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1 Einleitung

1.1 Pharmakologische Wirkungen von NO

Nachdem bereits 1846 der italienische Chemiker Ascanio Sobrero aus Turin nach Mi-
schung von Glycerol mit konzentrierter Salpeter- und Schwefelsaure das Nitroglycerin
erhalten hatte, dauerte es 17 Jahre bis Alfred Nobel diese Substanz unter dem Namen
,Nobels explosives Ol industriell herstellte und patentieren lieR. Als Alfred Nobel an An-
gina pectoris erkrankte, bekam er 1896 Nitroglycerin verschrieben. Er konnte sich keine
Erleichterung seiner Schmerzen vorstellen, weil er von Sobrero wulte, dafly Nitroglycerin
starke Kopfschmerzen hervorrief (,Nitrat-Kopfschmerz®). Er sah diese Verordnung als
Ironie des Schicksals an, lehnte die Einnahme ab und starb an Angina pectoris im glei-
chen Jahr in San Remo [179],

1980 postulierte man ein endogenes Molekull, EDRF (endothelium-derived relaxing fac-
tor), das die acetylcholin-induzierte Wirkung der Vasodilatation vermittelt, die nur an Ge-
falken mit intaktem Endothel auftritt [98,96,97],

Erst 1986 wurde EDRF durch zwei voneinander unabhangige Arbeitsgruppen von
Furchgott und Ignarro als Stickstoffmonoxid (NO) ,enttarnt” [138-141,158,231] Noch einige
Zeit spater standen Nitrosothiole, Dinitrosyleisencystein-Komplexe, Nitroxylanionen und
Hydroxylamin in der Diskussion, fir die gefalrelaxierenden Eigenschaften von EDRF
verantwortlich zu sein. Es zeigte sich aber letztlich, dal nur die Eigenschaften von NO
mit denen von EDRF identisch sind [219,94,289,83,145,298],

Etwa zum gleichen Zeitpunkt wurde die Wirkung von NO auf das Effektorenzym Guany-
lyl-Cyclase bewiesen, wohingegen die Hypothese der Wirkform NO aus dem Prodrug
Nitroglycerin bereits 1978 aufgestellt wurde [217,143],

Fur die Entdeckung der endothelvermittelten Relaxation durch NO und die Wirkungs-
weise dieses Signalmolekuls erhielten Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro und Ferid
Murad 1998 den Nobelpreis fur Physiologie und Medizin.
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1.1.1 Physiologische Rolle von NO

In der Folgezeit wurden eine Vielzahl weiterer NO-vermittelter Wirkungen aufgedeckt,

wie z.B.:

Eine an Thrombozyten antiaggregatorische Wirkung [89,117],

Die Hemmung der Proliferation glatter GefaRmuskelzellen, aber die Stimulation der
Proliferation von Endothelzellen [181],

Die Produktion grélierer Mengen NO in Makrophagen, die bei der unspezifischen
Immunabwehr wirken [223,175] (siehe Kap. 1.2.2).

Die Regulation von Ventilation und Perfusion im Bronchialsystem; NO wird in der
Atemluft von Saugern gefunden [13,180],

Die Homoostase der Korperflussigkeit im Urogenitalsystem, tubulo-glomerulares
Feedback; ferner scheint es sich bei dem Transmitter fur die non-adrenerge-non-
cholinerge (NANC) Innervation, um NO zu handeln [166], Hier wird auch diskutiert,
dald nicht das freie NO-Radikal beteiligt ist, sondern eventuell eine andere Redox-
form (s. Kap. 1.4.1) [238],

NO wird als Mediator der NANC-vermittelten Relaxation des glatten Muskels im
Gastrointestinaltrakt fur die Regulation der Peristaltik verantwortlich gemacht
[251,178,315]

Die Bildung von NO auf Stimulation des NMDA-Rezeptors im ZNS und darauf fol-
gendem Calciumioneneinstrom. NO ist an Lernfahigkeit, Gedachtnisprozessen, ze-
rebraler Ischamie, Morphintoleranz sowie Schmerzwahrnehmung beteiligt
[8,101,113,152,224,230,276,316]

Ferner wird eine Mitwirkung von NO bei der Migrane diskutiert, da NO nach Stimula-
tion der 5-HT-Rezeptoren freigesetzt wird [226.88],

Im neuroendokrinen und endokrinenen System ist die Interleukin-2 stimulierte Corti-
cotropin-Releasing-Hormon-Freisetzung als NO-abhangig entlarvt [257,237],

In D-Glucose-Gegenwart wird NO von den pankreatischen B-Zellen ausgeschieden,
wo es die Insulin-Freisetzung stimuliert [258].

In der Schwangerschaft findet eine 0&strogen-induzierte Steigerung der NO-
Produktion statt [33.237],

In der Retina gebildetes NO scheint an der Signalubertragung Uber Transducin betei-
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ligt zu sein [257],
e Im hinteren Bereich der Zunge wird eine Umwandlung von Nitrit zu NO
als antimikrobieller ~ Abwehrmechanismus des Mundraumes und obe-

ren Gastrointestinaltraktes diskutiert [71].

1.1.2 Pathologische Rolle von NO

Wenn das vaskulare Endothel z.B. durch Hypercholesterinamie, Diabetes mellitus oder
starkes Rauchen soweit geschadigt ist, dal® eine fur das hamodynamische Gleichge-
wicht notwendige NO-Produktion nicht mehr maoglich ist, spricht man von endothelialer
Dysfunktion [200], Eine mangelnde NO-Produktion beglinstigt u.a. das Auftreten von
Atherosklerose, Thrombosen und essentieller Hypertonie [182],

Bei einer spontanen Hypertonie wird zwar eine erhohte NO-Produktion, aber eine ver-
starkte Inaktivierung feststellt, hingegen scheint bei einer salz-induzierten Hypertonie die
NO-Bildung verringert und bei einer Atherosklerose findet mit den vermehrt gebildeten

Superoxidradikalen eine Reaktion zum hochreaktiven Peroxynitrit statt [221].

Dagegen wirkt eine NO-Uberproduktion zelltoxisch. Im vaskuldren System kommt es
zu Hypotonie, cardiovaskularem Kollaps und Organversagen. Die starkste NO-
Uberproduktion findet beim septischen Schock statt [107],

Akute und chronische Entziindungen kénnen NO-vermittelt zu Herzbeschwerden, insu-
linabhangigem Diabetes, rheumatoider Arthritis, Glomerulonephritis und ulcerativer Koli-
tis fiuhren. Hierfir ist eine Uberexpression der induzierbaren NO-Synthase (i-
NOS=NOSII) verantwortlich (s. 1.2.2) [43,209,290],

In chronisch entziindetem Gewebe kann es durch hohe NO-Konzentrationen zur Bildung
von N-Nitrosaminen kommen, die wiederum an einer Tumorentstehung beteiligt sein
kdnnen [205,222],

Bei neurodegenerativen Erkrankungen, wie dem ischamisch-hypoxischem Insult, der
Alzheimer oder Huntington Krankheit wird ein neuronaler Zelltod aufgrund Glutamat-
vermittelter Aktivierung der NMDA-Rezeptoren und anschlieiender NO-Freisetzung dis-
kutiert [210],
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Die Bildung von Peroxynitrit (ONOO") aus NO und Superoxidradikalanionen (O, ") birgt
wohl das aggressivste Potential von NO-vermittelten Effekten in sich [216]. Nach Proto-
nierung konnte die entsprechende peroxysalpetrige Saure (ONOOH) zu Hydroxylradika-
len (OH") und Stickstoffdioxidradikalen (NO,") zerfallen oder als Radikalkafig ([NO,'OH')
weiterreagieren. Beide Spezies werden als stark bakterizid und tumorschadigend ange-
sehen. Die homolytische Spaltung findet insbesondere im stark sauren Milieu (pH<2) in
Abwesenheit von Metallionen statt. Dagegen bendtigt die heterolytische Spaltung eine
hohe Aktivierungsenergie und scheint durch Metallionen, vor allem Kupfer(ll)ionen, kata-
lysiert zu werden. So findet im alkalischen Milieu der Zerfall zu Nitrit und Sauerstoff statt,
im schwach sauren Bereich kommt es zur Isomerisierung und Nitratbildung [16l. In der
Folge des Gehirnschlages kommt es zur stark cytotoxischen Peroxidation von

Membranlipiden durch Peroxynitrit [279].

1.2 Biosynthese von NO

Diese vielfaltigen Wirkungen von endogenem NO sind nur durch ein besonderes Zu-

sammenspiel von Synthese und Regulation moglich.

Saugerzellen bilden NO aus einem terminalen Guanidinstickstoff (N®) der Aminosaure L-
Arginin mit molekularem Sauerstoff, wobei Citrullin entsteht (siehe . Diese
oxidative Umsetzung von L-Arginin (bisher waren nur nicht-oxidative bekannt, wie Hyd-
rolyse zu Ornithin und Harnstoff im Harnstoffzyklus oder Spaltung zu Citrullin und Am-
moniak) wird durch die Familie der NO-Synthasen (NOS) katalysiert [146.255],

Fir die Umsetzung eines Molekiils L-Arginin zu Citrullin werden 1"/, Molekiille NADPH

verbraucht [46],
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Abbildung 1: Biosynthese von NO aus L-Arginin

Eine Ausnahme bildet die neuronale NO-Synthase, wo die Reaktion von
L-Arginin zu L-Hydroxyarginin als NADPH-unabhangig beschrieben wurde 401,
Um ihre vollstandige Funktion entfalten zu kdnnen, mussen die NO-Synthasen als Dime-

re vorliegen [191.173],

Wie in der erkennbar, ist allen NO-Synthasen die Lokalisation bestimmter
essentieller Kofaktoren und Kosubstrate gemeinsam. Sie lassen sich in zwei Doma-
nen gliedern:

eine NADPH-Cytochrom-Reduktase-Domane, mit:
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¢ reduziertem Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat (NADPH),

¢ Flavin-adenin-dinucleotid (FAD) und

¢ Flavin-adenin-mononucleotid (FMN),

eine Cytochrom-P450-Démane (Oxygenase-Domane), mit:

e Tetrahydrobiopterin (BH,4) und

e Ham

sowie Calmodulin, [191]. Die Bindungsstelle des Tetrahydrobiopterins liegt vermutlich
zwischen dem Ham und dem Flavin-adenin-mononucleotid.

Erst die Bindung des Calmodulins ermdglicht den Elektronenflud@ vom NADPH zum

Ham-Eisen (dieser kann z. B. durch Thiocitrullin oder Nitroargininmethylester gehemmt

werden [1]).
BH,4
? ?
2
= I pd o) (m)
<C < = < <
T O - w zZ
HoNA }-COOH
0 500
I | | |
Oxygenase- Reduktase-
Domane Domane

Abbildung 2: Aufbau der NO-Synthasen

Ein negatives Feedback von gebildetem NO zur Senkung der NO-Synthase-Aktivitat
scheint zwar moglich, wird aber in vivo durch die Instabilitat eines NOS-Nitrosyl-

Komplexes unter aeroben Bedingungen kaum von Bedeutung sein [136,190],

Es sind drei verschiedene Isoenzyme bekannt, die nach der Reihenfolge ihrer Entde-
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ckung und Klonierung kurz als NOS |, Il und Il bezeichnet werden. Sie gleichen sich in
Reaktionsmechanismus und kinetischen Eigenschaften, unterscheiden sich in ihrer Bil-
dung, Genexpression, Regulation der enzymatischen Aktivitat, relativen Moleklilmasse
und chromosomalen Lokalisation.

Typ | und lll-lsoformen sind hauptsachlich in Nervenzellen (NOS [), Endothelzellen der
Blutgefalde (NOS Ill), und Epithelzellen von Lunge, Niere und Magen zu finden.

Die NO-Synthase Il befindet sich in Makrophagen, Lymphozyten und neutrophilen Gra-
nulozyten, Endothel- und glatten Muskelzellen der Blutgefalde, Hepathozyten sowie

pankreatischen B-Zellen.

1.2.1 Stimulation der konstitutiven NO-Synthase

Die NO-Synthasen | und Il binden Calmodulin nur in Gegenwart erhohter intrazellularer
Calciumionen-Konzentrationen und werden dadurch tUberwiegend in ihrer Aktivitat regu-
liert [227], Gebildet werden sie standig, man spricht daher auch von konstitutiven NO-
Synthasen (cNOS= NOS | und NOS IlI).

Vasodilatierende Substanzen, wie Acetylcholin, Bradykinin, Serotonin, Histamin und die
Substanz P stimulieren die Phospholipase C. Dadurch entsteht aus Phosphatidylinositol-
4,5-diphosphat 1,2-Diacylglycerin und Inositol-1,4,5,-triphosphat (IP3), welches intrazel-
luldres Calcium freisetzt, daf® nach Bildung eines Calcium-Calmodulin-NOS-Komplexes
die NO-Synthase aktiviert [531.

Es ist zu beachten, dal} beispielsweise Acetylcholin und Bradykinin auch die Freiset-
zung anderer Vasodilatatoren, wie den ,endothelial derived hyperpolarizing factor”
(EDHF) oder Prostacyclin (PGl,) stimulieren kénnenl183,235],

Die neuronale NO-Synthase wird durch die Stimulation des NMDA-Rezeptors durch z.
B. Glutamat und darauf folgendem Natriumionen-Einstrom sowie verzogertem Calciumi-

onen-Einstrom aktiviert [15,130],
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Abbildung 3: Schema zur cNOS-Aktivierung am Beispiel einer Endothelzelle und einer

neuronalen Zelle

Entstandenes NO kann in der gebildeten Zelle oder in einer Nachbarzelle die 16sliche

Guanylyl-Cyclase (sGC) stimulieren.
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Die NO-Synthase Il wird gewebs-und zellspezifisch in ihrer Expression reguliert, man
spricht deshalb auch von der induzierbaren NO-Synthase (iINOS=NOSII). Eine Induk-

tion wird durch bestimmte Entzindungsmediatoren (Interferon-y, Interleukine, Tumor-

nekrosefaktor-o=TNF-o) oder Endotoxine ausgelost.

Zytokine

(r

v

Transkriptionsfaktor-
Aktivierung

VAAVAVAVAVA

Expression
der iNOS

aktiver Ca** / Calmodulin / iNOS
- Komplex

7N

L-Arginin L-Citrullin
L-Arginin L-Citrullin L-Citrullin
L-Arginin + .
NO NO NO

Calmodulin

N

Abbildung 4: Schema zur iINOS-Aktivierung am Beispiel eines Makrophagen
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Viele NFxB (= nuclear factor k¥ B, Transkriptionsfaktor)-aktivierende Faktoren, wie
proinflammatorische Zytokine, UV-Licht, virale und bakterielle Produkte (Lipopolysccha-
ride=LPS, etc.) produzieren reaktive Sauerstoffspezies. Der oxidative Stref3 fuhrt zur
DNA-Bindung von NFxB und anschliefender iINOS-Transkription [173]. Diese NO-
Synthase produziert nach ihrer Aktivierung Uber 4-24 Stunden ca. 400-fach groRere

Mengen an NO als die konstitutiven NO-Synthasen [175].

Entstandenes NO kann ebenfalls in der selben Zelle oder in Nachbarzellen die sGC ak-

tivieren [256],

1.2.3 Hemmung der konstitutiven NO-Synthase

Die Hemmung der Aktivitat der NO-Synthase | und lll ist durch verschiedene Arginin-
derivate mdoglich. Es findet wahrscheinlich eine reversible Kompetition mit L-Arginin
statt.

Die Mehrzahl der Inhibitoren ist am terminalen Guanidin-Stickstoff (N®) substituiert. Na-
tarlich vorkommende Hemmstoffe sind u.a. N®-Methyl- und N®®-Dimethyl-arginin (hohe
Konzentrationen befinden sich in Niere, Bauchspeicheldrise und Leber) sowie N-
Iminoethyl-L-Ornithin (Streptomyces). Synthetische Hemmstoffe sind z.B. N®-Nitro- oder
N®-Amino-L-arginin [172],

Ferner ist eine selektive Hemmung der konstitutiven NO-Synthase durch Blockade der

Calmodulin-Bindung an die NO-Synthase durch Calmidazolium mdglich [291,99],

1.2.4 Hemmung der induzierbaren NO-Synthase

Aminoguanidin, Thiocitrullin und L-Canavanin (aus Canavalia ensiformis, der Jackboh-
ne) hemmen Uberwiegend die Aktivitat der NO-Synthase Il [105]. Wenig selektiv, aber
potente NO-Synthase Il-Inhibitoren sind auferdem N-Iminoethyl-ornithin und N-Imino-
ethyl-lysin [173],

Gehemmt wird die Enzyminduktion durch Interleukin (IL)-4 und-10, ,makrophage

deactivating factor” und ,transforming growth factor-p* [19.264],
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Glucocorticoide konnen die NO-Synthase |l ebenfalls in ihrer Expression hemmen, wo-
hingegen die basale NO-Synthese der NO-Synthase | und IlI nicht beeinfluf3t wird.

1.3 Enzymunabhangige NO-Bildung in biologischem Gewebe

NO kann im ischamischen Herzen durch direkte Reduktion aus Nitrit unter den dort
auftretenden stark sauren und reduzierenden Bedingungen entstehen. Langere ischa-
mische Zustéande koénnen damit zu einer Nekrose und dem Verlust der kontraktilen
Funktion vorwiegend Uber diese Form der NO-Bildung fiihren [319,318],

Ferner ist eine NO-Produktion aus Ascorbinsaure (AA) und Nitrit in Nervenzellen postu-
liert, wobei Dehydroascorbinsaure (DHA) entsteht, die mit Sauerstoff wieder zu Ascor-

binsaure reoxidiert werden kann [204],

AA + 2NOy + 2H' — DHA + 2NO" + 2H,O (1)

Allerdings wird auch eine gesteigerte endotheliale NO-Bildung durch Ascorbinsaure dis-
kutiert, vermutlich durch eine protektive Wirkung an der NO-Synthase oder erhdhte Ver-

fligbarkeit der notwendigen Kofaktoren [123],

1.4 Eigenschaften von NO

1.4.1 Chemische und physikalische Merkmale

Die chemischen und physikalischen Eigenschaften von NO lassen sich gut durch seine
Elektronenverteilung veranschaulichen. In ist die Verteilung der AuRenelekt-
ronen in einem Molekulorbitalschema wiedergegeben. Das NO-Radikal besitzt ein un-
gepaartes Elektron in einem antibindenden 2pr"—Orbital. Somit erklart sich die Bindung-
sordnug von 2,5: drei Bindungen der vollstandig besetzten o, n, und m, Molekulorbitale
minus einer halben Bindung des antibindenden n"-Orbitals. Da das hochst besetzte Or-
bital antibindender Natur ist, kann dieses Elektron leicht abgegeben werden, es entsteht

NO” (lonisierungspotential 9,25 eV) [93.69],
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——>
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O,

Abbildung 5: Molekiilorbitalschema von NO (dulBere Elektronenschale)

Die NO-Bindungslénge im Stickstoffmonoxidradikal betragt 1,15 A, im Vergleich hierzu
sind fiir das Nitrosoniumion (NO™) 0,95 A und fiir das Nitroxylanion (NO) 1,26 A ermittelt
worden [279], Entsprechend liegen die Schwingungsfrequenzen der NO-Bindung bei
2300 cm™ fiir NO*, bei 1840 cm™ fiir das NO-Radikal und bei 1290 cm™ fiir NO™ (511,

Das Nitrosoniumion ist zu reaktiv, um in wassriger Losung zu existieren. Es entsteht so-

fort salpetrige Saure bzw. Nitrit:

NO* + H,O — HNO, + H* (2)

Erst in stark saurer Lésung ist die Bildung von NO* aus Nitrit mdglich.

Bedeutender aus physiologischer Sicht ist die Transnitrosierung, ein Nitrosothiol Uber-
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tragt NO™ auf ein anderes Thiol oder Nucleophil [341:

R'SNO + RS —— R'S" + R*SNO (3)

Das Nitroxylanion ist unter physiologischen Bedingungen deutlich stabiler. Die Dimeri-
sierung ist stark konzentrationsabhangig und wird bei den in Zellen auftretenden Kon-

zentrationen nur sehr langsam stattfinden [341:

2NO + 2H" o N.O + HO (4)

AulRerdem ist die Reaktion des Nitroxylanions mit Sauerstoff von Bedeutung, die zu ei-

ner deutlichen Erhohung der Toxizitat fuhrt und auf der Bildung von Peroxynitrit beruht
[16,307]:

NO™ + O, — ONOO" (5)

Die Reduktion des NO-Radikals zum Nitroxylanion ist in vivo sehr unwahrscheinlich, da
Sauerstoff, der in der Regel in einem 100-fachen UberschuR vorliegt, wesentlich schnel-
ler reduziert wird als NO* (Reduktionspotential zu NO™ bei pH 7,0 =0,39 V). Trotzdem
scheint ein Auftreten des Nitroxylanions durch (a) enzymatische Bildung uber die NO-
Synthase [125], (b) indirekt aus Hydroxyarginin durch Wasserstoffperoxid/Haemprotein-

Anwesenheit oder [307] (c) heterolytische Spaltung aus S-Nitrosothiolen 8] mdglich.

NO liegt bei Raumtemperatur als farbloses Gas vor (die z.T. vorkommende Beschrei-
bung als blaues Gas ist auf Gegenwart von N,O3-Spuren zurtickzuflhren), mit einem
Siedepunkt von -151,8 °C und einem Schmelzpunkt von -163,6°C.

Die Wasserloslichkeit bei 25°C und 1atm betragt 1,9 mmol/l [75].

Von physiologischer Bedeutung ist NO nur in wassriger Losung. Der Diffusionskoeffi-
zient in Wasser betragt bei 37°C ca. 3 bis 4 x 10° cm?/s [1571. Der Verteilungskoeffizient
zwischen Gas und Wasser bei Raumtemperatur liegt bei etwa 20. Als Halbwertszeit von
NO in luftgesattigtem Krebs-Henseleit-Puffer (0,2 mM O) wurden ca. 6 Sekunden ermit-

telt [761.

An der Luft reagiert NO mit dem Luftsauerstoff zu NO,, welches als braunes Gas sicht-



Seite 14 Einleitung

bar wird [109]:

2NO + O, — 2 NO, (6)

Im wassrigen Medium fuhrt die Oxidation von NO nahezu ausschlielich zu Nitrit:

NO + % O —> NO; (7)
NO, + NO — N2O3 (8)
N2O; + HxO — 2H" + 2NOy 9)
2NO + % O +H,0O ——> 2 NO; + 2H* (10)

Die Hydrolyse von NO, mufite normalerweise zu einer aquimolaren Menge von Nitrit
und Nitrat flhren, da aber die Reaktion von NO mit NO, schneller ist, erhalt man vor
allem Nitrit [33].

Die Reaktion ist zweiter Ordnung in Bezug auf die NO-Konzentration und erster Ord-
nung hinsichtlich der Sauerstoffkonzentration, insgesamt dritter Ordnung mit einer Ge-
schwindigkeitskonstanten von 6,3 x 10° M?/s™" bei 20 °C [159]. Diese Geschwindigkeits-

konstante ist damit 1000 mal groR3er als fur die Gasphasenreaktion.

1.4.2 Physiologisch bedeutsame Merkmale

Im physiologischen Bereich spielt die Umsetzung von NO mit Oxyhamoglobin zu Nitrat

eine grofe Rolle:
Oxy-Hb [ Fe(ll)-O,] + NO ——> Met-Hb [Fe(lll)] + NOs (11)

Diese Reaktion ist vor allem deshalb sehr wichtig, da sie sehr schnell stattfindet [142].

Im vendsen Blut reagiert NO mit Hamoglobin zu Nitrosylhamoglobin.

Arterien haben eine hdohere NO-Freisetzungsrate (der vaskulare Tonus ist starker NO-
abhangig!) als Venen, diese haben daflur kompensatorisch einen hoheren Spiegel an
I6slicher Guanylyl-Cyclase und zeigen damit auf Zugabe von NO-Donoren einen starke-

ren vasodilatierenden Effekt [171]. Hiermit 1aRt sich auch der Nachteil der bisher ange-



Einleitung - Eigenschaften von NO Seite 15

wandten NO-Pharmaka, das vendse Pooling, erklaren [246],

Physiologisch wichtige Reaktionspartner von NO sind in der Reihenfolge abnehmender

Reaktionsgeschwindigkeit [16I:

Hamoglobin (im Bioassay mit Oxyhamoglobin weniger als 100ms !) [156]

L-Cystein

Albumin

molekularer Sauerstoff (10000 mal geringer als die Affinitat zum Ham-Eisen im Ha-

moglobin)[234],

Nachfolgend werden einige nur kurz beschriebene Charakteristika aufgefuhrt:

Die im Blut festgestellte biologische Halbwertszeit betragt wenige Sekunden, sie
scheint abhangig zu sein von der initialen Konzentration.

Nach einer Endothelstimulation mit Bradykinin sind maximale NO-Konzentrationen
von 450 nM aufgetreten, im glatten Muskel befinden sich daraufhin nach 90 Sekun-
den noch 130 nM NO [252]; nach Acetylcholin-Stimulation (100 nmol/min) wurden z.
B. nach direkter Messung aus einer Handvene NO-Konzentrationen von ca. 250 nM
gemessen [297],

Die Zeit von einer Stimulation des Endothels mit Bradykinin oder ATP bis zur Frei-
setzung von NO betragt im Modell etwa 15 s [156],

Eine halbmaximale Stimulation am Endothel wurde mit einer Konzentration von 5 nM
NO festgestellt [156].

Die basale endotheliale NO-Bildung liegt bei etwa 8 nM [156],

Eine Stimulation der induzierbaren NO-Synthase fuhrt zu NO-Konzentrationen von
bis zu 40 yM [531.

Der neuronale Aktionsradius von NO reicht maximal bis zu 100 ym, womit ungefahr

bis zu 2 Mio. Synapsen erreicht werden konnen [101],
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1.4.3 Physiologisch wichtige Zielstrukturen von NO

NO hat eine groRe Affinitat zu Ham-Proteinen, wie der |6slichen Guanylyl-Cyclase, dem
Hamoglobin, dem Myoglobin, der Catalase, der Peroxidase, den Cytochromen und der
Cyclooxygenase [278.293,30,116],

Hier ist allerdings bewiesen, dal’ nicht allein die Affinitat von NO zum Ham-Eisen aus-
schlaggebend ist, sondern z. B. beim Oxyhamoglobin auch eine Bindung von NO an
einen speziellen Cysteinrest (Cysp93) stattfindet [2341.Ferner ist eine Steigerung der NO-
Freisetzung aus S-Nitrosohamoglobin durch niedermolekulare Thiole moglich [149.127],
Fir die Superoxiddismutase (SOD[Cu]) ist beispielsweise eine Umwandlung vom Nitro-

xylanion (NO) in das NO-Radikal bewiesen [218],

Die Ribonucleotid-Reduktase (ein geschwindigkeitsbestimmendes Enzym der DNA-
Biosynthese, ein non-Ham-Eisen-Enzym) wird durch NO gehemmt [162]. Hohe Konzent-
rationen von NO fuhren zur Deaminierung der DNA, als haufigste Mutationen ergeben
sich demzufolge Guanin/Cytosin zu Adenin/Thymin.

Hier wird eine Wechselwirkung von NO mit dem n-Elektronensystem der Purine und ein

Wechsel der Orientierung zu den benachbarten DNA-Basen vermutet [6.244],

Die Wechselwirkung von Stickoxiden mit Thiolen ist fur die Modulation von Rezeptoren,
lonenkanalen und Enzymen ebenso wie fur die vieldiskutierte Speicherung von biolo-
gisch verfligbarem NO verantwortlich 92371, So werden z. B. calciumabhangige Kalium-
kanale in den GefalRmuskeln direkt durch NO aktiviert, worauf eine Relaxation des Mus-
kels folgt [25,169], Weiterhin ist im glatten Muskel der Bronchien eine Blockade der ,gap-
junctions® durch NO nachgewiesen worden, die vermutlich auf eine Wechselwirkung von
NO mit Thiolen zuriickzufiihren ist [208]. Weiterhin werden Nitrosothiole seit langem als
mdgliche Speicherform des NO angesehen. Hinweise hierzu sind z. B. die Hemmung
der Relaxation von exogen zugefuhrtem NO durch Hydrochinon, wahrend die durch

NANC-Stimulation erreichte Relaxation hiermit nicht aufgehoben werden kann [126],

Ferner interagiert NO mit Enzymen der mitochondrialen Atmungskette (Komplex | und
Komplex Il) sowie des Citronensaure-Zyklus (Aconitase) durch direkte Reaktion mit den

Eisen-Schwefel-Clustern [50.317],
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1.5 NO-Pharmaka

1.5.1 Bisher bekannte NO-Donoren

Die bisher klinisch eingesetzten NO-Donoren (s. [Abbildung 6]) werden alle als Vasodila-
tatoren bei koronarer Herzkrankheit angewandt. Die Senkung des peripheren Gefal3wi-
derstandes und die Abnahme des Sauerstoffverbrauches am Herzen fuhren zur Verbes-
serung der Belastbarkeit des Patienten, Haufigkeit und Schweregrad von Angina-

pectoris-Anfallen werden reduziert [170],

N —NO»
NO.. 2
s No
2 O
0 ~ NO
e \>\/O (0] 2
02N NOz OZN/
Glyceroltrinitrat Pentaerithrityltetranitrat
(GTN) (PETN)
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O N SN—o0
0 H
OH No
2 S-Nitroso-N-acetyl-penicillamin
(SNAP)
Isosorbidmononitrat Isosorbiddinitrat
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S — 9.
NO* 0
/T \ /N—f
B, - o] —N
NG CN * O
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Molsidomin
N

Nitroprussid-Natrium

Abbildung 6: Bekannte NO-Donoren
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Ein interessanter Aspekt zur Beurteilung dieser Prodrugs sind die verschiedenen Bioak-
tivierungswege, die zur Freisetzung des NO fuhren.

Fir die Bioaktivierung der Nitrate zu NO ist eine reduktive Spaltung Voraussetzung; der
Stickstoff in den Nitraten hat eine Oxidationsstufe von +5, die Oxidationsstufe des Stick-
stoffs im NO betragt +2. Als Katalysatoren dieser Umsetzung konnten Enzyme der Cy-
tochrom-Familie eine Rolle spielen [€6].

Fir eine nichtenzymatische Freisetzung ist eine Beteiligung von Thiolen, die dabei zu
den entsprechenden Disulfiden reagieren, vielfach untersucht [236,59,294,110]  Ob diese in
vivo als direkte Kofaktoren oder als Donoren von Reduktionsaquivalenten dienen ist

schwer abzugrenzen [120],

Molsidomin spaltet dagegen erst nach Hydrolyse zum aktiven Metaboliten SIN-1 (mit
einer formalen Oxidationsstufe des Stickstoffs von 0) und nachfolgender ebenfalls
hydrolytischer Ringdffnung (zum Metabolit SIN 1A) mit Sauerstoff bzw. aktiviertem

Sauerstoff NO ab [24.68],

Nitrosothiole, wie das S-Nitroso-N-acetylpenicillamin (SNAP), deren Stickstoffatome
eine Oxidationsstufe von +1 haben, setzen spontan, in der Regel innerhalb weniger Mi-
nuten, NO frei [213]. Eine maximale NO-Abspaltung wird Uberraschenderweise erst in
Anwesenheit reduktiver Agentien erhalten, besonders Kupfer- und Eisen(ll)-ionen stei-
gern die Freisetzung [197.306], Dies erklart sich durch eine heterolytische Spaltung von
Nitrosothiolen in Thiolatanionen und Nitrosylkationen, wodurch eine Stickstoffspezies mit
der Oxidationsstufe +3 entsteht, die dann zu NO reduziert werden kann (siehe Glei-
chung 12).

RSNO — RS + NO* (12)

Sowohl eine homolytische NO-Abspaltung (insbesondere fur Nitrosocystein im Phos-
phatpuffer bestatigt) als auch die physiologisch bedeutsame heterolytische Bildung von
NO™ bzw. NO", je nach Redoxbedingungen, ist fiir die Nitrosothiole bewiesen [©].

Die Freisetzung von NO aus Natriumnitroprussid wird stark durch Thiole, wie z.B. L-

Cystein, Dithiothreitol oder Glutathion stimuliert [120],
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1.5.2 Ausblicke fiir neu zu entwickelnde NO-Pharmaka

1.5.2.1 NO-Konzentration senkende Pharmaka

Die endogene Uberproduktion von NO, im wesentlichen durch die NO-Synthase Il ver-
ursacht, kann zu einer Reihe von pathologischen Zustanden fuhren (s.1.1.2), die eine
Eingriffsmdglichkeit in die NO-Synthese wiinschenswert machen [192],

Auch lielke z. B. die Hemmung der NO-Synthase Il theoretisch eine Therapie mit hdhe-
ren effektiven Dosen des tumoriziden Interleukins-2 zu, dessen unerwinschte Wirkun-
gen NO-vermittelt und gegenwartig dosisbegrenzend fiir die Therapie sind [211],

Hier bieten sich die Moglichkeiten entweder die Aktivitat oder die Expression der NO-
Synthase zu hemmen. Die unter Kapitel 1.2 beschriebenen Hemmstoffe der NO-
Synthasen sind bislang ohne klinische Bedeutung.

NO-Fanger, die NO direkt binden (Hamoglobin, Myoglobin, Pyocyanin, [2-(4-
Carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramythylimidazolin-1-oxyl-3-oxid, Kaliumsalz]) oder dessen
Zerfall durch Sauerstoffradikalbildung beschleunigen, haben bislang nur experimentelle

Bedeutung.
1.5.2.2 NO-Donoren

Bisher angewandte NO-Donoren stellen im wesentlichen eine Substitutionstherapie von
endogenem NO dar. Hier ist zu beachten, dal} dies oft eine Dauertherapie darstellt und
vor allem die bei Nitraten auftretende Toleranzentwicklung, die nur bei Pentaerythrityl-
tetranitrat nicht beobachtet wird 63,1701 vermieden werden muf. Da die Erschépfung
des endogenen Thiol-Pools dabei eine Rolle spielen kdnnte, wurden Substanzen entwi-
ckelt, in denen Thiol- und Nitrat-Struktur vereint sind. Spontane NO-Freisetzung und

scheinbar geringere Neigung zur Toleranzentwicklung bestatigen dies (siehe Formel 1)
[167].
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Formel 1: SPM3672, ein Hybrid-Pharmakon mit Nitrat- und Thiolstruktur

Um neben der koronaren Herzkrankheit weitere Indikationsgebiete fur NO-Donoren zu
erschlieflen, ist eine selektive NO-Freisetzung notwendig, fur die es bislang noch wenig
Ansatze gibt.

Ein Schritt in diese Richtung ist die Entdeckung, dal S-Nitroso-glutathion, ein stabiles
Nitrosothiol, die Plattchenaggregation und -adhasion in einem Dosisbereich hemmt, wo

nur eine minimale Vasodilatation eintritt [54].

Da NO auf Tumorzellen zytotoxisch wirkt und sowohl die Wirkung ionisierender Strahlen
als auch von Chemotherapeutika verstarkt, wird auch hier versucht eine moglichst tu-
morselektive NO-Freisetzung zu erreichen. Der erhdhte Glucosetransport in Tumorzel-

len war ein Ansatz zur Entwicklung von glucose-konjugiertem SNAP [29],

Die Inhalation von NO-Gas (5-80 ppm) eignet sich beispielsweise zur Behandlung der
Bronchialverengung Neugeborener ebenso wie beim ARDS (adult respiratory distress

syndrom) [87]. Eine Zulassung als Arzneimittel ist in nachster Zeit wahrscheinlich.
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1.6 Aufgabenstellung

Wie oben aufgezeigt wurde, sind die vielfaltigen Wirkungen von NO stark vom Wirkort
abhangig. Um eine mdglichst spezifische Wirkung zu erreichen, ist eine selektive NO-
Freisetzung winschenswert.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Moglichkeiten zur Aktivierung von NO-Donoren aufge-
zeigt werden. Hierbei ist vor allem auf bisher wenig untersuchte Substanzen einzuge-
hen. Die getesteten potentiellen NO-Donoren sollten mdglichst nicht spontan, sondern
erst in Anwesenheit bestimmter Kofaktoren NO freisetzen bzw. durch diese eine deutli-
che Steigerung in der NO-Freisetzung erfahren. Als Kofaktoren kommen physiologisch
relevante Verbindungen bzw. diese imitierende Substanzen in Frage. Besondere Bedeu-
tung kommt Cytochrom-P450-imitierenden Substanzen zu, da die NO-Synthase selbst
als Ham-haltiges Enzym Vorbild fiir eine derartige Stimulation ist [47.44.247,55,151,272]
Ausgehend von der Chemilumineszenzmethode als direkte in-vitro NO-Melimethode
sollten richtungsweisende Versuche etabliert werden, die dann zur Charakterisierung
der potentiellen NO-Donoren herangezogen werden. Hierbei sollten auch die moglichen
Endprodukte Nitrit und Nitrat Beachtung finden, denen eine intermediare NO-Bildung
zugrunde liegen konnte. Zur weiteren Beurteilung interessanterer NO-

Freisetzungsmuster sind erganzende Untersuchungsmethoden heranzuziehen.
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2 Untersuchte Substanzen

2.1 Nitro-Verbindungen

2.1.1 Nifedipin

NO>

Formel 2 Nifedipin

1,4-Dihydro-2,6-dimethyl-4-(2-nitrophenyl)-3,5-pyridincarbonsauredimethylester,
C17H18N206, M,=346,3 g/mol
gelbes Pulver, praktisch wasserunléslich, in Aceton ldslich, Lagerung vor Licht geschutzt

[32], in Losung sehr lichtempfindlich

Nifedipin ist fur die direkte Wirkung am 1,4-Dihydropyridin-Rezeptor des Calciumkanal-
proteins bekannt. Uber eine Beeinflussung des Membranpotentials wird der Calciumein-
strom in den potentialabhangigen langsamen Calciumkanal gesenkt. Eine Verringerung
der intrazelluldaren Calciumionen-Konzentration fuhrt zur Abnahme der Aktivitat der Cal-
cium-abhangigen Myosin-ATPase. Der gleiche Effekt flhrt zur Dilatation am glatten Ge-
falmuskel [292,261,10],

Die Arbeitsgruppen Robak und Berkels bewiesen deutliche hamolytische und antiaggre-
gatorische Eigenschaften fir Nifedipin [245.17], AulRerdem stellten Dhein und Mitarbeiter
fur Nifedipin eine arteriolare Dilatation und eine gesteigerte Mikrozirkulation fest, die
durch Behandlung mit L-N®-Nitroarginin antagonisiert werden kann (611,

Die starke Lichtempfindlichkeit von Nifedipin flhrt in Losung Uberwiegend zum Nitroso-
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phenylpyridin-Derivat [147,288,299,12,189,144] ' |n Gegenwart ungesattigter Fettsduren ent-
stehen stabile Nitrosylradikale [206], 4-Aryl-substituierte 1,4-Dihydropyridine sind, obwohl
sie sekundare Amine sind, Substrate fur Cytochrom P450, die Uber ein Aminium-Radikal
aromatisieren [287],

Eine NO-Abspaltung vom Phenylring ist wenig wahrscheinlich, jedoch ist es sinnvoll Ni-

fedipin als Vergleich zu BAY-k8644 auf eine NO-Freisetzung zu Uberprufen.

2.1.2 Bay-k8644

CF3

O2N
O/

Formel 3 Bay-k8644

1,4-Dihydro-2,6-dimethyl-5-nitro-4-[2-(trifluoromethyl)-phenyl]-3-pyridincarbonsaure-
methylester
C16H1504N F3, Mr=342,3 g/mol

gelbe Kristalle, wasserunldslich, in Aceton gut I6slich, Lagerung vor Licht geschitzt

Bay-k8644 ist ein Agonist am spannungsabhangigen L-Typ-Calciumkanal, der positiv
inotrop und gefalkonstringierend wirkt. Es besteht ein kompetitiver Antagonismus zu
Nifedipin, nicht aber zu Verapamil und Diltiazem [259,260],

Bei den Dihydropyridinen flhrt der Ersatz der lipophilen Esterfunktion durch kleinere
Substituenten mit negativem Potential bei einem Enantiomer zur Umkehr der Calcium-
antagonistischen zur Calcium-agonistischen Wirkung. So wirkt das S-(-)-Enantiomer als
Agonist, das R-(+)-Enantiomer als Antagonist und das Razemat agonistisch [284].

In héheren Konzentrationen wiederum fanden Rogg und Mitarbeiter [248] eine Calcium-



Seite 24 Untersuchte Substanzen

antagonistische Wirkung fur diese Substanz.

Die Arbeitsgruppe Johnson und Mitarbeiter stellte eine Hemmung der Plattchen-
aggregation fur BAY-k8644 fest, fir die allein das R-(+)-Enantiomer verantwortlich zu
seien scheint [150],

Eine isolierte Rattenaorta, die mit Bay-k8644 behandelt worden ist und eine Kontraktion
zeigt, wird nach UV-Bestrahlung relaxiert. In Dunkelheit wird die GefalRkontraktion wie-

derhergestellt [201.202,111] Bei dieser Reaktion wird eine NO-Beteiligung diskutiert.

2.1.3 Bay-m4786

Formel 4 Bay-m4786

2,6-Dimethyl-4-(3-nitrophenyl)-3,5-pyridincarbonsaure-ethylmethylester,
C13H13N206, Mr=358,4 g/mol

weile Kristalle, wasserunloslich, in Aceton l6slich

Diese Substanz wurde zum Test am Dihydropyridin-Rezeptor entwickelt und erscheint
aufgrund ihrer Struktur als Vergleich zu Bay-k8644 und Nifedipin interessant.
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2.1.4 1-Nitropyren

Formel 5 1-Nitropyren

C16H9N02, Mr=247,3 g/mol
weilles Pulver, gut I6slich in DMSO

Nitropolycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe sind als Verbrennungsprodukte mit
hohem genotoxischem Potential bekannt [26.41.42] Mutagenitét in Salmonella typhimuri-
um mit und ohne aktivierende Systeme sind ebenfalls hinreichend bekannt [242]. Als Me-
tabolisierungsprodukte sind 1-Aminopyren, 1-N-Acetylaminopyren, sowie deren 3-,6-
und 8-hydroxylierte Derivate, 1-Nitropyren-9,10-dihydrodiol und N-Hydroxy-1-
aminopyren beschrieben. Letzeres wird fir Mutagenitat und DNA-Bindung verantwortlich
gemacht 921, Ob eventuell noch weitere Bioaktivierungswege, die Uber eine NO-

Freisetzung fuhren, mdglich sind, schien interessant.

2.1.5 2-Nitrofluoranthen

NO2

Formel 6 2-Nitrofluranthen

C16H9N02, Mr=247,3 g/mol
weilles Pulver, gut I6slich in DMSO
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Fluoranthen ist in der Atmosphare gefunden worden und wird dort Uber einen radikali-
schen Mechanismus nitriert. Hauptsachlich entsteht dabei 2-Nitrofluoranthen. Dagegen
werden bei Verbrennungsprozessen 3-, 7- und 8-Nitro-Derivate als Hauptprodukte Uber
einen ionischen Mechanismus gebildet.

2-Nitrofluoranthen macht bis zu 5% des direkt mutagenen organischen Materials aus,
welches an verschiedenen Stellen der USA und Europas gesammelt wurde. Nach aero-
ber Metabolisierung in Rattenleber erhalt man vorwiegend 8- und 9-Hydroxy-2-
nitrofluoranthen, wohingegen bei anaerober Metabolisierung 2-Aminofluoranthen ent-
steht [91,207,128]

Ob und inwieweit auch aus dieser Verbindung eine NO-Freisetzung maoglich ist, ist kaum

vorherzusagen.

2.1.6 Misonidazol

_ OH
NI?NQVO\

NO»>

Formel 7 Misonidazol

1-Methoxy-3-(2-nitro-1-imidazolyl)-2-propanol,
C7H11N304, Mr= 201 ,2 g/mol

gelbe Kristalle, schlecht wasserldslich, gut 16slich in Aceton und DMSO

Misonidazol und andere 2-Nitroimidazole sind als Radiosensitizer bekannt. Sie wirken
nach bioreduktiver Aktivierung cytotoxisch. Die groRere Toxizitat gegenuber hypoxi-
schem Gewebe |aRkt diese Substanzen zur Therapie bestimmter solider Tumoren geeig-
net erscheinen, zu deren Behandlung sie unmittelbar nach der Bestrahlung appliziert
werden [48,49,267,2]

Es konnte gezeigt werden, dal® verschiedene Enzyme, wie z.B. Cytochrom-P450, die
Cytochrom c-Reduktase und die Xanthin-Oxidase, an der Nitroreduktion beteiligt sind

[303,36]. Ferner sind Ascorbat, Serotonin und Catecholamine in der Lage sowohl 5-
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Nitroimidazole als auch 5-Nitrofurane zu den entsprechenden Radikalanionen zu redu-
Zieren [241,240,300]

2.1.7 Nitrofurantoin

D\/N\NJE
%\IH

O

O2N

Formel 8 Nitrofurantoin

1-[(5-Nitrofurfuryliden)amino]-2,4-imidazolidindion,
CsHsN4Os5, M,=238,2 g/mol
gelbes kristallines Pulver, wasserunldslich, gut 16slich in Aceton und DMSO

Nitrofurantoin ist ein Chemotherapeutikum gegen Harnwegsinfektionen, das bakterizid
auf proliferierende und ruhende Keime wirkt sowie eine antimykotische und trichomona-
denhemmende Wirkkomponente besitzt. Das Wirkungsoptimum liegt bei pH=5,5 [74].

Als Wirkungsmechanismus der Nitrofurane wird ein Reduktion der Nitrogruppe angese-
hen, wobei die antimikrobielle Aktivitat mit dem Oxidationspotential steigt. Bakterielle 5-
Nitro-Reduktasen kdnnen die Nitrogruppe reduzieren, die entstehenden aktiven Metabo-
liten schadigen die Mikroorganismen durch Chromosomenbriuche und Interaktionen mit
dem Zitrat-Zyklus sowie der RNA-, DNA- und Proteinbiosynthese [5.115]. Es ist ein Re-
doxmechanismus beschrieben, der nach oxidativer und reduktiver Metabolisierung zu

einem Radikalanion fiihrt, hnlich der Aktivierung der Nitroimidazole [194,213,212,240,249]
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2.1.8 Furazolidon

D\/N P
OoN O \&O

Formel 9 Furazolidon

3-(5-Nitrofurfurylidenamino)-2-oxazolidinon,

C8H7N305, Mr=225,2 g/mol

gelbe Kristalle, leicht I6slich in Ethanol und Wasser, praktisch unloslich in Wasser von
pH=6

Furazolidon ist in der Tiermedizin als Chemotherapeutikum zur Therapie und Pravention
von intestinalen Infektionen, vor allem mit Protozoen, bekannt. Es wird als mutagen und
cancerogen beschrieben [301.302] Eine Nitroreduktion findet ebenfalls wie fir Nitrofuran-
toin und Misonidazol (s.0.) unter den oben beschriebene Bedingungen statt [239.241,240],
Weiterhin ist auch die Produktion von Superoxid und Wasserstoffperoxid sowie die Li-
pidperoxidation beschrieben [282]. Ebenso findet eine Substitution der Nitrogruppe mit
Glutathion unter Freisetzung von Nitrit statt [4.27.134]. Die Erschépfung der Glutathi-
onspeicher ist 2,3 mal groRer als bei Nitrofurantoin.

Unter den Bedingungen des Magensaftes wird die CH=N-Bindung nur zu einem gerin-
gen Teil gespalten, bei pH=1,6 und 37°C sind nach 4 Stunden nur 16 % 5-Nitro-2-
furaldehyd nachweisbar. Es kommt zu einer im Vergleich zu Nitrofurantoin fast 17-fach
erhohten Abatmung von Ethylen, die aus der Lipidperoxidation zellularer und intrazellu-
larer Membranen resultiert, welche aufgrund von Nitroradikalanionen oder der Spaltung
des Oxazolidindionringes entsteht [232],

Eine NO-Freisetzung ist flur Furazolidon bisher nicht beschrieben, ist jedoch nach den

von Hunt und Reid an anderen Nitrofuranen gemachten Beobachtungen denkbar [135],
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2.2 Nitrate

2.2.1 SE 145

O OCHjs

s%o NO»

O

Formel 10 SE 145

O-(3-Nitrooxypivaloyl)-thiosalicylsauremethylester
C13H15NO@S, Mr=313,4 g/mol
weiles Pulver, schlecht wasserldslich, gut 16slich in DMSO

Da es bei der Langzeitanwendung organischer Nitrate zu einer Toleranzentwicklung
kommt, deren Ursache moglicherweise die Entleerung intrazellularer Thiolspeicher ist,
wurden Hybridmolekule entwickelt, die Thiol- und Nitratstruktur vereinen (s. 1.5.2.2). SE
145 konnte in diesem Sinne als Prodrug eines solchen Hybridmolekils fungieren.

Diese Substanz wurde mir freundlicherweise vom Arbeitskreis Lehmann aus Bonn Uber-

lassen.
2.2.2 SE 136
O OCHs
0 %O NO,
O
Formel 11 SE 136

O-(3-Nitrooxypivaloyl)-salicylsauremethylester
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C13H15NO7, Mr=297,3 g/mol
weiles Pulver, schlecht wasserldslich, gut 16slich in DMSO

SE 136 ist als Vergleichssubstanz zu SE 145 sinnvoll, weil hier keine Thiolfunktion ent-
stehen kann. Es sind allein die Eigenschaften des organischen Nitrates zu erwarten.
Diese Verbindung wurde ebenfalls vom Arbeitskreis Lehmann zur Verfigung gestellt.

2.2.3 GTN
/ NO2
o)
O2N - O\>\/O o~ NO2
Formel 12 Glyceroltrinitrat = GTN

1,2,3-Propantrioltrinitrat
C3H5N304, M=227,1 g/mol
Flussigkeit, aulBerst explosiv (unterliegt dem Sprengstoffgesetz, 75% ige Mischung mit

Kieselgur ergibt Dynamit), gut mischbar u.a. mit Ethanol, Aceton und Eisessig

Glyceroltrinitrat ist als Koronardilatator mit kurzer Halbwertszeit schon vor dem ersten
Weltkrieg bekannt geworden. Bei sublingualer Applikation tritt die Wirkung bereits nach
1-2 min. ein, daher stellt es das Mittel der Wahl bei akutem Angina-pectoris-Anfall dar.
Eine orale Applikation ist wegen des hohen First-Pass-Effektes wenig sinnvoll. Es
kommt zur Dilatation aller Gefalde, in niedriger Konzentration zunachst der Koronararte-
rien und der Gefalde der Haut. Charakteristische Nebenwirkung ist deshalb die Rotung
des Gesichtes und Kopfschmerz (,Nitratkopfschmerz").

Glyceroltrinitrat wird, wie andere Salpetersaureester in der Leber stufenweise hydroly-
siert. Es kommt zur renalen Elimination der Mono- und Dinitrate des Glycerols und der
entsprechenden Glucuronide [10,32,244]

Die Metabolisierung dieses Prodrugs ist sowohl in verschiedenen Organen und Gewe-

ben beschrieben, als auch durch einzelne Enzymsysteme, wie Glutathion-S-transferase
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und NADPH-abhéngige Monooxygenasen, charakterisiert worden [270,176,66,82] Ebenso
ist als nicht-enzymatischer Bioaktivierungsweg eine thiolabhangige NO-Bildung unter-
sucht, wobei insbesondere hohe Konzentrationen von Cystein als wirkungsvoll be-
schrieben worden sind und dagegen ein Grofteil anderer Thiole Uberwiegend zur Nitrit-
bildung fiihrt [262], In welchen Mengenverhaltnissen in den einzelnen Geweben die Bio-
aktivierung zu NO und die Inaktivierung zu Nitrit auftreten, ist daher schwierig einzu-
grenzen.

Da einige Untersuchungen zu diesem Mechanismus anhand von Chemilumineszenz-
messungen schon von unserer Arbeitsgruppe erarbeitet wurden, sind hier nur ergan-
zende NO-Bestimmungen mittels Chemilumineszenz sowie mittels Oxyhamoglobinas-
say an Leber- und Aortenhomogenat und an cytosolischer und mikrosomaler Leberfrak-

tion gemacht worden [243],

2.3 Hydroxylamine

2.3.1 Hydroxylaminhydrochlorid

" cl

+

H/N\\H

H

Formel 13 Hydroxylaminhydrochlorid

HoNOH<-HCI, M;=69,49 g/mol

weille Kristalle, giftig, gut wasserldslich, I16slich in Ethanol und Glycerol

Hydroxylaminhydrochlorid findet Anwendung als Reduktionsmittel, Antioxidans und Ent-
wickler. Mit Aldehyden und Ketonen werden Oxime gebildet. Friher wurde es bei Haut-
leiden angewandt. Die Arbeitsgruppe DeMaster hat fur Hydroxylamin eine Vasodilatation
an Aortenstreifen - sowohl mit als auch ohne Endothel - nachweisen kénnen [€0]. Die

Metabolisierung zu NO ist folglich sehr wahrscheinlich.
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2.4 Hydroxyimine

2.41 FK409 (NOR-3)

O2N
NOH

@) NH»>

Formel 14 FK409 = NOR-3

(+)-(E)-Ethyl-2-[(E)-hydroxyimino]-5-nitro-3-hexenamid
C8H13N304, Mr=215,2 g/mol
weildes kristallines Pulver, licht- und feuchtigkeitsempfindlich, gut 16slich in DMSO

FK409 ist ein durch saure Fermentation aus Streptomyces griseosporeus isolierter Na-
turstoff. FK409 hat einen stark gefalldilatierenden Effekt (300-fachgrofere Aktivitat als
Isosorbiddinitrat!), ist ein potenter Hemmestoff der Plattchenaggregation und zeigt sowonhl
antiangindse als auch cardioprotektive Effekte im Ischamie/Reperfusionssystem [164]. Im
Vergleich zu Glyceroltrinitrat gleicher Konzentration werden vor allem die grof3en Koro-
nararterien dilatiert und die Vorlast gesenkt, FK 409 ist aber ca. 3 mal weniger potent in
seiner Wirkung als systemischer und koronar-arteriolarer Vasodilatator [64]. Aulerdem
zeigten Seki und Mitarbeiter, dall FK 409 die glatte Muskelzellproliferation hemmen
kann [269],

Die Arbeitsgruppe Yamada und Mitarbeiter bestatigte ein von Sato und Mitarbeitern
schon entdecktes Charakteristikum: es kommt zu keiner Toleranzentwicklung nach
FK409-Gabe, auch besteht keine Kreuztoleranz zu Nitroglycerin [253,311],

Weiterhin wird angenommen, da® FK409 eine spezifische Agonist-induzierte intrazellu-
lare Calciummobilisation, die unabhangig von einer Inositol-3-phosphat-produktion ist,
hemmt, ebenso wie einen Calciumeinstrom durch selektive Agonist-regulierte Calcium-

kanale [271],
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2.4.2 NOR-1

CH,O

O,N
—OH

Formel 15: NOR-1

[(+)-(E)-Methyl-2-[(E)-hydroxyimino]-5-nitro-6-methoxy-3-hexenamid]
C13H13N305, Mr=231 ,2 g/mol

weilles kristallines Pulver, licht-und feuchtigkeitsempfindlich, in DMSO gut I6slich

Fur NOR-1 ist im wassrigen Medium bei pH= 7,4 und Raumtemperatur eine Halbwerts-
zeit der NO-Abspaltung von 1,7 Minuten ermittelt worden [164], Dieses im Vergleich zu
FK409 weitaus weniger bekannte und weniger untersuchte Hydroxyiminderivat wurde

hier zu Vergleichszwecken herangezogen.

2.5 NONOate

NONOate (=Diazen-1-ium-1,2-diolate) sind fur ihre spontane NO-Freisetzung nach einer
Reaktion erster Ordnung bekannt. Verbindungen mit Halbwertszeiten von 2 min. bis zu
ca. 20 Stunden bei pH=7,4 und 37°C sind untersucht. Es kdnnen bis zu zwei Molekule
NO pro Molekul NONOat frei werden, bei pH=7,4 sind es weniger. In vivo ist damit
zusatzlich eine enzymatische Aktivierung denkbar.

Die NO-Freisetzungsrate wird beeinflul3t durch die nucleophile Komponente des Rest-
molekuls, die Temperatur und den pH-Wert. pH-Werte Uber 9 fuhren zu extrem langsa-
mer NO-Bildung, pH-Werte unter 5 haben sofortige NO-Freisetzung zur Folge. Die Pro-
tonierung zur [(NO)NO]H-Gruppe scheint folglich erforderlich zur NO-Abspaltung [286,82],
NONOate sind relativ einfach aus den entsprechenden Nucleophilen und NO-Gas zu

synthetisieren:
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X + 2NO ——  X[N(O)NOT (13)

Nucleophile sind in der Regel Amine ( primare, sekundare, Polyamine), aber auch Sulfit

ist als Reaktionspartner moglich [129,215,275],

2.5.1 DEA/NO
- +
CoHs - / O Na
- N—N
CoHs \ N— O
Formel 16 DEA/NO

2-(N,N-Diethylamino)-diazenolat-2-oxid, Natriumsalz
2-(N,N-Diethyl-amino)-diazen-1-ium-1,2-diolat
DiethylaminNONOat

C4H1oN302Na, M=155,1 g/mol

weil3e Kristalle, wasserloslich

DEA/NO ist als NO-Donor mit sehr kurzer Halbwertszeit bekannt; 2,1 min. bei pH=7,4
und 37°C sind u. a. von der Arbeitsgruppe Morley und Mitarbeiter festgestellt worden
[215], Basische Losungen von DEA/NO (in 0,01M NaOH) sind stabil und kénnen bei 0°C
24 Stunden gelagert werden. Vasorelaxierende Effekte sind ebenso wie cytostatische

Effekte in Melanomzellen fir DEA/NO bewiesen [187,188,118]

2.5.2 Alkylierte NONOate

Da NONOate in der Regel eine relativ kurze Halbwertszeit haben und NO nicht selektiv

freisetzen, scheint es sinnvoll diese Gruppe von NO-Donoren zu modifizieren.
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2.5.2.1 V-Pyrro/NO

»

N

Nyt
NO)

Formel 17 V-Pyrro/NO

1-Vinyloxy-2-oxo-(1-pyrrolidinyl)diazen
2-0-Vinyl-1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat
1-Vinyloxy-2-oxo-2-pyrrolidinyl-hydrazin

CsH11N30O2, M,=157,2 g/mol

leicht gelbliche oOlige Flussigkeit, gut 16slich in Aceton und DMSO, weniger gut wasser-

[6slich

Far ein ahnliches NONOat, das Prolinaddukt (PROLI/NO), dal} zwei Molekule NO frei-
setzt, ist die relativ kurze Halbwertszeit von 67 Sekunden festgestellt worden [250]. Hier
verhindert aber die Vinylgruppe am terminalen Sauerstoffatom eine spontane NO-
Freisetzung. Durch Cytochrom P450 ware in der Leber eine metabolische Abspaltung
der Vinylfunktion denkbar und damit dort eine lokale NO-Bildung moglich. Die Untersu-
chungen von Billiar und Mitarbeitern korrelieren hiermit gut, eine Nitrit- und Nitratfreiset-
zung aus V-Pyrro/NO wurde nur in Anwesenheit von Hepatozyten festgestellt [20],

In der Leber kénnen sowohl Kupfferzellen als auch Hepatozyten NO synthetisieren
[52,100], Es werden als intrazellulare Funktionen von NO die Proteinsynthese, der mito-
chondriale Elektronentransport und Teile des Zitronensaurezyklusses beschrieben. Zu-
satzlich fungiert NO interzellular bei der Arzneistoffmetabolisierung und der Speicherung
von Blut, welches die Leber als stark expandierbares vendses Organ in Stel3situationen
wieder in den Kreislauf freisetzen kann [203], Decker und Mitarbeiter fanden eine durch
TNF-o stimulierte endogene NO-Freisetzung nach einer partiellen Hepatektomie [561. Bei

einer Endotoxamie sind z. B. leberprotektive Effekte durch eine entsprechend gesteiger-
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te NO-Synthese bewiesen. AuRerdem scheint die zytokin-vermittelte NO-Bildung unter
den Bedingungen des oxidativen Stresses durch die Stimulation der Glutathionsynthese
einen protektiven Effekt auf die Leberzellen zu haben [174]. Eine verringerte nicht-
parenchymale NO-Produktion spielt eine Rolle bei der Leberschadigung durch Alkohol-
zufuhr [220],

Eine leberspezifische NO-Freisetzung aus einem NO-Donor kann folglich zur Leberre-
generation sinnvoll sein. Auch zur Behandlung von Lebertumoren konnte die zytotoxi-
sche Wirkung groferer Mengen NO gezielt eingesetzt werden (s. Kap. 1.5.2.2).

Diese Verbindung ist ebenso wie die alkylierten Derivate M-Pyrro/NO und V-Pyrro/NO

von der Arbeitsgruppe Keefer zur Verfligung gestellt worden.

2.5.2.2 M-Pyrro/NO

»

N

+

\N—N
-O/ So—

Formel 18 M-Pyrro/NO

1-Methoxy-2-oxo-(1-pyrrolidinyl)diazen
2-O-Methyl-1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat
1-Methoxy-2-oxo-2-pyrrolidinyl-hydrazin

CsH11N302, M=145,2 g/mol

leicht gelbliche, Olige Flussigkeit, bei —4°C fest, gut 16slich in Aceton und DMSO, weni-
ger gut wasserldslich

Da auch hier ein alkyliertes NONOat vorliegt, die Abspaltung der Methylgruppe unter
physiologischen Bedingungen aber eher unwahrscheinlich erscheint, ist diese Substanz

vor allem als Vergleich zu V-Pyrro/NO wichtig.



Untersuchte Substanzen - NONOate Seite 37

Formel 19 E-Pyrro/NO

1-Ethoxy-2-oxo-(1-pyrrolidinyl)diazen

2-O-Ethyl-1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat
1-Ethoxy-2-oxo0-2-pyrrolidinyl-hydrazin

CeH13N302, M=159,2 g/mol

leicht gelbliche, dlige Flussigkeit, gut 16slich in Aceton und DMSO, weniger gut wasser-

[6slich

Fir diese Substanz gilt das Gleiche wie flr das oben genannte Methyl-Derivat, eine Ab-
spaltung der Ethylgruppe unter physiologischen Bedingungen ist nicht zu erwarten, aber

ein Vergleich zu V-Pyrro/NO ist ebenfalls sinnvoll.
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2.6 5-Ring-Heterozyklen

2.6.1 Furoxan: CAS 1609

Untersuchte Substanzen

HO NH,
+
N N
o~ > .
@)

Formel 20 Furoxan CAS 1609

4-Hydroxymethyl-furazan-3-carbonamid-2-oxid
C4H5N304, Mr=159,1g/mol
weille Kristalle, wasserloslich

Furoxane sind fur ihre Plattchenaggregationshemmung, Vasodilatation und damit ver-
bundene Blutdrucksenkung [106,84,103,45.23] ebenso wie fiir ihre Zytotoxizitat, Bakteriosta-
se, Immunsuppression und Mutagenitat bekannt [391. NO-Freisetzung und Aktivierung
der I6slichen Guanylyl-Cyclase sind als Mechanismus dieser Wirkungen nachgewiesen

[38,104,102,199,137]

Von Hecker und Mitarbeitern ist eine direkte Wechselwirkung von CAS 1609 mit dem
calciumsensitiven Kaliumkanal als zusatzlicher Mechanismus der Vasodilatation festge-
stellt wordenl122]. In der Arbeitsgruppe Frutterro wurde flir verschiedene Furoxan-

Derivate eine zusatzliche o4-antagonistische Komponente an den Gefalien bestimmt

[90],
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\ +
)
"N N=—=0
N~
O N/
Formel 21 3-N-Methyl-N-nitroso-5-sydnonimin

C3HiNsO,, M=128,1g/mol

gelbes Pulver, gut I16slich in Aceton und Ethanol, schlecht I8slich in Wasser

Als bekannter Vertreter der Sydnonimine ist Molsidomin mit einer charakteristischen, im
Vergleich zu den Nitraten langeren Halbwertszeit mit dieser wenig bekannten Substanz
zu vergleichen. Sydnonimine sind als spontane NO-Donoren bekannt, deren Aktivierung
der l6slichen Guanylyl-Cyclase von Thiolen unabhangig ist [80]. Die Arbeitsgruppe Bohn
und Schonafinger bewies fir Molsidomin eine Bildung von Superoxidradikalanionen aus
Sauerstoff, die eine autokatalytische Wirkung auf den Zerfall des Molsidominmetaboliten
SIN-1A auslben [24],

Es bleibt hier zu untersuchen, inwieweit eine Ubertragung der fiir die Sydnonimine ge-
fundenen NO-Freisetzungswege auf die oben genannte Substanz mdglich ist oder ob
lediglich die Charakteristika einer N-Nitrosoverbindung, wie die spontane NO-Bildung,
auftreten.

Diese Substanz wurde freundlicherweise von Schleifer aus dem Arbeitskreis Rehse zur

Verfligung gestellt [254],
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2.7 Sonstige

2.71 HE12.2.B

Untersuchte Substanzen

Formel 22: HE 12.2B

(E)-3,3’-Azobis-(3-methyl-butansaure)N,N’-dioxid
C10H13N206, Mr=262,3 g/mol

weiles Pulver, in Losung blau, schwer wasserl6slich, gut I6slich in DMSO

C-Nitroso-Verbindungen tendieren zur Dimerisierung. Sie liegen im festen Zustand als
Dimere vor, wahrend wassrige Losungen in physiologischem Puffer zu den entspre-

chenden Monomeren reagieren und eine leichte Blaufarbung der Losung verursachen

[281]

C-Nitroso-Verbindungen, bei denen sich die Nitrosogruppe an tertiaren Kohlenstoffato-

men befindet, kdnnen NO nach photochemischer oder thermischer Aktivierung freigeben

[274], Zuséatzlich ist eine enzymatische Metabolisierung zu NO denkbar.

Der Arbeitskreis Rehse stellte freundlicherweise diese Substanz zur Verfligung [1241.
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3 Chemilumineszenz

Die Chemilumineszenz stellt ein sehr selektives Nachweisverfahren fur NO dar. Es laf3t
sich hiermit auch durch die entsprechend vorgeschaltete Reduktion Nitrit oder Nitrat
bestimmen.

Daneben stehen zum direkten NO-Nachweis die NO-Elektroden und die Elektronenspin-
resonanz (ESR)-Spektroskopie zur Verfugung.

Sowohl Nickelporphyrinelektroden als auch modifizierte Clark-Sauerstoffelektroden be-
sitzen den Nachteil grol3er Empfindlichkeit gegenuber kleinsten Temperaturschwankun-
gen und elektromagnetischen Feldern. Ferner reagieren sie auf Nitrit, nicht aber auf Nit-
rat. Die Empfindlichkeit liegt bei ca. 0,5 nmol [119],

Mit der Elektronenspinresonanz laftt sich NO mit einer Empfindlichkeit von 10-100 pmol
nachweisen [295]. Verbindungen wie spezielle Ubergangsmetallkomplexe oder Phenyl-
tert.-butylnitron (PBN, sog. Spin-Fallen) liefern stabile Addukte mit NO, die charakteristi-
sche ESR-Spektren aufweisen.

Weiterhin sind HPLC-Methoden in Kombination mit UV-ECD-Detektion zur Bestimmung
von Nitrit und Nitrat, also zur indirekten NO-Bestimmung mit einer Empfindlichkeit von

ca. 20 nM beschrieben [266],

3.1 Prinzip der Chemilumineszenz

Bei der Gasphasenchemilumineszenz wird gasformiges NO unter Ausschluf3 von Sau-
erstoff mit Ozon umgesetzt. Es entsteht zunachst angeregtes NO,*, dal® bei der Rick-
kehr in den Grundzustand (NO;) Lichtquanten emittiert [108] [78] deren Intensitét propor-

tional zur freigesetzten Menge NO ist.

NO + O3 o NO* + O3 (14)

NO,* — NO, + hv (15)

Das Maximum des emittierten Lichtes liegt bei 1200 nm [233],

Die Umsetzung von molekularem Sauerstoff mit NO ergibt zwar eine ca. 1000-fach ho-
here emittierte Lichtenergie, das Maximum bei 600 nm ist aber fur die Auswertung un-
gunstig, da bei dieser Wellenlange auch andere Chromophore aus Nebenreaktionen

detektiert werden.
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3.2 Versuchsaufbau
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Abbildung 7: Schema zur NO-Messung mittels Chemilumineszenz (Fa. Ansyco)
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Wie in [Abbildung 7] zu sehen, werden Probenldsungen in gasdichten Vials in einem
Wasserbad auf 37,0°C genau temperiert. Mit dem generierten Ozon wird gebildetes NO
in der MelRkammer zu angeregtem NO,* umgesetzt, wo es eine bestimmte, der Reakti-
onsgeschwindigkeit angepalite Zeit verbleibt und dem aufgesetzten Photomultiplier zu-
ganglich ist. Die einzelnen optischen Signale werden von einem Chopper erzeugt, der
Segmente fur die NO-Kammer und den Dunkelstrom enthalt. Der Chopper dreht sich mit
250 U/ min., d. h. es werden ca. vier MelRwerte pro Sekunde erhalten. Durch die perma-
nente Dunkelstromkompensation wird ein nahezu driftfreier Nullpunkt erreicht. Ein Roffil-
ter zwischen Chopper und Photomultiplier eliminiert Lumineszenzwellenlangen von we-
niger als 610 nm, die durch Chromophore aus der Reaktion von Ozon mit Ethylen und

ahnlichen Verbindungen entstehen.

Es wurden im Laufe der Untersuchungen zwei verschiedene Mel3gerate verwandt, die
sich vor allem in der Nachweisgrenze und in der Auswertung unterscheiden. Beiden

Geraten liegt das gleiche Reaktionsprinzip zugrunde.

3.2.1 MeRgerat der Firma Ansyco

Die Temperatur der Reaktionskammer betragt 38°C. Der Photomultiplier wird auf eine
Temperatur von +12°C gekuhlt. Der Druck in der Mel3kammer betragt ca. 600 Torr. Der
Mefgasflul’ liegt bei 150 mil/min.

Zur Auswertung lassen sich hier nur Peakhdhen heranziehen. Fur dieses Gerat hat sich
als gunstig erwiesen, jeweils funf Minuten zu inkubieren und dann fur zwei Minuten ei-
nen MefRgasfluR zu analysieren. Durch Einleiten von Argontragergas in die Probenbe-
haltnisse und Ansaugen von MelRRgas mittels einer Vakuumpumpe wird gebildetes NO in
das Analysegerat Uberfuhrt. Jedes Probenvial wird vier dieser Mel3zyklen unterzogen
und somit Uber 28 Minuten vermessen. Nach dieser Zeitspanne war fur alle untersuch-
ten Substanzen die NO-Freisetzung abgeschlossen. Die Uberfiihrung von NO direkt aus
dem Probenvial mittels Argontragergas in die MelRkammer erfordert die relativ lange
MeRdauer [71.
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3.2.2 MeRgerat der Firma Sievers

Der Photomultiplier arbeitet bei einer Temperatur von —10°C. Der Druck in der Mel3-
kammer liegt bei < 100 Torr. Der Mel3gasflul® betragt hier ca. 200 ml/min.

Hier findet die Auswertung uber die Integration der Peakflachen statt. Es wird alle 5/100
Sekunde ein MeRwert aufgezeichnet. Die Analysedauer einer Probe liegt im Bereich von
einer Minute. Eine Prifung auf abgeschlossene NO-Freisetzung im Inkubationsvial kann
durch erneute Injektion festgestellt werden. Bei den hier untersuchten Substanzen war,
bis auf das Hydroxyimin FK409, nach 10 Minuten bei 37°C die maximale NO-Bildung
erreicht; solange wurde die Inkubation im gasdichten Vial vorgenommen, danach mittels
gasdichter Spritze eine bestimmte Menge der Probe in das von der Firma Sievers entwi-

ckelte Reaktionsgefall (“purge-and-trap-vessel”) tiberfihrt und analysiert [273],

3.2.3 Direkte Messung von NO (fiir anaerobe Lésungen)

Je nach Melgerat wird direkt aus dem Probenvial die gesamte Gasphase in das Gerat
Uberfuhrt (Ansyco) oder Uber eine gasdichte Spritze ein nur bestimmter Teil der Gas-

phase transferiert (Sievers).

3.2.4 Messung von NO nach Nitrit-Reduktion (fiir aerobe Lésungen)

Da unter physiologischen Bedingungen entstandenes NO mit Sauerstoff sehr schnell zu
Nitrit weiterreagiert (s. Kap. 1.4), ist hier die Bestimmung von NO nach Nitrit-Reduktion
sinnvoll.

Es wird zunachst in einem Vial die Inkubation bei 37 °C vorgenommen, dann wird ein
Teil der nitrithaltigen Losung in eine Mischung aus konzentrierter Essigsaure mit Kaliu-
miodid Uberfuhrt, die sich in einem anaeroben Probengefal® befindet, wo die Reduktion
zu NO stattfindet. Entstandenes NO wird wiederum mittels Argon in das MelRgerat ge-
bracht.

NOy + I + 2H" —— NO + % I+ HO (16)

Diese vollstandige Reduktion erlaubt eine sehr genaue Bestimmung kleinster Ni-
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tritmengen.

3.2.5 Messung von NO nach Nitrat-Reduktion (fur aerobe Losungen)

In aeroben Losungen wird in Anwesenheit von Ham-Eisen bzw. imitierenden Komplexen
(s. Kap. 1.4.2, 1.5.1 und 3.5) entstandenes NO unmittelbar zu Nitrat oxidiert. Um diese
Mengen NO dennoch mit Hilfe der Chemilumineszenz zu erfassen, ist eine Reduktion zu
NO mit Vanadium(lll)chlorid (gesattigt) in 1 M-HCI bei 95 °C maoglich. Wie bei der Nitrit-
Reduktion (s. 0.) wird die inkubierte Losung in das anaerobe Gefaly mit dem Redukti-
onsgemisch uberfuhrt und das entstandene NO uber einen Kondenser zur Entfernung
salzsaurer Gase durch NaOH (1 M) mittels Inertgas in die Melzelle transferiert.

2NOs + 3V + 2H,0 ——> 2NO + 3VO," + 4H* (17)
Moglicherweise entstandenes Nitrit wird ebenfalls reduziert.
2NO, + V¥ —— 2NO + VO,* (18)

Hierbei werden ebenfalls sehr genau kleinste Nitrat-und Nitritmengen erfadt [313.73],

Zu beachten ist hierbei auch eine durch Vanadium(lll)chlorid katalysierte NO-
Freisetzung aus S-Nitrosothiolverbindungen, sowie eine langsamere und nichtquantitati-
ve NO-Bildung aus bestimmten Nitroverbindungen wie Nitroarginin, Natriumnitroprussid

und Glyceroltrinitrat, die zu einer markant erhéhten Basislinie fuhren.

3.3 Kalibrierung

3.3.1 Fur die direkte NO-Bestimmung

Zur Kalibrierung wurde die Messung von Lésungen, in denen definierte Mengen NO ge-
bildet werden, angewandt. Die Reduktion von Nitrit mit lodid verlauft quantitativ zu NO
nach (Gleichung Nr.16):

NOy + I+ 2H" —— NO + % I+ HyO

(wobei eine 0,05 mM KNO,-Lésung mit einer Lésung aus 0,5 M Kl mit 0,5 M H,SO,4 und
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0,7 M K2SO4 gemischt werden).

Zur Auswertung der NO-Donorsignale wurde eine Eichkurve aus funf Losungen ver-
schiedener NO-Konzentrationen erstellt, wobei wie bei den Ubrigen Messungen Uber 28
Minuten gebildetes Gas analysiert wurde, d. h. die Addition von vier Mel3werten (s. 3.2)
wurde ausgewertet. Durch gleiche Volumina von MeRl6ésungen und Kalibrierlosungen
wird die Wasserloslichkeit von NO von ca. 2 mM berucksichtigt.

Zwischen den Messungen wurde die Kalibrierung mittels Analyse von NO-Prifgas kon-

trolliert.

3.3.1.1 Eichkurve fiir die direkte NO-Messung

3.3.1.1.1 Geréat der Firma Ansyco
Vor und nach Wartung des Gerates wurden verschiedene Eichkurven ermittelt (s.

Abbildung 8). Die Justierung des Gerates wurde so vorgenommen, dal} reines Argon-
tragergas bereits ein Signal von 0,12 bis 0,16 Skalenteilen ergibt (demzufolge vier
MeRwerte 0,55 bzw. 0,63).
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Abbildung 8: Eichkurve 1 zur Chemiumineszenz (Gerét der Firma Ansyco)
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3.3.1.1.2 Gerat der Firma Sievers

Die Abbildung 9| zeigt das Beispiel einer Eichkurve, die aus verschiedenen Volumina
NO-Gas (10 ppm) in Stickstoff erhalten wurde.
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Abbildung 9: Eichkurve 2 zur Chemilumineszenz (Gerét der Firma Sievers)
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3.3.2 Fur die Messung nach Nitrit-Reduktion

Diese Messungen konnten nur mit dem Mefgerat der Firma Sievers durchgefuhrt wer-
den, da ein spezielles Reaktionsgefall und der entsprechende Probeneinlald vorhanden
waren.

Es wurden bestimmte Mengen einer 100 uM Natriumnitrit-Losung in das anaerobe ,pur-

ge-and-trap-vessel” Uberfuhrt und dort mit Kaliumiodid in Eisessig reduziert (s. Kap.

3.2.4). Die Abbildung 10|zeigt eine entsprechende Eichgerade, hier in Abhangigkeit inji-

zierter nmol Nitrit.

8000

7000 o

6000

y = 5132,8x - 462,8
R? = 0,9985

5000 /‘/
4000

3000

Area

2000

1000 ‘/
0 T

nmol NO;™ inj.

Abbildung 10: Eichkurve 3 zur Chemilumineszenz nach Nitrit-Reduktion
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3.3.3 Fur die Messung nach Nitrat-Reduktion

Die NO-Bestimmung nach Nitrat-Reduktion ist ebenfalls nur mit dem Gerat der Firma
Sievers moglich gewesen.

Unterschiedliche Volumina einer 1 yM Natriumnitratiosung wurden durch Reduktion mit
Vanadium(lil)chlorid in NO (berfiihrt. Die JAbbildung 11| gibt eine entsprechende Eich-

kurve wieder.
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Abbildung 11: Eichkurve 4 zur Chemilumineszenz nach Nitrat-Reduktion

3.4 Optimierende Bedingungen

Da fur die quantitative NO-Messung ein Sauerstoffausschluf® wichtig ist, werden die Vi-
als durch 30 minutiges Spulen mit Argon anaerobisiert und Losungen Uber gasdichte
Spritzen zum Reaktionsstart vereint. Argon besitzt gegenuber den anderen Inertgasen
den Vorteil einer grofieren Dichte als Luft, legt sich somit schitzend Uber die Oberflache

der Losung.
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In Vials mit 22 ml Gesamtvolumen werden 3 ml Probenldsung, bestehend aus:
e 0,1 ml NO-Donor-Lésung
¢ (je) 0,1 ml ,Aktivator-Losung®

e Phosphatpuffer bzw. Ethanol als Losungsmittel eingesetzt.

Far einige NO-Donoren ist eine lichtinduzierte NO-Freisetzung bzw. Photorelaxation am
Endothel bekannt [195.14.67.274] Es bleibt hierbei sicherlich zu diskutieren, inwieweit tat-
sachlich eine verstarkte NO-Bildung oder eine erhdhte NO-Freisetzung aus NO-
Speicherformen, wie z. B. Nitrosothiolen oder gar eine Uberfiihrung anderer NO-
Redoxformen in das bei dieser Methode gemessene NO-Radikal stattfindet [279.34],
Diese Stimulation wurde mit einer 120 W Wolframlampe (Wellenlangenbereich 380-780
nm) durchgefuhrt, wahrend die Ubrigen Reaktionsansatze vor Licht geschutzt blieben.

Um moglichst reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, ist es unbedingt notwendig eine
konstante Temperatur wahrend der Messung zu gewahrleisten. Dies ist insbesondere
bei der Bestrahlung zu beachten. Temperaturunterschiede von 0,1°C wirken sich bereits

betrachtlich in den Mel3ergebnissen aus.

3.5 Auswahl der Kofaktoren

Bei der Auswahl stimulierender Kofaktoren sollten zum einen bisher bekannte Aktivato-
ren der NO-Freisetzung berucksichtigt werden, zum anderen sollten bisher nicht unter-
suchte, madglichst physiologische Substanzen, vor allem im Hinblick auf ihre moglichen
Redoxeigenschaften getestet werden (s. Kap. 1.6).

Niedermolekulare Thiole sind von verschiedenen Arbeitsgruppen als Katalysatoren der
NO-Freisetzung aus Nitraten und Furoxanen beschrieben wordenl(81.120]. Hier sind die
Wirkungen fur Cystein gut belegt, welches auch physiologisch am starksten vertreten ist
und deshalb im folgenden eingesetzt wurde.

Ferner untersuchten McAninly und Mitarbeiter sowie eine Reihe weitere Arbeitsgruppen
die Wirkungen kleinster Mengen von Metallkationen auf den Zerfall von Nitrosothiolen,

wobei sich Kupfer(l)ionen als ausgesprochen giinstig erwiesen [197,112,114,305],
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AulBerdem sind Cytochrome, insbesondere Cytochrom P450, als Stimulatoren der NO-
Freisetzung aus Nitraten bekannt [58,68,66],
Da Ascorbinsaure und Glucose als physiologische Reduktionsmittel in relativ hohen

Konzentrationen vorhanden sind, wurden sie in die Untersuchungen miteinbezogen
[3,31,304]

Fiar einen Grofteil der zu untersuchenden Substanzen, die einer Reduktion bedurfen,

wurden nun weitere, moglichst in ausreichender physiologischer Konzentration vorhan-

dene Kofaktoren gesucht. Insgesamt erschienen als reduktive Aktivatoren sinnvoll:

e Ascorbinsaure (im Blut ca. 1,7 mM)

e Glucose (im Blut ca. 3,3-6,1 mM)

e Cystein (im Blut ca. 33 pM)

e Cu(l)-ionen (im Serum ca.1,4 mM fur ges. Cu)

e 5,10,15,20-Tetrakis-(pentafluorophenyl)-21H,23H-porphin Eisen(lll)-chlorid

(im folgenden mit TPP-Fe'"' bezeichnet) mit NaBH,4, zur Erzeugung eines oxidierbaren

TPP"-Komplexes, zur Simulation des reduktiven Teils des Cytochrom P-450 Systems

[65,44]

Seltener erfordern NO-Donoren eine oxidative Aktivierung; diese ist bisher auch weniger

untersucht. Fir Molsidomin bzw. seinen aktiven Metaboliten SIN-1A ist eine gesteigerte

NO-Bildung insbesondere mit Singulett-Sauerstoff ('O,) bestatigt [701.

Um eine mogliche oxidativ stimulierte NO-Freisetzung zu erhalten, wurden folgende Ko-

faktoren eingesetzt:

e 5,10,15,20-Tetrakis-(pentafluorophenyl)-21H,23H-porphin Eisen(lll)-chlorid (=TPP-
Fe'') als Imitator eines Cytochromsystems

e Co-Salen/O; als Singulettsauerstoffdonor (eine planare Schiffsche Base)

e |odosobenzol

e H->0, als mittelstarkes Oxidationsmittel.
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3.6 Ergebnisse

Die angegebene NO-Freisetzung in % steht fur die gemessenen mol NO — je nach Me-
thode eventuell nach Nitrit-oder Nitrat-Reduktion - bezogen auf die eingesetzte Stoff-
menge NO-Donor (100%).

Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte aus mindestens drei Messungen, die klei-

nen Balken stellen die Standardabweichung dar.

3.6.1 Nitro-Verbindungen

3.6.1.1 Bay-k8644

Eine NO-Freisetzung aus BAY-k 8644 ist mit den ausgewahlten Kofaktoren in Dunkel-

heit nicht moglich. Wie in Abbildung 12|zu sehen ist, findet erst nach Bestrahlung eine

maximale NO-Freisetzung von 5,6 % statt, die allerdings mit den eingesetzten Kofakto-
ren nicht weiter zu steigern ist, mit dem Reduktionsmittel Natriumborhydrid erreicht man
5,7 % NO-Freisetzung.

In Anwesenheit von Cystein kann eventuell gebildetes NO als Nitrosothiol vorliegen und
damit der Messung nicht zuganglich sein, wobei Nitrosothiole in Anwesenheit von Licht

homolytisch gespalten werden kdnnen [243],
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Abbildung 12: NO-Freisetzung aus BAY-k8644 unter Lichteinflul3 und anaeroben Bedin-

gungen

3.6.1.2 Bay-m4786, Nifedipin, 1-Nitropyren, Nitrofluoranthen, Misonidazol,

Furazolidon

Diese Substanzen setzen weder spontan noch in Gegenwart der Kofaktoren im Dunkeln
oder bestrahlt NO frei.
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3.6.1.3 Nitrofurantoin

Bei Nitrofurantoin ist eine NO-Bildung in Dunkelheit selbst in Anwesenheit der Kofakto-

ren nicht feststellbar.

Die Abbildung 13|zeigt, daR nach Bestrahlung im Lésungsmittel Ethanol bereits 13,6 %

NO frei werden. In Gegenwart von Ascorbinsaure steigert sich die NO-Bildung geringfu-
gig auf 14,0 %. Am meisten NO erhalt man nach Natriumborhydridzugabe, 17,8 %.
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Abbildung 13: NO-Freisetzung aus Nitrofurantoin unter LichteinflulR und anaeroben Be-

dingungen
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3.6.2 Nitrate

3.6.2.1 SE145, SE136

Weder SE145 noch SE136 geben in Dunkelheit oder bei Bestrahlung NO ab. Auch die
eingesetzten Kofaktoren sowie saure oder basische pH-Werte konnen keine NO-

Freisetzung stimulieren.
3.6.2.2 GTN

Glyceroltrinitrat wurde schon eingehend in unserer Arbeitsgruppe untersucht, wobei auf-
grund der apparativen Gegebenheiten nur NO-Bestimmungen durchgeflhrt werden
konnten [243], Da fiir diesen NO-Donor reduktive Bedingungen fiir die NO-Bildung sinn-
voll erscheinen, kdonnen diese in Sauerstoffabwesenheit vollzogenen Messungen als
durchaus maldgeblich fir die Freisetzung gelten. Von Riederer wurden maximale NO-
Freisetzungen bei Bestrahlung aus Glyceroltrinitrat in Anwesenheit eines Eisentetraphe-
nylporphyrins mit Natriumborhydrid und Cystein von 7,03% ermittelt, fur Eisentetraphe-
nylporphyrin mit Natriumborhydrid nur 1,5%.

Zur besseren Vergleichbarkeit wurden hier zusatzlich Inkubationen in Sauerstoffanwe-

senheit und nachfolgender Reduktion von Nitrit bzw. Nitrat untersucht.
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Uberraschenderweise zeigen die Bestimmungen in Luftsauerstoffanwesenheit nach Nit-

rit-Reduktion nur sehr geringe Ausbeuten an gebildetem NO (s. Abbildung 14). Ohne

Kofaktoren wird kein NO gebildet, in Anwesenheit von Ascorbinsaure werden nur 1,2%
NO frei, mit Cystein nur 0,6% NO. Erst die Gegenwart von Tetraphenylporphyrinen er-
gibt eine starkere Stimulation, wobei die hochsten Werte mit den reduktiven Zusatzen
Ascorbinsaure (10,5%) und NADPH (6,7%) erhalten werden.
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Abbildung 14: NO-Freisetzung aus GTN in Sauerstoffanwesenheit nach Nitrit-Reduktion

Da NO in Gegenwart von Cytochrom-P450 bzw. —imitierenden Komplexen und Sauer-
stoff zu Nitrat oxidiert werden konnte, scheint hier eine NO-Bestimmung nach Nitrat-
Reduktion notwendig, um die vollstandige NO-Freisetzung zu erfassen. Die
15 zeigt den wohl optimalsten NO-Freisetzungsweg aus GTN durch Eisentetraphenyl-
porphyrin und NADPH mit einer Ausbeute von 100%. NADPH ist dabei zur Bereitstel-
lung der Reduktionsaquivalente Ascorbinsaure und Cystein deutlich Uberlegen, die ge-
messene Menge Nitrat in Gegenwart von Eisentetraphenylporphyrin liegt in diesen Fal-

len nur bei ca. 16,6%.
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Die anderen Kofaktoren, einschliel3lich Tetraphenylporphyrin, zeigen ohne Re-

duktionsaquivalente keine relevante NO-Freisetzung.
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Abbildung 15: NO-Freisetzung aus GTN in Sauerstoffanwesenheit nach Nitrat-Reduktion

3.6.3 Hydroxylamine

3.6.3.1 HONH;CI

Die Abbildung 16]zeigt, daB aus Hydroxylaminhydrochlorid in Gegenwart von Luftsauer-
stoff nach Nitrit-Reduktion nur sehr geringe Mengen NO detektierbar sind. Ein neutraler
pH-Wert scheint dem sauren oder basischen Medium Uberlegen, aufRerdem sind
Cu(l)ionen in der Lage die NO-Freisetzung um ca. 60% des im neutralen gebildeten zu
erhohen.  Weiterhin  verhalten sich nur  Cu(ll)ionen und der  Ei-

sen(lIltetraphenylporphyrin-komplex als NO-Freisetzung stimulierende Kofaktoren.
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Abbildung 16: NO-Freisetzung aus HONHsCI in Sauerstoffanwesenheit nach Nitrit-
Reduktion

Erstaunlicherweise ist in Sauerstoffanwesenheit nach Nitrat-Reduktion ein Anteil von

100% NO detektierbar, der sich in Gegenwart des Eisen-TPP-Komplexes auf nur 2,6%

reduziert.

3.6.4 Hydroxyimine

3.6.4.1 NOR-3 = FK409

Far die Hydroxyimine ist eine Oxidation des Stickstoffs zur NO-Bildung notwendig, die

Inkubation unter Sauerstoffausschlufd und der direkte NO-Nachweis erwiesen sich er-

wartungsgemall als hinfallig zur Betrachtung der NO-Freisetzung.

Erst in Gegenwart von Luftsauerstoff werden nach Reduktion gebildeten Nitrits betracht-

liche Mengen von NO gemessen.
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Im Gegensatz zu allen anderen hier vermessenen NO-Donoren ist hier eine langere In-

kubationszeit von zwei Stunden notwendig, dies entspricht der vierfachen, von der Ar-

beitsgruppe Décout ermittelten, Halbwertszeit [57]. Aus |Abbildung 17| wird ersichtlich,

dafd auch hier die hochste Freisetzungsrate von 86% bei basischem pH auftritt, im neut-
ralen Bereich wird fast nur noch ein Drittel dessen und bei einem sauren pH von 4,5 nur
noch 5,2% NO gebildet. Der Zusatz von Cu(l)-ionen steigert im neutralen Medium die
NO-Freisetzung um mehr als das doppelte auf einen Wert von 70%, ferner ist noch mit
Ascorbinsaure eine deutliche Steigerung auf 50%, mit Cystein lediglich auf 38% NO zu
verzeichnen. In Anwesenheit von Eisen(lll)tetraphenylporphyrin liegt die Menge an frei-

gesetztem NO bei nur 9,2%.
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Abbildung 17: NO-Freisetzung aus FK409 in Sauerstoffanwesenheit nach Nitrit-
Reduktion
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Zur Kontrolle einer moglichen Eisentetraphenylporphyrin-katalysierten NO-Bildung wur-
den auch hier in Sauerstoffanwesenheit NO-Messungen nach Nitrat-Reduktion vorge-
nommen. Unter diesen Bedingungen wurden fur FK409 allein 90,4% NO, in Gegenwart
von Eisen(lI)TPP 79% NO detektiert. Ohne Anwesenheit von Kofaktoren entspricht der
Wert nach Nitrat-Reduktion in etwa dem nach Nitrit-Reduktion, folglich ist hier nur auf
Nitritbildung zu schliessen. Dagegen scheint der Eisen(lll)tetraphenylporphyrinkomplex
in der Lage eine Oxidation zum Nitrat zu katalysieren. Da im Nitritassay lediglich 9,2%

NO gemessen werden, kann man hier von ca. 70% Nitratbildung ausgehen.



3.6.4.2 NOR-1
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NOR-1 verhalt sich dem FK409 recht ahnlich, in Sauerstoffabwesenheit ist eine zu ver-

nachlassigende NO-Bildung zu verzeichnen.

Die Abbildung 18| veranschaulicht die in Sauerstoffgegenwart nach Nitrit-Reduktion er-

mittelte NO-Bildung aus NOR-1. Die Deprotonierung des Hydroxyimins bei basischen

pH-Werten scheint das ausschlaggebende Kriterium zur NO-Freisetzung zu sein. Bei

einem pH von 9 werden 109% NO detektiert, wohingegen bei einem pH von 4.5 nur

29% NO im untersuchten Zeitraum von 10 Minuten frei werden. Der Zusatz von Kofakto-

ren (hier nur bei pH=7,4 gezeigt) senkt deutlich die melRbare NO-Konzentration und ist

auch bei andere pH-Werten nicht relevant (Daten hier nicht gezeigt).
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Abbildung 18: NO-Freisetzung aus NOR-1 in Sauerstoffanwesenheit nach Nitrit-

Reduktion
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Eine Nitratbestimmung zum Nachweis einer eventuellen Tetraphenyleisenporphyrin-
stimulierbaren NO-Freisetzung zeigt ebenfalls deutlich keine derartige Aktivierbarkeit. In
Sauerstoffanwesenheit werden nach Nitrat-Reduktion 146,1% NO, dagegen mit dem

Zusatz von Eisen(lll)tetraphenylporphyrin nur 66,2% NO detektiert.

3.6.5 NONOates

3.6.5.1 DEA/NO

Fur DEA/NO ist eine spontane NO-Freisetzung bekannt, hier wurde zur Verdeutlichung

nur die Darstellung in Sauerstoffanwesenheit nach Nitrit-Reduktion gewanhlt. Die

Abbildung 19|stellt klar heraus, daR die Abwesenheit von Kofaktoren zur starksten NO-

Bildung von 161% fuhrt, die Gegenwart von Cystein z. B. erniedrigt diesen Wert um ca.

ein Drittel, auf 105% und von Eisentetraphenylporphyrin auf 110%.
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Abbildung 19: NO-Freisetzung aus DEA/NO in Sauerstoffanwesenheit nach Nitrit-
Reduktion
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Bei einer NO-Bestimmung nach Nitratreduktion wurde ohne Kofaktoren wiederum die
groldte Menge an NO, mit 169%, ermittelt, wohingegen in Eisentetraphenylporphyrinan-

wesenheit etwas weniger, namlich 150 % NO frei werden.

3.6.6 Alkylierte NONOates

3.6.6.1 M-Pyrro /INO, E-Pyrro INO

Bei allen alkylierten NONOaten wird weder spontan noch in Gegenwart von Kofaktoren

in Dunkelheit oder bei Bestrahlung NO abgegeben.
3.6.6.2 V-Pyrro/NO

V-Pyrro/NO zeigt ohne Zusatz von Kofaktoren keinerlei NO-Freisetzung, auch nicht
nach Nitrit- oder Nitrat-Reduktion.

Von den eingesetzten Kofaktoren stimuliert nur Eisentetraphenylporphyrin die NO-
Bildung. Es werden 146 % NO nach Nitrat-Reduktion gemessen. Weitere Kofaktoren
zusatzlich zum Eisen-TPP-Komplex erhohen diese NO-Freisetzung nicht.

3.6.7 5-Ringheterozyklen

3.6.7.1 Furoxan: CAS1609

In Sauerstoffabwesenheit ist flir das Furoxan CAS1609 auch in Anwesenheit der Kofak-

toren weder in Dunkelheit noch bei Bestrahlung eine NO-Bildung festzustellen.
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Erst in Luftsauerstoffanwesenheit werden nach Nitrit-Reduktion in Dunkelheit sehr ge-

ringe Mengen NO ermittelt (siehe Abbildung 20). Wobei im neutralen pH-Bereich von 7,4

lediglich 2 % NO frei werden; dieser Anteil wird, zwar sehr gering, nur durch den Zusatz

von Cystein erhoht.
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Abbildung 20: NO-Freisetzung aus CAS 1609 in Sauerstoffanwesenheit nach Nitrit-
Reduktion

Die NO-Bestimmung nach Nitrat-Reduktion zeigt dagegen schon ohne Kofaktoren einen
Anteil von 20,4 % NO. Die maximale Menge NO, 113,2 %, wird in Gegenwart von Eisen-
tetraphenylporphyrin frei. Auch hier erhdhen weitere Kofaktoren zusatzlich zum Eisen-
TPP-Komplex die NO-Bildung nicht.
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3.6.7.2 N-Methyl-N-nitrososydnonimin

Das Sydnonimin setzt unter anaeroben Bedingungen nur unter Lichteinwirkung NO frei.
Die zeigt, dal’ im Phosphatpuffer bereits 13,9 % NO gebildet werden. Ko-
faktoren konnen die Freisetzung erhéhen, z.B. der Zusatz von Ascorbinsaure fuhrt zu
einer NO-Bildung von 17,0 %, Glucose zu 20,0 % und Eisen(lll)-Tetraphenylporphyrin
zu 17,6 %.

Die Hydrolyse des Ringsystems spielt ebenfalls eine wichtige Rolle zur NO-Bildung. Ein
saurer pH von 4,5 erhoht die NO-Freisetzung auf 20,9 %, wahrend ein pH von 9 nur
14,7 % NO entstehen laldt.
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Abbildung 21: NO-Freisetzung aus 3-Methyl-N-nitroso-sydnonimin unter Lichteinflul3 und

anaeroben Bedingungen

Das N-Nitrososydnonimin setzt in Luftsauerstoffanwesenheit sehr ahnliche Mengen NO
frei (Daten hier nicht gezeigt). Interessant ist wieder die Stimulation der NO-Bildung
beim Nitratassay. Es werden 67,6% NO bereits ohne Anwesenheit der Kofaktoren frei,
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mit Eisentetraphenylporphyrin sind es nur 60%.

3.6.8 Sonstige

3.6.8.1 HE12.2B

Die in wassriger Losung entstehende C-Nitroso-Verbindung setzt bestrahlt und unter

AusschluR von Luftsauerstoff nur ca.1,2 % NO frei. Wie in |Abbildung 22|zu sehen ist,

erhoht sich in Gegenwart von Ascorbinsaure der NO-Anteil auf nur 1,43%. Die anderen

Kofaktoren erweisen sich als ahnlich irrelevant zur Stimulation der NO-Bildung.
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Abbildung 22: NO-Freisetzung aus HE 12.2 B unter Lichteinflu3 und anaeroben Bedin-

gungen

Auch hier andert sich das NO-Freisetzungsverhalten gravierend im Nitratassay. In Sau-
erstoffanwesenheit ist nach Nitrat-Reduktion ein Anteil von 113% NO ohne Kofaktoren

zu detektieren. Die Anwesenheit von Eisentetraphenylporphyrin erhoht diesen Wert
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nochmals auf 142,5%. Der Zusatz von lodosobenzol zum Eisen-TPP-Komplex fuhrt zu
nur 128% NO.

3.7 Fazit

Da die Freisetzung vieler NO-Donoren enzymatisch vermittelt zu sein scheint, ware es
sinnvoll die entsprechenden Verbindungen mit z.B. Cytochrom-P450 umzusetzen. Der
hohe Anteil an Thiol-Gruppen in Enzymen fangt durch sehr schnelle Reaktion das gebil-
dete NO weg (s.1.4.2), so dal} ein Nachweis mittels Chemilumineszenz aus der Gas-
phase kaum moglich ist.

Deshalb wurden hierzu Messungen an der l6slichen Guanylyl-Cyclase sowie der Oxy-
Hamoglobin-Assay durchgefuhrt.
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4 Losliche Guanylyl-Cyclase

4.1 Funktion der I6slichen Guanylyl-Cyclase

Eine der wichtigsten Zielstrukturen von NO ist die Stimulation eines Ham-Enzyms, der
I6slichen Guanylyl-Cyclase (= sGC = GTP-Phosphat-Lyase). Sie stellt die molekulare
Basis einer Vielzahl der NO-vermittelten Wirkungen dar, wie z.B. Gefalidilatation, Hem-
mung der Plattchenaggregation und -adhasion, einige Bereiche der Langzeit-Modulation
synaptischer Plastizitat im ZNS sowie nitrenerge Neurotransmission im peripheren glat-
ten Muskelgewebe (GIT, Urogenitaltrakt).

Das sGC-cGMP-System (s. u.) ist als Haupt-Effektor-System sowohl fur endogenes NO,
als auch flr Vasodilatatoren wie z.B. organische Nitratester, Natrium-nitroprussid, Syd-

nonimine u.a. bekannt [21],

Die Guanylyl-Cyclase katalysiert die Umwandlung von Guanosintriphosphat (GTP) zu
cyclischem Guanosinmonophosphat (cGMP). Das entstandene cGMP bewirkt z.B. Uber
cGMP-abhangige Protein-Kinasen eine indirekte Hemmung der Phospholipase C und

des Phosphoinositoltriphosphat-Rezeptors [257],

In den Mukosazellen des Darmes kommt vor allem die plasmamembrangebundene, par-
tikulare Enzymform vor, fur die das atrionatriuretische Peptid (ANP) einen potenten Sti-
mulator darstellt. In den Thrombozyten findet man allein die 16sliche, zytosolische Form,
die durch NO und CO (die Hamoxygenase 2 setzt bei ihnrem Abbau von Ham zu Biliver-
din CO frei) aktiviert wird. Glatte GefaRmuskeln weisen beide Enzymformen auf.

Das Enzym ist ein Heterodimer, bei dem jede Untereinheit ein pentakoordiniertes Ham-
Eisen enthalt. Die Interaktion von NO mit der prosthetischen Ham-Gruppe der sGC fihrt
zur Aktivierung des Enzymes (ca. 130-fache Stimulation!), wobei ein ebenfalls penta-
koordinierter Nitrosyl-Ham-Komplex entsteht. Im Gegensatz dazu bildet CO einen hexa-

koordinierten Ham-Eisen-Komplex, der die sGC nur etwa vierfach stimuliert [280],
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Abbildung 23: Aktivierung der I6slichen Guanylyl-Cyclase

Da diskutiert wird, ob das NO-Radikal die einzige Redoxform des Stickstoffmonoxids ist,
die von der NO-Synthase freigesetzt wird und Klassifikationen nach NO*-, NO™ - und
NO-Donoren zur Charakterisierung ihrer Wirkung gemacht werden, ist eine Untersu-
chung von Dierks und Burstyn interessant, die das NO-Radikal als einzige Redoxform
zur Aktivierung der I6slichen Guanylyl-Cyclase fanden [62].

Mayer und Mitarbeiter fanden auch fur Peroxynitrit eine Stimulation der sGC in Gegen-
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wart von Glutathion [196]. Inwieweit Peroxynitrit die Guanylyl-Cyclase direkt stimuliert
oder ob entstehende Nitrosothiole die eigentliche Wirkform darstellen, bleibt noch zu

klaren.

4.2 Prinzip des sGC-Assays

Bei dieser Methode wird die Menge von radioaktiv markiertem [*°P]cGMP bestimmt,
welches sich aus [0—*P]GTP gebildet hat.

GC
GTP *Me % cGMP + PP, (19)
e

Als katalysierende Metallionen (Me?*) kdnnen Magnesiumionen oder Manganionen ver-
wendet werden.

Den Metallkationen werden konformatorische Einflisse am allosterischen Zentrum der
sGC und ferner Mangan(ll) Redoxeigenschaften zugeschrieben. Bei dem Zusatz von
Manganionen erhalt man bereits eine hohere basale Enzymaktivitat, die maximale Sti-
mulation durch den NO-Donor fallt aber geringer aus. Es folgen kleinere Michaeliskon-

stanten.

Gebildetes cGMP wird nach Versuchsende vom GTP und den Phosphaten abgetrennt,
indem mit Zinkcarbonat die 5’-Nucleotide, anorganisches Phosphat sowie Pyrophosphat

gefallt werden. Der Uberstand wird Uber einer sauren Aluminiumoxid-S&ule gereinigt
[265,86]

4.3 Optimierende Bedingungen

FUr die Bestimmung wird gereinigtes Enzym verwandt, um die grol3e Zahl mdglicher
Nebenreaktionen zu minimieren.

Die Zugabe von Proteinen (hier Albumin verwandt) schutzt das gereinigte Enzym.

Der Zerfall von markiertem cGMP durch cyclische Nucleotid-Phosphodiesterasen kann
durch Zusatz von unmarkiertem cGMP oder IBMX (=3-Isobutyl-1-methylxanthin, ein

Phosphodiesterase-Inhibitor) verringert werden.
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Zeit- und sauerstoffabhangige Eigenaktivierung der sGC sowie Oxidation des Enzyms
werden durch Thiol-Zusatz vermieden. Die cGMP-Bildung wird damit Uber langere Zeit

linear gehalten [265],

4.4 Versuchsaufbau

Aus Rinderlunge wird durch Ultrazentrifugation, Anionenaustauschchromato-graphie
und Bindung an immobilisierte Antikérper die sGC gewonnen und gereinigt [168]. Nach
1:1 Verdunnung mit Glycerol sowie Zugabe von Dithiothreitol (1,5 mM) werden zu einem
Enzym-Mix mit 1 ul sGC verarbeitet:

Triethanolamin/HCI-Puffer: Endkonzentration 50 mM

Rinderserumalbumin: Endkonzentration 0,5 mg/ml

Dithiothreitol: Endkonzentration 3mM

Zum Starten der Umsetzung wird ein Reagenzien-Mix angesetzt aus:
cGMP: Endkonzentration TmM

GTP: Endkonzentration 0,5 mM

[0-*2P]GTP: Endkonzentration 0,05 mM

Weiterhin wird die Loésung des Metallsalzes (Magnesiumchlorid) vorbereitet, das in einer
Endkonzentration von 3mM vorliegt.
Lésungen des NO-Donors werden von 0,03 pM bis 1000uM angesetzt.

Nach dem Mischen der vier Losungen, wird der Reaktionsansatz (100 ul)
10 min. bei 37°C in einem Wasserbad inkubiert.

Der Reaktionsstop erfolgt durch Fallung mit Zinkacetat (0,12mM) und Natriumcarbonat
(0,12 mM).
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4.5 Ergebnisse

FUr jede Substanz wurden mindestens drei verschiedene Ansatze untersucht, wobei
auch fir jede Konzentration Mittelwerte aus drei Messungen herangezogen wurden.

Die Aktivitaten der I6slichen Guanylyl-Cyclase sind im folgenden in Abhangigkeit von
den Konzentrationen der NO-Donoren aufgefuhrt. Die maximale sGC-Stimulation, der
Quotient aus maximaler sGC-Aktivitat durch die basale Aktivitat, ist in der Regel bei 10
mM NO-Donor ermittelt worden. Zum Vergleich der Enzymaktivitat des jeweiligen An-
satzes wurde eine maximale Stimulation mit Nitrosoglutathion (100%) bestimmt. Es
wurden prozentuale Werte bezogen auf diese Maximalstimulation berechnet.
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4.5.1 Die sGC stimulierende Pharmaka

FUr das Furoxan-Derivat CAS1609 wurde eine Aktivierung der I6slichen Guanylyl-
Cyclase festgestellt, wie auch von einigen anderen Arbeitsgruppen bestatigt [231.

Die sGC konnte nach Einwirkung der hochsten Konzentration des Furoxan um das 70-

fache stimuliert werden, wie in |Abbildung 24|zu sehen ist (bei einer maximalen Stimula-

tion von 180-fach mit Nitrosoglutathion). Dies entspricht ca.39% der Maximalstimulation.
Bei niedrigeren Konzentrationen, z.B. 100 uM, tritt eine nur ca. 3-fache Steigerung der
Enzymaktivitat ein. Charakteristisch ist hier ein steiler Anstieg der sGC-Stimulation ab

einer Konzentration von 300 uM des Furoxans.
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Abbildung 24: sGC-Stimulation mit CAS 1609

Die Abbildung 25|zeigt, dal® das NONOat DEA/NO in der Lage ist, die sGC-Aktivitat bis
zum 143-fachen zu steigern, bei einer sGC-Fraktion die sich maximal 146-fach aktivie-
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ren laldt. Folglich werden hier 98% der Maximalstimulation erreicht.

Eine deutlicher Anstieg der Enzymaktivitat ist schon bei einer Konzentration von
10 uM zu erkennen (25-fach), bei 100uM ist die Stimulation bereits um das 85-fache
erhoht, die maximale Umsetzung findet ab etwa 1000 uM DEA/NO statt. Es liegt eben-
falls ein sehr steiler Kurvenverlauf der NO-Donor-konzentrationsabhangigen sGC-

Stimulation vor.
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Abbildung 25: sGC-Stimulation mit DEA/NO
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Das 3-Methyl-N-nitroso-5-sydnonimin stimuliert die sGC um das 26-fache (s.
Abbildung 26). Dies entspricht 16% der mit Nitrosoglutathion bestimmten maximalen

Stimulation (164-fach). Bei niedrigeren Konzentrationen, wie beispielsweise 100 uM,

wird nur eine ca. 2-fache Steigerung der Umsetzung erreicht.
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Abbildung 26: sGC-Stimulation mit Methyl-Nitroso-sydnonimin
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Die Substanz HE12.2B fiihrt zu einer nur 6-fachen Aktivierung der sGC (s.
27), wobei Nitrosoglutathion eine 152-fache Aktivititssteigerung erreichte. Nur 4% der
Maximalstimulation waren erzielbar. Die getestete Maximalkonzentration lag aus LOs-
lichkeitsgriinden bei 1000 uM. Im Gegensatz zu den oben aufgefuhrten Verbindungen
ist allerdings auch im niedrigen Konzentrationsbereich um 100 yM kaum eine nennens-

werte Aktivitatssteigerung zu erkennen.
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Abbildung 27: sGC-Stimulation mit HE12.2B
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4.5.2 In Mikrosomen-Anwesenheit sGC-stimulierende Pharmaka

Fir eine Reihe von Pharmaka ist bekannt, dal® sie NO nur mit Hilfe von Enzymen der
Cytochrom-P450-Familie freisetzen [270,58,66,70,151,186,225] Eine Stimulation der NO-
Donoren wurde deshalb mit Leber-Mikrosomen, die eine hohe Konzentration an Cytoch-
rom-P450 besitzen, erreicht.

Dazu wurden Rattenlebern 24 Stunden nach der letzten Injektion von Pentobarbital iso-
liert und mittels Ultrazentrifugation nach einer Methode von Jefcoate prapariert [148l. Die
Proteinkonzentration wurde nach Lowry mit Rinderserumalbumin als Standard bestimmt
[184], Die Cytochrom P-450-Konzentrationen wurden nach Omura und Sato ermittelt [228],
Da Mikrosomen mit ihrem hohen Anteil an thiolgruppen-haltigen Aminosauren sehr po-
tente NO-Fanger sind, sinkt der fur die sGC-Aktivierung zur Verfugung stehende NO-
Anteil und damit die Umsetzung von GTP.

Als Vergleiche wurden deshalb fur die Maximalstimulation der einzelnen Ansatze Nitro-
soglutathion-Mikrosomen-Mischungen verwandt. Hierflr lieRen sich maximale Stimula-

tionen der I6slichen Guanylyl-Cyclase um das 41-fache ermitteln.
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FK409, eine Verbindung mit Hydroxyimin-Struktur, steigert die sGC-Aktivitat um das 40-

fache nach Mikrosomen-Zugabe. Dies entspricht nahezu der Maximalstimulation.
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Abbildung 28: sGC-Stimulation mit FK409 in Gegenwart von Mikrosomen
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V-Pyrro/NO, ein geschitztes NONOat, aktiviert ebenfalls erst nach Mikrosomen-Zugabe
die sGC, maximal um das 24-fache. Mit V-Pyrro/NO ist unter diesen Bedingungen

hochstens 59% der Maximalstimulation zu erreichen.
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Abbildung 29: sGC-Stimulation mit V-Pyrro/NO in Gegenwart von Mikrosomen
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Die Substanz SE 145, ein Nitrat mit Thiol-Struktur, stimuliert in Anwesenheit von Mikro-
somen die |8sliche Guanylyl-Cyclase um das 4,5-fache. Demzufolge werden ca. 11%

der maximalen Stimulation erreicht.
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Abbildung 30: sGC-Stimulation mit SE 145 in Gegenwart von Mikrosomen

4.5.3 Pharmaka, die GSNO-vermittelte Stimulation hemmen

Um Wechselwirkungen einiger untersuchter Substanzen, die keinen cGMP-Anstieg be-
wirken kdnnen, mit dem Guanylyl-Cyclase-Assay zu erfassen, wurden diese zusammen
mit Nitrosoglutathion zum Enzym gegeben.

Auffallend ist fur alle C-Nitroverbindungen eine Hemmung der ansonsten durch Nitro-
soglutathion hervorgerufenen Guanylyl-Cyclase-Aktivitat. Die durch das Nitrosothiol her-
vorgerufene Aktivierung der Guanylyl-Cyclase wurde in Gegenwart von Nitrofurantoin
um 93%, von Misonidazol um 41% und von Bay-k8644 um 45% verringert.

Hier bleibt die Frage offen, ob eventuell gebildetes NO von den C-Nitroverbindungen

weggefangen wird oder eine Wechselwirkung mit dem Enzym auftritt.
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4.5.4 Nicht reproduzierbare Stimulation der sGC

Sowohl Hydroxylaminhydrochlorid als auch Methylhydroxylamin bewirken in einigen An-
satzen eine geringe Stimulation des Enzyms, in anderen Ansatzen fuhren sie zu keiner

Aktivierung der I6slichen Guanylyl-Cyclase.

4.5.5 Keine Stimulation der sGC

Die I6sliche Guanylyl-Cyclase laft sich nicht stimulieren durch:

e SE136
e M-Pyrro
o E-Pyrro.

Auch die Anwesenheit von Mikrosomen konnte zu keiner Aktivierung flhren.

4.6 Fazit

Erwartungsgemal konnten die Ergebnisse der Chemilumineszenzmessungen bestatigt
werden.

Zusatzlich wurde in diesem Assay ein weiterer Aktivierungsschritt vieler NO-Donoren
nachahmbar, namlich die Cytochrom-P450-vermittelte NO-Freisetzung mit Hilfe von Le-
bermikrosomen. Dies kann in Chemilumineszenzsversuchen nicht nachvollzogen wer-
den, da die Reaktion des gebildeten NO mit den Thiol-Gruppen der Proteine zu schnell
ist, um einen ausreichenden Ubertritt von NO in die Gasphase und damit eine MeRbar-

keit zu ermoglichen.
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5 Oxyhamoglobin-Assay

Der Oxyhamoglobin-Assays erlaubt die Detektion von NO unter aeroben Bedingungen
und in Gegenwart von Proteinen und ist damit gut geeignet fir Messungen in biologi-

schem Material.

5.1 Prinzip

Die stdchiometrische Reaktion von Oxyhamoglobin mit NO zu Methamoglobin und Nitrat
wird spektrophotometrisch ausgewertet (siehe Gleichung Nr.11).

Die Eisen(ll)-Sauerstoff-Wechselwirkung im Oxyhamoglobin zeigt teils ionischen Cha-
rakter und 14Rt sich durch einen Ein-Elektronentransfer vom Fe?* zum Sauerstoff erkla-
ren. Die anschlieRende Reaktion mit NO erinnert an eine Reaktion mit O,", die zu Pero-

xynitrit fahrt.
Oxy-Hb [Fe** 0,7 + NO —=—» Hb[Fe** OONO] — Hb[Fe*1 + NO; (20)

Diese Reaktion ist 26 mal schneller als die Reaktion von NO mit Sauerstoff im wassri-

gen Medium.

FUr Hamproteine ist eine charakeristische Absorptionsbande als Soret-Bande lange be-
kannt. Dieses Maximum liegt fiir Oxyhdmoglobin bei 415 nm (e45 131 mM™) und wird
auch als y-Bande bezeichnet. Das Methamoglobin-Spektrum sieht dhnlich aus, ist aber
stark pH-abhangig und besitzt ein Maximun der Soret-Bande bei 406 nm
(406 162 MM ™).

Beim Ubereinanderlegen der Spektren fallen vereinzelt Wellenlangen auf, bei denen die
Absorptionsintensitaten gleich sind, diese Punkte werden isosbestische Punkte ge-

nannt. Auffallig ist im Bereich der Soret-Bande der isosbestische Punkt bei 410,5 nm

(siehe JAbbildung 31). Die grofte Differenz der Absorption ist bei 401 nm zu finden.
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Abbildung 31: Spektren von Oxyhdmabglobin und Methémoglobin

Die ideale Mel3imethode der Methamoglobinbildung ist fur tribe und subzellulare Proben
die Bestimmung der Absorption bei einer zweiten Wellenlange als interne Referenz. Es
wird also gleichzeitig mit einem Zweiwellenlangen-Spektrophotometer die Absorption bei
401 und 411 nm gemessen; die in NO-Anwesenheit Uber die Versuchsdauer steigende
Methamoglobinkonzentration ergibt eine steigende Absorptionsdifferenz proportional zur
gebildeten Menge an NO [79.77],

ACmettb= A (AA401-410,5) / A€401-410,5(metHb-oxyHb)

Obwonhl hier die Differenzen zweier Wellenlangen verglichen werden, ist das Ergebnis
die Absorptionsanderung bei 401 nm, da die Absorption am isosbestischen Punkt bei
411nm konstant bleibt.
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5.2 Praparation des Rattenleberhomogenates sowie des Cytosols und

der Mikrosomen

Mannliche Wistar-Ratten zwischen 280 und 350 g werden mit einer subkutanen Injektion
von 0,4 ml Heparin (5,000 U/ml) behandelt, nach 30 Minuten mit Pentobarbital (60-80

mg/kg) anaesthesiert und die Leber nach einer Methode von Seglen perfundiert [268],

5.2.1 Leberhomogenat

Vier Rattenlebern werden nach Perfusion in Tris/Sucrose-Puffer (250 mM Sucrose, 20
mM Tris= Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 1 mM EDTA, pH=7,5 mit HCI) bei 4°C in
einem Potter homogenisiert. Wobei eine ausreichende Homogenisation nach 8-10 mal
bei 500 rpm (rounds per minute) und 3-4 mal bei 2000 rpm Auf-und Abbewegung des
GefaRes erreicht ist. Nach 10 Minuten Zentrifugieren bei 2000 g wird der Uberstand
nochmals 20 Minuten bei 10000 g zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand ist das Le-
berhomogenat.

Der Proteinanteil des Homogenates betragt bei dieser Aufarbeitung ca. 1/3 des Leber-
proteinanteils. Aus vier Lebern werden 100-150 ml Homogenat erhalten.

5.2.2 Cytosol

Das Leberhomogenat wird bei 40000 g fiir 45 Minuten zentrifugiert, der Uberstand ist
das Cytosol.
Das Cytosol ist bei einer Lagerung bei —80°C 1-2 Wochen stabil.

5.2.3 Mikrosomen

Das Pellet, das bei der Zentrifugation des Homogenates zum Cytosol gebildet wird, stellt
die angereicherte Mikrosomenfraktion dar. Diese wird im Tris-Sucrose-Puffer pH=7,5
(s.5.2.1) aufgenommen (10 ml) und im Potter bei 4°C 4-5 mal bei maximaler Drehzahl
im niedrigen Tourenbereich homogenisiert. Auf zwei Zentrifugenrohrchen verteilt wird
nun erneut bei 10000 g fir 20 Minuten und der Uberstand bei 40000 g fir 45 Minuten
zentrifugiert. Um die Verunreinigungen cytosolischer Bestandteile so gering wie moglich
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zu halten, wird das Pellet nochmals suspendiert, homogenisiert und bei 40000 g 45 Mi-
nuten zentrifugiert. Zur Lagerung wird das Pellet in einem glycerolhaltigen HEPES-
Puffer (154 mM KCI, 10 mM HEPES=N-2-Hydroxyethylpiperazin-N‘-2-ethansulfonsaure,
0,1 mM EDTA, 20 % Glycerin) aufgenommen und im Potter homogenisiert.

Die Mikrosomen sind bei —80°C 2 Wochen stabil.

5.3 Durchfuhrung des Oxyhamoglobin-Assays

Die Freisetzung von NO und Bildung von Methamoglobin wurde tUber 10 bis 15 Minuten
als kontinuierliche Messung der Extinktionsdifferenz zwischen 401 und 411 nm bestimmt
(Zweiwellenlangen-Spektrophotometer, Shimadzu).

Die NO-Bildung wird aus der Steigung der Uber die MelRdauer wachsenden
Absorptionsdifferenz bestimmt.

In 4 ml Kivetten mit 1 cm Schichtdicke wurden bei 37°C unter kontinuierlichem Ruhren

Probenlésungen eines Gesamtvolumens von 2 ml eingesetzt mit:

Endkonzentration

NO-Donor: V-Pyrro/NO, E-Pyrro/NO, 100 uM
M-Pyrro/NO, GTN, Molsidomin oder 100 M
DEA/NO 1 uM
Kofaktor: NADH, NADPH oder 100 uM
GSH 1 uM
Oxyhamoglobin 7 uM
Homogenat, fir Leber entspr. 3,4-4,5 mg Protein 100 pl
oder Aorta entspr. 5,2-6,7 mg Protein 100 ul
oder Mikrosomen entspr 18 mg Protein 100 pl
oder Cytosol entspr. 28 mg Protein 100 pl
in Phosphatpuffer 100 mM

Unter den gleichen Bedingungen wird eine Losung ohne NO-Donor als Leerwert ver-

messen, der ein Mal} fur die Oxyhamoglobin-Autoxidation ist.
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Die Oxyhamoglobin-L6sung wird aus 1,2 mM in destilliertem Wasser gelostem humanen
Hamoglobin hergestellt, welches mit Sauerstoff equillibriert und mit einem 1,5 molaren
UberschuR an Natriumdithionit reduziert wird. Es erfolgt eine Reinigung lber eine
Sephadex G 25-Saule, wobei mit 50 mM Phosphatpuffer eluiert wird [79].

5.4 Kalibrierung

Fur die Methamoglobinbildung wird als Differenz des molaren Extinktionskoeffizienten

A€401411= 49,5 mMecm™ ermittelt.

5.5 Optimierende Bedingungen

Unter Bedingungen, die héhere Konzentrationen O, entstehen lassen, ist ein Zusatz
von Superoxid-Dismutase (SOD) ratsam. Zum einen wird die Reaktion von NO mit Oxy-
hamoglobin nicht beeintrachtigt, zum anderen wird sowohl die Oxidation von Oxyha-
moglobin als auch die Reduktion von Methamoglobin verhindert. Bei den hier durchge-
fuhrten Messungen ist aber die Superoxidanionproduktion des Leberhomogenates bzw.
der Mikrosomen gering genug, so daf® Superoxiddismutase und Catalase-Anwesenheit
keine Anderungen der NO-Freisetzung erkennen lieRen.

Ferner wurde durch einen Blindwert der Leberhomogenatfraktion festgestellt, dal® keine
detektierbaren Spuren von Hamoglobin hierin enthalten sind.

Die Mdglichkeit, dal® Thiole NO durch Bildung von Nitrosothiolen wegfangen, ist auf-
grund der dafur notwendigen geschwindigkeitsbestimmenden NO-Autoxidation nicht
gegeben, da die Reaktion von NO mit Sauerstoff wesentlich langsamer ist als die Reak-

tion mit Oxyhamoglobin [308],

Weiterhin ist zu beachten, dal® durch schnelles ,Wegfangen“ des NO Feedback-
Mechanismen oder Gleichgewichtsreaktionen gestort werden konnen und damit auf die
insgesamt freigesetzte NO-Menge EinfluR nehmen [79.77],

Als Kofaktoren wurden NADPH und NADH fur Cytochrom-katalysierte Reaktionen ver-

wendet, sowie GSH fiir Umsetzungen durch z. B. Glutathion-S-Tranferase [214,176],
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5.6 Ergebnisse

Von drei Fraktionen einer Art biologischen Materials sind die Mittelwerte jeder einzelnen
Fraktion (aus mindestens drei Mel3werten) gemittelt angegeben. Fehlerbalken in den

Diagrammen sind daher Standardabweichungen der Mittelwerte (S.E.M.).

5.6.1 Mit Zusatz von Leberhomogenat, -cytosol oder -mikrosomen

Nach der erfolgreichen Stimulation von V-Pyrro/NO mit der Cytochrom P-450-
imitierenden Modellsubstanz Eisentetraphenylporphyrin im Chemilumineszenz-Assay (s.
Kap. 3.6.5.2), ist diese Methode besonders gut geeignet zur Untersuchung von V-

Pyrro/NO in Gegenwart von Leberhomogenat bzw. Mikrosomen.
5.6.1.1 V-Pyrro/NO

Aus diesem vinylgeschutzten NONOat wird NO erst durch zugesetztes Leberhomogenat
gebildet. In Abwesenheit des Leberhomogenates entsteht kein NO. Von den eingesetz-
ten Kofaktoren ist NADPH am effizientesten, die initiale Freisetzungsrate betragt 436,4
nM NO/minemg Protein (s. Abbildung 32). In Gegenwart von NADH betragt die NO-
Bildung nur 34 nM NO/minemg Protein. GSH ist nicht fahig die NO-Freisetzung zu stimu-

lieren.
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Abbildung 32: NO-Freisetzung aus V-Pyrro/NO (100 uM) in Gegenwart verschiedener

Kofaktoren (100 uM) und Leberhomogenat (100 ul), Werte sind Mittelwerte + S.E.M.
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Um die maximale NO-Freisetzung aus V-Pyrro/NO sowie die Konzentrationsabhangig-
keit von Leberhomogenat und NADPH zu ermitteln, sind aul3erdem die doppelten, hal-
ben und viertel dieser oben eingesetzten Mengen untersucht worden. Als maximale ini-
tiale NO-Freisetzungsrate wurden 681 nM NO/minemg Protein bei 200 yl Mikrosomen
mit 200 yM NADPH erhalten. Die resultierenden Werte der initialen NO-Freisetzungsrate
uber der Leberhomogenat/ NADPH-Menge verlaufen weitestgehend als Gerade, mit

einem Korrelationskoeffizienten von 0,989 (s.|Abbildung 33)).
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Abbildung 33: NO-Freisetzung aus V-Pyrro/NO (100uM) in Gegenwart verschiedener

Konzentrationen NADPH und Leberhomogenat
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Um sicher die Beteiligung von Cytochrom P-450 an der NO-Bildung aus V-Pyrro/NO zu
bestatigen, wurde die Leberhomogenatfraktion nochmals in Cytosol und Mikrosomen
aufgetrennt. Es wird deutlich nur in Anwesenheit von Mikrosomen und NADPH eine NO-
Abspaltung stimuliert, wahrend der Zusatz von Cytosol auch mit anderen Kofaktoren zu

keiner NO-Freisetzung flhrt (s. |Abbildung 34). Somit ist die Wirkung des Cytochrom P-

450-Enzymsystems bewiesen.

0,9

0,8+

0,7+

0,6

0,5

0,4+

[MM NO/min.mg]

0,3

initiale NO-Freisetzungsrate

0,2+

0,1+

V.
0 ‘
NADPH NADH GSH

Hl mit Cytosol
Kofaktoren Omit Mikrosomen

Abbildung 34: NO-Freisetzungsrate aus V-Pyrro/NO (100 uM) in Gegenwart verschiede-
ner Kofaktoren (100 uM) sowie Cytosol oder Mikrosomen (je 100 ul)
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5.6.1.2 Andere Diazeniumdiolate

Die schon zur Chemilumineszenzmessung als Vergleich herangezogenen geschutzten
Diazeniumdiolate M-Pyrro/NO und E-Pyrro/NO sind auch hier in Gegenwart erhéhter

Konzentrationen von Leberhomogenat und NADPH nicht zur NO-Bildung fahig. Die in

Abbildung 35|aufgezeigte auRerst geringe Freisetzungsrate, die flir E-Pyrro/NO ermittelt

wurde, ist auf Artefakte zurtckzugefuhren.
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Abbildung 35: NO-Freisetzung aus verschiedenen geschiitzten Diazeniumdiolaten (100
uM) im Vergleich in Gegenwart von NADPH (200uM) und Leberhomogenat (200ul)

Als weiterer wichtiger Vergleich wurde DEA/NO, ein spontaner NO-Donor, in Anwesen-
heit von Leberhomogenat und NADPH (100 ul beziehungsweise 100 mM) untersucht.
Es ergab sich bereits bei einer Konzentration von 1 uyM eine initiale NO-Freisetzungsrate
von 77,9 nM NO/minemg Protein. Die Abwesenheit von Homogenat und NADPH fuhrt zu
einer geringfligig hdheren Absorptionsdifferenz (entsprache einer NO-Bildungsrate von

98,7 nM NO/minemg Protein.), die der geringeren Tribung der Probenldsung beizumes-




Seite 92 Oxyhdamoglobin-Assay

sen ist.

5.6.1.3 GTN und Molsidomin

Aus Abbildung 36|wird ersichtlich, dal Glyceroltrinitrat mit Leberhomogenat die hdchste

NO-Freisetzungsrate in Gegenwart von GSH (39 nM NO/min*mg Protein) zeigt. Etwas
weniger NO wird in NADPH-Anwesenheit frei (36,4 nM NO/minemg Protein). Auch
NADH fuhrt noch zu deutlicher NO-Bildung. Insgesamt liegt die GrolRenordnung der Le-
berhomogenat-induzierten NO-Freisetzung bei nur etwa 1/10 der aus V-Pyrro/NO unter
den selben Bedingungen erhaltenen.

Far Molsidomin ist nur in NADPH-Gegenwart eine signifikante NO-Freisetzungsrate zu

beobachten, die allerdings bei nur 5,2 nM NO/minemg Protein liegt.
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Abbildung 36: NO-Freisetzung aus GTN und Molsidomin (je 100 uM) in Gegenwart ver-
schiedener Kofaktoren (100 uM) und Leberhomogenat (100 ul), Werte sind Mittelwerte +
S.E.M.

Da auch fur Glyceroltrinitrat die Metabolisierung durch das Leberhomogenat erheblich
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und die aullerdem relativ starke GSH-Stimulation der NO-Bildung interessant ist, wurde
auch hier zur genaueren Lokalisierung der metabolisierenden Enzyme das Homogenat
in cytosolische und mikrosomale Fraktionen aufgetrennt.

Einen Uberblick tiber die NO-Freisetzungsrate aus verschiedenen Konzentrationen Gly-
ceroltrinitrat in Anwesenheit von NADPH (100 pM) und Cytosol (200 pl) bzw. Mikroso-
men (100 pl) gibt die JAbbildung 37|

Insgesamt wird in Gegenwart von Mikrosomen wesentlich mehr NO gebildet als durch

cytosolische Enzyme. Die maximale NO-Freisetzungsrate betragt
210 nM NO/minemg Protein fur Mikrosomen und 62 nM NO/minemg Protein fur das Cy-
tosol. Die mikrosomale Metabolisierung fuhrt bei einer Steigerung der GTN-
Konzentration um das 10-fache zu jeweils einer Erhdhung der NO-Freisetzungsrate um

ca. das Doppelte.

initiale NO-Freisetzungsrate
[MM NO/min. mg]

GTN-Konzentration [mM] i

Abbildung 37: NO-Freisetzung aus verschiedenen Konzentrationen GTN in Gegenwart
von NADPH (100 uM) und Cytosol (200 ul) oder Mikrosomen (100 ul)

Als Kontrolle wurde fir eine Inkubation von 1 mM Glyceroltrinitrat mit Mikrosomen ohne
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NADPH oder andere Kofaktoren die initiale NO-Freisetzungsrate von

36 nM NO/minemg Protein ermittelt.

bbildung 38| veranschaulicht die initiale NO-Freisetzungsrate aus GTN in Gegenwart
verschiedener Konzentrationen GSH und Cytosol (100 pl) oder Mikrosomen (200 pl).
Beide Leberfraktionen geben inkubiert mit 1 mM GSH eine etwa gleiche proteinbezoge-

ne NO-Freisetzungsrate von 120 nM NO/minemg Protein. Jedoch ist durch das Cytosol
mit steigender GSH-Konzentration eine hohere NO-Freisetzungsrate verbunden, wohin-
gegen bei Mikrosomen mit sinkendem GSH-Anteil mehr NO entsteht. Fur die Umset-
zung mittels cytosolischer Enzyme ist somit GSH als Kofaktor bewiesen. Die mikroso-
male Metabolisierung ist dagegen NADPH-abhangig und fuhrt zu einer hoheren NO-

Bildungsrate.
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Abbildung 38: NO-Freisetzung aus GTN (1 mM) in Gegenwart verschiedener Konzentra-
tionen GSH und Mikrosomen (100 ul) oder Cytosol (200 ul)
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5.6.2 Mit Zusatz von Aortenhomogenat

Zur Untersuchung eventuell metabolisierender Enzymsysteme aus den GefalRen wurde
der Zusatz von Aortenhomogenat zu den geschiutzten NONOaten V-Pyrro/NO, M-
Pyrro/NO und E-Pyrro/NO sowie zu den bekannten NO-Donoren Glyceroltrinitrat und
Molsidomin getestet.

Bis auf Glyceroltrinitrat mit einer sehr geringen NO-Freisetzunsrate von
68 nM NO/minemg Protein, ist fur alle untersuchten Substanzen in Anwesenheit von
NADPH keine Bildung von NO zu beobachten.

5.6.3 Mit Zusatz von Blutplasma

Fur Glyceroltrinitrat 1alt sich als einzigem hier untersuchten NO-Donor noch in weiteren
Geweben eine NO-Freisetzung vermuten. Deshalb wurde auch eine mogliche NO-
Bildung im Blutplasma untersucht.

Abweichend von den Leberhomogenatuntersuchungen wurde hier eine GTN-
Konzentration von 1 mM und eine Blutplasmamenge von 200 ul verwendet. Als Kofaktor
wurde NADPH in der dublichen Konzentration von 0,1 mM zugesetzt.
Die gemessene proteinbezogene Freisetzungsrate betrug lediglich
20 nM NO/minmg Protein.

5.6.4 Mit Zusatz von Glattmuskelzellen

Da eine Bioaktivierung von Glyceroltrinitrat nahe am Wirkort zu suchen ist, wurden hier-
fur auch in Gegenwart glatter Muskelzellen Untersuchungen durchgefuhrt. Fir die GTN-
Konzentration von 1 mM und 100 yl Membranfraktion sind in Anwesenheit von NADPH
(0,1 mM) weniger als ein Zehntel der in Mikrosomengegenwart detektierten Menge NO

gefunden worden, fur GSH (5 mM) geringfugig mehr.
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6 Beurteilung ausgewahlter Substanzen

6.1 Bay-k8644

Die aus dem 5-Nitro-dihydropyridin-Derivat nur unter reduktiven Bedingungen zu erwar-
tende NO-Freisetzung hat sehr geringe Ausmalde in der Chemilumineszenzmel3imetho-
de gezeigt. Maximal wurden unter anaeroben Bedingungegn ohne Kofaktoren oder mit
Natriumborhydrid 5,7% NO detektiert. Die Ubrigen getesteten Kofaktoren haben keine
Steigerung in der NO-Bildung gegenuber der kofaktorfreien Lésung gegeben.

Von Bauer und Fung wurden nach UV-Bestrahlung in Gegenwart von Luftsauerstoff mit-
tels Chemilumineszenz ein Anteil von 0,02% NO gefunden. Eventuell stimulierende Zu-
satze wurden nicht untersucht. Lediglich in Dunkelheit sind noch geringere Werte ge-
messen worden, die einem Zehntel des NO-Anteils der bestrahlten Lésungen entspre-
chen [14],

Unter den in Kapitel 4 beschriebenen Bedingungen des Guanylyl-Cyclase-Assays wurde
keine Aktivierung festgestellt. Baik und Mitarbeiter zeigten, dal® durch bestimmte 5-
Nitrodihydropyridine, wie Bayk8644, eine UV-lichtinduzierte Relaxation glatter Gefald-
muskulatur stattfindet. Sie machen fir den im folgenden gemessenen cGMP-Anstieg
aus den Dihydropyridinen entstandene Spaltprodukte verantwortlich [11]. Die Arbeits-
gruppe Mikkelsen konnte allerdings die lichtinduzierte Relaxation von Bayk8644 stimu-
lierten Gefalden in der Dunkelheit wieder vollstandig umkehren. Sie folgerten daraus ei-
ne unterschiedliche Affinitat der Dihydropyridine zu den Proteinbindungsstellen bei Be-
strahlung und in Dunkelheit [202],

Insgesamt kann diese Verbindung kaum als NO-Prodrug eingestuft werden, da eine NO-

Freisetzung zu gering ist und nur unter unphysiologischen Bedingungen eintritt.



Beurteilung ausgewadhliter Substanzen - Nitrofurantoin Seite 97

6.2 Nitrofurantoin

Far die hier untersuchten Nitroverbindungen zeigt Nitrofurantoin die starkste NO-
Freisetzung. Unter Ausschlufd von Luftsauerstoff wurden in Gegenwart von Natrium-
borhydrid 14% NO gemessen, unter gleichen Bedingungen im Ldsungsmittel Ethanol
13,6%.

Die von anderen Arbeitsgruppen gemachten Untersuchungen zum Wirkungsmechanis-
mus lassen das Auftreten von NO oder hieraus resultierenden Spezies vermuten. Biro-
naite und Mitarbeiter bewiesen, dal® die Ein-Elektronen-Reduktion zu einem Anionradi-
kal fuhrt, welches durch Sauerstoff reoxidiert wird, wobei aktive Sauerstoffspezies ent-
stehen [22]. Die Beteiligung bestimmter Enzymsysteme an der Aktivierung des Nitrofu-
rantoins wurde von Youngman und Mitarbeitern untersucht. Sie fanden bei der Aktivie-
rung Uber die Xanthin-Oxidase Superoxidanionen als Zwischenstufe, wohingegen bei
einer Metabolisierung uber die Cytochrom c-Reduktase keine aktiven Sauerstoffspezies
beteiligt zu sein schienen [314]. AulRerdem kann das Cytochrom P450-System eine Nitro-
radikalanionbildung katalysieren [240,36]. Die Arbeitsgruppe Biel und Mitarbeiter stellte
cardiotoxische Effekte von Nitrofurantoin aufgrund von oxidativem Strefl3 fest [18l. Sy-
mons und Mitarbeiter stellten fest, dal3 das Nitroradikalanion im alkalischen Medium we-
sentlich stabiler ist [283].

Boyland und Speyer fanden fur einige 2-substituierte 5-Nitrofurane eine Umsetzung mit
Glutathion-Transferase zu einem Glutathionkonjugat und Nitrit [4.27].

Eine Hydrolyse der CH=N-Bindung findet im Magensaft nur zu einem geringen Teil statt;
bei pH=1,6 und 37°C entstehen nach vier Stunden nur 14 % 5-Nitro-2-furaldehyd [232],
Hunt und Reid beschreiben fur 2-Nitrofurane eine photochemische Umwandlung zu den
3-Hydroxyiminofuran-2(3H)-onen, die Uber die entsprechenden Nitrite zu Furyloxy-
Radikalen und NO flhren [135]. Die Arbeitsgruppe Hassan und Mitarbeiter zeigte fir
Sonnenlicht ausgesetzte Proben von 5-Nitrofuranen einen Zerfall zu 5-Nitrofuraldehyd
als eine Reaktion erster Ordnung [121],

Eine echte Bedeutung von Nitrofurantoin als NO-Prodrug scheint dennoch kaum denk-

bar.
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6.3 GTN

Die Chemilumineszenzmesssungen des Glyceroltrinitrats zeigen deutlich, dal® keine
spontane NO-Freisetzung stattfindet. Erst der Zusatz des Cytochrom-P450-imitierenden
Komplexes in Verbindung mit NADPH ist als der herausragende Metabolisierungsweg
anzusehen. Hier werden nach Nitrat-Reduktion 100% NO detektiert. Es ist auch deutlich
abzugrenzen, dal} in Eisenporphyringegenwart eine Oxidation von gebildetem NO zum
Nitrat stattfindet, da unter gleichen Bedingungen nach Nitrit-Reduktion nur 6,7% detek-
tiert werden. Die von einigen Arbeitsgruppen festgestellte allein durch Thiole katalysierte
NO-Freisetzung wurde nicht beobachtet.

Zum Teil ist die Bioaktivierung von Glyceroltrinitrat als Cytochrom P-450-abhangig, je-
doch auch als Glutathion-S-Transferase-abhangig beschrieben worden
[270,263,177,198,243]  Dabei werden jedoch keine vergleichenden Quantifizierungen beider
Wege aufgezeigt.

Die mittels Oxyhamoglobinassay untersuchte Lebermetabolisierung zeigt sowohl einen

GSH- als auch einen NADPH-abhangigen Metabolisierungsweg (siehe Abbildung 39).

Bei der Glyceroltrinitratmetabolisierung durch das Leberhomogenat ist die GSH-
abhangige Bioaktivierung zu NO dem NADPH-abhangigen Weg leicht uberlegen, 39 pM
NO/minemg Protein, respektive 36,4 pM NO/minemg Protein. Interessanterweise stellt
sich erst nach Trennung des Leberhomogenates in cytosolische und mikrosomale Frak-
tionen heraus, dal® der NADPH-Mikrosomen-abhangige Metabolisierungsweg dem
GSH-Cytosol-abhangigen Weg deutlich Uberlegen ist. Bei einer 1mM Glyceroltrinitratlo-
sung wurde fur den mikrosomal-NADPH-abhangigen Bioaktivierungsweg eine Freiset-
zungsrate von
0,212 yM  NO/minemg, hingegen fur die cytosolisch-GSH-abhangige Variante
0,11 yM NO/minemg ermittelt.

Die GTN-Metabolisierung zu NO uber Mikrosomen wurde mit steigender Konzentration
GSH leicht gehemmt. Die Ursache mufte in einer Behinderung des Enzyms liegen, da
eine Nitrosothiolbildung nach NO-Freisetzung aus Glyceroltrinitrat bedeutend langsamer
stattfande als die Methamoglobinbildung [109.160],

Die Arbeitsgruppe Braun bewies dagegen, dal in arteriellen glatten Muskelzellen die
GTN-induzierte Relaxation nicht durch Hemmstoffe der Glutathion-S-Transferase oder

Cytochrom P-450 vermindert wird [28]. In nicht-vaskularen Geweben scheint also die
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GTN-Biotransformation zu NO Uber die genannten Enzymsysteme stattzufinden, wah-
rend sie in vaskularem Gewebe nicht auftritt. Dies korreliert gut mit den extrem geringen
NO-Freisetzungsraten, die in glatten Muskelzellen vom Schwein gefunden wurden (sie-
he Kap. 5.6.4).

Als Endprodukt ist vor allem das 1,2-Glyceroldinitrat gefunden worden [243].

Cytochrom P-450 (Fe-TPP)

OzNO/\/\ONoz + NADPH _ OZNO/\(\OH

ONO, ONO,

+ NO;

Lebercytosol
(Gluathion-S-transferase)
+ GSH

Y

OZNO/\AOH

ONO,

+ NO°

Abbildung 39: Mechanismus zur Aktivierung von Glyceroltrinitrat

6.4 Hydroxylaminhydrochlorid

FUr Hydroxylaminhydrochlorid konnten erst im Nitritassay geringe Mengen NO detektiert
werden. Der neutrale pH-Bereich zeigte sich zwar gegenuber dem sauren und alkali-
schen Medium uberlegen, es wurde aber nur ein Anteil von 4,7% NO frei. Der Zusatz
von Cystein verringerte die NO-Bildung auf 1,2%, dagegen wurden mit Kupfer(l)ionen
7,5%, mit Kupfer(ll)ionen 6,7% und mit Eisen(lll)tetraphenylporphyrin 6,1% NO gemes-
sen. Uberraschenderweise zeigte sich nach Nitrat-Reduktion im neutralen Medium eine
NO-Bildung von 100%, diese wurde durch den Eisen(lll)-TPP-Komplex auf 2,6% abge-

schwécht.
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NO- sowie Nitritbildung sind folglich unerheblich. Der Anstieg des detektierten NO bei
Kupferionen-Zugabe deutet auf einen oxidativen Zerfall hin. Dies, und die im Nitratassay
festgestellte vollstandige Umwandlung von Hydroxylamin zu Nitrat lassen eine Peroxy-
nitritbildung mit nachfolgender Umwandlung zu Nitrat vermuten. Damit wirde sich auch
das eigenwillige Verhalten im Guanylyl-Cyclase-Assay erklaren lassen, hier wurde z.T.
eine geringe Aktivierung des Enzyms festgestellt, wie sie von verschiedenen Arbeits-
gruppen auch flr Peroxynitrit ermittelt wurde [216,196,285] Einige Ansatze fiihrten jedoch
zu keiner Aktivierung der I6slichen Guanylyl-Cyclase, hier kdnnte bereits eine Umlage-

rung zu Nitrat stattgefunden haben, bevor die NO-Donorldsung mit dem Enzym inkubiert

wurde. Die Abbildung 40|gibt die Méglichkeiten des Hydroxylaminzerfalls wieder.

1/2 N,O + 1/2 H,0

1/2 [N,0,2]

|

H
SN—OH + 0, + OH NO" + H,0, + H,0

+O2

[Cu?]
2 OH- ONOO"

alkal./[Cu?*]
+0, pH 2-5
NO,- + NO-
+ 3HO NO; + 1/20,

NO;

Abbildung 40: Mechanismus zur Aktivierung von Hydroxylamin
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Es ist anzunehmen, dal® das Nitroxylanion ein Zwischenprodukt fur alle Zerfallsprodukte
des Hydroxylamins ist. Unter anaeroben Bedingungen findet hieraus eine Dimerisierung
zum Hyponitrit statt, wobei nur die cis-Form die anschlieRende Bildung von Distickstoff-
monoxid ermoglicht [131,133], Die Reaktionsmdglichkeiten in Sauerstoffanwesenheit sind
weitaus vielfaltiger. Zunachst ist die Bildung von Peroxynitrit vor allem von physiolo-
gisch—toxikologischer Bedeutung, aus diesem kann im sauren bis neutralen Medium
durch Umlagerung Nitrat gebildet werden, im alkalischen Bereich, besonders in Anwe-
senheit von Metallionen, ist die Entstehung von Nitrit nachgewiesen [310,16,72] Ferner ist
unter alkalischen Bedingungen in Gegenwart von Metallionen, insbesondere Kup-
fer(l)ionen, die Reaktion von Hydroxylamin mit gebildetem Peroxynitrit zu Nitrit und
Nitroxylanion mdglich [132,296],

Der geringe Anteil detektierten NO’s in Eisentetraphenylporphyringegenwart konnte auf
der Bildung eines Eisen-TPP-NO-Adduktes beruhen, was ebenfalls durch eine Analogie
zu Peroxynitirit-Quenchern wie Mangan(lll)tetrakis(4-benzoesaure)porphin (MnTBAP)
auf den oben beschriebenen Mechanismus hindeutet.

Trotz des haufigen Gebrauchs von Hydroxylamin in der experimentellen Pharmakologie
ist der molekulare Mechanismus der NO-Bildung bzw. Gefal3relaxation wenig unter-
sucht. DeMaster und Mitarbeiter diskutieren eine Bioaktivierung im glatten Gefallmuskel
durch Katalase und Wasserstoffperoxid, diese soll vermutlich nach Keilin und Mitarbei-
tern Uber einen Ferrikatalase-Nitroxyl-Komplex, der sich zum Ferrokatalase-NO-

Komplex umlagert, stattfinden [155,60],

6.5 FK409

Das Hydroxyimin ist als spontaner NO-Donor bekannt. Die Halbwertszeit bei pH=7,4 im
wassrigen Medium bei Raumtemperatur betragt 30 min., deshalb wurde hier auch ab-
weichend von den Ubrigen NO-Donoren eine Inkubation von zwei Stunden (entspricht
ca. der vierfachen Halbwertszeit) durchgefiihrt. Die Zersetzung findet nach einer Reakti-
on erster Ordnung statt. Als Endprodukt nach der NO-Abspaltung entsteht das gelb ge-
farbte Diketon [571.

Nach den Chemilumineszenzmessungen liegt die NO-Bildung im neutralen pH-Bereich
bei 31%, im sauren pH von 4,5 bei nur 5,2% und im alkalischen bei 86%. FK409 ist also
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im sauren Medium relativ stabil, wahrend bei alkalischem pH die Zersetzung wesentlich
schneller stattfindet. Die Deprotonierung in 5-Position scheint also der geschwindig-
keitsbestimmende Schritt fiir die NO-Abspaltung zu sein [95].

Im Gegensatz zur Arbeitsgruppe von Kita, die eine deutlich erhéhte Bildung von Nitrit in
Gegenwart von Cystein fanden, konnte hier nur eine geringe Erhéhung des gemesse-
nen NO auf 38% im neutralen Bereich nach Nitrit-Reduktion festgestellt werden [163],
Dagegen sind andere Kofaktoren, wie Ascorbinsdure und Kupfer(l)-ionen mit Freiset-
zungen von 50 bzw. 70%, potentere Katalysatoren der NO-Bildung.

In der Anwesenheit des Eisen—TPP-Komplexes zeigen sich nur 9,2% NO nach Nitrit-
Reduktion, hingegen 79% nach Nitrat-Reduktion. Im neutralen pH-Bereich wird nur
90,4% NO nach Nitrat-Reduktion gemessen. Die Ergebnisse des Nitratassays fallen
deutlich hoher aus. Dies kann sowohl auf einer intermediaren Nitroxylanionbildung mit
nachfolgender Reaktion zu Peroxynitrit und Nitrat beruhen, als auch durch die Bedin-
gungen der Nitrat-Reduktion verursacht sein. Wobei letztere in der Regel nur zu sehr
langsamen NO-Freisetzungen fuhren.

Im Vergleich zu NOR-1 scheint also unter diesen Bedingungen kaum eine NO-Bildung
aus der Nitrogruppe stattzufinden. Die fir einige andere Hydroxyimine gefundene Cy-
tochrom P-450-katalysierte NO-Freisetzung ist hier nicht zu beobachten, [186],

Andere Alkyl- oder Aryloxime haben nach Untersuchungen von Thomas und Ramwell
nur sehr geringe Vasoaktivitat 2891, Daher postulierten Feelisch und Mitarbeiter die elekt-
ronenziehende Nitrogruppe, die uber eine Vinylgruppe in Verbindung zur Oximgruppe
steht, als notwendiges Strukturmerkmal zur NO-Abspaltung [82],

Ein Analogon von FK 409, mit einer 3-Pyridincarboxamid-Struktur anstelle der Saurea-
midfunktion (FR144420), welches synthetisiert wurde, um eine Substanz mit langerer
Halbwertszeit zu erhalten, zeigte eine gleich schnelle, aber nur halb so starke NO-
Freisetzung [165]. Es scheint folglich die Sdureamidfunktion zur Mesomeriestabilisierung
eines Zwischenproduktes notwendig.

Hier ist ebenfalls die Moglichkeit einer Nef-Reaktion zu diskutieren, wobei die Hydrolyse
der Nitrogruppe uber ein Nitroxylanion (NO’) zu N>O bzw. Peroxynitrit fihrt. Interessant
scheint in diesem Zusammenhang auch, dal} ein Derivat, welches anstelle der Hydroxy-
iminogruppe eine Ketogruppe tragt, mehr Nitrit freisetzt bei nur sehr geringer Vasodilata-

tion [571,
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In|Abbildung 41| sind die moglichen Reaktionswege aufgezeigt.

O,N
—OH
07 NH,
+ OH
-H,0
-0
ON ONTY >N N
N=0" —=— —o |~ |HO o N=0
| =
0™ 'NH, 0" "NH, 07 NH,
- OH | + H,0
O+
A
- o + NO
07 NH

Abbildung 41: Mechanismus zur Aktivierung von FK409=NOR-3

6.6 NOR-1

FUr das Hydroxyimin NOR-1 wurde mittels Chemilumineszenzmethode eine maximale
NO-Bildung im basischen pH-Bereich gefunden. Bei einem pH von 9,0 sind 109% NO

detektiert worden. Im Gegensatz dazu wurden im neutralen Medium 79% NO und bei
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einem sauren pH-Wert von 4,5 nur noch 28,8% NO im beobachteten Zeitraum von zehn
Minuten gemessen. Der Zusatz von Kofaktoren verringerte in jedem Fall den Anteil des
detektierten NO.

Fiur die Gegenwart von Cystein ist ein Wegfangen des gebildeten NO zu Nitrosothiolen
denkbar, was etwa 25% auszumachen scheint.

Die Deprotonierung des Hydroxyimins scheint folglich geschwindigkeitsbestimmend fur
die NO-Freisetzung zu sein.

Erstaunlicherweise ist nach Nitrat-Reduktion ohne weitere Kofaktoren im neutralen Me-
dium eine Freisetzung von 146% NO zu beobachten. Dies lal3t sich nur auf eine Abspal-
tung der Nitrogruppe in 5-Position zurtckfuhren. Da C-Nitrogruppen im Nitratassay nicht
grundsatzlich zu detektierbarem NO fuhren (siehe 6.1 und 6.2), miussen hier strukturelle
Besonderheiten vorliegen. Aullerdem bleibt zu diskutieren, ob aus der C-Nitrogruppe
aufgrund der strukturellen Besonderheit der Vinylogie zur Hydroxyiminogruppe das Nit-
rat gebildet wird oder erst die Bedingungen des Nitratassays eine Reaktion hierzu kata-
lysieren.

Bei der von Décout und Mitarbeitern fur das Analogon FK409=NOR-3 diskutierten Nef-

Reaktion (saure Nitroalkan-Spaltung) wurde aus der Nitrogruppe intermediar NO™ ent-

stehen, daraus dann N,O und das entsprechende Keton (siehe |Abbildung 42). Da sie

feststellten, dal® ein FK409-Derivat ohne Hydroxyimingruppe nicht in der Lage ist ein
Tyrosylradikal zu nitrosieren, folgerten sie, dafl® keine NO-Bildung aus der 5-Nitrogruppe
stattfindet [57]. Dies spricht demnach fiir den unten postulierten Mechanismus, bei dem
aus der Nitrogruppe das Nitroxylanion und nachfolgend Distickstoffmonoxid gebildet
wird. Da primare und sekundare Nitroalkane aufgrund des -I-Effektes eine leichte
Abspaltbarkeit des Protons vom o-C-Atom aufweisen, besitzen diese deutlich saure Ei-

genschaften. In wassriger Alkalildsung gehen sie unter Salzbildung in Losung.
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Abbildung 42: Nef-Reaktion der Nitrogruppe im NOR-1
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Da die Bildung von Distickstoffmonoxid in der Regel Uber das Nitroxylanion als Interme-
diarprodukt ablauft, konnte sich letzteres in Sauerstoffanwesenheit Uber Peroxynitrit zu
Nitrat umlagern. Dies ware eine mogliche Erklarung fur den relativ hohen NO-Anteil
nach Nitrat-Reduktion.

CH,0 CH,0
O,N T oA O
i "0 —OH + :
— OH NO
07 "NH, 0™ 'NH,
+ OH-
- H,0
CH,0 CH0 CH,0
0
N
N—O |N:O HO . N=0
0”7 NH, O NH, 0 NH,
CH,0
o\>N |
0 o + NO
07 "NH

Abbildung 43: Mechanismus zu Aktivierung von NOR-1
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6.7 DEA/NO

Die fur Diazeniumdiolate charakteristische spontane NO-Freisetzung konnte bestatigt
werden. In Anwesenheit von Luftsauerstoff sind ohne Kofaktoren nach Nitrit-Reduktion
bereits 161% NO gemessen worden. DEA/ NO ist damit deutlich von den anderen NO-
NOaten, wie Diethylentriamin(DETA)NONOat, Methylaminohexylmethylamin(MAHMA)-
NONOat und Ammoniopropyl-n-propylamino(PAPA)-NONOat abzugrenzen, die 2 mol
NO pro Molekiil NO-Donor freisetzen [154,153], Bei DEA/NO ist im Nitritassay in Gegen-
wart von Kofaktoren wie Cystein oder dem Eisen-TPP-Komplex eine geringere Menge
NO detektiert worden, 105% bzw. 110% NO. Es konnte gebildetes NO als Nitroso-
cystein bzw. als Nitroso-Eisen-TPP-Komplex abgefangen werden. Dies deckt sich mit
den von Maragos und Mitarbeitern gemachten Untersuchungen, wonach DEA/NO mit
Glutathion eine geringere halbmaximale Stimulation an der I6slichen Guanylyl-Cyclase
erreicht als ohne Thiolzugabe [187],

Aulerdem kommt die Moglichkeit der von der Arbeitsgruppe de Master vorgeschlage-

nen Reaktion der Sulfensdure- und Distickstoffmonoxidbildung in Frage [59 (siehe

Abbildung 44)).
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Abbildung 44: Oxidation freier Thiolgruppen durch NO’

Im Nitratassay sind ahnliche Ergebnisse erfal’t worden; ohne Kofaktoren im neutralen
Medium werden nach Nitrat-Reduktion 169% NO detektiert, in Anwesenheit des Eisen-
tetraphenylporphyrin-Komplexes 150%.

Ein von Taylor und Mitarbeitern postulierter Mechanismus legt fur Diazeniumdiolate mit

nucleophilem Rest fur die zur Aktivierung notwendige protonierte Form eine planare An-
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ordnung zugrunde, die Uber Distickstoffdioxid zu NO fiihrt [286], Keefer postulierte eine
teilweise Umsetzung des aus DEA/NO gebildeten NO mit Sauerstoff zu N»,O,4 welches

dann das zuvor gebildete sekundare Amin wieder nitrosieren kann [153]. Demzufolge

kann der in |Abbildung 45| aufgefiihrte Mechanismus angenommen werden:

\ N_O + et N—OH
N—N/,"@" +H —\N_N/N © N
_/ \O\ y \ - / \
. O—H O
Na
tetragonal planar
H+
O + —
O—N—N=0 = L O—N—N—0-H + N—H
_/
@)
2NO* 2 N,O,
O, HO
] ] — o
20, NO; + NO;y + 2H* N—N% ~
_/
2NO + NO;-
+ H

2H0

4NO, 4NO; + 4H

Abbildung 45: Mechanismus zur Aktivierung von DEA/NO
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6.8 V-Pyrro/NO

Sowohl die Chemilumineszenzmessungen als auch der Guanylyl-Cyclase-Assay und
der Oxyhamoglobin-Assay haben gezeigt, dal} dieses alkylierte Diazeniumdiolat keine
spontane Bioaktivierung zu NO zeigt. Im Chemilumineszenz-Assay zeigte sich allein der
Cytochrom P-450-imitierende Eisentetraphenylporphyrin-Komplex in der Lage die Zer-
setzung zu katalysieren. Erwartungsgemal konnte erst in Anwesenheit des Eisen-TPP-
Komplexes nach Reduktion von Nitrat NO detektiert werden (s. Kap. 1.1.2). Hierbei ist
eine maximale Freisetzung von ca. 1,5 mol NO pro Molekul V-Pyrro/NO erfal3t worden,
bei einer Inkubationszeit von zehn Minuten.

Saavedra und Mitarbeiter fanden fur ein nicht-vinyliertes Analogon aus der Aminosaure
Prolin, PROLI/NO (Di-Natriumsalz), die bislang kurzeste Halbwertszeit aller NONOate,
von 1,8 Sekunden, bei 37°C und einem pH-Wert von 7,4. Sie konnten PROLI/NO eben-
falls in basischer Losung stabilisieren, im neutralen wurde die Dissoziation zu 2 mol NO
und Prolin festgestellt [250],

Ob die geringen strukturellen Unterschiede zwischen Pyrrolidin-NONOate und Prolin-
NONOat als Ursache fir die unterschiedliche Freisetzung anzusehen ist oder eher die
Cytochrom P450-simulierende Aktivierungsreaktion vom vinylierten zum freien Diazeni-

umdiolat zu einer geringeren NO-Bildung fuhrt, bleibt zu klaren. Es kann der in

Ibbildung 46|aufgefiihrte Mechanismus zur Aktivierung von V-Pyrro/NO angenommen

werden.
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Abbildung 46: Mechanismus zur Aktivierung von V-Pyrro/NO



Seite 112 Beurteilung ausgewahlter Substanzen

Die entsprechende Wirkung an der Guanylyl-Cyclase, eine 24-fache Stimulation in Ge-
genwart von Mikrosomen, ist vom sicherlich eher geringen Ausmal} in Hinblick auf die
fur die beiden Enzyme sehr verschiedenen optimalen Redoxbedingungen zu relativie-
ren. Die Abspaltung der Vinylgruppe durch Cytochrom P-450 erfordert oxidative Bedin-
gungen, die Umsetzung von Guanosintriphosphat zu cyclischem Guanosinmo-
nophosphat durch die 16sliche Guanylyl-Cyclase erfordert reduktive Bedingungen.

Es bleibt auch zu diskutieren, inwieweit eine Hemmung der Cytochrom P-450-Aktivitat
durch gebildetes NO eine Rolle spielt. Bei einer Aktivierung der iNOS durch Lipopoly-
saccharide und Cytokine wurde eine deutlich Senkung der Aktivitat bestimmter Cytoch-
rome gefunden. In-vitro Versuche haben sowohl eine reversible als auch eine irreversib-
le Hemmung von Cytochrom P-450 durch NO gezeigt, wobei diese von der NO-
Konzentration abhangig waren. Es wurde spekuliert, dal} die irreversible Hemmung auf
einer kovalenten Anderung des Proteinanteils im Cytochrom beruht, die reversible
Hemmung auf einer Bildung eines Him-NO-Komplexes [309.277,229],

Im Oxyhamoglobinassay konnte zusatzlich ein direkter NO-Nachweis nach V-Pyrro/NO-
Metabolisierung durch Leberhomogenat erbracht werden. Hier ist keine NO-Freisetzung
ohne Leberhomogenat beobachtet worden. Der Zusatz von Leberhomogenat und
NADPH fluhrte zu einer Freisetzungsrate von 436,4 pM NO/min*mg Protein. GSH als
Kofaktor war nicht in der Lage die NO-Bildung zu stimulieren. Aul3erdem konnte eine
Konzentrationsabhangigkeit der NO-Freisetzungsrate von der eingesetzten Menge Le-
berhomogenat und NADPH festgestellt werden. Nach Auftrennung des Homogenates in
Cytosol und Mikrosomen ist das metabolisierende Enzymsystem in der mikrosomalen
Fraktion bestatigt worden.

Das Aortenhomogenat zeigte, wie zu erwarten, keine Wirkung auf das alkylierte NONO-
at.

Somit ist die Wirkung von V-Pyrro/NO als leberspezifischer NO-Donor bewiesen.
Interessant ist in diesem Zusammenhang auch die von Kim und Mitarbeitern gefundene
Up-Regulation protektiver Enzyme in den Hepatozyten durch NO unter oxidativen Be-
dingungen. Dies ist fir die Hdmoxygenase-1 sowie fur Ferritin (wird diskutiert ,loses Ei-
sen“ zu binden und damit einer Fentonreaktion zu entziehen) und Billirubin (potentes

Antioxidans) bewiesen worden [161],
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Zur Beurteilung der Mutagenitat waren uns freundlicherweise Scherer und Westendorf
mit einem UDS-Test sowie ein Ames-Test zu V-Pyrro/NO behilflich. Hier zeigte sich bei

einer Konzentration von 10 yg/ml keine Toxizitat [193.37],

6.9 CAS1609

Das Furoxanderivat CAS1609 setzt unter anaeroben Bedingungen kein NO frei. Nach
Nitrit-Reduktion einer in Sauerstoffgegenwart inkubierten Losung werden lediglich 2%
NO, mit Cystein geringfligig mehr und in Anwesenheit anderer Kofaktoren deutlich we-
niger NO detektiert. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Hecker und Mitarbeitern,
die verschiedene Furoxane mit Hilfe der ESR-Spektroskopie auf ihre NO-Freisetzung
untersuchten. Hier wurden nach 60 Minutern Inkubation bei 37°C in Dithiothreitol enthal-
tenem HEPES-Puffer ebenfalls nur ca. 2% NO gemessen [122]. Nach Feelisch und Mit-
arbeitern stellten sich andere Furoxane bei pH 7,4 und Raumtemperatur als relativ stabil
heraus. Es wurde eine Mdglichkeit zur Stimulation der NO-Bildung mit Thiolen beschrie-
ben. Im Gegensatz zur thiolvermittelten NO-Freisetzung aus organischen Nitraten ist
hier keine Toleranzentwicklung beobachtet worden [81]. Erst nach Nitrat-Reduktion der
Probenlosung erhalt man, bereits ohne Zusatz von Kofaktoren, eine NO-Bildung von
20,4%. Der Cytochrom P450-imitierende Komplex fuhrt zu 113,2% NO. Hecker und Mit-
arbeiter untersuchten den EinfluR eines Cytochrom P-450-Inhibitors auf die Furoxan-
vermittelte Gefalirelaxation. Im Gegensatz zu anderen Furoxanen wurden fur CAS1609
keine signifikanten Anderungen festgestellt und der Schlu gezogen, daB hier keine Cy-
tochrom P-450 katalysierte Metabolisierung auftritt. Es kdénnten jedoch, die in diesem
Assay zu geringen Enzymkonzentrationen in der Arterie, Ursache flr die Differenz zu
den oben beschriebenen Ergebnissen sein.

Erstaunlich ist hier auch die Aktivierung der l6slichen Guanylyl-Cyclase, das Enzym wird
70 fach stimuliert. Dies entspricht der Halfte des spontan freisetzenden NO-Donors
DEA/NO. Hierbei ist zu beachten, dal® bei dem Guanylyl-Cyclase-Assay zum Schutz des
Enzyms erhebliche Mengen Thiole zugesetzt sind. Es sind pro Ansatz 3 mM Dithiothrei-
tol, was der doppelten Menge Thiolgruppen entspricht, sowie 0,5 mg/ml Rinderserumal-
bumin enthalten. Zwar scheint die thiolkatalysierte Bioaktivierung im Chemilumineszen-

zassay einen sehr geringen Anteil auszumachen, die in vivo Verhaltnisse kdnnten je-
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doch anders aussehen.
Nach Untersuchung verschiedener Furoxan-Derivate auf ihre Stimulationsfahigkeit der
|6slichen Guanylyl-Cyclase haben Substanzen mit elektronenziehenden Substituenten in

3- und besonders in 4-Position eine starkere Aktivitat [85],
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Abbildung 47: Mechanismus zur Aktivierung von CAS1609
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6.10 N-Methyl-N-nitrososydnonimin

Eine lichtinduzierte NO-Abspaltung aus dem hier untersuchten Nitrososydnonimin ist
bereits von Schleifer und Lidtke beobachtet worden [254,185], Hier durchgefiihrte Unter-
suchungen mit unterschiedlichen Kofaktoren und pH-Werten zeigten, dal} bei Bestrah-
lung und unter Sauerstoffauschlufd das N-Methyl-N-nitrososydnonimin im neutralen pH-
Bereich ca. 14% NO freisetzt. Etwas hohere Werte von ca. 20% lassen sich mit reduzie-
renden Kofaktoren erzielen, ebenso stark aktivierend wirkt ein saurer pH-Wert von 4,5.
Ein gravierender Unterschied tritt erst in Sauerstoffgegenwart nach Nitrat-Reduktion auf,
es werden 67,6% NO ohne Kofaktoren detektiert und in Anwesenheit des Cytochrom
P450-imitierenden Komplexes 60% NO. Hier bleibt zunachst zu diskutieren, inwieweit
die Bedingungen des Nitratassays eventuell den Zerfall dieser Verbindung katalysieren.
Zur Beurteilung der Eisentetraphenylporphyrin-Wirkung kann eine von Yang und Mitar-
beitern gemachte Studie zur Metabolisierung von N-Nitrosoverbindungen herangezogen
werden, wonach diese durch Cytochrom P-450 zwar metabolisiert werden, aber nicht zu
einer NO-Bildung fiihren [312], Dies scheint auch fiir die Werte im Chemilumineszenzas-
say nachvollziehbar. Es ware mdglich, dal} ein Teil des gebildeten NO sich der Messung
durch Bildung eines Eisen-TPP-Adduktes entzoge.

Die fur Sydnonimine klassische Bioaktivierung wird bei physiologischem pH und starker
noch im alkalischen Medium als eine Ring6ffnung zwischen dem Sauerstoff und dem
Kohlenstoff in 5-Position beschrieben, in deren Folge das entstehende N-
Nitrosohydrazin-Derivat in Sauerstoffanwesenheit zu einem Kationradikal reagiert, wel-
ches NO abspaltet. Hierbei entstehen stochiometrische Mengen an Superoxidanionen,
die wiederum den Sydnoniminzerfall beschleunigen [24.80,243],

Der Guanylyl-Cyclase-Assay zeigt mit einer 26-fachen Stimulation des Enzyms eine Ak-

tivierung im geringeren Bereich.

In |Abbildung 48| werden die mdglichen Mechanismen zur NO-Freisetzung aus dem

Nitrososydnonimin gezeigt.
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Abbildung 48: Mechanismus zur Aktivierung von N-Methyl-N-nitrososydnonimin

6.11 HE12.2B

Anaerobe Versuchsbedingungen fuhrten auch nach Bestrahlung im Chemilumineszen-
zassay zu sehr geringen NO-Freisetzungen von ca. 1,2%. Erst bei aerober Inkubation
sind im Nitratassay 113% NO gemessen worden, auch hier konnte durch Eisen-
tetraphenylporphyringegenwart der NO-Anteil erhoht werden, 142,5% wurden detektiert.
Das im festen Zustand vorliegende Dimer wird in wassriger Losung in das blau gefarbte
Monomer Uberfuhrt. Aus diesem kann sich durch homolytische Spaltung das NO-
Radikal und ein tertiares Kohlenstoffradikal bilden - bei einem primaren oder sekundaren
Kohlenstoff wirde vorwiegend das stabilere tautomere Oxim vorliegen. Dieser Zerfall
ware vor allem durch thermische und photochemische Aktivierung denkbar, scheint aber

unter den vorliegenden Bedingungen nur einen extrem geringen Anteil auszumachen.

Der nach Nitrat-Reduktion sehr hohe NO-Anteil a3t eine Nitroxylanionbildung vermuten,
welches dann in Sauerstoffgegenwart GUber Peroxynitrit zu Nitrat reagieren kdnnte. Die

Entstehung von Peroxynitrit aus Nitroxylanion im Triplettzustand unter aeroben Bedin-
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gungen ist auch von der Arbeitsgruppe Beckman beschrieben [161:

NO + 0, —> ONOO (22)

Die Abbildung 49| gibt den postulierten Mechanismus des gesamten Zerfalls dieser C-

Nitrosoverbindung wieder.

O\

H
‘N—
+ 2H* 2 "N—/oO T2 0
/ \ .
O=—N—O0O—O0

NO,-

Abbildung 49: Mechanismus zur Aktivierung von HE12.2B

Die sehr geringe Aktivierung der léslichen Guanylyl-Cyclase durch diese C-Nitroso-
Verbindung kann als Bestatigung des oben beschriebenen Mechanismusses aufgefalt

werden.
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7 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Substanzklassen (siehe Tabelle 1) zu-
nachst mittels Chemilumineszenz auf ihre NO-Freisetzung untersucht.

Hierzu wurde sowohl die direkte NO-Bestimmung unter anaeroben Bedingungen heran-
gezogen, als auch die indirekte NO-Bestimmung, die nach entsprechender Reduktion

des unter aeroben Bedingungen entstandenen Nitrits und Nitrats zu NO maoglich ist.

Strukturmerkmal Strukturformel
+ /O-
Nitro-Verbindung — NS
0
. +/
Nitrat —O0—N N
0
Hydroxylamin >N—OH
O,N
Hydroxyimin L
(mit vinyloger NO»-Gruppe) —N—on
NONOat v
(Diazeniumdiolat) SN=0
allkyliertes NONOat _ﬁ<°'
(allkyl. Diazeniumdiolate) NN—0—R
C-Nitroso-Verbindung _ N=0
\N+
Nitrososydnonimin NL N/NZO
o)
Furazan-2-oxid (Furoxan) N//\_/\N:O
0

Tabelle 1: Untersuchte Strukturen
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Nitroverbindungen sowie die Verbindung mit C-Nitrosostruktur zeigten eine vernachlas-
sigbare NO-Bildung.

Von den untersuchten Nitraten setzte allein Glyceroltrinitrat eine relevante Menge NO
frei, die vor allem in Gegenwart des Cytochrom P-450-Mimetikums Eisen (llI)-
tetraphenylporphyrin (TPP) mit NADPH nach Nitrat-Reduktion zu beobachten war
(100% NO berechnet auf die Menge eingesetzten Glyceroltrinitrats; zum Vergleich: unter
allen Gbrigen Bedingungen blieb der NO Anteil unter 17 %).

Hydroxyimine setzten spontan die aquimolare Menge NO frei. Die Freisetzungsge-
schwindigkeit liel® sich mit erhdhtem pH-Wert steigern. Zu einem geringen Teil ist auch
die NO-Abspaltung aus der vinylogen Nitrogruppe moglich.

Flr das Hydroxylamin konnten nach Nitrat-Reduktion 100% NO detektiert werden. Alle
ubrigen Bedingungen fuhrten zu einem Anteil von weniger als 8% NO.

Die NONOate sind fur ihre spontane NO-Bildung bekannt. Statt der moglichen 2 mol
NO pro mol NO-Donor (200%) wurden bei DEA/NO lediglich 1,5 mol NO (150%) freige-
setzt. Die alkylierten Derivate E-Pyrro/NO und M-Pyrro/NO lieBen sich nicht zur NO-
Abspaltung aktivieren. Flir das vinylierte V-Pyrro/NO wurden in Gegenwart des Ei-
sen(lll)-TPP-Komplexes nach Nitrat-Reduktion ca. 1,5 mol NO pro mol NO-Donor
(150%) gemessen, dagegen fuhrten andere Bedingungen zu keiner Stimulation der NO-
Bildung.

Das Nitrososydnonimin-Derivat zeigte ebenso wie das Furoxan und die C-
Nitrosoverbindung erst nach Nitrat-Reduktion relevante NO-Freisetzungen — ca. 68%
ohne Kofaktoren bzw. 113% und 143% in Eisen(lll)-TPP-Anwesenheit.

Um den Zusammenhang zu der physiologischen Wirkung herzustellen, wurden einige
NO-Donoren an der ldslichen Guanylyl-Cyclase (sGC) auf ihre Stimulationsfahigkeit un-
tersucht. Einige Beispiele sind in der folgenden Tabelle 2 gegeben. Sie gibt Aufschlul}
uber den Anteil der Enzymaktivierung im Verhaltnis zur maximalen Stimulation, die mit
Nitrosoglutathion (100%) ermittelt wurde. Zum Teil wurden Mikrosomen zu den Inkubati-
onsansatzen hinzugefugt, die Cytocrom P-450-katalysierte Umwandlungen bewirken

konnten.
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NO-Donor Aktivierung der sGC [%)]
nichtalkyl. NONOat (DEA/NO) 100
Furoxan 39
Nitrososydnonimin 16
C-Nitroso-Verbindung 4
Hydroxyimin (FK409) + Mikrosomen 100
Vinyliertes NONOat (V-Pyrro/NO) + Mikrosomen 60
Hydroxylamin nicht-reproduzierbar !

Tabelle 2: Wirkung ausgesuchter NO-Donoren an der I6slichen Guanylyl-Cyclase

Fir die Verbindungen geringer oder nicht-reproduzierbarer Guanylyl-Cyclase-
Aktivierung, die auRerdem nur nach Nitrat-Reduktion hohe Mengen an NO freisetzen,

wird eine intermediare Bildung von Peroxynitrit postuliert.

Um die betrachtliche Aktivierung einiger NO-Donoren mit Cytochrom P-450 auch mittels
direkter NO-Messung nachzuweisen, wurde die Methode der Methamoglobinbildung aus
Oxyhamoglobin durch NO (Oxyhamoglobin-Assay) angewandt. Eine deutliche Abstu-
fung der NO-Donoraktivitat zeigte sich bei der Inkubation mit Leberhomogenat und
NADPH. Das vinylierte NONOat V-Pyrro/NO verursachte eine um das zwolffache starke-
re NO-Abspaltung als Glyceroltrinitrat und eine 87-fach hohere NO-Bildung als Molsi-
domin. Das bislang bekannteste Beispiel Molsidomin fur eine leberspezifische NO-
Bioaktivierung wird deutlich von dem vinylierten NONOat Ubertroffen.

Mechanistische Vorstellungen zur Freisetzung von NO aus den verschieden NO-

Donoren wurden diskutiert (siehe Kapitel 6).
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Summary

In the first part of this work the NO-release of different NO-donor classes (see table 1)
was investigated by the chemiluminescence method. Anaerobic incubation mixtures al-
lowed direct NO-measurement, whereas nitrite and nitrate, which were generated in the

presence of oxygen, were determined after specific reduction to nitric oxide (NO).

Characteristic Structure
A
Nitro-compound — N
0
N
Nitrate —O0—N N
0
Hydroxylamin >N—OH
O,N
Hydroxyimine L
+ vi -
(+ vinylogous NO,-group) —N—on
NONOate —N °
(Diazeniumdiolate) DA
alkylated NONOate Y
(allkyl. Diazeniumdiolate) NN—o—R
C-Nitroso-compound _ N=0
\N+
Nitrososydnonimine N/\:\A\N/N:O
Furazan-2-oxid (Furoxan) N//\_/\N:O
0

Table 1: Investigated structures
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Nitro compounds as well as the substance with C-nitroso-structure showed a negligible
NO-formation.

In the nitrate-group only glyceroltrinitrate (GTN) released relevant quantities of NO, es-
pecially in the presence of the cytochrome P-450-mimetic Fe"-TPP (= iron-
tetraphenylporphyrin-complex) with NADPH after nitrate reduction (=100% NO, related
to the amount of GTN; other conditions led to NO-formation below 17%).

Hydroxyimines produced spontaneously equimolar amounts of NO. Increasing pH en-
hanced the velocity of NO-release. To a small part the NO-release of the vinylogous ni-
tro-group seems possible.

Incubating the hydroxylamine detection of 100% NO were seen after nitrate reduction;
all other conditions showed less than 8% NO.

NONOates are well known for their spontaneous NO-generation. Instead of the possible
2 mol NO per mol NO-donor DEA/NO produced only 1,5 mol NO (150%).

The alkylated derivatives E-Pyrro/NO and M-Pyrro/NO could not liberate any NO.
Detection of 1,5 mol NO per mol of the vinylated V-Pyrro/NO incubated with Fe-TPP
and NADPH were observed after nitrate reduction, otherwise no stimulation of NO-
generation was seen by this compound.

The nitrososydnonimine-derivative, like the furoxan and the C-nitroso-compound,
showed relevant amounts of NO only after nitrate reduction, 68% without any cofactors,
respectively 113% for the furoxan and 143% for the C-nitroso-compound, both in Fe'-

TPP-presence.

NO-mediated physiological effects include mostly stimulation of the soluble guanylate-
cyclase (sGC). Therefore some NO-donors are investigated for their ability to activate
this enzyme (see table 2), related to maximum stimulation reached with nitrosoglutathion
(100%). In certain cases microsomes were added to the incubation mixture for catalys-
ing cytochrome P-450-related reactions.
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NO-Donor % Activation of sGC

Nonalkyl. NONOate (DEA/NO) 100
Furoxan 39
Nitrososydnonimin 16
C-Nitroso-compound 4
Hydroxyimine + Microsomes 100
Vinylated NONOate (V-Pyrro/NO) + Microsomes 60
Hydroxylamine Not reproducible!

Table 2: Effect on the soluble guanylate-cyclase

Compounds, stimulating the sGC to a low or not reproducible extend and which in addi-
tion showed high amounts of NO only after nitrate-reduction, are supposed to intermedi-

ate production of peroxynitrite.

To ascertain the cytochrom-P450-mediated activation of several NO-donors another
method was applied. The formation of methemoglobin from oxyhemoglobin in the pres-
ence of NO was detected by UV-spectroscopy. A good example for the distinct gradua-
tion of liver-specific NO-donors was seen by the incubation with liverhomogenate and
NADPH. The vinylated NONOate V-Pyrro/NO showed a twelve times more extensive
NO-release than GTN and a 87-times higher NO-formation than molsidomin. The so far
most prominent example of a liveractivated NO-Donor was molsidomin. This compound

is clearly and strongly surpassed by V-Pyrro/NO.

Pathways for the NO-release from the different NO-donors are discussed (see chapter
6).
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8 Anhang

8.1 Gerate

8.1.1 NO-Bestimmung

8.1.1.1 Sievers NOA™280

Sievers Instruments, Boulder, USA

Spezifikation:

e Empfindlichkeit: < 1 pmol fur Flissigkeiten, < 1 ppb fur Gase

e MeRbereich: nM-mM fur Flussigkeiten, <1-500000 ppb fir Gase

e Wiederholbarkeit: + 5 % fur Flussigkeiten, + 1 ppb fur Gase

Als Inertgas wurde Argon 6.0 der Firma Linde verwandt.

Zur Ozongeneration wurde Carbogen (95 % O,/ 5 % CO,) ebenfalls von der Firma Linde
verwandt. NO-Kalibriergas wurde von der Firma AGA als Mischung 10 ppm NO (2.0) in
Stickstoff 5.0 bezogen.

Es wurde eine Methode mit einem Mel3bereich von 1-400 pmol angewandt. Die Peakin-
tegration wurde i.a. bei einem Schwellenwert von 5 und einer Peakbreite von 20 ausge-

wertet.
8.1.1.2 Ansyco AC 30M

Analytische Systeme und Componenten GmbH, Karlsruhe

Spezifikation:

o Empfindlichkeit: 2 nmol

e MeRbereich: 0-1 ppm

e Wiederholbarkeit: 1 %

Die Ozongeneration aus getrockneter Raumluft findet an Elektroden mit einer angeleg-
ten Spannung von 4,5 kV statt.

Als Inertgas wurde Argon 5.0 der Firma AGA verwandt.

Die Uberpriifung der Kalibrierung wurde mit NO-Kalibriergas der Konzentration 19,7
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ppm NO in Stickstoff der Firma AGA durchgefuhrt.

8.1.2 sonstige Bestimmungen

8.1.2.1 Elementaranalysen

Perkin-EImer Elementaranalysator 240 B und C

8.1.2.2 IR-Spektren

Perkin-Elmer Ratio Recording IR-Spektrophotometer

8.1.2.3 Massenspektren

EI-MS: CH-7A-Varian MAT (70eV), Verdampfungstemperatur in °C
FAB-MS: CH-5-DF MAT-Varian in den angegebenen Lésungsmitteln, Reaktandgas Xe-

non

8.1.2.4 'H-NMR-Spektren

Bruker WM-250 und Perkin-Elmer WM 300-500

8.1.2.5 Diinnschichtchromatographie

DC-Alufolien 60 F254 (Merck)
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9 Gefahrstoffverzeichnis

Aceton:
R: 11
S: (2)-9-16-23-33

Cystein:
R: 22-36/37/38
S: 26-36

Dimethylsulfoxid:
R: 36/37/38
S: 26-36-23

Dithiothreitol = threo-1,4-Dimercapto-2,3-butandiol (DTT):

R: 20/21/22-36/37/38
S: 26-36

Essigsaure 99,99%:
R: 10-35
S: 23-26-45

Ethanol:
R: 11
S:7-16

Glutathion, oxidierte Form:
R: 36/37/38
S: 26-37/39
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Guanosintriphosphat:
R: 23/24/25-36/37/38
S: 45-26-36-22

Kaliumiodid:
R: 63-42/43-36/37/38
S: 22-26-36

Kaliumnitrat:
R: 8-22-36/37/38
S: 17-26-36-7

Kaliumnitrit, ebenso Natriumnitrit:
R: 8-25
S: 45

Kupfer(ll)sulfat Pentahydrat:
R: 22-36/38
S:22

Mangan(ll)chlorid:
R: 20/21/22-36/37/38-40
S: 26-27-36/37/39

Natriumhydroxid:
R: 35
S: 26-37/39-45

Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat, Nicotinamid-adenin-dinucleotid:
R: 36/37/38
S: 26-36
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Nitrofluoranthen:
R: 20/21/22-40
S: 22-45-36/37-39-3/7

Nitrofurantoin:
R: 45-46-23/24/25-42/43
S: 53-45-36/37/39-22-3/7

Natriumnitrat:
R: 8-23/24/25-36/37/38
S: 17-26-27-36/37/39

1-Nitropyren:
R: 45-46-20/21/22
S: 53-22-45-36/37/39-3/7

Nitrosoglutathion:
R: 20/21/22-36/37/38-40
S: 36-26-22

Pentobarbital-Natriumsalz:

R: 23/24/25-63
S: 45-36/37/39-22

Salzsaure, 1 N:
R: 36/37/38
S: 26-45

Schwefelsaure, 0,5 N:
R: 49-23/24/25-34
S: 53-23-45-36/37/39-3/7
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5, 10, 15, 20-Tetrakis-(pentafluorophenyl)-21H,23H-porphin Eisen(lll)chlorid:
R: 36/37/38
S: 26-37/39

Triethanolamin:
R: 36/37/38
S: 26-36

Vanadium(lll)chlorid:
R: 34-20/21/22
S: 45-26-28-27-36/37/39

Wasserstoffperoxid (30%):
R: 8-34
S: 3-28-36/39-45

Zinkacetat:
R: 36/38
S: 26-36

Uber den groBten Teil der in dieser Arbeit untersuchten Substanzen liegen keine toxiko-
logischen Daten im Sinne des Chemikaliengesetzes vor. Diese Verbindungen sind mit

der fUr gefahrliche Chemikalien Ublichen Vorsicht zu behandeln.
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