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1 Einleitung und Problemstellung

1980 wurde die gefa3erweiternde Substanz EDRF (Endothelium derived
relaxing factor) im Endothel von Blutgeféf3en entdeckt. Wenige Jahre spéter
stellte sich heraus, dal3 EDRF mit NO (Stickstoffmonoxid) identisch war. 2.3,
45, dessen gefallerweiternde Wirkung durch Arzneistoffe wie Natrium-
nitroprussid, Glyceroltrinitrat und Molsidomin bereits seit langem genutzt
wird. Diese Pharmaka stellen a's sogenannte NO-Donatoren (exogenes NO)
eine Substitutionstherapie fir endogen gebildetes NO dar®).

In jingster Zeit testen Arzte den Einsatz von NO-Gas (20 ppm in
Stickstoff!) as inhalatives Arzneimittel gegen das oft |ebensbedrohende
akute Atemnotsyndrom?” und bei der operativen Beatmung von Sauglingen
mit angeborenem Herzfehler. Der grof3e Vortell gegenliber systemischen
Vasodilatatoren ist die lokal begrenzte Wirkung. Toxische Nebenreaktionen
konnten bisher nicht beobachtet werden.

Im Organismus wurde die Biosynthese von NO aus L-Arginin aufgeklart®. 8
9 (siehe Schema 1-1), sowie eine Vielzahl von physiologischen und
pathophysi ol ogischen Wirkungen von NO nachgewiesen.

Schema 1-1 Biosynthese von NO

HZNYNH HZNYNOH HZNYO

NH NH NH
NADPH NADPH +2
- - —_— + «N=0O

1,0, 10,

+ @] + O + @]

H3N H3N H3N
(@] (e} @]
L-Arginin N - Hydroxy-L-Arginin Citrullin

' Im Zigarettenrauch werden bis zu tausend ppm (parts per million) NO gefunden!



In den meisten biologisch aktiven Stickstoffverbindungen besitzt der
Stickstoff einen negativen Oxidationszustand (Aminosauren, Peptide,
Nucleinsuren, Amine usw.). Sogar bei dem durch Bakterien vermittelten
Stickstoffzyklus wird der Oxidationszustand —3 nicht verlassen. Deshalb war
es eine besonders entscheidende Entdeckung des letzten Jahrzehnts, dal3 die
einzige bis jetzt bekannte Ausnahme dieser Regel in der Anwesenheit von
NO in Saugetierzellen besteht.

Die biologischen Eigenschaften (siehe Abbildung 1.1), die dem NO
zugeschrieben werden, sind so vielféltig und teilweise gegensétzlich, dal’ das
NO nicht allein dafUr verantwortlich gemacht werden kann.

Dies stellt auch einen Grund dar, weshab die Entdeckung des NO als
biologisch potentes Molekll erst Mitte der 80er Jahre stattfand. Bis dahin
wurden biologische Effekte beschrieben, ohne den genauen Grund dafir zu
kennen. Einem kleinen, aus zwei Atomen bestehenden Molekdl ist die Rolle
als biologischem Alleskénner bis dahin nicht zugetraut worden. Zu einem
Uberwiegenden Teil sind biologische Vorgange im Korper durch komplex
aufgebaute und wirkende V erbindungen gesteuert (Hormone, Enzyme usw.).
Welche biologischen Effekte des NO sind bis heute bekannt?

biologische Effekte von NO
Protektiv Regulatorisch Cytotoxisch
¢ Antioxidanz e vaskulérer Tonus * inhibiert Enzymfunktion
 inhibiert Leukocytenadhésion e cdluldre Adhasion * induziert DNA-Zerstérung
« schiitzt vor TNF-Toxizita® ¢ Neurotransmission » induziert Lipidperoxidation
» Bronchiadilatation + entleert antioxidative

« inhibiert Plattchenadhasion Speicher

@ TNF = Tumor Nekrose Faktor

Abbildung 1.1 Biologische Funktionen von NO
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Nach der Entdeckung des NO beziiglich seiner in vivo-Bedeutung gab es
eine Flut neuer Erkenntnisse. Die zwei Gesichter des NO in vivo (positive
wie negative Wirkungen) bereiteten lange Zeit einen nicht erklarbaren
Widerspruch und eréffneten ein neues Forschungsgebiet.

Je nach Angriffspunkt und Zelle kann NO gegensétzlich wirken. In niedrigen
Konzentrationen dient es als intrazellulérer Botenstoff, dagegen konnen
hohere Konzentrationen von NO Zellen zerstéren (Cytotoxizitét). Diesist bei
der Immunabwehr eingedrungener Erreger erwilnscht, bel Autoimmun-
erkrankungen und Entzindungsreaktionen wird der Organismus jedoch
durch seine eigene erhohte NO-Bildung geschédigt.

Auch im Gefédsystem kann NO je nach Konzentration niitzen oder schaden.
Wahrend es in physiol ogischen Konzentrationen den Blutdruck senkt, fordert
ein UberschuR an NO nach Endothelschaden arteriosklerotische
Veranderungen der Geféle.

Diese Ambivalenz des NO, Botenstoff und Zellgift, wird besonders im
Nervensytem, bei der Immunabwehr (Abwehr von Bakterien und Parasiten
bei der Phagocytose, aber auch Transplantatabstof3ung) und im kardio-
vaskul&ren System deutlich.

Im ZNS besteht ein konzentrationsabhangiger Ubergang vom Botenstoff
zum Zdlgift. In Gegenwart hoher Konzentrationen von Glutamat (z.B.
zerebraler Ischdmie, Gehirnschlag) kommt es durch langanhaltende
Erhohung der intrazelluldren Calciumionenkonzentration und Aktivierung
der NO-Synthasel (siehe Schema 1-2) zu einer Uberschiefenden NO-
Bildung. Das so gebildete NO t6tet benachbarte Neurone ab und fuhrt zum
bekannten Krankheitshild.

Auf der anderen Seite ist der neuroprotektive Effekt auch auf gebildetes NO
zurtckzuftihren.  Hier werden durch  S-Nitrosylierung — spezifische
Thiolgruppen des NMDA-Rezeptorsto substituiert und damit die toxische
Wirkung as Folge des Einstrémens grofRer Mengen Ca*-lonen verhindertit.
12,13), NO hat sich als einer der wichtigsten Neurotransmitter des zentralen
und peripheren Nervensystems erwiesen.
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Im kardiovaskuléren System wird der dilatierende Effekt schon seit langer
Zeit zur Linderung von Krankheiten genutzt (Angina pektoris Anfélle). NO
diffundiert aus den Endothelzellen, welche ale Geféalinnenwande
auskleiden®, sowohl in das GefaRlumen as auch in die GefaRwand. Hier
erweitert es die Muskelzellen oder hemmt ihre Kontraktion, erhéht den Blut-
flufd und damit die Sauerstoffzufuhr in die betroffenen Gewebe.

Luminal freigesetztes NO hemmt die Thrombozytenaggregation und die
Adhdsion von Monozyten an Endothelzellen. Damit werden arterios-
klerotische Prozesse verhindert.

Andererseits wirkt NO beim septischen Schock als starkes Zellgift. Die
glatten Muskelzellen der BlutgeféRe sind der Wirkort des aus den
Endothelzellen freigesetztem NO°. Wird aber ein Schwellenwert durch
Immun- und Entzindungsmediatoren Uberschritten (Lipopolysacharide aus
Bakterien, a'so Endotoxine; Zytokine wie z.B. g-lnterferon und Interleukine)
bilden die Zellen der glatten Blutgefalmuskulatur selbst und damit
endothelunabhéngig grof3e Mengen NO (Exprimierung der iNOS). Ein
massiver Blutdruckabfall mit einer Letalitétsrate von 25 bis zu 90% ist die
Folge.

Die sehr unterschiedlichen Wirkorte und Konzentrationen warfen Fragen
bezliglich der Bildung von NO auf. In Schema 1-1 ist die Biosynthese von
NO dargestellt. Die Katalyse dieser Reaktion erfolgt mittels des Enzyms
NO-Synthase (NOS). Die NO-Synthase kommt in 3 Isoformen'4 vor, und
diese befinden sich auf verschiedenen Genloci.

Alle 3 Isoformen gehdren zur Cytochrom P-450 (Cyt. P-450) Familie. Man
unterscheidet grundsétzlich eine induzierbare NO-Synthase (auch iINOS oder
NOSII), welche nur nach Stimulation von Geweben durch Zytokine
exprimiert wird, von zwel konstitutiv exprimierten NO-Synthasen. Dies sind
die endotheliale NO-Synthase® (auch eNOS oder NOS I11) und die neuronale
NO-Synthase™® ¥ (nNOS oder NOS 1). NOS| und NOS 11 produzieren
NO mit einer basalen Rate (ca. 100 nmol) oder kurzfristig as Antwort auf
eine Rezeptorstimulation (Kontrollmechanismus®)), so dal3 Ihre Aktivitdt im

! Der Kérper besitzt ca. 1000 m? Gefannenwand; die Endothelzellen haben somit ein Gesamtgewicht, das
dem der Leber entsprechen duirfte.

? Sie bilden normalerweise selbst kein NO.

% Sie kommt hauptsschlich in Blutplattchen, im Endothel und der Niere vor.
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Organismus also Uberwiegend reguliert wird. NOSI und IlIl binden
Camodulin und werden durch Ca’*-lonen aktiviert1?). Die induzierbare NO-
Synthase kommt ohne Exprimierung im Organismus normalerweise nicht
vor. Sie wird nur as Antwort auf unterschiedliche Reize wie Zytokine,
Endotoxine, den Tumornekrosefaktor (TNF) und Interleukin gebildet, fordert
dann aber stark Entziindungsprozesse (siehe septischer Schock).

Der wichtigste Unterschied zu den beiden konstitutiven NO-Synthasen
besteht in der gebildeten Menge an NO. So kann die NOS Il bis zu tausend
mal mehr NO bilden s NOS | und NOS I 11.

Die Wirkungen von NO werden, von enigen Ausnahmen wie der
Immunabwehr  abgesehen, durch die Stimulation der l6dlichen
Guanylatcyclase in den betroffenen Zellen vermittelti®). Diese bildet dann
cGMP, welches zu einer Aktivierung der cGMP abhéngigen Proteinkinasen
fuhrt, die durch Phosphorylierungsreaktionen die jeweiligen Effekte auslGst
(siehe Schema 1-2).

Ausgehend von den beschriebenen gravierenden Unterschieden in der
Wirkung von NO stellt sich die Frage, welche chemischen Reaktionen und
physikalischen Eigenschaften des NO zum Absterben der Zelle flhren bzw.
welche physiologischen Bedingungen Stickstoffmonoxid zum Zellgift im
Organismus werden lassen.

Fir diesen Effekt sind in jedem Fall hohere Konzentrationen von NO
und/oder langere Einwirkzeiten als fir seine Botenstoffunktion notwendig.
Wie im vorigen Absatz beschrieben, werden diese Konzentrationen weder
durch die NOS| oder NOSIII erreichbar sein. Nur die NOSII ist in der
Lage, NO in solch grof’en Mengen zu produzieren, um schadigende
Wirkungen auf die Zelle auszutiben.

! Sie kommt vorwiegend in Nervenzellenl®) vor.
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Aktivitiatsregulation Expressionsregulation

verschiedene Hormone, verschiedene Zytokine,
Neurotransmitter Endotoxine
Extrazellularraum
¢ Zytoplasma ¢
freie, intrazellulére Transkriptionsfaktor-
Ca?** Konzentration aktivierung

Zellkern,
Transkription

Calmodulin ® (1)
/ konstitutiv NOS /111 Gene
—\ /’ NOSI/I
inaktiv
( ) NOSII Gen 3 @
—z 22z 2 ® NOSII _
Induktion  (aktiv) Calmodulin
@
4
Y
Ca?*/Calmodulin/NOS- Calmodulin/NOS.
omplex Komplex
(aktiv) (aktiv)
NO NO Arginin Arginin
ini NO Arginin
Arginin Zytoplasma no NO NO Arginin  Arginin

Extrazellularraum

BOTENSTOFF ZELLGIFT

Schema 1-2: Regulation der NO Biosynthese: NO-Synthase| und NO-Synthase Il werden konstitutiv
gebildet (1), sind aber nur bei erhéhter Konzentration von intrazellularem freien Ca’* aktiv,
und zwar durch die Ca?*-abhangige Bindung von Calmodulin (2). NO-Synthase ! ist ein
induzierbares Protein, welches durch zytokininduzierte Transkription gebildet wird (3) und

anschliefend Ca?*-unabhangig an Calmodulin bindet (4).19)
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Um die Wirkungen erklaren zu konnen, ist es notwendig sich die Chemie
und die Eigenschaften des NO anzuschauen. Dabel ergeben sich folgende
Fragen:

Welche biologischen Molekiile kdnnen direkt mit NO reagieren?
Bilden sich durch Reaktionen erst reaktive Spezies, welche die
beobachteten Effekte ausldsen (siehe Abbildung 1.1)7?

NO bindet sowohl an freies als auch an proteingebundenes Eisen. Letzteres
kann as Porphyrin-, Schwefel- oder Sauerstoffkomplex vorliegen. Das
eisenreichste Protein ist das Speicherprotein Ferritin. NO kann dem Ferritin
Eisen entziechen. Bel dieser Reaktion entstehen unter Beteiligung
niedermolekularer Thiole Eisennitrosylkomplexe20. Diese kdnnen im
Unterschied zu nicht komplexierten Eisenionen die Zellmembran passieren
und stellen daher eine Transportform fir Eisen dar. Isolierte Endothel zellen
der Blutgefal}e scheinen durch eine kontinuierliche Freisetzung von NO an
Eisen zu verarmen2b. Zellen der Immunabwehr nutzen diesen Mechanismus
dazu, Bakterien und Tumorzellen das Eisen zu entziehen. Essentielle
Enzyme der mitochondrialen Atmung und DNS Replikation reagieren
besonders empfindlich auf ene Senkung der intrazellularen
Eisenkonzentration. Sie werden durch NO in ihrer Aktivitdt besonders
gehemmt.

Weitere bekannte Reaktionspartner sind die Eisen-Schwefel Cluster in vielen
Enzymen (z.B. cis-Aconitase, mitochondriale Atmung Komplex I, 111). Diese
Clusterbildung fuhrt zur Inhibierung der entsprechenden Prozesse bei den
von diesen Enzymen vermittelten Reaktionen.
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Nicht nur fir die Reaktion mit Eisen besitzt NO eine hohe biologische
Bedeutung. Die im Organismus haufig vorkommenden freien oder
proteingebundenen Thiolgruppen (SH-Enzyme der Glycolyse, z.B Glycerin-
aldehydphosphat-Dehydrogenase und der DNA-Biosynthese, z.B. Ribo-
nucleotid-Reduktase??) reagieren direkt mit Stickstoffmonoxid. Die
Inaktivierung dieser Enzyme geschieht durch Reaktion der SH-Gruppen zu
Nitrosothiolen. Die Folgeprodukte sind die korrespondierenden Disulfide
und die Hyposal petrige Séure (siehe Schema 1-3)23.

Schema 1-3
RS + NO —» RS-NO
RS-NO + H* —_— RS-NOH

2RSNOH — RSN(OH)-N(OH)SR —» RSSR + HON=NOH

Eine weitere wichtige und pathogene Wirkung von NO ist die Hemmung der
DNA-Synthese24 und die Interaktion mit den Nucleinsduren. Intensivere
Untersuchungen hierzu wiesen in Gegenwart von Sauerstoff sogar auf
Punktmutationen  (Basenaustausch  durch  Desaminierungen)  und
Strangbriiche in der DNA hin2 26 27), Dal3 durch Reaktionen mit NO
mutagene Wirkungen auf DNA-Teilstrukturen ausgelibt werden, bedeutete
eine neue Wertstellung. Angewendete Pharmaka waren hinsichtlich dieser
Ergebnisse neu zu bewerten. Die Freisetzung des NO erst am Wirkort
bekommt immer grofRere Bedeutung (Prodrugs).

In Schema 1-4 ist die Vidfat der molekularen Ziele von Stickstoffmonoxid
dargestellt.
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Schema 1-4

» Ham enthaltene Enzyme
Guanylyl-Cyclase
NOS, Peroxidase
Cyclooxygenase; Katalase

Cytochrom ¢
* Enzyme mit Fe-S-Klustern

/ cis-Aconitase

Ribonucleotid-Reduktase

mitochondriale Atmung (Komplex I, I11)
—— « Nitrosylierung von Proteinen

NM DA -Rezeptor

Gluthathion

Adenylat-Cyclase

Protein Kinase C u.v.m.

« DNA
DNA Strangbrtiche
Mutationen
PARS-Aktivierung (Poly(ADP-Ribose)-
Synthase

Dal} diese grol3e Vielfalt an Reaktionen im Organismus nur auf das NO
alein zurtickzuftihren ist, ist kaum vorstellbar. Die Beteiligung an all diesen
Wirkungen ist unstrittig, aber das Wie und was reagiert ist Gegenstand
zahlreicher Untersuchungen. Womit kann also NO eventuell vorher noch
reagiert haben, um diese vom Organismus zum Teil gravierenden Antworten
zu erzeugen'. Welche invivo vorkommenden bzw. bei pathologischen
Prozessen gebildete Spezies kommen in Frage?

In seiner elektronischen Struktur ist das NO ein Radika und ist besonders
gut in einem MO-Schema darstellbar. Hier erkennt man das einsame, den
Radikalcharakter ausmachende Elektron. Daraus resultiert formal eine
2% fach Bindung (Abbildung 1.2).

! 2.B. Gehirnschlag, Mutagenitat, Cytotoxizitét, septischer Schock u.v.m.
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Ist NO erst einmal gebildet, so ist es bel Abwesenheit von Sauerstoff so
stabil, dafl3 es sogar in Druckgasflaschen abgefiillt werden kann.

Eine hervorzuhebende Eigenschaft von Radikalen ist nicht, wie oft
angenommen, ihre hohe Reaktionsfahigkeit' sondern die bevorzugte
Reaktion mit anderen Molekilen, welche ebenfalls ungepaarte Elektronen
besitzen. Auf diese Eigenschaft wird weiter unten noch besonders
eingegangen.

Abbildung 1.2

VB-Methode MO-Methode

*

— S

P

+
N
—>

21
I
IO 1
3

EEE
NY v 0
—wp7

NO

Auf Grund des relativ niedrigen lonisierungspotentials des NO (9,25eV)
kann durch Abspaltung eines Elektrons das NO zum Nitrosyl-Kation oxidiert
werden. Wenn NO hingegen ein Elektron aufnimmt, wird das NO zum
Nitroxylat-Anion reduziert. Dieses zerfdlt nach Protonierung und
Dimerisierung zu N,O (Gleichung 1).

Gleichung 1

2NO™ + 2H* —= 2HNO

N,O + H,0

Diese Reaktion ist fir den Nachweis der NO  Entstehung in vivo von grof3er
Bedeutung?s 29).

! Auch molekularer Sauerstoff ist ein Radikal.
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Was bedeutet aber beispielsweise die gleichzeitige Anwesenheit von O,
(oder anderer Sauerstoffspezies) und NO auf die Reaktivitdt und die
biologische Wirkung?

So stellt die spontane Reaktion bei hoher NO Konzentration (z.B. beim
Offnen einer NO Druckgasflasche) mit molekularem Sauerstoff zu NO,
(nitrose Gase) eine dlsats bekannte Reaktion dar und wird in der
Atmosphére beim sogenannten ,,Los Angeles Smog“ beobachtet.

Welche Bedeutung besitzt diese Reaktion in vivo? Dafur ist die biologische
Halbwertszeit von grofder Bedeutung. Diese liegt zwischen 1-10s und erlaubt
dem neutralen, nahezu unpolaren NO relativ grof3e Diffusionsstrecken, sogar
durch Membranen hindurch, zurtickzulegen. Diese Eigenschaft fihrt zu einer
Ausbreitung von NO Uber Zellgrenzen hinweg.

Auch die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion liegt mit 2:10° L%mol ™ -
s sehr hoch. Da es sich bei der Reaktion um eine Reaktion 2.Ordnung
bezliglich der NO-Konzentration handelt, ist die Reaktionsgeschwindigkeit
vom Quadrat der NO-Konzentration abhéngig. Legt man die physiologische
NO-Konzentration von etwa 100 nmol/L zu Grunde, so betragt die
Halbwertszeit in vivo ungefdhr 45 min. Bezogen auf die biologische
Halbwertszeit von NO (siehe oben) wird deutlich, dal3 die Reaktion von
molekularem Sauerstoff mit NO in vivo keine Bedeutung hat.

Wenn nun also die Reaktion von molekularem Sauerstoff mit NO zu NO,
in vivo nicht relevant ist, muf3 es noch andere Reaktionspartner fur das NO
geben.

Ein welterer Kandidat fUr die Reaktion von NO ist das Superoxid-
radikalanion (O, ), welches verstarkt in entziindlichem Gewebe auftritto. 31,
32,33, 34), Daher wurde diese Reaktion intensiv untersucht3%. Ein wichtiger
Aspekt fur eine in vivo Relevanz ist, dal3 das Superoxidanionradikal durch
die ubiquitér im Organismus vorhandene NADPH-Oxidase gebildet werden
kann (siehe Abbildung 1.4). Beim sogenannten oxidativen Stress', der nach
Zellschadigungen in Gang gesetzt wird, tritt eine verstérkte Produktion von
O, mit den bekannten cytotoxischen Wirkungen fir die Zelle auf (z.B.
Zelltod beim respiratorischen Ausbruch in phagozytierenden Zellen, siehe

! In geschadigte Zellen treten Leukozyten ein und bekampfen diese. Der daraus resultierende erhohte
Sauerstoffverbrauch unter Bildung von O,  und weiterer Folgeprodukte wird als oxidativer Stress
bezeichnet.
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Abbildung 1.3). Von besonderer Bedeutung ist, dal3 gerade unter diesen
Bedingungen die iINOS exprimiert wird und somit die NO-Produktion
ansteigt.

Abbildung 1.3

Respiratorischer Ausbruch in phagocytierenden Zellen

O,
Lipidperoxidation
HO, NADPH-Oxidase
Katalase
H,0 Gm \ > 0,
Lipidperoxidation MPO C|'H202 SOD e) -
- 2
1 H,0,

(02 ' SoD
Lipidperoxidation

VR L NG 1200

SOD = Superoxid-Dismutase
MPO = Myeloperoxidase

So wurde das O, schon seit einiger Zeit mit der Wirkung von NO in
Verbindung gebracht. Es konnte beobachtet werden, dal3 der
vasorelaxierende Effekt von NO durch die Anwesenheit von Superoxid-
Dismutase (SOD) deutlich gesteigert werden kann36). Wird also O, durch
zusatzliche Gabe des die Disproportionierung ausfihrenden Enzyms entfernt
(siehe Abbildung 1.4), so steigert sich der biologische Effekt deutlich, das
bedeutet, daB O,  hier mdglichen Reaktionen mit NO entzogen wird.

Abbildung 1.4

z. B. In Neutrophilen durch ein spezifisches Membransystem

O, | NADPH +H*+ 0, — NADP* +2H* +| O,°

Durch Disproportionierung, katalysiert durch Superoxid-Dismutase

H,0, O, + O; +2H" £ |H,0,| + O,
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Aus diesem Grund wurde die Reaktion von NO und O, " in jlngster Zeit
eingehender untersucht.

Die Reaktion der beiden Radikale NO und O, fihrt zur Bildung eines
starken Oxidationsmittels, dem Peroxynitrit-Anion. Uberraschend war, dai’
diese Reaktion in vivo auch in Gegenwart von SOD relevant ist. Der Grund
fUr diesen Befund ist in der Geschwindigkeitskonstante dieser Reaktion zu
finden. Sie ist etwa drel mal so hoch, wie die fur die Dismutasereaktion von
O, . Bel einem pks<Wert von 6,8 liegt das Peroxynitrit unter physiologischen
Bedingungen protoniert vor (dies gilt insbesondere in entziindlichem
Gewebe, pH-Wert3 7,4). Die peroxysalpetrige Saure zerfalt sehr schnell
unter physiologischen Bedingungen.

Abbildung 1.5

0, | +/NO’ > | OONO~

k=6,7 10°L/mols

HNO, + H

OH °| + |NO, — > HO - O-NO

k=4 10°L/mols pK, = 6,8

~90 kJ/mol

Aus diesen Eigenschaften wird deutlich, dal3 diese Reaktion biologische
Bedeutung haben sollte. Aus zwei nicht besonders reaktiven Radikalen
entsteht in einer mit enormer Geschwindigkeit ablaufenden Reaktion ein
starkes Oxidans, welches die cytotoxische Wirkung nach Freisetzung von
NO gut erkldren konnte. Auch die Parallelitdt der gesteigerten Bildung
wahrend des respiratorischen Ausbruchs ist damit gut in Ubereinstimmung
zu bringen. Mit dieser Reaktion ergébe sich auch eine neue modifizierte
Erklarung fir die Superoxid-Toxizitét, bzw. fir die Reaktivitét von aktiven
Sauerstoffspezies (siehe auch Abbildung 1.3).
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Ist Peroxynitrit erst einmal gebildet, findet es viele verschiedene biologische
Zielstrukturen. Es kommt zur Reaktion mit Aminosauren, z.B. mit Tyrosin.
Bei dieser Reaktion entsteht 3-Nitrotyrosind”, wobel diese Reaktion derzeit
sogar vielfach fur das in vivo Auftreten von Peroxynitrit analytisch als
Nachweis- bzw. Beweisreaktion genutzt'. Auch die Peroxidation von
Membranlipiden und die Reaktion mit Kernbasen der DNA/RNAS33. 39, 40) mit
nachfolgenden Strangbriichen ist eine vielfach beobachtete Wirkung, wenn
Peroxynitrit in vivo gebildet wird.

Die Reaktion von NO mit dem Superoxid-Anion zu Peroxynitrit wird in
jungster Zeit auch fir die gravierenden Folgen des Gehirnschlags
verantwortlich gemacht (siehe Abbildung 1.6).

Da Peroxynitrit stabiler ist als vergleichsweise NO oder O, ' und die somit
grofldere Entfernungen als das NO durch Zellmembranen zurticklegen kann,
wird ein lokale Ausbreitung der zerebralen Schadigungen erklérbar.

1 U.S. patent application was filed in August 1994, siehe http://www.uab.edu/uabrf/beckman.html
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Abbildung 1.6  Mechanismus der NO bedingten Neurotoxizitat

Aktivierung des NMDA-Rezeptors

Anstieg des zellularem Calciums
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1pARS- (Poly(ADP-Ribose)-Synthase
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Auf Grund der Vielzahl der Erkrankungen bei denen eine Uberproduktion
von NO auftritt (siehe Abbildung 1.7) stellen therapeutische Ansdtze zum

Abfangen der reaktiven Spezies (NO, O, , ONOQ) in vivo oder Inhibierung
der NOS (insbesondere der iNOS) vielversprechende Ansétze dar.
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Abbildung 1.7

Auswahl der Erkrankungen bei denen eine
Uberproduktion von NO auftritt

» Diabetes, Ulcera, Arthritis, Asthma

» septischer Schock

» Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson
* Multiple Sklerose

» Entztndungen, Infektionen

e |schamie

Die vielfach beobachtete und durch die verstérkte NO Produktion induzierte
Mutagenitét ist bisher hauptsichlich in ihrer ,Vollendung®, d.h. Gber
Strangbriiche, beobachtet worden?d. Erste Untersuchungen an Zellen lief3en
eine besondere Haufigkeit von oxidativen DNA-Schadigungen des
Guanosins erkennen42). Auch wurde vielfach zusétzlich eine Reaktion zu 8-
Oxoguanosin bzw. 8-Oxoguanin dabel beschrieben4. 43),

Dieser Aspekt, die mutagenen Eigenschaften durch verstéarkte NO-Produk-
tion und dessen Folgeprodukten (Peroxynitrit) ist zwar bekannt, es fehlen
aber die molekularen Grundlagen, die sich aus chemischen Reaktionen mit
DNA/RNA oder Teilstrukturen dieser biologischen Zielmolekile ergeben.
Die oben erwdhnten Ergebnisse lassen auf eine Betelligung nicht nur von
NO schlief3en. Hieraus leitet sich die Aufgabenstellung der vorliegenden
Arbeit ab, reaktive Stickstoffspezies mit DNA/RNA Teilstrukturen einzeln
zur Reaktion zu bringen.

Um zu erforschen, ob und welchen Einflul aktive Stickstoffspezies auf
verschiedene Teilstrukturen der DNA/RNA besitzen, mufd zunéchst durch
in vitro Reaktionen geklart werden, welche mdglichen Reaktionsprodukte
entstehen kénnen.

Ziel einer solchen Untersuchung soll die Zuordnung von reaktiven Spezies
zu ihren Reaktionsprodukten sein, d.h. werden bestimmte Verbindungen
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in vivo detektiert, 183 sich so unter bestimmten Voraussetzungen auf die an
ihrer Bildung beteiligten Substanzen schlief3en.

Die zur Bildung dieser reaktiven Spezies notwendigen Edukte, z.B. NO und

O, fur die Bildung von Peroxynitrit, mifRten dann beispielsweise vorher
in vivo produziert worden sein.

Als allgemeine Uberlegungen sind voranzustel len:

Welche reaktiven Spezies werden fir die durchzufihrenden Reaktionen
ausgewahlt?

Mit welchen DNA/RNA Teilstrukturen werden die Reaktionen
durchgeftihrt?

Entstehen eventuell mehrere Substanzen mit den reaktiven Spezies?

Konnen Leitverbindungen fir die durchgefihrten Reaktionen gefunden
werden?

Bei der Auswahl der reaktiven Spezies muld vor alem das Stickstoffmonoxid
als das biologisch aktive Molekil eingesetzt werden. Die Vielzahl der
Krankheiten, bel der NO eine Bedeutung besitzt (siehe Abbildung 1.7), die
verstarkte Bildung von NO im Korper bel alen entziindlichen Prozessen, die
cytotoxischen Eigenschaften in Verbindung mit reaktiven Sauerstoffspezies
usw. machen die Verwendung zwingend erforderlich.

Eine welitere reaktive Spezies ist das Peroxynitrit, welches durch die hohe
Geschwindigkeitskonstante bel der Bildung in vivo und seiner Reaktivitét
von grof3er Bedeutung bel Reaktionen mit DNA/RNA Teilstrukturen sein
muf3. Wie schon erwahnt, soll Peroxynitrit beispielsweise an der Ausbildung
und Ausbreitung des Gehirnschlags beteiligt sein. Auch die mutagenen und
cancerogenen Nebenwirkungen von NO-Pharmaka werden vielfach dem
Peroxynitrit zugeschrieben.
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Da fur das Peroxynitrit auch Nitrierungsreaktionen beobachtet worden
sind44), ist der Vergleich der Reaktionsprodukte, wie sie aus der Reaktion
von DNA/RNA Tellstrukturen mit Stickstoffdioxid oder Peroxynitrit
entstehen, wichtig. Bilden sich sogar gleiche Reaktionsprodukte, sind
zusatzlich Aussagen zu eventuell ablaufenden Zerfallsreaktionen des
Peroxynitrit, welches in dieser Hinsicht grofRe Rétsel aufgibt maoglich.
AulRerdem wird bel der Reaktion von Peroxynitrit ein Zerfall unter Bildung
von OH- und NO,-Radikalen diskutiert, die dann die eigentlichen
Reaktionspartner fur die biologischen Zielstrukturen darstellen.

Aus diesen Grinden wird neben Stickstoffmonoxid und Peroxynitrit auch
Stickstoffdioxid als reaktive Spezies verwendet.

Als DNA/RNA Teilstrukturen bieten sich die entsprechenden Purin- und
Pyrimidinbasen Adenin, Guanin, Cytosin, Uracil und Thymin an. So kénnen
im Einzelfall die Reaktionen der reaktiven Spezies mit den entsprechenden
DNA/RNA-Bausteinen untersucht und anschlief3end miteinander verglichen
werden.
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2 Entwicklung von Methoden zur Darstellung der
reaktiven Stickstoffspezies, Umsetzung der
DNA/RNA-Teilstrukturen und Identifzierung der
Produkte

2.1 Darstellung der reaktiven Spezies

Wie in der Einleitung bereits ausfuhrlich erlautert, sollten die praktischen
Arbeiten in der Umsetzung von DNA/RNA-Teilstrukturen mit NO, NO, und
Peroxynitrit, sowie der Strukturaufklérung der erhaltenen Reaktionsprodukte
bestehen.

Dazu war es notwendig, die Reaktanden in hdchst mdglicher Reinheit
einzusetzen. So sollte sichergestellt werden, dal’ ausschliefdich die reaktiven
Spezies' mit den Purin- bzw. Pyrimidinbasen reagieren, und dadurch
Fehlinterpretationen der Ergebnisse verhindert werden.

Da NO und NO, in Druckgasflaschen mit ausreichender Reinheit erhdltlich
waren, mufidte hierfir kein Syntheseweg entwickelt werden.

Ein Problem stellte jedoch das Peroxynitrit dar. Um ein sinnvolles Arbeiten
mit Peroxynitrit zu erméglichen, war es wichtig, zu kléren, auf welchem
Weg Peroxynitrit synthetisiert werden sollte. In den folgenden Kapiteln soll
ein Uberblick Uber die in der Literatur bekannten Synthesewege gegeben
werden.

Die Auswahl der verwendeten Synthesemethoden mufdte in
Ubereinstimmung mit der Problemstellung, den Reaktionen der Purin- bzw.
Pyrimidinbasen erfolgen.

Auch war es fir die Planung der Umsetzungen erforderlich, die
physikalischen und chemischen Eigenschaften zu kennen.

1NO, NO, , Peroxynitrit
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2.1.1 Methode 1: Reaktion von Ozon mit Azid-lonen

Diese Synthese wurde erstmals von Pryor 4 beschrieben und kann mit
folgender Gleichung zusammengefaldt werden.

Gleichung 2

Ng- + 205 S ONOO + N.-O + O,

Diese Ozonisierung (etwa 100 min bei einem Ful? von 300 mL/min) von
Aziden (z.B. NaNj) findet in akalischer Losung pH 12 bei 0-4°C dtatt,
wobei das benttigte Ozon mit einem Ozongenerator erzeugt wird (ca. 1%
Ozon in Sauerstoff v/v). Das Fortschreiten der Reaktion wird mittels UV-
Messung bei 302 nm verfolgt4e). Mit dieser Methode kdnnen Peroxynitrit-
Konzentrationen bis 80 mM/L erreicht werden, welche wenig NaOH (bel
NaN3) und kein H,O, enthalten. Lediglich unverbrauchtes Azid tritt als
Verunreinigung auf. Verlangert man das Einleiten von Ozon, kann diese
Kontamination noch gesenkt werden, jedoch verringert sich die Ausbeute an
Peroxynitrit. Weitere Untersuchungen hierzu sind von Uppu et al.4)
beschrieben worden.

2.1.2 Methode 2: Autoxidation von Hydroxylamin

Die Autoxidation von Hydroxylamin fihrt ebenfalls zur Bildung von
Peroxynitrit48, 49, 50),

Gleichung 3

a) NH,OH + O, + OH —— H,0O, +NO + H-,O
) NO + O, — = ONOO

Durch ene Hydroxylaminlésung (0,05M) wird Sauerstoff geleitet
(0,5L/min) und die Reaktion wird in 0,5 N NaOH durchgefiihrt. Die
Ausbeuten liegen bel ca. 25%, bezogen auf die Ausgangskonzentration an
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Hydroxylamin wobei als Verunreinigungen Nitrit, H,O, und unverbrauchtes
Hydroxylamin auftreten.

2.1.3 Methode 3: Reaktion von Wasserstoffperoxid mit salpetriger Saure

Erste Arbeiten hierzu wurden 1964 von Papée publiziertsh). Dieser Methode
liegt die spontane, unmittel bare Reaktion von acidifizierter H,O,-L 6sung mit
einer NaNO,-LOsung zugrunde. Durch hohe OH™Konzentrationen (z.B.
NaOH) kann anschlief?end das Produkt, peroxysalpetrige Saure, unter
Bildung von Peroxynitrit-Anion stabilisiert werden.

Gleichung 4

a) HN02 + H+ E— NO+ + Hzo
b) H202 + NO+ e ONOOH + H+
c) ONOOH+ OH — ONOO + H.O

Auf der Grundlage dieser Reaktion entwickelte Reed 52 einen sogenannten
,Quenched-Flow“-Reaktor. Mit Hilfe dieses Verfahrens konnen
Peroxynitrit-Konzentrationen bis 185 mMol/L erreicht werden 53 wobei die
Reaktion bel Temperaturen zwischen 2 und 4°C durchgefihrt wird. Durch
TiefkUhlfraktionierung kann die Ausbeute auf Konzentrationen bis zu
800 mM/L gesteigert werdens4.

Unter , Quenched-Flow“* versteht man im Allgemeinen das Prinzip, nach
dem zwei Reaktanden, welche sich in getrennten Gefalsen befinden, Uber
eine Schlauchverbindung miteinander zur Reaktion gebracht werden. Die
Reaktionszeit wird durch die Zuleitung eines weiteren Reagenzes, das
geeignet ist, die Reaktion zu stoppen, bestimmt.

Bel der von Beckman und Reed beschriebenen Methode erhdlt man hohe
Kontaminationen an OH’, Nitrit und H,0, .

Von Saha et.al. wurden neueste Untersuchungen zum , Quenched-Flow-
Reaktor* beschriebens®. So bestimmten sie in ihrer  Arbet, in
Ubereinstimmung mit friheren Resultatenss), eine

! quenched flow: (engl.) unterbrochener FluR
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Geschwindigkeitskonstante fur den Zerfall von Peroxynitrit von ca. 6s bei
8°C und pH 7,4 (beschrieben auf Seite 56 in Abschnitt 2.4.3).

Vorrangiges Ziel lhrer Untersuchungen war die Steigerung der Peroxynitrit-
ausbeute. Dazu wurden die Ausgangskonzentrationen aller eingesetzten
Losungen zueinander und die Reaktionszeit von NO™ mit H,O, (siehe
Gleichung 4b) optimiert. Die Reaktionszeit ist iber das Reaktionsvolumen®
und den Ful3 veranderbar. Zur Variation des Flusses (0,1-200 mL/min)
verwendeten Saha et.al. eine computergesteuerte Schlauchpumpe. Durch
diesen groRen apparativen Aufwand konnten Uber die Anderung des
Reaktionsvolumens zwischen den Mischkammern? und die Anderung des
Flusses Reaktionszeiten von 10 ms noch genau eingestellt werden.

Folgende Bedingungen wurden von Saha et.al. vorgeschlagen:

Nahezu gleiche Konzentrationen an Nitrit und H,O, fur Systeme, bei
denen Nitrat als Verunreinigung erlaubt ist, aber nicht Nitrit und H,O..
Etwas hohere H,O,- als Nitritkonzentrationen fir Systeme, bei denen kein
Nitrit aber H,O, al's Verunreinigung tolerabel ist.

Diese Ergebnisse konnten in den wesentlichen Aussagen bestétigt werden
(siehe Abschnitt 2.2).

Zusatzlich zur Variation von Reaktionszeit und Konzentration, sind alle
Messungen bel 0°C, 20°C und 25°C durchgefihrt worden.

Als ein wichtiges Ergebnis bezlglich des Temperatureinflul3es stellten
Saha et.al. fest, dald zwar ein effektiv arbeitender ,, Quenched-Flow-Reaktor”
einen maldgeblichen Einflufd auf die Ausbeute an Peroxynitrit hat, nicht aber
wie oft beschriebens”), die Temperatur der Reaktionsldsungen. So wurden,
bel ansonsten gleichen Bedingungen, nur rund 7% weniger® Peroxynitrit bei
25°C gefunden as bel 0°C (87% bei 0°C).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 eine effektive Vermischung der
Reaktionddsungen in Verbindung mit ener optima abgestimmten

! Esist das Volumen nach Vermischen von acidifizierter H,O, und NaNO, bis zum Quenchen der Lésungen
mit NaOH gemeint. Dies wurde Uber ein Rohr mit verschiedenen Léngen erreicht.

2 Kammer 1: NaNO, und H,0, /H* (Reaktionsl6sung)
Kammer 2: NaOH kommt zur Reaktionsl dsung hinzu

®Bei doppelter H,O, — Konzentration entsteht praktisch kein Nitrit, aber viel H,O, bleibt Ubrig

* Diese 7% sind als Nitrat gefunden worden
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Reaktionszeit die entscheidenen Kriterien fir die Hohe der Ausbeute an
Peroxynitrit sindsb).

Die spdtere Verwendung des Peroxynitrit bestimmt hauptséchlich das
Verhdtnis der Reaktionsldsungen zueinander und den daraus resultierenden
Verunreinigungsgrad (in veranderlichen Gewichtsanteilen Nitrit, Nitrat oder
H,0,). Soll beispielsweise streng auf Nitritfreiheit geachtet werden, so mul
mit deutlichem H,O,—Uberschul gearbeitet werden.

2.1.4 Methode 4: Reaktion von Wasserstoffperoxid mit Alkylnitriten

Durch Reaktion von H,O, mit Alkylnitriten (RONO) ist Peroxynitrit
ebenfals  synthetiserbar. Der  Alkylrest kann  beispielsweise
2-Ethoxyethyl58), 2-Methoxyethyl59 oder 2-Methylbutyl (isoamyl)é0) sein.
Als allgemeine Reaktionsgleichung gilt:

Gleichung 5
H,O, + OH + RONO — ONOO + ROH + H,O

Verwendet man wasserlodiche Alkylnitrite®®), kann die Reaktion als 1-
Phasenreaktion unter alkalischen Bedingungen durchgefihrt werden. Hierbel
werden in dguimolaren Ansdtzen nahezu quantitative Ausbeuten an
Peroxynitrit erhalten, welche nur schwach mit Nitrit- und H,O,-verunreinigt
sind. Allerdings verbleibt der entsprechende Alkohol ebenfalls in der
L 6sung.

Setzt man wasserunlosliche Alkylnitrite ein, findet die Reaktion in einem
2-Phasensystem stattél). In der organische Phase liegt das Alkylnitrit vor, die
wassrige Phase wird durch die alkalische H,0,-L 6sung gebildet.

Der Vortell dieses Verfahrens bestent darin, dal3 sich das entstandene
Peroxynitrit in der wassrigen Phase sammelt und der ebenfalls anfallende
Alkohol (siehe Gleichung 5) in der organischen Phase verbleibt. Somit kann
das Peroxynitrit leicht von der organischen Phase mittels ausschitteln im
Scheidetrichter abgetrennt werden.

Uppu®d) konnte so Peroxynitrit-Konzentrationen bis 1 mol/L erhalten. Als
Kontaminationen werden Nitrit, H,O,, OH™-lonen und der Alkohol
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beobachtet. Ein weiteres Ausschitteln der wassrigen Phase mit
Dichlormethan wird empfohlenso),

2.1.5 Methode 5: Reaktion von Stickstoffmonoxid mit Wasserstoffperoxid

Petriconi®? berichtet, dal3 NO in alkalischer H,O,-Ldsung (pH 12,5-13,5) zu
Peroxynitrit in  Ausbeuten von 2mol% bezogen auf die
Ausgangskonzentration von H,O, reagiert.

Gleichung 6

OH, O,
NO- + HO, —» —» —» —» —» ONOO

Der Mechanismus dieser Reaktion ist unbekannt.

Da NO ken Nitrosierungsreagenz darstellt und bei der Reaktion
wahrscheinlich Sauerstoff benttigt wird, vermutet man eine reaktive Spezies
wie N,Os; (aus der Reaktion von NO mit NO,) die in der Lage ist, H,O, zu
nitrosieren.

Diese Reaktion wird fir die Detektion von NO aus perfundierten Organen im
picomolaren Bereich, die auf einer Chemilumineszenzreaktion mit Luminol
basiert, angewendetsd .
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2.1.6 Methode 6: Reaktion von Stickstoffmonoxid mit festem Kalium-

superoxid (KO,)

Diese Methode beruht auf der Reaktion von NO--Gas mit festem KO.

Gleichung 7

K'Oy ™ + NO = K"ONOO

Eine frihere Studie von Firsova und Filatove¥ beschreibt, dal3 bei dieser
Reaktion agumolare Mengen KNO, und KNO; entstehen. Koppenol0
konnte dies erstmals 1996 widerlegen und auf diesem Weg in ca. 50%iger
Ausbeute, bezogen auf das KO, Kaliumperoxynitrit (K*ONOO)
synthetisieren. Er beschrieb, dal3 be Verwendung von mehr als einem
Aquivalent NO-Gas (bezogen auf KO,) folgende Nebenreaktion an
Bedeutung gewinnt.

Gleichung 8

K"ONOO + NO » KNO, + NOy

Nach vorheriger starker Erwarmung werden zusétzlich eine Explosion und
die NO," -Freisetzung beobachtbar sein. Die Reaktion in Gleichung 8 und

der thermische Zerfall sind der Grund fur die friheren Beobachtungen, dal3
es unmdglich schien, K"ONOO' zu synthetisieren.
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2.1.7 Methode7: Reaktion von Stickstoffmonoxid mit Tetramethyl-

ammonium-superoxid

Bohle5S) beschrieb erstmals die Reaktion von Stickstoffmonoxid und Tetra-
methylammonium-superoxid in fliissigem Ammoniak (siehe Gleichung 9).
Die Reaktion kann mit folgender Reaktionsgle chung beschrieben werden:

Gleichung 9

NO + MeN' O, " » (CHg),N" OONO

Gemal3 einer von Bohle et al. vertffentlichten Arbeité®) kann mit dieser
Methode durch fraktionierte Kristallisation aus flissigem Ammoniak
analytisch reines Tetramethylammonium-Peroxynitrit gewonnen werden.
Dieses ist dann bel trockener Lagerung unter Stickstoff mehrere Monate
haltbar.

2.1.8 Methode 8: Photolyse von festem Natriumnitrat

Alsletzte Methode zur Darstellung von Peroxynitrit soll hier die Bestrahlung
von festem Natriumnitrat mit UV-Licht bel é = 254 nm 67. 68 vorgestellt
werden.

Gleichung 10

hu
K*NO; —_—> K+* " OONO

Bei diesen von Edwards und Plumb beschriebenen Verfahren liegen die
Ausbeuten nur bei ca. 0,3% . Zusétzlich weist das entstandene Peroxynitrit
eine hohe Verunreinigung durch Kaliumnitrat und -nitrit auf. Die Nitrit-
verunreinigung steigt mit zunehmender Bestrahlungszeit sogar weiter an.
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2.1.9 Uberblick der Kontaminationen in den einzelnen Methoden

In der folgenden Tabelle wird eine Ubersicht tber die bei den einzelnen
Synthesen auftretenden anorganischen Verunreinigungen gegeben.

Tabelle 2.1

anorganische Kontaminationen

Nitrit Nitrat H,0, Alkali
MethOde. 1 mittel k.A. keine gering
Ozon + Azid
Methode 2
Autoxidation von hoch gering hoch hoch
Hydroxylamin
Methode 3 .

cthode verschieden® hoch hoch sehr hoch
H,O, + HNO,
Methqﬂle 4 gering’ K.A gering hoch
Alkylnitrit + H>O;
Methode 5 kein KA hoch hoch
NO + H,0;
Methode 6 : . . 43
erin kein hoch erin
Methode 7 erin KA kein ering®
] | : |

NO + (CH3)sN™ OONO gering gering
Methode 8 mittel sehr hoch kein gering’®
NOj; Photolyse

! Es hangt von der Konzentration der Edukte zueinander und der Reaktionszeit ab (ausfiihrlich siehe 59))

2 Bei Amylnitrit ist es deutlich hoher.

3 Bezieht sich nur auf die Reaktionsprodukte. Zu diesen Reaktionsprodukten muRjedoch noch verdiinnte
Alkalilésung hinzugegeben werden, um das Peroxynitrit zu extrahieren und zu stabilisieren.
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Bei der Beurtellung des Kontaminationsgrades muf3d beachtet werden, daf
OH-lonen eine unvermeidliche Verunreinigung darstellen, da Peroxynitrit
nur als Anion bel pH3 11 stabil ist. Fur den Fall, dal3 darauf verzichtet
werden mul3, missen dann aber entsprechende Puffersysteme eingesetzt
werden.

H,O, hingegen kann als Oxidationsmittel selbst mit den Substraten reagieren
und somit zur Mif3deutung der Ergebnisse flhren®. 70. Hinzu kommt, daf
H,0O, und Peroxynitrit miteinander unter Sauerstoffbildung reagieren’, die
Entfernung von H,O, dellt jedoch kenerlei Problem dar, wie
Untersuchungen von Uppu und Pryor zeigensd). Sie stellten fest, dal3 H,O, zu
99,9% durch MnO, unter Verlust von 16% Ausbeute an Peroxynitrit entfernt
werden kann.

Je nach verwendeter Methode treten noch weltere Verunreinigungen auf, die
sich stérend auf die Umsetzungen von Peroxynitrit mit Substraten auswirken
koénnen und daher beachtet werden missen.

Methode 1: Azide

Methode 2: Hydroxylamin

Methode 4 Alkylnitrit und die korrespondierenden Alkohole

Methode 7: bei Verwendung von Tetramethylammonium-
Hydroxid

So konnen Uberreste von Hydroxylamin mit Carbonylfunktionen Oxime
bilden und eine Vielzahl von Enzymen hemmen (Oxidasen, Katalasen,
Alkohol-Dehydrogenase u.v.m.).

Nachdem alle Moglichkeiten zur Synthese von Peroxynitrit beschrieben
wurden, soll nun die Frage geklart werden, welche Methode die beste ist.

Auf diese Frage gibt es keine allgemeingultige Antwort, da die Auswahl der
Methode zur Herstellung von Peroxynitrit stark von dessen geplanter
Verwendung abhangt. Um beispielsweise quditative Zerfallsstudien
durchzuftihren, wére Methode 8 ungeeignet, da hier hohe Konzentrationen
an Nitrit/Nitrat bel der Synthese anfalen. Als Methode der Wahl wiirde sich

! Hier sind die anorganischen Zerfallsprodukte gemeint und keine Untersuchungen zur Geschwindigkeit
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zu diesem Zweck Methode 4 anbieten (2-Ethoxyethyl-Nitrit/H,O,), bei
welcher die geringsten Verunreinigungen durch Nitrit/Nitrat auftreten.
Radi™ verwendete fur seine Untersuchungen zur Kinetik des Zerfalls von
Peroxynitrit  mit der ,Stopped-Flow"-Spektroskopie®  Methode 1
(Azid/Ozon), da die Kontamination durch Alkali bzw. H,O, so gering wie
maoglich sein mufl3ten.

Sind besonders hohe Konzentrationen an Peroxynitrit erforderlich, so bietet
sich Methode 4 mit Isoamylnitrit an.

Wird kristallines Peroxynitrit bendtigt, so bleibt nur die Reaktion von Tetra-
methylammonium-Superoxid mit NO (siehe Gleichung 9 auf Seite 34).

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dal3 es von entscheidener
Bedeutung ist, die Kontaminationen der jewells eingesetzten Methode zu
kennen, um die Ergebnisse von Studien Gber die chemischen und
biochemischen Effekte von Peroxynitrit richtig beurteilen zu kénnen.

Um die Synthesemethode auszuwahlen, die zur L6sung der hier vorgelegten
Problemstellung am geeignetsten erscheint, miissen folgende Uberlegungen
vorangestellt werden.

Mit welchen der in Tabelle 2.1 aufgefiihrten Verunreinigungen kdnnen die
Purin- bzw. Pyrimidinbasen reagieren und sind eventuell Kreuzreaktionen zu
erwarten?

Da weder direkte Reaktionen mit den Purin- bzw. Pyrimidinbasen noch
Kreureaktionen mit anderen Reagentien zu erwarten sind, spielten eventuelle
Verunreinigungen mit Nitrat daher keinerlei Rolle.

Anders it dies bel H,O,, welches selbst ein starkes Oxidations- bzw.
Reduktionsmittel ist. Da es aber leicht aus der Peroxynitrit-Losung zu
entfernen ist', sollte auch dies keinerlei Problem fir die durchzufiihrenden
Reaktionen darstellen.

Da alle Umsetzungen mit Peroxynitrit im alkalischen pH-Bereich begonnen
wurden, sind auch Alkalikontaminationen fur die hier durchgefUhrten
Untersuchen nicht von Bedeutung. Natrium- oder Kaliumionen sind nicht in
der Lage, selbst mit den Substraten eine Reaktion einzugehen, so dal3
dadurch keine Storung zu erwarten war.

1 Mit granuliertem MnO, lassen sich 99,9% des H,O, entfernen, siehe auch unter 6.2.1 , Quenched Flow*
Methode (ab Seite 117)
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Es sollte jedoch unbedingt vermieden werden, organische Kontaminationen
in die Reaktion einzuschleppen, welche die Isolierung und Struktur-
aufklarung der Reaktionsprodukte erheblich erschweren wirden. Auch war
die Wahl eines gegenliber Peroxynitrit inerten Losungsmittels wichtig.

Aus diesem Grund wurde auf Methoden verzichtet, bei denen organische
Verbindungen betelligt sind. Des weiteren schieden bestimmte
Synthesemethoden aufgrund fehlender apparativer Ausriistung aus. So zéhlt
bei spielsweise ein Ozongenerator nicht zur Laborausstattung.

Aus den aufgefihrten Grinden werden zwel, in unserer Arbeitsgruppe
praktikable Methoden vorgestel|t:

1. Reaktion von H,O, mit salpetriger Saure (Methode 3 Seite 29

2. Reaktion von kristallinem Kaliumsuperoxid mit NO-Gas (Methode 6
Seite 33)

In den folgenden Abschnitten soll die Entwicklung der bendtigten
Apparaturen sowie die Durchfihrung der Synthese genauer erlautert werden.

2.2 Der verwendete Quenched Flow Reaktor

Die Reaktion von salpetriger Sdure mit H,O, (siehe Gleichung 4 auf Seite
28) gilt als erste und dteste Methode zur Synthese von Peroxynitrit in
groferen Mengen und wurde bereits 1964 von PapéeSh beschrieben.

Reed5?) hat 1974 durch die Entwicklung des sogenannten ,, Quenched-Flow-
Reaktors® eine deutliche Verbesserung der Methode erreicht (siehe Seite 29).
Zum Transport der einzelnen Ldsungen aus ihren Vorratsflaschen und zur
Einstellung ener bestimmten Flul3geschwindigkeit verwendete Reed
Stickstoff aus Druckgasflaschen. Dies machte die Handhabung der
Apparatur recht umstandlich. Eine deutliche Verbesserung im Gebrauch der
Apparatur brachte Beckmans™ Vorschlag, normales Hausvakuum an Stelle
des Druckgases zu verwenden. Auf der Grundlage dieser Veroffentlichungen
wurde ein ,, Quenched-Flow" -Reaktor entwickelt, der die Vorteile aler bisher
beschriebenen Methoden auf sich vereinigt.
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In Abbildung 2.1 ist der Aufbau des von mir verwendeten Reaktors
schematisch dargestellt.

Abbildung 2.1 Quenched-Flow -Reaktor

3-Wege-Hihne

e VoS e
Nr.1 B o— o— Abfallflasche
Nr.2
H,@ ]\ / N —
\ Schlauch- Kaniile zum
‘ > quetschklemmen / Druckausgleich

zur Vakuumpumpe

H,0,/HCl1 NaNO, NaOH Produkt

Die Apparatur besteht aus je einem Weithals-Erlenmeyerkolben fir jedes
Reagenz, fur das Produkt, sowie einem Auffanggefal fur den Abfall. Alle
Kolben sind mit durchbohrten Gummistopfen verschlossen. Durch die
Gummistopfen wird ein Saugrohr geftihrt, welches bis kurz Giber den Boden
des Kolbens reicht.

Um fir einen Druckausgleich wahrend der Reaktion zu sorgen, wurde jeder
Gummistopfen zusétzlich mit einer Kanile (A£ 0,6 mm) durchstochen.

Die Saugrohre wurden nun untereinander Uber PV C-Schlduche mit einem
Glasrohrsystem verbunden (siehe Abbildung 2.2), wobea der
Innendurchmesser dieser Glasrohre 2 mm betrug. Durch Anlegen eines
Vakuums konnen jetzt die Reaktionsflissigkeiten aus den Vorratsgefalien
herausgesaugt und im Schlauchsystem miteinander zur Reaktion gebracht
werden.
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Abbildung 2.2 Ausschnitt aus dem Quenched-Flow -Reaktor

3-Wege-Hihne

/ l ~ Nr.3
Nr.1 B o A
Nr.2

Bevor die Apparatur in Betrieb genommen werden konnte, mufdte der Fluf3
fUr jede Flasche separat eingestellt werden. Dazu wurde Wasser in die
einzelnen Weithals-Erlenmeyerkolben gefuillt und mit der Vakuumpumpe ein
Unterdruck angelegt'. Die 3-Wegehshne 1 und 2 und ale Schlauchquetsch-
klemmen® waren zu diesem Zeitpunkt geschlossen. Nun wurden fur die
jewellige Vorratsflasche die entsprechende Klemme und die Héhne 1 und 2
gedffnet’. Es wurde das Volumen bestimmt, das wéahrend einer
vorgegebenen Zeit in die Produktflasche gelangte. Uber die jeweilige
Schlauchklemme wurde die Hiel3geschwindigkeit reguliert. Diese
Kalibrierung wurde fur ale drel Vorratsgefal3e analog durchgeftihrt, so daf
nach Beendigung der Kalibrierung die FlUssigkeiten in allen Vorratsflaschen
die gleiche Flief3ggeschwindigkeit besal3en.

Im Anschlul3 daran wurden nun die Vorratsgefdl’e mit den jeweiligen
Reaktionsd sungen, welche bereits im Kuhlschrank vorgekihlt worden
waren, befiillt und weiter im Eisbad auf ca. 2°C abgekihit®. Da die
Ergebnisse von Saha et. al.55 zu diesem Zeitpunkt noch nicht bekannt waren,
sind ale Umsetzungen bei ca. 2°C durchgeftihrt worden (siehe Abschnitt
2.1.3).

Anschlief3end wurden die 3-Wegehdhne Nr.1 und Nr.2 mdglichst gleich-
zeitig gedffnet, so dald alle drel Lésungen durch den Unterdruck angesaugt

! Sollwert 50 mbar, Ap = +10 bar

% Die Klemmen sind auf den PV C Schlduchen montiert (siehe Abbildung 2.1).
® Die Klemmen der anderen beiden Vorratsflaschen sind verschlossen.

* Die Temperatur lag wahrend der Umsetzungen immer zwischen 2°C und 4°C.
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wurden. Hahn Nr.3, welcher es ermdglicht, zwischen Abfallflasche und
Produktgefald zu wechseln, wurde zunéchst in Richtung Abfallflasche
geschaltet. Wenn nach einigen Sekunden eine konstant gelbe Farbung der
aufgefangenen FlUssigkeit beobachtet werden konnte, wurde auf
Produktsammlung umgeschaltet. Es war darauf zu achten, dal3 zu keinem
Zeitpunkt Luft in das Schlauchsystem gesaugt wurde'.

Anschliel3end wurde das Produkt zur Bestimmung der Peroxynitrit-
konzentration bei 302 nm photometrisch vermessen4o).

Zur Optimierung der Ausbeute an Peroxynitrit wurden verschiedene
Parameter der Apparatur wie Ausgangskonzentrationen der Stammldsungen,
die Reaktionsstrecke? und die FlielRgeschwindigkeit variiert. Es wurde immer
nur ein Parameter auf einmal geandert, um die Verénderungen genau
beurteilen zu kdnnen.

Um den Einflu® der Konzentration der Stamml6sungen festzustellen, wurde
jeweils einmal die H,O./HCl-oder die NaNO,-Stammlésung im Uberschul
hinzugegeben. Die Variation der Ausgangskonzentration hatte jedoch nur
einen geringen Einfluld auf die Ausbeute an Peroxynitrit. Dies war auch nicht
verwunderlich, da die Reaktanden &guimolar miteinander reagieren und
beide aul3erordentlich reaktiv sind.

H202 + HN02 - HOONO + Hzo

Bei einem UberschuR an Nitrit wurde nicht abreagiertes Nitrit gefunden. Im
anderen Fall lag noch nicht abreagiertes H,O, vor. Da Nitrit selbst
oxidierende Eigenschaften besitzt, mufde bei dem verwendeten System ein
Nitrittberschufd im Reaktionsansatz unbedingt vermieden werden, wéhrend
nicht abreagiertes H,O, kein Problem darstellte, da die Zerstérung von H,0,
mit MnO, einfach durchzufihren war.

Die Fliel3geschwindigkeit hatte hingegen einen erheblichen Einflul? auf die
Ausbeuten. Diese schwankten zwischen 36 mM/L bei 150 mL/min und
120 mM/L bel 600 mL/min. Jedoch fihrte ein Fluf3 von Gber 600 ml/min zu
keiner weiteren Steigerung der Konzentration an Peroxynitrit. Die

! vorher wird wieder in Richtung Abfallflasche geschaltet
2 Die Reaktionsstrecke ist die Strecke zwischen Hahn 1 und 2.
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Reaktionsstrecke  betrug fir ale Messungen, bel der die
Flief3geschwindigkeit variiert wurden, 11 cm.

Abschlief3end wurde die Reaktionsstrecke in einem Bereich zwischen 5 und
40cm variiert. Durch die Vekirzung oder Verlangerung der
Reaktionsstrecke konnten grofRe Anderungen in den Ausbeuten erreicht
werden.

Eine Variation des Flusses bzw. der Reaktionsstrecke sind im Grunde
gleichzusetzen mit einer Verénderung der Reaktionszeit. Die Ausbeute
erwies sich hierbel in gewissen Grenzen als umgekehrt proportional zur
Wegstrecke. Es konnte beobachtet werden, dal? die Ausbeute bis zu einem
Grenzwert um so hoher ist, je kirzer die Reaktionszeit ist. Wird diese Zeit
jedoch unterschritten, so reicht die Zeit nicht mehr aus, dal3 die Edukte
vollstandig zu Peroxynitrit abreagieren konnen. Ein Beleg dafir ist, dal3
unverbrauchtes Nitrit und H,O, nachwelisbar sind.

Eine Variation der Reaktionszeit kann durch eine Erhéhung des Flusses oder
durch eine Verkirzung der Reaktionsstrecke erreicht werden. Es ist
alerdings sinnvoller, die Wegstrecke anstatt des Flusses zu verédndern, da
dies einfacher in der Praxis durchzufihren ist.

Als Optimum erwies sich die Kombination von 11 cm Wegstrecke und
einem Fuf3 von 600 mL/min, welche zu einer Ausbeute von 120 mMol/L
fUhrte. Die gebildete Peroxynitrit-Losung konnte bei Temperaturen < -25°C
mehrere Wochen aufbewahrt werden.

Der Vortell dieser Methode zur Darstellung von Peroxynitrit besteht darin,
dal3 grole Mengen hergestellt werden konnen. Nachtellig ist die hohe
Salzbelastung der Peroxynitrit-Losung durch anorganische Salze (vor allem
NaOH und KNOs).
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2.3 Zur Synthese von Peroxynitrit mittels Gasbiirette

Die Reaktion von Kaliumsuperoxid und NO-Gas wurde prinzipiell schon in
Abschnitt 2.1.6 besprochen.

Anhand dieser Reaktion und der von Koppenol et. al. 50 gewonnenen
Erkenntnissen wurde eine Apparatur zur Synthese von Kaliumperoxynitrit
entwickelt.

Das wichtigste Kriterium fir die Funktionsfahigkeit der Apparatur ist die
absolute Dichtigkeit und Sauerstofffreiheit, da NO  spontan mit Luft-
sauerstoff zu NO, reagiert.

2NO + O, ——» 2NO;

Das verwendete NO' wurde einer Druckgasflasche entnommen und in eine
Gasbirette Uberfuhrt, in welcher sich eine geséttigte Na,SO,-L6sung als
Sperrflissigkeit befand. Na,SO, wurde hinzugegeben, um die Loslichkeit
von NO in Wasser zu senken.

Die Gasblrette wurde aus einer handelsiiblichen 50 mL Bdirette vom
Glasblaser umgearbeitet (siehe Abbildung 2.3). Bei der Konzeption wurde
darauf geachtet, alle Schlauchverbindungen maoglichst kurz zu halten, um das
Totvolumen innerhalb der Apparatur zu minimieren. Zur Verbindung aler
Bestandteile wurde ein Siliconschlauch A 4mm verwendet. Die Gasdichtheit
sollte durch die ausschliefdiche Verwendung von Luer-Lock-Hahnen und
entsprechenden L uer-L ock-Schlauchadaptern® gewahrleistet werden.

1 Luer-Lock wird in der Medizintechnik verwendet.
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Abbildung 2.3

Hahn 2
Hahn 1
\ Sperr-
) E fliissigkeit N
Gas-inlet Gas-outlet % |
0 0,5 mm 9 0,25 mm ? 9
= A
= ca. 50cm
KO,/ SeptumC‘ ) Hahn 3
Seesand T
Riihrfisch
- [ ]
Magnetriihrer

Im folgenden Abschnitt soll die genaue Durchfihrung der Herstellung von
Kaliumperoxynitrit erlautert werden.

Wie oben bereits erwahnt, ist die Abwesenheit von Sauerstoff innerhalb der
Apparatur von entscheidender Bedeutung fur eine erfolgreiche Synthese von
Kaliumperoxynitrit. Aus diesem Grund wurde a's erstes die gesamte Anlage
ca. 10 min mit einem schwachen Stickstoffstrom gespllt. Dazu wurde
Hahn 1 zunachst in Richtung des ReaktionsgefaRes' und anschlieRend zur
Gasbirette hin gedffnet. Mit der Stellung der Hahne 2 und 3 wurde
bestimmt, ob der Weg zur NO-Druckgasflasche oder die Gasbirette von
Sauerstoff befreit wurde. Der Stickstoff wurde einige Minuten durch die in
der Gasbirette befindliche Sperrflissigkeit geleitet. Wurde der Teil der
Apparatur, welcher zur NO-Druckgasflasche fihrt gespilt, muf3te das
Manometer voll gedffnet und durfte nicht fest angeschlossen sein?, um ein
Durchstrémen zu gewahrleisten.

! ReaktionsgefaRist mit K O,/Seesandmischung gefilllt.
2 Das Manometer wurde wahrend eines leichten Stickstoffdurchstroms nach einigen Minuten wieder
angeschraubt.




Nach diesen Vorarbeiten wurde NO-Gas in die Gasburette geleitet (Umlegen
von Hahn 2) und das gesamte Volumen der Gasburette, inklusive der ca
50 ml Gas fassenden Glaskugel unterhalb des graduierten Bereichs, mit
Stickstoffmonoxid beflllt, so dal3 das NO-Gas durch die Sperrfllssigkeit
hinduch perlte. Dadurch wurde der gesamte Stickstoff aus diesem Bereich
entfernt. Durch Braunférbung des Gasraumes Uber der Sperrflissigkeit
(Stickstoffmonoxid beginnt zu entweichen und reagiert zu NO,) war der
Zeitpunkt, zu dem sich kein Stickstoff mehr in der Gasburette befand, gut zu
erkennen.

Der Start der Reaktion erfolgte durch Umlegen der Hahnel und 2 in
Richtung des Erlenmeyerkolbens' und Offnen von Hahn 3. Dadurch floR die
Sperrfliissigkeit in die Gasbiirette ein und verdrangte so das NO-Gas”. Die
Gaseinleitungskanile wurde erst dann durch das Septum gestochen und bis
kurz Uber die Reaktionsmischung eingefihrt, als das Totvolumen nur noch
aus NO-Gas bestand (dazu Gaseinleitkantle z.B. in ein Reagenzglas halten
und Braunférbung abwarten) und die Sperrfliissigkeit gerade den graduierten
Bereich erreicht hatte. Im Anschlul® wurde sofort die zweite diinnere Kanile
(Gasaudlald) a's Druckausgleich ebenfalls durch das Septum gestochen.

Jetzt wurden genau 50 mL NO-Gas® in den Erlenmeyerkolben eingeleitet.
Der Reaktionsbeginn  war deutlich an der Gelbfarbung des
K O,/Seesandgemisches zu erkennen. Zu diesem Zeitpunkt konnte die zweite
diinnere Kantle (Gasaudlal®) wieder entfernt werden. Zuviel NO kann zu
spontanem Zerfall des Reaktionsansatzes fihren und war unbedingt zu
vermeiden (siehe auch Seite 33).

Wahrend der gesamten Gaseinleitung wurde die Reaktionsmischung kréftig
gerthrt, um eine optimale Durchmischung zu erreichen. Der verwendete
Rihrkern  mufRte deshalb CUber den gesamten Durchmesser des
Erlenmeyerkol bens reichen.

War ales NO umgesetzt, wurden die Apparatur und der Erlenmeyerkolben
erneut mit Stickstoff gespult und so von restlichem NO-Gas befreit. Der
Reaktionsansatz wurde zur Stabiliserung mit kalter etwa 0,01 M KOH
versetzt. Hierbel war zu beachten, dal3 die Konzentration der Kalium-

! Der Riihrkern dient in Verbindung mit dem Seesand als,, Sandmiihle* fiir das Kalium-Superoxid.

2 Die NO Einleitgeschwindigkeit (2 mL/min) wird durch die Stellung von Hahn 3 reguliert (Einstrom-
geschwindigkeit der Sperrflissigkeit !).

® Die Einwaage betrug etwa 0,3g KO..
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peroxynitrit-Ldsung vom zugegebenen Volumen an KOH abhéngig ist. Je
weniger KOH hinzugefigt wird, desto hoher ist die Konzentration der
Peroxynitritldsung. Dies war wichtig, da bel den spéeren Umsetzungen
V erdunnungseffekte minimiert werden sollten.

Nicht umgesetztes KO, disproportioniert, wie in Gleichung 13 auf Seite 119
beschrieben, zu Sauerstoff und H,O,. Nach Entfernung des H,O, mit MnO,
(siehe hierzu auch Kapitel 6.2.1) wurde anschlief3end durch Messung der
Extinktion bei | =302nm mit e=1670M™+cm™ die Peroxynitrit-
Konzentration bestimmt4®) .

Der Vortell dieser Darstellungsmethode ist die hohe Reinheit des ge-
wonnenen Peroxynitrits, der allerdings durch einen hohen Zeitaufwand bei
nur kleinen Ansédtzen geschméalert wird. Trotzdem wurde Peroxynitrit in der
Mehrzahl der Félle nach dieser Methode hergestellt.

Nach Fertigstellung aller Umsetzungen der Purin- und Pyrimidinbasen
konnten jedoch keinerlei Unterschiede bei den Reaktionsprodukten
festgestellt werden.

Es zeigte sich jedoch, dal3 bei den Umsetzungen in Kapitel 2.4 die Methode
der Peroxynitritherstellung keinen Einflul? auf die Produktbildung hat.

2.4 Umsetzung der Kernbasen mit den reaktiven Spezies

Bevor die Umsetzungen mit Stickstoffmonoxid bzw. Stickstoffdioxid
durchgeftihrt werden konnten, mufte ein geeignetes Losungsmittel fur die
verwendeten Purin- oder Pyrimidinbasen gefunden werden, welches
folgende Kriterien erfullen muldte:

inertes Verhalten gegentiber den Edukten
aprotisch, um Nebenreaktionen mit NO/NO,! zu verhindern,
polar, um die verwendeten schwerldslichen Purin- oder Pyrimidinbasen
[6sen zu kdnnen.
Das einzige Losungsmittel, das ale diese Anforderungen erflllte, war
DMSO, das trotz der unten genannten Nachtelle verwendet werden mulite.

! Es entstehen stickstoffhaltige Sauren, welche selbst mit den Purin- oder Pyrimidinbasen reagieren kénnen.

46



Lediglich Guanin konnte in keinem Ldsungsmittel gel6st werden und mufite
daher a's Suspension eingesetzt werden.

Als grof3er Nachteil bei der Verwendung von DMSO dtellte sich die
Abtrennung des Losungsmittels vom Produkt heraus. Der hohe Siedepunkt
von 189°C und die hohe Viskositét machten es unmoglich DM SO -selbst im
Olpumpenvakuum- abzudestillieren®. Auch bei der spéteren Separierung der
Reaktionsprodukte mittels HPLC war DMSO von Nachteil. Es belastete
durch seine Viskositét die HPLC-Pumpe (Druckanstieg nach der Injektion)
und die HPLC-Saule. Dies machte haufiges Spulen der Saule notwendig.
Des weiteren waren im Massenspektrum der Reaktionsprodukte, die erst
nach rund 7 min von der HPLC-Saule eluierten, noch Reste von DM SO
sichtbar, obwohl dieses mit der Flief3mittelfront lief.

Zur Verdeutlichung sind in den folgenden beiden Abbildungen das TIC
(Total lon Chromatogramm in Abbildung 2.4) des isolierten Produktes der
Reaktion von Cytosin mit NO,, sowie das Massenspektrum des
ausgewdhlten Signals (Nr. 74 in Abbildung 2.5) exemplarisch fir diese
Problematik abgebildet. Der erste Peak im TIC ist das der Substanz noch
anhaftende DMSO. Dies lal% sich durch das zu Signal 74 gehdrende
Massenspektrum belegen, welches mit dem von DM SO identisch ist (siehe
dazu Hesse, Meier, Zeeh™ ). Der zweite Peak im TIC gehort zum
Reaktionsprodukt?.

Abbildung 2.4
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1 Um eventuelle Zersetzungen der Produkte zu vermeiden wurden keine Temperaturen {iber 50°C
verwendet.

2 Mit fortschreitender Signalnummer wurde ein steigender Temperaturgradient gefahren (MS Quelle wurde
immer weiter beheizt), die Substanz wurde also nach dem DM SO verdampft.
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Abbildung 2.5
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Es sind deutlich
der Molekilpeak von m/z = 78 und
der Basispeak m/z (M-CH;) = 63 zu sehen.

Bei den durchgeftihrten HPLC-M S Untersuchungen erwies es sich ebenfalls
als schwierig, das DMSO von den Substanzen abzutrennen. So mufdten
Eluenten gefunden werden, bel denen die Retentionszeit von DMSO
geniigend weit von der zu untersuchenden Substanz entfernt war™.

2.4.1 Zur Umsetzung mit Stickstoffdioxid (NO,)

Um die Purin- und Pyrimidinbasen mit NO, umzusetzen, wurden sie in
DM SO gel6st und NO, in diese Lésung eingel eitet.

Der verwendete Versuchsaufbau ist in Abbildung 2.6 dargestellt. Es wurde
ein Latexballon als Gasreservoir verwendet, um den Verbrauch an NO, zu
vermindern (Reaktionszeit 1h'!).

Zunéchst wurde NO, langsam und kontinuierlich durch die Lésung geleitet,
wobei Hahn 2 noch in Richtung Gasreservoir geschlossen war. Das Ende des
Einleitungsrohres war mit einer |6sungsmittel bestéandigen Fritte versehen, so
dai’ das einstromende Gas in sehr feinen Blaschen durch die Lésung perlen
konnte.

! Es wurden ausschlieflich Eluenten mit hohem Wassergehalt verwendet, in denen DMSO sehr gut léslich
ist.
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Abbildung 2.6

] Hahn 1
D zur Vakuumpumpe

Gasreservoir

NO, Hahn 2

Kernbase in DMSO 37°C

Wasserbad mit

Kontaktthermometer
. 0
- [ |
Magnetriithrer

Nachdem der Gasraum Uber der Losung vollstandig mit NO,-Gas geflllt
war, wurde Hahn 2 in Richtung des Gasreservoirs gedffnet und der Ballon
befillt. Anschlief3end wurde Hahn 1 geschlossen und der Reaktionsansatz 1h
bei 37°C gerihrt. Die Losung verfarbte sich bei allen Kernbasen nach
wenigen Minuten tannengrin. Versuche ohne Kernbase fihrten zu dem
SchluR, dal3 die Farbung nicht durch die Kernbasen zustande kam, sondern
essich um in DM SO gel6stes NO, handeln muldte. Die Verfarbung nahm bei
den Versuchen mit steigender NO, Konzentration zu. Die Ldsungen waren
letztlich schwarz geférbt und nicht mehr durchsichtig. Dieser Zustand wurde
jedoch nur erreicht, wenn permanent weiter NO, durch das DM SO geleitet
wurde.

Nach Beendigung der Reaktion wurde Hahn 2 verschlossen und Hahn 1 in
Richtung Vakuum umgelegt (100 mbar)'. Durch mindestens 1% stiindiges
Rdhren wurde noch in der Lésung befindliches NO, wieder grofenteils
vertrieben. Um die letzten Reste zu entfernen, wurde anschlief3end Stickstoff

! Das Gaseinleittungsrohr wurde vorher (iber den Fliissigkeitsstand gebracht.
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durch die L6sung gesplilt. Die Losung war bei alen Versuchen schwach bis
stérker orange gefarbt.

Die so entstanden Reaktionslésungen wurden nun zur weiteren Analytik
eingesetzt.

2.4.2 Zur Umsetzung mit Stickstoffmonoxid (NO)

Fir die Reaktion der Kernbasen mit NO war es, wie bereits in Abschnitt 2.3
erlautert, absolut notwendig, dal3 das NO-Gas nicht mit Sauerstoff in
Beriihrung kam™.

Daher war es ndtig, die in Abschnitt 2.4.1 beschriebene Apparatur etwas
abzuandern. In Abbildung 2.7 ist der verwendete Versuchsaufbau fur die
Umsetzungen schematisch dargestellt.

Abbildung 2.7

Hahn 1

Gasreservoir

zur
Vakuumpumpe

t No

Hahn 4

ANEA

Kernbase in DMSO 37°C W bad mit
[ I asserbad mi
Kontaktthermometer
‘ ® O \
[___] [___]
Magnetriithrer

LVermei dung der Reaktion von NO mit Sauerstoff zu NO..
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Mit dieser Anordnung war gewéhrleistet, dal3 das gesamte System vor der
Reaktion mit Stickstoff gespuilt werden konnte.

AulRerdem muflite die Apparatur weder vor der Einleitung des NO noch zu
dessen Entfernung nach der Reaktion getffnet werden.

Die Abwesenheit von Sauerstoff lief3 sich leicht Uberprifen. Blieb der
Gasraum Uber dem Reaktionsgemisch farblos, hatte sich kein NO, gebildet,
d.h. es war kein Sauerstoff vorhanden. Diese Kontrolle ist wichtig, da eine
richtige und sinnvolle Interpretation der Ergebnisse nur sichergestellt werden
konnte, wenn entstandene Reaktionsprodukte auch nur auf die jeweils
verwendeten Reaktanden zurtickzufUhren waren.

All diese Anforderungen erflllt diein Abbildung 2.7 skizzierte Apparatur.
Im folgenden werde ich die prinzipielle Durchfihrung der Umsetzungen
kurz beschreiben. Zunéchst wurde die gesamte Apparatur mit Stickstoff
gespult. Dazu muften die folgenden Schritte in der angegebenen
Reihenfolge durchgefhrt werden:

1. Hahn 4 zur Vakuumpumpe ist geschlossen.

2. Hahn 1 nur in Richtung NO Manometer schalten und ca. 2 min
schwach N, duchstromen lassen, wéahrend das NO-Manometer
abgeschraubt und vollgetffnet ist.

3. NO Manometer anschlief3end, noch wahrend der Stickstoffspllung, an
die Druckgasflasche anschlief3en und fest anziehen.

4. Hahn 1 in Richtung Dreihalskolben umlegen und vorher Hahn 2 und 3
ins, Freie" schalten (N, perlt durch den Ansatz).

5. Hahn 3in Richtung Vakuumpumpe schalten (Hahn 4 geschlossen!!).

6. Jetzt wird das Gasreservoir mehrmas mit N, beflllt und durch
Umlegen von Hahn 2 wieder entleert (ist danach sauerstofffrei).

7. Hahn 1 nun in Richtung Drehaskolben schalten (N, Weg
geschlossen) und NO-Gasflasche 6ffnen, Hahn 2 ist zum Reservoir
gedreht.

8. NO perlt nun durch den Reaktionsansatz und flllt Gasreservoir,
Hahn 1 nach dem Beflllen nun so stellen, dal? keinerlei Gaseinleitung
moglich ist (NO und N,-Wege sind gespertrt).

9. Nach Ablauf der Reaktionszeit (1h bel 37°C) No-Zufuhr wieder starten
(Hahn 1 in Richtung N, aber Hahn 2 vorher vollig schlief3en).

10. Hahn 3 nun wieder ins ,Freie’ schalten (ca. 15min N, durchperlen
lassen).
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11. Hahn 1 und 2 vallig schlief3en und Vakuum anstellen.

12. Hahn 3 Richtung Vakuum und Hahn 4 6ffnen (kréftig ruhren).

13. Nach 30min den Dreihalskolben abnehmen (Gasraum darf sich nicht
braun farben 1), Reaktion ist beendet.

Die Reaktionsansdtze wurden im Kuihlschrank aufbewahrt. Die weitere
Untersuchung der L 6sung erfolgte anschlief3end mittels HPLC.

2.4.3 Die Umsetzungen mit Peroxynitrit

Um die angewandten Versuchsbedingungen zu bestimmen, war es wichtig,
die chemischen Eigenschaften von Peroxynitrit zu kennen. Deshalb soll hier
ein Uberblick Uber die wesentlichen in der Literatur bekannten
Eigenschaften gegeben werden.

Das Peroxynitrit-Anion (ONOO ) und seine korrespondierende Saure, die
Peroxysal petrige Saure (ONOOH), waren und sind Grund fir eine Vielzahl
von Untersuchungen mit teilweise widersprichlichen Ergebnissen.

Das Peroxynitrit-Anion und seine korrespondierende Saure sind in der Lage,
eine Vielzahl von chemischen Reaktionen durchzufihren, wobei die
ablaufenden Reaktionen mechanistisch nur in geringem Umfang bekannt
sind.

Das Peroxynitrit-Anion selbst ist relativ unreaktiv. Erst durch Protonierung®?)
oder durch Addition anderer Lewis-Sauren wie z.B. CO, 76. 77. 78) oder nach
Komplexierung durch bestimmte Metallionen 8) (Mangan, Eisen)
entstehen sehr reaktive Spezies. Diese sind in der Lage, Substanzen zu
hydroxylieren, zu nitrieren oder zu oxidieren (es wurden ein- und zwei-
Elektronen Reaktionen beobachtet8) ). Eine weitere Moglichkeit ist die
spontane |somerisierung zu Nitrat. Ein quantitativer Reaktionsverlauf wurde
bei saurem pH (pH £4) erreicht und so von Coddington 82 beschrieben.

Gleichung 11

O=N-0-O-H H o+ N
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In schwach saurer oder alkalischer Losung (bis pH =8,5) bildet sich
dagegen, neben kleineren Mengen an Nitrat, durch intramolekulare
Disproportionierung vorrangig Sauerstoff und Nitrit im Verhdtnis 1:282)
(Gleichung 12).

Gleichung 12

O=N-O0-O-H + O=N-0-O

O, + H + 2NO,

Allen von Coddington et. al. erzielten Ergebissen (pH 4 bis pH 10) war
gemein, dal’3 die Summe an gebildetem Nitrat und Nitrit gleich der Menge an
eingesetztem Peroxynitrit war. Diese Ergebnisse decken sich mit denen von
Pfeiffer et. al 8 .

Hierbel ist es wichtig zu erwahnen, dal3 die genannten Untersuchungen auf
reinen Zerfallsstudien ohne Zusatz von Substraten beruhen.

Von Merényi 8 und Beckman 8 wurde vorgeschlagen, dal3 eine
homolytische Spaltung der Peroxysalpetrigen-Saure in NO, und
Hydroxylradikale (OH’) erfolgt. Jedoch beschreibt Koppenol diesen Zerfall
nach kinetischen und thermodynamischen Berechnungen as nicht
wahrscheinlichgs. 87 . Neueste Untersuchungen von Squadrito und Pryor 8)
lassen vermuten, dal3 NO, - und Hydroxylradikale einen Radikal kafig bilden.
Dieser ist jedoch nur in wélrigen Losungen® (siehe Abbildung 2.8 Teil A)
und/oder in Anwesenheit von CO, lange genug stabil (siehe Abbildung 2.8
Teil B) , um mit organischen Substraten zu reagieren .

! Durch die Ausbildung der Wasserstoffbriickenbindungen.
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Abbildung 2.8

Die mogliche Stabilisierung von Peroxynitrit iiber Radikalkifige

Teil (A)

HOONO =——* [ HO' 'NO, <— HO ‘NO,] —— HO" + °'NO,
Radikalkiifig freie Radikale

l

H* + NO;
Teil (B)

ONOO" —2 » ONOO-CO,” == [ ONO* ‘0CO, | —» ONO' + 0CO;

Radikalkiifig freie Radikale

|

O,N-0CO,;, —— CO, + NO;

Durch dieses unterschiedliche Reaktionsverhalten werfen die Umsetzungen
mit Peroxynitrit Fragen auf und bis heute vertffentlichte Ergebnisse lassen
noch keine eindeutigen Aussagen bezuglich der beobachteten Reaktionen zu.
Ein weiterer Aspekt der Reaktivitdt von Peroxynitrit ergibt sich durch die
Stereochemie. Nach den bisherigen Erkenntnissen liegt das Peroxynitrit-
Anion in zwei Konformationen vor (siehe Abbildung 2.9).

Abbildung 2.9

Die beiden Konformationen von Peroxynitrit

QO 0 N—Q
N—O o)

cis Peroxynitrit trans Peroxynitrit



Diese beiden Konformationen waren ebenfalls Anla3 zahlreicher
Untersuchungen.

So geht Crow8? z.B. aufgrund von Differenzen bei den Ausgangs- und
Endkonzentrationen an Peroxynitrit, beziiglich der Stochiometrie der von
ihm untersuchten Reaktionen®, von zwei Intermediaten wahrend des Zerfalls
aus. Nur eines davon bewirkt die Oxidationen, aber beide zerfallen zu
Nitrate9). Die einzelnen Zerfallsstudien von Peroxynitrit gehen von mehrfach
hintereinander ablaufenden Radikal mechanismen aus.

Als sicher bei alen Untersuchungen gilt, dal3 wahrend der Isomerisierung
zum Nitrat reaktive Intermediate entstehen.

In Losung liegt das Peroxynitrit-Anion in der cis-Form vor®). Aus sterischen
Grunden ist es nach Tsai et. al. 5 und Bartberger 99 jedoch nicht moglich,
dald der terminale Peroxidsauerstoff der cis-Konformation den Stickstoff
direkt angreifen kann, um zum Nitrat zu isomerisieren. Im Gegensatz dazu
kann der terminale Peroxidsauerstoff des trans-1somers den Stickstoff direkt
angreifen und Nitrat bilden. Aus diesen Grinden kann die cis-Form nicht die
reaktive Form sein, obwohl siein Losung die stabilereist (ca. 13 kJmoal).
Die Energiebarriere fUr die cis/trans 1somerisierung liegt bei 100 kJ/mol und
ist damit viel zu hoch, als dal3 sie in signifikanter Geschwindigkeit unter
physiologischen Bedingungen ablaufen kdnnte. Diese Energiebarriere sinkt
jedoch auf Werte um 42 kJymol fur die Peroxysalpetrige Séure, so dal3 eine
| somerisierung unter diesen Bedingungen moglich isto2) .

Wie konnen dann aber Hydroxylierungsreaktionen, Nitrierungen oder
Oxidationen von Substraten ablaufen? Koppenol 9 vermutet, da alle
Hydroxylierungs-, Nitrierungs oder Oxidationsreaktionen von Substraten’
mit gleicher Geschwindigkeitskonstante wie die Isomerisierung zu Nitrat
ablaufen, dal3 die reaktive Spezie eine gekrimmte Form der trans-
Peroxysalpetrigen-Saure ist. Hiermit kann jedoch nicht erkléart werden,
warum bei hohen Substratkonzentrationen noch immer deutliche Mengen
Peroxynitrit zu Nitrat isomerisieren. Von Goldstein et. al.% wird vermutet,
dal? es einen anderen Reaktionsweg zum Nitrat gibt, welcher aber Uber das
gleiche Intermediat verlauft. Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 die
Struktur des/der Intermdiates/e und der Ubergangszustand fir den direkten

! Die Ausbeuten an Reaktionsprodukten im Verhaltnis zu abreagiertem Peroxynitrit waren zu gering.
20. Ordnung beziiglich der Substratkonzentration.
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Reaktionsweg unbekannt sind.

Ob allerdings die reaktiven Spezies nun tber eine homolytische Spaltung der
Peroxsal petrigen-Saure oder Uber ein trans-Intermediat gebildet werden, ist
fur die Biologie von Peroxynitrit irrelevant. Hierbel ist letztlich nur die
Bildung entscheidend.

Fur die Umsetzungen der Purin- und Pyrimidinbasen mit Peroxynitrit war
die Halbwertzeit und die Wahl des Losungsmittels, weniger der
Reaktionsmechanismus des Zerfalls, von grof3er Bedeutung.

Je langer die Halbwertzeit, desto langlebiger sind die reaktiven Intermediate
beim Zerfal von Peroxynitrit. Mogliche Substrate haben so langere Zeit die
Moglichkeit zu reagieren.

Bei 37°C und einem pH von 7,4 betragt die Halbwertzeit' fir Peroxynitrit
ungefahr 1 s87). Bei 0°C und einem pH von 7,4 ist liegt sie schon bel 7 s52,
also sieben mal so lang! Aus diesem Grund wurden alle Umsetzungen mit
Peroxynitrit im Eisbad® zwischen 2 und 4°C durchgefuihrt. Auch mdgliche
Kreuzreaktionen mit dem LoOsungsmittel sollten vermieden werden. So
reagiert  Peroxynitrit mit DMS08) zu  Methylradikalen  und
Methansulfinsdure (MSA), welche dann weiter zur entsprechenden
Sulfonsdure oxidiert werden kann® (siehe Abbildung 2.10).

Abbildung 2.10

Reaktionen von DMSO mit Peroxynitrit

HOONO

[ HO "NO, ]
Radikalkiifig

H* + NO;

HO  + (CH,),SO CH,S(O)OH + CHy
DMSO MSA

CH,S(O)OH + “OONO (HOONO) — CH_S(0),0H + NO, + H*
MSA Methylsulfonsiure

! Siehe auch 2.1.3: Methode 3: Reaktion von Wasserstoffperoxid mit salpetriger Saure.
% m Gegensatz zu den Reaktionen mit NO, und NO, die bei 37°C durchgefiihrt wurden.
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Aus diesem Grund konnte DM SO nicht wie bel den Umsetzungen mit NO
und NO, as Lésungsmittel eingesetzt werden, sondern es wurde 0,1 M
Phosphatpuffer pH 7,4 verwendet.

Auf Grund der ungeklarten Reaktionskinetik fur die durchgefihrten
Reaktionen war es interessant zu erfahren, ob beispielsweise ein x-facher
molarer Uberschul? an Peroxynitrit mit éinem Mal hinzugegeben das gleiche
Ergebnisliefert wie x mal eine &guimolare Zugabe.

Deshalb wurden ale Umsetzungen der Purin- und Pyrimidinbasen mit
Peroxynitrit mit zwei verschiedenen Methoden durchgefihrt (siehe Seite 121
und 122.).

Die grundlegenden Unterschiede der beiden Methoden ergaben sich aus den
bereits auf den vorigen Seiten beschriebenen chemischen Eigenschaften des
Peroxynitrits.

So wurde bei Methode 1 die gesamte Peroxynitritmenge mit einem Mal
hinzugegeben. Des weiteren war bereits eine bestimmte Menge Séure' der
Reaktionsd 0sung (siehe Seite 121) hinzugeftigt worden, um die KOH oder
NaOH in der Peroxynitrit-L ésung zu neutralisieren.

In Methode2 wurde langsam 25%ige HCI dem Reaktionsansatz
hinzugetropft. Bei nahezu neutralem pH (7,5) wurde etwa eine halbe Minute
gewartet, bis letztlich auf pH 6 gesenkt wurde. So konnten in der spéteren
HPLC Analytik die Ausbeuten der jeweiligen Reaktionsprodukte mit-
einander verglichen werden.

Ein weiterer Grund fur die Anwendung zweier Methoden bestand darin, daf3
nach den bisherigen Erkenntnissen nicht sicher ist, ob Peroxynitrit bel
sofortiger pH-Senkung (Methode 1) den gleichen Zerfallsweg beschreitet, als
wenn der pH-Wert langsam und kontinuierlich gesenkt wurde (Methode 2).
Dies wurde mit der sich an die Umsetzungen anschlief3ende Analytik geklért.

! Als 25%ige HCI.
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2.5 Das analytische Konzept

Zur Planung des analytischen Weges missen mehrere Kriterien beachtet und
entsprechend gewertet werden.

Welche analytischen Verfahren stehen zur Verfiigung?

Wird das Zidl, die Strukturaufklarung, damit erreicht?

Sind die anfalenden Produkte mit den verfigbaren Methoden
detektierbar?

Mussen bestimmte Vorarbeiten fir spezielle Mef3verfahren gemacht
werden?

Welche Mengen an Reaktionsprodukt sind zur Identifizierung
erforderlich?

Hieraus |eitete sich das folgende Analysenkonzept ab.

Da ale entstandenen Reaktionsprodukte nach erfolgter Umsetzung in
Losung vorlagen (Losungsmittel entweder DMSO oder Phosphatpuffer),
sowie noch mit Resten der Edukte verunreinigt waren, stellte die Isolierung
der Verbindungen das erste Problem dar. Eine konventionelle Aufarbeitung
schied aufgrund der geringen eingesetzten Mengen und wegen der grof3en
chemischen Ahnlichkeit von Edukten und Produkten aus. Als Methode der
Wahl fur die Isolierung der Produkte bot sich eine chromatographische
Trennung mittels semipréparativer HPLC an. Zied war es, die
Reaktionsprodukte als analysenreine Feststoffe zu erhaten. Diese wurden
dann anschlief3end der strukturaufklarenden Analytik zugefihrt.

Die HPLC ist eines der gebrauchlichsten Trennverfahren in der heutigen
Analytik.

Die meisten HPLC-Anlagen detektieren die getrennten Stoffe mittels UV-
Detektor bel einer ausgewahlten Wellenlange. Der Nachteil dieser Methode
ist, dal3 Verbindungen, die bei dieser Wellenlange nicht oder nur schwach
absorbieren, nicht erfa’t werden. AuRerdem ist eine Uberlagerung zweier
Substanzen meist schwer erkennbar.

Eine bessere Mdglichkeit bietet daher ein Dioden Array Detektor (DAD).
Hier kann Uber den gesamten Zeitraum der Chromatographie ein komplettes
UV-Spektrum aufgezeichnet werden (je nach Gerdt zwischen 200 nm bis
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maximal 800 nm). Zusétzlich kann das komplette UV -Spektrum eines Peaks
schon Hinweise auf die Identitét der Verbindung geben.

Da UV-Spektren nicht sehr spezifisch sind, und chemisch &hnliche
Substanzen oft auch ein dhnliches Absorptionsspektrum besitzen, sind die so
gewonnenen Aussagen jedoch nicht sehr bedeutungsvoll. Die Information
Uber die Peakreinheit ist jedoch von hohem Wert, da Uberlagerungen klar
erkannt werden kénnen. Dank der Fa. Merck, die unserem Arbeitskreis fur
einige Zeit einen DAD leithweise Uberlief3, konnte ein grof3er Teil der Proben
damit vermessen werden.

Vor der Separierung mul3 jedoch erst eine HPLC-Methode entwickelt
werden. Diese Methode sollte die bestmdgliche Trennung der Produkte bel
moglichst kurzen Analysenzeiten gewahrleisten’

Im Hinblick auf die groRe Anzahl der notwendigen HPLC-L&ufe® war es
unerléich, eine zuverlassige Methode zur Separierung des gewtnschten
Peaks zu entwickeln. Auch hierbel war der DAD von grofiem Nutzen.
Deshalb soll kurz die Funktionsweise eines Fraktionssammlers erlautert
werden.

Dieser kann Uber den Detektor oder Uber die Software gesteuert werden.
Wird die Fraktionierung Uber den Detektor geregelt, erhdlt der
Fraktionssammler den Impuls zum Sammeln nach der Uberschreitung eines
vorher definierten Schwellenwertes. Dieser Schwellenwert ist ein bestimmter
Prozentsatz der Basisextinktion E,, die wiederum mal3geblich von der
verwendeten Wellenlange abhéngt. Sind also die gesamten UV/VIS Daten
des Chromatogramms bekannt, kann die optimale Wellenlange zur
Fraktionierung bestimmt werden. So koénnen Verunreinigungen bel
geschickter Wahl der Wellenlange dem Detektor ,, verborgen® bleiben und
nur die zu sammelnde Substanz ist im Chromatogramm sichtbar. Damit
erreicht man eine hohe Sicherheit in der Fraktionierung® (siehe Abbildung
2.11)*, da nur der gewiinschte Peak erfafdt wird und der Fraktionensammler
Startet.

! Diesistim Hinblick auf die Vielzahl der HPLC-L aufe firr die Fraktionierung bedeutsam.

2100 ml Reaktionslésung mit 25 mMol; maximal 300 m pro Lauf.

3 Eswird nur die gewiinschte Substanz aus dem chromatographischen Lauf abgetrennt.

* Die Chromatogramme in Abbildung 2.11 und Abbildung 2.12 sind nur zur Veranschaulichung erstellt und
sind so nicht bei meinen Untersuchungen aufgetreten.
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Abbildung 2.11

Extinktion Extinktion
[ Chromatogramm bei 254 nm l Chromatogramm bei 370 nm

Zeit Zeit

Wird andererseits Uber die Software lediglich en Zeitfenster zur
Fraktionierung definiert (z.B. Fraktionierung zwischen 10,5 und 10,9 min),
kénnen Verschiebungen der Retentionszeit der Substanz, wie sie bei haufiger
Injektionsfolge auftreten, zu Fehlern fuhren. Die Substanz wird unter
Umstanden nur noch teilweise vom Rest des HPL C-Laufs abgetrennt. Dieses
Problem verstérkt sich, je kirzer der Zeitraum ist bel der die Substanz von
der Saule eluiert wird (siehe Abbildung 2.12). Im Extremfal wird die
Verbindung gar nicht mehr erfaft.

Abbildung 2.12

Extinktion
A

Zeitfenster fur die Separierung ] Zeitfenster firr die Separierung

T T YT T ALy B LS LA LALLM AR AL ALLL LA LLS e g
0 5 10 15 Zeit 5 10 15 Zeit

Chromatogramm nach der 1. Injektion mit richtiger Fraktionierung Chromatogramm nach z.B. 40 Injektionen und falscher Fraktionierung

Weiter mul3 die Tatsache beachtet werden, dal3 bei der Verwendung
hauptséchlich wéldriger Eluenten in der HPLC (wie sie zur Losung der
Problemstellung erforderlich sind) das sogenannte Kollabieren der RP-18
Phase ein ernst zu nehmendes Risko darstellt. Die C-18 Ketten des
Saulenmaterials zeigen dieses Verhalten, um den hydrophilen Wechsal-
wirkungen auszuweichen. Dies kann zu einer Verkirzung der Retention bis
zum Verlust der gesamten Trennleistung fuhren.

Dadie Separierung der Peaks eine oft tage- bis wochenlange Injektionsfolge
erforderlich machte, war eine reproduzierbare Trennleistung unbedingt
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erforderlich und es mufden Sptilprogramme zur Regeneration der Saule mit
bedacht werden und eingebaut werden. Die oben veranschaulichten
Probleme besalen fir die Problemstellung besondere Bedeutung.

Auf Grund dieser Erkenntnisse erfolgte die Steuerung des Fraktions-
sammlers Uber den UV-Detektor nach Wahl einer passenden Wellenlénge.
Nach der Abtrennung der Produkte von dem urspringlichen
Reaktionsmedium lagen diese geldst in einer grofien Menge Eluat (bis zu
2 L) vor. Da es sich hierbei um wésserige Pufferlésungen handelte, stellte
die Gefriertrocknung die beste Mdaglichkeit zur Entfernung des
L osungsmittels dar. Nun mul3te noch die im Verhéltnis zur Substanz grof3e

Menge Puffersal z entfernt werden.

l

semipriparative HPLC
Reaktionsprodukte (Fraktionssammlung)

in Losung

Reaktionsprodukte als Feststoff Aufarbeitug mittels
Gefriertrocknung

Abbildung 2.13

strukturaufklirende Analytik -«

* LC-MS, GC-MS, Direkteinla3-MS
e IH-NMR, 3C-NMR

e |IR-Spektroskopie

e UV/VIS Spektroskopie

¢ Elementaranalyse

Ein einfaches Losen des Rlckstandes in destilliertem Wasser war nicht zu
empfehlen, da die Kernbasen erstens in wasserigen Puffersystemen leidlich
|6slich sind und zwetens unbekannt war, ob sich bestimmte
Reaktionsprodukte in Wasser 16sen und somit verloren gehen wirden. Dies

! Aus Vorversuchen war bekannt, dalein gutes Laufverhalten der Purin- bzw. Pyrimidinbasen auf
RP 18 Phasen (Reversed Phase C18 als unpolare Phase) nur mit Puffersystemen als Eluent erreichbar ist.
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macht eine weitere HPLC Trennung notwendig. Als Eluent wurde jetzt
vollkommen auf Puffersysteme verzichtet und lediglich Methanol/\Wasser
Gemische verwendet. Anschlief3end wurde wiederum eine Gefriertrocknung
durchgefuihrt.

Wenn auf diesem Wege genligend Substanz erhalten werden konnte, wurden
die weiteren in Abbildung 2.13 aufgefihrten strukturkl&renden Anaysen
durchgefuhrt.

Eine wichtige Analysenmethode in der organischen Chemie ist die
Massenspektrometrie (MS). Mit kleinen Substanzmengen koénnen die
relative Molekilmasse und dariiber hinaus durch den Zerfall des Unter-
suchungsmaterials wichtige Aussagen Uber die chemische Struktur getroffen
werden. Hierfir sind jedoch moglichst reine Substanzen nétig. Da nach
einem HPLC-Lauf die Substanzen schon getrennt, also in reiner Form
vorliegen, kann ein modernes analytisches Verfahren verwendet werden - die
HPLC-MS Kopplung. Bel der direkten Kopplung bestehen jedoch besondere
Schwierigkeiten, da die Geréte unter vollig anderen Bedingungen arbeiten.
Die Trennung durch die HPLC erfolgt unter hohem Druck in einer fllissigen
Phase und hauptsachlich bel Raumtemperatur. Das M S dagegen funktioniert
nur im Hochvakuum und bel hoheren Temperaturen. Fir ene
massenspektrometrische Anayse in Kopplung an eine HPLC sind daher die
L 6sungsmittel mol ekl e selektiv abzutrennen, denn nur die im Vergleich zum
L6sungsmittel geringe Substanzmenge ist von Interesse. Die Trennung
erfolgt Uber die Verdampfung des Eluenten. Die hierbei auftretenden grol3en
Verdampfungsvolumina stellten lange Zeit ein unlosbares Problem dar. So
konnten mit den Geréten der ersten Generation nur Elutionsstréme von
wenigen pL verarbeitet werden'. Um hierbei brauchbare Trennungen in
akzeptablen Zeiten zu erhalten, miissen Mikrosaulen mit einem Durchmesser
von max. 1 mm eingesetzt werden. Dabel ergibt sich weiteres Problem. Oft
missen andere Puffersysteme fir die HPLC-Trennung verwendet werden
und eine neue Methodenentwicklung ist erforderlich. Es dirfen z.B. keine
Phosphatpuffer verwendet werden, da diese nicht verdampfbar sind und an
der Schnittstelle zwischen HPLC und MS auskristallisieren wirdense. 97) |
Um die Substanzen zu ionisieren, miissen die verwendeten Puffer aber in der
Lage sein, Ladungen auf diese abzugeben.

! max. 30 pL/min
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Hierin sind die Griinde zu finden, weshalb diese Methode noch bis vor
wenigen Jahren keine Verbreitung fand. Erst mit Gerdten der letzten
Generation ist es gelungen, diese Probleme zu bewéltigen®.

Da mir fur die mesten Untersuchungen ein Gerdt &terer Bauart zur
Verfuigung stand, waren all diese Uberlegungen im Vorfeld wichtig und ohne
diese ware eine Bewdltigung der Probleme nicht mdglich gewesen.

Erst im letzten halben Jahr ist es dank eine Kooperation mit dem AK von
Prof. Dr. Steinhardt maoglich geworden, auf einem Gerdt der letzten
Generation Messungen durchzuftihren. Hier konnten direkt anaytische
HPLC-Methoden, welche im Vorfeld entwickelt wurden, eingesetzt und
verwendet werden. Die quantitative Erfassung der Substanzen war fir die
hier beschriebene Problemstellung jedoch nebensachlich.

Die beiden Gerdte (siehe experimenteller Tell) unterscheiden sich
haupséachlich darin, dal? bei dem Gerét der Firma Hewlett-Packard neben der
Elektrospray lonisation (API-ES) auch eine chemische lonisation (API-CI)
maoglich ist. API steht fir Atmospheric-Pressure-Ionisation. Das heilt, die
lonisation findet unter Atmosphérendruck statt ,und es konnen sowohl
positive wie negative lonen erzeugt werden. Dies wird durch den
verwendeten Puffer bestimmt. Wenn negativ ionisiert werden soll, muf der
Puffer demzufolge akalisch sein und umgekehrt. Die prinzipiellen
Unterschiede der beiden onisierungsmethoden soll in den beiden folgenden
Abbildungen verdeutlicht werden.

! Essind jetzt sind Elutionsvolumen von 1 mL/min realisierbar.
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Abbildung 2.14 ES-Ionisierung

positive lonisierung:

Flzl

| ll\l—RS + HA =
R2

Analyt Saure

negative lonisierung:

R1
H—I?ILRS + A
R2

ionisierter Analyt

.0 e
R—C’ + |B = R—C. _ + H—B
OH o)
Analyt Base ionisierter Analyt
Abbildung 2.15 Chemische-Ionisierung (CI)

positive lonisierungs Reaktion

Reagenzgas/Elektronen Reaktion:

gas
-+
€ N, phase

(e- aus Corona-Nadel)

Bildung reaktiver Spezies:

N, +  2e

N,* + Eluent =, [Eluent+H]* + N,

phase

Protonentransfer:

gas
phase

negative Ionisierungs Reaktion

Elektroneneinfang:

e~ + Eluent %» [ Eluent ]-
Ladungsaustausch:

[Eluent] +Analyt ——p [Analyt]- + Eluent

phase

Protonenverlust des Analyten:

[Analyt]- + OH- = [Analyt]-H + HOH

phase
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Vorhersagen, welches die bessere lonisierungsmethode beziglich eines
unbekannten Molekdls ist (API-ES oder API-CI), sind nicht mdglich. Diese
Information kann nur auf empirischem Wege gewonnen werden.

Je nach loniserungsart werden somit die entsprechenden M*
(Protonenaddukt) oder die M™ (Protonentfernung) Massen gefunden (bzw.
Addukte aus dem Puffer z.B. Ammonium). Auch sind die 2M*¥* Massen
(Clusterbildung) fur ein LC-MS Chromatogramm mit ES-lonisierung nicht
ungewdhnlich (M ist die Molmasse des Analyten).

Die lonenquelle einer LC-MS Kopplung hat zwei wichtige Aufgaben zu
erfillen. Zum einen muf3 die Substanz von der fllssigen in die gasférmige
Phase Uberfihrt und ionisiert werden. Zum anderen missen die
Losungsmittel der mobilen Phase von der Probe entfernt werden. In den
folgenden beiden Abbildungen ist der prinzipielle Aufbau der beiden
lonenquellen schematisch dargestellt.

Abbildung 2.16 Elektrospray Ionisation (ES+)

End Cap (- 3500V
@ ° Probenmol ekl »( )

Coulomb Kapillare (- 4000V)
Explosion
Trocknung ®
® @
= = & =
®Pg
Tropfen aus Lésungsmittel
und Probe \
geheizter Stickstoff
(drying gas)

Hierbel durchlaufen die feinen Tropfen aus dem Einlal3system einen
geheizten Stickstoffstrom (bis 13 L/min und 350°C) innerhalb eines
elektrischen Feldes. Durch die fortwdhrende Verdampfung des
L 6sungsmittels (haufig Wasser, Alkohole) steigt die Ladungsdichte immer
weiter an. Zu einem bestimmten Zeitpunkt, wenn namlich die Ladungsdichte
der Oberflache grofer as die Oberflachenspannung ist, zerplatzen die
Tropfen in viele weitere Tropfen. Dieser Vorgang, der auch als Coulomb
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Explosion bezeichnet wird, wiederholt sich so lange bis nur noch einzelne
Molekule vorhanden sind.

Durch die Potentialdifferenz von Probenmolektilen und Kapillare werden die
Moleklle in diese jetzt regelrecht eingesaugt und treffen am Ende auf den
massenselektiven Detektor. Wenn die Probenmolekile sich mit der ES
Technik nicht ionisieren lassen (weder positiv noch negativ), dann besteht
noch die Mdglichkeit der chemischen lonisation. Mit dieser lonisierungs-
technik kann dann oft eine lonisierung erzwungen werden.

Dieses lonisierungstechnik wird in der folgenden Abbildung dargestellt.

Abbildung 2.17 Chemische Ionisation (CI+)
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(+ 2000V)

Bei der AP-CI wird der Eluent bei einer Temperatur von ca. 400-500°C
verdampft. In dem erzeugten Dampf wird zwischen der Corona Nadel und
einer Gegenelektrode ein Plasma erzeugt, wodurch die Eluentmolekiile
ionisiert werden. Dann wird in einer Gasphasenreaktion der Analyt ionisiert
%), Die AP-CI verkraftet Fluf3raten bis 1,5 mL/min.
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Bei beiden lonisierungstechniken miissen jedoch geladene Teilchen erzeugt
werden, da nur geladene Teilchen vom massenselektiven Detektor erfasst
werden konnen.

Die LC-MS stellt eine schonende Mdglichkeit zur Erzeugung von Quasi-
Molekilionen dar. Quasi-Molekilion bedeutet, daf3 hauptsachlich protonierte
bzw. deprotonierte Molekilionen gefunden werden. Dies hat den Vorteil,
dal? sich thermolabile, polare und sogar ionische Verbindungen (beide nicht
GC fluchtig!) messen lassen. Der Nachteil besteht darin, dal3 auf3er den
Quasi-Molekilionen im algemeinen wenig Zerfallsprodukte entstehen, die
zur Strukturaufkl&rung beitragen.

Mit Hilfe der LC-MS kann es gelingen, erste wichtige Hinweise auf die
Struktur der zu bestimmenden Substanz zu erhalten.

Da die Ausgangsstoffe bei den durchgefiihrten Reaktionen bekannt waren
und auf Grund der geplanten Versuchsdurchfiihrung auch nur diese
miteinander reagieren konnten, sind wichtige Voraussetzungen zur Deutung
der mit dieser Technik gewonnenen Ergebnisse gegeben.

Im folgenden Kapitel sollen die Ergebnisse der einzelnen Umsetzungen
beschrieben werden.
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3 Reaktionen mit den Kernbasen

3.1 Reaktion der Pyrimidinbasen mit den reaktiven Spezies

Die Pyrimidinbasen Cytosin, Uracil und Thymin wurden nach den in
Abschnitt 2.4 beschriebenen Methoden mit Stickstoffmonoxid (NO),
Stickstoffdioxid (NO,) und Peroxynitrit umgesetzt.

Anschliel3end wurden die Reaktionslésungen mittels analytischer HPLC
(Parameter 1) kontrolliert und die entstandenen Produkte wie in Abschnitt
2.5 beschrieben separiert.

Alle HPLC-Parameter auf den folgenden Seiten sind unter ,HPLC-
Parameter 1 auf Seite 112 detailliert aufgefihrt.

3.1.1 Ergebnisse der Umsetzungen mit Stickstoff monoxid

Den Chromatogrammen konnte deutlich entnommen werden, dal3 sowohl
Uracil als auch Thymin keine Reaktion mit NO eingegangen waren. Es
waren nur die Peaks der Ausgangssubstanzen bel 10,55 min fur Thymin und
4,45 min fur Uracil zu erkennen. Diese ersten Befunde wurden durch HPL C-
MS Messungen' bestétigt. Im Vergleich mit Standardlésungen wurden die
entsprechenden Molekulionen im MS (negative Elektrosprayionisation,
Direkteinlal®) von m/z =111,1 (M minus 1) fir Uracil und m/z = 125,1 (M
minus 1) fur Thymin gefunden. Die weitere Analyse der separierten Peaks
mittels IR und NMR bewiesen diese Befunde.

Cytosin hatte sich hingegen teilweise umgesetzt. Die Absorption bei 3.3 min
fUr Cytosin hatte sich zu Gunsten eines neuen Peaks bei 4,45 min verringert,
wobel beide Peaks etwa die gleiche Intensitét hatten.

! Die Messungen wurden am LC-MS System 1 (siehe S.114) mit einer Nucleosil 250/2 100-5 RP 18 Saule,
Laufmittel Wasser,iges/ Methanol: 90/10 + 1ml Ameisensdure,,. pro Liter und einem Flow von
0,02 ml/min durchgefihrt.
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Wegen der Ubereinstimmung der Retentionszeit des Produkts mit der von
Uracil wurde vermutet, dal3 sich Uracil gebildet hatte. Mittels
semipréparativer HPLC (Parameter 2) und nachfolgender Gefriertrocknung
der aufgefangenen Fraktion wurde das Reaktionsprodukt isoliert.

Das IR-Spektum zeigte die fur Uracil charakteristischen Carbonylbanden bel
1735 cm™, 1716 cm™ und 1644 cm™. AuRerdem war die NH,-Schwingung
bei 3381 cm* des Cytosins verschwunden.

Im '3C-Spektrum des Reaktionsproduktes war der Peak des quartdren
Kohlenstoffs, der die Aminogruppe trégt, leicht von 157 ppm zu 151 ppm
verschoben, wahrend die chemische Verschiebung des benachbarten
tertidren Kohlenstoffs von 92 ppm zu 100 ppm ins tiefere Feld gewandert
war (siehe Abbildung 3.1). Das Spektrum stimmte daher ebenfalls mit dem
von Uracil Uberein.

Abbildung 3.1 BC Spektren von Cytosin und Uracil

Einen weiteren Bewels fUr die Annahme es habe sich Uracil gebildet, stellte
das Direkteinlal3-Massenspektrum (Elektronenstoldionisation) dar. Sowohl
Uracil als auch das Reaktionsprodukt zeigten als Molektlpeak m/z = 112,3
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sowie die typischen Fragment-lonen m/z = 69,1 (C3H3NO) und m/z = 42,2
(CNO), wéhrend die fir Cytosin typischen Massen m/z = 1112
(Molekilpeak) und die Fragment-lonen m/z=832 (M -CNH;) und
m/z = 95,2 (M — NH,) fehlten.

Abbildung 3.2
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Anhand der Intensitéten der Peaks im HPLC-Chromatogramm konnte im
Vergleich mit entsprechenden Standards eine Umsetzungsrate von Cytosin
zu Uracil mit rund 50% bestimmt werden.

Dal3 sich aus Cytosin und NO Uracil gebildet hatte, war zunédchst ein
erstaunlicher Befund. Bedenkt man allerdings, dal3 NO-Gas stets Spuren von
NO, enthélt, wird dieses Ergebnis verstandlich. NO und NO, kénnen zu
N,Oz; synproportionieren, dem Anhydrid der salpetrigen Sdure. Das
Reaktionsmedium DM SO enthalt bis zu 0,2% Wasser, so dal3 sich aus dem
Anhydrid die Saure bilden kann. Durch eine einfache Diazotierungs-
Reaktion mit anschlieffender Hydrolyse wird nun die Aminogruppe des
Cytosins in eine Carbonylfunktion Uberfiihrt. Diese Reaktion ist bereits aus
der Literatur bekannt®o).
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Schema 3-1

Uracil

Cytosin

Zur Uberprifung dieser These wiederholte ich die Reaktion in DMSO
SeccoSolv® (hier ist der Wassergehalt <0,05%). Wie erwartet, entstand in

diesem Fall deutlich weniger Uracil ( nur etwa 10%).

Abschliel3end ist as Ergebnis festzuhalten, dal3 aus der Umsetzung von
Cytosin und NO kein Uracil entsteht, sondern diese Reaktion auf die oben

beschriebene Nebenreaktion zuriickzufthren ist.

Hier wird deutlich, wie wichtig es fur die Deutung der Reaktionen ist, daf
ausschliefdlich eine reaktive Spezies und diese in der hdchstmdglichen

Reinheit mit den Kernbasen reagiert.
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3.1.2 Ergebnisse der Umsetzungen mit Stickstoffdioxid

Nach den oben beschriebenen Befunden war es nicht verwunderlich, dal3 in
den analytischen HPL C-Chromatogrammen (Parameter 3) der Umsetzungen
von Uracil und Cytosin neben Spuren der Ausgangsverbindungen (Cytosin
4,49 min, Uracil 6,29 min) jewells ein weiterer Peak bel 7,11 min zu sehen
war.

Nach der Isolierung dieser Verbindung durch eine semipraparative HPLC
(Parameter 4) und anschlief?ende Gefriertrocknung wurde die Ubliche
Analytik durchgefiihrt.

Es zeigte sich, dai’ alle analytischen Daten identisch waren, also tatsachlich
das gleiche Produkt entstanden war.

Im *H-NMR-Spektrum von Uracil waren die Methin-Protonen as Dubletts
bei 7,39 ppm und 545ppm (J=7HZ) zu erkennen. Die chemische
Verschiebung der vicinalen Wasserstoffe des Cytosins betrugen 7,33 ppm
und 5,58 ppm (J= 7Hz). Das H in Position 5 ist in Cytosin gegeniiber dem in
Uracil leicht ins tiefe Feld verschoben, da die benachbarte Aminogruppe eine
stérkere Entschirmung bewirkt al's die Carbonylgruppe.

Die NH-Signale lagen im Spektrum von Uracil bei 11,02 ppm und
10,82 ppm, wéahrend die NH-Protonen von Cytosin zu 10,51 ppm (NH) und
7,07 ppm (NH,) verschoben waren.

Im Spektrum des isolierten Reaktionsproduktes waren nur noch drel
Singuletts mit identischen Integralen bel 12,24 ppm, 11,77 ppm und
8,86 ppm zu erkennen. Die Signale bel 12,24 ppm und 11,77 ppm konnten
durch D,0O-Zugabe geldscht werden, so dal3 es sich um OH- bzw. NH-
Gruppen handeln muf3te.

Diese Befunde deuteten auf eine Substitution am Ring hin.
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Abbildung 3.3 "H Spektren von Uracil, Cytosin und des Reaktions-

produktes
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Der Vergleich der **C-NMR-Spektren bestétigte diese Annahme. Wahrend
die Spektren von Cytosin und Uracil je zwei quartére Kohlenstoffatome mit
einer chemischen Verschiebung von etwa 167 ppm und 157 ppm bzw.
164 ppm und 151 ppm und zwei tertidre Kohlenstoffe bel Werten um
143 ppm und 92 ppm bzw. 142 ppm und 100 ppm zeigten, waren im
Spektrum des Produkts drel quartdre Kohlenstoffe bel etwa 155 ppm,
150 ppm und 125 ppm sowie ein tertidrer Kohlenstoff bei 148 ppm zu
erkennen.

Abbildung 3.4 BC Spektren von Cytosin, Uracil + Reaktionsprodukt

147.77

Produkt
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Mit Hilfe eines MS konnte nun die Art der Substitution aufgeklart werden.
Die Molekilmasse des Produktes im MS betrug m/z = 157,1. Die beiden
Hauptfragmente dieser Substanz waren m/z = 67 (C3HNO —typisches Ring-
fragment bei Pyrimidinbasen) und m/z=43 (CHNO -typisches
Ringfragment bel Pyrimidinbasen). Hieraus wurde deutlich, daf3 der
Pyrimidinring erhalten geblieben war. Als ein charakteristisches Fragment
dieser Substanz wurde m/z = 127 detektiert. Diese Masse entspricht genau
der Molekilmasse minus 30 und ist typisch fir Nitroverbindungen (NO als
Abgangsgruppe). Dies korreliert damit, dal3 ein nitrosubstituiertes Uracil die
Molmasse 157 g/mol besitzt. Es konnte sich aso nur um en

nitrosubstituiertes Uracil handeln.
Abbildung 3.5 MS des Produktes
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Die Position der Nitrogruppe konnte mit Hilfe der 'H-NMR aufgeklart
werden.

Der Wassarstoff in Position 6 ist wegen des geminalen Ringstickstoffs
stérker entschirmt as der in Position 5. Daher ist e um ca. 2 ppm weiter ins
tiefe Feld verschoben (7,3 ppm gegentber 5,4 ppm). Eine zusdtzliche
Nachbarschaft zu einer Nitrogruppe verstérkt diese Entschirmung zwar,
jedoch wirde dies keine Verschiebung um 3,5 ppm (von ca 5,4 ppm zu
8,86 ppm) bewirken. Daher hat die Substitution in Position 5 stattgefunden,
so dal? die chemische Verschiebung des Wasserstoffs in Position 6 um ca.
1,5 ppm (von ca. 7,2 ppm zu 8,86 ppm) weiter instiefe Feld gewandert ist.
Ein Vergleich der anaytischen Daten mit denen von authentischem
5-Nitrouracil bestétigte die These, dal3 es sich bei dem Reaktionsprodukt um
5-Nitrouracil handelt.
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Im Schema 3-2 ist der Reaktionsweg, welcher zum 5-Nitrouracil fihrt
dargestellt. Ein radikalisches Zwischenprodukt scheint plausibel zu sein.

So ist auch nur folgerichtig, dal3 die Pyrimidinbase Thymin (5-Methyluracil)
nicht mit NO, reagiert, da deren 5 Position durch eine Methylgruppe
blockiert ist.

Schema 3-2
NH, o
CH
NZ | HN | 3
O)\N 0”7 >N .
H Cytosin H Thymin
+ HNO,
+-NO/-NO,,
O O
H
NO
O)\N = HN02 )\
b °" N
Uracil 5-Nitro-uracil
O +NO,
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3.1.3 Ergebnisse der Umsetzungen mit Peroxynitrit

Alle drei Pyrimidinbasen wurden mit der in Abschnitt 2.4.3 beschriebenen
Methode zur Reaktion gebracht.

Nach den Umsetzungen mit Peroxynitrit wurde festgestellt, dal3 keine der
drei verwendeten Pyrimidinbasen mit Peroxynitrit reagiert hatte.

Dieses Ergebnis zeigte die anschlief?end durchgefiihrte Analytik. So hatten
sich die Retentionszeiten von Ausgangsstoffen und , Reaktionsprodukten“!
im HPL C-Chromatogramm (Parameter 5) nicht verandert. Auch waren keine
weiteren Peaks hinzu gekommen. Da diese Untersuchungen mit einem DAD
gemacht wurden, konnten zusétzlich die UV-Spektren zur Auswertung
herangezogen werden. So konnte festgestellt werden, dal3 auch die UV-
Spektren von Edukt und Produkt identisch waren.

Zur Absicherung dieser Ergebnisse wurden alle Reaktionsansdtze mit der
LC-MS (System 2) vermessen. Fir alle erhatenen Peaks konnte zweifelsfrei
die Molmasse der jewells verwendeten Edukte wieder detektiert werden.
Daher kann mit Sicherheit gesagt werden, dal3 Peroxynitrit keine Reaktionen
mit den Pyrimidinbasen eingegangen ist.

Diesist ein Uberraschender Befund, da Peroxynitrit bei pH-Werten unter 7,5
(wie bereits beschrieben) als aulerst reaktives Molekil gilt. Besonders
Uberraschend war, dal? die Aminogruppe vom Cystein erhalten blieb.

Alle Pyrimidinbasen wurden zusétzlich mit den mdglichen Zerfall sprodukten
von Peroxynitrit zur Reaktion gebracht. Weder mit entsprechenden
Losungen von H,0O,, Nitrit und Nitrat konnten Reaktionen beobachtet
werden (pH-Werte wie in den Methoden zur Umsetzung mit Peroxynitrit
beschrieben).

1 Cytosin 3,96 min
Uracil 4,72 min
Thymin 9,32 min
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3.2 Reaktionen der Purinbasen mit den reaktiven Spezies

Die Purinbasen Guanin und Adenin wurden gemald den in Abschnitt 2.4.
beschriebenen Verfahren mit NO, NO, und Peroxynitrit umgesetzt.

Die Aufarbeitung und Identifizierung der Produkte bereitete erheblich
grofdere Schwierigkeiten als bel den Pyrimidinbasen. Dies lag zum einen an
den geringen Umsetzungsraten, zum anderen daran, dal3 sich teilweise eine
Vielzahl von Produkten gebildet hatte.

Aus diesen Griinden standen nach der Aufarbeitung mittels semipraparativer
HPLC oft nur sehr geringe Substanzmengen zur Strukturaufklérung zur
Verflgung.

3.2.1 Ergebnisse der Umsetzungen mit Stickstoffmonoxid

Guanin ist aulderst schwer l6slich in allen organischen Lésungsmitteln und in
Wasser. Daher mufdte in diesem Fall die Suspension in DM SO zur Reaktion
gebracht werden. Wahrend der NO-Einleitung war optisch keine
Veranderung des Reaktionsansatzes zu erkennen. Nach der Beendigung des
Versuchs wurde der Ruckstand abgetrennt und untersucht. Anhand des IR-
und des Massenspektrums konnte dieser zweifelsfrei as nicht umgesetztes
Guanin identifiziert werden.

Der verbliebene Uberstand wurde mittels analytischer HPLC (Parameter 6)
untersucht. Zur Bestimmung wurde ein DAD eingesetzt. Im entstandenen
Chromatogramm war lediglich ein Peak bei 5,03 min und das UV Spektrum
von Guanin zu sehen (&, =245nm, & =273 nm) so dal} keine Reaktion
stattgefunden haben konnte.

Beim Adenin war dies anders, da Adenin vollkommen in DM SO |6slich war
und dadurch nicht als Suspension eingesetzt zu werden brauchte. Die
chromatographische Untersuchung der Reaktions 6sung von Adenin mit NO
(Parameter 7) ergab, dal3 sich Adenin zu einem geringen Tell umgesetzt
hatte. Neben dem Adeninpeak bei 10,7 min war ein weiterer kleiner Peak bel
9,35 min zu erkennen. Da aus der Umsetzung von Cytosin mit NO bekannt
war, dal} die Mdglichkeit der Substitution der Aminogruppe durch eine
Carbonylfunktion besteht (siehe Schema 3-1), war eine Reaktion zu
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Hypoxanthin wahrscheinlich. Diese Moglichkeit sollte durch die sich
anschlieffende Analytik geklart werden.

Beim Vergleich der Retentionszeiten aus der HPLC Trennung der Produkte
mit den Standardsubstanzen Adenin und Hypoxanthin konnte eine
Ubereinstimmung festgestellt werden. Dies war das erste Ergebnis, welches
die Moglichkeit der Hypoxanthinbildung bestatigte.

Um diesen Befund abzusichern, wurden nun LC-MS Messungen
durchgefiihrt. Dabei ergab sich fir den Produktpeak eine Masse von
m/z = 137,1*. Die Molmasse des Produktes konnte also mit 136,1 g/mol
bestimmt werden. Bel hdherer Fragmentierungsspannung traten auch die fur
das Hypoxanthin unter diesen Bedingungen typischen Fragment-lonen auf
(m/z =120,0; m/z =110,1 ; m/z = 93,0).

Unter gleichen Mef3bedingungen wurde der Hauptpeak vermessen. Dabel
wurde ein Molekllpeak von m/z = 136,1, welcher einer Molmasse von
135,1 g/mol entspricht, gefunden. Auch hier konnten die typischen
Fragment-lonen (m/z = 119,0 ; m/z = 109,1 ; m/z = 92,1)) vom Adenin bel
hoherer Fragmentierungsspannung detektiert werden.

Schema 3-3
NH, o)
H
N/ N\ \N N
N—Qe —mM8M > \
SN v ﬁ*
H N \ H N \
H H

Durch den Vergleich der Peakflachen von Standards mit den Produkten
konnte eine Umsetzungsrate zu Hypoxanthin von etwa 2% bestimmt werden.
Auf Grund der analytischen Ergebnisse und wegen der geringen
Umsetzungsrate wurde auf eine Isolierung und weitere Untersuchung des
Produktes verzichtet.

Zur Uberpriifung, ob auch hier das Wasser des verwendeten DM SO an der
Reaktion beteiligt war, wurde wie in Abschnitt 3.1.1 die Reaktion in DM SO
SeccoSolv® wiederholt. Wie erwartet, entstand in diesem fast kein
Hypoxanthin mehr.

Y Im API-ES-positiv (100V Fragmentierungsspannung ). Die Molekillmasse plus 1 wird detektiert.
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3.2.2 Ergebnisse der Umsetzungen mit Stickstoffdioxid

Nach der in Abschnitt 2.4.1 beschriebenen Umsetzung wurde Adenin mit
Stickstoffdioxid (NO, ) zur Reaktion gebracht.

Im Anschlul3 daran wurde eine HPLC Untersuchung durchgefihrt
(Parameter 8). In diesem Chromatogramm war zu sehen, dal3 der
Adeninpeak bel 19,74 min zu Gunsten eines neuen Peaks bei 9,13 min fast
vollstdndig verschwunden war. Im Anbetracht der Retentionszeit des
Produktpeaks lag die Vermutung nahe, es habe sich auch diesmal
Hypoxanthin gebildet.

Das Produkt wurde nun wie in Abschnitt 2.5 beschrieben isoliert.

Das 'H-NMR Spektrum mit Pesks bei 8,13 ppm und 7.99 ppm fir die
CH-Protonen stimmten mit dem des Hypoxanthin-Standards tberein. Auch
die Signale fir die NH-Protonen bel 12,24 ppm in Position 9 und 13,36 ppm
in Position 1 konnten in beiden Spektren festgestellt werden.

Abbildung 3.6 "H-Spektrum Reaktionsprodukt
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Ein Vergleich der Massen- und der IR-Spektren von Produkt und
Hypoxanthin-Standard bestétigte nochmals diesen Befund.
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Fur das Produkt konnten im MS' ein Molpeak bei m/z=136,1 und die
charakteristischen Fragmente bei

- m/z = 108,0 (M minus CO)
- m/z = 81,0 (108 minus CHN, weiterer Abbau des 6-Ringes) und
- m/z = 54,0 (81 minus CHN)

deutlich erkannt werden.
Im IR-Spektrum ist ein Carbonylpeak bei 1674 cm™ hinzugekommen und es
fehlten die Signale fir die Aminogruppe aus dem Adenin.

Schema 3-4
NH, o)
H
N/ N\ \N N
NO, — - \
)\\ | N>7H ' : )\\)tN}H
H N \ H N \
H H

! DirekteinlaRMS mit ElektronenstoBonisation (MS-System 2).
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Die Aufklarung der Reaktion von Guanin und NO, gestaltete sich erheblich
schwieriger. Guanin mufite wiederum al's Suspension eingesetzt werden.

Schon zu Beginn der NO,-Einleitung begann der Niederschlag in Lésung zu
gehen und nach etwa 10 min lag eine klare tannengriine Losung vor. Nach
Entfernung des restlichen Stickstoffdioxids blieb eine klare, schwach orange
geférbte Reaktionsl 6sung zurtick.

Die sich anschlieffende chromatographische  HPLC-Untersuchung
(Parameter 9) der Reaktions0sung zeigte eine Vielzahl von Signalen, unter
denen sich zwel Hauptprodukte mit Retentionszeiten von 18,41 min und
22,66 min befanden.

Abbildung 3.7 Chromatogramm aus Guanin + NO,
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Diese beiden Hauptprodukte wurden nun mit der LC-MS untersucht
(Cl positiv, Parameter 10). Dadurch konnte den Hauptsignaen im
Chromatogramm (im Folgenden nur noch Peak 1 und Peak 2 nach ihrer
Elutionsfolge genannt) eine Molmasse von 152,1 g/mol fir Peak 1 und
197,1 g/mol fir Peak 2 zugeordnet werden. Detektiert wurden im LC-MSdie
M plus 1 Signale, also m/z = 153,1 und m/z = 198,1.

Durch eine Diazotierung mit anschlief3ender Hydrolyse (siehe Schema 3-1
auf Seite 71) wirde Guanin zu Xanthin umgesetzt werden, welches eine
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Molmasse von 152,1 g/mol besitzt. Eine eventuelle Nitrierung von Xanthin
wirde zu einem Nitroxanthin mit einer Molmasse von 197,1 g/mol fuhren.

Um die Identitét der beiden Hauptprodukte zu klaren, wurden die beiden
Hauptprodukte gesammelt (Parameter 9, siehe Abbildung 3.7) und wie unter
2.5 beschrieben aufgearbeitet. Dabei wurden geringe Mengen einer weil3en
(Peak 1) und einer gelben Verbindung (Peak 2) erhalten. Da die Ausbeute
jewells weniger als 4mg betrug, wurde von den Verbindungen ein
hochaufl6sendes EI-M S angefertigt. Fur die Verbindung Peak 1 konnte eine
Molmasse von 152,033410 g/mol ermittelt werden. Dies entspricht einer

4
Zusammensetzung von CsH;N4O.u  (Basispeak: rel. Int. 100%).

Als charakteristische Fragment-lonen konnten

If. Nr.|rel. Int. | gefundene Masse| Summenformel Zuordnung

1 |490%| 10902764 CuH:NsOU M - CO/NH

2 |506% | 81,032716 CaHaNsU M - CO/NH/O!

3 |328% | 54,021553 CH,N,u | M - CO/NH/O/CNH?
detektiert werden.

Weiterhin sind FAB™-Experimente mit der Verbindung 1 gemacht worden.
Ein Molpeak bel m/z = 151,1 g/mol wurde detektiert. Hierbei konnen zwar
weniger strukturelle Informationen gewonnen werden, jedoch ist die
Molmasse der Verbindung abgesichert (152,1 g/mol). Diese beiden
Ergebnisse korrelieren vollkommen mit dem des vermessenen Xanthin-
Standards. Alle weiteren anaytischen Daten entsprachen ebenfalls denen
von Xanthin,

Fur Peak 2 wurden die gleichen Untersuchungen durchgefihrt. Auch hier
sind die ersten Informationen zur Molmasse mittels LC-M S erhalten worden.
Im Cl-minus-Spektrum (Parameter 10) konnte deutlich ein Molekulsignal
von m/z = 196,1 detektiert werden (Molmasse = 197,1 g/mol). Als Fragment-

! Weiterer Zerfall des 6-Ringes.
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lonen konnten m/z=180,1 (M-O) und m/z=157,1 (M-NO) detektiert
werden.

Bei der hochauflésenden MS bereitete diese zweite Verbindung jedoch
unerwartete Schwierigkeiten. Die unter Elektronenstold herrschenden
drastischen Bedingungen liefen es nicht zu, ein hochauflésendes MS
anzufertigen. Der zu erwartende Molpeak bei m/z = 196,1 konnte nicht in
der entsprechenden Intensitét detektiert werden. Verunreinigungen fuhrten
zu thermischen Umlagerungen und dadurch zu diesem Massenspektrum.
Auch das noch angefertigte FAB™-Spektrum liel? keine eindeutige Klarung
zu. Dieses Ergebnis Uberraschte jedoch nicht, da fir die bei FAB'-
Experimenten herrschenden milden Bedingungen leicht zu protonierende
Gruppen (wie z.B. -NH,) im Molekul enthalten sein missen. Damit wurde
die Vermutung, es handle sich um en nitriertes Xanthin, erhartet.

Im Gegensatz dazu ergab das FAB™Spektrum einen deutlichen Peak bel
m/z = 196. Nach Auswertung wurde eine Summenformel von CsHsNsO,
bestimmt. Auch die fir eine Nitroverbindung charakteristischen Fragmente
von m/z = 166 (M-NO), m/z =151 (M-NO,) und m/z = 180 (M-O) konnten
nachgewiesen werden. Im Xanthin ist die wahrscheinlichste Stelle fir eine
Nitrierung die 8-Position. 8-Nitroxanthin ist literaturbekannt und erstmals
1993 von Pfleiderer 19) beschrieben worden.

Schema 3-5
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Von Prof. Pfleiderer konnte eine geringe Menge Referenzsubstanz erhalten
werden.

Nach Vergleich der damit erhaltenen analytischen Daten war es nun sicher
moglich, auch ohne das fehlende EI-M S die von mir separierte Verbindung 2
(Peak 2) als 8-Nitroxanthin zu bestimmen.
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3.2.3 Ergebnisse der Umsetzung mit Peroxynitrit

Die Reaktion von Guanin mit Peroxynitrit wurde bereits von Yermilov et. al.
beschriebeniod) . Sie versetzten Guanin mit einem 10-fachen Uberschul? an
Peroxynitrit und erhielten 8-Nitro-guanin in ca. 7%iger Ausbeute’. Dass hier
Guanin in L6sung eingesetzt wurde, ist nach den beschriebenen Ergebnissen
wenig wahrscheinlich. Bel alen Untersuchungen mufdte Guanin wegen der
geringen Lodichkeit in jeglichen Ldsungsmitteln as Suspension mit
Peroxynitrit zur Reaktion gebracht werden.

Wahrend der Reaktion (Methode 1, Seite 121) farbte sich der Ansatz braun
und der Niederschlag blieb bestehen. Nach Filtration des auf3erst feinen
Niederschlags® wurde dieser as Guanin identifiziert. Der Hauptanteil des
Edukts hatte sich nicht umgesetzt. Der verbliebene Uberstand wurde mittels
analytischer HPLC untersucht (Parameter 11), wobei der DAD sich as sehr
hilfreich erwies.

Bei einer Wellenlange von 265 nm war ein Hauptpeak bei 3,15 min zu
sehen, welcher in Retentionszeit und UV-Spektrum mit Guanin
Ubereinstimmt. Bel einer Wellenldnge von 400 nm waren zwel weitere
Hauptpeaks mit Retentionszeiten von 5,33 min und 7,24 min zu erkennen.

Abbildung 3.8

4 87 (Peak 1) T B,28 [Guaninj

(Peak 2) 590

300 nim

H 400 nm

= T I T
4 50 min 5,50 min E 50 min T 50 min

! bezogen auf die Ausgangskonzentration
2 Eswurde durch einen Millipore-Membranfilter filtriert.
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Der Uberstand wurde jetzt noch mit der LC-MS vermessen (Parameter 10,
lonisierung APCI positiv). Fir beide Peaks (400 nm) konnten m/z = 197
sicher detektiert werden (ergibt eine Molmasse von 196,1 g/mol). Auch
konnten jeweils Peaks bei m/z = 167,1 (M-NO) nachgewiesen werden.

Die Molmasse von 196,1 g/mol entspricht der eines nitrierten Guanins. Alle
von mir erhaltenen Daten des ersten Peaks stimmen mit den Ergebnissen von
Yermilov Uberein, so dal3 es sich beim ersten Peak um 8-Nitroguanin handeln
durfte. Da aber auch der zweite Peak eine Molmasse von 196,1 g/mol besitzt,
konnte es sich um ein Isomer handeln. So ist es vorstellbar, dal’ es sich bel
Peak 2 eventuell um eine N-Nitroverbindung' oder sogar eine Oxo-Nitroso-
Verbindung, also einen Salpetrigsaureester, handeln kénntes).

Schema 3-6

0 0 0
N N O,N_ N
HN =N-O- HN N
ﬁi\> e A e I D
N N N\
N N N
HN™ N7 N HNT N7 RN HN" NT N

8-Nitroguanin 1-Nitroguanin ??

Dadurch wurde der Befund von Yermilov et. al. bezlglich des ersten Peaks
betétigt. Der zweite Peak war in seiner Intensitét geringer. In der oben
erwahnten Vertffentlichung ist jedoch nur der erste Peak beschrieben und
ausgewertet worden.

Die Umsetzung mit Methode 2 aus Abschnitt 6.2.5 erbrachte keine anderen
Ergebnisse. Die eingesetzte Suspension férbte sich allerdings nicht braun.
Der Guaninpeak nahm mit zunehmender Peroxynitritzugabe kontinuierlich
ab.

Wie beschrieben, mufde Guanin schon als Suspension zur Umsetzung
eingesetzt werden. Da die Reaktionsprodukte nur in sehr geringen Kon-
zentrationen detektiert werden konnten, war mit den zur Verfligung stehen-
den analytischen Methoden eine weitere Aufarbeitung der Umsetzungen
zeitlich nicht vertretbar, zumal die unbekannte Substanz 2 (Peak 2) noch in

! griza et.al. 102)

86



deutlich geringerer Konzentration als Substanz 1 (Peak 1) vorlag (siehe
Abbildung 3.8).

Auch die Umsetzung von Adenin mit Peroxynitrit wurde nach beiden in
Abschnitt 6.2.5 beschriebenen Methoden durchgefthrt. Dabei  konnte
festgestellt werden, dald bei einmaliger Zugabe der Peroxynitritmenge
(Methode 1) eine geringere Umsetzung zu den Reaktionsprodukten stattfand
als nach wiederholter Zugabe &quimolarer Mengen Peroxynitrit (Methode 2).
Allerdings hatte sich Adenin auch hier nur zu etwa 6% umgesetzt.

Die Produkte wurden mittels semipréparativer HPLC (s. Abbildung 3.9;
Parameter 12) aus dem Reaktionsansatz nach Methode 1 isoliert. Die
Aufarbeitung erfolgte nach dem in Abschnitt 2.5 beschriebenen Verfahren.

Abbildung 3.9  semipraparative HPLC von Adenin + Peroxynitrit
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Nach Auswertung der analytischen HPLC (s. Abbildung 3.10; Parameter 13)
mit dem DAD konnten neben dem verbliebenen Adenin bel 17,24 min zwel
weitere Produkte bei 4,39 min (Peak 1) und 10,58 min (Peak 2) detektiert
werden. Fur die erfolgreiche Trennung der Peaks war hier die spektrale
Information aus dem DAD von groflder Bedeutung. So wurde die
Wellenlange von 330 nm nach 19 min auf 254 nm gedndert, da sonst Adenin
nicht detektierbar gewesen wére und die Kontrolle der Trennung von Peak 2
und Adenin nicht gelungen wére.
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Abbildung 3.10 HPLC Chromatogramm aus Adenin + Peroxy-
nitrit nach 15-fachem Peroxynitritiiberschuss
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Die beiden Peaks konnten erst nach 5fachem molarem UberschuR an
Peroxynitrit sicher mit dem DAD bestimmt werden. Ein stetiger Anstieg
beider Peaks, mit gleichzeitig abnehmendem Adeninsignal, konnte bis zum
Ende der Umsetzung beobachtet werden.

Der in Abbildung 3.10 nicht dargestellte Bereich von 0 min bis ca. 4,5 min
enthdt Zersetzungsprodukte des Peroxynitrits. Der Nachweis dartiber wurde
Uber die Injektion von zersetztem Peroxynitrit gefuhrt. Hierzu wurde
Peroxynitrit ohne Substrat mit Salzsdure auf pH 6 gebracht und mittels
HPL C getrennt.
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Durch Kontrolle der Reaktionslésung mittels LC-MS' wurde fiir beide
Produktpeaks im Chromatogramm ein Molpeak von m/z = 181,0 ermittelt
(APCI positiv). Beide Produkte besitzen nach der LC-MS Messung eine
Molmasse von 180,0 g/mol.

Die nach der Aufarbeitung erhaltenen Mengen Substanz beliefen sich fir
beide Substanzen auf unter 1 mg. Mittels hochauflésender MS wurde nun
von beiden die Summenformel bestimmt. Dabel konnte zweifelsfrel fest-
gestellt werden, dal3 beide Verbindungen eine Molmasse von 180,0 g/mol
besitzen.

Peak 1:
- Molekiilpeak: m/z = 180,039520 = CsHNeO,i1 (gefunden)
- Molekiilpeak: m/z = 180,039580 = CsH,NsO,0i " (berechnet)

Als charakteristische Fragment-lonen konnten

If. Nr.| rel. Int | Gefundene Masse | Summenformel Zuordnung
1 | 17% | 150,041590 CeHaNOU -NO
2 |69,3% 134,04658 CeHaN<ll -NO,
3 |212%| 10804351 CHNLU If. Nr. 2-CN
Gefundene Masse als m/z
detektiert werden.

! Eswurden beide Lésungen (erhalten aus Methode 1 und 2) mit der LC-M S vermessen.
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Als Fragmentierungsmuster fir das lon m/z = 150 (C5H4N51‘i+ der Substanz 1
ist vor eventueller Abspaltung der Nitrosogruppe in Position 9 oder 7
(Tautomerie der Protonen) folgender weiterer Abbau mdéglich:

- +
N\
\CH CNO
N/ pm=42
\
O

" [CeHNgl + m/iz =150

NH,

N/ /N\

A

H N

CH

[CHN, +miz=108

Dieser Abbau ist fir Nitrogruppen im EI-M S nicht ungewoéhnlich.

Peak 2:

- Molekiilpesk: m/z = 180,039620 = CsHNeO,i (gefunden)
- Molekiilpeak: m/z = 180,039580 = CsH,NsO,li (berechnet)

Als charakteristische Fragment-lonen konnten fir Peak 2

If. Nr.| rel. Int | Gefundene Masse | Summenformel Zuordnung
1 |433%| 150,041590 C<HN=OU -NO
2 | 14,3% 123,03073 C,HN,OU If. Nr. 1-HCN
3 |134%|  107,03587 CiHaNLU If. Nr. 1-CHNO
Gefundene Masse als m/z
detektiert werden.

Auch der weitere Abbau aus m/z = 107 durch HCN Abspaltung (m/z = 80
und m/z = 53) ist durch die gemessenen Daten moglich.
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Aus den Informationen zur Summenformel konnte geschluf¥folgert werden,
dal3 die Aminogruppe des Adenin erhalten geblieben war. Des weiteren mul3
eine Nitrogruppe in das Adeninmolekil eingefihrt worden sein. Dies
beweisen die Fragmentierungen, die fur Nitroverbindungen typisch sind.

Auch das FAB™- und FAB -Spektrum von beiden Substanzen stiitzt die
Vermutung, dal3 es sich in beiden Féllen um stellungsisomere Nitroadenin-
Verbindungen handeln muf3. Die wahrscheinlichsten Positionen im Adenin
sind die Ringatome 8, 2 und 7/9 (Tautomerie).

Eine Zuordnung der entsprechenden Position fir die Nitrierung des Adenins
konnte nur aus den jeweiligen Fragmentierungsmustern der Verbindungen
und aus dem *H-NMR geschluffolgert werden.

Die NH,- und die NH-Signae der 'H-NMR-Spektren beider Produkte
konnten mit Hilfe eines D,O Austausches identifiziert werden.

Bei Peak 1 wurde das Signal bei 13,91 ppm, bei Peak 2 die Signale bei 6,69
und 8,36 ppm durch D,O Zugabe geldscht (siehe Tabelle 3.1), so dal? eine
Zuornung der Signale moglich war.

Aus den 'H-NMR-Spektren der Produkte ist zu erkennen, daR es sich bei
Verbindung ,,Peak 1“ um das 7- bzw. 9-Nitroadenin handeln sollte, da das
NH-Signal verschwunden ist, aber noch beide CH-Signale vorhanden sind.

Tabelle 3.1  Chemische Verschiebungen im 'H-NMR-Spektrum
(Angaben in ppm)

Adenin Peak1 Peak2
NH, 7,09 13,91 6,69
NH 12,79 - 8,36
H2 bzw.H8 | 8,12/8,10 8,52/ 8,47 8,03
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Bei der Verbindung in Peak 2 hingegen ist das NH-Signal bei 8,36 ppm noch
vorhanden, aber es existiert nur noch ein CH-Signal. Daher mul3 entweder
das 2- oder das 8-Nitroadenin vorliegen. Um herauszufinden welches der
beiden Isomere entstanden war, wurden die mesomeren Grenzstrukturen der
Verbindungen herangezogen.

Schema 3-7 Mesomere Grenzstrukturen von 2- und 8-Nitroadenin
NH, NH,
- + NS - +)\ = +
O— N O—\ =z N
N N N N
1 H | H
O 2-Nitroadenin O~
+
NH, NH,
N ~ N + /O ) N /N + /O B
k | \ N\\ m — N\
~ : P > -
N o N @)

8-Nitroadenin

8-Nitroadenin ist ein Polymethin mit elf Kettengliedern, bei dem auch die
Aminogruppe in die Mesomerie mit einbezogen ist. Bei 2-Nitroadenin liegt
ebenfalls ein Polymethin vor, welches aber nur aus neun Kettengliedern
besteht und bei dem die Aminogruppe nicht zum mesomeren System gehort.
Vergleicht man das 'H-NMR-Spektrum der Verbindung mit dem von
Adenin, so stellt man fest, dal3 das NH,-Signal schwach von 7,09 ppm nach
6,69 ppm hochfeldverschoben ist. Wirde es sich bel der Verbindung um
8-Nitroadenin handeln, so ware die NH,-Gruppe durch die partielle positive
Ladung stark entschirmt. Daher mufde das Signal weit ins tiefe Feld
verschoben sein.

Aus diesen Uberlegungen 143t sich ableiten, dal es sich bei der gesuchten
V erbindung um 2-Nitroadenin handeln mifite.

Bei einem 7- bzw. 9-Nitroadenin ist eine Mesomerie nur in viel geringerem
Umfang moglich. Das mesomere System besteht jeweils aus nur drel
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Kettengliedern®, und bei beiden Verbindungen nimmt die NH,-Gruppe nicht
an der Mesomerie teil. Das NH,-Signal ist allerdings von 7,09 ppm im
Adenin nach 13,91 ppm stark ins tiefe Feld verschoben, so dal3 die
elektronische Umgebung durch die Einfthrung der Nitrogruppe erheblich
verandert sein mul3. Im 7-Nitroadenin liegen die beiden Gruppen raumlich
sehr nah beieinander, was eine derart starke Verschiebung bewirken konnte.
Allerdings ist die Aminogruppe im 9-Nitroadenin Teil eines vinylogen
Nitroguanins, so dal3 auch in diesem Fall eine derartige Tieffeldverschiebung
zu erwarten wére. Daher kann die Verbindung ,,Peak 1 keiner der beiden
moglichen Strukturen eindeutig zugeordnet werden.

Schema 3-8
NH,
NHz NO
| 2 N N
NZ SN k [
\ +
L\ | >/ N- )
N +
N 7/ \
-0” o-
7-Nitroadenin 9-Nitroadenin

Um zu kléren, ob tatsachlich das Peroxynitrit fur die Reaktionen
verantwortlich war, wurde der Versuch wiederholt, wobei dem Reaktions-
ansatz vorher verschiedene Peroxynitritscavenger hinzugegeben wurden. Als
Scavenger wurden Methionin3) und Mangan(ll1)tetrakis(4-benzoe-
saure)porphyrin (MnTBAP)79, 104, 105, 106) verwendet.

Wahrend Methionin nach jeder Peroxynitritzugabe in quimolaren Mengen
zugegeben wurde (Inhibition durch Reaktion zu Methioninsulfoxid und
Ethylen), wurde MNnTBAP mit einer Konzentration von 1%, bezogen auf die
Konzentration von Adenin, als katalytisch wirkender Feststoff dem
Reaktionsansatz hinzugefigtios). Zur Regeneration des Katalysators wurde
zusétzlich Ascorbat zugegeben.

Die Umsetzungen erfolgten nach Methode 2 (siehe Seite 122).

! Ubereinstimmend mit den mesomeren Grenzstrukturen ist die wei R Farbe von Peak 1 und die gelbe von
Peak 2 (siehe auch die UV-Spektren in Abbildung 3.10).
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Anschlieffend wurde die Lésung diinnschichtchromatographisch® untersucht,
der eine HPLC Untersuchung folgte. Da Methioninsulfoxid mit einem UV
Detektors nicht detektiert werden kann, wurde hier lediglich nach den
Reaktionsprodukten, wie sie ohne Zusatz von Scavenger entstanden
entstanden waren, gesucht. Entstandenes Methioninsulfoxid wurde nach
erfolgter Duinnschichtchromatographie mittels Ninhydrinreaktion detektiert.
Hierbei wurde nicht abreagiertes Methionin mit erfaldt. Weder auf der DC
noch im HPLC-Chromatogramm waren Hinweise fur entstandene
Reaktionspodukte zu finden.

Analoge Untersuchungen erfolgten fur das MnTBAP. Weder die DUnn-
schichtchromatographie® noch die nachfolgende HPL C-Untersuchung liel}en
Reaktionsprodukte erkennen..

Beide Purinbasen wurden zusétzlich mit den mdglichen Zerfallsprodukten
von Peroxynitrit zur Reaktion gebracht. Weder mit entsprechenden
L 6sungen von H,0O, , Nitrit und Nitrat konnten Reaktionsprodukte ermittelt
werden (pH-Werte wie in den Methoden zur Umsetzung mit Peroxynitrit
beschrieben).

! Laufmittel:  n-Buthanol/Ammoniak 25% (3:1 v/v), Kieselgel + RP 18 Platten
2Methode 1:  n-Buthanol/Ammoniak 25% (3:1 v/v), Cellulose + RP 18 Platten,
Methode 2 Laufmittel A: n-Buthanol/Aceton (1:1 v/v)
Laufmittel B: Eisessig/Wasser (1:2 viv)
Laufmittel: 56 mL Laufmittel A + 24 ml Laufmittel B mit Cellulose + RP 18 Platten
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4 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es die Darstellung und die Reaktionen von
aktiven Stickstoffspezies mit DNA/RNA-Tellstrukturen hinsichtlich der
beobachteten mutagenen Schadigungen der Erbsubstanz durch endo- oder
exogen gebildetem Stickstoffmonoxid und seiner reaktiven Folgeprodukte zu
untersuchen.

Diese pathologischen Verdnderungen sind das Ergebnis eines multi-
faktoriellen Geschehens, das im Wesentlichen durch aktivierte Stickstoff-
und Sauerstoffverbindungen verursacht wird. Pathologisch bedeutsam ist die

Bildung von Peroxynitrit (ONOO") aus Stickstoffmonoxid-Radikal® (NO)
und dem in vivo ubiquitér durch die NADPH-Oxidase gebildeten Superoxid-
anion-Radikal (O, ). Sowohl O, " as auch NO gehdren zu den reaktiven,
instabilen Radikalen. Somit ist es nicht verwunderlich, dal3 sie aufRerst
schnell zu Peroxynitrit als Hauptreaktionsprodukt reagieren. Diese Reaktion
lauft etwa dreimal schneller ab als die Dismutierung von O, = durch

Superoxiddismutase. Dies bedeutet, dal’ durch vermehrte O, -Bildung die
physiologischen Funktionen von NO sehr ausgepragt gehemmt werden
konnen. AulRerdem stellt Peroxynitrit ein starkes Oxidans dar, welches
Zellmembranen durchdringen kann. Beim Zerfall des Peroxynitrit werden
Nitrierungs- und Oxidationsreaktionen beobachtet. So stellt die Nitrierung
von Tyrosin zum 3-Nitrotyrosin eine Markerreaktion fur in vivo entstandenes
Peroxynitrit dar.

Als allgemeine Uberlegungen sind deshalb voranzustellen:

Welche reaktiven Spezies werden fir die durchzufihrenden Reaktionen
ausgewahlt?

Mit welchen DNA/RNA Teilstrukturen werden die Reaktionen
durchgefihrt?

Entstehen eventuell mehrere Substanzen mit den reaktiven Spezies?

Konnen Leitverbindungen fir die durchgefihrten Reaktionen gefunden
werden?

! Stickstoffmonoxid ist im Grundzustand ein radikalisches Molekiil (siehe Abbildung 1.2).
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Bei der Auswahl der reaktiven Spezies mul3 vor allem das Stickstoffmonoxid
als das biologisch aktive Molekil eingesetzt werden.

Eine weitere reaktive Spezies ist das Peroxynitrit, welches durch die hohe
Geschwindigkeitskonstante bel der Bildung in vivo und seiner Reaktivitét
von grol3er Bedeutung bel Reaktionen mit DNA/RNA Tellstrukturen sein
muf3. Da fur das Peroxynitrit auch Nitrierungsreaktionen beobachtet worden
sind (siehe oben), ist der Vergleich der Reaktionsprodukte, wie sie aus der
Reaktion von DNA/RNA Tellstrukturen mit Stickstoffdioxid oder Peroxy-
nitrit entstehen, wichtig. Bilden sich sogar gleiche Reaktionsprodukte, sind
zusétzlich Aussagen zu eventuell ablaufenden Zerfallsreaktionen des
Peroxynitrit moglich. Aul3erdem wird bel der Reaktion von Peroxynitrit ein
Zerfall unter Bildung von OH- und NO,-Radikalen diskutiert, die dann die
eigentlichen Reaktionspartner fur die biologischen Zielstrukturen darstellen.
Aus diesen Grinden wird neben Stickstoffmonoxid und Peroxynitrit auch
Stickstoffdioxid als reaktive Spezies verwendet.

Als DNA/RNA Teilstrukturen bieten sich die entsprechenden Purin- und
Pyrimidinbasen Adenin, Guanin, Cytosin, Uracil und Thymin an. So kénnen
im Einzelfall die Reaktionen der reaktiven Spezies mit den entsprechenden
DNA/RNA-Bausteinen untersucht und anschlief3end miteinander verglichen
werden.

Alle reaktiven Spezies (NO, NO, und ONOO ) wurden in hdchst moglicher
Reinheit zur Reaktion gebracht. Da Peroxynitrit im Gegensatz zu NO und
NO, nicht kauflich erworben werden konnte, mufdte es hergestellt werden.
Aus der Vielzahl der in dieser Arbeit beschriebenen Moglichkeiten wurden
die folgenden beiden Md&glichkeiten im Labor etabliert. Aus der Reaktion 1
von Kaiumsuperoxid (KO,) mit NO-Gas entsteht das chemisch reinere
Peroxynitrit. Nachteil ist der hohe apparative und zeitliche Aufwand. Uber
Reaktion 2 lassen sich mit Hilfe eines ,,Quenched Flow*“-Reaktors grofiere
Mengen  Peroxynitrit relativ  schnell  herstellen, wobei  hohe
Salzverunreinigungen durch die verwendeten Edukte in Kauf genommen
werden miissen.

Reaktion 1. KO, mit NO-Gas unter Sauerstoffausschlufd

K'Oy ™ + NO = K"ONOO
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Reaktion 2:  Wasserstoffperoxid mit salpetriger Saure im ,, Quenched
Flow" -Reaktor

a) HNO, + H* —  » NO' + H,O
b) H202 + NO+ e ONOOH + H+
) ONOOH + OH’ ONOO  + H,0

Nach Umsetzung der Purin- bzw. Pyrimidinbasen mit den reaktiven Spezies
konnte ein funktionsfahiges Modell zur Analytik der Reaktionsprodukte
entwickelt werden. In der folgenden Abbildung ist der prinzipielle Ablauf
schematisch dargestellt.

Abbildung 4.1

VN

'

semipriparative HPLC

Reaktionsprodukte (Fraktionssammlung)
in Losung i

Aufarbeitug mittels
Gefriertrocknung

Reaktionsprodukte als Feststoff
strukturaufklirende Analytik -

LC-MS, GC-MS, DirekteinlaB-MS
1H-NMR, 38C-NMR
IR-Spektroskopie

UV/VIS Spektroskopie
Elementaranalyse

Die entstandenen Reaktionsprodukte sind in den folgenden beiden
Abbildungen dargestellt und konnten Endprodukte molekularer Mechanis-
men bei der Gentoxizitét sein (Punktmutation). So ist erstmals das 8-Nitro-
guanin als Substanz und Marker zur DNA Schédigung durch Peroxynitrit
tiberhaupt aufgefiihrt'. Dies &Rt sich nach den Erkenntnissen aus dieser
Arbeit unter anderem auch auf Nitroverbindungen des Adenins erweitern.

! Cayman-Chemical Katalog 2000, ist jedoch noch nicht kauflich zu erwerben.
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Abbildung 4.2 Reaktion der Pyrimidinbasen mit den reaktiven Spezies

NO + N02—> N203 O
ONOO
N,O o+ O —» 2 NO + CH
273 2 HN 3
\ H Cytosin Thymin
NO/NO ONOO"
O
HN +2 NO
Uracil —>
- HN 5-Nitrouracil
ONOO"-
NO 5
Ht o
+ -N02 + -N02

HN
O/l\N
H

Abbildung 4.3  Reaktion der Purinbasen mit den reaktiven Spezies

NH2 (@]
NZ N\ HN N\
‘ > Adenin /k | Guanin
Ny N N
H2N N H
NO
ONOO ~ oNOoO ™
p NO2
0] o]
N N
HN N\ N/ N\ HN \ HN \
k | > L ) o )\ | )\ | NO
2 S 2
N N N N
N N NO,, N p o N N HoN N N
Hypoxanthin 2/8-Nitroadenin ? Xanthin 8-Nitroguanin
+ + +
NH2 O (6]
ON
N ~ N
N/ N\ HN \ N \
K | > )\ l NO, /k ‘ 2
X AN
N | o- N N HN N H
2
9-Nitroadenin 8-Nitroxanthin 1/9-Nitroguanin ?
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S Summary

The objective of this thesis was to investigate the preparation and reactions
of active nitrogen species with partial DNA/RNA structures regarding
observable mutagenic damages to genetic material by endogenically or
exogenically generated nitrogen monoxide and its reactive intermediates and
products. These pathologic changes are the result of a series of events caused
mainly by active nitrogen and oxygen containing compounds. Pathologically
important is the generation of peroxynitrite (ONOO’) from nitrogen
monoxide radicals" (NO) reacting with superoxide radical anions (O, ), with

the latter being ubiquitous generated in vivo by NADPH-oxidase. O, * as
well as NO are known to be reactive and instable radicals. Therefore, a very
fast reaction yielding peroxynitrite as the main product is not surprising. This
reaction is about 3 times faster than the O, ' dismutation by superoxide

dismutase. Accordingly, an increased O, ' formation is able to effectively
prevent NO's physiological functions. In addition, peroxynitrite is a strong
oxidans with the ability to permeate cell membranes. During the decay of
peroxynitrite, nitro-addition reactions and oxidations are observed. For
instance, the nitro-addition to tyrosine yielding 3-nitrotyrosine is a marker
reaction for in vivo generated peroxynitrite.

Therefore, the following questions can be raised:

Which reactive species are chosen for the reactions under investigation?
What partial DNA/RNA structures are likely targets for these reactions?

Are there additional by-products and intermediates other than the reactive
species?

Is it possible to identify lead compounds for the reactions under
investigation?

! Nitrogen monoxide in the ground state is aradical.
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During selection of reactive species, nitrogen monoxide has to preferably be
considered asthe biologically active molecule.

Peroxynitrite is a further reactive species of great importance, since it
exhibits a high rate constant during its generation in vivo and because of its
reactivity towards partial DNA/RNA structures. Since peroxynitrite also
undergoes nitro-addition reactions (see above), a comparison of reaction
products is important regarding reactions of nitrogen dioxide and
peroxynitrite with partial DNA/RNA structures. In case of similar reaction
products in both of these reactions, additional conclusions about possible
decay reaction pathways can be drawn in order to clarify the still unknown
fate of peroxynitrite during its decay. Furthermore, there exists the
hypothesis of a peroxynitrite decay into OH- and NO,- radicals, which will
then in turn react with the biological targets.

Therefore, nitrogen dioxide is also chosen as a reactive species besides
nitrogen monoxide and peroxynitrite.

The purine and pyrimidine bases adenine, guanine, cytosine, uracil, and
thymine are well suited as partial DNA/RNA structures. This way, the
reactions of all reactive species with each DNA/RNA building block can be
singled out, investigated and its results compared.

All reactive species (NO, NO,, and ONOQ) were of highest possible purity.
Peroxynitrite had to be prepared since it is not commercially available like
NO and NO,. From the multitude of possibilities to prepare peroxynitrite as
described in this thesis, the following two synthetic routes were applied: The
reaction of potassum superoxide (KO,) with gaseous NO vyields
peroxynitrite of higher purity (less impurities, see reaction 1). Reaction 2
enables the relatively fast preparation of higher quantities by employing a
guenched-flow reactor with the trade-off of high salt impurities caused by
the educts.

Reaction 1. KO, reaction with gaseous NO under exclusion of oxygen

K'Oy ™ + NO = K"ONOO
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Reaction 2: Hydrogen peroxide reaction with nitrous acid in a
guenched-flow reactor

a) HNO, + H* —  » NO' + H,O
b) H202 + NO+ e ONOOH + H+
c) ONOOH+ OH —» ONOO + H.O
A successful model was developed to analyse the reaction products of purine

and pyrimidine bases with all reactive species. Figurel shows the
schematics of this system.

Figure 1
~—
- semi-preparative HPLC
reactlor) products (collection of fractions)
in solution

l

reaction products as solids processing by

structural analysis

freece-drying

e LC-MS, GC-MS, direct-inlet MS
e IH-NMR, 3C-NMR

*  IR-spectroscopy

*  UV/Vis-spectroscopy

e elementary anaysis

All analytically characterized reaction products are shown in the two figures
below (figure 2 and figure 3) and could constitute possible end products of
molecular mechanisms during gene toxicity (point mutation). 8-Nitroguanine
could be identified as a product and marker of peroxynitrite DNA damage
for the first time'. This conclusion can aso be generdized for nitro
compounds of adenine on the basis of the results of this work.

! Cayman-Chemical catalog 2000, not yet commercially available
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Figure 2  Reactions of pyrimidine bases with reactive species

NO + N02—> N203 O
ONOO
N,O,+ O —=2NO, + CH,
273 2 HN
)\ O)\N
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O (6]
H 2
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. (6] N
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- NO 5
-HT
+ oNOZ + .No2

HN
O/l\N
H

Figure 3  Reactions of purine bases with reactive species
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6 Experimenteller Teil

6.1 Verzeichnis der Gerite und Analysenmethoden

Elementaranalysen :

C,H,N: Heraeus CHN-O-Rapid, Hereaus (Gief3en); Angabe
der berechneten (ber.) und gefundenen (gef.) Werte in Prozent.

Schmelztemperatur :

Schmel zpunktapparatur nach Linstrom (unkorrigiert);
Mettler FP 62 (fur klarschmelzende Verbindungen mit einem Schmelzpunkt
<300 °C).

"H-NMR Spektren :

Bruker AMX 400 (400 MHz)

Wenn nicht anders vermerkt, wurden ale Messungen mit diesem Gerét
durchgefihrt.

Angabe der chemischen Verschiebung in &Werten (ppm), bezogen auf
Tetramethylsilan (TMS) alsinneren Standard,;

Ermittlung der Protonenverhaltnisse durch Integration;

ein Nachweis der OH-/NH-Protonen erfolgte durch Austausch mit D,O
Abklrzung der durch Spin-Kopplung auftretenden Signalmultiplizitéten:
s= Singulett, d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett, m = Multiplett.
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BC-NMR Spektren :

Bruker AMX 400 (100,62 MH2z);

Bruker AMX 250 P (62,90 MH2);

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

Angabe der chemischen Verschiebung in &Werten (ppm), bezogen auf
Tetramethylsilan (TMS) alsinnerer Standard;

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

IR-Spektren (KBr) :

1. Perkin Elmer 1600 FTIR;
2. ATl Unicam Genesis Serie FTIR;

Software: WinFIRST Version 2.1.

Wenn nicht anders vermerkt, wurde fur alle IR-Messungen ein KBr Pressling
verwendet mit dem ATI Unicam Genesis Serie FTIR gemessen.

UV-Spektren
Philips PU 8730 UV/Vis-Spektral photometer

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

DC-Mikrokarten Polygram oder Alugram Sil G/UV x4 Macherey-Nagel (DUren),
40x80 mm, Schichtdicke 0,25 mm

DC-Alufolien RP-18 Fy54s Merck Art. 1.05560, 50x75 mm

DC-Alufolien Cellulose F254 Merck Art. 5574, 40x80 mm, Schichtdicke
0,1 mm

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

Einstellung der Pufferlosungen

Alle Pufferlésungen wurden mit einem Metronm 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. 6.3.1.197 beschriebenen Methode bel 20°C mit:

- Kaliumhydrogenphtalat-L dsung 0,05 M : pH 4,1

- Kaiumdihydrogenphosphat-L 6sung 0,0087 M und
Natriummonohydrogenphosphat-L 6sung 0,0303 M : pH 7,41

- Natriumcarbonat-L 6sung 0,025 M und
Natriumhydrogencarbonat-L 6sung 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.

105



Adenin

NH2
~_-N
N
N\

N
N H

IR[em™]: 3295 (NH,); 3120 (NH,); 1670 (C=N); 1601 (C=N)
'H-NMR:  (ds-DMSO) d (ppm) = 12,79 (s, 1H, NH); 8,12 (s, 1H,);
8,10 (s, 1H); 7,09 (s, 2H, NH.); 8,16 (s, 1H, NH)

CsHsNs MG: 135,13 g/mOI
MS (m/2): 1351; 1080 810: 540
Guanin

@)

IR[cm™: 3326 (NH); 3115 (NH); 1701 (C=0), 1670 (C=N)
'H-NMR:  (de-DMSO) d (ppm) = 12,31 (s, 1H, NH); 10,50 (s, 1H, NH);
7,88 (s, 1H): 7,60 (s, 2H, NH,)

CsHsNsO MG: 151,13 g/mol

MS (m/z): 151,1; 110,1; 109,0; 69,0 54,0
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Hypoxanthin

:i>

N
N H

IR [cm™]: 3265 (NH); 3134 (NH); 3051 (CH aromat.); 1674 (C=0),

1578 (C=N)
'H-NMR:  (ds-DMSO) d (ppm) = 12,64 (s, 1H, NH): 8,12 (s, 1H);
7,98 (s, 1H)
CsH4NLO MG: 136,11 g/mol
MS (m/z): 136,1; 108,1; 810; 54,0

Xanthin
@)

N
HN
2\|\>
OHH

IR [cm™]: 3138 (NH); 1701 (C=0); 1654 (C=0)
'H-NMR: (de-DMSO) d (ppm) = 13,32 (s, 1H, NH); 11,52 (s, 1H, NH);
10,83 (s, 1H, NH): 7,93 (s, 1H)

CsH4NLO, MG: 152,11 g/mol

MS (m/z): 152,1; 109,1; 97,0; 81,0; 54,0
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8-Nitroxanthin

IR [em™]:

H-NMR:

IR [em™]:
H-NMR:

BC-NMR:

C4H4N202

MS (m/2):

@)

T o

H

O

3296 (NH); 3155 (NH): 1709 (C=0); 1689 (C=0); 1548 (NO,);
1362 (NO,)

(d-DMSO) d (ppm) = 12,2 (s, 1H, NH); 10,4(s, 1H, NH);
7,15(s, 1H, NH)

MG: 197,11 g/mol

152,1; 109,1; 97,0, 81,0; 54,0
| max = 251 nm; 372 nm (pH 6)

O

'@

@) N
H

3111 (NH); 1765 (C=0); 1734 (C=0)

(ds-DMSO) d (ppm) = 11,02 (s, 1H, NH); 10,82 (s, 1H, NH);
7,39 (d, 1H, )= 7,5Hz); 5,45 (d, 1H, J=7,5Hz))

(de-DMSO) d (ppm) = 164,23 (q); 151,41 (q); 142,10 (CH);
100,12 (CH)

MG: 112,1 g/moal

112,1; 69,1; 42,2
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Cytosin

IR [cm™]: 3387 (NH); 3167 (NH); 1704 (C=0); 1662 (C=N)

'H-NMR: (de-DMSO) d (ppm) = 10,51 (s, 1H); 7,07 (s, 2H, NH);
7,32 (d, H, J=7Hz); 5,58 (d, 1H, J=7Hz);

3C-NMR: (ds-DMSO) d (ppm) = 166,60 (q); 156,81 (q); 142,56 (CH);
92,43 (CH)

C4HsN5O MG: 111,1 g/mOI

MS (m/z): 111,1; 832; 69,2

5-Nitrouracil

@

HN/ﬂiH/NOZ
A,

H

O

IR[ecm™]: 3145 (NH); 1772 (C=0); 1734 (C=0); 1522 (NO,); 1323 (NO,)
'H-NMR:  (ds-DMSO) d (ppm) = 12,40 (s, 1H, NH); 11,77 (s, 1H, NH);
8,86 (s, 1H)

B¥C-NMR:  (ds-DMSO) d (ppm) = 155,36 (q); 149,67 (q); 147,78 (CH);
125,01(C-NO,)

C4H3N30, MG: 157,1 g/moal

MS (m/z): 157,1; 127,1; 98,0; 67,0
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O

ﬁ\)j/CH3

O N
H

IR[cm™]: 3203 (NH); 1734 (C=0); 1674 (C=0)

'H-NMR:  (ds-DMSO) d (ppm) = 11,00 (s, 1H, NH); 10,58 (s, 1H, NH);
7,25 (s, 1H); 1,73 (d, 3H, J= 1H2)

BC-NMR:  (ds-DMSO) d (ppm) = 164,81 (q); 151,37 (q); 137,60 (CH)

107,55 (q)
CsHgN,O, MG: 126,1 g/moal
MS (m/z): 126,1; 831; 55,1

2-Nitroadenin

IR[ecm™]: 3403 (NH); 3211 (NH); 1630 (C=N), 1596 (C=N),
1566/1348 (NO,)

'H-NMR:  (d-DMSO) d (ppm) = 8,36 (s, 1H, NH); 8,03 (s, 1H;
6,69 (s, 2H, NH)

(AVA | max © 240 nm ; 357 nm (pH 6)
CsH4NgO, MG: 180,039620 g/moal
MS (m/z): 180,039520 ; 150,04; 123,03 107,03
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7/9-Nitroadenin

NH, NH, NO,
~ N -~ N
~ N ~ N
N | N
NO,
9-Nitroadenin 7-Nitroadenin

IR[cm™]: 3403 (NH); 2927 (CH); 1678 (C=N); 1536/1359 (NO,)
'H-NMR:  (ds-DMSO) d (ppm) = 13,91 (s, 2H); 8,52 (s, 1H);

8,47 (s, 1H)
(AVA | max © 260 nm ; 315 nm (pH 6)
CsH4NgO, MG: 180,039520 g/moal
MS (m/z): 180,039520 ; 150,04; 134,04 108,04
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HPLC-Parameter 1

Parameter | Saule Sinnm Flow Eluent A Eluent B
Nr. Nr. ml/min Puffer Nr. M ethanol
1 1 254 nm 1 97%, Puffer 1 3%
Puffer 2
0-35min  95% 5%
2 2 254 nm 3 ’ .
4-125min  80% 20%
13-15min ~ 95% 5%
3 3 254 nm 1 90%, Puffer 2 10%
4 2 254 nm 3 90%, Puffer 2 10%
5 3 220-600 nm* 0,9 90%, Puffer 3 10%
6 1 230-450 nm* 1 95%, Puffer 3 5%
Puffer 1
0-3min 97% 3%
7 3 254 nm 1
3,5-105min60% | 40%
12-20 min ~ 97% 3%
8 2 254 nm 3 90%, Puffer 1 10%
Puffer4
9 2 0-20,9 min 264 nm 2t 0-11min  100% 0%
21-30 ?min, 415nm ’ 12-28,5 min 95% 5%
28,5-30 min 100% 0%
10 5 230-450 nm* 0,6 100% Puffer 5 0%
11 1 230-450 nm* 0,8 95%. Puffer 3 5%
Puffer 3
12 5 0-18,9 min 330 nm 3 0-12min  100% 0%
19-30 ?min, 264 nm 13-23,6 min 90% 10%
24-30 min  100% 0%
13 1 230-450 nm* 1 100%, Puffer 3 0%
14 5 230-450 nm* 1 95% 5%
'DAD

2 mit Auto-Zero
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Trennsdule Nr. 1 : MN' 250/4, Nucleogel 100-5, RP-18

Trenns@uleNr.2: MN Varioprep VP 250/10, Nucleosil 100-7, RP-18
TrennsauleNr. 3:  Merck LiChroCART® 250-4, LiChrospher® 100-5, RP-18
TrennsauleNr.4:  MN CC 250-1, Nucleosil 100-5, C-18

TrennsuleNr.5:  250-4, Multospher 100-5, C-18

Puffer Nr.
Puffer Nr.
Puffer Nr.
Puffer Nr.
Puffer Nr.

Puffer Nr.

ok

HPLC :

Sytem:

Software:

0,01 mol/L KH,PO,4 pH 4,5

Wasser Bidest pH3

0,02 mol/L Ammoniumformiat Puffer, pH 6

0,02 mol/L Ammoniumformiat Puffer, pH 3,9

80% 0,005 mol/L Ammoniumformiat Puffer, pH 3,1 20%
Acetonitril

0,005 mol/L Ammoniumformiat Puffer, pH 4 +

5% M ethanol-modifier

Merck Hitachi La Chrom, Darmstadt
Niederdruckgradientensystem
UV-Detektor L-7400

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
Fraction Collektor L-7650

Merck D-7000 HPLC System Manager fur Windows NT 4.0

! Macherey Nagel
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HPLC-MS (MassenSpektrometer) Systeme :

System 1

HPLC Kontron Instruments,
Hochdruckgradientensystem
Pumpe 325 D

Software Kontron Data System, DS 450 MTZ/DAD
MS VG Plattform |1, Fa. Fisons Instruments, Manchester, GB

Parameter Quelle Capillare 35 KV
HV Lens 500V
Cone 65V
Temp. 80 °C
drying Gas N, 250 L/h
nebulising Gas20 L/h

Parameter MS LM (Low Mass) Resolution 14,9 units
HM (High Mass) Resolution 15,7 units
lon energy 2,0V
Ramp 0,0V
Multiplayer 650

Software MassLynx 2.1 for Windows

Mass Spectrometry Handling System for
Windows, Fison Instruments
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System 2

HPLC HP GmbH, Hewlett Packard Str. 8, 76337 Waldbronn
Hewlett Packard Series 1100
Degasser G 1322 A
Bindare Pumpe G 1312 A
Autosampler G 1313 A
UV/Vis Detektor G 1314 A

MS HP MSD System G 1946 A/1947 A fir Elektrospray- und
chemische lonisation

Parameter Quelle Capillary Voltage 3 KV
Corona Current 7 pA
Vaporizer Temp 400°C
drying Gas Temp. 350°C
drying Gas N, 10 L/h
nebulising pressure 50 psig

Parameter MS LM (Low Mass) Resolution 70 m/z
HM (High Mass) Resolution 450 m/z
lon energy 2,0V
Ramp 0,0V
Multiplayer 650

Software HP Chem Station for GC, LC, CE, AID and LC-MS
Version A.06.01
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Feststoff MS
System 1 fiir EI: MAT 711 der Fa. Finnigan

Parameter El (Direkteinlal):

Emission: 80 eV
lonenbeschleunigung: 8 kV
Elektronenenergie: 0,8 mA
lonenquellentemperatur: 150°C
Aufnahmetemperatur:  250°C
Auflésung: >10000

System 1 fiir FAB (pos/neg.): MAT CHS der Fa. Finnigan MAT

Parameter FAB (positiv und negativ)

lonenbeschleunigung: 3 kV:

Reaktionsgas: Xenon
Auflésung: >3000
System 2 fiir EI: MAT 311A der Fa. Finnigan

Parameter El (Direkteinlal3):

Emission: 70 eV
| onenbescl eunigung: 8 kV
Elektronenenergie: 0,8 mA

lonenquel lentemperatur: 250°C
Aufnahmetemperatur:  250°C
Auflésung: >10000

Software : MASPEC Data System for Windows
DataVersion 2.11, Software Version 14.0
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6.2 Darstellung von Peroxynitrit

6.2.1 ,Ouenched Flow" Methode

Bel der ,Quenched Flow“ Methode wird acidifizierte Wasserstoffperoxid—
|6sung mit Natriumnitritlésung zur Reaktion gebracht. Da der pKs-Wert von
Nitrit (NO,) bei 3,3 liegt, wird unter sauren Bedingungunge die sal petrige Séure
gebildet, welche einen effektiven Nitrosylkationendonor darstellt.

allgemeine Reaktionsgleichung :

NO* + HOOH ® HOONO + H*

Folgende Ldsungen wurden hergestellt, auf ca. 2°C gekuhlt und in einem von
Beckman beschriebenens3) und etwas modifizierten ,, Quenched Flow"-Reaktor
zur Reaktion gebracht:

0,6 M Natriumnitrit
0,6 M Wasserstoffperoxidlésung in 0,7 M Chlorwasserstoffsaure (HCI)
1,2 M Natriumhydroxidl6sung

Bel allen Reagentien wurde die héchte Reinheit ausgewdhlt, da vor allem die
Kontamination mit Metallionen vermieden werden sollte. Es wurde
ausschliefdlich zweifach demineralisiertes Wasser verwendet (Aqua piges)-

Natriumnitrit Fluka Best.-Nr. 71759 , >99%, puriss. p.a.
Wasserstoffperoxidisg. 35%  FlukaBest.-Nr. 95299 , puriss. p.a
Chlorwasserstoffsaure 37% Fluka Best.-Nr. 84422 , puriss. p.a
Natriumhydroxid Fluka Best.-Nr. 71690 , >98%, puriss. p.a.

Es wurden 41,4g NaNO, pro Liter Aqua piges » 51,5ml bzw. 58,3 g 35%ige H,O,
Losung in 0,7 M Chlorwasserstoffsaure (59,2 ml bzw. 70g HCI 37%ig pro Liter
AqQua piges ) Und 48g NaOH pro Liter Aqua piges 9elOst. Diese drei Lsungen
wurden im Kuhlschrank auf 8°C vorgekihlt und vor der Reaktion in 1L
Weithal serlenmeyerkolben im Eisbad auf 2°C gebracht. Uber PV C-Schléduche
wurden diese Vorratsgefal3e mit dem Glasrohrsystem (siehe Abbildung 6.1) mit
einander verbunden und zur Reaktion gebracht.
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Abbildung 6.1

NaNO, NaOH

i

HOOH + H,0-NO* = ONOO"

|

H,0, + HCI

Die Reaktionsstrecke betrug 11 cm, der Durchmesser der Glasrohre 2 mm. Die
Flief3ggeschwindigkeit betrug 600 mL/min pro Weitha serlenmeyerkolben. Zur
Erzeugung einer definierten Fliel3geschwindigkeit wurden Schlauchquetsch-
klemmen verwendet und en Unterdruck angelegt, welcher mit ener
Vakuumpumpe (Modell Vacuubrand mit frei einstellbarem Unterdruck) erzeugt
wurde. Es wurde ein Unterdruck von 50 mbar angelegt. Die maximal zul&ssige
Druckdifferenz wurde mit 10 mbar festgelegt. Nach Offnen aller Hahne wurden
die Reaktionsprodukte in die Abfallflasche geleitet, bis sich eine konstant gelb
gefarbte Losung gebildet hat. Der 3-Wegehahn wurde nun zum Sammelgefal?
umgestellt und die Peroxynitrit-Ldsung gesammelt.

Um Uberschissiges H,O, aus der Losung zu entfernen, wurde die Ldsung
anschlief3end durch eine mit ca. 25 g Mangandioxid (MnO,- granuliert) gefillte
Chromatographiesdule (1,5cmx 10cm) geleitet. Zur Entfernung von
Metallionen wurde das verwendete MnO, vorher mit Aqua pigeg Und 0,3 N
NaOH gewaschen. Anschlieffend wurde die Losung Uber doppelte Faltenfilter
filtriert.

Die Konzentration an Peroxynitrit wurde mit einer UV-Messung bei 302 nm
bestimmt (e= 1670 M™+ cm™)4) . Um Extinktionswerte im meRbaren Bereich
zu erhalten (max 1,5) wurde die Peroxynitrit-L6sung mit 1,2 M NaOH verdinnt
und gegen einen Blindwert von 1,2 M NaOH vermessen. Die Konzentrationen
lagen zwischen 90 und 120 mMol/L.
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Die so gawonnene Natriumperoxynitritldsung wird in entsprechende Behaltnisse
abgefillt und bei -25°C eingefroren und sind so mehrere Wochen haltbar. Eine
K onzentrationsbestimmung ist jedoch vor jeder Umsetzung erforderlich.

6.2.2 Reaktion von Kaliumsuperoxid mit Stickstoffmonoxid

Entgegen friheren  Veroffentlichungens4 ist die Darstellung von
Kaiumperoxynitrit (K"ONOQ) Uber die Reaktion von Kaliumsuperoxid (KO,)
und NO" moglich, so dal3 nun eine neuer Weg zur Herstellung von Peroxynitrit
zur Verflgung steht. In Anlehnung an eine von Koppenol 50 beschriebene
Methode kann K'ONOO'™ in recht hoher Reinheit mit ca50% iger Ausbeute
dargestellt werden.

Es wurden 0,3g gepulvertes Kaliumsuperoxid (KO,) (Aldrich Best. Nr. 27,890-
4) und 5g geglUhter trockener Seesand in einen vorher mit gereinigtem
Stickstoff (siehe 6.2.3) anaerobisierten Erlenmeyerkolben eingewogen und
sofort mit einem Septum verschlossen. Da die Mischung intensiv gerthrt
werden muf3, wurde ein Magnetrihrkern verwendet, der den Durchmesser des
verwendeten Erlenmeyerkolbenbodens hat. ES war unbedingt darauf zu achten,
dal? die gesamte Apparatur von Sauerstoff frel ist. Mit einer Gasburette wurde
nun eine aquimolare Menge (50 mL) Stickstoffmonoxid unter kraftigem Ruhren
mit einer Geschwindigkeit von 2 mL/min mittels einer Edelstahlkaniile in die
KO,/Quarzsandmischung eingeleitet. Nach der NO Einleitung wird das
entstandene K"ONOO™ mit 8°C kalter 0,01 M Kaliumhydroxidlésung versetzt.
Nicht umgesetztes KO, disproportioniert hierbei zu O, und H,0, .

Gleichung 13
2K02 + 2H20 —— 02 + H202 + 2K OH

Dieses entstandene H,O, wurde, wie unter 6.2.1 beschrieben, mit MnO, entfernt.
Anschlief3end wird die Losung zlgig in einen im Eisbad stehenden Kolben
filtriert und eingefroren oder sofort zur Reaktion gebracht.

Zur Konzentrationsbestimmung wurde, wie unter 6.2.1 beschrieben, die
Extinktion bei 302 nm gemessen.
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6.2.3 Reaktionen der Purin- und Pyrimidinbasen mit Stickstoffdioxid

Stickstoffdioxid wurde aus Druckgasflaschen fir die Reaktion bereit gestellt
(NO, 1.8 von Messer-Griesheim mit 98% iger Reinheit). Alle verwendeten
Purin- und Pyrimidinbasen wurden in héchst mdglicher Reinheit verwendet und
zur Reaktion eingesetzt.

Die entsprechenden Purin- und Pyrimidinbasen wurden in Dimethylsulfoxid
(DMSO) gelést und zu einer 0,025 M (M = mol/L) Lésung verdinnt. 50 mL
dieser Losung wurden in enem Dreihaskolben mit Hilfe eines
Kontaktthermometers fir eine halbe Stunde auf 37°C temperiert. Um die
Reaktion zu starten, wurde Uber ein Teflonschlauchsystem unter standigem
Rihren solange NO, eingeleitet, bis sich der an einem Anschlul? des Kolbens
befindliche Gasreservoir (siehe Abbildung 2.6) gefillt hatte. Nun wurde die
Gaszufuhr gestoppt. Die Reaktionszeit betrug jeweils 1 Stunde.

Zur vollstandigen Entfernung des restlichen NO, wurde zunéchst fir 30 min
Stickstoff durch die LOsung geleitet. Die Reaktionsmischung wurde
anschlief3end unter kraftigem Rihren mittels Vakuum entgast.

6.2.4 Reaktionen der Purin- und Pyrimidinbasen mit Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid wurde, wie unter 6.2.3 beschrieben, ebenfalls aus Druck-
gasflaschen fur die Reaktion bereit gestellt (NO 2.5 von Messer-Griesheim mit
99,5% iger Reinheit). Alle Purin- und Pyrimidinbasen wurden in hochst
moglicher Reinheit verwendet.

Im Gegensatz zu der in Abschnitt 6.2.3 beschriebenen Versuchsdurchfiihrung
mufdte bel der Umsetzung mit NO streng auf anaerobe Bedingungen geachtet
werden. Dazu war es erforderlich, das gesamte System vor der Reaktion mit
einem Inertgas zu befillen und die Purin- und Pyrimidinbasenlésung durch
Stickstoffdurchleitung von gel 6stem Sauerstoff zu befreien.

Der dazu verwendete Stickstoff wird durch eine Gasreinigungspatrone (Oxisorb
von Messer-Griesheim) geleitet und so von Restfeuchte, vor allem aber von
Sauerstoff befreit.

Wie schon unter 6.2.3 beschrieben, wurden 50 mL der 0,025M Purin- und
Pyrimidinbasenlsung in einen Dreihalskolben gefllt, auf 37°C temperiert und
unter stdndigem Ruhren durch Beginn der Gaseinleitung zur Reaktion gebracht.
Die Reaktionszeit betrug jeweils 1 Stunde.
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Nach dem Ende der Reaktionszeit ist der gesamte Ansatz unbedingt von noch
gel6stem NO mittels Stickstoffdurchleitung zu befreien.

Die Losung wurde im Kdudhlschrank bis zur analytischen Untersuchung
aufbewahrt.

6.2.5 Reaktionen der Purin- und Pyrimidinbasen mit Peroxynitrit

Methode 1

Herstellung der Reaktionsl Gsung:

Die entsprechernde Purin- oder Pyrimidinbase - Konzentration 1 mg/mL -
wurdein 0,1 M Phosphatpuffer pH 7 gel6st.

Hinzu kommt eine &guimolare Menge HCI, um die KOH oder NaOH der
Peroxynitrit-L 6sung (PON-LOsung) zu neutralisieren.

Die Bestimmung der Menge HCI fir die Neutraliserung erfolgte vorher mit
einer Saure-Base-Titration. Es wurde die Menge 25 % HCI bestimmt, mit der
ein pH von 6,2 erreicht werden konnte'. Als Indikator wurde Bromthymolblau
verwendet (Umschlagsbereich pH 6,0-7,6). Um die Reaktion zu starten, wurde
zu 20 mL der Reaktionslésung unter standigem RiUhren ein 5-fach molarer
UberschuR3 von Peroxynitrit hinzugesetzt. Der pH-Wert lag nach der Reaktion
zwischen 6,1 und 6,8.

Die Reaktionddsung wurde anschlieffend mit HochdruckflUssigkeits-
chromatographie (HPLC) auf einer analytischen RP 18 Saule analysiert, um
eventuell entstandene Reaktionsprodukte zu detektieren.

Die Separierung einzelner Produkte wurde mittels semipraparativer HPLC auf
einer RP 18 Phase durchgefuihrt.

Die Umsetzungen wurden im Eisbad bei Temperaturen zwischen 2-4°C
durchgefihrt.

Herstellung Phophatpuffer pH 7:

Losung A: 0,1 M NapHPO4-L6sung (14,2 g/L Aqua piges )

Losung B: 0,1 M KH,PO,4-L6sung (13,6 g/L Aqua piges )
Um einen 0,1 M Phosphatpuffer pH 7 zu erhalten, missen 61,8 mL Ldsung A
und 38,2 mL Lésung B gemischt werden.

! Die genaue pH-Wertmessung erfolgte mit einer Glaselektrode.
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Methode 2

Herstellung der Reaktionsl Gsung:

die entsprechende Purin- oder Pyrimidinbase - Konzentration 1 mg/mL
wurdein 0,1 M Phosphatpuffer pH 7 (siehe Methode 1) gel Ost

Zu 100 mL dieser Reaktionslésung wurden jewells aguimolare Mengen
Peroxynitrit-Losung mit einer Mef3pipette hinzugegeben. Anschlief?end wurde
der pH-Wert mit 25 %iger HCl von etwa 11,5 auf 7,5 gebracht, einen
Augenblick gewartet und dann langsam weiter auf pH 6 gesenkt. Bel pH 6
wurde einen Probe genommen und der HPLC-Analytik zugefihrt. Da nach der
HCIl-Zugabe alles Peroxynitrit zerfallen ist (siehe Abschnitt 2.4.3), wurde erneut
die &gquimolare Menge Peroxynitrit zugefugt.

Dieses wurde 15 mal wiederholt, so daB letztendlich ein 15-facher Uberschul?
hinzugegeben wurde.

Der pH-Wert wurde wahrend der Reaktion mit einer Glasel ektrode verfolgt und
zusdtzlich mit Unitest-Indikatorpapier am Ende jeder HCI-Zugabe geprift. Die
Reaktionen wurden im Eisbad zwischen 2-4°C durchgefihrt.
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8 Anhang: Gefahrstoffe

Nachfolgende, von mir verwendete Reagenzien und L 6sungsmittel sind nach
Anhang 6 der Gefahrstoffverordnung mit Gefahrensymbolen und Sicher-
heitsratschl&gen versehen.

L 6sungsmittel Gefahrensymbole | Sicherheitsratschlage
Dimethylsulfoxid Xi 26
Aceton F 9-16-2-3.2-33
Chloroform Xn 36/37
Cyclohexan F 9-16-33
Dichlormethan Xn 23.2-24/25-6/37
Diethylether Xn 22-36/38
Eisessig C 2-23-26
Ethanol F 7-16
Ethylacetat F 16-23.2-29-33
M ethanol T 7-16-24-45
n-Hexan Xn, F 9-16-24/25-29-51
Petrol ether Xn 9-16-29-33
n-Butanol Xn 16
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Reagenzien Gefahrensymbole | Sicherheitsratschlége
Salzsdure konz. C 2-26
Ammoniak 25%ig C,N 26-36/37/39-45-61
Ameisensaure C 23.2-26-45
Wasserstoffperoxid C 3-26-36/37/39-45
Kaliumhydroxid C 26-37/39-45
Natriumhydroxid C 26-37/39-45
Natriumnitrat O, Xn 22-24-41
Natriumnitrit OoT 45
Natriumsulfat
Dinatriumhydrogenphosphat
Kaliumdihydrogenphosphat
Ammoniumformiat Xi 26-36
Kaliumsuperoxid O,C 8-27-36/37/39/-45
Mangan(IV)oxid Xn 25
Methionin
Methionisulfoxid
Mangan(l1)tetrakis (4- xn
benzoe-sdure)porphyrin
Ascorbinsaure
Stickstoffmonoxid T+ 45
Stickstoffdioxid T+ 9-26-28.1-36/37/39-45
Adenin Xn
Cytosin
Uracil
Thymin
Guanin Xi
Hypoxanthin
Xanthin
5-Nitrouracil
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