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1 Einleitung

Die Verleihung des Nobelpreises flir Physiologie und Medizin im
Jahre 1998 an Ferid Murad, Louis Ignarro und Robert F. Furchgott
fur die Entdeckung endothelvermittelter vasorelaxierender Eigen-
schaften von Stickstoffmonoxid war der bisherige Hohepunkt in der
groBen Karriere des kleinen Molekiils NO.

Stickstoffmonoxid, ein bei Raumtemperatur unter Standardbe-
dingungen farbloses Gas, war lange Zeit nur als atmospharisches
Umweltgift bekannt.

Die ersten Berichte Uber die Herstellung von NO stammen bereits
aus dem Jahre 1620 aus Belgien. Schon 40 Jahre spater gelang R.
Hooke und R. Boyle unabhangig voneinander die Darstellung von
NO durch Erhitzen von Kaliumnitrat mit glihender Holzkohle in
Abwesenheit von Luftb.

1846 erhielt der italienische Chemiker Sobrero aus einem Gemisch
von Glycerol und Schwefel- und Salpetersaure zum ersten mal
Glyceroltrinitrat2).

17 Jahre spater entdeckte Alfred Nobel eine sichere Herstellungs-
methode fiir Dynamit' aus Glyceroltrinitrat, das er sich unter dem
Namen "Nobels explosives OI" patentieren lieB. Als er 1896 an
Angina pectoris erkrankte, lehnte er jedoch die Einnahme des
bereits seit 1879 zur Behandlung dieser myokardialen Ischdamie
erfolgreich eingesetzten Glyceroltrinitrats3) ab und verstarb noch im
selben Jahr4.

1980 berichteten Furchgott und Zawadzki erstmalig von einer
endogenen Substanz, die den vasodilatorischen Effekt von Acetyl-
cholin intakter Endothelzellen vermittelt und nannten sie EDRF
(endothelium-derived relaxing factor)>. Aufgrund seiner kurzen
Halbwertszeité) dauerte es weitere sieben Jahre, bis die chemische
Struktur von EDRF als Stickstoffmonoxid von verschiedenen
Arbeitsgruppen unabhdngig voneinander identifiziert wurde?. 8, 9, 10),

!Dynamit besteht aus einer 75% igen Mischung von Glyceroltrinitrat mit Kieselgur.
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Bis zum heutigen Tag flammt die Diskussion, ob nicht auch
Nitrosothiole,  Dinitrosyleisencystein-Komplexe,  Nitroxylanionen,
N"-Hydroxy-L-arginin-NO-Komplexe und Hydroxylamin als EDRF
reagieren konnen, immer wieder auf, obwohl die Arbeiten von
Furchgott und Ignarro weitgehend anerkannt sind.

1.1 Eigenschaften von NO

Stickstoff verfiigt Uber 5 Valenzelektronen, die in einer s°p’
Konfiguration angeordnet sind. Er kann daher in Oxidationsstufen
von =3 (NH3) bis +5 (NO3) auftreten. NO zeigt mit seinen 15
Elektronen als ein freies Radikal paramagnetische Eigenschaften.
Betrachtet man die Verteilung der 11 Valenzelektronen im Orbital-
modell (Abbildung 1-1), so bilden die beiden 2s und die drei 2p
Orbitale des Stickstoffes und des Sauerstoffes 8 Molekilorbitale, von
denen vier bindend und vier antibindend sind. Im Grundzustand
kommt NO also auf acht bindende und drei antibindende Elektronen,
was einer formalen Bindungsordnung von 2,5 entspricht.
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Abbildung 1-1 Vereinfachtes Molekiilorbitaimodell von Stickstoffmonoxid
im Grundzustand

Sein radikalischer Charakter bedingt die meisten seiner chemischen
Reaktionen.

NO hat einen Siedepunkt von -151,8 °C sowie einen Schmelzpunkt
von -163,6°C. Der Stickstoff besitzt die Oxidationsstufe +2 und liegt
damit an zweiter Stelle in der Oxidationsreihe der Stickoxide, die
von +1 bis +5 reichen.

Die Reaktion mit Sauerstoff erfolgt spontan und ergibt NO,, ein
braunes Gas!l.

2NO + O, %® 2 NO, (1-1)
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Die Kinetik der Reaktion verlauft 2. Ordnung bezogen auf NO,
1. Ordnung hingegen bezogen auf O..

In der Atmosphdre betrdgt die NO-Halbwertszeit 24 Sekunden,
wahrend bei einer Absenkung der NO-Konzentration um den Faktor
1000 seine Halbwertszeit auf 7 Stunden ansteigt.

Im Gegensatz zum ebenfalls radikalischen NO,, zeigt NO keine
ausgepragte Dimerisierungstendenzi2., Wie alle Stickoxide ist NO
thermodynamisch instabil, seine Disproportionierung zu N,O und
NO, aber kinetisch gebremst, so daB es unter 1 atm Druck und
unter Standardbedingungen gelagert werden kann.

Physiologisch kommt NO Uberwiegend in Losung vor. Seine

Wasserléslichkeit ist mit 1,7 * 10~ mol/L gering!3 und unterliegt im
Gegensatz zu N,0Os und N,Os keiner Hydrationsreaktion.

N,Os + H,0 PR 2 HNO, (1-2)

N,Os + H,0 P 2 HNO; (1-3)

Im waBrigen Medium sollte aus der Reaktion mit Sauerstoff zu
gleichen Teilen Nitrit und Nitrat entstehen:

NO + V2 O, Y4 ® NO, (1-4)

2 NO, Ya® N,O4 (1-5)

N,O4 + H,0O Y4 ® NO, + NOs + 2 H* (1-6)

Aufgrund der schnelleren Reaktion von NO, mit einem weiteren
Molekil NO zu N,Os findet man jedoch fast ausschlieBlich Nitrit.
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NO, + NO Ya® N,Os (1-7)

N,Os; + H,0O Y4® 2H  +2 NO, (1-8)

Gleichung 1.9 gibt die Gesamtgleichung der Nitritentstehung
wieder14),

2NO + 720, + H),O Y4® 2 NO, + 2H+(1'9)

NO reagiert bereits bei Raumtemperatur mit Metallionen zu
Komplexen, von denen nur die der Ubergangsmetalle stabil sind.
Dabei besetzen Elektronen des Stickstoffmonoxids freie d-Orbitale
des Zentralionstt). Physiologisch wird diese Eigenschaft z.B. bei der
Reaktion mit dem Eisenzentralion des Hamoglobins beobachtet.

Im arteriellen GefaBbett entsteht aus Oxyhamoglobin und NO
Methamoglobin und Nitrat?5).

Oxy-Hb[Fe(II)-O,] + NO 34®

Met-Hb[Fe(III)] + NO5 (1-10)

Diese Reaktion zeichnet sich neben der Nitritbildung (1-9)
hauptverantwortlich flir die fehlende systemische Wirkung von NO
im Korper. Die Halbwertszeit von NO unter physiologischen
Bedingungen wird mit Werten um 5 Sekunden angegeben?s).
Bedenkt man, wie viele Zellen Metalloproteine oder Enzyme Ham als
prosthetische Gruppe enthalten, wird schnell klar, daB noch
zahlreiche Funktionen des Stickstoffmonoxids zu entdecken sind.

Aufgrund seines hohen Diffusionskoeffizienten (3 bis 4 * 10 cm?%/s
in Wasser von 37°C17), seiner guten Membrangangigkeit und seiner
ausgepragten Lipidloslichkeit kann NO trotz der geringen
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Halbwertszeit in bis zu 160 nm Entfernung von seinem Bildungsort
Reaktionen eingehen.

Eine weitere wichtige Reaktion von NO ist die Umsetzung mit
Thiolen, die auch physiologisch groBe Bedeutung besitzt, denn es
gilt als gesichert, daB3 S-Nitrosothiole die Haupttransportform flir NO
uber langere Wegstrecken darstellen. Die SH-Gruppen werden von
Cystein, Glutathion sowie Serumalbumin’ geliefert 18

Durch Oxidation von NO bilden sich Nitrosiumionen (NO¥)19), die
sehr reaktiv und hdchstens in stark saurer Losung bestandig sind. In
waBriger Losung reagieren sie sofort weiter zu salpetriger Saure
bzw. zu Nitrit.

NO™ + H,O = H' + HNO, (1-11)

Physiologische Bedeutung erfahrt NO™ in Transnitrosierungs-
reaktionen, bei denen Nitrosothiole Nitrosiumionen auf andere
Thiole Ubertragen kdnnen20).

RISNO + RS  #%® RIS + R°SNO  (1-12)

Die Reduktion von NO flihrt zur Bildung der Nitroxylanionen (NO)19),
die bevorzugt im Sauren nach Dimerisierung zu H,N,O, unter
Wasserabspaltung N,O bilden.

2NO + 2H" Ya® N,O + H,O (1-13)

Aus der Reaktion von Sauerstoff mit NO™ kann Peroxynitrit21)
hervorgehen, eine Substanz mit hohem Oxidationspotential, die vor
allem fur das toxische Verhalten von NO eine groBe Rolle spielt.

! Die Halbwertszeit von Nitrosoalbumin liegt z. B. bei 40 Minuten.
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NO + O, Y2 ® ONOO (1-14)

Die Reaktion von NO und O, -Radikalen liefert ebenfalls Peroxynitrit.

NO + O, Ya® ONOO (1-15)

1.2 Biosynthese von NO

Endogen wird NO in zwei Schritten (Abbildung 1-2) aus einem der
beiden terminalen Guanidinstickstoffe des L-Arginins22) in einem von
NO-Synthasen katalysierten ProzeB mit Hilfe verschiedener Kofak-
toren und Ham als prosthetischer Gruppe durch eine fiinf Elek-
tronenoxidation gebildet?3).
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H H
N N
J\ Ca/CaM J\

H,N" °N BH, HI}I H
o NADPH HO
/ \ - 0
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2 H,O
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BH,4 H
1/2 NADPH 0 + NO
J, \ OH
H,O NH,
L-Citrullin

Abbildung 1-2 Biosynthese von NO

Im ersten Reaktionsschritt entsteht unter Verbrauch von einem Mol
NADPH und Sauerstoff als Zwischenprodukt N"-Hydroxy-L-arginin24
25), Im zweiten Reaktionsschritt wird unter weiterem Verbrauch von
Sauerstoff und einem halben Mol NADPH der hydroxylierte Stickstoff
zu NO oxidiert, wobei Citrullin entsteht. *0-Markierungsexperimente
bewiesen, daB beide dabei eingefiihrten Sauerstoffatome aus ele-
mentarem Sauerstoff und nicht aus Wasser stammenz6, 27),

Wahrend der erste Reaktionsschritt fur die NO-Synthasen spezifisch
ist, kann die Katalyse des zweiten Teils der Reaktion u. a. von
Cytochrom P450 ibernommen werden?2s, 29, 30),

1.2.1 NO-Synthase

Bis heute sind drei Isoenzyme der NO-Synthase in ihrer Struktur
vollstandig aufgeklart. In der Reihenfolge ihrer Entdeckung wurden
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sie zunachst durch den Zusatz I, II und III gekennzeichnet. Heute
werden sie in der Regel nach ihrem ersten Fundort unterschieden
in:

Endotheliale NO-Synthase (eNOS, bzw. NOS III)31)
Neuronale NO-Synthase (nNOS, bzw. NOS I)32)
Induzierbare NO-Synthase (iNOS, bzw. NOS II)33)

Eine vierte, mitochondriale NOS wird derzeit diskutiert’.

Die NO-Synthase liegt als Homodimer vor, wobei jede Untereinheit
aus einer C-terminalen Reduktasedomane ("Schwanz") sowie einer
N-terminalen Oxygenase Domane ("Kopf") besteht. Dabei konnten
fur die eNOS und die nNOS Kopf-Kopf, Kopf-Schwanz sowie
Schwanz-Schwanz Verknipfungen, fur die iNOS lediglich Kopf-Kopf
Verkniapfungen gefunden werden34. Abbildung 1-3 zeigt eine
schematische Darstellung eines Monomers der NO-Synthase35).

! Persénliche Mitteilung, C. Richter, ETH Ziirich
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Abbildung 1-3 Schematischer Aufbau eines Monomers der NO-Synthase

Die Bindungsstellen der flr die Biosynthese erforderlichen
Kofaktoren NADPH, FAD und FMN befinden sich auf dem
C-terminalen Ende, das aufgrund seiner groBen Ahnlichkeit zur
NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase auch als Cytochrom P450-
Reduktase-Domane bezeichnet wird36). NADPH liefert die Elektronen,
die Uber FAD und FMN auf Ham dbertragen werden. Da die
Flavoproteine im Gegensatz zum NADPH auch einzelne Elektronen
abgeben kdnnen, ist es aufgrund ihrer Beteiligung moglich, wie
schon bei der Cytochrom P450-Reduktase bekannt3?), zwischen zwei
katalytischen Zyklen einzelne Elektronen zu "parken". Bei flavin-
defizienten Enzymen bleibt die Oxidation des Arginins auf der Stufe
des N"-Hydroxy-L-arginins stehen.

Das N-terminale Ende des Enzyms birgt die Bindungsstellen von
Ham, Arginin und Tetrahydrobiopterin (BH4), die allerdings flir die
beiden letzteren noch nicht exakt lokalisiert werden konnten. Flr
BH; wird vermutet, daB sich die Bindungstasche in unmittelbarer
Ndahe zum Ham befindet, da Versuche BHs-freie Enzyme zu
praparieren, immer mit dem Verlust von Hdm einhergingen.

Ham ist fur die Dimerisierung der NO-Synthase von groBer
Bedeutung. So konnten monomere nNOS-Strange durch Inkubation
mit Ham unter Wiederherstellung voller Enzymaktivitat zur
Dimerisierung angeregt werdens3s),

COOH
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Flr Tetrahydrobiopterin wird eine Flavin-dhnliche Funktion als
Ubertréger einzelner Elektronen diskutiert39). Es ist beteiligt an der
Hydroxylierungsreaktion von Arginin zu N"-Hydroxy-L-arginin40)
sowie an der weiteren Oxidation zu NO%). Zusatzlich verstarkt es
wie ein allosterischer Kofaktor die Bindung von Arginin am aktiven
Zentrum42),

Durch die Anbindung von Calmodulin an einer zwischen Reduktase-
und Oxygenase-Domdne befindlichen Bindungsstelle erfahrt das
Enzym eine Konformationsanderung, wodurch der ElektronenfluB
des NADPH auf die Flavine gesteigert und die Ubertragung der
Elektronen von der Reduktase auf die Oxygenase-Domane durch die
Flavine mdoglich wird43). Die Bindung von Calmodulin ist nur bei
nNOS und eNOS von der Ca**-Konzentration abhéngig, wohingegen
die iNOS standig Calmodulin gebunden hat.

Wichtige Eigenschaften und Unterschiede der Isoenzyme sind in
Tabelle 1-1 dargestellt.
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Tabelle 1-1 Eigenschaften und Unterschiede der verschiedenen NO-

Synthasen
nNOS iINOS eNOS
Vorkommen Neuronale Makrophagen, | Endothelzellen,
Zellen, Hepatocyten, Epithelzellen,
Skelettmuskel, Astrocyten, Kardio-
Niere (Macula glatte myocyten,
densa) Muskelzellen, einige
u. v. a. Neuronen
Expression konstitutiv induziert konstitutiv
Molare Masse 155 125 135
[kDa]
Km 2 2,5 0,9
[L-Arginin, uM]
Calcium- ja nein ja
abhangigkeit
Anzahl der 1433 1153 1203
Aminosauren
Membran Wenig L&slich? Ja
gebunden Anbindung Uber

Anbindung an
spezifische
Membranpro-
teine4)

N-terminale My-
ristoyl- und
Palmitoylgrup-
pen an den
Golgi-Apparat
sowie an
Caveoli
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1.3 Physiologische Funktionen von NO

1.3.1 Im GefaBsystem

Im Endothel des vaskuldren Systems gebildetes NO aktiviert die
|6sliche Guanylatzyklase (sGC) der Zielzellen in der glatten GefaB-
muskulatur und den Thrombozyten dadurch, daB es an die Ham-
gruppe an der N-terminalen Seite der b-Untereinheit des hetero-
dimeren Enzyms bindet45). Die auf diese Weise katalysierte Bildung
von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosin-5-
triphosphat (GTP) fuhrt zur Senkung des Calciumspiegels und damit
zur Erschlaffung der GefaBmuskulatur sowie zur Hemmung der
Thrombozytenaggregation und -adhasion46). Zusatzlich konnte fur
NO an den glatten GefaBmuskelzellen eine antiproliferative Wirkung
festgestellt werden, so daB Atherogenese und proliferations-
hemmende Erscheinungen zu beobachten sind47, 48).

Auch im pulmonalen GefaBsystem lieBen sich NO-Synthasen
nachweisen49), wobei NO sowohl die Durchblutung als auch den
Gasaustausch in den Alveolen verbessert.

1.3.2 Im zentralen und peripheren Nervensystem

Glutamat stimuliert NMDA-Rezeptoren, so daB es zu einem intra-
zelluldren Anstieg an Ca**-Ionen kommt, wodurch wiederum eine
erhohte NO-Produktion der nNOS hervorgerufen wird (Abbildung
1-4). NO diffundiert zur Zielzelle und l6st dort einen Anstieg des
cGMP aus50. 51), Darliber hinaus starkt es bei Diffusion in die
Prasynapse die synaptische Verbindung glutaminerger Neuronen.
Stickstoffmonoxid wird auf diese Weise eine Beteiligung an der
Langzeitpotenzierung von Synapsen zuteil, denen eine wichtige
Rolle bei Lernfahigkeit und Gedachtnisprozessen zugeschrieben
wird>2).
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Ca2+

NO

Ca%*-Calmodulin

\
NOS /i

L-Arg

cGMP

sGC

GTP

Abbildung 1-4 Funktionen von NO im ZNS
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Ebenso verdichten sich Hinweise darauf, daB NO ein wichtiger
Neurotransmitter der NANC-Neuronen ist53. 54, die an der Inner-
vation glatter Muskelgewebe der Luftwege, des Gastrointestinal-
sowie des Urogenitaltraktes beteiligt sind. Infolge einer Nerven-
stimulation wirkt NO auch hier cGMP vermittelt erschlaffend auf die
vaskulire sowie nicht vaskulére glatte Muskulatur’.

1.3.3 Im Immunsystem

Zytokine und Lipopolysaccharide stimulieren die iNOS in den
Makrophagen55: 56) zur Produktion ca. 400-fach héherer NO-Konzen-
trationen als bei konstitutiver Ausschittung (100 nmol), um seine
zytotoxische Aktivitat flr die unspezifische Immunabwehr von
Bakterien und Parasiten auszunutzen. Durch die Reaktion von NO
mit unterschiedlichen Reaktionspartnern wie verschiedener Sauer-
stoffspezies, Thiole, Eisenionen, Fe-S-Cluster oder primdrer Amine
werden Enzyme der Atmungskette und des Citratzyklus® aus-
geschaltets7).

1 cGMP wird physiologisch durch die Phosphodiesterase abgebaut, so daB eine Hemmung dieses
Enzyms die Wirkung von NO verstarkt. Dieser Zusammenhang war die Grundlage des 1998 zur
Therapie der erektilen Dysfunktion eingefihrten Phosphodiesterasehemmers Sildenafil
(Viagra®), der spezifisch eine Isoform, die PDE 5, hemmt.

\
i J\\ | N
N

O=S—N N—
g \ /

Sildenafil
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Scherstress
Zytokine Peroxynitrit
Hormone Y
Tyrosinnitrierung
|
O,- Zytotoxizitat
NOS T
Arginin > — | Immunabwehr
sGC Neurotransmitter

GIP — GMP

Vasorelaxation

Abbildung 1-5 Zusammenfassung der verschiedenen Wirkungen von NO

1.4 Pathophysiologische Funktionen von NO

Mit NO im Zusammenhang stehende Krankheiten kdnnen zum einen
durch eine Minder- zum anderen durch eine Uberproduktion an NO

hervorgerufen werden.
Bei UberschieBender NO-Produktion ist die Zelle tber langere Ze

it-

raume groBen Mengen NO ausgesetzt. In der Umgebung werden
vor allem durch toxische Folgeprodukte von NO Nitrosierungs- und
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Nitrierungsreaktionen ausgeldst. Bei zahlreichen der im folgenden
genannten Erkrankungen konnten bei Patienten stark erhdhte
Gewebespiegel des 3-Nitrotyrosins nachgewiesen werden, das die
Funktion der betroffenen Proteine verandern und eine wichtige Rolle
in der Pathogenese spielen kann. Es wird vermutet, daB unter
physiologischen Bedingungen hauptsachlich Peroxynitrit (OONQO") an
der Nitrierung beteiligt ist58). Peroxynitrit kann entweder aus der
Reaktion von NO mit Superoxidradikalanionen (O, ) oder durch
Umsetzung von Nitroxylanionen und Sauerstoff entstehen und durch
heterolytischen Zerfall der Peroxysalpetrigen Saure Nitronium- und
Hydroxidionen bilden59 (Schema 1-1). Bei der thermodynamisch
weniger wahrscheinlichen homolytischen Spaltung kann ein
Radikalkafig entstehen, aus dem NO, und Hydroxylradikale
hervorgehen konnent0). Beide Reaktionen werden in der
Pathogenese von NO diskutiert.

[-oH + NO,] —-OH + NO,

+

ONOO ~ L> ONOOH

OH™ + NO,

Schema 1-1 Zerfallsreaktionen von Peroxynitrit Uber die Peroxysalpetrige
Saure

1.4.1 Im GefaBsystem

Bei einer NO-Uberproduktion kommt es durch verstirkte
GefaBrelaxierung zu Hypotonie, mdglicherweise zu einem Herz-
Kreislauf-Zusammenbruch und im schlimmsten Fall zu Organ-
versagens?),

Eine endotheliale Dysfunktion, verursacht z. B. durch Hyper-
cholesterinamie, Diabetes mellitus oder GbermaBiges Rauchen, kann
eine unzureichende NO-Produktion nach sich ziehen. GleichermaBen
fihren unter anderem Stérungen im Argininhaushalt, mangelnde
NOS-Expression oder NO-scavenger (Hamoglobin, Myoglobin, u. a.)
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zu einer Abnahme der physiologischen NO-Konzentration.
Atherosklerose, Thrombosen und essentielle Hypertonie wie auch
zerebralen Durchblutungsstérungen bis hin zum Schlaganfall kénnen
die Folge seins2),

1.4.2 Im zentralen und peripheren Nervensystem

Neurodegenerative Erkrankungen wie z. B. Alzheimer und Parkinson
scheinen unter anderem auf den gewebeschadigenden Folgen
uberschieBender NO-Produktion zu beruhen. Exzessive NO-Aus-
schiittung in der N&he von Oligodendrocyten’ kénnen z.B. die
Myelinbildung hemmen und mdglicherweise Multiple Sklerose aus-
|6sen.

1.4.3 Im Immunsystem

Ein anhaltender NO-UberschuB3 infolge inflammatorischer Prozesse
kann durch Nitrierung von kardialem Aktin die Kontraktilitét des
Herzmuskels veranderns3).

Durch Interleukin-1b ausgeldste NO-Produktion kann den Untergang
pankreatischer b-Zellen hervorrufen und damit an der Entstehung
von insulinabh@ngigem Diabetes beteiligt seiné4.

Bei einer bakteriellen Sepsis kommt es durch groBe Mengen NO aus
endothelunabhdngiger Produktion infolge der Stimulation der iNOS
der glatten BlutgefaBmuskulatur zu einer lebensbedrohlichen maxi-
malen GefaBerschlaffung im gesamten BlutgefaBsystem mit nachfol-
gendem massivem Blutdruckabfall und Schocksymptomatikes),

! Fortsitze der Nervenzellen im ZNS
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1.4.4 DNA

Aus der Reaktion mit Polynukleotidbausteinen kénnen DNA-
Strangbriiche resultierensé), Nitrosierungen solcher Nukleotide
kdnnen moglicherweise an der Tumorentstehung beteiligt sein.
Ferner ist eine Hemmung der Ribonukleotid-Reduktase von NO
bekannt6?).

1.5 NO-Donatoren und NOS-Inhibitoren

Angesichts der vielféltigen Regulationsmechanismen und Funktionen
von NO liegt es nahe, Krankheiten als Folge von Stérungen im NO-
Haushalt, durch die Gabe von NO-Donatoren und NOS-Inhibitoren
behandeln zu wollen.

Nitrovasodilatoren, die ihre relaxierende Wirkung Uber die Frei-
setzung von NO entfalten, sind in der Regel Prodrugs des aktiven
Metaboliten NO. Die bisher in die Therapie eingeflihrten Substanzen
werden hauptsachlich zur Behandlung kardiovaskularer Erkran-
kungen eingesetzt. Sie unterscheiden sich hinsichtlich ihrer che-
mischen Reaktivitat, ihres Freisetzungsverhaltens und ihrer Kinetikss,
69). Einige Substanzklassen setzen spontan NO frei (SNAP70),
FK 40971), die meisten bendtigen enzymatische Aktivierung und
wieder andere geben erst nach Interaktion mit Thiolen NO ab
(Nitroprussid-Na72)). Es gibt sowohl Vertreter, bei denen der
Stickstoff zum NO oxidiert (Molsidomin73)) als auch solche, bei
denen er reduziert (organische Nitrate) werden muB. Ebenso wirken
sich pH-Wert, Temperatur sowie die Anwesenheit von Sauerstoff
und Licht auf das Freisetzungsverhalten aus.

Auch der Einsatz von NO-Gas' in Konzentration von 20 ppm in
Stickstoff bei obstruktiven Atemwegserkrankungen wie ARDS?, bei
pulmonaler Hypertension, bei systemischer Hypertension als Folge

! NO-Gas erhielt am 28.12.1999 in den U.S.A seine Zulassung als Arzneimittel.
2 Adult respiratory distress syndrome (ARDS)
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eines pulmonalen Rechts-links-Shunts’ und insbesondere als
lebensrettende MaBnahme bei Sauglingen mit angeborenem
Herzfehler liefert vielversprechende Ergebnisse, so daB eine
Zulassung als Arzneimittel auch in Deutschland zu erwarten ist.

5"
_NO, ON NO
0 \ CN, \.CN
’)\‘ 7 7 "l 2 2Na'
Fe
S_Z_X NC/| ~CN
O Od
o,N” NO, O,N-0 © N
Glyceroltrinitrat (GTN) Isosorbiddinitrat (ISDN) Nitroprussidnatrium

0
H
P S oo I
NH O,N OH Yo
N 7
%COOH /N N YN
0] N7\ _

S—N -
Y 07 NH, \_/ N-O

S-Nitroso-N-acetyl-penicillamin
(SNAP)

FK 409 Molsidomin

Abbildung 1-6 Auswahl an NO-Donatoren mit unterschiedlichen
Aktivierungsmechanismen

NOS-Inhibitoren zur Therapie von Krankheiten, die auf Uber-
schieBender NO-Ausschittung beruhen, konnten noch nicht in
ausreichender Isoformselektivitat entwickelt werden. Argininana-
loga74), Thioharnstoffe sowie Isothioharnstoffe (Abbildung 1-7) etc.
konkurrieren mit Arginin um die Bindungsstelle an der NOS und
hemmen das Enzym kompetitivi?). Die Anbindung erfolgt Uber
Wasserstoffbriicken, so daB die Basizitat der Guanidingruppe nicht
von Bedeutung ist.

! KurzschluBverbindung zwischen arteriellen und vendsen BlutgefiBen unter Umgehung des
Lungenkreislaufes
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Ziel ist es, vor allem die iINOS zu hemmen, wobei insbesondere die
eNOS keinesfalls betroffen sein darf. Bisher hat kein Arzneistoff die
Zulassung als Arzneimittel erlangt.

/ﬂ\ HNs_NH,
RHN” “NH QT/
S
HN. _S
COOH *T/

NH,
NH,
R =-CH, -NH, -NO,
Argininanaloga Isothioharnstoffderivate

Abbildung 1-7 NO-Synthase-Inhibitoren
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1.6 Aufgabenstellung

Unter den zahlreichen Substanzklassen, die in der Lage sind, NO
oxidativ freizusetzen, nehmen Verbindungen mit Hydroxylamino-
und oder Hydroxyiminopartialstrukturen, aufgrund der strukturellen
Vewandtschaft zum physiologischen NO-Donor N"-Hydroxy-
L-arginin, eine bedeutende Rolle ein. Bisher wurde unter anderem
das Freisetzungsverhalten flir Aldoxime (1), Ketoxime (2)79,
Amidoxime  (3)76), N-Hydroxyharnstoffe (4)7), N-Hydroxy-
guanidine’® (5) und Hydroxamsauren (6)79) studiert (Abbildung
1-8).

NOH NOH JZOH NHOH
R™ Ny R™ °R R™ O NH, O™ “NHR
1 2 3 4
NHOH NHOH
0
HN™ “NHR R
5 6

Abbildung 1-8 Funktionelle Gruppen, die NO freisetzen kénnen
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In diesem Zusammenhang interessierten wir uns schwerpunktmaBig
fir die in Abbildung 1-9 dargestellten Verbindungsklassen
(7, 8,9, 10), die erstmalig im Arbeitskreis Geffken dargestellt
wurden.

R
0 R
R \fo O/V/NOH S/V/NOH
R A—NH R R
N, NH
HON 0] R e}
7 8 °

10

Abbildung 1-9 Beziiglich ihrer oxidativen NO-Freisetzung untersuchte
Substanzklassen

Die in Abbildung 1-9 dargestellten flinfgliedrigen heterozyklischen
Bindungssysteme sind als semizyklische Amidoxime (7), N-Hydroxy-
isoharnstoffe (8) und N-Hydroxyisothioharnstoffe (9) aufzufassen.
Wahrend N-Hydroxyisoharnstoffe und N-Hydroxyisothioharnstoffe
als Kohlensaure- bzw. Thiokohlensaure-Derivate zu verstehen sind,
stellen Amidoxime Carbonsaurederivate dar.
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Offensichtlich ist die strukturelle Analogie zwischen dem a-Hydroxy-
iminocarbonsaureamid FK409, einem potenten NO-Donor, und den
a-Hydroxyiminohydroxamsauren des Typs 10 (Abbildung 1-10).

R
RZ \\

N,O o
NOH NOH o
07 TNH, o° N
OH
FK409 10

Abbildung 1-10 Strukturelle Ahnlichkeit von FK409 und den
a-Hydroxyiminohydroxamsauren 10

Die enzymatische NO-Bildung bisher bekannter NO-Donatoren wird
physiologisch Uberwiegend durch Cytochrom P450 katalysiert. Fir
die Freisetzungsversuche wurde ein im Arbeitskreis Duchstein
bereits erprobtes Modellsystem verwendet, das in der Lage ist,
Cytochrom P450 vermittelte Reaktionen zu imitieren. In Gegenwart
verschiedener Kofaktoren sollte geklart werden, inwieweit sich die
freigesetzten NO-Mengen steigern lieBen bzw. unter welchen
Voraussetzungen die optimale Freisetzung erfolgte. Die Auswahl der
Kofaktoren orientierte sich dabei an physiologischen Gegebenheiten.
Die Quantifizierung von NO sollte mit Hilfe der Chemilumineszenz-
methode erfolgen. Zum Nachweis der Intermediate und End-
produkte waren ein HPLC-Verfahren zu etablieren und falls erfor-
derlich weitere analytische Verfahren heranzuziehen.

Ein wichtiges Problem in der Therapie mit organischen Nitraten stellt
nach wie vor das Phdanomen der Nitrattoleranz dar. Ein Hintergrund
dafir ist die Reaktion der Nitrate mit kdrpereigenen Thiolen, wo-
durch der Thiolpool erschépft wird. Die Arbeitsgruppe Lehmann
entwickelte daraufhin Nitrate, die das Toleranzphanomen nicht mehr
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zeigen. Daher sollten diese im Vergleich zu Glyceroltrinitrat weiter-
entwickelten organischer Nitrate hinsichtlich ihres Freisetzungs-
verhaltens untersucht werden (Abbildung 1-11). Auch diese
Verbindungen, die als Thioester der p-Nitrooxymethylbenzoesaure
(11) sowie der 3-Nitrooxypivalinsdure (12) aufzufassen sind und
NO unter reduktiven Bedingungen abgeben, wurden mit Hilfe des
Modellsystems und ausgewahlter Kofaktoren umgesetzt.

NO,

|

O '}Ioz
@]
%

O ? R
R
11 12

Abbildung 1-11 Organische Nitrate mit Thiolesterpartialstruktur

Frihere Untersuchungen in unserem Arbeitskreis hatten bereits
ergeben, daB auch die reduktive Aktivierung von organischen
Nitraten zur Freigabe von NO von unserem Cytochrom P450 imitie-
renden Modell (ibernommen werden kanngo),
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2 Das Modellsystem und die Kofaktoren

2.1 Das Cytochrom P450-Modellsystem

Wie schon in der Einleitung bemerkt, besteht groBe Ahnlichkeit
zwischen den Reduktasedomanen der NO-Synthasen und Cytochrom
P450, das sogar den zweiten Schritt der NO-Biosynthese kataly-
sieren kann. Dariber hinaus verdichten sich Hinweise auf eine
Beteiligung von Hamproteinen an der oxidativen und reduktiven
Freisetzung von NO aus verschiedenen Substanzklassen7s. 81),
Cytochrom P450 ist ein Hamprotein, das der Klasse der Mono-
oxygenasen zuzuordnen ist. Monooxygenasen Ubertragen einzelne
Sauerstoffatome bei den von ihnen katalysierten Reaktionen, wie
z.B. aliphatischer und aromatischer Oxidationen, Epoxidierungen
sowie N- und O-Desalkylierungen.

Fiir zahlreiche dieser Reaktionen gelang bereits die Ubertragung auf
biomimetische Modellsysteme 82, 83, 84), so daB auch die im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrten Freisetzungsstudien von NO-Donatoren
an einem geeigneten Modellsystem durchgefiihrt wurden73. 85, 86),
Gegentber den Enzymen bieten sie den Vorteil der leichteren Hand-
habung. Dariiber hinaus lassen sich Intermediate und Endprodukte
einfacher isolieren’.

Alle P450 Isoenzyme besitzen als gemeinsames Strukturelement ein
Zentraleisenion, das koordinativ in eine Protoporphyrineinheit einge-
bunden ist und gehéren zur groBen Gruppe der Ham-Thiolat-
Enzymes?d). Die Bindung zum Enzym erfolgt Gber den Thiolat-Ligan-
den an das Eisen-Zentrum, das im Ruhezustand als Fe(III)-low-spin-
Komplex vorliegt (1).

! Der Einsatz solcher Modelle findet hiufig in der Aufkldrung von Arzneistoffmetabolisierungen
Anwendung87).
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@ ®

(high spin) (high spin)
+ e
oder
RH \)/ NaBH4 02

(low spin) (low spin)

@ IOPh
(

"shunt"
Mechanismus

(low spin) \ (low spin)

Abbildung 2-1 Katalytischer Zyklus von Cytochrom P450

Durch Bindung des Substrats (RH) in der Nahe des aktiven
Zentrums des Enzyms wird gleichzeitig Wasser als sechster Ligand
verdrangt und Fe(III) geht unter Anstieg des Redoxpotentials auf
170 mV in den high-spin Zustand Uber (2)89. NADPH ist nun in der
Lage, Uber die Flavoproteine FAD-FMN den Komplex zum Fe(II)-
high-spin zu reduzieren (3). Dieser Komplex ist fir die Cyto-
chrom P450 vermittelten Reduktionen verantwortlich.

Mit Sauerstoff reagiert er weiter zu einem Fe(III)-low-spin-Komplex
(4). Nach der zweiten Ubertragung eines Elektrons auf den gebun-
denen Sauerstoff, disproportioniert dieser unter Wasserabspaltung
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und Ausbildung einer hoch oxidierten Zwischenstufe des Eisens (6).
Das Substrat kann jetzt mit dem "aktivierten Sauerstoff" zum hydro-
xylierten Produkt reagieren (ROH), wahrend das Oxyferrylkation (6)
unter Wasseranlagerung in seinen Grundzustand zurlickkehrt90),

Das chelatisierte Eisen des Enzyms wird im Modell durch einen
niedermolekularen Metallkomplex ersetzt. Um den oxidativen Teil
nachzuahmen, wird durch die Verwendung synthetischer Sauerstoff-
Donatoren wie Iodosobenzol (IOPh) oder Wasserstoffperoxid (H,O,)
der katalytische Zyklus zwischen (2) und (6) bzw. (2) und (5)
"kurzgeschlossen" ("shunt-Mechanismus")89). Um Reduktionen mit
dem Modellsystem zu imitieren, hat sich der Einsatz von Natrium-
tetrahydroborat (NaBH,) bewahrt, welches den Fe(III)-Zustand im
Porphyrin zum Fe(II) reduziertob.

In den bei den Messungen verwendeten Modellkomplexen ist das
Eisen-Zentrum in ein Tetraphenylporphyringrundgertist eingebettet.
Axiale Liganden erhdhen die Reaktivitat der Verbindungen (Formel
2-1).

Formel 2-1 Grundstruktur der eingesetzten Modellkomplexe
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Tabelle 2-1 Substituenten der verschiedenen Modellkomplexe

Zentral- |R1|R2| R3 |R4|R5| Abkiirzung |Name
ion (X)

5,10,15,20-

3 Tetraphenyl
Fe* H|H H H|H FeTPPCI 21H,23H porphyrin

eisen(III)chlorid

5,10,15,20-
Tetrakis (4-
methoxyphenyl)
21H,23H porphyrin
eisen(III)chlorid

Fe3* H|H|-O-CH;| H | H | FeMeOTPPCI

5,10,15,20-Tetra-
3+ kis(pentafluo-

Fe F|F F F|F FeTPFPPCI rophenyl) 21H,23H

porphyrin

eisen(III)chlorid

5,10,15,20-
Tetraphenyl 21H,
23H porphyrin-
mangan(III)chlorid

Mn3* H | H H H|H MnTPPCI

2.1.1 Sauerstoffdonatoren

2.1.1.1 lodosobenzol

o™

Iodosobenzol?) als Sauerstoffquelle des Cytochrom P450-Modell-
systems wurde zuerst von Lichtenberger und Mitarbeitern
eingesetzt9),

Iodosobenzol gibt sein Sauerstoffatom aufgrund der niedrigen Bin-
dungsenergie der I-O-Bindung von 53 kcal / mol (O, 118 kcal / mol)
leicht ab und reagiert dabei zu Iodbenzol (Schema 2-1).

Formel 2-2
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Schema 2-1 Sauerstoffabgabe von lodosobenzol

Der groBe Vorteil besteht darin, daB weder Iodosobenzol, noch
Iodbenzol leicht oxidierbar sind, so daB im katalytischen Zyklus
intermediar auftretende Metall-Sauerstoffkomplexe spektroskopisch
nachweisbar waren20).

2.1.1.2 Wasserstoffperoxid

Auch Wasserstoffperoxid ist ein geeignetes Oxidationsmittel, um im
Modell des Cytochrom P450 den katalytischen Zyklus zwischen (2)
und (5) kurzzuschlieBen. Bei "shunt"-Experimenten mit H,0, stellt in
der Regel der Eisenkomplex (5) das das Substrat oxidierende Agens
dar4). Unter Wasserabspaltung kann er in die hochoxidierte Eisen-
stufe Fe(V)=0, welche eine mesomere Grenzform des Fe(IV)-095)
(6) ist, libergehen.

2.1.2 Reduktionsmittel

2.1.2.1 Natriumtetrahydroborat

NaBH, ist ein salzartiges Hydroborat mit ausgepragten reduzie-
renden Eigenschaften. Der Zusatz zum Modellkomplex hat sich als
Ersatz fir NADPH in der Herstellung des flir die reduktive Wirkung
verantwortlichen Fe(II)-Komplexes (3) von Cytochrom P450 be-
wahrt.




2 Das Modellsystem und die Kofaktoren 41

2.2 Die Kofaktoren
Die Auswahl der in die Freisetzungsuntersuchungen mit einbe-
zogenen Kofaktoren orientierte sich an ihrem physiologischen

Vorkommen sowie an ihren Redoxeigenschaften. Die Kofaktoren
wurden ausschlieBlich bei einem pH-Wert von 7.4 eingesetzt.

2.2.1 L-Cystein

O
I/SH
H,N

2

Formel 2-3

SH-Gruppen-haltige Verbindungen sind wichtige Liganden des
Eisenzentrums im Cytochrom P450%). GleichermaBBen wird eine
Beteiligung von SH-Gruppen in NO-Synthase-Reaktionen bei der
Biosynthese von NO angenommen. Komori und Mitarbeiter zeigten,
daB die Syntheserate SH-Gruppen-freier NOS durch Zugabe von
Thiolen auf das 4 — 7 -fache gesteigert werden konnte%”). Darliber
hinaus ist die Diskussion Uber S-Nitrosoverbindungen als EDRF nach
wie vor nicht abgeschlossen.

Flir organische Nitrate ist die Steigerung der NO-Freisetzung unter
Beteiligung von niedermolekularen Thiolen beschrieben worden72).
Um die bei langerer Anwendung der Nitrate auftretenden Toleranz-
erscheinungen zu erklaren, wird eine Erschopfung des physio-
logischen SH-Pools diskutiert.

Unter den physiologischen niedermolekularen SH-Donatoren liegt
Cystein mit 33 yM im Blut in der héchsten Konzentration vor, so da3
es fur die Freisetzungsversuche ausgewahlt wurde.
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2.2.2 Kupferionen

Die Konzentration von Kupferionen insgesamt (I+II) betragt 1,4 mM
im Serum.

Nitrosothiole zerfallen beschleunigt unter Bildung von NO unter
Cu®*- bzw. Cu*-Katalyse, die durch Zusatz von EDTA aufgehoben
werden kann%). Schon Spuren von Cu®-Ionen steigern den Zerfall
beachtlich%. 100), Fe’* katalysiert den Zerfall bereits bemerkenswert
schlechter, wohingegen Zn**, Mn**, Fe**, Cr**, Ni** und Co?* inaktiv
sind. Cu**-Ionen spielen dariiber hinaus ein Rolle bei der Oxidation
von Hydroxylamin zu NO'. Sie liegen physiologisch von Serum-
albumin chelatisiert vor01),

2.2.3 Superoxidismutase (SOD)

SOD katalysiert im Korper die Detoxifizierung von Superoxid-
radikalanionen zu H,0,, das anschlieBend von Peroxidasen in
Wasser umgewandelt wird.

.- . SOD
O, + 03 +2H*——— HO, + O, (2-1)

Die Bildung von Superoxidradikalanionen wurde bei Abwesenheit
von Arginin durch Elektronentransfer von NADPH auf Sauerstoff flir
die nNOS102), die iNOS103) und die eNOS104) nachgewiesen. Mayer
und Mitarbeiter beschrieben sogar eine nichtenzymatische Produk-
tion von O, durch Autoxidation von BH, der nNOS05), Ebenso
werden Superoxidradikalanionen in hohen Konzentrationen bei ent-
ziindlichen Prozessen vor allem durch die NADPH-Oxidase106)
gebildet.
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NADPH + H++ 0, NADPH-Oxidase> NADP*+ + 2 H+ + 02._

(2-2)

Wird O,” neben NO gebildet, entsteht daraus Peroxynitrit. Der zu
Peroxynitrit reagierende Anteil an NO ist dann mit der
Chemilumineszenz-Methode nicht mehr zu erfassen.

NO + Oy %® ONOO (2-3)

Soll durch Zusatz von SOD zum Reaktionsansatz gebildetes O,"
abgefangen werden, so ist zu beachten, daB die Reaktion von NO
und O,” ca. dreimal schneller erfolgt als die Detoxifikation. Eine
Konzentration von 15 — 100 U/mL SOD verdoppelt bereits die
Halbwertszeit von NO.

Murphy berichtete, daB SOD daruber hinaus in der Lage ist, NO in
NO umzuwandelni07),

NO™ + SOD(CulI) ¥2®  NO + SOD(CuI) (2-4)

2.2.4 Katalase

Katalase katalysiert physiologisch die Reaktion von Wasserstoff-
peroxid zu Wasser und Sauerstoff.

Ho, fadkse o5 4+ 120,

(2-5)

Wird der fiur die NO-Biosynthese erforderliche Kofaktor Tetra-
hydrobiopterin inhibiert, so ist die Bildung von H,O, nachweisbar,
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wahrend die NO-Syntheserate absinkti08). Heinzel und Mitarbeiter
wiesen bei Argininabwesenheit neben der Bildung von O,” zusatzlich
die Entstehung von H,0, nach109),

Bereits 1975 wurde Uber eine Katalase vermittelte Aktivierung der
l6slichen Guanylatzyklase durch Natriumazid berichteti10). Craven
und Mitarbeiter bestatigten vier Jahre spater diese Ergebnisse. Sie
konnten nachweisen, daB Natriumazid sowie Hydroxylamin erst in
Gegenwart intakter Katalase NO freisetzten. Dabei bildet sich ein
NO-Katalase-Komplex austil)., Sie vermuteten, daB Katalase sowohl
fur die Umwandlung der Substanzen zu NO, als auch flr die Ent-
stehung des spektroskopisch nachgewiesenen NO-Ham-Komplexes
und damit fur die Aktivierung der sGC verantwortlich ist112),



3 Die NO-Messung

45

3 Die NO-Messung

NO kann direkt oder indirekt quantifiziert werden. Die direkten
Nachweismethoden haben in der Regel den Vorteil der hoéheren
Spezifitdt gegenliber den indirekten. Tabelle 3-1 zeigt verschiedene
direkte Detektionsverfahren von NO, wahrend Tabelle 3-2 einige
indirekte Nachweisverfahren von NO sowie weiterer aktiver Stick-

stoffspezies auflistet.

Tabelle 3-1 Direkte Nachweismethoden von NO

Methode Prinzip Empfindlichkeit
Modifizierte Clark- Elektrochemische
Elektrode113) Oxidation von NO mit 1 nM
voltametrischer oder
amperometrischer
Auswertung
Elektronen Veranderung der
Paramagnetische kinetischen Energie des 1 uM
Resonanzspek- Elektronen-Spins von
troskopie (EPR)114) Verbindungen mit unge-
paarten Elektronen in
Abhangigkeit eines
auBeren magnetischen
Feldes
Chemilumineszenzi15) |Auswertung des Licht-
signals aus angeregtem 1 pmol

NO,", das aus der
Reaktion von NO und
Ozon hervorgeht
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Tabelle 3-2 Indirekte Nachweismethoden von NO sowie aktiver
Stickstoffspezies

Methode Prinzip Empfindlichkeit

Photometrisch116) Nachweis von Nitrit mit
Sulfanilamid und b-Naph-|{100 nM
thol als  Azofarbstoff
(Griess-Reaktion)

Oxyhamoglobin- Reaktion von NO mit
Assay!17) Oxyhamoglobin unter|1 nM
Bildung von Methamo-
globin und Nitrat mit
spektralphotometrischer
Auswertung der Komplexe

SsGC-Assay118) radiochemische  Bestim-
mung der [**P]cGMP-
Bildung aus [a-*’P]GTP
katalysiert durch sGC, die
von NO aktiviert wird

Da die Quantifizierung von NO in dieser Arbeit auf der Grundlage
der Chemilumineszenz erfolgte, wird nachfolgend nur auf dieses
Verfahren genauer eingegangen.
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3.1 Prinzip der Chemilumineszenz

Die Reaktion von Stickstoffmonoxid und Ozon unter Sauerstoffaus-
schluB fahrt zur Bildung von NO, in einem angeregten Zustand. Die
Intensitat der bei der Riickkehr in den Grundzustand ausgesandten
Lichtquanten ist proportional zur freigesetzten NO-Menge. Das
emittierte Licht umfaBt den Wellenldngenbereich von 640 - 3000 nm
mit einem Maximum bei 1200 nm.

NO + O3 Y4® NO,* + O, (3-1)

NOz* Ya® NO, + hn (3-2)

Ozon entsteht im Ozongenerator des MeBgerates aus Sauerstoff
versetzt mit 5% CO, als Trockenmittel.

Um mdoglichem Quenching der Chemilumineszenz durch Weiter-
reaktion von angeregtem NO, mit anderen Gasmolekiilen vor-
zubeugen, muB der Druck in der Reaktionszelle zwischen 6-10 Torr
konstant gehalten werden.

Die hohe Geschwindigkeit der Umsetzung macht es dem Chemi-
lumineszenzassay mdglich, schnell auf Anderungen in der NO-
Konzentration zu reagieren. Die Reaktion anderer Stickoxide mit
Ozon erfolgt langsamer und unterliegt dariiber hinaus einer héheren
Aktivierungsenergie, so da3 diese das NO-Signal nicht beeinflussen.

3.2 Der Versuchsaufbau

Das emittierte Licht wird mit Hilfe eines Photomultipliers
vervielfaltigt, der fir seine einwandfreie Funktionsweise standig
unter 0°C, besser auf —10°C gekiihlt werden muB.

Eine Pumpe gewahrleistet einen standigen Unterdruck im System,
der zum SauerstoffausschluB beitragt und den Einstrom der Probe in
die Reaktionszelle erleichtert. Das aus der Probe freigesetzte NO
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wird durch Argon als Tragergas aus dem ReaktionsgefaB ("purge
and trap reaction vessel") in das MeBgerat Uberspult. Fir die
Auswertung der MeBergebnisse ist ein konstanter GasfluB von
200 mL / Min erforderlich, der durch ein Sieb an der Eintrittstelle in
das MeBgerat erreicht bzw. Uber ein Flowmeter beobachtet und
reguliert wird.

Vakuumpumpe

e

@ Flowmeter
/ Filter

358mv | |
e
\I

AV [
Kuhler_pf E _
)
Zusitze + mLp. i,
Lo ; If:
mittel | 2
()
e Fritte
/ Argon
Zirkulierendes 6.0
Wasserbad
— =
=—"]

Abbildung 3-1 Versuchsaufbau zur NO-Messung mittels Chemilumineszenz

Fir die chemilumineszenztechnische Erfassung der potentiellen
Nebenprodukte Nitrit und Nitrat bei der Entstehung von NO in
sauerstoffhaltiger waBriger Losung missen entsprechende Reduk-
tionen der NO-Messung vorangehen.
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Die quantitative Reaktion von Nitrit zu NO wird durch Umsetzung
mit Kaliumiodid in Eisessig erreicht.

NO, + I + 2H ® NO+ %I+ HO (3-3)

Wahrend die Reduktion von Nitrit schon bei Raumtemperatur
erfolgt, muB flr die quantitative Reduktion von Nitrat zu NO mit VCl5
in Salzsaure das Reaktionsgemisch auf 95°C erhitzt werden.

2NO; +3V** +2H,0%® 2NO +3V0O," +4H"(3-4)

AuBerdem vorhandenes Nitrit wird dabei ebenso erfaft.

2 NO, + V°* ,® 2NO + VO," (3-5)

Mit dieser Methode kénnen noch sehr geringe Mengen an Nitrit und
Nitrat gemessen werdeni19),

Nach einer Arbeit von Marley sind nach chemischer Umwandlung
auch Nitrosothiole mit dieser Methode meBbar120),

3.3 Bestimmung von NO, Nitrit und Nitrat

Bei allen Versuchsdurchfiihrungen zur Bestimmung von NO oder
Nitrit wurde das ReaktionsgefaB des ChemilumineszenzmeBgerates
mit Argon 6.0 anaerobisiert und auf 37°C temperiert. Die Konzen-
trationsberechnungen erfolgten immer Uber die Integration der
erhaltenen Peakflachen mit Hilfe der entsprechenden Kalibrier-
geraden.
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Aufgrund der quantitativen Umsetzung von Nitrit zu NO mit
essigsaurer Kaliumiodidlésung (siehe Gleichung 3-3 ), wurde das
Gerat sowohl fur die NO-Messung als auch flir die Nitritmessung mit
einer 50 uM KNO,-L6sung kalibriert.

Die Reduktion von Nitrat zu NO gelingt mit einer gesattigten VCls-
Ldsung in 1 N Salzsaure bei 95°C in einem mit Argon zuvor anaero-
bisierten ReaktionsgefaB (siehe Gleichung 3-4). Die Kalibrierung
erfolgte mit einer 100 uM KNOs-L6sung.

Die Quantifizierung von NO, Nitrit und Nitrat wurde im Falle der
Hydroxyiminoverbindungen und Hydroxylaminhydrochlorid aus
Lésungen unter oxidativen Bedingungen durchgeftihrt.

Dagegen erfolgte die Messung der reduktiven NO- und Nitrit-
Freisetzung aus organischen Nitraten wie bisher in unserem
Arbeitskreis aus dem "Headspace". Die NO-Bestimmung aus dem
Gasuberstand von Losungen war aufgrund der niedrigen Loslichkeit
von NO in waBrigen sauerstofffreien Losungen moglich. Der
Verteilungskoeffizient flr das System NOargon / H,037°c  betragt
40,13 " 10® Pa. Daraus ergibt sich unter unseren Reaktionsbedin-
gungen eine Konzentration von 99,995 % NO im "Headspace" nach
Einstellung des Gleichgewichtsob).,

Die Versuchsergebnisse wurden als arithmetisches Mittel von 5
MeBwerten in Saulendiagrammen dargestellt. Gezeigt wird die NO-
Konzentration in gM einer 1 mM Probe in Abhdngigkeit verschie-
dener Zusatze. Die Fehlerbalken der Saulen symbolisieren dabei die
Standardabweichung. Angaben in % bezeichnen die prozentuale
NO-Freisetzung bezogen auf die Ausgangskonzentration der Probe.
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4 Hydroxyimino-Verbindungen als NO-

Donatoren

4.1 Literaturubersicht zur oxidativen Bindungs-

spaltung der Hydroxyiminogruppe

4.1.1 Physiologischer Mechanismus

Betrachtet man die NO-Biosynthese, so bedarf die Freisetzung von
NO aus N"-Hydroxy-L-arginin einer oxidativen Bindungsspaltung der
N-Hydroxyguanidinogruppe. Fir N"-Hydroxy-L-arginin wurde unter
Verbrauch von 1 mol Sauerstoff und %2 mol NADPH ein 3 Elektronen
Oxidations-Mechanismus zu NO und L-Citrullin formulierti2t, 122), Die
ungerade Zahl der ausgetauschten Elektronen bedingt die Uber-
tragung eines einzelnen Elektrons an einem Punkt der Biosynthese.
Neben Fe(V)=0 als oxidierendem Teilchen der Hamenzyme be-
wiesen Akhtar und Mitarbeiter am Beispiel der Aromataseni23), daB
auch Fe(II)-O,, das auch als Fe(III)-O,” oder als Fe(III)-O0O
Komplex formuliert werden kann, oxidierend wirken kann. Der
Fe(IT)-O,-Komplex entsteht im katalytischen Zyklus durch Anla-
gerung von O, und einer 1 Elektron Reduktion von NADPH (= 0.5
mol) aus Fe(III).

Schema 4-1 beschreibt den thermodynamisch beglinstigten Mecha-
nismus der N"-Hydroxy-L-arginin-Oxidation’.

! Der zweite, weniger wahrscheinlichere in der Literatur diskutierte Mechanismus beginnt
entweder mit einer Elektroneniibertragung oder einer Deprotonierung von NOHA, so daf3 sich
NOHA* und Fe(II)-O, bilden mit anschlieBendem nukleophilen Angriff des Eisenkomplexes am
Guanidin-Kohlenstoff.



4 Hydroxyimino-Verbindungen als NO-Donatoren 52

o
Fe(il) L2NADPH_ oy —2—> Feqi)- O,

A
HO

—N_NH -O~N_" _NH
Y7+ Fe(i0-0- ——> Y Fe(lIl)-OOH
NHR NHR e(lll)-

N-Hydroxy-L-arginin
+H' | -H,0 l

o Fe(|||)£\o\

O

Fe(l)-oH + NO + )X\NH2 -

NHR H_/\O_,\/I/

Citrullin NHR

NH,

Schema 4-1 wanhrscheinlicher physiologischer Mechanismus der N“-Hydroxy-
L-arginin-Oxidation

Er beginnt mit der Abspaltung eines H-Atomes aus
N"“-Hydroxy-L-arginin , so daB sich intermediar ein Iminooxylradikal
und Fe(III)-OOH bilden. Im nachsten Schritt greift Fe(III)-OOH
nucleophil am Guanidin-Kohlenstoffatom an, so daB ein tetrahe-
draler Komplex mit ortho-Kohlensaurepartialstruktur entsteht, der
unter Bildung von NO, Citrullin und Fe(III)-OH zerfallt.

Darliber hinaus war es ebenso moglich, nur durch Superoxidanionen
N"“-Hydroxy-L-arginin oxidativ zu NO und zyklischen Carbodiimiden
zu spalteni24),
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4.1.2 N-Hydroxyguanidine und Amidoxime

Clement und Mitarbeiter zeigten, daB sich durch Cytochrom P450
katalysierte Hydroxylierungen in vitroi25) und in vivol26) Amidoxime
aus Amidinen erzeugen lieBen. Da die in Konkurrenz stehende Rick-
reaktion ebenfalls durch Cytochrom P450 katalysiert wird127), war die
Entdeckung der Amidine als neue Klasse der NO-Donatoren nicht zu
erwarten (Schema 4-2).

NH Cyt. P,e, NOH Cyt. Pyso

O
—_— —_— NO
R)]\NH2 R)J\NH2 RJ]\NH2 '

Schema 4-2 Cytochrom P450 vermittelte Oxidation von Amidinen sowie
Reduktion und Oxidation von Amidoximen

Potenter dagegen erwiesen sich die Amidoxime. Flir sie ist analog
der N"-Hydroxy-L-arginin-Biotransformation eine Cytochrom P450
vermittelte Umwandlung in NO und das entsprechende Amid
beschrieben 122),

Bade synthetisierte Arylazoamidoxime sowie 3-Arylazo-1,2,4-oxadia-
zolin-5-one als ihre Prodrugs (Schema 4-3) und konnte ihnen
sowohl antithrombotische als auch blutdrucksenkende Eigenschaften
nachweisen12s),
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NOH

Oy O~
N~ NH, n={
[l NﬁN\
o R

=z

R = Ph-, 4-OMe-Ph-, 4-CI-Ph-, 2,4-CI-Ph-, 1-naphthyl

Schema 4-3 Arylazoamidoxime sowie 3-Arylazo-1,2,4-oxadiazolin-5-one als
NO-Donatoren

Die elektronenziehenden Eigenschaften der Arylazo-Gruppe wirken
sich dabei steigernd auf die NO-Freisetzung aus.

Dieser Befund veranlaBte Brehme, aliphatische und aromatische
Amidoxime mit elektronenziehenden Substituenten in geminaler
Position sowie deren Prodrugs zu synthetisieren (Schema 4-4). Auch
fur diese Verbindungen konnte eine vasorelaxierende und aggre-
gationshemmende Wirkung festgestellt werden129),

NOH O%/\ N
Rl//< /N—Z<
NH, H R
2
R'= H,CF,, NC-CH=CH-, CHC=(NOH)- R"= Ph-, 4-CI-Ph-, Ph-CH=CH-,
O\
N

Ph-, 4-OMe-Ph-, 4-CI-Ph-, 40,N-Ph-, 4F,C-Ph- Y
N
4

=

Schema 4-4 Amidoxime sowie 3-substituierte 1,2,4-oxadiazolin-5-one als
NO-Donatoren

Fukuto studierte die Oxidation von N-Hydroxyguanidinen durch
verschiedene Persauren und formulierte einen der NO-Biosynthese
ahnlichen Mechanismus130) (Schema 4-5).
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Die Persauren greifen zunachst den Guanidin-Kohlenstoff nukleophil
an. Unter Umlagerung entsteht neben dem korrespondierenden
Harnstoff allerdings nur HNO bzw. durch Dimerisierung sein Folge-
produkt N,O anstelle von NO. Dieser Befund ist nicht sonderlich
Uberraschend, da die verwendeten Oxidationsmittel in der Regel 2 e
Ubertrdger sind und NO dagegen durch eine 3 e Oxidation aus
N"“-Hydroxy-L-arginin hervorgeht. Auf einem Nebenweg entsteht
zusatzlich ein Cyanamid und HNO.
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Schema 4-5 Oxidation von N-Hydroxyguanidinen durch Persauren130)
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Sennequier und Mitarbeiter131) untersuchten den EinfluB von Super-
oxidanionen auf die oxidative Bindungsspaltung von Amidoximen
und N-Hydroxyguanidinen, indem sie ausgewahlte Vertreter mit KO,
unter Bildung von Nitrit und Nitrat sowie der entsprechenden Amide
und Harnstoffe umsetzten (Schema 4-6). Dabei konnten sie O,” als
oxidierendes Agens eindeutig nachweisen, da die Reaktion durch
Superoxiddismutase hemmbar war. Die NO-Bildung wurde indirekt
uber Nitrit und Nitrat, NO-Folgeprodukte in sauerstoffhaltiger
waBriger Losung, bestimmt. Die Bildung des Cyanamids trat vor
allem bei der Umsetzung der Hydroxyguanidine auf. Aus
Amidoximen entstehende Nitrile waren nur in geringen Konzen-
trationen nachweisbar.

NH2 02_- NH2 NOZ-
NOH O NO,

3

R=Cl, OCH,_
(O)n — H .
CI@H > ¢l @—N + ArNHCN 4NO,
>/-—NH2 >/‘—NH2
HON HON

Schema 4-6 EinfluR von Superoxidanionen auf die oxidative Bindungs-
spaltung von Amidoximen und N-Hydroxyguanidinen
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Jousserandot!32)  berichtete dagegen unter anderem Uber
Amidoxime, N-Hydroxyguanidine und Ketoxime, deren Cyto-
chrom P450 vermittelte Oxidation offensichtlich nicht auf O,”
zurickzuftinren war. Ihre NO-Freisetzung lieB sich nicht einmal in
Gegenwart hoher Konzentrationen von SOD hemmen, so daB als
oxidierendes Agens Fe(V)=0 oder Fe(II)-O, postuliert wurde
(Schema 4-7).

Fe(ll)-0,
oder
1 FE‘(V):O 2 3
cl RN ———> Cl R 4+ Cl R
+ NO, + NO;
1 2 3
R"= NH-CH(NH,)=N-OH R" = NH-CO-NH, R” = NH-CN
C(NH,)=N-OH CO-NH, CN
C(CH,)=NOH CO-CH, CH-(CH,)-NO,

Schema 4-7 Fe(V)=0 oder Fe(ll)-O, vermittelte Oxidation verschieden
substituierter Amidoxime, N-Hydroxyguanidine und Ketoxime
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Riedererod) untersuchte die Freisetzung von NO aus N"-Hydroxy-L-
arginin und N-Hydroxyguanidinen mit Hilfe des FeTPPCl / IOPh-
Oxygenierungssystems und bewies die Ubertragbarkeit des zweiten
Schritts der NO-Biosynthese auf das Modell (Schema 4-8).

IOPh
Fe(lll) o > Fe(V)=0

HO—N NH .O—N NH

Y *+ Fe(v)-0. ——> Y 2+ Fe(IV)-OH

NHR NHR
N-Hydroxy-L-arginin l

o
Q Fe(V)~—¢

Fe(lll) + H + NO + )X\NHZ -

NHR NH,

e

Citrullin . NHR

Schema 4-8 Postulierter Mechanismus der oxidativen —C=NOH-Bindungs-
spaltung von N"-Hydroxy-L-arginin im Modellsystem

Das entsprechende Cyanamid als mdgliches Zwischenprodukt wurde
unter diesen Reaktionsbedingungen nicht gefunden.
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Schema 4-9 zeigt zusammenfassend die zentrale Rolle von
Fe(II)-O,. Aus ihm kdnnen durch Dissoziation freie O,"- und Fe(III)-
Ionen entstehen sowie durch Reaktion und nachfolgende hetero-
lytische Bindungsspaltung von Sauerstoff die hochoxidierte Eisen-
stufe Fe(V)=0. Fe(II)-O,, O, und Fe(V)=0 oxidieren verschiedene
Substrate mit -C=NOH-Funktion zu NO und den korrespondierenden
Oxoverbindungen. Im Falle von Fe(V)=0 entstehen als Neben-
produkte Nitrile und Nitroalkane. Cyanamide werden in Gegenwart
aller drei oxidierenden Spezies gefunden. Welcher Oxidationsweg
bevorzugt ist, hangt sowohl von der Substitution der Verbindungen
als auch von den Reaktionsbedingungen ab132).

Fe(lll) + O, <-—— Fe(I)-0,~<—> Fe(ll)-O-O-—> Fe(V)=0

+ + +
NO NO NO
+ + +
RNHCN RHCN R,R,CHNO,

Schema 4-9 ~Zentrale Rolle von Fe(11)-O, bei der oxidativen -C=NOH-
Bindungsspaltung
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Flr eigene Versuche fiel die Wahl auf 4-Hydroxyimino-oxazolidin-2-
one (7), die bislang nicht hinsichtlich einer NO-Freisetzung
untersucht worden sind. Die als semizyklische Amidoxime aufzu-
fassenden Heterozyklen sind ausgehend von a-Hydroxyimidaten, die
mit CDI zu 4-Alkoxy-oxazolin-2-onen ringgeschlossen und an-
schlieBend mit Hydroxylamin umgesetzt wurden, erhaltlich (Schema
4-10)133),

Q o
L ™ e »\ »\
N NH
R\/\/( _cor O)/Ik NHOH %
2
R
0 -] o r7 “NoH
R R R R

R3 = Methyl, Benzyl 7

Schema 4-10 Synthese der 4-Hydroxyimino-oxazolidin-2-one (7)

4-Hydroxyimino-oxazolidin-2-one wurden urspringlich als Analoga
des neuen und hochpotenten Breitbandspektrumfungizids Famoxa-
don' aus der Klasse der 3-Amino-oxazolidin-2,4-dione synthetisiert.

Famoxadon
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4.1.3 Harnstoffderivate

N-Hydroxyharnstoffe sind in der Lage unter Komplexbildung mit
Hamproteinen, NO sowohl in vitro34) als auch in vivo!3s) frei-
zusetzen.

Darliber hinaus war Uber N-Hydroxyharnstoffe in der Literatur zu
finden, daB sie retrosynthetisch zu Hydroxylamin und den ent-
sprechenden Isocyanaten dissoziieren kdnnen136),
N-(1-Cyanoalkyl)-N-hydroxyharnstoffe besitzen aufgrund der Fahig-
keit, NO oxidativ freizusetzen, antithrombotische Eigenschaften.
Nach Dissoziation des N-Hydroxyharnstoffs wird das entstandene
Hydroxylaminderivat Uber die entsprechende Nitrosoverbindung zu
NO oxidiert (Schema 4-11)77).

"9
N—

. ~H _Ox. <:>< > NO
HO

\
N O - -
\( — Dissoziation
CN N—Ph NH, H O
H K N—{

Schema 4-11 NO-Freisetzung aus N-(1-Cyanoalkyl)-N-hydroxyharnstoffen
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Streptozotocin (Abbildung 4-1) ist das 2-Desoxyglucose-Derivat von
N-Methyl-N-Nitrosoharnstoff, dem eine sGC-Aktivierung nachgewie-
sen werden konnte13?). In pharmakologischen Tests wird es,
vermutlich durch lokale NO-Freisetzung, zum Ausldsen von Diabetes
verwendet138),

3 N=0
HO  N—C—N
H Tl
o

Abbildung 4-1 2-Desoxyglucose-Derivat von N-Methyl-N-Nitrosoharnstoff
(Streptozotocin)

Da N-Hydroxyisoharnstoffe bisher nicht beziglich ihrer NO-
Freisetzung untersucht worden sind, interessierte uns das NO-
Freisetzungspotential von 2-Hydroxyimino-oxazolidin-4-onen.
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Ihre Darstellung gelingt durch Umsetzung N-substituierter
2-Hydroxycarbohydroxamsauren mit 1,1 -Thiocarbonyldiimidazol zu
1,2,5-Dioxazinanen, die mit Hydrazinen in einer Ringkontraktion zu
2-Thioxo-oxazolidin-4-onen  reagierent39).  Die  nachfolgende
Behandlung mit Hydroxylamin fiihrt zu 2-Hydroxyimino-oxazolidin-4-
onen (8)'140) (Schema 4-12).
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Schema 4-12 Darstellung von 2-Hydroxyimino-oxazolidin-4-onen (8)

12-Hydroxyimino- und 2-Thioxo-oxazolidin-4-one zeichnen sich durch ausgezeichnete fungizide
Aktivitaten gegeniiber verschiedenen phytopathogenen Pilzen aus.
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4.1.4 Thioharnstoffderivate

Isothioharnstoffe sind ebenso wie Thioharnstoffe als NOS-Inhibi-
toren literaturbekannt (Abbildung 4-2). Sie hemmen die NO-
Synthasen kompetitiv ahnlich den L-Argininanaloga durch Bindung
an die Guanidinbindungsstelle auf der Substratseite des Enzyms’.
Bisher ist es noch nicht gelungen, NOS-Inhibitoren mit fir die
therapeutische Nutzung ausreichender Isoformselektivitat zu
entwickeln.

S

oy Vs
H S S
0 HN:< >:NH

NH, H,N
OH

NH

L-Thiocitrullin Bisisothioharnstoff

Abbildung 4-2 NO-Synthase-Inhibitoren

! Die Bindung an das Enzym erfolgt (iber Wasserstoffbriicken. Die Basizitit der
Guanidinogruppe ist nicht von Bedeutung.
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Auch als NO-Donatoren spielen Thioharnstoffderivate bisher keine
Rolle. Dies veranlaBte uns, das Freisetzungsverhalten von
2-Hydroxyimino-thiazolidin-4-onen ndher zu beleuchten.

Die als N-Hydroxyisothioharnstoffe aufzufassenden 2-Hydroxyimino-
thiazolidin-4-one (9)' sind durch Zyklisierung von Thiocyanato-
malonsdureestern mit Hydroxylaminhydrochlorid in Gegenwart von
Natriumacetat erhaltlich (Schema 4-13)142),

NOH
NCS , J
R OWO—R NH,OH - HC| 2 S” “NH
é 2
o R 9 NaOAc R OM
6 RO

9

Schema 4-13 Darstellung von 2-Hydroxyimino-thiazolidin-4-onen (9)

1 2-Hydroxyimino-thiazolidin-4-one zeichnen sich durch eine moderate insektizide und schwache
herbizide Wirkung aus!41).
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4.1.5 Hydroxamsauren

Salicylohydroxamsaure lieB sich in Gegenwart von Peroxidase und
NADPH unter Sauerstoffverbrauch zu Nitrit oxidieren (Schema 4-14).
Dabei katalysierte Peroxidase in Anwesenheit von NADPH die
Bildung aktiver Sauerstoffspezies aus O,, die anschlieBend in einer
nicht-enzymatischen Reaktion die Salicylohydroxamsaure oxidierten.
Die Oxidation war sowohl durch SOD als auch durch Katalase
hemmbar, ein indirekter Beweis flir die Beteiligung aktiver
Sauerstoffspeziesi43).

OH O OH O

NADPH /O,
NOH - > OH 4+ NO,
Peroxidase

Schema 4-14 Oxidation von Salicylohydroxamsaure

Obwohl keine Angaben U(ber die Entstehung von NO gemacht
wurden, scheint es mdglich, daB Nitrit das Folgeprodukt von NO in
sauerstoffhaltigen, waBrigen Lésungen darstellt.

Marmion und Mitarbeitern gelang es, eine NO-Donorfunktion von
Hydroxamsdauren nachzuweisen, indem sie bewiesen, daB NO
sowohl aus Benzo- als auch aus Aceto-, Salicylo- und Anthranilo-
hydroxamsaure auf Ruthenium(III)-Verbindungen Ubertragen
wurde, wodurch sich Ruthenium(II)-Nitrosyl-Komplexe ausbildeten,
die an Rattenaorten gefaBrelaxierend wirkten79). Als Reaktions-
produkte ergaben sich darliber hinaus die jeweils korrespon-
dierenden Carbonsduren der eingesetzten Hydroxamsauren.




4 Hydroxyimino-Verbindungen als NO-Donatoren 68

Das erstmalig aus Streptomyces griseosporeus isolierte a-Hydro-
xyiminocarbonsdaureamid FK409 (NOR3) besitzt vasodilatorische und
antithrombotische Eigenschafteni44). Die Fahigkeit zur NO-
Freisetzung zeigt eine ausgepragte pH-Abhangigkeit. Wahrend
FK409 bei pH-Werten < 3 relativ stabil ist, zerfallt es im Alkalischen
fast vollstandig spontan zu NO und zum entsprechenden a-Oxo-
carbonsaureamid (Schema 4-15)71, 145),

H
O,N OH i
2 | OH ON
_N — = o + NO
0" NH, 0~ "NH

Schema 4-15 NO-Freisetzung aus FK409

Als essentielles Strukturelement postulierte Feelisch die elektronen-
ziehende Nitrogruppe, die Uber eine Vinylgruppe mit der Oxim-
funktion in Verbindung stehtv.
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In diesem Zusammenhang interessierte uns die potentielle NO-
Bildung aus den strukturverwandten a-—Hydroxyiminohydroxam-
siuren (10)'. Diese sind durch Oximierung der korrespondierenden
a—Ketohydroxamsauren zuganglich146) (Schema 4-16).

\/O @] \/O @)
(l)H
') NHZOH'HCI/NaHC03> N
R N Ethanol R N
~OH “OH
O O
R R
10

Schema 4-16 Darstellung der a—Hydroxyiminohydroxamséauren (10)

! a—Hydroxyiminohydroxamsauren zeichnen sich durch gute herbizide Aktivitit aus.
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4.2 Ergebnisse der Chemilumineszenzmessungen
Um die erhaltenen MeBwerte auf einen Standard beziehen zu

kdnnen, wurde N"-Hydroxy-L-arginin (1 mM in DMSO) als Ver-
gleichssubstanz ausgewahlt.

4.2.1 N"-Hydroxy-L-arginin

NH,
A

N
| H
HO

OH
NH

Formel 4-1

Eine NO-Freisetzung war nur in oxidativem Milieu zu beobachten
(Abbildung 4-3). Der Zusatz des Metallporphyrin-Komplexes
(FeTPPCI) flhrte dabei in Gegenwart von Iodosobenzol zu einer
Erhdhung der NO-Konzentration. Die hdochsten Werte wurden mit
17,8 % bezogen auf die Ausgangskonzentration flr den pH-Wert
von 4.5 erreicht. Mit steigendem pH-Wert nahm die NO-Freisetzung
auf 8,8 % bei pH 9 ab. Aus ethanolischen Lésungen war tUberhaupt
keine Freisetzung feststellbar.
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NO aus N-Hydroxy-L-arginin
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Das meiste Nitrit entstand mit 46,4 % bei pH 4.5. Die
pH-Abhangigkeit der Nitritbildung zeigte eine der NO-Freisetzung
analoge Charakteristik. Dabei wirkte sich der Eisenkomplex in
Gegenwart von IOPh steigernd auf das Reaktionsergebnis aus. Bei
pH 9 waren noch 30 % Nitrit nachweisbar (Abbildung 4-4).

Nitrit aus N-Hydroxy-L-arginin

600
500
- H

- 400 —
3 300 _I_ T T
o
Z

200 —

10%
100
O T T T T T
) Q> O Q> X Q O x> ) X O x>
: Q N4 Q Q Q Q
~2~b‘ x\o ,\QQ © & x\o «QQ © QQ\ X\O &QQ O
N ) 2 N < X 4 N 4 N
™ & O Al X O Q> X O
S ) QQ o x QQ & QQ
& & ARCO P & &
Q X < X X
N A ¥ N
S S 3
Probe [ImM]

Abbildung 4-4 Vergleich der Nitrit-Freisetzung aus N"-Hydroxy-L-arginin
unter dem Einflul} verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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Nitrat bildete sich mit 17,16 % in Gegenwart des FeTPPCl / IOPh
Systems ausschlieBlich im Sauren bei pH 4.5. Nur in Gegenwart von

(Abbildung -5
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Abbildung 4-5 Vergleich der Nitrat-Freisetzung aus N"-Hydroxy-L-arginin
unter dem Einflul} verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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4.2.2 Amidoxime

42.2.1 4-Hydroxyimino-oxazolidin-2-one

5,5-Dimethyl-4-hydroxyimino-oxazolidin-2-on (7a)

O_o
5

7a

HON

Formel 4-2

Ohne Zusatze setzte die Substanz unter keinen Bedingungen NO
frei. Auch der Zusatz von FeTPPCl-Komplex fuhrte nicht zum
gewunschten Ergebnis. Erst in Anwesenheit von Iodosobenzol war
NO detektierbar. Dabei war eine deutliche pH-Abhangigkeit zu beo-
bachten. Mit 25 % NO wurden die besten Werte in saurem pH-
Bereich erreicht. Bei pH 5.5 betrug die freigesetzte NO-Menge noch
20 %. Beim physiologischen pH-Wert von 7.4 waren immerhin noch
12,2 % NO detektierbar, wahrend die Ausbeute bei pH 9 auf 4,7 %
NO abnahm. Dabei lieB sich die NO-Freisetzung durch die
Kombination des FeTPPCI-Komplexes und Iodosobenzol bei pH 5.5
und pH 9 verdoppeln, wahrend sie bei pH 4.5 anndhernd gleich
blieb. In Ethanol wurde in Gegenwart des Oxygenierungsystems
noch eine Konzentration von 6 % NO erreicht.

In Gegenwart von H,0, als Sauerstoffquelle konnte kein NO gemes-
sen werden (Abbildung 4-6).
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NO aus 7a
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Abbildung 4-6 Vergleich der NO-Freisetzung aus 7a unter dem Einflu

verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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-Hydroxyimino 5- -5 (4- -oxazolidin 2- 7b)
o)
O\fo
NH
HON
7b

Formel 4-3

Ohne Zusatze war auch hier unter keinen Bedingungen NO zu
messen. Erst in Gegenwart von Sauerstoff wurde NO generiert.
Dabei war analog zu 7a eine pH-abhangige Freisetzungscharakte-
ristik zu beobachten. Mit 17,2 % war die NO-Ausbeute bei pH 4.5
am hdchsten. Bei pH 5.5 betrug sie noch 10,13 %. Bei physio-
logischem pH-Wert sank sie weiter auf 8,8 %, wahrend im Alka-
lischen bei pH 9 nur noch 5 % NO zu finden waren. Der FeTPPCI-
Komplex-Zusatz erhéhte die NO-Freisetzung gegentiber dem allei-
nigen Einsatz von Iodosobenzol signifikant. Die Freisetzung in
ethanolischer Losung war mit 0,87 % sehr gering. Der Einsatz von
H,O, anstelle von Iodosobenzol fiihrte auch hier nicht zu einer NO-
Freisetzung (Abbildung 4-7).
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Abbildung 4-7 Vergleich der NO-Freisetzung aus 7b unter dem EinfluR
verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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Betrachtet man die NO-Messung nach Nitritreduktion (Abbildung
4-8) so war die gleiche Tendenz zu beobachten. Hier wurden mit
117 % Nitrit die hochsten Werte fir saure pH-Werte gemessen,
wahrend bei pH 9 nur noch 52,34 % zu finden waren. Ferner
entstand nach dem Zusatz des Systems FeTPPCl / IOPh mehr Nitrit
als durch IOPh allein.
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Abbildung 4-8 vergleich der Nitrit-Freisetzung aus 7b unter dem EinfluR
verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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Die Messung von NO nach Nitratreduktion (Abbildung 4-9) ergab mit
14 % lediglich Werte flr den pH-Wert von 4.5. Unter anderen pH-
Bedingungen lieB sich eine Entstehung von Nitrat nicht nachweisen.
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Abbildung 4-9 vergleich der Nitrat-Freisetzung aus 7b unter dem Einflu
verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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4-Hydroxyimino 5-methyl-5-phenyl-oxazolidin-2-on (7c¢)

O/\//O
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Formel 4-4

Eine NO-Freisetzung erfolgte ausschlieBlich unter oxidativen
Bedingungen. Analog der Messung von 7a und 7b war wieder eine
pH-Abhdngigkeit zu verzeichnen. Die h6chsten Werte wurden fir NO
mit 40,9% im Sauren ermittelt, wahrend die Betrdage der NO-
Freisetzung im Alkalischen mit 11,4 % am niedrigsten waren. Aus
Ethanol wurden immerhin noch 11,7 % NO erreicht (Abbildung
4-10).
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Abbildung 4-10 Vergleich der NO-Freisetzung aus 7c unter dem Einflu

verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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4.2.3 N-Hydroxyisoharnstoffe

4.2.3.1 2-Hydroxyimino-oxazolidin-4-one

2-Hydroxyimino-5-methyl-3-methylamino-5-phenyl-oxazolidin-4-on
(8a)

O

\KNOH

N\
0 NH
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Formel 4-5

Ohne Zusatze lieB sich kein NO messen. Auch die Anwesenheit des
Modellkomplexes fiihrte nicht zu einer NO-Freigabe. Erst in
Gegenwart des Sauerstoffdonators war NO in einer Konzentration
von 23,74 % bei pH 4.5 detektierbar.

Die gr6Bten Freisetzungswerte wurden dabei wieder im Sauren
erreicht, wohingegen die NO-Konzentrationen im alkalischen Bereich
bei pH 9 bis auf 7,14 % abnahmen. Der Zusatz von FeTPPCI / IOPh
fuhrte zu einer Verbesserung der Freisetzung. In Ethanol war die
Freisetzung in Gegenwart des Oxygenierungssystems mit 1,2 % im
Verhaltnis gering (Abbildung 4-11).
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Abbildung 4-11 Vergleich der NO-Freisetzung aus 8a unter dem Einflu
verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5

5,5-Diphenyl-2-hydroxyimino-3-methylamino-oxazolidin-4-on (8b)

Formel 4-6

Weder eine spontane noch eine Metallkomplex vermittelte NO-
Freisetzung waren festzustellen (Abbildung 4-12). Erst die
Anwesenheit der Sauerstoffquelle erbrachte die angestrebten
Ergebnisse. Die hdchste Freisetzung wurde mit 7,4 % NO wieder im
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Sauren erzielt. Im Alkalischen sanken die Werte auf 4,4 % NO. Die
Unterschiede zwischen den einzelnen pH-Werten waren nicht so
deutlich wie in den vorangegeangenen Freisetzungsversuchen. Der
Zusatz des FeTPPCl-Komplexes vermochte in Gegenwart von
Iodosobenzol die Freisetzungsrate weiter zu steigern. Die NO-
Abgabe in Ethanol war mit 4,0 % im Verhaltnis zu der NO-Bildung in
Pufferlosungen relativ hoch.
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Abbildung 4-12 Vergleich der NO-Freisetzung aus 8b unter dem EinfluR
verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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3-Amino-5-cyclohexyl-2-hydroxyimino-oxazolidin-4-on (8c)
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Formel 4-7

Die Substanz zeigte eine NO-Freisetzung analog der Messungen von
8a und 8b erst unter oxidativen Bedingungen (Abbildung 4-13). Mit
3,92 % wurden die hdchsten Werte im sauren, mit 1,83 % die
niedrigsten im basischen Milieu gemessen. Durch den Zusatz des
FeTPPCI-Komplexes war das Analysenergebnis bei pH 4.5 und 7.4
geringfligig zu steigern. In Ethanol konnte trotz Gegenwart des
Oxygenierungssystems keine NO-Bildung detektiert werden.
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Abbildung 4-13 vergleich der NO-Freisetzung aus 8c unter dem Einflu
verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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Ein Austausch des Komplexsystems erbrachte keine Verbesserung
der Untersuchungsergebnisse (Abbildung 4-14). Die besten Werte
wurden weiterhin mit dem FeTPPCl / IOPh-System erzielt. Wurde
H,O, als Sauerstoffquelle eingesetzt, erfolgte Uberhaupt keine NO-
Bildung.
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Abbildung 4-14 vergleich der NO-Freisetzung aus 8c unter dem Einflu
verschiedener Oxygenierungssysteme bei 37°C, n =5
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2-Hydroxyimino-5-methyl-5-phenyl-3-phenylamino-oxazolidin-4-on

(8d)
O\/&NOH
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8d
Formel 4-8

Ohne Zusatze und nur in Gegenwart des FeTPPCl-Komplexes
entstand kein NO (Abbildung 4-15). Erst in Anwesenheit von
Iodosobenzol war eine NO-Abgabe detektierbar. Die beste Frei-
setzung erfolgte im Sauren mit Werten von 6,33 %. Durch Verwen-
dung des Systems FeTPPCl / IOPh war die NO-Freisetzung vor allem
im alkalischen Milieu deutlich zu steigern. In ethanolischer Ldsung
wurde unter keinen Bedingungen eine NO-Abgabe gemessen. Der
Austausch des Sauerstoffdonators gegen H,O, brachte die NO-
Freigabe zum Erliegen.
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Abbildung 4-15 Vergleich der NO-Freisetzung aus 8d unter dem EinfluR
verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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Betrachtet man die gemessenen NO-Werte nach Nitritreduktion
(Abbildung 4-16), so war bei den pH-Werten das meiste Nitrit
entstanden, bei denen auch die NO-Freisetzung am groéBten war. In
Gegenwart von FeTPPCl und IOPh stieg analog der NO-Bildung im
Vergleich zu den Werten nur in Anwesenheit des Sauerstoffdonators
ebenso der Nitritgehalt.

Nitrit aus 8d

250

200 _1'_
S 150 K K
= 10 %
o
zZ 100 2

—
50
O T T T T T T T T T T -
o AN > Q ™ o »
o L L & A S &£ & & $ &£ &
Q X K N Y N L N N X K N
< < 2 N < » 2 Ne o 2 x
> X O A X O 3 X O
& ¥ & &L L L
o £ Q < N <
N < < < vt
o) w5 o
& L <
N N
Probe [ImM]

Abbildung 4-16 Vergleich der Nitrit-Freisetzung aus 8d unter dem EinfluR
verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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Nitrat entstand mit 40 % vor allem im Sauren (Abbildung 4-17). Hier
war eine deutliche Abhangigkeit von der Anwesenheit des Metall-
komplexes zu erkennen. Die Nitratbildung nur in Gegenwart des
Sauerstoffdonators war erheblich niedriger und bei pH 7.4 nur noch
in Gegenwart des Eisenkomplexes und Iodosobenzol feststellbar.
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Abbildung 4-17 Vvergleich der Nitrat-Freisetzung aus 8d unter dem EinfluR
verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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5-Benzyl-2-hydroxyimino-3-morpholino-5-phenyl-oxazolidin-4-on

(8e)
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8e
Formel 4-9

Eine NO-Freisetzung ohne Zusatze erfolgte in Analogie zu den an-
deren Vertretern der N-Hydroxyisoharnstoffe nicht (Abbildung 4-18).
Uberraschend hohe Werte wurden mit 37 % NO unter oxidativen
Bedingungen bei pH 4.5 erhalten. Der Zusatz des Metallkomplexes
konnte die NO-Freisetzung in Gegenwart von Iodosobenzol in allen
gemessenen pH-Bereichen noch einmal deutlich steigern. NO-
Freisetzung aus ethanolischer Losung war nicht festzustellen.
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Abbildung 4-18 Vergleich der NO-Freisetzung aus 8e unter dem Einflu
verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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5,5-Diphenyl-3-hydroxy-2-hydroxyimino-oxazolidin-4-on (8f)

Formel 4-10

Nur in Pufferlosung gelost setzte 8f kein NO frei und auch der
Zusatz von FeTPPCl reichte nicht aus (Abbildung 4-19). Erst in
Anwesenheit von Iodosobenzol war NO detektierbar, wobei hohe
Werte mit 17, 3% bei pH 4.5 erreicht wurden. Die Verwendung des
FeTPPCl / IOPh-Systems konnte die NO-Syntheserate gegenuber
Iodosobenzol noch einmal leicht steigern. 8f erbachte im Vergleich
zu den weiteren pH-Werten sehr hohe NO-Betrage im Sauren.
Mdglicherweise entstammen sie dem zweiten hydroxylierten Stick-
stoff des Heterozyklus'. In Ethanol war generell keine NO-Frei-
setzung detektierbar.
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Abbildung 4-19 vergleich der NO-Freisetzung aus 8f unter dem EinfluR
verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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Betrachtet man die NO-Konzentration nach Nitritreduktion
(Abbildung 4-20), dann fiel auf, daB die hdochsten Werte mit 69,8 %
NO analog der NO-Freisetzung im Sauren gemessen wurden. Die
Ausbeute stieg bei allen drei pH-Werten mit dem Zusatz des

Eisenkomplexes zum Iodosobenzol.
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Abbildung 4-20 Vergleich der Nitrit-Freisetzung aus 8f unter dem EinfluR

verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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Nitrat entstand mit 42 % unter oxidativen Bedingungen nur im
Sauren (Abbildung 4-21), wobei die Anwesenheit des Komplexes die
Konzentration deutlich erhéhte.
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Abbildung 4-21 vergleich der Nitrat-Freisetzung aus 8f unter dem EinfluR
verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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4.2.4 N-Hydroxyisothioharnstoffe

4241 2-Hydroxyimino-thiazolidin-4-one

Ethyl 2-hydroxyimino-4-oxo-thiazolidin-5-carboxylat (9a)

o)
S<__-NOH
o { F
NH
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9a

Formel 4-11

Ohne Zusatze und nur in Gegenwart des Modellkomplexes auf-
tretende NO-Abgabe war nicht nachzuweisen. In Gegenwart von
Iodosobenzol / FeTPPClI wurden mit 16,86 % die hdchsten NO-
Syntheseraten bei einem pH-Wert von 4.5 erzielt. Die Ausbeute im
Basischen betrug noch 8,37 % NO. Sogar aus ethanolischer Losung
konnten mit 7,55 % beachtliche Mengen an NO oxidativ freigesetzt
werden. Der Zusatz des Eisenkomplexes zum Iodosobenzol fiihrte zu
einer weiteren Steigerung der Ergebnisse. Nach Austausch der
Sauerstoffquelle konnte kein NO mehr gemessen werden (Abbildung
4-22).
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Abbildung 4-22vergleich der NO-Freisetzung aus

verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5

9a unter dem Einfluf
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Ebenso konnte der Wechsel auf ein anderes Komplexsystem die
Werte nicht verbessern (Abbildung 4-23).
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Abbildung 4-23 vergleich der NO-Freisetzung aus 9a unter dem Einflu
verschiedener Oxygenierungssysteme bei 37°C, n =5
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Die Nitritbildung war analog der NO-Bildung im sauren pH-Bereich
am groBten (54,2 %). Durch Zugabe des Komplexes konnten in
allen verwendeten Lésungsmitteln hdhere Ergebnisse erzielt werden
(Abbildung 4-24).
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Abbildung 4-24 Vergleich der Nitrit-Freisetzung aus 9a unter dem EinfluR
verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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Nitrat wurde mit 8,4 % in Gegenwart des Oxygenierungssystems
nur far den sauren pH-Wert gefunden (Abbildung 4-25).
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Abbildung 4-25 vergleich der Nitrat-Freisetzung aus 9a unter dem EinfluR
verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5

Methyl 2-hydroxyimino-4-oxo-thiazolidin-5-carboxylat (9b)
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Dabei konnte NO erst unter oxidativen Bedingungen detektiert
werden (Abbildung 4-26). Im Sauren wurden mit 23 % NO die
hochsten Werte erzielt und bei pH 9 mit 16,22 % die niedrigsten.
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Der Zusatz des Eisenkomplexes zur Sauerstoffquelle verbesserte das
Ergebnis. Der Austausch des Sauerstoffdonators blieb auch hier
ohne Erfolg. In Ethanol konnte ebenfalls eine oxidative NO-
Freisetzung von 6,8 % nachgewiesen werden.
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Abbildung 4-26 Vergleich der NO-Freisetzung aus 9b unter dem Einflu
verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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4.2.5 Hydroxamsauren

4.2.5.1 a-Hydroxyiminohydroxamsauren

2-(4-Cyanophenyl)-N-(4-ethoxycarbonylphenyl)-2-hydroxyimino-
acetohydroxamsaure (10a)
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i 10a
Formel 4-13

Eine NO-Freisetzung ohne Kofaktoren erfolgte in keinem der
vermessenen Ldsungsmittel. Auch der Zusatz des Eisenkomplexes
konnte dieses nicht bewirken. Deutlich war zu erkennen, daB mit
4,38 % auch eine oxidative NO-Freisetzung aus ethanolischer
Losung stattfand. Die NO-Bildung war im neutralen Bereich mit
1,8 % sehr niedrig. Bei pH 4.5 wurden mit 10,2 % die hdchsten
Werte erreicht. Der Zusatz des Metallkomplexes (FeTPPCl) wirkte
sich vor allem dort steigernd auf das Reaktionsergebnis aus.

Bei pH 9 sank die NO-Konzentration auf 1 % ab. Ein Austausch der
Sauerstoffquelle Iodosobenzol gegen H,0, fihrte zum Erliegen der
NO-Bildung (Abbildung 4-27).
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Abbildung 4-27 Vergleich der NO-Freisetzung aus 10a unter dem Einflu
verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5

2-(3,4-Dichlorphenyl)-N-(4-ethoxycarbonylphenyl)-2-hydroxyimino-
acetohydroxamsaure (10b)
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Spontan war in Ubereinstimmung mit 10a kein NO zu messen. Erst
unter oxidativen Bedingungen war eine Abgabe feststellbar, die in
saurem Milieu mit 13,2 % zu den hochsten Betragen flhrte. Auffallig
war auch hier die gute Freisetzung aus ethanolischen Losungen von
6,2 %. Die Freisetzung aus alkalischer Losung erbrachte mit 4,2 %
die schlechtesten Ergebnisse. Bei einem pH-Wert von 7.4 wurden
10 % NO erreicht. Lediglich bei pH 7.4 vermochte der FeTPPCI-
Komplex in Gegenwart von Iodosobenzol, die Ausbeute deutlich zu
steigern (Abbildung 4-28).
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Abbildung 4-28 Vergleich der NO-Freisetzung aus 10b unter dem Einflu
verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5




4 Hydroxyimino-Verbindungen als NO-Donatoren 107

Nitrit entstand mit 40 % am meisten dort, wo auch die groBte
Menge NO entstanden war, im sauren Bereich bei pH 4.5. Im
Alkalischen wurden mit 12 % die niedrigsten Werte erhalten. Der
Komplex in Gegenwart von Iodosobenzol wirkte sich ebenfalls
steigernd auf das Analysenergebnis aus (Abbildung 4-29).
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Abbildung 4-29 Vergleich der Nitrit-Freisetzung aus 10b unter dem EinfluR
verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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Nitrat entstand mit 47 % vor allem im Sauren. Fir die beiden
anderen pH-Werte war wieder deutlich die Abhangigkeit der Nitrat-
entstehung vom Zusatz des Eisenkomplexes zu erkennen (Abbildung
4-30).

Nitrat aus 10b

600
500
H R
__ 400
Z
= 300
2
200
e 10 %
100 boed
O T T T T \I:I\ T T \I:I\
2 b< » &) »
o> \OQ“ QQO S A £ & & & L& £
" & N Y X L N Q X K N
N \2) 2 \x N ™ < \x O (2} \x
o R O A X O & 8 o)
SN S N &
¢ K ¢ K o
> A S
& & <
Probe [1mM]

Abbildung 4-30 Vergleich der Nitrat-Freisetzung aus 10b unter dem
Einflul3 verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5

Im Gegensatz zu FK 409, das vor allem im Alkalischen spontan NO
freisetzt, wurden fur die a-Hydroxyiminohydroxamsduren die
hdchsten Werte im Sauren erzielt, so daB flir sie ein abweichender
Freisetzungsmechanismus angenommen werden muBte.
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4.3 Diskussion der Ergebnisse

Die hochsten NO-Konzentrationen wurden einheitlich fir alle
Hydroxyiminoverbindungen unter oxidativen Bedingungen bei
pH 4.5 gefunden. Der Zusatz des Eisenkomplexes zum Iodosobenzol
wirkte sich generell steigernd auf das Reaktionsergebnis aus. Mit
einem Wechsel auf ein anderes Komplexsystem konnte keine
Verbesserung erzielt werden. Der Austausch von Iodosobenzol
gegen H,0, erbrachte flr keine der Substanzen ein positives
Ergebnis. Offensichtlich ist flir die oxidative NO-Freisetzung der aus
Eisenkomplex und Iodosobenzol gebildete Fe(V)=0-Komplex verant-
wortlich und nicht das durch H,O, mit den Modellkomplexen
vorwiegend gebildete Fe(II)-O,147),

Am leistungsfahigsten waren die Amidoxime (7), gefolgt von den
N-Hydroxyisothioharnstoffen (9) und N-Hydroxyisoharnstoffen (8).
Aus den a-Hydroxyiminohydroxamsauren (10) dagegen konnten nur
geringere NO-Mengen freigesetzt werden. Abbildung 4-31 faBt die
NO-Freisetzung aus dem jeweiligen besten Vertreter der einzelnen
Substanzklassen zusammen.
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NO aus verschiedenen Substanzklassen
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Abbildung 4-31 \Vergleich der NO-Freisetzung aus verschiedenen

Substanzklassen unter dem Einflul? des Oxygenierungssystems FeTPPCI / I0OPh
und verschiedener pH-Werte bei 37°C, n =5

In Ubereinstimmung mit der NO-Bildung zeigten die fiir Nitrit
durchgefiihrten Messungen die gleiche pH-abhdngige Charakteristik.
Nitrit stellt das Folgeprodukt von NO in aeroben waBrigen Losungen
dar.

NO + 1> O, %®  NO, (4-1)
NO, + NO Y4 ® N,Os (4-2)
N,Os; + H),0 Y4® 2H  +2 NO, (4-3)

DaB dartiber hinaus Nitrit direkt oxidativ aus den Substanzen
freigesetzt wird, kann nicht ausgeschlossen werden.
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Die hochsten Resultate fur Nitrat wurden wiederum im Sauren und
in Anwesenheit des Oxygenierungssystems erzielt. Physiologisch ist
die Entstehung von Nitrat aus NO aus der Reaktion mit Oxyhamo-
globin bekannt.

Oxy-Hb [ Fe(I1)-O, ] + NO

¥2® Met-Hb [Fe(III)] + NO5 (4-4)

Ob Nitrat zusatzlich aus den Substanzen direkt oxidativ freigesetzt
wird oder auch durch Weiteroxidation von Nitrit entsteht, ist nicht zu
unterscheiden.

Die im Rahmen der Chemilumineszenzmessungen ermittelten Werte
deuten auf einen fir alle Substanzklassen gemeinsamen Frei-
setzungsmechanismus hin.
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4.4 Der Freisetzungsmechanismus

Da die im ersten Teil dieser Arbeit untersuchten Verbindungen aus
Hydroxylamin und einem Akzeptor aufgebaut sind, sollte zur Aufkla-
rung des Freisetzungsmechanismus™ zunachst der Frage nachge-
gangen werden, ob NO durch Oxidation aus intermediar gebildetem
Hydroxylamin entstand.

Unter oxidativen Bedingungen bewiesen verschiedene Arbeits-
gruppen die Bildung von NO aus Hydroxylamin4s, 149, 150), Der NO-
Donor war vor allem in Gegenwart intakter Katalase aktivi50). Bereits
1979 konnte eine Katalase vermittelte Aktivierung der sGC gezeigt
werden. 1989 berichtete DeMaster Uber eine ebenfalls Katalase
vermittelte Aktivierung von NO aus Hydroxylamin. Er hielt es flir ein
mdgliches Intermediat der NO-Biosynthese, das aus der Hydrolyse
von N"-Hydroxy-L-arginin entsteht und anschlieBend in einer 3
Elektronen-Oxidation zu NO oxidiert wird (Schema 4-17)151),
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Schema 4-17 Hydroxylamin als mdgliches Intermediat der NO-
Biosynthesel51)

Pou und Mitarbeiter fanden fiir N"-Hydroxy-L-arginin ein
abweichendes Ergebnis, indem sie bewiesen, daB biosynthetisch
gebildetes NO auch in Abwesenheit von Katalase in der Lage war,
die sGC zu aktiviereni52), Kwon hatte bereits 1990 gezeigt, daB das
O-Atom der Harnstoffunktion des Citrullins dem Sauerstoff und nicht
dem Wasser entstammt und damit ebenfalls gegen Hydroxylamin als
Zwischenprodukt sprach??),

Eigene Untersuchungen fiir N"-Hydroxy-L-arginin bestdtigten seine
Katalase-unabhangige NO-Freisetzung. Die NO-Bildung aus den
untersuchten Verbindungen dagegen lieB sich in Gegenwart von
Katalase und vom Oxygenierungssystem signifikant steigern
(Abbildung 4-32). Dieses Ergebnis stellte einen ersten Hinweis auf
Hydroxylamin als Intermediat der NO-Freisetzung aus den
Hydroxyiminoverbindungen dar.
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NO in Ggw. von Katalase / Cu(ll) pH 7.4

NO [uM]
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Abbildung 4-32 \Vergleich der NO-Freisetzung aus verschiedenen
Substanzklassen unter dem Einflul? des Oxygenierungssystems FeTPPCI / I0Ph
und Katalase bzw. Cu®*-lonen bei 37°C, n =5

Dartber hinaus stieg die NO-Freisetzung aus den Substanzen in
Gegenwart von Cu**-Ionen erheblich an. Cu®*-Ionen katalysieren die
Oxidation von Hydroxylamin zu NO'153), das offensichtlich in
Gegenwart von Iodosobenzol zu NO oxidiert wird.
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Bei einer der NO-Freisetzung vorangehenden Dissoziation muBte
also neben Hydroxylamin die korrespondierende Oxoverbindung
analytisch nachzuweisen sein (Schema 4-18).

1
R
NOH H O/ IOPh YO + NH.OH
2
e

OXl

R =C,N,O,S NO
1,2

Schema 4-18 Dissoziation der Hydroxyiminoverbindungen in Hydroxylamin
und die korrespondierende Oxoverbindung

4.4.1 Nachweis der Oxoverbindungen

4.4.1.1 Synthese der Oxoverbindungen

Um fir die HPLC-analytische Erfassung der korrespondierenden
Oxoverbindungen auf Vergleichsspektren zuriickgreifen zu kdnnen,
wurden diese als authentische Proben aus ihren Hydroxyimino-
analoga synthetisiert (Schema 4-19).
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Schema 4-19 Darstellung der korrespondierenden Oxoverbindung

Im Falle der a-Hydroxyiminohydroxamsdure 10b konnte auf eine
Hydrolyse verzichtet werden, da eine authentische Probe (17b) aus
der Arbeit von Kéthemann zur Verfligung standi4e).

Die exemplarisch ausgewahlten Hydroxyiminoverbindungen wurden
in Methanol in Gegenwart 12,5 %-iger Salzsdure 10 Stunden riick-
flieBend erhitzt. Der Reaktionsverlauf wurde dabei dinnschicht-
chromatographisch und IR-spektroskopisch kontrolliert. Nach Aufar-
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beitung und sdaulenchromatographischer Trennung konnten die
Oxoverbindungen von 7b und 8d, 14b und 15d, aus Ether /
Petrolether in 70 % bzw. 65 % iger Ausbeute erhalten und zur
Kristallisation gebracht werden. Die IR-Spektren von 14b und 15d
zeigten zwei Carbonylbanden bei 1840 - 1820 cm™ und 1760 —
1730 cm™, die ein fiir Oxazolidin-2,4-dione typisches Intensitits-
verhaltnis aufweiseni>4).

90,0
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%T

1824/
60,0 : B; 743
AN

1755

40,0

3500 3000 2500 2000 1500 1000 600
nlenrl

Abbildung 4-33 IR-Spektrum von 15d

Im 'H-NMR-Spektrum von 14b und 15d waren die Signale der OH-
Protonen der Hydroxyiminogruppe verschwunden.

Die Hydrolyse der N-Hydroxyisothioharnstoffe unter analogen
Bedingungen fiihrte zu einem komplexen Reaktionsgemisch, das
saulenchromatographisch nicht getrennt werden konnte. Auch unter
milden Bedingungen konnte die angestrebte Oxoverbindung nicht
gewonnen werden. Die Komplexitat dieser Reaktion steht vermutlich
mit dem Abbau des heterozyklischen Bindungssystems in Ver-
bindung.
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4.4.1.2 HPLC-Analytik

Zunachst wurden die Retentionszeiten der Hydroxyiminover-
bindungen und ihrer analogen Oxoverbindungen sowie der Zusatze
IOPh und FeTPPCl jeweils aus 1mM ethanolischen Ldsungen
bestimmt. In diesem Zusammenhang wurde das flir eine optimale
Trennung am besten geeignete FlieBmittel ermittelt. Wahrend sich
far die Trennung von 7b, 14b, 8d und 15d das Mischungsverhalt-
nis Methanol 40 % / Wasser 40 % / Acetonitril 20 % (Tabelle 4-1)
am besten eignete, muBte flir die Hydroxamsauren (10b, 17b) die
Polaritat des FlieBmittels erniedrigt werden (Tabelle 4-2)

Tabelle 4-1 Retentionszeiten von FeTPPCI, I0Ph, 7b, 14b, 8d, 15d, 9a
und 16a mit Methanol 40% / Wasser 40% / Acetonitril 20 %

Methanol 40 / Wasser 40 / Acetonitril 20

Substanz Retentionszeit [Min]
FeTPPCI -1
IOPh 18,0 +/- 0,6
7b 6,5 +/-0,3
14b 16,0 +/- 0,5
8d 55 +/-0,21
15d 9,25 +/- 0,3
9a 30 +/-0,4
16a -2

! Konnte mit keinem der getesteten FlieBmittelgemischen eluiert werden.
2 Eine Oxoverbindung konnte nicht isoliert werden.
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Tabelle 4-2 Retentionszeiten von FeTPPCI, I0Ph, 10b und 17b mit
Methanol 40% / Wasser 35% / Acetonitril 25 %

Methanol 40% / Wasser 35% / Acetonitril 25%

Substanzen Retentionszeit [Min]
FeTPPCI -
IOPh 14,0 +/-0,43
10b 16,22 +/- 0,15
17b 25,0 +/-0,32

Die Freisetzungsversuche wurden in Pufferlosung pH 7.4, in
Gegenwart von Iodosobenzol, von FeTPPCl sowie in Gegenwart der
Kombination FeTPPCl / Iodosobenzol in 1,5 mL HPLC-Vials durch-
gefihrt und das Reaktionsgemisch mittels HPLC analysiert. Zur
Kontrolle wurde ebenso reiner Puffer pH 7.4 und reiner Ethanol
untersucht.

Aufgrund der Ubereinstimmenden Retentionszeiten bestatigte sich
die Hypothese des Freisetzungsmechanismus . Fir die Ver-
bindungen 7b und 8d konnten die entsprechenden Oxover-
bindungen, 14b (Abbildung 4-34) und 15d (Abbildung 4-35),
identifiziert werden. Die HPLC-Analytik bestatigte die Ergebnisse der
Chemilumineszenzmessung. Eine Freisetzung von NO fand nur in
Gegenwart von Iodosobenzol statt. Bei Durchflihnrung der Versuche
mit dquimolarer Konzentration an Iodosobenzol waren neben den
Oxoverbindungen auch noch die Hydroxyiminoverbindungen im
Chromatogramm zu sehen.
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N °
Extinktion Ho \©>;°yo
NH

5 3 7 g = ia 11 iz 13 14 15 1a
Retentionszeit [min]

Abbildung 4-34 HPLC-Chromatogramm von 7b und 14b nach Reaktion
mit lodosobenzol in aquimolarer Konzentration
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Abbildung 4-35 HPLC-Chromatogramm von 8d und 15d nach Reaktion mit
lodosobenzol in Aquimolarer Konzentration

Wurden die Versuche mit 10-fachem UberschuB an Iodosobenzol
durchgefiiht, oxidierte der Sauerstoffdonator die entstandenen
Oxoverbindungen 14b und 15d weiter zu polareren Derivaten mit
niedrigeren Retentionszeiten. Wurde die Iodosobenzolkonzentration
gesenkt, wuchs der Peak der Oxoverbindung im Chromatogramm
deutlich an und die Peaks mit kleinen Retentionszeiten nahmen ab
bzw. verschwanden.
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Im Falle der a-Hydroxyiminohydroxamsdaure 10a konnte die
korrespondierende Oxoverbindung 17b nicht identifiziert werden.
Eine mdgliche Erkldrung daflir kdnnte die Decarbonylierung der
nach hydrolytischer Hydroxylaminabgabe entstandenen a-Oxo-
hydroxamsaure sein, eine fir diese Verbindungsklasse literatur-
bekannte Reaktiont46) (Schema 4-20).

\/O O \/O @)
OH
| H,O
N —> 0
- NH.OH
Cl N 2 Cl N
~OH ~OH
0 O
Cl Cl
10b 17b
\/O (@) -CO
Cl
N
Cl ~OH
0

Schema 4-20 Decarbonylierung der nach hydrolytischer Hydroxylamin-
abgabe entstandenen a-Oxohydroxamsaure
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4.4.2 Nachweis von Hydroxylamin

In alkalischer Losung bilden Hydroxylamin und 8-Hydroxychinolin
ein grtnes Chinonimin, das kolorimetrisch bei 700 nm bestimmt
werden kannts5). Dabei geht Berg von dem in Schema 4-21 dar-
gestellten Reaktionsmechanismus aus.

NHOH
H
7 OH -~ =
+ NHZOH — ~ —>
NS
N N
OH OH
NH2 NH
/ +1/202 /
a
N N
N N
OH O

= /
+|\ | | /1120,
N
OH
N/ \
0 N OH
\ N

Schema 4-21 Kolorimetrischer Nachweis von Hydroxylamin durch Bildung
eines grinen Chinonimins mit 8-Hydroxychinolin in alkalischer Losung
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Die Farbreaktion wurde zunachst unter gleichen Reaktions-
bedingungen wie die Freisetzungsversuche bei pH 7.4 durchgefuhrt.
Dabei konnte kein Hydroxylamin gefunden werden. Der negative
Ausgang der Farbreaktion in Gegenwart von Uberschissigem
Iodosobenzol war auf die Oxidationsempfindlichkeit von Hydroxyl-
amin, sowie auf die Weiteroxidation des grinen Chinonimins
zurtickzufiihren. In Abwesenheit von Iodosobenzol konnte auch
nach 24-stindiger Inkubation kein Hydroxylamin durch die
Farbreaktion detektiert werden. Dagegen gelang es in Gegenwart
aquimolarer Mengen Iodosobenzol, Hydroxylamin kolorimetrisch zu
erfassen. Aufgrund der oben genannten Oxidationsempfindlichkeiten
lieBen sich nur qualitative Aussagen machen. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 4-36 dargestellt.

Hydroxylamin aus ausgewahlten Vertretern

16

14

10 T

Hydroxylamin [nmol]
(o]

HH

7b 8d 9a 10b
Substanzen 200 nmol

Abbildung 4-36 Kolorimetrischer Nachweis von Hydroxylamin aus
verschiedenen Substanzklassen in Gegenwart aquimolarer Mengen IOPh, n =5
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Da sowohl die Oxoverbindungen als auch Hydroxylamin analytisch
nachweisbar waren, konnte die Hypothese der NO-Bildung via inter-
mediar gebildetem Hydroxylamin zumindest flir die Amidoxime (7)
und N-Hydroxyisoharnstoffe (8) bestatigt werden (Schema 4-22).

R
Rl\fNOH IOPh 1\/40 . NH,0H
J R
2
’ l IOPh
R,,=C.N,0 G

Schema 4-22 NO-Freisetzung aus den Hydroxyiminoverbindungen ber
intermediar gebildetes Hydroxylamin
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4.4.3 EinfluBB von Iodosobenzol

Allgemein erfolgt die Hydrolyse von Hydroxyiminoverbindungen in
die korrespondierende Oxoverbindung bevorzugt im Sauren156), Die
Verschiebung des Gleichgewichts auf die Produktseite gelingt u.a.
durch Entfernung von Hydroxylamin — hier aufgrund von Oxidation
zu NO durch Iodosobenzol'. Abbildung 4-37 zeigt den Anstieg der
NO-Freisetzung mit zunehmender Konzentration an Iodosobenzol.

NO in Abhangigkeit der lodosobenzol-Konzentration

pH 7.4
140
120
IOPh 10 —I—
facher T
100 Ube_is_chun L] T
S 80 LI_
=
o —1
Z 60 +— ——
I0Ph
40 1| aguimolar —F—
I0Ph 1/10 L=
Unterschufy
20 —
L] = N
NOHA 7b 8d 9a 10b
Probe [ImM]

Abbildung 4-37 Anstieg der NO-Freisetzung verschiedener Substanzklassen
mit zunehmender Konzentration an lodosobenzol bei 37°C, n=5

1 Zur Verschiebung des Gleichgewichts auf die Seite der Produkte eignen sich auBerdem die
Entfernung der Carbonylverbindung durch Wasserdampfdestillation sowie das Zerstdren des
Hydroxylamins durch Reduktionsmittel.
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4.4.4 EinfluB des FeTPPCI / IOPh-Systems

Grundsatzlich fiihrte die Kombination von FeTPPCl und Iodosobenzol
zu einer weiteren Erhdhung der NO-Bildung. Der Grund daftr
konnte zum einen in der direkten Oxidation der Hydroxyimino-
verbindung durch Fe(V)=0 analog des in Schema 4-23 dargestellten
Mechanismus® sein.

Fe(Ill) oPh > Fe(V)=0
e =
- Phl o)
A [
HON,_ R2 .O—NY g2
Y + Fe(IV)—O- — . Y + Fe(IV)-OH
R' R!

Hydroxyiminoverbindung

>
Q Fe(IV)\O
Fe(l) + H + NO + Rl)\RZ -~ /I R2
Oxoverbindung H—/\O—I\KFI;

R =C,N,O,S
12

Schema 4-23 Vorgeschlagener Oxidationsmechanismus der
Hydroxyiminoverbindungen durch Fe(V)=0

Durch H-Atom-Abspaltung entstehen intermediar aus der Hydroxy-
iminoverbindung und Fe(V)=0 ein Iminooxylradikal und Fe(IV)-OH.
Durch den nukleophilen Angriff des Fe(IV)-OH am Guanidin-Kohlen-
stoffatom bildet sich ein tetrahedraler Komplex, der unter Regene-
ration des Eisens in die Oxoverbindung und NO zerfallt.
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Ferner ist aber auch die Oxidation von Hydroxylamin durch Fe(V)=0
analog dem von DeMaster postulierten ionischen Mechanismus zu
NO denkbar (Schema 4-24)151),

r IOPh
Fe(ll) —H o > Fe(V)=0
2
-H,0 l H,NOH
Fe(llDHNO
l — > () + NO© 2> NO
Fe(IlNO + H —
—> Fe(ll) + NO
+O2
- O -

2

Schema 4-24 Oxidation von Hydroxylamin durch Fe(V)=0

Dabei oxidiert das im katalytischen Zyklus gebildete Fe(V)=0
Hydroxylamin {ber ein Ferrikatalase-NO-Intermediat zu NO. Ferri-
katalase (Fe(III)) wird durch Sauerstoffoxidation aus Ferrokatalase
(Fe(II)) zuriickgewonnen. Den alternativen Weg Uiber die Bildung
von NO™ und Ferrikatalase schloB DeMaster allerdings nicht aus.
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5 Hydroxylamin

Nachdem es gelungen war, Hydroxylamin als Intermediat der
Freisetzung nachzuweisen, war es von Interesse, wie es sich unter
gleichen Reaktionsbedingungen der Freisetzungsversuche der
Hydroxyiminoverbindungen verhalt. Darldber hinaus sollte der
weitere Verlauf der Oxidation zu NO naher beleuchtet werden.

5.1 Literaturubersicht

Im Gegensatz zur wenig stabilen und hygroskopischen freien Base
ist Hydroxylaminhydrochlorid eine kristalline, gut wasserlésliche und
lagerungsstabile Substanz. Die Erhéhung der ionischen Starke durch
Chloridionen aufgrund des in den Versuchen eingesetzten Hydroxyl-
aminhydrochlorid verandert die Kinetik der Reaktionen gegentiber
der freien Base nicht bemerkbar157).

Formel 5-1

Die wohl bekannteste Reaktion des Hydroxylamins ist die
Oximbildung mit Aldehyden und Ketonen. Nicht weniger bedeutsam
ist die Gewinnung von Hydroxamsaduren aus aktivierten Carbon-
saurederivaten und Hydroxylamin.

In stark alkalischer Losung neigt Hydroxylamin zur Dispropor-
tionierung unter Bildung von NH;, N, sowie N,O. Im pH-Bereich von
6 - 9 ist Hydroxylamin unter inerten Bedingungen stabil. In waBriger
Lésung kann es sowohl als Saure



5 Hydroxylamin 129

NHon + Hzo — NHzo- + H30+ pKS 13,7 157) (5'1 )

als auch als Base reagieren.

NH,OH + H,O == NH30H" + OH" pKs 5,9158) (5-2)

In Gegenwart von Sauerstoff dagegen st Hydroxylamin
oxidationsempfindlich. Die oxidative Bildung von NO aus NH,OH ist
in der Literatur unbestritten. Der Mechanismus ist jedoch in seinen
Einzelheiten noch nicht vollstandig aufgeklart.

Wahrend Kono als Intermediat der Oxidation ein NH,O"-Radikal
vorschlagt!s9), geht Hughes von einem ionischen Mechanismus zur
Bildung von NO™ aus. Der oxidative Angriff erfolgt am Sauerstoff-
atom des Hydroxylamins, da O-methylierte Hydroxylaminderivate
diese Reaktion nicht zeigeni6%), Der Sauerstoff wird dabei von
Hydroxylaminanionen zu Superoxidradikalanionen reduziert. Durch
Abspaltung eines H-Atoms entstehen HNO und Hydroperoxyanionen
(Schema 5-1)160),

Schema 5-1 Ionischer Oxidationsmechanismus von Hydroxylamin

Schema 5-2 faBt das Verhalten von Hydroxylamin unter oxidativen
Bedingungen zusammen.
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NH,OH NOT>1/2 N, +12 N,O
Me

Cu2+/ o,

-H,0,

— 12 N.,O
HNO_ll2HZO 2

NO- —=— NO

0,|cu™/oH ~

NO; + NO, =—NO _ oNnoo- —H=2> NO;

cu’jOH

Oz | NH,0OH

NO + NO,

Schema 5-2 Verhalten von Hydroxylamin unter oxidativen Bedingungen

In alkalischer Losung neigt NH,OH besonders in Gegenwart von
Cu**-Ionen zu Autoxidationsreaktionen unter Bildung von
Peroxynitritis3. 161), Vor allem in Gegenwart von Cu®*-Ionen ist
Peroxynitrit nicht stabil, sondern reagiert mit Hydroxylamin zu
Nitroxylanionen und Nitrit162), Nitroxylanionen kénnen wiederum mit
Sauerstoff Peroxynitrit bilden. Peroxynitrit kann zu Nitrat
isomerisierenit0), Aus der Reaktion von Peroxynitrit mit NO
entstehen NO, und Nitrit60),
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Ubergangsmetallionen katalysieren die Oxidation von Hydroxylamin
zu Stickstoff und N,O 157), Stickstoff kann darliber hinaus aus der
Synproportionierung von Hydroxylamin und Nitroxylanionen, die
bevorzugt im Alkalischen ablauft, entstehen. In Abwesenheit von
Sauerstoff befinden sich Reaktionen mit Nitroxylanionen vor allem
im Sauren immer in Konkurrenz zur Dimerisierung von HNO zu
H,N,O,, die unter Wasserabspaltung zu N,O reagiert163),
Verschiedene Arbeitsgruppen bewiesen eine SOD vermittelte
Entstehung von NO aus NO™07, 164, 165),

Southern berichtete Uber die Entstehung von Nitroxyl-Rhenium-
Komplexen nach selektiver Oxidation koordinativ gebundenen
Hydroxylamins166),

Mit Oxyhamoglobin bildet Hydroxylamin Komplexe, aus denen
Methamoglobin und Hydroxylaminradikale entstehen. Wahrend die
Hydroxylaminradikale zu Stickstoff und Wasser zerfallen, reagiert
Methamoglobin weiter mit Uberschiissigem Hydroxylamin zu

Methdamoglobin-Hydroxylamin-Komplexen, die zu Hamoglobin-NO-
Komplexen oxidieren167),

Hb02 + NH,OH + H" 34® NH,O" + MetHb + H,0, (5-3)

2 NH,O Y4 ® N, + 2 H,0 (5-4)

MetHb + NH,OH Y2a® MetHb-NH,OH (5-5)

MetHb-NH,OH + 2 0, %® Hb**NO + H,O0+ H® (5-6)
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5.2 Ergebnisse der Chemilumineszenzmessungen

Im Rahmen dieser Versuchsreihen wurde Hydroxylaminhydrochlorid
unter gleichen Reaktionsbedingungen wie die Hydroxyimino-
verbindungen vermessen (Abbildung 5-1).

NO aus Hydroxylaminhydrochlorid
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Abbildung 5-1 Vergleich der NO-Freisetzung aus Hydroxylaminhydrochlorid
unter dem EinfluR verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5

Die besten NO-Betrage ohne Kofaktoren wurden mit 58,5 % unter
oxidativen Bedingungen im neutralen Bereich erzielt. In Gegenwart
von Katalase oder Cu®*-Ionen erreichte die NO-Bildung mit 98 %
bzw. 76 % ausgezeichnete Werte. Sogar in Abwesenheit einer
Sauerstoffquelle wurden durch Zusatz von Katalase oder Cu?**-Ionen
noch kleine Mengen NO gebildet. Im schwach Alkalischen bei pH 9
konnte mehr NO detektiert werden (49,78 %) als im schwach
sauren Milieu (19,82 %). In Gegenwart des Oxygenierungssystems
wurden bei allen pH-Werten héhere NO-Ausbeuten erzielt als bei
alleiniger Anwesenheit von Iodosobenzol.
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Nitrit konnte vor allem im neutralen und alkalischen Milieu in
Gegenwart von FeTPPCl / IOPh in Konzentrationen von 30 %
gefunden werden (Abbildung 5-2). Die NO-Betrage im Sauren waren
dagegen gering.

Nitrit aus Hydroxylaminhydrochlorid
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Abbildung 5-2 Vergleich der Nitrit-Freisetzung aus
Hydroxylaminhydrochlorid unter dem Einflu verschiedener Aktivierungs-
bedingungen bei 37°C, n =5




5 Hydroxylamin 134

Die Nitratwerte waren im Gegensatz zu den Nitritwerten im Sauren
(49 %) am hochsten (Abbildung 5-3). Wahrend im neutralen pH-
Bereich kein Nitrat ermittelt werden konnte, waren bei pH 9 wieder
18,7 % zu finden.

In Gegenwart des Oxygenierungssystems stiegen die Werte gegen-
uber dem alleinigen Zusatz von Iodosobenzol an.

Nitrat aus Hydroxylaminhydrochlorid
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Abbildung 5-3 Vergleich der Nitrit-Freisetzung aus
Hydroxylaminhydrochlorid unter dem Einflul verschiedener Aktivierungs-

bedingungen bei 37°C,n =5
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5.3 Diskussion der Ergebnisse

Im Vergleich zu den untersuchten Hydroxyiminoverbindungen zeigte
Hydroxylamin eine abweichende pH-abhangige Freisetzungs-
charakteristik. Die besten NO-Werte wurden bei pH 7.4 erreicht,
wobei die NO-Bildung im Sauren mit kleinsten Ausbeuten ablief
(Abbildung 5-1).

Geht man von NO™ als Zwischenprodukt der Oxidation aus, so wiirde
im Sauren die Dimerisierungstendenz von NO™ iber HNO zu H,N,0,,
aus dem unter Wasserabspaltung N,O entsteht, zunehmen, wahrend
im Neutralen offensichtlich die Weiterreaktion von NO™ zu NO bevor-
zugt ware. Dieser Befund konnte auch durch eine GC-MS-Messung
von N,O gezeigt werden16s),

Die abnehmende NO-Bildung bei pH 9 kénnte mit den zahlreichen
Konkurrenzreaktionen von NO° im schwach Alkalischen im
Zusammenhang stehen (Schema 5-2).

Die Kombination von Katalase oder Cu®**-Ionen mit dem Oxygenie-
rungssystem bei pH 7.4 lieferte eine anndhernd quantitative NO-
Freisetzung. Wahrend Hydroxylamin vor allem in Gegenwart von
Katalase und einer Sauerstoffquelle zu NO reagierte, katalysierten
Kupferionen den oxidativen Zerfall von Hydroxylamin zu NO’, das
anschlieBend zu NO oxidiert wurde. Diese Befunde bestatigten die
bereits flr die untersuchten Substanzen gefundene NO-Donor-
funktion von Hydroxylamin.

Die Bildung von Nitrit war nur im Neutralen und Alkalischen
festzustellen (Abbildung 5-2).

In Gegenwart von Sauerstoff entsteht aus Hydroxylamin zunachst
Peroxynitrit, das entweder mit NO zu Nitrit und NO,, oder mit
uberschiissigem Hydroxylamin zu Nitroxylanionen und Nitrit weiter-
reagieren kann.
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NH,OH + OH Ya® NH,O" + H,0 (5-7)
NH, O + O, Ya® H,O, + NO (5-8)
NO + O, Ya® ONOO (5-9)
ONOO™ + NO Ya® NO, + NOy (5-10)

ONOO™ + NH,0OH + OH 3® NO + NO, + 2 H,0O (5-11)

Dartber hinaus ist Nitrit als Folgeprodukt von NO in aerober
waBriger Loésung bekannt.

NO + 5 O, %® NO,  (5-12)
NO, + NO Ya® N,Os (5-13)
N,Os; + H),0 Y4 ® 2H" +2 NO, (5-14)

Nitrat kann vor allem im sauren Milieu durch Isomerisierung von
Peroxynitrit entstehen169),

ONOO Y2® NOs (5-15)

DaB im alkalischen weniger Nitrat als im sauren Medium entstand,
konnte dadurch erklart werden, daB Peroxynitrit unter diesen
Bedingungen auch zu intermolekularer Disproportionierung zu NO,
und O, neigt.
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Ferner wird in Gegenwart von Eisen-Sauerstoffkomplexen eine
Oxidation von NO zu Nitrat beschrieben.

Oxy-Hb [ Fe(II1)-O, ] + NO

%® Met-Hb [Fe(III)] + NOs  (5-16)

Dariiber hinaus ist eine Weiteroxidation von Nitrit zu Nitrat denkbar.

Da Nitroxylanionen von zahlreichen Autoren als das zentrale
Zwischenprodukt der Hydroxylaminoxidation angesehen werden,
sollte nun versucht werden, NO™ nachzuweisen.

5.4 Indirekter Nachweis von NO

5.4.1 Kolorimetrischer Nachweis

Da Peroxynitrit unter aeroben Bedingungen aus Nitroxylanionen
entsteht, wurde versucht, zum indirekten Nachweis von NO, ONOO
photometrisch zu bestimmen.

NO + O, Ya® ONOO  (5-17)

Ein kolorimetrischer Nachweis von Peroxynitrit ist die Oxidation von
2" ,7" -Dichlordihydrofluoresceindiacetat nach alkalischer Hydrolyse
der Esterfunktionen. Es entsteht ein griines Fluoresceinderivat
(Schema 5-3), das bei 504 nm UV / Vis-spektroskopisch vermessen
werden kanni7o, 171, 172), Die Absorptionsmessungen bei 504 nm sind
fir Peroxynitrit bis in den submikromolaren Bereich sensitiv.
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-2H | ONOO-
Ox.

Schema 5-3 Kolorimetrischer Nachweis von Peroxynitrit durch Oxidation
von 27,7 -Dichlordihydrofluoresceindiacetat nach alkalischer Hydrolyse der
Esterfunktionen

Aufgrund ihrer zu niedrigen Oxidationspotentiale storen NO, H,0O,
und O," die Oxidationsreaktion nicht.

Zur Aufnahme einer Kalibriergerade wurde aus Natriumnitrit,
Wasserstoffperoxid und Natronlauge unter Eisklihlung Peroxynitrit
hergestellti62), Natriumnitritldsung bildet im Sauren Salpetrige Saure,
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einen effektiven Nitrosylkationendonor, der mit acidifizierter
Wasserstoffperoxid—Ldsung zur Peroxysalpetrigen Saure reagiert.

NO®* + HOOH Y ® HOONO + H* (5-18)

Da die Peroxysalpetrige Sdaure aduBerst instabil ist, wird durch
sofortige Zugabe von Natronlauge ihr Zerfall gestoppt, indem sich
Peroxynitrit-Anionen bilden. In alkalischer Lésung ist Peroxynitrit bei
— 20°C Uber mehrere Wochen stabil. Vor Beginn jeder MeBreihe
wurde die Konzentration der Losung kolorimetrisch Uber die
spezifische Absorption e = 1670 M cm ™173) bei 302 nm bestimmt.
Mit 0,01 M KOH wurde eine Verdlinnungsreihe von Peroxynitrit her-
gestellt und in Gegenwart von EDTA! die Absorptionen des oxidier-
ten 27,7 -Dichlordihydrofluoresceindiacetats gemessen.

Unter den Reaktionsbedingungen der NO-Freisetzungsversuche
sollte versucht werden, NO als Intermediat der NO-Bildung aus
Hydroxylamin Uber die Reaktion zu Peroxynitrit nachzuweisen.
Ungllicklicherweise stellte sich heraus, daB bereits Iodosobenzol
2,7 -Dichlordihydrofluoresceindiacetat zum griinen Flurescein-
derivat oxidierte und somit, wie von H,O, in Gegenwart von
Peroxidasen bereits literaturbekannt war, zu einem falsch positiven
Ergebnis flihrte.

Aus diesem Grund wurde der Peroxynitrit-Nachweis in Abwesenheit
des Oxygenierungssystem durchgefiihrt. Hydroxylaminhydrochlorid
wurde dabei in alkalischen Lésungen unterschiedlicher pH-Werte in
Gegenwart von EDTA mit 2°,7 -Dichlordihydrofluoresceindiacetat
umgesetzt.

Dabei konnte Uber die kolorimetrische Auswertung des griinen
Fluoresceinderivats als Produkt der Oxidation die Entstehung von
Peroxynitrit aus Hydroxylamin im Alkalischen bestatigt werden.

! Metallionen katalysieren den oxidativen Zerfall von Peroxynitrit und miissen aus diesem Grund
abgefangen werden.
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Peroxynitrit aus Hydroxylaminhydrochlorid
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Hydroxylaminhydrochlorid [35 mg]

Abbildung 5-4 Entstehung von Peroxynitrit aus Hydroxylamin bei
verschiedenen alkalischen pH-Werten

Abbildung 5-4 zeigt die erhaltenen Absorptionen des oxidierten
2" ,7 -Dichlordihydrofluoresceindiacetat durch  Peroxynitrit aus
35,0 mg Hydroxylaminhydrochlorid in Abhangigkeit vom pH-Wert
nach verschiedenen Reaktionszeiten.

Mit steigendem pH-Wert und zunehmender Reaktionsdauer nahm
die Peroxynitritkonzentration zu. Vor allem stark alkalische Lésungen
von pH 14 beglinstigten die Entstehung von ONOO'".

5.4.2 Nachweis mit Hilfe von Superoxiddismutase

Neben der Katalyse des Zerfalls von O,” zu O, und H,O, kann
Superoxiddismutase dartber hinaus, wie schon an anderer Stelle
bemerkt, die Oxidation von NO" zu NO hervorrufeni07z, 164, 165), Aus
diesem Grund war es interessant, die NO-Freisetzungsversuche in
Gegenwart von SOD durchzufiihren. Sollte NO™ ein Intermediat der
NO-Freisetzung darstellen, so miiBte die NO-Bildung in Anwesenheit
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von SOD zu steigern sein. Aufgrund des Stabilitdtsoptimums der
SOD wurden die Messungen ausschlieBlich bei pH 7.4 durchgefiihrt.
Abbildung 5-5 zeigt die NO-Freisetzung aus N"-Hydroxy-L-arginin,
7b, 8d, 9a, 10b und Hydroxylaminhydrochlorid in Anwesenheit von
SOD. Als BezugsgroBe wurde jeweils der MeBwert bei pH 7.4 in
Gegenwart von FeTPPCl / IOPh angegeben, da diese Kombination
fur die bisher beste NO-Freisetzung bei pH 7.4 ohne Kofaktoren
verantwortlich war.

NO Freisetzung in Gegenwart von SOD
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Abbildung 5-5 Vergleich der NO-Freisetzung aus Hydroxylaminhydrochlorid
unter dem EinfluR des Oxygenierungssystems und in Gegenwart von SOD bei
37°C,n=5

Wahrend die NO-Bildung aus N"-Hydroxy-L-arginin durch SOD-
Zusatz nicht zu steigern war, lieB sich die NO-Ausbeute der
Hydroxyiminoverbindungen sowie Hydroxylaminhydrochlorid in
Gegenwart von SOD deutlich erhéhen. Der Zusatz des FeTPPCI /
IOPh-Systems ist bei den Hydroxyiminoverbindungen flr die
Verschiebung des Hydrolysegleichgewichts auf die Seite von
Hydroxylamin und der entsprechenden Oxoverbindungen notwen-
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dig. Dagegen erzielte Hydroxylamin bereits ohne Oxygenierungs-
system nur in Gegenwart von SOD mit 63,2 % betrachtliche NO-
Konzentrationen.

Die hohe NO-Bildung nur in Gegenwart von SOD aus Hydroxylamin,
also in Abwesenheit des Oxygenierungssystems oder Iodosobenzols,
sowie die deutliche Steigerung der NO-Freisetzung aus den
Hydroxyiminoverbindungen nach Zusatz von SOD zum Oxygenie-
rungssystem, ist als indirekter Beweis flir die NO-Bildung aus NO
anzusehen.



6 Organische Nitrate als NO-Donatoren 143

6 Organische Nitrate als NO-Donatoren

6.1 Literaturubersicht

Zu den wohl bekanntesten Nitrovasodilatoren gehdren die
organischen Nitrate, Salpetersaureester von ein- oder mehrwertigen
aliphatischen oder aromatischen Alkoholent74). Organische Nitrate
dilatieren vorzugsweise das vendse GefaBbett. Die Vorlast wird
gesenkt und das zirkulierende Blutvolumen reduziert, so daB der
Sauerstoffbedarf des Herzens abnimmt und die endokardiale
Durchblutung verbessert wirdi75). Die bislang in die Therapie
eingefiihrten organischen Nitrate (Abbildung 6-1) unterscheiden sich
kaum in ihren pharmakodynamischen, sehr dagegen in ihren
pharmakokinetischen Eigenschafteni7s),

O, N_
S gt f O
®)
O,N NO, O,N—0 © O,N O—No,
Glyceroltrinitrat (GTN) Isosorbiddinitrat (ISDN) Pentaerythrityltetranitrat (PETN)

Abbildung 6-1 Auswahl der in der Therapie befindlichen organischen
Nitrate

Glyceroltrinitrat wird zur Akuttherapie der Angina pectoris
eingesetzt, da bei sublingualer Applikation in Form von Zerbeil3-
kapseln oder Nitrosprays seine Wirkung innerhalb von 2-3 Minuten
eintritt. Aufgrund seines hohen First-Pass-Effektes ist eine perorale
Anwendung nicht zweckmaBig. Dagegen findet Isosorbiddinitrat
nach peroraler Applikation aufgrund seiner verzogerten NO-Frei-
setzung vorwiegend in der Anfallsprophylaxe Anwendung. Penta-
erythrityltetranitrat wird intravends im akuten Angina pectoris Anfall
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eingesetzt. Peroral eingenommen dient es ahnlich dem ISDN der
Anfallsprophylaxe.

Der wohl bekannteste Vertreter dieser Gruppe ist das Glycerol-
trinitrat, das bereits seit mehr als 100 Jahren zur Therapie von
Angina pectoris eingesetzt wird. Der Stickstoff liegt mit +5 in seiner
héchsten Oxidationsstufe vor und muB flr die Bildung des aktiven
Metaboliten NO reduziert werden. Fir diese Bioaktivierung werden
in der Literatur enzymatische sowie nicht-enzymatische Mecha-
nismen diskutiert.

Zu den enzymatischen zahlen die Reduktion zum Thionitrit-Ester 177)
sowie die Denitrierung durch cytosolische Glutathion-S-trans-
ferasel78) oder durch Cytochrom P450 in Gegenwart von NADPHS31,
179),

In Anwesenheit hoher Cysteinkonzentrationen und Bildung von
S-Nitrosothiolintermediaten werden auch nicht enzymatische
Mechanismen flr die NO-Freisetzung verantwortlich gemacht18o),
Unabhangig von dem Weg der NO-Abgabe scheinen Thiole eine
essentielle Rolle zu spielen, so daB Rickschlisse auf eine NO-
Freisetzung Uber intermedidr gebildete S-Nitrosothiole gezogen
werden kdnnen.

Die meisten Thiole fihrten bei in vitro Versuchen zur NO-
Freisetzung aus Glyceroltrinitrat nur zu Nitrit, das fur die
vasodilatorische  Wirksamkeit physiologisch unbedeutend ist.
Lediglich Cystein und Thiosalicylsdure sowie deren Derivate
bewirkten zusatzlich eine NO-Freisetzung aus GTN181), Ein hadufiges
Strukturmerkmal dieser Mercaptogruppen findet sich in der
koplanaren Anordnung von Thiol- und Carbonylfunktion im Abstand
von 2 C-Atomen?2),

Flr die NO-Freisetzung aus S-Nitrosothiolen werden verschiedene
Wege diskutiertt, 91, 182) (Abbildung 6-2).
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Schema 6-1 Verschiedene Wege der NO-Freisetzung aus S-Nitrosothiolen

Allen Wegen gemein ist der nukleophile Angriff des Thiols am
Nitratester unter Ausbildung eines Thionitrates. Dieses kann mit
einem weiteren Thiolmolekill zum Disulfid und Nitrit reagieren oder
homolytisch in NO,- und Thiyl-Radikale oder heterolytisch in NO,"
und RiS zerfallen (mittlerer Ast). Der linke Ast des Schemas
beschreibt die reduktive Bildung von Thionitriten nach Wasserab-
spaltung, die vor allem unter Cu*-Katalyse homolytisch zu NO und
dem korrespondierenden Disulfid zerfallen. Dariiber hinaus kann
eine intramolekulare Umlagerung des Thionitrates zum Sulfinylnitrit
fuhren (rechter Ast), das sowohl homolytisch zu NO und RSO-
Radikalen als auch heterolytisch zu NO™ und RSO™ zerfallen kann.

Fir das nach langerer Einnahme auftretende Phanomen der
Nitrattoleranz183) wird neben Cytochrom P450-Mangel und Mangel
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an verflgbaren Reduktionsaquivalentenis4) vor allem die Verarmung
an intrazellularen Thiolen18s) diskutiert.

6.1.1 Organische Nitrate mit Thiolesterpartialstruktur

Aus diesem Grunde wurden organische Nitrate entwickelt, die fur
ihre reduktive NO-Freisetzung nicht auf kdrpereigene Ressourcen
angewiesen sind. Diese enthalten neben der essentiellen Salpeter-
saureesterfunktion eine reaktive Thiolesterpartialstruktur (Abbildung
6-2). Mit SPM 5185 war es gelungen, eine S-Acetylalanyl-
Verbindung herzustellen, die am Hund nur geringfligig schlechter
vasorelaxierend wirkte als GTN und bei einer Dauerinfusion Uber
einen Zeitraum von 5 Tagen keine Nitrattoleranz zeigte2).

0 o

H ]
N S—C—X—0NO
S 2
O,NO
0 NH 0
0" o \ﬂ/ 07 >N
H
o, R

X = aromat. und aliphat. Briicken

SPM 5185 11,12

Abbildung 6-2 Organische Nitrate mit Thiolesterpartialstruktur

Im Rahmen von 'H-NMR-Experimenten wies Fonger186) fiir die von
ihr synthetisierten S-Nitratoacylierten Cysteinderivate (11, 12) in
Gegenwart von N-Acetylcystein das korrespondierende N-Acetyl-
cystein-disulfid nach, das ein charakteristisches Produkt bei der
reduktiven Freisetzung von NO aus organischen Nitraten in Gegen-
wart von Thiolen darstellt. Da die Thiole bei der Reaktion zum
Disulfid oxidiert wurden, ging sie von einer Reduktion der
Nitrooxygruppe aus.
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Versuche an isolierten Rattenaortenringen ergaben eine relaxierende
Wirkung fur 11a und 11b186), Dabei zeigte sich die Wirksamkeit von
organischen Nitraten mit Benzylnitratteilstruktur den aliphatischen
Verbindungen (berlegen.

Ausgewahlte Vertreter der Hybridmolekile aus organischen Nitraten
und Cysteinderivaten wurden hinsichtlich ihrer NO-Freisetzung in
Gegenwart unseres Cytochrom P450-Modellsystems unter verschie-
denen Reaktionsbedingungen untersucht. DaB das Modellsystem
auch zu Simulationen von Cytochrom P450 vermittelten Reduktionen
in der Lage ist, war bereits am Beispiel von Glyceroltrinitrat aus-
fuhrlich in unserem Arbeitskreis gezeigt wordendl). Dabei wird der
reduzierend wirkende Fe(II)-Komplex des katalytischen Zyklus™ von
Cytochrom P450 aus Fe(III) in Gegenwart von NaBH, gebildet.

Die Verbindungen wurden nach der Headspace-Methode vermessen.
Zum Vergleich wurde mit einem Benzylnitratderivat (13) ein
organisches Nitrat herangezogen, daB nicht Gber eine Thiolstruktur
im Molekul verfligt.
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6.2 Ergebnisse der Chemilumineszenzmessungen

6.2.1 Benzylnitratderivate

4-Nitrooxymethylbenzoesdureethylester

13

Formel 6-1

Abbildung 6-3 faBt die Ergebnisse der Freisetzungsuntersuchungen
von 13 zusammen. Bei physiologischem pH-Wert von 7.4 reichte
weder ein Reduktionsmittel wie Natriumborhydrid noch der reduk-
tionsaktive Zusatz des Eisenkomplexes aus, um aus Benzylnitrat NO
freizusetzen. Erst in Anwesenheit von Cystein war NO detektierbar.
Nach 30 Minuten Inkubation bei 37°C werden Konzentrationen von
2,67 UM NO in Gegenwart des Modellsystems und Cystein gemes-
sen. Nach 130 mindtiger Inkubation war der Wert auf 63,45 uM NO
(1,06 %) angestiegen. Nur in Anwesenheit von Cystein war die NO-
Ausbeute mit 63,11 pM nahezu identisch. Als Hauptmetabolit
entstand jedoch Nitrit in fast 100-fach hoherer Konzentration als
NO. In Gegenwart von Cystein waren nach 130 Minuten 441,77 uM
Nitrit zu verzeichnen, die sich durch zusatzliche Anwesenheit des
Modellsystems auf 497,22 uM Nitrit (8,3 %) steigern lieBen.
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NO und Nitrit aus 13 pH 7.4
Nitrit
500

Nitrit Nitrit
450 _I_ —

400 -

350 —
5%

= 300

= 250 |
o

Z 200 —

150 —

100 NG NO NE
50 NO. NS. NO ]
0 30 Min 130 Min 30 Min 130 Min 30 Min 130 Min

x o o) >
A- Cﬁ Q e
& < &

Probe [6 mM]

Abbildung 6-3 Vergleich der NO- und Nitrit-Freisetzung aus 13 unter dem
EinfluB verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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6.2.2 N-Acyl-S-(nitrooxyacyl)-L-cystein-Derivate

Die Darstellung von N-Acyl-S-(nitrooxyacyl)-L-cystein-Derivaten
gelingt durch Aktivierung von Nitrooxymethylbenzoesdaure mit CDI
und anschlieBender Umsetzung des intermediar gebildeten Azolids
mit dem entsprechenden Cystein-Derivat (Schema 6-2)186),

O~ O
i
SH R\ [e)
o)
ONO, HN 0
CDI, {
>
O Argon, Eiskiihlung
O S O
OH O/R
N @)
R = Methyl = 11a \f
Ethyl= 11b
1

Schema 6-2 Darstellung von 11a und 11b
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N-Acetyl-S-(4-nitrooxymethylbenzoyl)-L-cysteinethylester (11a)

Formel 6-2

Abbildung 6-4 beschreibt die Ergebnisse der NO-Freisetzung aus
11a. Nach 30 mindtiger Inkubation war unter keinen Bedingungen
NO nachzuweisen. Erst nach 130 Minuten konnten geringe Mengen
NO detektiert werden. Ohne Anwesenheit von Cystein war keine
Freisetzung festzustellen. Die NO-Konzentration lieB sich in Anwe-
senheit des Modellsystems und Cystein auf 4,8 UM gegeniber
Cystein (0,91 uM) steigern. Nitrit war auch hier mit 20-fach héherer
Konzentration als NO der Hauptmetabolit. In Gegenwart von Cystein
ergab sich eine Konzentration von 73,39 uM Nitrit, die sich bei
zusatzlicher Anwesenheit des Modellsystems auf 97,22 uM (1,62 %)
erhohte.
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NO und Nitrit aus 11a nach 130 Minuten Inkubation pH 7.4
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Abbildung 6-4 vergleich der NO- und Nitrit-Freisetzung aus 11a unter dem
Einflul3 verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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N-Acetyl-S-(4-nitrooxymethylbenzoyl)-L-cysteinmethylester (11b)

OQw/o
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Formel 6-3

Aus Abbildung 6-5 sind die Ergebnisse der NO-Freisetzung aus 11b
zu entnehmen. Die Substanz unterscheidet sich nur geringfligig von
11a, so daB eine dhnliche Freisetzungscharakteristik zu erwarten
war. Nach 30 Minuten Inkubationszeit war auch hier kein NO zu
messen. Erst nach 130 Minuten konnte ausschlieBlich in Gegenwart
von Cystein NO in einer Konzentration von 0,79 uM detektiert
werden. In zusatzlicher Anwesenheit des Komplexsystems wurde
der Wert noch einmal leicht gesteigert (3,78 uM). Die Nitritbildung
war wie in den vorangegangenen Experimenten der NO-Bildung weit
uberlegen. In Gegenwart von Cystein konnten 65,98 pM Nitrit
nachgewiesen werden, wahrend die Gegenwart des Eisenkomplexes
die Konzentration noch einmal auf 88,64 UM (1,48 %) erhohte.
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NO und Nitrit aus 11b nach 130 Minuten Inkubation pH 7.4
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Abbildung 6-5 Vergleich der NO- und Nitrit-Freisetzung aus 11b unter dem
Einflul3 verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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N-Acetyl-S-(3-nitrooxypivaloyl)-L-cysteinamid (12a)
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Formel 6-4

Die Verbindung 12a kann aus der Umsetzung von N-Acetyl-L-
cysteinamid mit 3-Nitrooxypivalinsdure und CDI gewonnen wer-
denise),

H SH O

N

o~ §NH2
OQ?</ONO2 CDI, O -
Argon, Eiskuhlung S S o
OH
NH,

12a

Schema 6-3 Darstellung von 12a
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Abbildung 6-6 gibt die Ergebnisse der NO-Freisetzung aus 12a
wieder. Analog den aromatischen Vertretern war auch hier eine NO-
Bildung an die Anwesenheit von Cystein gebunden und mit 0,66 UM
erst nach 130 Minuten Inkubation bei 37°C feststellbar. Der Zusatz
des Modellsystems vermochte diesen Wert auf 3,4 pM (0,057 %) zu
steigern. Nitrit wurde ebenfalls nur in Gegenwart von Cystein
gemessen (66,72 uM). Auch hier wirkte sich der Zusatz des Modell-
systems mit 87,98 UM steigernd auf die Nitritbildung aus (1,47 %).

NO und Nitrit aus 12a nach 130 Minuten Inkubation pH 7.4
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Abbildung 6-6 Vergleich der NO- und Nitrit-Freisetzung aus 12a unter dem
EinfluB verschiedener Aktivierungsbedingungen bei 37°C, n =5
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6.3 Diskussion der Ergebnisse

Wenn auch als Hauptmetabolit bei der reduktiven Freisetzung
generell Nitrit entstand, so war NO flr alle untersuchten Verbin-
dungen eindeutig nachzuweisen. Dabei war in allen Fallen das
Auftreten von NO fest an die Anwesenheit von Cystein gebunden.
Ein EinfluB der integrierten Thiolesterpartialstruktur auf die reduk-
tive Freisetzung von NO konnte mit Hilfe des Modellsystems nicht
eindeutig bewiesen werden. Zwar stieg die NO-Freisetzung in
Gegenwart des Komplexes leicht an, jedoch weist die Vergleichs-
substanz ohne Thiolesterpartialstruktur 13 diese Zunahme der NO-
Konzentration ebenfalls auf.

Uber die Bildung von Nitrat unter den verschiedenen Reaktions-
bedingungen kdnnen keine eindeutigen Aussagen gemacht werden,
da Nitrat generell bereits ohne jeglichen Zusatz von Kofaktoren
gefunden werden konnte. Dagegen war eine Entstehung von Nitrit
ohne Zusatz der Kofaktoren nicht zu verzeichnen (Daten nicht
gezeigt). In jedem Fall gelang es, die Funktion dieser organischen
Nitrate als NO-Donatoren auch am Modellsystem nachzuvollziehen.
Die Reaktion zu Nitrit war dabei generell dominierend.
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7 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit behandelt schwerpunktmdBig die NO-
Freisetzung von bisher nicht untersuchten Verbindungsklassen mit
Hydroxyimino-Partialstruktur unter verschiedenen Reaktionsbe-
dingungen.

Ein mdglicher EinfluB von Cytochrom-P450 auf die NO-Freisetzung
wurde durch ein erprobtes Modellsystem aus einem niedermole-
kularen Eisenkomplex und Iodosobenzol als Sauerstoffdonator
imitiert. Zur quantitativen Bestimmung des aus den untersuchten
Amidoximen (7), N-Hydroxyisoharnstoffen (8), N-Hydroxyiso-
thioharnstoffen (9), a-Hydroxyiminohydroxamsauren (10) und
N"-Hydroxy-L-arginin freigesetzten Stickstoffmonoxids wurde die bis
in den pikomolaren Bereich empfindliche Chemilumineszenzmethode
herangezogen. Abweichend von der bisher in unserem Arbeitskreis
eingesetzten Headspace-Methode gelang es, ein Verfahren zu
etablieren, das erlaubte, in Fllssigkeiten entstandenes NO in situ zu
erfassen. Uber die NO-Bestimmung hinaus konnten auch Nitrit und
Nitrat als Folgeprodukte von NO in aerober Ldsung quantitativ
bestimmt werden.
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Tabelle 7.1 Hinsichtlich
Verbindungsklassen

ihrer

oxidativen NO-Freisetzung untersuchte

Substanzklasse Strukturformel
Semizyklische Amidoxime R o7¢O
R »—NH
HON 7a -¢

N-Hydroxyisoharnstoffe

N-Hydroxyisothioharnstoffe

a-Hydroxyiminohydroxamsauren

R o
NOH
N F
N\
@) R 8a-f
R s
NOH
X F
NH

O 9a, b

R
: L
(I)H @)
N
= /@O
)
@)

H 10a, b

Die im Rahmen der Chemilumineszenzmessungen ermittelten Werte
deuten auf einen flr alle Substanzklassen gemeinsamen Frei-
setzungsmechanismus Uiber Hydroxylamin als intermediar auftre-

tenden NO-Donor hin.
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R R_0

1\/¢NOH IOPh Y 4 NHOH
o R
2
i lIOPh
R,,=C.N, 0

NO

Schema 7-1 NO-Freisetzung aus Hydroxyiminoverbindungen iber
intermediar gebildetes Hydroxylamin

Bestdtigt wurde diese Arbeitshypothese sowohl durch die
kolorimetrische Bestimmung von Hydroxylamin in Gegenwart von
8-Hydroxychinolin als auch durch die HPLC-analytische Identi-
fizierung der korrespondierenden Oxoverbindungen durch Vergleich
mit eigens hierflir synthetisierten authentischen Proben.
AnschlieBend wurde der oxidativen Entstehung von NO aus
Hydroxylamin nachgegangen. Um aufzuklaren, ob NO™ als Inter-
mediat auftritt, wurde zunachst versucht, Peroxynitrit als
Reaktionsprodukt von NO™ und O, nachzuweisen. Ein kolorime-
trischer Nachweis von Peroxynitrit beruht auf der Oxidation von
2" 7" -Dichlorodihydrofluoresceindiacetat. Obwohl H,0,, NO und O,"
diese Oxidation nicht storen, flihrte unser Oxygenierungssystem zu
falsch positiven Ergebnissen.

Dartiber hinaus wurde die NO-Freisetzung aus Hydroxylamin in
Gegenwart von Superoxiddismutase untersucht. Dabei gelang es,
die NO-Ausbeute deutlich zu steigern, da SOD die Oxidation von NO
zu NO katalysiert.

Die erhaltenen Ergebnisse deuten auf eine NO-Bildung aus
Hydroxylamin tGber NO™ hin.

Ferner konnte eine reduktive NO-Freisetzung aus neuentwickelten
organischen Nitraten, die neben der essentiellen Salpetersaure-
esterfunktion eine reaktive Thiolesterpartialstruktur besitzen, nach-
gewiesen werden (Tabelle 7.2).
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Tabelle 7.2 Hinsichtlich ihrer reduktiven NO-Freisetzung untersuchte
Verbindungsklasse

Substanzklasse Strukturformel

Nitrooxymethyl- O,N—0Q S—R
benzoesaurethioester \_©_<
O 1a,b

Generell war die Anwesenheit von externen Thiolen fur die NO-
Bildung unverzichtbar. Ein EinfluB der Thiolesterpartialstruktur auf
die NO-Bildung konnte nicht beobachtet werden.
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8 Summary

The main objective of this thesis was to investigate NO generation
from compounds containing the hydroxyimino structural element
under variation of reaction conditions, which, so far, has not been
the focus of research.

The possible influence of cytochrom-P450 on such a NO generation
was investigated utilizing a proven cytochrom-P450 model system
consisting of a low molecular weight iron complex and iodosylben-
zene as oxygen source. Nitrogen monoxide from amidoximes (7),
N-hydroxyisocarbamides (8), N-hydroxyisothiocarbamides (9),
a-hydroxyiminohydroxamic acids (10) and N"-hydroxy-L-arginine
was quantitatively determined by chemiluminescence, which is very
sensitive down to the picomolar concentration range. Differing from
the usually applied headspace method, a procedure for NO
determination in solution was successfully implemented that enabled
us to measure its generation in situ. Besides NO, we were also able
to determine the products nitrite and nitrate of a NO decay in
oxygen containing solutions.
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Table 8-1 Investigated class of compounds with oxidative NO-generation

Class of Compounds Structure
Semi-cyclic Amidoximes R OYO
R NH
HON 7a -c
N-Hydroxyisocarbamides R o
);/V/NOH
R
N\
0] R 8a-f
N-Hydroxyisothiocarbamides R g
NOH
RN P
NH
O 9a, b
a-Hydroxyiminohydroxamic acids R L
R
(I)H @)
N
oy
OH 10a, b

Based on the chemiluminescence data a common mechanism for NO

generation could be derived for all

investigated classes of

compounds with the intermediate hydroxylamine as NO donor.
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R
Rl\/aNOH IOPh 1\/40 . NH,0H
o R
2
’ l IOPh
R,,=C.N,0 G

Scheme 8-1 NO-generation from compounds containing the hydroxyimino
structural element via the intermediate hydroxylamine as NO donor

This hypothetical mechanism was confirmed by colorimetric
determination of hydroxylamine in the presence of 8-hydroxy-
quinoline as well as by HPLC identification of the corresponding oxo-
compounds via comparison with especially synthesized material.
Additionally, the oxidative mechanism for the generation of NO from
hydroxylamine was investigated. In order to decide whether NO
plays a role as an intermediate, the NO generation from hydroxyl-
amine was studied in the presence of superoxiddismutase.

A significant increase in NO yield was observed since SOD catalyzes
the oxidation of NO™ to NO.

In addition, it was tried to identify peroxynitrite as the reaction
product of NO und O,. The colorimetric determination of peroxy-
nitrite is based on an oxidation of 2" 7" dichloro-dihydrofluoresceine
diacetate. Even though H,0,, NO and O," do not interfere with such
an oxidation, our oxygenation procedures yielded false positive
results.

The results, so far, can be interpreted in terms of a NO generation
via NO" from hydroxylamine.

Furthermore, a reductive NO generation from newly developed
organic nitrates could be confirmed. These nitrates contain a
reactive thiolester partial structure besides the nitric acidester
function.
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Table 8-2 Investigated class of compounds with reductive NO-generation

Class of Compound

Structure

Nitro-oxymethylbenzoic
acid thioester

O,N—0Q : S—R
O 11a,b

In general, the external presence of compounds containing thiol
substituents is imperative for the generation of NO. No influence of
the thiolester partial structure on the NO generation could be

observed.
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9 Experimenteller Teil

9.1 Allgemeine Angaben

Elementaranalysen :

C, H, N : Heraeus CHN-O-Rapid, Heraeus (GieBen); Angabe
der berechneten (ber.) und gefundenen (gef.) Werte in
Prozent.

Schmelztemperatur :

Schmelzpunktapparatur nach Lindstrém (unkorrigiert);
Mettler FP 62 (flir klarschmelzende Verbindungen mit einem
Schmelzpunkt <300 °C).

'H-NMR Spektren :
Bruker AMX 400 (400 MHz)

Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle Messungen mit diesem
Gerat durchgeflhrt.

Angabe der chemischen Verschiebung in d-Werten (ppm), bezogen
auf Tetramethylsilan (TMS) als inneren Standard;

Ermittlung der Protonenverhaltnisse durch Integration;

ein Nachweis der OH-/NH-Protonen erfolgte durch Austausch mit
D,O

Abklirzung der durch Spin-Kopplung auftretenden Signal-
multiplizitaten:

s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett, m = Multiplett.
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13C-NMR Spektren :

Bruker AMX 400 (100,62 MHz);

Bruker AMX 250 P (62,90 MHz);

Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle Messungen mit dem
Bruker AMX 400 (100,62 MHz) aufgenommen.

Angabe der chemischen Verschiebung in d-Werten (ppm), bezogen
auf Tetramethylsilan (TMS) als inneren Standard;

die Spektren wurden breitbandentkoppelt und zusatzlich als DEPT-
Spektren aufgenommen.

IR-Spektren (KBr) :

Perkin EImer 1600 FTIR;

Wenn nicht anders vermerkt, wurde flir alle IR-Messungen ein KBr
PreBling verwendet.

UV-Spektren

Philips PU 8730 UV/Vis-Spektralphotometer (9.6)

Shimadzu UV Visible recording spectrophotometer UV-160 (9.5)

Die Messungen wurden in Quarzkivetten mit einer Dicke von 1 cm
vorgenommen. Auf eine Temperierung wurde verzichtet.
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Diinnschichtchromatographie (DC) :

DC-Mikrokarten Polygram SIL G/UVyss Macherey-Nagel (Diren),
40 x 80 mm, Schichtdicke 0,25 mm

Alle Untersuchungen wurden (iber eine Laufstrecke von mindestens
5 cm mit Kammersattigung durchgefihrt.

Herstellung der Pufferlosung

Citratpuffer:
pH 4.5 66,4 mL Losung A + 33,6 mL Losung B
eingestellt mit 1 M NaOH
Losung A = 0,1 M Dinatriumcitrat
21,044 g / L Citronensauremonohydrat in 200 mL 1 M
NaOH l6sen
+ Aqg. dest. ad 1000 mL
Lésung B = 0,1 M HCI

Phosphatpuffer:
pH 5.5 97,3 mL Losung A + 2,7 mL L6sung B

eingestellt mit 1 M NaOH

pH 7.4 19,7 mL Lésung A + 80,3 mL Losung B
eingestellt mit konz. HCI

Losung A = 1/15 M Kaliumdihydrogenphosphat
9,073g/L

Lésung B = 1/15 M Dikaliumhydrogenphosphatdihydrat
11,87 g/ L
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Boratpuffer:
pH9 83,5 mL Losung A + 16,5 mL Losung B
Losung A = 0,05 M Borax
12,7 g / L Borsaure in 100 mL 1 M NaOH lésen
+ Aqg. dest. ad 1000 mL
Lésung B = 0,1 M HCI

Einstellung der Pufferlosungen

Alle Pufferlésungen wurden mit einem Metrohm E 605 pH-Meter
(Metrohm Herisau) und einer kombinierten Glaselektrode (Metrohm
6.0203.000) eingestellt. Die Kalibrierung der Glaselektrode erfolgte
wochentlich nach der im DAB 1997, Kapitel V. 6.3.1.187)
beschriebenen Methode bei 20°C mit:

Kaliumhydrogenphthalat-Lésung 0,05 M : pH 4,1

Kaliumdihydrogenphosphat-Lésung 0,0087 M und
Natriummonohydrogenphosphat-Lésung 0,0303 M : pH 7,41

Natriumcarbonat-Losung 0,025 M und
Natriumhydrogencarbonat-Lésung 0,025 M : pH 10,01

Relative Molmassen :

Relative Atommassen wurden nach der Atomgewichtstabelle von
1964 — bezogen auf **C — berechnet.

Temperaturangaben :

Alle Angaben beziehen sich auf °C.
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Trockenmittel fiir organische Phasen:

Wasserfreies Magnesiumsulfat

Gasdichte Spritzen

1,0 mL Hamilton Syringe Model 10015U, Hamilton Company, Reno,
US.A

100 pL, 50 pL, 25 pL, 10 pL Exmire Microsyringe, ITO Corporation,
Fuji, Japan

9.2 NO-Messung

Sievers NOA™280
Sievers Instruments, Boulder, USA

Empfindlichkeit: < 1 pmol fur Fllssigkeiten, < 1 ppb fiir Gase

MeBbereich: nM-mM flr Fllssigkeiten, < 1-500000 ppb flir Gase

Wiederholbarkeit: + 5 % flir Flissigkeiten, + 1 ppb flir Gase
Als Inertgas wurde Argon 6.0 der Firma Linde eingesetzt.
Ozon wurde aus Carbogen (95 % O, / 5 % CO,) ebenfalls von der
Firma Linde generiert. Der MeBbereich erstreckte sich von
1-400 pmol. Die Peakintegration wurde i.a. bei einem Schwellenwert
von 10 und einer Peakbreite von 10 ausgewertet.
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9.2.1 Messungen aus fliissigen Systemen

9.2.11 Kalibrierung

Fur die Messung von NO oder Nitrit:

Aufgrund der quantitativen Umsetzung von Nitrit zu NO mit
essigsaurer Kaliumiodidldsung, wurde das Gerat sowohl flir die NO-
Messung als auch fur die Nitritmessung mit einer 50 uM KNO»-
Lésung kalibriert. Dafur wurden definierte Volumina mittels einer
gasdichten Spritze in das ReaktionsgefaB, das 5 mL Kaliumiodid-
Idsung in Eisessig enthielt, injiziert. Aus der Integration der
erhaltenen Peakflachen in Abhangigkeit verschiedener Nitritmengen
ergab sich folgende Gerade:

Kalibrierkurve fiir NO aus Nitrit

3500

y = 1.0581x - 105.92
3000 R:_Ony
2500

2000
1500

1000 ,//’//////‘
500 4”///////"

«

Area

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Nitrit injiziert [pmol]

Abbildung 9-1 Kalibriergerade fiir die Messung von NO und Nitrit aus
fliissigen Systemen
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Zu Beginn jedes MeBtages wurde mit Hilfe einer frisch verdiinnten
Kaliumnitritstandardlosung die Genauigkeit der Kalibriergerade lber-
pruft und falls erforderlich, eine neue aufgenommen.

Fir die Messung von Nitrat

Die Reduktion von Nitrat zu NO erfolgte mit einer gesattigten VCls-
Ldsung in 1 N Salzsaure bei 95°C.

Im ReaktionsgefaB wurden 5 mL des Reduktionsmittels vorgelegt,
mit Argon anaerobisiert und auf 95°C erhitzt. Mit einer gasdichten
Spritze wurden verschiedene Volumina einer 100 yuM Kaliumnitrat-
I6sung injiziert. Die Erstellung der Kalibriergeraden beruhte auch
hier auf der Integration der erhaltenen Peakflachen in Abhangigkeit
von der eingesetzten Nitratmenge.

Kalibrierkurve fiir NO aus Nitrat

12000

10000 y =1.0432x - 8.8033

R?=0.9995
8000
/
6000 /
4000 /
2000 /
0

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Nitrat injiziert [pmol]

Area

Abbildung 9-2 Kalibriergerade fiir die Messung von Nitrat aus flissigen
Systemen

Zu Beginn jeder Nitratmessung wurde mit Hilfe einer frisch
verdinnten Kaliumnitratstandardlésung die Genauigkeit der
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Kalibriergerade Uberprift und falls erforderlich, eine neue
aufgenommen.

9.2.1.2 NO-Messung aus den Proben

In das ReaktionsgefaB (Vessel) wurden das Losungsmittel sowie die
entsprechenden Zusatze in definierten Volumina vorgelegt.

Vesselinhalt:
je 10 uL Kofaktoren daquimolar zur Probenkonzentration
100 U / mL SOD
1000 U / mL Katalase
je 10pyL IOPh oder H,O0, in 10-fachem UberschuB zur
Probenkonzentration
je 10 uL FeTPPCI-Komplex aquimolar zur Probenkonzentration
ad 5,0 mL Lésungsmittel: Ethanol, Citratpuffer pH 4.5, Phosphat-
puffer pH 5.5 oder 7.4, Boratpuffer pH 9.0

Probenvolumen:
10 pL Probe 1mM ethanolische Losung

Permanent den MeBaufbau durchstromendes Argon treibt
entstandenes NO aus und Uberfihrt es in die MeBzelle. Vier
MeBwerte pro Sekunde werden aufgezeichnet. Der AbschluBB der
NO-Freisetzung konnte lber den angeschlossenen Monitor verfolgt
werden. Mit dieser Methode konnte abweichend von friher in
unserem Arbeitskreis durchgefiihrten Verfahren, in Fllssigkeiten
entstandenes NO in situ erfaBt werden.

9.2.1.3 Nitrit- und Nitrat-Messung aus den Proben

Um bei der Reaktion in waBriger Losung in Gegenwart von
Sauerstoff moglicherweise entstandenes Nitrit oder Nitrat zu
erfassen, wurde der Versuch analog in einem externen Vial
wiederholt.
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Nitrit
Vial-Inhalt:
50 pL IOPh in 10 fachem UberschuB zur Probenkonzentration
50 L FeTPPCl-Komplex aquimolar zur Probenkonzentration
50 pL Probe 10 mM in Ethanol
ad 2,0 mL Losungsmittel: Ethanol, Citratpuffer pH 4.5, Phosphat-
puffer pH 5.5 und 7.4, Boratpuffer pH 9.0

Probenvolumen, das in das Vessel Uberfihrt wird:
40 uL Vial-Losung

Das mit dem gleichen Losungsmittel geflillte und einem gasdichten
Septum verschlossene Vial wurde mit Argon anaerobisiert und
nachfolgend in einem Wasserbad auf 37°C temperiert. AnschlieBend
wurden die Lbésungen der Zusatze sowie der Probe mit Hilfe
gasdichter Spritzen in das Vial Uberfuihrt und das Reaktionsgemisch,
wenn nicht anders angegeben, Uber zehn Minuten bei 37°C
inkubiert. Das ReaktionsgefaB des NOA 280 Analyzer wurde fir die
Reduktion von Nitrit mit 5 mL Eisessig und Kaliumiodidldésung
geflllt. Nach AbschluB der Inkubation, wurde mit der gasdichten
Spritze ein definiertes Volumen des Reaktionsgemisches der Probe
in das ReaktionsgefaB des MeBgerdtes injiziert und die Daten
aufgenommen.

Nitrat

Flr die Reduktion von Nitrat wurden 5 mL einer gesattigten L6sung
VCl; in 1 N Salzsaure in dem Reaktionsgefal3 vorgelegt und auf 95°C
erhitzt. Um das Gerat vor eintretenden Salzsduredampfen zu
schitzen, wurde ein Gasbubbler, der mit 20 mL 1 N NaOH gefillt
war, zwischengeschaltet. Mit der Probe wurde analog der Nitrit-
bestimmung verfahren. Die bei der Nitratbestimmung ebenfalls
miterfaBten Nitritwerte mlissen vom Ergebnis abgezogen werden.
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9.2.2 Messungen aus dem Headspace

9.2.2.1 Kalibrierung

Fir die Messung von NO

Auch fir die Headspace-Kalibrierung wurde auf die quantitative
Reduktion von Nitrit in Gegenwart von Eisessig und Kaliumiodid zu
NO zurickgegriffen. Ein gasdichtes Vial wurde mit 1,5 mL Eisessig
und 500 pL Kaliumiodidlésung gefillt, mit Argon anaerobisiert und
auf 37°C temperiert. Zum Start der Reaktion wurden 1.0 mL einer
500 pM Kaliumnitritldsung mit einer gasdichten Spritze Uber das
Septum dem Vial zugeflihrt. Nach zehn Minuten Inkubationszeit
wurden aus dem Gaslberstand der Losung verschieden definierte
Mengen abgenommen und in das ebenfalls anaerobisierte und auf
37°C temperierte Reaktionsgefal eingebracht. Die Berechnungen
der NO-Konzentrationen in Abhangigkeit der injizierten NO-Volumina
ergaben folgende Kalibriergerade:
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NO aus Nitrit Headspace
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Abbildung 9-3 Kalibriergerade fiir die Messung von NO aus dem Headspace

Mit Hilfe einer Standardléosung wurde die Genauigkeit der
Kalibriergerade zu Beginn jedes MeBtages Uberpriift.
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Fur die Messung von Nitrit

Flir die Kalibriergerade wurde analog verfahren, mit dem
Unterschied, daB 2,0 mL Eisessig eingesetzt wurden, so daB das
Gesamtvolumen der Losung im Vial 3,5 mL betrug.

NO aus Nitrit Headspace 3,5 mL Vialfiillung
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R’ = 0,997%
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0 5000 10000 15000 20000 25000
NO injiziert [pmol]

Abbildung 9-4 Kalibriergerade fiir die Messung von NO aus dem Headspace

9.2.2.2 NO-Messung aus den Proben

Flir die NO Messungen aus dem Gasiberstand von Losungen wurde
eine definierte Menge des Losungsmittels in einem gasdichten Vial
anaerobisiert und auf 37°C temperiert. Zum Start der Reaktion
wurden sowohl das definierte Volumen der Probenlésung als auch
der entsprechenden Zusatze mittels einer gasdichten Spritze in das
Vial injiziert und, wenn nichts anderes angegeben ist, Uber 10
Minuten bei 37°C inkubiert.
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Vial-Inhalt:
je 500 pL Probe 6 mM ethanolische Losung
je 500 pL Kofaktoren aquimolar zur Probenkonzentration
je 500 pL FeTPPCl-Komplex 100 uM
ad 3,0 mL Phosphatpuffer pH 7.4

AnschlieBend wurden 30 pL mit einer gasdichten Spritze aus dem
Gasuberstand der Losungen enthommen und in das Reaktionsgefal3
des ChemilumineszenzmeBgerates eingespritzt. Mit dem Argonstrom
wurde das NO in die MeBzelle eingetragen. Die Wasserldslichkeit
von NO von ca. 2 mM wurde durch gleiche Volumina bei der
Kalibrierung wie bei der Probenmessung ausgeglichen. Um zu
prifen, wann die NO-Freisetzung abgeschlossen war, wurde in
Abstanden von 10 — 20 Minuten aus den Probenvials injiziert. Die
MeBwerte wurden wie in den vorangegangenen Experimenten alle
25 / 100 Sekunden aufgezeichnet.

9.2.2.3 Nitrit-Messung aus den Proben

Nach AbschluB der NO-Messung wurde den Vials 0,5 mL Kaliumiodid
in Eisessig zugesetzt, um aus den organischen Nitraten entstan-
denes Nitrit zu erfassen. Aus dem Gasuberstand der Vials wurden
wiederum 30 pL entnommen, in das Vessel eingespritzt und die
Daten aufgezeichnet.
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9.2.3 MeBdaten der Chemilumineszenz-Bestimmung

Tabelle 9-1 NO aus NOHA, 37°C,n=5

Bedingungen NO [uM] SD

pH 4.5 0

pH 4.5+I0Ph 136.6 9.22
pH 4.5+FeTPPCI 0

pH 4.5+FeTPPCI + IOPh 176.77 9.02
pH 7.4 0

pH 7.4+I0Ph 88.1] 14.12
pH 7.4+FeTPPCI 0

pH 7.4+FeTPPCI + IOPh 99.09 7.20
pH 9 0

pH 9+I0OPh 50.95 7.26
pH 9+FeTPPCI 0

pH 9+FeTPPCI + IOPh 88.1 7.45
Ethanol 0
Ethanol+FeTPPCI 0
Ethanol+IOPh 0
Ethanol+FeTPPCI + IOPh 0

Tabelle 9-2 Nitrit aus NOHA, 37°C,n =5

Bedingungen Nitrit [UM] SD

pH 4.5 0

pH 4.5+I0Ph 441.2 6.97
pH4.5+FeTPPCI 0

pH 4.5+FeTPPCI + IOPh 464 6.39
pH 7.4 0

pH 7.4+I0Ph 332 8.91
pH 7.4+FeTPPCI 0

pH 7.4+FeTPPCI + IOPh 387.6] 13.21
pH 9 0

pH 9+I0OPh 295.6| 9.77
pH 9+FeTPPCI 0

pH 9+FeTPPCI + IOPh 298.8 9.56
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Tabelle 9-3 Nitrat aus NOHA, 37°C,n=5

Bedingungen Nitrat [UM] SD
pH 4.5 0
pH 4.5+I0Ph 113.48] 10.35
pH 4.5+FeTPPCI 0
pH 4.5+FeTPPCI + IOPh 171.64] 6.91
pH 7.4

pH 7.4+I0Ph

pH 7.4+FeTPPCI

pH 7.4+FeTPPCI + IOPh
pH 9

pH 9+IOPh

pH 9+FeTPPCI

pH 9+FeTPPCI + IOPh

OO OO0 O0OO0oOOo

Tabelle 9-4 NO aus 7a, 37°C,n =5

Bedingungen NO [uM] SD

pH 4.5 0
pH4.5+I0Ph 247.5| 52.48
pH4.5+FeTPPCI 0
pH4.5+FeTPPCI + IOPh 247.56| 37.15
pH 5.5 0

pH 5.5+I0Ph 86.93 9.34
pH 5.5+FeTPPCI 0

pH 5.5+FeTPPCI + IOPh 198.49 9.20
pH 7.4 0
pH7.4+I0Ph 122 6.59
pH7.4+FeTPPCI 0
pH7.4+FeTPPCI + IOPh 153.1 25.21
pH7.4+H,0, 0

pH 9 0

pH 9+I0OPh 34.92 4.49
pH 9+FeTPPCI 0

pH 9+FeTPPCI + IOPh 84.07 6.10
Ethanol 0
Ethanol+IOPh 41.98 3.46
Ethanol+FeTPPCI 0
Ethanol+FeTPPCI + IOPh 58.09 5.24
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Tabelle 9-5 NO aus 7b, 37°C,n =5

Bedingungen NO [uM] SD

pH 4.5 0

pH 4.5+I0Ph 74.1 3.21
pH 4.5+FeTPPCI 0

pH 4.5+FeTPPCI + IOPH 171.8 3.75
pH 5.5 0

pH 5.5+I0OPh 91 1.07
pH 5.5+FeTPPCI 0

pH 5.5+FeTPPCI + IOPH 101.3 1.73
pH 7.4 0

pH 7.4+I0Ph 98.65 1.02
pH 7.4+FeTPPCI 0

pH 7.4+FeTPPCI+IOPh 124.5 1.29
pH 7.4+H,0, 0

pH 9 0

pH 9+IOPh 17 2.43
pH 9+FeTPPCI 0

pH 9+FeTPPCI + IOPh 28.3[ 2.03
Ethanol 0
Ethanol+IOPh 8.69 1.27
Ethanol+FeTPPCI 0
Ethanol+FeTPPCI+IOPh 10.23 0.60

Tabelle 9-6 Nitrit aus 7b, 37°C,n =5

Bedingungen Nitrit [uUM] SD

pH 4.5 0
pH4.5+I0Ph 858| 23.43
pH4.5+FeTPPCI 0
pH4.5+FeTPPCI + IOPh 1176] 60.75
pH 7.4 0

pH 7.4+I0Ph 582.52 8.30
pH 7.4+FeTPPCI 0

pH 7.4+FeTPPCI + IOPh 667.64| 23.19
pH 9 0

pH 9+I0Ph 455.72| 15.20
pH 9+FeTPPCI 0

pH 9+FeTPPCI + IOPh 523.48| 10.66
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Tabelle 9-7 Nitrat aus 7b, 37°C,n =5

Bedingungen Nitrat [uM] SD

pH 4.5 0.00

pH 4.5+I0Ph 111.20] 5.03
pH 4.5+FeTPPCI 0.00

pH 4.5+FeTPPCI + IOPh 139.20] 3.60
pH 7.4 0.00

pH 7.4+I0Ph 0.00

pH 7.4+FeTPPCI 0.00

pH 7.4+FeTPPCI + IOPh 0.00

pH 9 0.00

pH 9+I0OPh 0.00

pH 9+FeTPPCI 0.00

pH 9+FeTPPCI + IOPh 0.00

Tabelle 9-8 NO aus 7c, 37°C,n =5

Bedingungen NO [uM] SD

pH 4.5 0

pH 4.5+I0Ph 389.98| 23.41
pH 4.5+FeTPPCI 0

pH 4.5+FeTPPCI + IOPh 409.17( 11.80
pH 7.4 0

pH 7.4+I0Ph 136.7| 10.18
pH 7.4+FeTPPCI 0

pH 7.4+FeTPPCI + IOPh 183.6] 4.68
pH 7.4+H,0, 0

pH 9 0

pH 9+IOPh 51.4| 2.83
pH 9+FeTPPCI 0

pH 9+FeTPPCI + IOPh 114.4] 2.20
Ethanol 0
Ethanol+IOPh 73.99 3.33
Ethanol+FeTPPCI 0
Ethanol+FeTPPCI + IOPH 117.21 9.51
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Tabelle 9-9 NO aus 8a, 37°C,n=5

Bedingungen NO[uM] SD
pH 4.5 0
pH 4.5+I0Ph 127.9 5.26
pH 4.5+FeTPPCI + IOPh 237.4 6.84
pH 7.4 0
pH 7.4+I0Ph 62.37 3.19
pH 7.4+FeTPPCI + IOPh 116.67 4.15
pH 7.4+H202 0
pH 9 0
pH 9+I0Ph 66.9 3.23
pH 9+FeTPPCI + IOPh 71.4 1.49
Ethanol 0
Ethanol+IOPh 12.13 2.72
Ethanol+FeTPPCI + IOPh 10.25 2.07
Tabelle 9-10 NO aus 8b, 37°C,n =5
Bedingungen NO[uM] SD
pH 4.5 0
pH4.5+I0Ph 60.74 2.66
pH4.5+FeTPPCI 0
pH4.5+FeTPPCI + IOPh 74.3 2.68
pH 7.4 0
pH7.4+I0Ph 55.1 2.06
pH7.4+FeTPPCI 0
pH7.4+FeTPPCI + IOPh 67.77 5.82
pH9 0
pH9+IOPh 33 3.26
pH9+FeTPPCI 0
pH9+FeTPPCI + IOPh 44.5 2.44
Ethanol 0
Ethanol+IOPh 9.2 0.50
Ethanol+FeTPPCI 0
Ethanol+FeTPPCI + IOPh 40.7 0.95
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Tabelle 9-11 NO aus 8c, 37°C,n=5

Bedingungen NO [uM] SD

pH 4.5 0

pH 4.5+I0Ph 23.2 4.69
pH 4.5+FeTPPCI 0

pH 4.5+FeTPPCI + IOPh 39.2 2.73
pH 7.4 0

pH 7.4+I0Ph 23.5 1.44
pH 7.4+FeTPPCI 0

pH 7.4+FeTPPCI + IOPh 32.6 3.35
pH 7.4+H,0, 0

pH 9 0

pH 9+I0Ph 18.8 4.08
pH 9+FeTPPCI 0

pH 9+FeTPPCI + IOPh 18.3 3.91
Ethanol 0
Ethanol+IOPh 0
Ethanol+FeTPPCI 0
Ethanol+FeTPPCI + IOPh 0

Tabelle 9-12 NO aus 8c verschiedene Komplexe, 37°C, n =5

Bedingungen NO [uM] SD

pH7.4+FeTPPCI + IOPh 39.2 3.35
pH7.4+FeTPFPPCI+IOPh 25.2 1.87
pH7.4+MnTPPCI + IOPh 34 3.10
pH7.4+FeMeOTPPCI+IOPh 32.2 131
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Tabelle 9-13 NO aus 8d, 37°C,n=5

Bedingungen NO [uM] SD

pH 4.5 0

pH 4.5+I0Ph 51.31 4.67
pH 4.5+FeTPPCI 0

pH 4.5+FeTPPCI + IOPh 63.3 5.19
pH 7.4 0

pH 7.4+I0Ph 57.28 6.33
pH 7.4+FeTPPCI 0

pH 7.4+FeTPPCI + IOPh 60.25 5.14
pH 7.4+H,0, 0

pH 9 0

pH 9+I0OPh 33 3.63
pH 9+FeTPPCI 0

pH 9+FeTPPCI + IOPh 1.42 0.55
Ethanol 0
Ethanol+IOPh 0
Ethanol+FeTPPCI 0
Ethanol+FeTPPCI+IOPh 0

Tabelle 9-14 Nitrit aus 8d, 37°C,n =5

Bedingungen Nitrit [UM] SD

pH 4.5 0
pH4.5+I0Ph 160.52 7.84
pH4.5+FeTPPCI 0
pH4.5+FeTPPCI + IOPh 193.72 8.63
pH 7.4 0
pH7.4+I0Ph 90.92 7.24
pH7.4+FeTPPCI 0
pH7.4+FeTPPCI + IOPh 164.52 5.83
pH 9 0
pH9+IOPh 73.32 5.29
pH9+FeTPPCI 0
pH9+FeTPPCI + IOPh 80.12 8.85
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Tabelle 9-15 Nitrat aus 8d, 37°C,n =5

Bedingungen Nitrat [uUM] SD

pH 4.5 0

pH 4.5+I0Ph 264.68| 8.97
pH 4.5+FeTPPCI 0

pH 4.5+FeTPPCI + IOPh 400.4( 10.61
pH 7.4 0

pH 7.4+I0Ph 0

pH 7.4+FeTPPCI 0

pH 7.4+FeTPPCI + IOPh 39.08| 8.14
pH 9 0

pH 9+IOPh 0

pH 9+FeTPPCI 0

pH 9+FeTPPCI + IOPh 0

Tabelle 9-16 NO aus 8e, 37°C,n =5

Bedingungen NO[uM] SD

pH 4.5 0

pH 4.5+I0Ph 230.4 7.79
pH 4.5+FeTPPCI 0

pH 4.5+FeTPPCI + IOPh 374.14 6.81
pH 7.4 0

pH 7.4+I0Ph 119.6f 10.59
pH7.4+FeTPPCI 0

pH 7.4+FeTPPCI + IOPh 160.4 7.38
pH 9 0

pH 9+I0Ph 26.085 3.96
pH 9+FeTPPCI 0

pH 9+FeTPPCI + IOPh 46.025 4.82
Ethanol 0
Ethanol+IOPh 0
Ethanol+FeTPPCI 0
Ethanol+FeTPPCI + IOPh 0
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Tabelle 9-17 NO aus 8f, 37°C,n =5

Bedingungen NO [uM] SD

pH 4.5 0

pH 4.5+I0Ph 146.1 8.76
pH 4.5+FeTPPCI 0

pH 4.5+FeTPPCI + IOPh 172.9 3.92
pH 7.4 0

pH 7.4+I0Ph 35.3 2.60
pH 7.4+FeTPPCI 0

pH 7.4+FeTPPCI + IOPh 45.84 3.07
pH9 0

pH 9+I0OPh 19.68 4,58
pH 9+FeTPPCI 0

pH 9+FeTPPCI + IOPh 21.82 2.57
Ethanol 0
Ethanol+IOPh 0
Ethanol+FeTPPCI 0
Ethanol+FeTPPCI + IOPh 0

Tabelle 9-18 Nitrit aus 8f, 37°C,n=5

Bedingungen

Nitrit [UM] SD

pH 4.5

pH4.5+I0Ph
pH4.5+FeTPPCI
pH4.5+FeTPPCI + IOPh
pH 7.4

pH7.4+I0Ph
pH7.4+FeTPPCI
pH7.4+FeTPPCI + IOPh
pH 9

pH9+IOPh
pH9+FeTPPCI
pH9+FeTPPCI + IOPh

0
524.68
0

698

0
374.12
0
451.48
0
301.12
0
347.52

4.98

4.53

4.06

3.15

2.47

4.46
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Tabelle 9-19 Nitrat aus 8f, 37°C,

Bedingungen

Nitrat [uM]

pH 4.5

pH4.5+I0Ph
pH4.5+FeTPPCI
pH4.5+FeTPPCI + IOPh
pH 7.4

pH7.4+I0Ph
pH7.4+FeTPPCI
pH7.4+FeTPPCI + IOPh
pH 9

pH9+IOPh
pH9+FeTPPCI
pH9+FeTPPCI + IOPh

250.2

420.48

0

0

OO OO0 O0OO0oOOo

1.27

6.46

Tabelle 9-20 NO aus 9a, 37°C,n =5

Bedingungen NO [uM] SD

pH 4.5 0

pH 4.5+I0OPh 152.14 8.18
pH 4.5+FeTPPCI 0

pH 4.5+FeTPPCI + IOPh 168.65( 12.69
pH 7.4 0

pH 7.4+I0Ph 112.6| 14.41
pH 7.4+FeTPPCI 0

pH 7.4+FeTPPCI + IOPh 131.31 2.79
pH 7.4+H,0, 0

pH 9 0

pH 9+IOPh 64.24 6.45
pH 9+FeTPPCI 0

pH 9+FeTPPCI + IOPh 83.7 5.87
Ethanol 0

Ethanol + IOPh 67.51 7.40
Ethanol+FeTPPCI 0

Ethanol + FeTPPCI + IOPh 75.52 6.94
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Tabelle 9-21 Nitrit aus 9a, 37°C,n =5

Bedingungen Nitrit [uM] SD

pH 4.5 0
pH4.5+I0Ph 313.4] 5.30
pH4.5+FeTPPCI 0
pH4.5+FeTPPCI + IOPh 542 2.10
pH 7.4 0
pH7.4+I0Ph 321.8] 4.29
pH7.4+FeTPPCI 0
pH7.4+FeTPPCI + IOPh 518.4| 2.29
pH 9 0
pH9+IOPh 289.8| 11.72
pH9+FeTPPCI 0
pH9+FeTPPCI + IOPh 346 8.36

Tabelle 9-22 Nitrat aus 9a, 37°C,n =5

Bedingungen Nitrat [uM] SD

pH 4.5 0
pH4.5+I0Ph 47.08 3.64
pH4.5+FeTPPCI 0
pH4.5+FeTPPCI + IOPh 84.16 2.83
pH 7.4 0
pH7.4+I0Ph 0
pH7.4+FeTPPCI 0
pH7.4+FeTPPCI + IOPh 0

pH 9 0
pH9+IOPh 0
pHO+FeTPPCI 0
pH9+FeTPPCI + IOPh 0
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Tabelle 9-23 NO aus 9b, 37°C,n=5

Bedingungen NO[uM] SD

pH 4.5 0

pH 4.5+I0Ph 230.02] 10.75
pH 4.5+FeTPPCI 0

pH 4.5FeTPPCI + IOPh 229.52 8.87
pH 7.4 0

pH 7.4+I0Ph 167.6 6.76
pH 7.4+FeTPPCI 0

pH 7.4+FeTPPCI + IOPh 221.6 6.64
pH 7.4+H202 0

pH 9 0
pH9+IOPh 143.8 6.53
pH9+FeTPPCI 0
pH9+FeTPPCI + IOPh 162.15 4.13
Ethanol 0
Ethanol+IOPh 60.8 3.17
Ethanol+FeTPPCI 0
Ethanol+FeTPPCI + IOPh 67.79 7.07

Tabelle 9-24 NO aus 10a, 37°C,n =5

Bedingungen NO[uM] SD

pH 4.5 0

pH 4.5+I0Ph 72.2 8.63
pH 4.5+FeTPPCI 0

pH 4.5+FeTPPCI + IOPh 102.2( 11.52
pH 7.4 0

pH 7.4+I0Ph 15.08 4.28
pH7.4+FeTPPCI 0

pH 7.4+FeTPPCI + IOPh 17.75 4.82
pH 7.4+H,0, 0

pH9 0

pH 9+I0OPh 10.6 3.53
pHO+FeTPPCI 0

pH 9+FeTPPCI + IOPh 11.19 1.81
Ethanol 0
Ethanol+FeTPPCI 0
Ethanol+IOPh 11.64 3.96
EthanolFeTPPCI + IOPh 43.8 6.62
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Tabelle 9-25 NO aus 10b, 37°C,n =5

Bedingungen NO[uM] SD

pH 4.5 0

pH 4.5+I0Ph 121.9 9.22
pH 4.5+FeTPPCI 0

pH 4.5+FeTPPCI + IOPh 132.1 9.85
pH 7.4 0
pH7.4+I0Ph 42.4 8.62
pH7.4+FeTPPCI 0
pH7.4+FeTPPCI + IOPh 100.8 6.60
pH7.4+H,0, 0

pH 9 0

pH 9+I0Ph 42.1 6.96
pH 9+FeTPPCI 0

pH 9+FeTPPCI + IOPh 47.6 6.63
Ethanol 0
Ethanol+IOPh 50.7 7.94
Ethanol+FeTPPCI 0
Ethanol+FeTPPCI + IOPh 61.76 8.51

Tabelle 9-26 Nitrit aus 10b, 37°C,n =5

Bedingungen Nitrit [UM] SD

pH 4.5 0
pH4.5+I0Ph 245.62| 10.20
pH4.5+FeTPPCI 0
pH4.5+FeTPPCI + IOPh 265.32| 10.70
pH 7.4 0

pH 7.4+I0Ph 154.62 10.70
pH 7.4+FeTPPCI 0

pH 7.4+FeTPPCI + IOPh 209.32| 10.39
pH 9 0

pH 9+I0OPh 70.3 7.27
pH 9+FeTPPCI 0

pH 9+FeTPPCI + IOPh 74 8.06
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Tabelle 9-27 Nitrat aus 10b, 37°C,n =5

Bedingungen Nitrat [UM] SD

pH 4.5 0
pH4.5+I0Ph 463.2 11.36
pH4.5+FeTPPCI 0
pH4.5+FeTPPCI + IOPh 469.2( 13.15
pH 7.4 0
pH7.4+I0Ph 46.68( 11.31
pH7.4+FeTPPCI 0
pH7.4+FeTPPCI + IOPh 155.88| 10.79
pH 9 0
pH9+IOPh 24.32 7.26
pH9+FeTPPCI 0
pH9+FeTPPCI + IOPh 127.68| 10.08

Bedingungen NO [uM] SD
NOHA

FeTPPCI + IOPh 99.09 7.20
CuSO,+FeTPPCI+IOPh 110.63 7.99
FeTPPCI + IOPh+Katalase 96.85 3.74
7b

FeTPPCI + IOPh 1245 1.29
CuSO,+FeTPPCI+IOPh 304.82| 10.78
FeTPPCI + IOPh+Katalase 370.81 7.87
8d

FeTPPCI + IOPh 60.25 5.14
CuSO,+FeTPPCI+IOPh 148.5 5.51
FeTPPCI + IOPh+Katalase 144.7 9.01
9a

FeTPPCI + IOPh 131.31 2.79
CuSO,+FeTPPCI+IOPh 207.74 4.02
FeTPPCI + IOPh+Katalase 316.3 6.67
10b

FeTPPCI + IOPh 100.8 6.60
CuSO,+FeTPPCI+IOPh 132.04 6.09
FeTPPCI + IOPh+Katalase 141.83 9.32

Tabelle 9-28 NO in Gegenwart von Katalase / Cu(ll), pH 7.4, 37°C,n =5
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Tabelle 9-29 NO aus Hydroxylaminhydrochlorid, 37°C, n = 5

Bedingungen NO [uM] SD
pH 4.5 0
pH 4.5+I0Ph 68.55
pH 4.5+FeTPPCI 0
pH 4.5+FeTPPCI + IOPh 198.23
pH 7.4 0
pH 7.4+I0Ph 447.53
pH 7.4+FeTPPCI 0
pH 7.4+FeTPPCI + IOPh 584.65
pH 7.4+H,0, 0
pH 7.4+Katalase 6.23
pH 7.4+FeTPPCl+Katalase 6.9
pH 7.4+FeTPPCI+IOPh+Katalase 982.13
pH 7.4+CuSO, 28.8
pH 7.4+CuSO,+FeTPPCI 550.44
pH 7.4+CuSO,+FeTPPCI+IOPh 763.26
pH 9 0
pH 9+I0Ph 198.13
pH 9+FeTPPCI 0
pH 9+FeTPPCI + IOPh 497.76

Tabelle 9-30 Nitrit aus Hydroxylaminhydrochlorid, 37°C, n =5

Bedingungen

pH 4.5
pH4.5+I0Ph
pH4.5+FeTPPCI

pH4.5+FeTPPCI + IOPh

pH 7.4
pH7.4+I0Ph
pH7.4+FeTPPCI

pH7.4+FeTPPCI + IOPh

pH 9
pH9+IOPh
pHO9+FeTPPCI

pH9+FeTPPCI + IOPh

Nitrit [uM]  |SD
0
32.2|  4.00
0
08.8| 1.77
0
305.2| 1.30
0
308.8| 3.32
0
293.2| 5.80
0
307.2| 3.39

5.15

6.36

6.01

5.27

0.88
0.80
8.47

5.11
6.09
4.80

9.43

5.03



9 Experimenteller Teil

194

Tabelle 9-31 Nitrat aus Hydroxylaminhydrochlorid, 37°C, n =5

Bedingungen Nitrat [UM] SD

pH 4.5 0
pH4.5+I0Ph 122.51 591
pH4.5+FeTPPCI 0
pH4.5+FeTPPCI + IOPh 490.01 8.17
pH 7.4 0
pH7.4+I0Ph 0
pH7.4+FeTPPCI 0
pH7.4+FeTPPCI + IOPh 0

pH 9 0
pH9+IOPh 63.48 2.98
pH9+FeTPPCI 0
pH9+FeTPPCI + IOPh 187.04] 9.76
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Tabelle 9-32 NO in Gegenwart von SOD, 37°C, n =5

Bedingungen NO[uM] SD
NOHA

FeTPPCI + IOPh 99.09 7.20
FeTPPCI + IOPh+SOD50 76.2 6.72
FeTPPCI + IOPh+SOD500 80.81 7.15
7b

FeTPPCI+IOPh 124.5 1.29
FeTPPCI+IOPh+SOD50 192.82 7.42
FeTPPCI+IOPh+SOD500 212.86 6.64
8d

FeTPPCI+IOPh 60.25 5.14
FeTPPCI+IOPh+SOD50 82.65| 10.74
FeTPPCI+IOPh+SOD500 94.72 8.34
9a

FeTPPCI+IOPh 131.31 2.79
FeTPPCI+IOPh+SOD50 172.74) 7.67
FeTPPCI+IOPh+SOD500 287.87 9.42
10b

FeTPPCI+IOPh 100.8 6.60
FeTPPCI+IOPh+SOD50 113.06 5.85
FeTPPCI+IOPh+SOD500 130.48 6.61
Hydroxylaminhydrochlorid

FeTPPCI + IOPh 584.65 5.27
SOD500 631.95| 13.67
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Tabelle 9-33 NO-Freisetzung in Abhangigkeit der

lodosobenzolkonzentration, 37°c, n=5

Probe IOPh 10 NO [uM] |SD
NOHA 88.1| 14.12
7b 98.65 1.02
8d 57.28 6.33
9a 112.6] 14.41
10b 42.4 8.62
Probe IOPh aquimolar|NO [uM] [SD
NOHA 27.69 4.14
7b 67.3 3.92
8d 6.85 0.80
9a 91.1 4.58
10b 29.8 6.16
Probe IOPh 1/10 NO [uM] |SD
NOHA 18.15 3.47
7b 20.18 3.08
8d 0

9a 83.08 3.99
10b 13.14 2.45
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Tabelle 9-34 NO und Nitrit aus 13, 37°C,n =5

Bedingungen NO [uM] 30Min  |SD

pH 7.4 0

Cys 1.22) 0.53
Cys+FeTPPCI 2.15| 0.38
NaBH, 0
FeTPPCI 0
NaBH,+FeTPPCI 0
Cys+NaBH,+FeTPPCI 267 0.11
Bedingungen NO [uM] 130Min |SD

pH 7.4 0

Cys 63.11 5.83
Cys+FeTPPCI 63.27 7.24
NaBH, 0
FeTPPCI 0
NaBH,+FeTPPCI 0
Cys+NaBH,+FeTPPCI 63.45| 10.11
Bedingungen Nitrit [uM] 130Min |SD

pH 7.4

Cys 441.77( 11.40
Cys+FeTPPCI 456.31( 11.43
NaBH, 0
FeTPPCI 0
NaBH,+FeTPPCI 0
Cys+NaBH,+FeTPPCI 497.22 7.70
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Tabelle 9-35 NO und Nitrit aus 11a, 37°C,n =5

Bedingungen NO [uM] 30Min  [SD

pH 7.4 0

Cys 0
Cys+FeTPPCI 0

NaBH, 0
FeTPPCI 0
NaBH,+FeTPPCI 0
Cys+NaBH,+FeTPPCI 0
Bedingungen NO [uM] 130Min [SD

pH 7.4 0

Cys 0.905 0.16
Cys+FeTPPCI 1.62 0.42
NaBH, 0
FeTPPCI 0
NaBH,+FeTPPCI 0
Cys+NaBH,+FeTPPCI 4.804 0.69
Bedingungen Nitrit [uM] 130Min[{SD

pH 7.4

Cys 73.39 6.74
Cys+FeTPPCI 73.79 5.64
NaBH, 0
FeTPPCI 0
NaBH,+FeTPPCI 0
Cys+NaBH,+FeTPPCI 97.22 8.08
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Tabelle 9-36 NO und Nitrit aus 11b, 37°C,n =5

Bedingungen NO [uM] 30Min  |SD

pH 7.4 0

Cys 0
Cys+FeTPPCI 0

NaBH, 0
FeTPPCI 0
NaBH,+FeTPPCI 0
Cys+NaBH,+FeTPPCI 0
Bedingungen NO [uM] 130Min |SD

pH 7.4 0

Cys 0.7865 0.15
Cys+FeTPPCI 1.34 0.23
NaBH, 0
FeTPPCI 0
NaBH,+FeTPPCI 0
Cys+NaBH,+FeTPPCI 3.799 0.24
Bedingungen Nitrit [uM] 130Min|SD

pH 7.4

Cys 65.98| 10.42
Cys+FeTPPCI 67.32 7.95
NaBH, 0
FeTPPCI 0
NaBH,+FeTPPCI 0
Cys+NaBH,+FeTPPCI 88.64| 11.14
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Tabelle 9-37 NO und Nitrit aus 12a, 37°C,n =5

Bedingungen NO [uM] 30Min  |SD

pH 7.4 0

Cys 0
Cys+FeTPPCI 0

NaBH, 0
FeTPPCI 0
NaBH,+FeTPPCI 0
Cys+NaBH,+FeTPPCI 0
Bedingungen NO [uM] 130Min |SD

pH 7.4 0

Cys 0.6578 0.13
Cys+FeTPPCI 1.43 0.11
NaBH, 0
FeTPPCI 0
NaBH,+FeTPPCI 0
Cys+NaBH,+FeTPPCI 3.421 0.09
Bedingungen Nitrit [uM] 130Min|SD

pH 7.4

Cys 66.72 7.98
Cys+FeTPPCI 66.98 4.82
NaBH, 0
FeTPPCI 0
NaBH,+FeTPPCI 0
Cys+NaBH,+FeTPPCI 87.98 6.51

9.3 Synthese der Oxoverbindungen

1 mmol der betreffenden Hydroxyiminoverbindung wurde in 20 mL
Methanol geldst und bei Umgebungstemperatur tropfenweise mit 3
mL 12,5 % iger HCl versetzt. AnschlieBend wurde der Reaktions-
ansatz Uber einen Zeitraum von 10 Stunden ruckflieBend erhitzt.
Nach AbschluB der Hydrolyse wurde das Ldsungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt, der verbleibende Rickstand mit
Na,COs-haltigem Wasser neutralisiert und mit Dichlormethan
extrahiert. Die Dichlormethan-Phase wurde tGber MgSO, getrocknet
und das Ldsungsmittel erneut im Vakuum entfernt. Der erhaltene
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Rlckstand wurde in 2-3 mL Dichlormethan aufgenommen und mit
Ethylacetat / n-Hexan (1 /3) saulenchromatographisch getrennt.
Nach Abrotieren des Elutionsmittels wurde das gewonnen Rohdl aus
Ether / Petrolether zur Kristallisation gebracht.

5-Methyl-5-(4-phenoxyphenyl)-oxazolidin-2,4-dion (14b)

Ausbeute: 65 %

Schmp : 116°C

IR (KBr): (C=0) 1825 cm™, 1731 cm™

1H-NMR: (DMSO-d), d (ppm) = 1.82 (s, 3H, CHs), 6.91-7.53 (m,
10H, aromat.H), 11,36 (s, 1H, NH)

13C-NMR: (DMSO-ds), d (ppm) = 23.3 (CH5), 85.2 (C quart.),

118.3, 119.0, 123.9, 126.5, 130.1 (C. tert., aromat.),
134.1, 154.2, 155.7 155.9 (C. quart., aromat.), 157.2
(C=0), 174.8 (C=0)

CisHisNOs  [283.29]

Ber. [%] C67.84 H 4.63 N 4.94

Gef. [%] C 67.59 H 4.60 N 5.01
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5-Methyl-5-phenyl-3-phenylamino-oxazolidin-2,4-dion (15d)
Ausbeute: 70 %

O%O
N\
Schmp : 166 °C

IR (KBr): (C=0) 1824 cm™, 1755 cm™

1H-NMR: (DMSO-dg), d (ppm) = 2.02 (s, 3H, CH3), 6.81-7.63 (m,
10H, aromat.H), 8,6 (s, 1H, NH)

13C-NMR: (DMSO-ds), d (ppm) = 23.5 (CH;), 84.6 (C quart.),
112.2, 120.5, 124.6, 129.0, 129.1, 129.3 (C tert.,
aromat.) 136.1, 145.3 (C quart.,, aromat.), 152.8
(C=0), 172.1 (C=0)

CieH14No03  [282.30]

Ber. [%] C 68.08 H 5.00 N 9.92

Gef. [%] C 68.13 H5.11 N 9.77
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9.4 HPLC-Analytik

System: Niederdruckgradientensystem
Merck Hitachi La Chrom, Darmstadt
DAD-Detektor L-7455
Autosampler L-7200
Pumpe L-7100
Solvent Degasser L-7612
Column Oven L-7350
Peltier Cooling Module for L-7350/7351

Software: Merck D-7000 HPLC System Manager Windows NT 4.0

Stationare Phase: Nucleogel 250-5 RP18
Licrospher 100 RP18 5 pm 125-4

Mobile Phase: Methanol 40 % Wasser 40 % Acetonitril 20 %
Methanol 40 % Wasser 35 % Acetonitril 25 %

FluBrate: 0,8 mL / Min
Nachsaulenreagenz: Methanol 100%

Injektionsvolumen: 20 uL, 30 pL
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9.4.1 Proben

Die Freisetzungsversuche wurden in 1,5 mL HPLC-Vials
durchgefihrt.

Vial-Inhalt:
je 25 pyL FeTPPCI 10 mM in Ethanol
je 25 yL IOPh 1 mM, 10 mM, 100 mM in Ethanol
je 25 pL Probe 10 mM in Ethanol
ad 1,0 mL Phosphatpuffer pH 7.4

Die Zusatze und das Losungsmittel wurden in die HPLC-Vials
eingefillt und die Reaktion durch Zugabe der Probe gestartet. Nach
10 Minuten Inkubation bei 37°C wurden sie der HPLC-Analytik
zugeftihrt. Untersucht wurde die Entstehung der korrespon-
dierenden Oxoverbindung in Gegenwart von FeTPPCl, in Gegenwart
von IOPh, in Gegenwart von FeTPPCl / IOPh sowie nur in Puffer-
|6sung.

9.5 Kolorimetrischer Nachweis von Hydroxylamin

9.5.1 Kalibrierung

Die Vials wurden mit je 1,0mL 1%-iger ethanolischer
8-Hydroxychinolin-Lésung und 1,0 mL 1 M Na,COs-Losung gefiillt,
verschlossen und mit Stickstoff entgast. Zur Aufnahme einer
Kalibriergerade wurde eine Verdlnnungsreihe von Hydroxylamin-
hydrochlorid in Konzentrationen von 10 — 200 pM angefertigt. Nach
Zusatz von 1,0 mL Probenlosung wurde eine Stunde bei Raum-
temperatur inkubiert und die Extinktion bei 700 nm gemessen.
Dabei ergab sich die in Abbildung 9-5 dargestellte Gerade.
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Kalibriergerade Hydroxylaminhydrochlorid
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Abbildung 9-5 Kalibriergerade zum kolorimetrischen Nachweis von
Hydroxylamin

9.5.2 Proben

Vialinhalt:
0,5 mL Probe 10 mM in Ethanol
0,01 mL FeTPPCl 1 mM in Ethanol
0,01 mL IOPh 1 mM, 10 mM, 100 mM in Ethanol
1,0 mL 8-Hydroxychinolin-Lésung 1 % in Ethanol
1,0 mL Na,COs-Losung 1 M
ad 3,0 mL Phosphatpuffer pH 7.4

Die Vials wurden mit Phosphatpuffer pH 7.4, 10 yL FeTPPCI-Lésung
1 mM und 1,0 mL 1%-iger ethanolischer 8-Hydroxychinolin-Lésung
gefillt, verschlossen und mit Stickstoff entgast. Nach Zusatz von
500 pL 1 mM Probenldsung und 1,0 mL 1 M Na,COs-Lésung wurden
sie 10 Minuten im Wasserbad bei 37°C unter Rlhren inkubiert.
AnschlieBend wird 10 puL Iodosobenzol dazugegeben und die
Extinktion sofort bei 700 nm gegen einen Blindwert gemessen.
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Tabelle 9-38 Hydroxylamin aus 7b, 8d, 9a, 10b, n =5

Probe Hydroxylamin [nmol]{SD

7b 12.78 5.12
8d 3.89 2.04
9a 9.98 3.93
10b 5.57 2.05

9.6 Kolorimetrischer Nachweis von Peroxynitrit

9.6.1 Darstellung von Peroxynitrit

100 mL 0,6 M Natriumnitrit-L6ésung, 100 mL 0,6 M Wasserstoff-
peroxidlosung in 0,8 M Chlorwasserstoffsaure (HCl) und 200 mL
1,2 M Natriumhydroxidlésung wurden hergestellt und auf ca. 2°C
geklhlt. Die Nitritlésung wurde in einem groBen Weithalsbecherglas,
das in einem Eisbad steht, vorgelegt. AnschlieBend wurden kurz
hintereinander unter standigem RUhren die Wasserstoffperoxid-
l6sung und die Natronlauge dazu gegossen. Es entstand eine gelbe
LOsung173),

In alkalischer Ldsung ist Peroxynitrit bei — 20°C Uber mehrere
Wochen stabil. Vor Beginn jeder MeBreihe wurde die Konzentration
der Losung kolorimetrisch Uber die spezifische Absorption
e= 1670 M* cm ™ bei 302 nm bestimmti73) (60,66 mMol / L).

9.6.2 Durchfiihrung der Versuche

Aus 27 -Dichlorodihydrofluoresceindiacetat wurde eine 7 mM
ethanolische Stammldsung hergestellt, die bei —20°C und unter
Lichtschutz in einem mit N, ausgesplilten GefaB einige Zeit gelagert
werden kann. Aus der Stammlésung wurde 2° 7" -Dichlorodihydro-
fluoresceindiacetat vor dem Gebrauch frisch mit 20 mM NaOH
verdinnt. Nach abgeschlossener Esterhydrolyse erhielt man eine
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klare Losung, die unter Lichtschutz und in einem mit Argon
anaerobisierten GefaB im Eiswasser einige Stunden haltbar war. In
ein Vial wurden die EDTA-Losung, die 27 -Dichlorodihydro-
fluorescein—L6sung und der entsprechende Puffer eingefillt und die
Reaktion durch Zugabe der Probe gestartet.

Vialinhalt:
0,15 mL EDTA 100 pM
0,15 mL Indikator 100 M
ad 2,1 mL NaOH 100 uM, 20 mM, 1 M

Probe:
10-100 pL Peroxynitrit 1,65 mM bzw.
35,0 mg Hydroxylaminhydrochlorid

Nach Zusatz der Probe wird die Absorption nach 10 Minuten bei
Raumtemperatur bei 504 nm gegen einen Blindwert gemessen.

9.6.2.1 Kalibrierung

Mit 0,01 M KOH wurde eine Verdinnungsreihe von Peroxynitrit
hergestellt. In Abhdngigkeit verschiedener Konzentrationen Peroxy-
nitrits ergab sich folgende Kalibriergerade:
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Kalibriergerade von Peroxynitrit
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Abbildung 9-6 Kalibriergerade zur kolorimetrischen Bestimmung von

Peroxynitrit

9.6.2.2

Proben

Tabelle 9-39 Peroxynitritbildung aus Hydroxylamin bei verschiedenen

pH-Werten, n =5

pH PON[nmol] nach 15 Min |SD

pH 10 0

pH 12 0

pH 14 3.86 2.31
pH PON[nmol] nach 30 Min |SD

pH 10 4.4 2.51
pH 12 17.46| 8.87
pH 14 40.07] 16.83
pH PON[nmol] nach 45 Min |SD

pH 10 9.17] 1.90
pH 12 36.38 5.46
pH 14 60.34 8.74
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9.7 Gekaufte Substanzen

2,7 -Dichlordihydrofluoresceindiacetat Alexis 610-022
Catalase Callbiochem 219001

L-Cystein Merck 1.02838

FeMeOTPPCI Aldrich 30,303-8

FeTPFPPCI Aldrich 25,291-3

FeTPPCI Aldrich 25,907-1
Hydroxylaminhydrochlorid Fluka 55460
Kaliumnitrat Fluka 60419

Kaliumnitrit Fluka 60417

MnTPPCI Aldrich 25,475-4

NaBH4 Lancaster 5859
N®-Hydroxy-L-argininmonoacetat Alexis 106-004
Superoxiddismutase Alexis 202-022
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Losungsmittel | Gefahrensymbole | Sicherheitsratschlage
Aceton F 9-16-2-3.2-33
Chloroform Xn 36/37
Dichlormethan Xn 23.2-24/25-6/37
Diethylether Xn 22-36/38
Dimethylsulfoxid Xi 26
Eisessig C 2-23-26
Ethanol F 7-16
Ethylacetat F 16-23.2-29-33
Methanol T 7-16-24-45
n-Hexan Xn, F 9-16-24/25-29-51
Petrolether Xn 9-16-29-33
Salzsaure 1 N 26-45
Salzsaure konz. C 2-26
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Reagenzien Gefahrensymbole | Sicherheitsratschlage
5, 10, 15, 20-Tetraphenyl-
21H,23H-porphin 26-37/39
Eisen(III)chlorid
Ammoniumformiat Xi 26-36
Ascorbinsdure ----

Cystein 26-36
Dinatriumhydrogenphosphat -—-=
Kaliumdihydrogenphosphat -—-=

Kaliumiodid 22-26-36
Kaliumnitrat O, Xn 22-24-41
Kaliumnitrit o,T 45
Kupfer(II)sulfat Pentahydrat 22
Natriumhydroxid C 26-37/39-45
Natriumsulfat ----
Vanadium(III)chlorid 45-26-28-27-36/37/39
Wasserstoffperoxid C 3-26-36/37/39-45

Uber den gréBten Teil der in dieser Arbeit untersuchten Substanzen
liegen keine toxikologischen Daten im Sinne des Chemikaliengesetzes

Vvor.

ublichen Vorsicht zu behandeln.

Diese Verbindungen sind mit der flr gefahrliche Chemikalien
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Name
Geburtsdatum
Geburtsort

Familienstand

Schulbildung

Ausbildung

Pharmaziepraktikum

Approbation zum Apotheker

Wissenschaftliche

Isabell Carola Amadea Runge
26.10.1969
Harderberg jetzt Georgsmarienhliitte

ledig

1976 — 1980 Grundschule Sutthausen,
Osnabriick

1980 — 1982 Orientierungsstufe Dom,
Osnabrick

1982 — 1989 Gymnasium Carolinum,
Osnabrick

Abitur am 11.5.1989

10. 1989 — 10. 1993 Studium der
Pharmazie an der FU-Berlin

10.1995 - 03.1996 Chemiestudium an
der FU Berlin

1.6.1994 — 30.11.1994 in der
Zentralapotheke des Krankenhauses
Spandau, Berlin

1.12.1994 -31.5.95 in der Condor-
Apotheke, Kiel

7.12.1995

1.4.1996 — 31.7.2000 wiss.
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239

Tatigkeiten

Mitarbeiterin am Fachbereich
Pharmazie der Universitat Hamburg
seit 1.4.1996 Anfertigung einer
Dissertation am Institut fir Pharmazie
der Universitat Hamburg unter der
Leitung von Prof. Dr. H.-]. Duchstein
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