/- 5 % fiir Fliissigkeiten

Als Inertgas wurde Argon 6.0 der Firma Westfalengase eingesetzt.

far

Ozon wurde aus Carbogen (95 % O, / 5 % CO,) von der Firma Linde

generiert.
Der Messbereich erstreckt sich von 1 — 400 pmol.



Seite 171

Herstellung und Einstellung der Pufferldsung

Phosphatpufferlosung pH 7.4

Herstellung
19,7 ml 1/15 M Kaliumdihydrogenphosphat (9,073 g/1) und 80,3 ml 1/15 M

Dikaliumhydrogenphosphatdihydrat (11,87 g/I) wurden gemischt und mit
konzentrierter Salsziure eingestellt.

Einstellung
Die Pufferlosungen wurden mit einem Metrohm E 605 pH-Meter (Metrohm-

Herisau) und einer kombinierten Glaselektrode (Metrohm 6.0203000)
eingestellt.

Die Kalibrierung der Glaselektrode erfolgte vor jeder Einstellung nach Ph.
Eur. bei 20 °C mit folgenden Reagenzien [285]:

e Kaliumhydrogenphthalat-Losung 0,05 M fiir pH 4,1.

e Kaliumhydrogenphosphat-Lésung 0,0087 M und Natriummono-
hydrogenphosphat-Losung 0,0303 M fiir pH 7,4.

e Natriumcarbonat-Losung 0,025 M und Natriumhydrogencarbonat-
Losung 0,025 M fiir pH 10,0.

Relative Molmassen:
Relative Molmassen wurden nach der Atomgewichtstabelle von 1964 —
bezogen auf '*C — berechnet.
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6.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

6.2.1 AAV 1 Amidierung der NSAIDs — Aktivierung mit DIC

5 Millimol der zu amidierenden NSAID-Siure werden in 50 ml trockenem
Tetrahydrofuran (THF) geldst und unter anfanglicher Eiskiihlung langsam
mit 5,1 Millimol N, N-Diisopropylcarbodiimid (DIC) versetzt.

Nach ca. 3 h werden 5,1 Millimol Amin, geldst in 15 ml trockenem THF,
iiber eine %2 h zugetropft und unter Lichtausschluss 12 h geriihrt.

Der anschlieflend ausgefallene Diisopropylharnstoff wird iiber eine Glasfritte
abgetrennt und mit THF gewaschen. Die Filtrate werden vereinigt und das
organische Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Hiernach wird nach Aufnahme des oligen Substanzgemisches in
Dichlormethan (CH,Cl;) mit 1 M Salzsdaure und mit 7,5 %iger
Natriumhydrogencarbonatlosung je 3 x ausgeschiittelt.

Die getrocknete organische Phase wird auf 10 ml im Vakuum eingeengt und
auf eine ca. 18 cm lange Chromatographiesiule (Kieselgel; Einschwdmmen
mit CH,Cl,/Ethylacetat) gegeben. AnschlieBend wird das Amid mit
Ethylacetat/ CH,Cl, (1:1) von der Saule eluiert.

Zum Schluss wird das Amid durch Anreiben aus Ether/Petrolether
ausgefillen.

Nach Zugabe des Amins kann die Ausbeute geringfiigig durch Zugaben von
50 mg 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und 2,5 Millimol Hiinigbase (V-
Ethyldiisopropylamin) erhoht werden.

6.2.2 AAV 2 Amidierung/Veresterung der NSAIDs — Aktivierung mit CDI

5 Millimol der zu amidierenden oder zu veresternden NSAID-Saure werden
in 30-60 ml destilliertem und getrocknetem CH,Cl, gelost und unter
Eiskiihlung mit der 5,5 Millimol CDI, gelost in 1020 ml CH,Cl,, versetzt
(ggf. Nachspiilen mit 5-10 ml CH,Cl,).

AnschlieBend wird 20 min bei Raumtemperatur geriihrt.

Nach 20 min wird der Ansatz mit 5-5,25 Millimol Amin oder Alkohol,
gelost in 10 ml CH,Cl,, versetzt - ggf. Nachspiilen mit 5-10 ml CH,Cl, - und
5-12 h geriihrt.
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Nach 5-12 h wird der Ansatz auf 100 ml CH,Cl, verdiinnt und 3—4 mal mit 1
M HCI und 3-5 mal mit 7,5 % Natriumhydrogencarbonatlosung im
Scheidetrichter ausgeschiittelt.

Bei den Ansidtzen mit Ibuprofen ldsst sich die nicht umgesetzte NSAID-
Sdure nicht aus CH,Cl, ausschiitteln. Deshalb wird CH,Cl, direkt vor dem
Ausschiitteln mit 7,5 % Natriumhydrogencarbonatlosung gegen Ethylacetat
ausgetauscht.

Nach dem Ausschiitteln wird die organische Phase iliber wasserfreiem
Natriumsulfat getrocknet.

Anschliefend wird das organische Lésungsmittel im Vakuum entfernt und
der Riickstand in Ether aufgenommen.

Zum Schluss wird das Amid bzw. der Ester nach Zugabe von Petrolether
durch Anreiben auskristallisiert.

6.2.3 AAV 3 Einfithrung der Cbz-Schutzgruppe in Amine

25 Millimol Natriumhydroxid werden in 30 ml demineralisiertem Wasser
und 10 Millimol Amin werden in 30 ml Diethylether gelost. Die beiden
Losungen werden in einen Rundkolben vereinigt.

Unter Eiskiithlung und schnellem Riihren (Magnetriihrer) werden
anschlieBend 11 Millimol Chlorameisensdurebenzylester aus einem
Tropftrichter iiber eine %2 h unter Nachspiilen mit Diethylether hinzugegeben
und mindestens 4 h geriihrt.

Nach der Umsetzung wird iiberschiissiger Chlorameisensdurebenzylester
durch Zugabe von Triethylamin und einer ' h rithren entfernt.

Zur Aufarbeitung wird die organische Phase mit Wasser zu 150 ml aufgefiillt
und mit 1 M HCl1 3 x ausschiitteln.

Nach dem Trockenen der organischen Phase werden die meisten Cbz-
geschiitzten Amine aus Ether/Petrolether ausgefallen.
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6.2.3.1 AAV 3a Einfiihrung von zwei Cbz-Schutzgruppen in 2-(2-
Aminoethylamino)ethanol

25 Millimol Natriumhydroxid werden in 30 ml demineralisiertem Wasser
gelost.

10 Millimol 2-(2-Aminoethylamino)ethanol werden in einem Gemisch aus
30 ml Ether und 40 ml Dichlormethan gelost.

Die Natronlauge und die Losung von 2-(2-Aminoethylamino)ethanol werden
in einen 250 ml Kolben vereinigt. Der Kolben wird in ein Eisbad, welches
auf einem Magnetrithrer steht, gehidngt. Es wird eine hohe
Riihrgeschwindigkeit gewahlt, so dass sich eine Scheinemulsion bildet.

Zu dieser Losung werden anschlieBend 22 Millimol
Chlorameisensdurebenzylester iiber eine 2 h zugetropft und ca. 6 h geriihrt.
Zur Entfernung von iiberschiissigem Chlorameisensdurebenzylester werden
ca. 0,5 ml Triethylamin hinzugegeben und ca. 1 h lang geriihrt.

Zur Aufarbeitung wird die organische Phase mit der Mischung aus
Diethylether und Dichlormethan auf 130 ml aufgefiillt und 4 x mit 1 M
Salzsdure ausgeschiittelt.

Die ausgeschiittelte organische Phase wird iiber wasserfreiem Natriumsulfat
getrocknet und anschlieBend das organische Losungsmittel im Vakuum
entfernt.

Die Diinnschichtchromatographie (Laufstrecke 5 cm; FlieBmittel CH,Cl,)
zeigt im UVjs4n, einen groBBen Fleck kurz {iber dem Start (zweifach Cbz-
geschiitztes 2-(2-Aminoethylamino)ethanol) und einen kleinen Fleck kurz
unterhalb der FlieBmittelfront.

Anschlieflend wird das zweifach Cbz-geschiitzte 2-(2-
Aminoethylamino)ethanol aus Ethylacetat/Diethylether/Petrolether nach
anreiben ausgefillt.

Im 'H-NMR-Spektrum sind die vier benzylische Wasserstoffe der Cbz-
Gruppen bei 5,00 und 5,05 ppm und die aromatischen Wasserstoffe bei 7,35
ppm zu sehen.
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6.2.4 AAV 4 Abspaltung der Boc-Schutzeruppe

Fiir die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe werden 1-2 g Boc-geschiitztes
Amin in 5 ml Dichlormethan gelost und in einem 20 ml Rundkolben mit 5-6
ml 50 %iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan versetzt.

Nach 2-3 h rithren werden das Losungsmittel und die Trifluoressigsdure im
Vakuum entfernt bzw. teilweise entfernt. AnschlieBend wird der Riickstand
in 100 ml Dichlormethan aufgenommen und die entstandene Ldosung mit
gesittigter Natriumhydrogencabonatlosung 3 x ausgeschiittelt.

Als letztes wird die organische Phase getrocknet, das Dichlormethan im
Vakuum entfernt und das Amin aus Ether/Petrolether auskristallisiert.

6.2.5 AAV 5 Abspaltung der Cbz-Schutzeruppe

1-2 g der Cbz-geschiitzten Substanz werden in 100 ml Ethanol gelost. 80 %
dieser Losung werden in das ca. 500 ml grof3e Hydriergefdll gegeben. In den
restlichen 20 % der Lésung wird ein Spatel Palladium/Kohle suspendiert und
die Losung ebenfalls vollstindig in das Hydriergefal tiberfiihrt.

Das HydriergefiB wird an die Hydrieranlage gehdngt und der
Schiittelmechanismus gestartet.

Nun wird das Hydriergefdll mit Stickstoff gefiillt ( 2 bar) und wieder entgast.
AnschlieBend wird das Hydriergefal mittels der Vakuumpumpe evakuiert.
Diese beiden Schritte werden ca. 4-5 mal wiederholt, um sicherzustellen,
dass sich kein Luftsauerstoff mehr im Hydriergefal3 befindet.

Hiernach wird das Hydriergefal3 fiir 2,5 h mit 2 bar Wasserstoff belastet.

Die Beendigung des Hydriervorganges erfolgt durch Ablassen des
Wasserstoffs und anschlieBendes Verdringen des restlichen Wasserstoffs
mittels Stickstoff.

Anschlieend wird das Palladium/Kohlegemisch abgesaugt und der Ethanol
im Vakuum entfernt.

Zum Schluss wird das Amin aus Ethylacetat/Diethylether/Petrolether
auskristallisiert.
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6.2.6 Darstellung der Diazeniumdiolate

6.2.6.1 AAV 6 Darstellung zwitterionischer Diazeniumdiolate

Das in der Monographie angegebene frisch destillierte oder 48 h im Vakuum
getrocknete Amin wird in dem angegebenen gereinigten und getrockenen
Losungsmittel — gelost. Die  klare  Losung wird in  das
Polytetrafluorethyleninnengefal3 der Syntheseapparatur gegeben.

Nach AAV 8 wird der Autoklav evakuiert und mit 4,5 bar Stickstoffmonoxid
belastet. Nach der in der Monographie angegebenen Zeit wird das
ausgefallene Produkt abgesaugt, erst mit Mutterlauge und anschlieBend mit
trockenem, peroxidfreien Diethylether gewaschen. Bei Produkten die als
dickes zihes Ol ausgefallen sind, wird das Losungsmittel abdekantiert und
die Substanz mit Diethylether gewaschen.

Zum Schluss wird das Diazeniumdiolat im Vakuum fiir 2448 h. getrocknet.

6.2.6.2 AAV 7 Darstellung der Natrium-Diazeniumdiolate

Zu dem in der Monographie angegebenen frisch destillierten oder 48 h im
Vakuum getrockneten Amin, gelost in dem angegebenen frisch gereinigten
und getrockneten Losungsmittel, wird unter Riihren eine Losung der
angegebenen Menge Natriummethanolat in trockenem Methanol gegeben.
Anschlieend wird die klare Losung in das Polytetrafluorethyleninnengefal3
der Syntheseapparatur gegeben und im Folgenden die Synthese wie unter
AAYV 6 beschrieben durchgefiihrt.

6.2.6.3 AAV 8 Durchfiihrung der Diazeniumdiolatsynthese

Das Polytetrafluorethyleninnengefa3 der Syntheseapparatur wird maximal
bis zu */, des Rauminhaltes mit der Reaktionslosung befiillt. AnschlieBend
wird die Reaktionslosung vom Boden des Innengefifles aus mit Argon 6.0
fiir 10 min durchspiilt. Das Innengefd3 wird in das Stahlbehéltnis der
Syntheseapparatur gesteckt, dicht verschlossen und der Riihrer auf 400
U/min  gestellt. Die Syntheseapparatur wird nun mittels der
Wasserstrahlpumpe unter Verfolgung des Vorgangs am Manometer der
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Woulfschen Flasche evakuiert und anschlieBend mit 3 bar Argon belastet.
Hiernach wird die Apparatur vom Argon entlastet in dem der Vierwegehahn
so gestellt wird, dass nach Offnen des Nadelventils das Argon in den Abzug
entweichen kann. Dieser Evakuierungs- und Spiilvorgang wird nun 3 mal
wiederholt.

Nach Abschluss des letzten Spiilvorgangs wird die Syntheseapparatur
evakuiert und anschliefend sofort, nach SchlieBen der Argonflasche, durch
Offnen der Stickstoffmonoxidflasche mit 4,5 bar NO belastet.

Nach Beendigung der Reaktion wird die Stickstoffmonoxidflasche dicht
verschlossen und iiberschiissiges NO tiber den Vierwegehahn in den Schacht
des Abzugs geleitet. AnschlieBend wird die Apparatur 3 mal wie oben
beschrieben evakuiert und mit Argon gespiilt.

6.2.7 Bestimmung der NO-Freisetzungsprofile der Diazeniumdiolate

6.2.7.1 AAV 9 Bestimmung der NO-Freisetzungsprofile in Pufferlosung pH
7,4

In einem 10 ml Vial wird das zu vermessende Diazeniumdiolat etwa zu 300

umol/l in 0,01 M Natronlauge gelost. Das Vial wird verschlossen und mit

Argon oder Stickstoff begast und in einem Eisbad bereitgestellt.

Die Pufferlosung pH 7,4 wird auf die gleiche Temperatur wie die, bei der

spiater das Freisetzungsprofil bestimmt wird, erwdrmt und ebenfalls mit

Stickstoff oder Argon begast.

In die auf die gewédhlte Temperatur thermostatisierte Liberationszelle (purge

vessel) werden zuerst 10-100 pl der Diazeniumdiolatlosung mittels einer

HPLC-Spritze injiziert. Anschliefend werden sofort 2,0 ml der vorher in

eine Einwegspritze aufgezogenen Pufferlosung hinzu gegeben und somit die

NO-Freisetzung gestartet.
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6.2.7.2 AAV 10 Bestimmung der NO-Freisetzungsprofile unter dem Zusatz
von Metalloporphyrin und lodosobenzol

Durchfiihrung analog AAV 9. Wenn nichts anderes angegeben ist, werden
die zum Diazeniumdiolat dquimolare Menge Metalloporphyrin, geldst in
Ethanol und Iodosobenzol geldst in Ethanol im zehnfachen molaren
Uberschuss vor der Injektion mit der Pufferlosung vereinigt.

6.2.7.3 AAV 11 Nitritbestimmung nach der NO-Freisetzung unter dem
Einfluss von Metalloporphyrin und lodosobenzol

Der erste Teil dieser Methode verliuft analog zu AAV 10, nur dass anstelle
von 2,0 ml Pufferlésung, nur 1,0 ml Pufferlésung verwendet wird, da sonst
spater das Volumen der Liberationszelle nicht ausreichen wiirde.

Nach Beendigung der NO-Freisetzung werden 2,0 ml einer vorher auf 37 °C
temperierten einprozentigen Kaliumiodidlosung in Eisessig in die
Liberationszelle gegeben. Das enthaltene Nitrit wird hierdurch spontan zu
NO umgesetzt, welches wiederum vom NOA™ 280 detektiert werden kann.
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6.3 Monographien

6.3.1 1-[N-(2-Aminoethyl)-N-(2-ammonioethyl)amino]diazen-1-ium-1,2-

2,5 g (24,2 Millimol) Diethylentriamin werden in 75 ml CH3CN geldst
und nach AAV 6 umgesetzt. Die Reaktionszeit betrigt 26 h.

H=28,0% N=42,9%
H=28,0% N=42,4%

diolat (41)
(l)_
- O\Il\ﬁN
HzN\(CHz)z/N\(CHZ)z/ 3

Literatur: [240]
MG: 163,18 176,22 g/mol (C4H;3N50,)
Darstellung:
Aussehen: weilles Pulver
El.-Analyse:  ber.: C=294%

gef.: C=29,1%
Ausbeute: 3.4 g (21,1 Millimol)

'H-NMR (0,01 M NaOD; 400MHz):

Ver?g;;‘iung Multiplizitit | H-Anzahl H-Positionen / Kopplungskonstanten
2,59 t. H;N -CH,-CH,-NR-CH,-CH,-NH, (*J = 6,1)
3,02 t. H:N"-CH,-CH,-NR-CH,-CH,-NH, (J =6,1)

IR (KBr, cm™): 3409, 2952, 1662, 1635, 1553, 1349, 1237, 1159, 935, 835

Zerfallszeit (pH 7,4; 37,0 °C): 79220 +/- 1853 s
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6.3.2 1-[-N-(3-Ammoniopropyl)-N-(n-propyl)amino]diazen-1-ium-1.2-

diolat (48)
?_
o_ N
\I|\I+
3 N
"N (CHa)y~ NCHy)3~ 3
Literatur: [240]

MG:

176,22 g/mol (C6H16N402)

Darstellung: 2,2 g (18,93 Millimol) N-Propyl-1,3-propandiamin werden in 75 ml
CH;CN gel6st und nach AAV 6 umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt 48
h.

Aussehen: weilles Pulver

El.-Analyse:  ber.:

Ausbeute:

gef.:

2,8 g (15,9 Millimol)

'H-NMR (0,01 M NaOD; 400MHz):

C=40,9 %
C=40,9 %

H=9,2% N=31,8%
H=9,2% N=31,5%

Verschiebung

(ppm] Multiplizitét H-Anzahl H-Positionen / Kopplungskonstanten
0,90 t. 3 CH;-CH,-CH,-NRR” (J=17,37)
1,34 sex. 2 CH3-CH,-CH,-NRR” CJ=17,38)
1,47 qui. 2 H:N'"-CH,-CH,-CH,-NRR" (J=17,38)
2,64 t. 2 H:N -CH,-CH,-CH,-NRR" (*J = 7,38)
2,86 t. 2 CH;3-CH,-CH,-NRR CJ=17,37)
2,93 t. 2 HiN -CH,-CH,-CH,-NRR " (3 =7,38)

IR (KBr, cm™): 3430, 3259, 2977, 2954, 2858, 2794, 2725, 2638, 2565, 2116, 1689,
1639, 1544, 1468, 1388, 1270, 1220, 1171, 1091, 969, 935, 763, 645

Zerfallszeit (pH 7,4; 37,0 °C): 888,5 +/- 1934 s
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6.3.3 Natrium-1-(piperidin-1-yl)diazen-1-ium-1.2-diolat (49)

1
+
N
y o
O
Na®
Literatur: [219]
MG: 167,14 g/mol (CsH;oN3;O,Na)

Darstellung: 247 mg (2,9 Millimol) Piperidin werden in 10 ml CH3CN/Et,0O 1:1
gelost, mit 157 mg (2,9 Millimol) Natriummethanolat in 0,457 ml
Methanol versetzt und nach AAV 7 umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt

48 h.
Aussehen: weilles Pulver
Ausbeute: 201 mg (1,2 Millimol)

'H-NMR (0,01 M NaOD; 400MHz):

Verschiebung Multiplizitat H-Anzahl H-Positionen /
[ppm] Kopplungskonstanten
Hz
11;('/C\('11;
1,49 qui. 2 | |
H;(,\\‘/(,H;
o (J=5,70)
HzC/(:\CHz
1,75 qui. 4 | |,
H:(,\\‘/(,H
© o (CJ=5,79)
H*L'/( \L'H*
3,06 t 4 I
HzC\ »\/CHZ
< (J=56)

IR (KBr, cm™): 3453, 3426, 3373, 2944, 2858, 2363, 2340, 1654, 1631, 1563, 1270,
1216, 1186, 1094, 1067, 946, 672, 576

Zerfallszeit (pH 7,4; 37,0 °C): 26,9 +/- 0,9 s
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6.3.4 Natrium-1-[-4-(tert.-butyloxycarbonyl)piperazin-1-yl]diazen-1-ium-
1,2-diolat (104)

MG: 268,25 g/mol (CoH7N404Na)

Darstellung: 2,0 g (10,74 Millimol) 1-Boc-Piperazin werden in 75 ml CH3;0OH gelost,
mit 0,578 g (10,74 Millimol) Natriummethanolat in 0,760 ml Methanol
versetzt und nach AAV 7 umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt 20 h.

Aussehen: grauweilles Pulver

Ausbeute: 0,346 g (1,3 Millimol)

'H-NMR (0,01 M NaOD; 400MHz):

Verschiebung Multiplizitit H-Anzahl H-Positionen /
[ppm] Kopplungskonstanten
1,46 sin. 9 R-C(CHj3)3

yi"())()('i('l 13)3

HzC/ \CHz

2,75-3,65 m. 8 |

HzC\ y\/CHz

N(O)NONa

IR (KBr, cm™): 3446, 2983, 2938, 2832, 2735, 1697, 1597, 1458, 1421, 1362, 1271,
1180, 1128, 958, 773

Zerfallszeit (pH 7,4; 37,0 °C): 106,6 +/- 7,5 s
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6.3.5 Natrium-1-(4-acetylpiperazin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat (105)

[Nj
N
N

(od N

.
ONa+

MG: 210,17 g/mol (C6H11N403Na)
Darstellung: 0,500 g (3,9 Millimol) 1-Acetylpiperazin werden in 20 ml CH3;CN/Et,O
1:1 gelost, mit 0,211 g (3,9 Millimol) Natriummethanolat in 0,491 ml
Methanol versetzt und nach AAV 7 umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt
30 h.
Aussehen: weilles Pulver
El.-Analyse:  ber.: C=343% H=53% N=26,7%
gef.: C=322% H=53% N=25,9%
Ausbeute: 0,311 g (1,5 Millimol)
'H-NMR (0,01 M NaOD; 400MHz):
Verschiebung Multiplizitit H-Anzahl H-Positionen /
[ppm] Kopplungskonstanten
2,13 sin. 3 CH;-CO-NRR
II;L'/ X\L'I 16}
3,14 t, 2 | N
2 \ \/L H»
\(()wv\or\u (3J: 5’34)
Ha( - ’ \( H>
3,20 t 2 | |
L
\1()nv\<>r\u (3J: 5,2])
HzC/ ’ \CHz
3,77 m. 4
Ha( ~ . /( H>
N(O)NONa (3J= 5908)

IR (KBr, cm™): 3433, 2926, 2870, 1624, 1475, 1448, 1367,

1043, 1005, 962, 87, 613, 598, 532

1279, 1267, 1182, 1128,
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Zerfallszeit (pH 7,4; 37,0 °C): 410,8 +/- 44,5 s
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6.3.6 1-[4-(2-Ammonioethyl)piperazin-1-yl]diazen-1-ium-1,2-diolat (106)

/T = N0
N N—N"
\
H3NJ __/ o
Literatur: [240]
MG: 188,21 g/mol (C¢H4N50,)

Darstellung: 1,0 g (7,7 Millimol) 1-(2-Aminoethyl)piperazin werden in 30 ml CH3;CN
gelost und nach AAV 6 umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt 48 h.

Aussehen: weilles Pulver

El.-Analyse:  ber.: C=38,3% H=7,5% N=372%

fiir CcH14N502 x 2 H,O C=36,5% H=7,7% N=35,1%
gef.: C=372% H=28,0% N =134,0%

Ausbeute: 0,452 g (2,4 Millimol)

'H-NMR (0,01 M NaOD; 400MHz):

erschiebun e ..
v & Multiplizitét H-Anzahl H-Positionen
[ppm]
/CHz—( Hy—— NH3
N
II;(/ \( Ha
2,63 t. 2 | |
HaoC. CH2
N
N(O)NO~
/( Ho—— CHy—— Ni;
N
HzC/ \CHz
2,77 m. 6 ”l‘ L“”W
S
N(O)NO ~
/L'II;*L'II;* NH3
N
H*L'/ \L'H*
3,18 m. 4 | |
Hoa CHz
C\x/
N(O)NO~

IR (KBr, cm™): 3473, 3425, 2970, 2841, 1655, 1560, 1527, 1488, 1373, 1346, 1273,
1234, 1180, 1159, 1049, 1016, 962, 953, 864, 766, 569

Zerfallszeit (pH 7,4; 37,0 °C): 155,8 +/- 2,5 s
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6.3.7 1-[N-(2-Hydroxyethyl)-N-(2-ammonioethyl)amino]diazen-1-ium-1.2-
diolat (107)

+
HOV\N/\/ NH;
A
_ O/ N N

|
o

MG: 164,17 g/mol (C4H12N403)

Darstellung: 2,2 g (21,1 Millimol) 2-(2-Aminoetylamino)ethanol werden in 60 ml
CH3CN/Et,O 3:1 gelost und nach AAV 6 umgesetzt. Die Reaktionszeit

betrigt 48 h.
Aussehen: weilles - hellbraunweif3es Pulver
Ausbeute: 0,322 g (1,96 Millimol)

'H-NMR (0,01 M NaOD; 400MHz):

Verschicbung Multiplizitét H-Anzahl H-Positionen
[ppm]
2,70 m. 2 HO-CH,-CH,NR-CH,-CH, NH;
2,78 m. 4 HO—CHQ—CHQ—NR—CHQ—CHQ NH‘,
3,6 t. 2 HO-CH,-CH,NR-CH,-CH, NH;

IR (KBr, cm™): 2953, 2933, 1655, 1640, 1579, 1560, 1545, 1510, 1475, 1458, 1273,
1161, 1061, 943, 872, 816, 619

Zerfallszeit (pH 7,4; 37,0 °C): 7188,2 +/- 444,7 s
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6.3.8 Natrium-1-{4-[1-methyl-1-(4-isobutylphenyl)acetyl]piperazin-1-

vlldiazen-1-ium-1.2-diolat (108)

MG:

Darstellung:

Aussehen:

El.-Analyse:

356,4 g/mol (C,7H25N4O3Na)

2-Methyl-2-(4-isobutylphenyl)essigsdure wird nach AAV 2 mit 1-Boc-
Piperazin amidiert. Die Boc-Schutzgruppe wird nach AAV 4
abgespalten. 0,412 g (1,5 Millimol) 2-Methyl-2-(4-
isobutylphenyl)essigsdurepiperaziamid werden in 10 ml CH3;CN/Et,0 1:1
gelost, mit 0,081 g (1,5 Millimol) Natriummethanolat in 0,190 ml
Methanol versetzt und nach AAV 7 umgesetzt. Die Reaktionszeit betrigt
26 h.

weilles Pulver

ber.: C=573% H=7,1% N=15,7%

fiir C17H25N4O3Na x 2 H, O x NO;: C=46,5% H=6,9% N=15,9%

Ausbeute:

gef.: C=473% H=59% N=157%

0,150 g (0,42 Millimol)



'H-NMR (0,01 M NaOD; 400MHz):
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Verschiebung

Multiplizitit H-Anzahl H-Positionen
[ppm]
0,88 d. 6 (CH3),-CH-CHo-Aryl(CJ = 6,61)
1,39 d. 3 Aryl-CH(CH3)-C(O)NRR(J = 6,87)
1,85 sep. 1 (CH;),-CH-CH,-Aryl (CJ = 6,86)
2,50 d. 2 (CHj),-CH-CHy-Aryl (J =17,12)
HzC/ I\\CHz
2,66-3,13 m. 4 | |
Ha( \ y\/( Irlg
II;(,'/ r\\(,'llg
3,70-3,89 m. 4
HzC\ ’\/CHZ
421 q. 1 Aryl-CH(CH;)-C(O)NRR (3J = 6,87)
7,25 m. 4 -Aryl-

IR (KBr, cm™): 3448, 3216, 2962, 2931, 2904, 2862, 1635, 1458, 1446, 1679, 1348,

Zerfallszeit (pH 7,4; 37,0 °C): 301,4 +/- 25,2 s

1271, 1240, 1213, 1192, 1128, 1103, 1038, 995, 958, 845, 756, 669, 536
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6.3.9 Natrium-(S)-1-{4-[2-methyl-2-(6-methoxynaphthyl)acetyl]piperazin-
1-ylldiazen-1-ium-1.2-diolat (109)

o
+ /
| K\N_N\\N O Na*
: N\) Na
‘O 0]
o
MG: 380,38 g/mol (C13H21N4O4Na)

Darstellung:  S-2-Methyl-2-(6-methoxynaphthyl)essigsdure wird nach AAV 1 mit 1-

Cbz-Piperazin amidiert. Die Cbz-Schutzgruppe wird nach AAV 5
hydrogenolytisch abgespalten.
0,500 g (1,7 Millimol) S-2-Methyl-2-(6-methoxynaphthyl)essigséure-
piperazinamid werden in 10 ml CH3CN/Et,O 1:1 gelost, mit 0,092 g (1,7
Millimol) Natriummethanolat in 0,214 ml Methanol versetzt und nach
AAV 7 umgesetzt. Die Reaktionszeit betragt 46 h.

Aussehen: weilles Pulver
El.-Analyse:  ber.: C=568% H=56% N=14,7%
fir C17H25N403Na x 4 HQO X3 NOQ-Z C :36,7 % H= 4,8 % N-= 16,6 %

gef.: C=356% H=39% N=148%

Ausbeute: 0,150 g (0,66 Millimol)
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'H-NMR ([Dg]-DMSO 400MHz): (S-2-Methyl-2-(6-methoxynaphthyl)essigsiurepiperazinamid)

Verschicbung Multiplizitét H-Anzahl H-Positionen
[ppm]
1,34 d. 3 Aryl-CH(CH3)-C(O)NRR (*J = 6,87)
HzC/ N\Cﬂz
2,06-2,66 m. 4 |
Ha(C \ \1/( H
Ilv(‘/ \‘\(‘Ilv
3,12-3,49 m. 4
HzC\ V/CHz
3,86 sin. 3 CH;0-
4,18 q. 1 Aryl-CH(CH;)-C(O)NRR (J = 6,87)
7,14 m. 1 -Aryl-
7,28 m. 1 -Aryl-
7,36 m. 1 -Aryl-
7,65 sin. 1 -Aryl-
7,77 m. 1 -Aryl-

IR (KBr, cm-l): (S-2-Methyl-2-(6-methoxynaphthyl)essigsiurepiperazinamid) 3315, 2933, 2794,
2731, 1618, 1458, 1427, 1390, 1362, 1319, 1261, 1225, 1209, 1161,
1138, 1117, 1095, 1049, 1032, 922, 856, 820, 793, 677, 571

Zerfallszeit (pH 7,4; 37,0 °C): 346,6 /- 69,3 s
(pH 7,4;20,0 °C): 2310,5 /- 0's
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6.3.10 Natrium-(S)-1-{O-/2-methyl-2-(6-methoxynaphthyl)acetyl]N-(2-

hydroxyethyl)-N-(2-ammonioethyl)amino] }diazen-1-ium-1,2-diolat

(110)

MG: 376,42 g/mol (C18H24N4O5)

Darstellung:  Die beiden Aminogruppen von 2-(2-Aminoetylamino)ethanol werden
nach AAV 3a mit Cbz-Schutzgruppen versehen.
S-2-Methyl-2-(6-methoxynaphthyl)essigsdure wird nach AAV 2 mit
N,N-di-Cbz-2-(2-Aminoetylamino)ethanol verestert.

Die Cbz-Schutzgruppen werden anschlieBend nach AAV 5
hydrogenolytisch abgespalten.

0,380 g (1,2 Millimol) S-2-Methyl-2-(6-methoxynaphthyl)essigséure-2-
(2-aminoetylamino)ethylester werden in 10 ml CH3CN/Et;O 1:1 geldst
und nach AAV 6 umgesetzt. Die Reaktionszeit betrigt 62 h.

Aussehen: klares, dickfliissiges Ol

Ausbeute: 0,041 g (0,11 Millimol)
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'H-NMR([Ds]-DMSO 400MHz):
(S-N,N’-di-Cbz-2-Methyl-2-(6-methoxynaphthyl)essigsdure-2-(2-aminoetylamino)ethylester)

Verschicbung Multiplizitit | H-Anzahl H-Positionen
[ppm]
1,43 d. 3 Aryl-CH(CH3)-C(0)OR" (*J = 6,87)
3,10-3,43 m. 8 RO-CHp-CHy-NR-CH,-CH, NH;
3,86 sin. 3 CH;0-
4,13 q- 1 Aryl-CH(CH3)-C(O)NRR (*J = 6,87)
4,95 sin. 4 2 x Aryl-CH,-OR ™’
7,10-7,81 m. 16 -Aryl-

Zerfallszeit (pH 7,4; 37,0 °C): 11552,5 +/-485,2 s
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6.4 Gefahrstoffe

Uber die toxikologischen Eigenschaften der meisten im Rahmen dieser
Arbeit verwendeten Chemikalien bzw. synthetisierten Verbindungen liegen
keine Daten im Sinne des Chemikaliengesetzes vor. Gefdhrliche
Eigenschaften konnen nicht ausgeschlossen werden. Die Substanzen sind mit
der fiir gefdhrliche Chemikalien iiblichen Vorsicht zu handhaben.
Nachfolgend sind die wichtigsten verwendeten Reagenzien und
Losungsmittel aufgefiihrt, die nach Anhang 6 der Gefahrstoffverordnung mit
Gefahrensymbolen und Sicherheitsratschldgen versehen sind.

Losungsmittel Gefahrensymbole Sicherheitsratschlage
Aceton F 9-16-23-33
Acetonitril T,F 16-27-45
Dichlormethan Xn 23.2-24/25-36/37
Diethylether F' 9-16-29-33
Eisessig C 2-23-26
Ethanol F 7-16
Ethylacetat F 16-23-29-33
Methanol T, F 7-16-24-45
Petrolether Xn, F 9-16-23.2-24-33-62
Tetrahydrofuran X1, F 16-25-29-33
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Reagenzien Gefahren- Sicherheitsratschlage
symbole

liéi;{::;noethyl) C 26-36/37/39-45-61
N,N"-Carbonyldiimidazol Xn 22-24/25
1-Boc-Piperazin Xi 26-36
1-Cbz-Piperazin Xi 26-36
> (2-Aminocthylamino) C 26-36/37/39-45
aliphatische Amine F,C 11-21/22-34
Diethylentriamin C 26-36/37/39-45
N,N -
D’iisopropylcarbodiimid T 26-36/37/39-45
Natriumcarbonat Xi 22-26
Natriumhydroxid C 26-37/39-45
Natriummethanolat F, C S 8-16-26-43.6-45
gr' f;;’fl’g}a;fn C 16-26-27-36/37/39-45
Piperazin C S 22-26-36/37/39-45-61
Piperidin F, T S 9-26-27-28.1-45-61
Salzsédure C 26-36/37/39-45
5,10,15,20,-Tetraphenyl-
21H,32H-porphyrin- Xi 26-37/39
eisen(I1)chlorid
Triethylamin CF 3-16-26-29-36/37-45
Trifluoressigsdure C S 9-26-27-28.1-45-61
Wasserstoff F* 9-16-33
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