Diazen-1-ium-1,2-diolate als NO-Donoren
Zusammenhange zwischen Struktur, Bildung und
NO-Freisetzung sowie die Umsetzung zu bioaktiven
Prodrugs und Ketoconazol-NO-Donor Hybridverbindungen

seit 1558

Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades
doctor rerum naturalium
(Dr. rer. nat.)

vorgelegt dem Rat der Biologisch-Pharmazeutischen Fakultat
der Friedrich-Schiller-Universitat Jena, 2007
von Jorg Konter

geboren am 24.02.1978 in Leverkusen






Diazen-1-ium-1,2-diolate als NO-Donoren
Zusammenhange zwischen Struktur, Bildung und
NO-Freisetzung sowie die Umsetzung zu bioaktiven
Prodrugs und Ketoconazol-NO-Donor Hybridverbindungen

seit 1558

Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades
doctor rerum naturalium
(Dr. rer. nat.)

vorgelegt dem Rat der Biologisch-Pharmazeutischen Fakultat
der Friedrich-Schiller-Universitat Jena, 2007
von Jorg Konter

geboren am 24.02.1978 in Leverkusen



Gutachter:

1. Prof. Dr. Jochen Lehmann

2. Prof. Dr. Gerhard Scriba

3. Prof. Dr. Hans-Jurgen Duchstein

Tag der Doktorpriufung:

Tag der offentlichen Verteidigung:



Danksagung

Die vorliegende Arbeit wurde im Zeitraum von Oktober 2003 bis August 2007 am

Institut fir Pharmazie der Friedrich-Schiller Universitat Jena durchgefihrt.

Meinem Doktorvater Herrn Prof. Dr. Jochen Lehmann danke ich sehr herzlich fur die
Uberlassung des Themas, seine wertvollen Anregungen, die stete
Diskussionsbereitschaft und seine grof3e Einsatzbereitschaft unvergessliche
Erfahrungen, wie der NO-Konferenz in Monterey, zu ermdglichen.

Herrn Prof. Dr. Gerhard Scriba und Herrn Prof. Dr. Hans-Jurgen Duchstein danke ich

fur die freundliche Ubernahme des Korreferats.

Fur die groRe Kooperationsbereitschaft und erfolgreiche Zusammenarbeit danke ich
Frau Dr. Méllmann und ihren Mitarbeitern, Herrn Sven Winter und Herrn Prof. Dr.
Alfred Fahr, Herrn Andreas Konig und Frau Prof. Dr. Erika Glusa sowie Herrn

Michael Rothenburger.

Bedanken mdochte ich mich bei allen Kollegen und Freunden des Instituts fur die
unkomplizierte Zusammenarbeit, offene Hilfsbereitschaft und gemeinsame Zeit in

Jena. Frau Carolin Roegler danke ich fur das Korrekturlesen der Arbeit.

Ein ganz besonderer Dank gilt meinen lieben Eltern, Helga und Wolfgang Konter, die
mich wahrend meiner gesamten schulischen und universitdren Ausbildung vielfaltig

unterstutzt haben.



Inhaltsverzeichnis

11
111
112

1.2

121
1.2.2
123
124
125
1.2.6

1.3

131
1.3.2
1.3.3
134
135

14
141
1.4.2

15
151
152

Einleitung

Biochemische und physiologische Bedeutung des NO
Stickstoffoxide und reaktive Stickstoffspezies (RNS)

Zellulare Angriffspunkte und die physiologischen und pathologischen
Funktionen der RNS

NO-Donoren: Ubersicht und chemische Charakteristika
Organische Nitrate

Nitroprussid-Natrium

Sydnonimine

S-Nitrosothiole

Diazen-1-ium-1,2-diolate (NONOate)

Sonstige NO-Donoren

Nachweisverfahren fir Stickstoffmonoxid

Griess Reaktion

Oxyhamoglobin Assay

Elektronenspin Resonanz- und Laser Magnet Resonanz Spektroskopie
Chemilumineszenzdetektion

Amperometrische NO-Detektion

Charakterisierung des Azol-Antimykotikums Ketoconazol
Allgemeine Eigenschaften von Ketoconazol

Pharmakologie von Ketoconazol
Problemstellung und Ziele

Chemische Aspekte
Biologische Aspekte

Ubersicht zu den Veréffentlichungen

16
16
16
16
17
17

18
18
19

19

19
22

23



1 Inhaltsverzeichnis

3 Verdoffentlichungen

Verdffentlichung 1

The NOtizer- A Device fort he Convenient Preparation of Diazen-1-ium-1,2-diolates.
Konter, Joerg; Abuo-Rahma, Gamal EI-Din Ali Ahmed Hassan; EI-Emam, Ali; Lehmann,
Jochen. Methods in Enzymology (2005), 396 (Nitric Oxide, Part E), 17-26.

Verdffentlichung 2

Synthesis of Diazen-1-ium-1,2-diolates Monitored by the "NOtizer" Apparatus:
Relationship between Formation Rates, Molecular Structure and the Release of
Nitric Oxide.

Konter, Joerg; Abuo-Rahma, Gamal EI-Din A. A.; EI-Emam, Ali; Lehmann, Jochen.
European Journal of Organic Chemistry (2007), 4, 616-624.

Veroffentlichung 3

NO Donors, part 17: Synthesis and Antimicrobial Activity of Novel Ketoconazole-
NO-Donor Hybrid Drugs and Corresponding Nitric Oxide Donors.

Konter, Joerg; Mdéllmann, Ute; Lehmann, Jochen. Journal of Medicinal Chemistry. In
Vorbereitung.

Verdffentlichung 4

Potency and In Vitro Tolerance of Organic Nitrates: Partially Denitrated
Metabolites Contribute to the Tolerance-Devoid Activity of Pentaerythrityl
Tetranitrate.

Koenig, Andreas; Lange, Kathrin; Konter, Joerg; Daiber, Andreas; Stalleicken, Dirk;
Glusa, Erika; Lehmann, Jochen. Journal of Cardiovascular Pharmacology (2007), 50,
68-74.

Verdffentlichung 5

Permeability changes in response to NONOate and NONOate prodrug derived
nitric oxide in a blood-brain barrier model formed by primary porcine endothelial
cells.

Winter, Sven; Konter, Joerg; Scheler, Stefan; Lehmann, Jochen; Fahr, Alfred. Nitric
Oxide. Eingereicht (2007).

Verdffentlichung 6 (Patentschrift)

Neue Ketoconazol-Derivate sowie deren Herstellung und Verwendung als anti-
mikrobielle und antiinflammatorische Wirkstoffe.

Konter, Joerg; Méllmann, Ute; Lehmann, Jochen. Eingereicht beim Deutschen Patent-
und Markenamt (25.07.2007).

26

26

37

a7

64

72

90



Inhaltsverzeichnis

4.1

411
4.1.2
4.1.3

4.2

421
4.2.2

5.1

511
51.2

52

521
522
523

5.3

531
53.2

54

541
54.2

Bisher unverdffentlichte Ergebnisse

Chemische Aspekte
Beobachtung der NONOat-Synthese mit dem NOtizer
HPLC Untersuchungen der NONOate

Synthese von Diazen-1-ium-1,2-diolat Prodrugs

Biologische Aktivitat einiger synthetisierter NO-Donoren
Vasodilatation in vitro

Neuroregenerative Eigenschaften von DETA/NO und
Et-BUPIPERAZI/NO in vivo

Gesamtdiskussion

Bewertung der NOtizer®-Apparatur fiir die Synthese
von Diazen-1-ium-1,2-diolaten
Vorteile der NOtizer®-Apparatur und der erarbeiteten Methode

Nachteile der NOtizer®-Apparatur und der erarbeiteten Methode

Untersuchungen zur Bildung und zum Zerfall von
Diazen-1-ium-1,2-diolaten

Bildung von Diazen-1-ium-1,2-diolaten

Zerfall von Diazen-1-ium-1,2-diolaten

Zusammenhang zwischen molekularer Struktur des Amins,
NONOat-Bildung und NO-Freisetzung

Identitats und Reinheitsuntersuchungen der

Diazen-1-ium-1,2-diolat-Prodrugs und Ketoconazol-NO-Donor

Hybridverbindungen
Et-BUPIPERAZI/NO

Ketoconazol-Nitratopivalinsaure Hybridverbindung

Antimikrobielle Eigenschaften der Ketoconazol-NO-Donor-

Hybridverbindungen - Diskussion mdglicher Targets,

Unterschiede im Wirkspektrum und Ursachen des Synergismus

Mikrobielle zellulare Targets fir NO und andere RNS
Mdgliche Ursachen der Unterschiede im Wirkspektrum und

des Synergismus

110

110
110
117
119
122

122
124

126

126

126
127

127

127
129
130

133

133
134

135

136
136



v Inhaltsverzeichnis

55 Struktur-Wirkungsbeziehung bei Diazen-1-ium-1,2-diolaten 138
5.5.1 Vasodilatorische Effekte 138
5.5.2 Einfluss auf die Durchlassigkeit der Bluthirnschranke 139
5.5.3 Neuroregenerative Eigenschaften und Verringerung des 139

Photothrombosevolumens

6. Zusammenfassung 141
6.1 Chemische Aspekte 141
6.2 Biologische Aspekte 143
7. Conclusion 145
8. Literaturverzeichnis

9. Anhang

Curriculum vitae
Publikationsverzeichnis

Selbststandigkeitserklarung



Einleitung 1

1 Einleitung

Die in den 80er Jahren des vergangenen Jahrhunderts Uberraschende und zugleich
aufregende Entdeckung der physiologischen und pathologischen Bedeutung des Stickstoffmonoxid
(NO', Stickoxid) fand ihren bisherigen Héhepunkt mit der Verleihung des Nobelpreises fiir Physiologie
und Medizin an die drei Pioniere der NO-Forschung Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro und Ferid
Murad im Jahre 1998. Das vor seiner Identifizierung nur als “endothelium derived relaxing factor®
(EDRF) bezeichnete Stickoxidradikal wurde seit dieser Zeit als einer der wichtigsten physiologischen
Botenstoffe in den verschiedensten Bereichen der Medizin und Biologie erkannt. Schon 1992 wurde

das NO-Radikal von der Fachzeitschrift Science als das “Molecule of the Year” bezeichnet.

In diesem einleitenden Kapitel werden die biochemischen Grundlagen sowie die
physiologische und pathologische Rolle des NO' zusammengefasst und eine Ubersicht und Einteilung
der wichtigsten NO-Donoren dargestellt. Es folgt ein Uberblick tber analytische Nachweisverfahren
von NO, eine Charakterisierung des Antimykotikums Ketoconazol und abschliefend die

Problemstellung dieser Arbeit.

1.1 Biochemische und physiologische Bedeutung des NO

1.1.1 Stickstoffoxide und reaktive Stickstoffspezies (RNS)

Eines der wichtigsten Charakteristka des NO sind seine unterschiedlichen
Reaktionsmdglichkeiten. Man muss deutlich unterscheiden, besonders wenn es sich um NO-Donoren
handelt, welche Redoxform des NO vorliegt bzw. freigesetzt wird: NO', NO* oder NO". Jede dieser
Spezies kann unter dem allgemeinen Begriff “NO“ verstanden werden und alle weisen ein
unterschiedliches Reaktionsverhalten auf. Insbesondere die Folgeprodukte dieser NO-Spezies haben
wiederum eigene Eigenschaften und vor allem eine bedeutende pathologische oder physiologische
Relevanz, wie zum Beispiel das Peroxynitrit (ONOQO") oder die Nitrosothiole (R-SNO). Molekularer
Sauerstoff (0,), das Superoxidanion-Radikal (O,) sowie einige Ubergangsmetalle und
Spurenelemente (M) sind die Hauptreaktionspartner flr die NO-Spezies, um weitere reaktive
Stickstoffspezies (RNS; reactive nitrogen species) wie N,Os, NO, oder ONOO™ zu bilden."” Die
genauen Funktionen dieser Verbindungen werden im folgenden Unterkapitel (1.1.2) im Einzelnen
erlautert. Abbildung 1 und Tabelle 1 stellen die biologisch relevanten Stickoxide und die

dazugehdrigen Reaktionsschemata dar.P4
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L-Arginin
NOS
RSNO QA NH,OH
RONO A RR’N-NO L-Citrullin + H,O
RSH
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NO" ——— m— NO —» N0
H> M
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/ \ NO2/NO3
M: Metall RSNO
NO2/NO3

Abb. 1 Reaktionen der reaktiven Stickstoffspezies

Endogenes NO wird, katalysiert durch die NO-Synthasen (eNOS, nNOS, iNOS), aus der
Aminosaure L-Arginin gewonnen, wobei neben dem NO-Radikal noch L-Citrullin und Wasser als
Nebenprodukte entstehen. Wie Abbildung 1 deutlich zeigt, sind die durch das NO verursachten
physiologischen Veranderungen das Gesamtergebnis eines multifaktoriellen Prozesses. Trotzdem
missen die Oxidationsprodukte NO,, N,O3; und insbesondere das ONOO™ als die wichtigsten RNS
herausgestellt werden. Es ist nicht verwunderlich, dass gerade diese RNS auferst schnell gebildet
werden, da es sich bei dem Superoxidanion, dem molekularen Sauerstoff, wie auch ihrem jeweiligen
Reaktionspartner, dem Stickstoffmonoxid, um Radikale handelt. Das ‘O, Radikal ist ein ubiquitar
vorkommendes Stoffwechselnebenprodukt aus der Reduktion von O, durch NADPH-Oxidasen und
der endothelialen Xanthinoxidase.®® Ein weiteres mogliches Oxidationsprodukt des NO ist das
Nitrosyl Kation (NO®), welches schnell nukleophile Bindungspartner wie Thiole oder Amine zu
Nitrosothiolen und Nitrosaminen nitrosyliert.!”®!
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Tab. 1 Biologisch relevante Stickoxide und ihre Oxidationsstufen

Oxidationsstufe

Summenformel Name des N-Atoms
NO Nitroxyl Anion +1

N.O Distickstoffmonoxid (Lachgas) +1 (0 und +2)
NO Stickstoffmonoxid +2

NO* Nitrosyl (Nitrosonium) Kation +3

NO, Nitrit +3

N2O; Distickstofftrioxid (Salpetrige Sdure Anhydrid) +3 (+2 und +4)
NO, Stickstoffdioxid +4

ONOO Peroxynitrit +5

NOj Nitrat +5

NH,OH Hydroxylamin -1

RR’N-NO Nitrosamin +2

RS-NO Nitrosothiol +3

Durch Reduktion des NO' entsteht das Nitroxyl Anion (NO’), welches isoelektronisch zum O,
ist und somit ebenfalls als Triplett-NO™ (gleicher Spin der Elektronen in den antibindenden T,/ T,
Orbitalen) oder Singulett-NO™ (entgegengesetzter Spin) auftreten kann. Das stabilere Triplett-NO™ kann
durch O, zu Peroxynitrit oxidiert werden, wahrend das wesentlich energiereichere Singulett-NO
Uberwiegend zu Hydroxylamin reduziert wird, beispielsweise durch freie Thiol-Gruppen. Die
Hauptkonkurrenzreaktion ist die Umsetzung des NO™ zum N,O.”! Die biologischen Hauptmetabolite
der RNS sind Nitrat und Nitrit, die renal ausgeschieden werden.['”

Die oben beschriebenen Stoffwechselwege verdeutlichen, dass im Hinblick auf NO-Donoren
nicht allein das NO', sondern ebenso gut seine Folgeprodukte die entscheidenden Faktoren fiir einen
physiologischen Effekt sein kdnnen. AbschlieRend sei darauf hingewiesen, dass sich in der Literatur

die Kurzform “NO* fur das damit gemeinte Radikal NO" durchgesetzt hat.

1.1.2 Zellulare Angriffspunkte und die physiologischen und pathologischen Funktionen der
RNS

Eines der bedeutendsten Merkmale des NO' in Bezug auf seine physiologische Funktion ist
die extrem hohe Affinitdt zu Hadm-Proteinen, die fester Bestandteil vieler Enzyme, wie der I6slichen
Guanylatcyclase (sGC), der Cyclooxygenase und der Cytochromen, ist.!""

Fir die Aktivierung der sGC in glatten GefalBmuskelzellen bindet das aus dem Endothel
stammende NO (gebildet durch die eNOS) an das zentrale Eisen Atom der prosthetischen Ham-
Gruppe und I6st dort eine bis zu 400-fache Aktivitatssteigerung fur die Umsetzung von GTP zu cGMP
aus.'”? Das cGMP wiederum aktiviert eine Proteinkinase der GefaRmuskelzelle (PKG 1), die durch
Phosphorylierung verschiedener Membranproteine (u. a. VASP, IRAG, Phospholamban) des

sarkoplasmatischen Retikulums eine Absenkung der freien intrazellularen Ca®*-lonen Konzentration
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und folglich eine Relaxation der Gefa3muskulatur bewirkt." Das von der cGMP abhéangigen
Proteinkinase phosphorylierte VASP (vasodilator stimulated phosphoprotein) wird unter anderen auch
in Thrombozyten exprimiert."¥ Hier verhindert das phosphorylierte VASP die Aktivierung des
Fibrinogen Rezeptors und von Integrin a,,B3, wodurch die thrombozytenaggregationshemmende
Wirkung des NO zu erklaren ist!™ Neben den Proteinkinasen werden auBerdem
Phosphodiesterasen (PDE) von cGMP reguliert, wie z.B. die durch cGMP inhibierbare PDE Il in
Kardiomyozyten von Saugerherzen. Ein erhéhter cGMP Spiegel 16st hier eine negativ inotrope
Wirkung aus."In glatten GefaBmuskelzellen wird durch die cGMP abhangige Hemmung der PDE Il
eine antiproliferative Wirkung entfaltet, die wiederum atherosklerotischen Veranderungen
entgegenwirkt.'""® Eine Reihe von cGMP abhangigen lonenkanalen, die vor allem den Einstrom von
Na*- und Ca*- lonen durch Membranen regulieren, spielen eine groRe Rolle bei der Verarbeitung
von Signalen in Nervengewebe."” Zur Aufklarung solcher NO/cGMP vermittelten Effekte werden
haufig Inhibitoren der I6slichen Guanylatcyclase verwendet, wie zum Beispiel der selektive Inhibitor
ODQ oder das etwas unspezifischere Methylenblau.” Beide Inhibitoren oxidieren das Ham-Eisen der
sGC, wobei das Methylenblau zusatzlich als “NO scavenger® fungiert, indem es durch ‘O, Bildung die
Bioverfiigbarkeit des NO drastisch reduziert.”'*) Ob Methylenblau zusétzlich auch die Aktivitat der
NO-Synthasen hemmt, ist noch umstritten.**

Eine sehr haufig auftretende NO-bedingte Proteinmodulation ist die S-Nitrosylierung (RS-NO)
cysteinhaltiger Proteine. Eine solche Modulation wird beispielsweise fir NMDA-Rezeptoren im ZNS
diskutiert, wodurch die Rolle von NO an Lern- und Gedachtnisprozessen sowie der

Schmerzwahrnehmung zu erklaren ist.?>*"!

Die S-Nitrosylierung und dadurch gleichzeitige
Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 bewirkt die Expression anti-apoptotischer Faktoren und
somit eine zytoprotektive Wirkung in ausgewahlten Geweben.”® Neben der Nitrosylierung finden
Nitrierungen (RS-NO;) durch aus Peroxynitrit gebildetem Stickstoffdioxid (siehe Abb.1) sowie
Sulfhydryl-Oxidationen (RS-H zu RS-SR) statt.”** Solche Thiol-Gruppen-Modifikationen sind
besonders ausgepragt in der Familie der Cysteinproteasen, welche proteolytische Enzyme nicht nur
im menschlichen Organismus, aber auch im Pflanzen- und Tierreich, sowie einen wichtigen
Bestandteil vieler Mikroorganismen darstellen. So Ubernehmen beispielsweise Cathepsine und
Caspasen entscheidende Funktionen in antigenprasentierenden Zellen, der Aktivierung von Zytokinen
und der T-Zell-Aktivierung, womit die Rolle der RNS bei der Inmunabwehr deutlich wird.*>*® Ebenso
sind solche Cysteinproteasen direkt an der Reproduktion vieler Viren, Bakterien, Pilze und Parasiten
beteiligt.[37] Aktivierte Makrophagen produzieren NO' als einen wichtigen Verteidigungsmechanismus
gegen Tumorzellen, indem es die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien vermittelt und
letztendlich die Apoptose der entarteten Zellen einleitet .53

Ein weiteres Angriffsziel fir RNS sind Nukleinsauren, wobei durch elektrophile Substitution
Nitroverbindungen der Purin- und Pyrimidinbasen entstehen.*®*" Die durch N,O; verursachte
Desaminierung von Aminosauren in Proteinen und Peptiden kann ebenso gut in der DNA auftreten,
insbesondere an den Pyrimidinbasen. Inwiefern diese gentoxischen “Mutationen“ und Strangbriiche in
vivo eine Rolle spielen ist umstritten. Schon in vitro ist eine unphysiologisch hohe Konzentration der

entsprechenden RNS nétig um diese Reaktionen zu erméglichen.ml Vor allem muss man beachten,
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dass in vivo zahlreiche Abwehrmechanismen bestehen, wie z.B. Antioxidantien, die die RNS
“abfangen” bevor sie tUberhaupt an die DNA/RNA gelangen kénnen.*!

AuRerst komplex sind die Reaktionen der RNS mit Lipiden. Das NO und die daraus
gebildeten RNS sind in der Lage eine Lipidoxidation zu stimulieren, ebenso aber auch zu hemmen.!"
Welcher der beiden gegensatzlichen Mechanismen eintritt ist abhangig von (1) der Konzentration an
NO', (2) der Konzentration an reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), (3) der Anwesenheit von
Antioxidantien wie z.B. Vitamin E, und (4) den Reaktionsraten der beteiligten Spezies in Bezug auf

das Milieu in dem sie sich befinden."**°! Abbildung 2 verdeutlicht die Mechanismen der Lipidoxidation.

+ONOO™

ungesattigtes Lipid Lipid Radikal

YN\

R R R
OOH 00’ H
H <«—— H + H ~Kettenfortpflanzung
R R R )
Alkylperoxid Alkylperoxylradikal
R R .
<NO R
ONO . o’ OONO
H JNO - H > Kettenabbruch
-NO,
R R R J
AlkyInitrit Alkoxylradikal [org. Peroxynitrit]

Abb. 2 Mechanismen der Peroxid- und Organonitritbildung bei ungesattigten Lipiden

Ein pro-oxidativer Prozess an Lipiden tritt auf, wenn eine mindestens gleich grofle Konzentration an
‘02 im Vergleich zum NO' vorhanden ist, da diese extrem schnell hochoxidatives Peroxynitrit bilden,
welches dann schlief3lich ungeséattigte Lipide oxidiert.*® Die so entstehenden Lipid-peroxylradikale
wiederum oxidieren ungesattigte Lipide und es entsteht eine Kettenreaktion, die immer mehr Lipide
oxidieren lasst. Der anti-oxidative Prozess tritt ein, wenn die Konzentration an NO' iiberwiegt.*”! Der
Uberschuss an NO' Radikalen bewirkt einen Kettenabbruch der Reaktion indem sie mit den Lipid-

peroxylradikalen intermediar ein instabiles organisches Peroxynitrit bildet, das sofort in das
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entsprechende Alkoxylradikal (RO’) und NO, zerfallt. Ein zweites NO Molekiil setzt sich dann mit dem
RO zum Alkylnitrit (RNO,) um."™ Die in Abb. 2 dargestellte Oxidation der Lipide durch Peroxynitrit
kann auch von einigen ROS, wie dem hochreaktiven Hydroxylradikal (OH') initiiert werden. Ein
Uberschuss an NO' spielt so oxidativem Stress entgegen. Bemerkenswert ist die Tatsache, dass die
Kombination von a-Tocopherol/NO" effektiver gegen oxidative Prozesse schiitzt als die Kombination a-
Tocopherol/Ascorbinsaure.*® Diese antioxidative Wirkung des NO' ist von sehr groRer Bedeutung in
der Repression der Arteriosklerose, nicht nur weil durch den Kettenabbruch die Entstehung
oxidierter LDL Partikel unterdrickt wird, sondern insbesondere weil die Organonitrit-Gruppen
tragenden LDL Partikel (NO,-LDL) verstarkt von Makrophagen aufgenommen werden.***% Die
Interaktionen von NO' im Eicosanoidstoffwechsel, sei es durch direkte Reaktionen mit den
ungesattigten Kohlenstoffgeriisten oder durch Modulation der Arachidonsaure verstoffwechselnden
Enzyme (Cyclooxygenase, Lipoxygenasen, Cytochrom 450), zeigen vielseitige Auswirkungen, wie
beispielsweise die Hemmung der Thrombozytenaggregation.'” Uber die durch RNS hervorgerufenen
Veranderungen an Zellmembranlipiden und ihre physiologische Bedeutung ist noch nicht sehr viel
bekannt. Sicher ist, dass nicht nur strukturelle Modifikationen an den Membranlipiden selbst
Signalkaskaden in Gang setzen, sondern auch, dass das gebildete Lipidradikal eine wichtige

¢ 181

Bindungsstelle fiir Proteine darstell Dieses Charakteristikum der Lipide, auch nicht-

membranstandige Proteine an die Zelloberflaiche zu binden, wird von filhrenden Membranproteomik
Forschungsgruppen als ein bedeutender Bestandteil zuklnftiger Forschung gesehen.[52]

Ahnlich wie beim oxidativen Stress, kann ein Ungleichgewicht der RNS zu Ungunsten der
physiologischen Ablaufe ein komplexes pathologisches Bild entstehen lassen. Diese als nitrosativer
Stress bezeichnete Entgleisung des Stoffwechsels geht in erster Linie von der aus NO und O,
gebildeten RNS N,O; aus.”" Gleichung 1 und 2 stellen den genauen Zusammenhang der beteiligten
RNS dar.®

2NO+0, —> 2NO, (1)
NO, + NO <€=—> N,0O, +H,O — 2HNO, (2)

Das Ausmal} des nitrosativen Stresses ist besonders abhangig von der NO' Konzentration. Es muss
stédndig eine ausreichende Menge an N,O; gebildet werden um die S-Nitrosylierung von Thiolen,
Desaminierung primarer Amine und die Nitrosaminbildung aus sekundaren Aminen aufrecht erhalten
zu konnen. In wassrigen Medien betragt die Halbwertszeit der N,O; Hydrolyse etwa 1 ms.* Der
Hauptort der RNS Bildung aus NO' und O, sind daher hydrophobe Medien, wie z.B. zwischen
Phospholipiden. Die Konzentration dieser beiden Gase kann in Membranlipiden 5 bis 50 mal héher
sein als im Intra- oder Extrazellularraum.®® Bekannt ist, dass bei inflammatorischer Aktivitt die iNOS
(induzierte NO-Synthase) lokal begrenzt groRe Mengen NO' freisetzt. Ob die Expression der iNOS bei
Erkrankungen wie Colitis, Morbus Crohn, Multipler Sklerose, rheumatoider Arthritis, Psoriasis,
Alzheimer, Parkinson oder Krebs ein Teil des pathologischen Geschehens oder eine Immunantwort
darstellt, ist noch nicht vollstandig aufgeklart.

Vergleicht man die vielseitigen Effekte des NO und der anderen RNS, so stellt man fest, dass

haufig scheinbar Widerspriiche bestehen. Zum Beispiel ist NO* einmal zytotoxisch, in anderen
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Zusammenhangen wieder zytoprotektiv, oder, wie oben erwahnt, zugleich oxidativ und antioxidativ.
Diese Ambivalenz lasst sich dadurch erklaren, dass alle vom NO ausgehenden Effekte zum einen von
der Art des Gewebes abhangt, vor allem aber auch von der Menge des dort auftretenden NO'.
Wesentlich ist auch, ob oder wie viel der fir die Produktion der Ubrigen RNS bendtigten

Reaktionspartner, wie z.B. der ROS, vorhanden sind.

1.2 NO-Donoren: Ubersicht und chemische Charakteristika

1.2.1 Organische Nitrate

Aus chemischer Sicht handelt es sich bei den organischen Nitraten um Ester der
Salpetersaure. Der in diesem Zusammenhang haufig verwendete Begriff “NO Donor* ist nicht ideal, da
der Nitrat Stickstoff von seiner Oxidationsstufe +V reduziert werden muss, um das zweiwertige NO'
freisetzen zu kénnen. Ob dies zur Auslésung eines biologischen Effektes zwingend notwendig ist, wird
kontrovers diskutiert. Zudem ist der genaue Bioaktivierungsmechanismus der Nitrate noch immer
Gegenstand der Forschung, da jedoch die biologische Aktivitat der organischen Nitrate in den meisten
Fallen dem des NO' sehr &hnlich ist, ist der Begriff “NO-Mimetika“ angebrachter. Die auf dem Markt
erhaltlichen organischen Nitrate sind (siehe Abb. 3):

e Pentaerythrityltetranitrat (PETN) mit vier Nitratgruppen
e Gilyceroltrinitrat (GTN) mit drei Nitratgruppen
e Isosorbiddinitrat (ISDN) mit zwei Nitratgruppen
e Isosorbid-5-mononitrat (ISMN) mit einer Nitratgruppe
wobei die pharmakodynamische Potenz, unter Ausschluss pharmakokinetischer Parameter, in dieser

Reihenfolge abnimmt.”*®!

ONO,

ONO,
0,NO ONO,

0,NO

ONO,

ISDN ISMN

Abb. 3 Therapeutisch eingesetzte organische Nitrate
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Fur die biologische Aktivierung der organischen Nitrate sind die Glutathion-S-transferase,
Cytochrom P-450-abhangige Systeme, Xanthin-Oxidoreduktase und die mitochondriale
Aldehydehydrogenase (ALDH-2) im Gesprach.®"®% Das einzige therapeutisch genutzte Nitrat, das in
vivo praktisch keine Tachyphylaxie (“Nitrattoleranz) zeigt, ist das PETN." Der haufig auftretende
“Nitratkopfschmerz® ist beim PETN ebenfalls deutlich seltener beschrieben als bei den Ubrigen
Nitraten.®” Die genauen Griinde fiir diese Phanomene sind nach wie vor Gegenstand der aktuellen
Forschung.

Die noch vor einigen Jahren eingesetzten organischen Nitrite, wie z.B. Amylnitrit, sind wegen
ihrer kurzen Halbwertszeit und einem schlechten Nutzen-Risiko Verhaltnis heute nicht mehr im
Gebrauch. Auf dem Schwarzmarkt werden diese Nitrite noch missbrauchlich unter dem Szenenamen

“Poppers” angeboten.

1.2.2 Nitroprussid-Natrium

Dieser Eisen-Nitrosyl-Komplex mit der Summenformel Na,[Fe(CN)sNO] wird aufgrund seiner
extrem hohen blutdrucksenkenden Wirkung im arteriellen- und vendsen Strombett ausschlief3lich in
der Intensivmedizin als intravendse Darreichungsform genutzt. Nitroprussid-Na muss in erster Linie
als NO'-Donor (Oxidationsstufe +lIl) bezeichnet werden, da es eines Reduktionsmittels wie z.B.
Cystein, Glutathion, Ascorbat bedarf, um die RNS NO' mit der Oxidationsstufe +Il vorliegen zu
haben.® Der genaue Mechanismus der Stickstoffmonoxid Freisetzung ist bislang nur unvollstandig

geklart.

1.2.3 Sydnonimine

Molsidomin ist ein Prodrug, das im Organismus durch enzymatische Abspaltung des
Ethoxycarbonyl-Restes den Metaboliten Linsidomin (SIN-1) bildet. Durch nichtenzymatische
Ring6ffnung bildet sich zunachst das ringoffene Nitrosohydrazin (SIN-1A), welches dann das NO
freisetzt.® Bei Molsidomin tritt keine Toleranzentwicklung auf, vermutlich weil eine Reduktion der
RNS nicht notwendig ist.®® Aus diesem Grund wird SIN-1 haufig als biologisches “Tool* fiir die
Erforschung NO' abhangiger Prozesse verwendet. Dabei ist jedoch zu beachten, dass der Zerfall
dieser Sydnonimine ebenfalls das Superoxidanion 'O, produziert, welches mit NO die RNS
Peroxynitrit bildet.®® Daher handelt es sich bei diesen Verbindungen streng genommen um ONOO-

wie auch NO' -Donoren.
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OO enzymatische OO

N
Spaltung N

N\N+ 0]

— — > =

I /CH /—_)s
N\}A)\ © ’ N\ o SNH; cr

o)
Molsidomin Linsidomin (SIN-1)
N, NO Q
N= ONOO
SIN-1C_L§N

Abb. 4 Zerfall von Molsidomin ®® (vereinfacht)

Therapeutisch wird Molsidomin haufig eingesetzt um die nachtliche Nitratpause im Rahmen einer

Angina Pectoris Prophylaxe zu Uberbriicken.

1.2.4 S-Nitrosothiole

Diese NO-Donoren entstehen durch Nitrosierung priméarer, sekundarer oder tertiarer Thiole mit
NO* bzw. Nitrit, wobei die Stabilitit der Produkte in dieser Reihenfolge zunimmt. Nasschemisch erfolgt
die Synthese durch die Zugabe von NaNO, oder Alkylnitriten zum entsprechenden Thiol in saurem
Medium.®” Es handelt sich bei dieser Substanzgruppe in erster Linie um nitrosierende NO*-Donoren.
Anderseits kann aber der dreiwertige Stickstoff des Nitrosothiols durch oxidative Disulfidbildung auch

zum zweiwertigen NO' reduziert werden (Gleichung 3).
2RS-NO —> 2RS-SR+2NO (3)

Der bekannteste und in Studien haufig verwendete Vertreter der S-Nitrosothiole ist das sterisch
stabilisierte S-Nitroso-N-acetyl-penicillamin (SNAP; Abb. 5).

O COOH

BN

S
HsC~ N “NO
Hi.c Ch,

Abb. 5 S-Nitroso-N-acetyl-penicillamin (SNAP)

Die physiologische Rolle natirlicher S-Nitrosothiole als “NO-carrier” ist bereits bekannt.

Stickstoffmonoxid ist durch seine kurze Halbwertszeit (HWZ) unter physiologischen Bedingungen auf
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die Stabilisierung durch niedermolekularer Peptide angewiesen.®® Es konnte ebenso schon gezeigt
werden, dass NO' auf unterschiedliche Thiol-Gruppen tragende Molekiile tibertragen werden kann um
einen Weitertransport zu gewéhrleisten.[GQ] Deshalb wird als EDRF nicht nur das NO' allein, sondern

auch seine Transportform S-Nitrosothiol angesehen.

1.2.5 Diazen-1-ium-1,2-diolate (NONOate)

Die aus medizinisch-chemischer Sicht wichtigsten Vertreter dieser Klasse sind die an
sekundare Amine gebundenen Diazen-1-ium-1,2-diolate (kurz Diazeniumdiolate, NONOate, “solid
NO®), da nur diese in der Lage sind spontan und direkt 2 mol NO' aus einem mol NONOat
freizusetzen, im Gegensatz zu den an C-, O- oder S-Atome verknlipften NONOate. Wie die Abbildung
6 darstellt, kdnnen die Diazeniumdiolate als Salze vorliegen oder am O*-Atom kovalent an einen Rest
gebunden sein. Im Allgemeinen wird dann von einem NONOat Prodrug gesprochen, da fur die NO
Liberation eine biologische oder chemische Aktivierung nétig ist. Es sei angemerkt, dass es sich
schon bei den NONOaten selbst um Prodrugs handelt, da das freigesetzte NO" das pharmakophore
Element darstellt und somit die am O’-derivatisierten Diazeniumdiolate eher als “Pre-Prodrugs®

bezeichnet werden mussen.

R4 O
\ /
N—N
/N
R2 N—OR3 R4, Ry = AIkyI
R3 = Alkyl, Aryl
enzymatischer Metabolismus -Rs
und/oder chemische Hydrolyse
R‘]\ - H+ R1\ + /O
/NH + 2NO - N—N_
\ _
RS +H R/ N—O

Abb. 6 Diazen-1-ium-1,2-diolat Bildung und NO-Freisetzung

Die Synthese und Charakterisierung der ersten Diazeniumdiolate wurde 1960 von R. Drago
beschrieben.’™ Seit der Identifizierung des NO' als EDRF haben die NONOate zunehmend an
Bedeutung gewonnen, zum einen weil sie zu den wenigen direkten NO-Donoren gehdren, zum
anderen aber auch weil sie je nach Struktur des Aminkdrpers sehr unterschiedliche Halbwertszeiten
fur die NO~-Freisetzung haben. Die zuverldssige und berechenbare NO-Lieferung macht die
NONOate zu idealen Werkzeugen fur die Erforschung NO-abhangiger Prozesse und Krankheiten.
Zusatzlich tritt ihr therapeutischer Nutzen als Arzneimittel immer mehr in den Vordergrund. Die fir
diese Arbeit relevanten literaturbekannten Aspekte der Diazeniumdiolate sollen im Folgenden

detailliert dargestellt werden.
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Synthese und Eigenschaften der Diazeniumdiolate

Die einzige brauchbare Methode Diazeniumdiolate herzustellen, ist die direkte Umsetzung
eines Amines mit 4-5 Atm NO-Gas in einem geeigneten Lsungsmittel (Methanol, ggf. Acetonitril)
unter Ausschluss von Sauerstoff und Wasser. Um diese Bedingungen herstellen zu kdénnen, wird
Ublicherweise eine Hydrierapparatur oder ein Autoklav mit Leitungen aus Edelstahl verwendet. Das
verwendete Amin dient dabei gleichzeitig als Base und es entstehen intermolekulare Ammonium
Salze. Einige Polyamine, wie das Diethylentriamin, sind in der Lage stabile intramolekulare Salze zu
bilden. Durch den Zusatz starker Basen, z.B. Natrium-methanolat, entstehen wesentlich weniger
hygroskopische Na-Salz NONOate. Abbildung 7 zeigt die Strukturformeln dieser drei mdéglichen
Salzarten am Beispiel des Diethylamin und Diethylentriamin als Edukte.

_ +
Cl) HaN(C2Hs)2 (l)' O Na'
- _ _ |
N O O N
| | I
H5C N CH N H3C CH
N N8 H2N/\/ \/\NH;,L 3 \/N\/ 3
a b c

Abb. 7 NONOat-Salze: a) Intermolekulares Ammoniumsalz, b) Intramolekulares Salz, ¢) Na-Salz

In der Regel handelt es sich bei allen NONOat-Salzen um weil’e Pulver, wobei einige Na-Salze bei
richtiger Aufarbeitung auch als farblose oder weil3e Kristalle anfallen kénnen. Die Identitat der
Diazeniumdiolate Iasst sich am besten durch 'H-NMR- (gemessen in D,O/NaOD), UV- und IR-
Spektroskopie bestimmen. Im "H-NMR Spektrum ist, wie in Abbildung 8 beispielhaft aufgefiihrt, eine
Signalverschiebung der N-benachbarten CH-Protonen um 0.4-0.5 ppm, im Vergleich zum sekundaren
Amin, charakteristisch. Ebenso geben die zum N-Atom B-stdndigen CH-Protonen ein Signal, das in

einem geringeren Mal3e Tieffeld verschoben ist.
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Abb. 8 'H-NMR Spektrum mit chemischen Verschiebungen (D,O/NaOD; ) des Piperidin im Vergleich
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Das Absorptionsmaximum der [N(O)NO] Gruppe im UV-Licht liegt bei 251 nm, wohingegen die
typischen IR-Valenzschwingungen bei 1225-1210 cm™/1187-1155 cm’™ (N-O Valenz) und 1131-1129

cm” (N-N Valenz) Wellenzahlen liegen.®""

Far Reinheitsprifungen sind Elementaranalysen
geeignet, wobei es erwahnenswert ist, dass bis heute keine universell einsetzbare HPLC Analytik fir
Diazeniumdiolate zur Verfiigung steht. Die beschriebene Methode von Fitzhugh et al. lasst durch die
verwendete UV-Detektion lediglich die Quantifizierung der NONOate und der entsprechenden
Nitrosamine als Verunreinigung zu. Andere Verunreinigungen, wie z.B. Natrium-methanolat oder die
Ausgangsamine, werden nicht erfasst.” Experimente diesbezliglich, die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefihrt wurden, sind im Kapitel 4.1.2 (Bisher unverdffentlichte Ergebnisse) aufgefihrt.

Als Mechanismus der Diazeniumdiolat-Bildung sind zwei Mdglichkeiten denkbar. Zum einen
die Entstehung eines NO-Dimers, welches sich an das Amin bindet (Abb. 9, Weg A), zum anderen die
aufeinanderfolgende Anlagerung von jeweils einem NO-Molekiil (Weg B)."*" Da die Dimerisierung
von NO' unter normalen Reaktionsbedingungen ohnehin nicht stattfindet und die Anlagerung des
Dimers an das Amin in der Computersimulation von Dutton et al. als die endothermere Reaktion
kalkuliert wird (B3LYP-Modell), gilt der Mechanismus der sequenziellen NO-Bindung als der

wahrscheinlichere.”™
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Abb. 9 Mdgliche Mechanismen der NONOat Bildung und der NO'-Freisetzung

Die treibende Kraft fir diese Reaktion ist die Anwesenheit einer moglichst starken Base, um das
Gleichgewicht auf die Seite des Diazeniumdiolat-Anions zu verschieben. Bei der Synthese von
NONOaten muss auf die Abwesenheit von O, und H,O geachtet werden, da sonst aus entstandenem
Distickstofftrioxid das entsprechende Nitrosamin und das Hydronitrit des eingesetzten Amins gebildet
wird (Gleichung 4, 5 und 6).

2NO + % 02 —_—> N203 + Hzo —> 2 HN02 (4)
RR’NH + N,O; — > RR’'NNO + HNO, (5)
RR'NH + HNO, — > RR’NH,'NO,’ (6)

Aus diesem Grund wird auch empfohlen die trockenen Diazeniumdiolate unter Schutzgasatmosphéare

kuhl und lichtgeschutzt zu Iagern.[75]

NO Freisetzung aus Diazeniumdiolaten

Nach den oben genannten Modellberechnungen von Dutton et al. wird umgekehrt das N-Atom
des urspriinglichen Amins protoniert und nicht etwa eines der Sauerstoffatome. Darauf folgt die
Abspaltung des NO*-Dimers mit sofortiger Aufspaltung in zwei Molekile monomeres Stickoxid (Abb. 9,
Weg A).I"* Fiir den Zerfall der NONOate ist somit der pH-Wert von entscheidender Bedeutung. Bei
einem konstanten pH-Wert zerfallt das Diazeniumdiolat nach einer Kinetik pseudo-erster Ordnung. In
Puffern verschiedener pH-Werte steigt die Geschwindigkeitskonstante des Zerfalls proportional zur

Protonenkonzentration.”" Ebenso verkiirzen sich die Halbwertszeiten der NO Freisetzung durch
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Erhdhung der Temperatur oder der Lichteinwirkung.[ml Die chemische Struktur des Amins hat nicht
nur auf die Synthesegeschwindigkeit, sondern auch auf den NONOat-Zerfall einen gro3en Einfluss.
Es sei darauf hingewiesen, dass bis heute keine systematischen Literaturdaten, sondern lediglich
vereinzelte Berichte Uber diese Zusammenhange existieren. Beispiele sind die ultraschnelle NO-
Freisetzung bedingt durch eine Na-carboxylat Gruppe in direkter Nachbarschaft zum Amin das die -
[N(O)NOT-Gruppe bindet, sowie die teilweise sehr langsame NO-Abgabe aus zwitterionischen
Polyamin-NONOaten """l

Derivatisierungen am O’-Atom: Diazeniumdiolat Prodrugs und Hybridmolekile

Die in der Literatur am haufigsten beschriebene Methode am O*-Atom der NONOat-Gruppe
einen Rest einzufiihren, ist die Reaktion des Diazeniumdiolates (suspendiert mit Na,CO3; bei 0°C) mit
dem entsprechenden Alkyl- oder Arylhalogenid in DMF. Abbildung 10 stellt die wichtigsten

literaturbekannten Diazeniumdiolat Prodrugs dar.

o] ¢ 0 o
/ /
B OV (NS S O = (PN
\
N—0" >CH, N—0" N0 “CH, /' o o
V-PYRRO/NO! AcOM-PYRRO/NO®" MOM-PIPERAZI/NO?
o ) OH
0
PN )k +/ HO OH O

HsC~ SO~ N N—N,
__/ N—OQNOZ HO o
+/
O\ ;N
JS-K®2 O,N N="X
Glycosyl-PYRRO/NO®4 /I \

Abb. 10 Wichtige literaturbekannte Diazeniumdiolat Prodrugs

Das von Saavedra et al. entwickelte vinylierte Diazeniumdiolat V-PYRRO/NO wird durch
Leberenzyme (Cytochrom P450) zum Oxiran (Epoxid) oxidiert, welches dann durch weitere
Abbauschritte zum spontan freisetzenden PYRRO/NO (HWZ= 3s) umgesetzt wird.”® Fir diese
Verbindung konnten leberprotektive Eigenschaften bei Mausen nachgewiesen werden.® Wahrend
das AcOM-PYRRO/NO von Esterasen biotransformiert wird, hydrolysiert das MOM-PIPERAZI/NO mit
einer HWZ von etwa 17 Tagen zum freien NONOat, Methanol und Formaldehyd.®" Der im JS-K
inkorporierte labile Aryl-Rest wird durch nukleophile aromatische Substitution, z.B. durch Thiolate in
Zinc-finger Proteinen oder Glutathion, angegriffen und schlie3lich abgespalten.[82] Liu et al. konnte in
vitro flr dieses Prodrug einen Synergismus mit Alkylantien zeigen.[83] Ein weiteres enzymatisch
aktivierbares NONOat-Prodrug ist das Glycosyl-PYRRO/NO, das selektiv durch Glucosidasen aktiviert
wird B4

Als Hybridsubstanz bezeichnet man Molekiile, die mindestens zwei biologisch aktive

Teilelemente beherbergen. Die meisten NO-freisetzenden bioaktiven Hybride, wie sie z.B. aus ACE-
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Hemmern oder NSAID'S hergestellt wurden, enthalten als NO-mimetische Funktion organische
Nitrate. Hybride als direkt NO-freisetzende Diazeniumdiolate sind in der Literatur weitaus weniger oft
beschrieben. Die wichtigsten Vertreter sind NONOat-Hybride einiger nichtsteroidaler Antirheumatika,
Dihydropyridine und Heparin. Hinzukommen Polymere, die statt einer biologischen eine physikalische
Aktivitat (z.B. als endoluminale Gefaldprothese) besitzen.®*%¥ Den NSAID-, Heparin- und Polymer-
Hybriden gemeinsam ist das Hauptziel, einen Einfluss auf die Blutkoagulation/Plattchenaggregation zu
nehmen, auch wenn den Cyclooxygenase-hemmenden NO-Hybriden noch zahlreiche andere
denkbare Eigenschaften zugesprochen werden kdnnen. Das Hauptaugenmerk der Dihydropyridin-NO-
Hybride liegt in der zusatzlichen sGC Aktivierung und den damit verbundenen Effekten (vergl. Kapitel
1.1.2).

1.2.6 Sonstige NO-Donoren

Alle bisher nicht erwadhnten NO-Donoren haben wegen ihrer teilweise hochtoxischen
Eigenschaften, chemischer Instabilitdt und schlechter Ldslichkeit sowie komplizierten
Aktivierungsmechanismen nur noch eine untergeordnete Bedeutung. Einige weitere, aus
Forschungsaktivitaten in der medizinischen Chemie resultierenden NO-Donoren, sind in Tabelle 2 mit
der dazugehdrigen Struktur, Art der freigesetzten RNS und den fir die Freisetzung auslosenden

Faktoren zusammengefasst.”!

Tab. 2 Ausgewéhlte NO-Donoren mit den daraus resultierenden RNS und Aktivierungsfaktoren

Name Struktur Freigesetzte RNS Auslésender Faktor
—
| N _O'Na NO"
Angeli’s Salt I, i Hydrolyse
+— /N\ — N02
Na O (0]
ol NO'
Furoxane Thiole
- )—QR (durch Ox. NO)
R 0 NH,OH 02
NOH 2
Oxime Y Eisenporphyrin
O \—< (durch Ox. NO') PorPny
CONH, Enzymatisch
. , R NO* Licht
Nitrosamine N—N=0

~ NO enzymatisch
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1.3 Nachweisverfahren fur Stickstoffmonoxid

1.3.1 Griess Reaktion

Das Griess Assay ist eine indirekte kolorimetrische Nachweismethode fir NO' in wassrigem
Medium und beruht auf der Umsetzung von Nitrit, entstanden durch Oxidation des NO', mit primaren
aromatischen Aminen (Sulfanilamid) in saurer Losung zu einem Diazoniumsalz. Durch Diazokopplung
an Naphtylethylendiamin entsteht ein Azofarbstoff, der mittels UV-/Vis-Spektroskopie mit einer
Nachweisgrenze von etwa 0,3 pymol/l quantifiziert werden kann. Um auch das aus der NO-Oxidation

resultierende Nitrat zu erfassen, wird der Lésung ein Uberschuss Nitratreduktase zugesetzt.

1.3.2 Oxyhéamoglobin Assay

Diese sehr empfindliche Methode mit einer Nachweisgrenze von etwa 1 nmol/l ist besonders
fur die Stickstoffmonoxidbestimmung in biologischen Proben geeignet. Das Prinzip beruht auf der
Umsetzung von Oxyhamoglobin (HbFe?*0,) mit NO* zu Methamoglobin (HbFe**) und NO;". Aufgrund
der unterschiedlichen Absorptionswellenldnge von Oxy- und Methdmoglobin (pH-Wert abhangig) wird

Ublicherweise eine photometrische Detektion fur die Quantifizierung verwendet.

1.3.3 Elektronenspin Resonanz- und Laser Magnet Resonanz Spektroskopie

Diese beiden hochempfindlichen Methoden (1nmol/l) beruhen auf dem Prinzip, dass die
ungepaarten Elektronen der paramagnetischen NO' Molekile durch ein von aullen angelegtes
Magnetfeld mit elektromagnetischer Strahlung (Mikrowellen bei der ESR-, Laserlicht bei der LMR-
Spektroskopie) in Resonanz gebracht werden. Resonanzbedingungen liegen vor, wenn durch die
variierte Magnetfeldstarke die ungepaarten Elektronen sich in ein Energieniveau (AE) aufspalten,
dessen Energie ihrem gegensatzlichen Spin (£1/2) entspricht. Die konstante Frequenz der
eingestrahlten elektromagnetischen Welle muss der Differenz dieses aufgespalteten Energieniveaus
entsprechen. Die ESR-Spektroskopie erfasst die aufgespalteten Energieniveaus in einem niedrigen
Frequenzbereich, wahrend bei der LMR-Spektroskopie die Energieniveaus eines hdheren
Frequenzbereiches erfasst werden. Die Intensitat des Resonanzsignals ist dabei proportional zur NO’
Konzentration. Um die eher schlechte Auflosung des ESR-Signals zu verbessern, werden haufig
zusatzlich Spintrap Molekiile, wie z.B. Eisen(ll)-diethyldithiocarbamat (Fe®'[(C,Hs).NC(S)ST.),
eingesetzt. Hierbei handelt es sich um diamagnetische Molekiile die mit NO' stabile, paramagnetische
Eisen-Komplexe bilden. Ein Vorteil der ESR Methode ist die Mdglichkeit in vivo messen zu kénnen,
wobei durch die nicht ausreichende Empfindlichkeit nur unphysiologisch hohe NO" Konzentrationen
detektiert werden konnen. Ein Vorteil der LMR Methode ist die gleichzeitige Bestimmung von NO-

Isotopen.®¥%%
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1.3.4 Chemilumineszenzdetektion

Bei der chemischen Umsetzung von Ozon mit Stickstoffmonoxid entsteht Sauerstoff (O,) und
angeregtes Stickstoffdioxid (NOZ*), welches bei der Riickkehr in den Grundzustand (NO,) Energie in
Form von Lichtquanten emittiert, die photoelektrisch detektiert werden kénnen. Diese sehr beliebte,
aber auch recht kostenintensive Methode hat eine sehr hohe Nachweisgrenze von etwa 1 nmol/l und
wird in N-selektiven HPLC-Detektoren (CLND) genutzt.

1.3.5 Amperometrische NO-Detektion

NO-Elektroden sind auerst empfindliche Sensoren flr die direkte Quantifizierung von NO' in
wassrigen Medien, sowie fur in vivo Untersuchungen.[gﬂ Es handelt sich hierbei um
Kombinationselektroden, bei denen die Arbeits- und Bezugselektrode (Ag/AgCl) auf engstem Raum
Platz finden und mit einer Nachweisgrenze von 0,3 nmol/l (entspricht einem Stromfluss von 100 fA)
die empfindlichste NO* Nachweismethode darstellen. Die mangelnde Selektivitat fiir Stickstoffmonoxid
konnte durch die Entwicklung einer selektiv gaspermeablen hydrophoben Membran ausgeglichen
werden, die Teilchen je nach GréRe und Ladung selektiert. Das NO' diffundiert durch die Membran
und wird an der Anodenoberfliche zum Nitrosonium Kation (NO®) oxidiert, welches wiederum
unmittelbar mit Wasser zum Nitrit umgesetzt wird. Durch die Oxidation entsteht ein detektierbarer
Redoxstromfluss, dessen Starke der NO' Konzentration proportional ist. Die Genauigkeit der
Messungen kann noch entscheidend verbessert werden, indem eine spezielle NO

Freisetzungskammer (NO-Chamber®; WPI), wie in Abbildung 11 dargestellt, verwendet wird.

Thermostat

= ]
e

Abb. 11 NO-Freisetzungskammer
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Neben der Temperierbarkeit und der idealen Gefaldform ist der Hauptvorteil dieser
Freisetzungskammer die Abdichtung der Flussigkeitsoberflache gegentber dem Luftraum, wodurch
die Messungen empfindlicher, reproduzierbarer und wegen der empfindlichen Messelektronik auch
robuster werden. Diese amperometrische Nachweismethode und Messanordnung fand in dieser

Arbeit Verwendung.

1.4 Charakterisierung des Azol-Antimykotikums Ketoconazol
Da in dieser Arbeit eine Reihe von Ketoconazol-NONOat und -Organonitrat Hybriden

synthetisiert, charakterisiert und biologisch getestet wurden, soll an dieser Stelle ein kurzer Uberblick

Uber die Eigenschaften und Pharmakodynamik des Ketoconazols erlautert werden.
1.4.1 Allgemeine Eigenschaften von Ketoconazol
Als das Breitband-Antimykotikum Ketoconazol (siehe Abbildung 12) Anfang 1980 in den

Handel kam, war es das erste peroral verfligbare Azol-Antimykotikum. Es handelt sich um eine weil3e,

pulvrige Verbindung mit einem Molekulargewicht von 531,4 g/mol, die sich schlecht in Wasser, daflr

s

Die auf dem Markt erhéltlichen Praparate Fungoral®, Nizoral® und Terzolin® zeichnen sich

gut in Methanol und Dichlormethan 16st.

e m@»@

Abb. 12 Ketoconazol (INN: Ketoconazolum)

durch eine hohe Wirksamkeit bei Systemmykosen, Candida-Infektionen des Mundraumes und des
Gastrointestinaltraktes, rezidivierenden Vaginalmykosen und Dermatophytenbefall der Haut aus.” Da
bei der oralen Gabe lebertoxische Effekte sowie durch Hemmung der Testosteronsynthese bedingte

Gynakomastie auftreten kdnnen, steht die auerliche Anwendung von Ketoconazol im Vordergrund.®*
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1.4.2 Pharmakologie von Ketoconazol

Wie alle Azol-Derivate gehoért Ketoconazol zu den Hemmstoffen der Ergosterolbiosynthese,
dem Cholesterin-Aquivalent des Plasmalemms der Pilze. Ein Zwischenschritt dieser Biosynthese ist
die Demethylierung von Lanosterin zu 14-Desmethyl-Lanosterin, katalysiert durch ein Cytochrom

P450 abhangiges Enzym, der 14-a-Demethylase. Dessen Hemmung erfolgt durch die Bindung des

Imidazol-Restes von Ketoconazol an das Ham-Eisen der Cytochrom P450 (siehe Abbildung 13).4

Squalen
Lanosterin

14-a-Demethylase

N
Ly
14-Desmethyl-Lanosterin \ N
' )
Ergosterol

Abb. 13 Hemmung der Ergosterolbiosynthese durch Azol-Antimykotika

In der Fachliteratur werden Azol-Antimykotika aufgrund dieser Pharmakodynamik auch als
DMI’s (demethylation-inhibiting fungicides) bezeichnet. Die Einlagerung der falschen Sterole in die
Zellwand wirkt auf das Pilzwachstum fungistatisch, verursacht durch Stabilitdtsstérungen der
Membran und durch die Beeintrachtigung der Funktion membranstandiger Enzyme. In sehr hohen
Dosierungen kommen durch die direkte Einlagerung der Azole in das Plasmalemm und dem damit
verbundenen Austritt essentieller Zellbestandteile auch fungizide Effekte zustande.® Durch die
lipophile Struktur und die sehr hohe Plasma-Eiwei3bindung betragt die
Plasmaeleminationshalbwertszeit des Ketoconazol 7-10 Stunden.

15 Problemstellung und Ziele der Arbeit

1.5.1 Chemische Aspekte

An Stickstoff gebundene Diazen-1-ium-1,2-diolate (NONOate) stellen die einzige chemische

Verbindungsklasse dar, deren Derivate in der Lage sind, ohne enzymatische Bioaktivierung und ohne



20 Einleitung

die Freisetzung anderer ,reactive nitrogen species“ (RNS), den physiologisch aufRerordentlich
bedeutsamen Botenstoff Stickstoffmonoxid (NO') freizusetzen. Nachteile dieser Verbindungsklasse
sind nicht nur eingeschrankte Stabilitat gegenlber Hitze, Feuchtigkeit und Licht, sondern auch
mangelnde Steuerung und Kontrollméglichkeiten bei der Synthese aus Aminen und 4-5 Atmospharen
gasférmigem Stickstoffmonoxid im Autoklaven. Als Beispiel sei genannt, dass es bisher nicht méglich
ist, den individuellen Reaktionsendpunkt zu erkennen. Weiterhin gibt es praktisch keine
Aufreinigungsmdglichkeiten der Produkte, was wiederum erhdhte Anforderungen an die Einheitlichkeit
der Synthese stellt. So ist vor allem die Bildung von Nitrosaminen zu verhindern, die z.T. hohes
karzinogenes Potential besitzen. Neue Mdglichkeiten der Synthesesteuerung sollte ein in unserer
Arbeitsgruppe neu entwickeltes und in der vorliegenden Dissertation weiterentwickeltes Gerat, der
“NOtizer™ sein, dessen Kernstiicke eine durchsichtige Reaktionskammer, ein Druckaufnahmesensor,
eine entsprechende EDV-Schnittstelle und eine Software sind, mit welcher der Umsetzungsverlauf
online verfolgt werden kann. Auf diese Weise kdnnen nicht nur die Reaktionsendpunkte der Synthese
erkannt werden, sondern auch die Einflisse von strukturellen Besonderheiten der eingesetzten
Amine, der Reaktionstemperatur, dem Druck, dem Lésungsmittel und der Temperatur. Konkret sollten
die folgende Fragestellungen und thematischen Schwerpunkte in der vorliegenden Arbeit untersucht

werden.

1. Gibt es Zusammenhdnge zwischen der Struktur des eingesetzten Amines und der

Bildungsgeschwindigkeit des resultierenden NONOates?

In der Literatur beschriebenen NONOat-Synthesen wurden ohne Ricksicht auf die Struktur des
eingesetzten Amines in etwa gleiche, vermutlich meistens zu lange, mdglicherweise in Einzelfallen
aber auch 2zu kurze Reaktionszeiten festgesetzt. Mit dem NOtizer lasst sich die
Reaktionsgeschwindigkeit, wie auch der Reaktionsendpunkt anhand der aufgenommenen
Druckzeitkurve erkennen und damit auch die Reaktivitat der unterschiedlichen Amine gegenuber
Stickstoffmonoxid ermitteln. Durch die Aufnahme von Druckzeitkurven bei der Umsetzung einer
sinnvollen Auswahl und nicht zu kleinen Anzahl von Aminen kdénnten die Zusammenhange zwischen

Struktur und Reaktionsgeschwindigkeit erkannt werden.

2. Welche Abhangigkeiten bestehen zwischen der Bildungsgeschwindigkeit der NONOate und
Parametern wie Reaktionstemperatur, NO-Druck, Lésungsmittel und Natur der zugesetzten

Base?

Auch diese Zusammenhange sollten durch systematische Variation der oben genannten Parameter

und Aufnahme der Druckzeitkurven analysiert und charakterisiert werden.

3. Welche Zusammenhange gibt es zwischen Struktur des NONOates und der

Freisetzungsgeschwindigkeit von Stickstoffmonoxid aus ihnen?
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In der Literatur ist verschiedentlich Uber die Abhangigkeit der NO-Freisetzung aus Diazeniumdiolaten
von pH-Wert, Temperatur und auch Struktur des Diazeniumdiolats berichtet worden. Nach der
ohnehin geplanten Synthese einer Vielzahl von Diazeniumdiolaten kann das Freisetzungsverhalten
auf einer sehr viel breiteren Basis und Uberdies mit einer Methode und “in einer Hand“ durchgefiihrt
werden. Es soll eine amperometrische Messmethode fir NO (direkter NO-Nachweis) fur diese Zwecke
herangezogen werden und diese mit der anerkannten Methode des UV-spektroskopisch bestimmten
Zerfalls der Diazeniumdiolate (indirekter Nachweis) kombiniert und die Ergebnisse verglichen und

gegenseitig gesichert werden.

4. Welche Zusammenhdnge gibt es zwischen der Bildungsgeschwindigkeit von

Diazeniumdiolaten und den NO-Freisetzungsprofilen aus ihnen?

Alle aus den Arbeiten zu 1. bis 3. erhaltenen Ergebnisse sollten die Analyse solcher Zusammenhange
ermdglichen. Grundfragen wéren, ob schnell gebildete Diazeniumdiolate auch schnell zerfallen, ob es
genau umgekehrt ist oder ob kein systematischer Zusammenhang zwischen Bildung und Zerfall
besteht.

5. Synthese von Diazeniumdiolat-Prodrugs ("NO-preprodrugs”).

Die grundsatzliche Instabilitdt und der spontane pH-abhangige und dann weiter nicht mehr zu
steuernde Zerfall von Diazeniumdiolaten kann durch die Synthese von Diazeniumdiolat-prodrugs
begegnet werden. Diese sind grundsatzlich Verbindungen, die am O?-Atom des Diazeniumdiolats
alkyliert, moglicherweise auch acyliert sind. Der spontanen Freisetzung von NO aus
Diazeniumdiolaten wird dadurch ein chemischer (z.B. Hydrolyse), haufig auch enzymatisch
gesteuerter NO-Freisetzungsschritt voran gesetzt. Es handelt sich hier um eine wertvolle, fast
unerlassliche Strategie zu einer pharmakokinetisch steuerbaren und Target-orientierten NO-

Freisetzung.
6. Synthese von Stickstoffmonoxid freisetzenden Hybridverbindungen.

Ein weiterer Schwerpunkt ist die Herstellung von Stickstoffmonoxid freisetzenden Hybriden, d.h.
Substanzen, die bereits eine Arzneimittelwirkung haben, zusatzlich jedoch in der Lage sind, NO
abzugeben. Um die Stabilitat der Substanzen zu gewahrleisten und um das in vivo oder in vitro
angezielte Target moglichst hohen Konzentrationen des Arzneistoffs auszusetzen, ist auch hier die
Umsetzung der Diazeniumdiolat-Hybride zu Prodrugs unumganglich. Da die physiologische Wirkung
von NO' Uberwiegend das Herz-Kreislauf-, aber auch das Immun- und zentrale Nervensystem
reguliert, sowie antiinfektive und antimykotische Eigenschaften besitzt, sind Arzneistoffe wie
Betablocker, Dihydropyridine, Antibiotika, Virustatika, Antimykotika, Lipidsenker und Neuroleptika
geeignete Grundkorper fir die Synthese von NONOat-Hybriden. Fir die Hybridsubstanzen wurde als
Forschungsschwerpunkt das antimykotisch wirksame Ketoconazol ausgewahlt und entsprechende

Referenzsubstanzen ohne den gesamten Arzneistoffgrundkérper sollen synthetisiert werden. Um
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einen Vergleich zwischen Hybridmolekilen mit unterschiedlichen NO freisetzenden Gruppen machen
zu koénnen, sollen neben den NONOat-Hybriden und NONOat-Hybrid-Prodrugs auch Organonitrat-

Hybride hergestellt werden.

1.5.2 Biologische Aspekte

Ausgewahlte Diazeniumdiolate, Diazeniumdiolat-Prodrugs, Diazeniumdiolat-Hybride und
Diazeniumdiolat-Prodrug-Hybride sollen in vitro und in vivo auf ihre biologischen Aktivitdten untersucht
werden. Dies erfordert in hohem Male Kooperation innerhalb der eigenen Arbeitsgruppe, vor allem
aber mit anderen Arbeitskreisen. Die beobachteten biologischen Effekte sollen dabei in Bezug auf die
speziellen chemischen Charakteristika, wie z.B. Aktivierbarkeit oder NO-Freisetzungsprofil, der

jeweiligen Verbindung diskutiert werden. Die Schwerpunkte liegen bei folgenden Fragestellungen:

7. Untersuchung der vasodilatorischen Potenz von NONOaten und NONOat-Prodrugs an

isolierten Pulmonalarterien des Schweins.

Als Kooperationspartner stehen hier Herr Apotheker Andreas Konig und Frau Dipl. pharm. Caro
Roegler im eigenen Arbeitskreis, sowie PD Dr. Andreas Daiber, Klinikum der Johannes Gutenberg-

Universitat Mainz, 1. Medizinische Klinik, Kardiologie.

8. Einfluss von NONOaten und NONOat-Prodrugs auf die Durchlassigkeit der Bluthirnschranke
in einem in vitro Modell mit kultivierten cerebralen Endothelzellen.

Diese Untersuchungen erfolgen im Rahmen des Alzheimer-Verbundprojektes an der FSU Jena. Die
Durchlassigkeit der Bluthirnschranke stellt tatsachlich ein wesentliches Kriterium fiir potentielle
Alzheimertherapeutika dar. Das Projekt soll in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof.
Alfred Fahr und seinem Mitarbeiter Herr Apotheker Sven Winter, Pharmazeutische Technologie,

Institut fir Pharmazie, Jena, durchgefiihrt werden.

9. In vivo Untersuchungen des Einflusses von NONOaten und NONOat-Prodrugs auf

neuroregenerative Prozesse nach experimentell induzierten Hirninfarkten bei Ratten.

Auch dieses Projekt ist im Rahmen des Alzheimer-Verbundprojektes zu sehen. Als
Kooperationspartner steht die Arbeitsgruppe von Herrn PD Dr. Redecker, Herrn Prof. Witte und Frau

Dr. Silke Keiner, Universitatsklinikum Jena, zur Verfiigung.

10. Antimykotische und antibakterielle Wirkprofile verschiedener Ketoconazol-Diazeniumdiolat-

Hybride und verwandter Strukturen.

Dieses Projekt wird in Zusammenarbeit mit dem Hans-Kndll-Institut Jena unter der Leitung von Herrn

Prof. Axel Brakhage und Frau Dr. Ute Mélimann bearbeitet.
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2 Ubersicht zu den Veréffentlichungen

In der folgenden Ubersicht von insgesamt sechs Veroffentlichungen, bestehend aus fiinf
experimentellen Arbeiten und einem Patent, tritt folgender Eigenanteil auf:

- als Erstautor: In den Verdffentlichungen 1, 2, 3 und 6 habe ich die Ausfiihrung und Bewertung
der beschriebenen Synthesen und die NO-analytischen Messungen durchgefiihrt, sowie die
jeweiligen Manuskripte erstellt.

- Als Koautor: In Veroffentlichung 4 und 5 habe ich die Synthese und NO-Analytik der
beschriebenen Diazeniumdiolate und Diazeniumdiolat-Prodrugs durchgefiihrt, sowie an der

Erstellung der Manuskripte mitgewirkt.

2.1  Veroffentlichung 1

The NOtizer- A Device for the Convenient Preparation of Diazen-1-ium-1,2-diolates.
Konter, Joerg; Abuo-Rahma, Gamal EI-Din Ali Ahmed Hassan; EI-Emam, Ali; Lehmann, Jochen.
Methods in Enzymology (2005), 396 (Nitric Oxide, Part E), 17-26.

In dieser Veroffentlichung wird die neu entwickelte Apparatur fiir die effiziente und qualitative

Synthese von Diazen-1-ium-1,2-diolaten mit dem Namen “NOtizer®™

vorgestellt. Neben dem
apparativen Aufbau werden detaillierte Synthesevorschriften fiur die effektive Herstellung
literaturbekannter NONOate und deren Eigenschaften bezlglich Reaktivitat, NO-Freisetzung und
Lagerung beschrieben. Probleme die bei frilheren Herstellungsprozeduren auftreten, wie die
Entstehung von Nebenprodukten oder Ausbeuteeinbuf3en, konnten durch die Entwicklung dieser

Methode minimiert werden.

2.2 Veroffentlichung 2

Synthesis of Diazen-1-ium-1,2-diolates Monitored by the "NOtizer" Apparatus: Relationship
between Formation Rates, Molecular Structure and the Release of Nitric Oxide.

Konter, Joerg; Abuo-Rahma, Gamal EI-Din A. A.; EI-Emam, Ali; Lehmann, Jochen. European Journal
of Organic Chemistry (2007), 4, 616-624.

In dieser Studie werden erstmals systematisch Daten Uber die Reaktionsverlaufe
verschiedener NONOat-Synthesen beschrieben und miteinander verglichen. Um eine mdéglichst groRe
Vielfalt an Strukturvariationen zu erhalten, die einen Zusammenhang zwischen der Aminstruktur und
dem ermittelten kinetischen Datenmaterial aus dem Syntheseverlauf erkennen lassen, wurden
insgesamt 22 Diazeniumdiolate mit unterschiedlichen Alkyl-, Heteroalkyl-, Benzyl- und substituierten

zyklischen Resten hergestellt. Neben dem Struktureinfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit, wird
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dieser Einfluss auch hinsichtlich der NO-Liberation aus den NONOaten beschrieben. Schlief3lich wird
ein Zusammenhang zwischen den ermittelten Daten aus Synthese und NO'-Freisetzung

zusammengefasst.

2.3 Verotffentlichung 3

NO Donors, part 17: Synthesis and Antimicrobial Activity of Novel Ketoconazole-NO-Donor
Hybrid Drugs and Corresponding Nitric Oxide Donors.
Konter, Joerg; Méllmann, Ute; Lehmann, Jochen. Journal of Medicinal Chemistry. In Vorbereitung.

Die Synthese und biologische Aktivitdt neuartiger NO-freisetzender Ketoconazol Derivate
sowie der analogen NO-Donor Derivate sind Gegenstand dieser Veroffentlichung. Wahrend die
Hemmung des Bakterienwachstums bei den untersuchten Derivaten nur geringe Unterschiede
aufwies, konnte fir die Inhibition des Pilzwachstums ein Zusammenhang zu der verwendeten NO-
Donor Spezies hergestellt werden. Hierbei zeigten insbesondere die Ketoconazol-Hybride mit
Organonitrat- und Diazeniumdiolat-Prodrug-Gruppe eine hoéhere Aktivitdt und/oder verdndertes
Wirkspektrum als das Ketoconazol allein.

2.4  Veroffentlichung 4

Potency and In Vitro Tolerance of Organic Nitrates: Partially Denitrated Metabolites Contribute
to the Tolerance-Devoid Activity of Pentaerythrityl Tetranitrate.

Koenig, Andreas; Lange, Kathrin; Konter, Joerg; Daiber, Andreas; Stalleicken, Dirk; Glusa, Erika;
Lehmann, Jochen. Journal of Cardiovascular Pharmacology (2007), 50, 68-74.

Veroffentlichung 4 behandelt die in vitro Aktivitat therapeutisch relevanter organischer Nitrate,
insbesondere die des Petaerythrityltetranitrat (PETN) und seiner in vivo nachgewiesenen Metabolite
PEtriN, PEdIN und PEmonoN. Ebenso wird die vasodilatorische Potenz des S-Nitroso-N-acetyl-
penicillamin (SNAP) und des Diazeniumdiolates PHEPIPERAZI/NO an dem verwendeten in vitro
Modell ermittelt. Die beim PETN und PEtriN signifikante, jedoch beim PEdIN, PEmonoN, SNAP und
PHEPIPERAZI/NO nur gering ausgepragte Tachyphylaxie (in vitro) wird ausfuhrlich beschrieben. Die
Ergebnisse dieses Forschungsprojekts ergaben die Hypothese, dass die in vivo fehlende Nitat-
Tachyphylaxie des PETN mit der Tatsache zusammenhéangt, dass lediglich die Metabolite PEdiN und
PEmonoN bioaktiv sind, jedoch das PETN und PEtriN aufgrund fehlender Resorption ausgeschieden

werden.
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2.5 Verdffentlichung 5

Permeability changes in response to NONOate and NONOate prodrug derived nitric oxide in a
blood-brain barrier model formed by primary porcine endothelial cells.

Winter, Sven; Konter, Joerg; Scheler, Stefan; Lehmann, Jochen; Fahr, Alfred. Nitric Oxide. Eingereicht
(2007).

In dieser Arbeit werden drei direkt NO'-freisetzende NONOate (PHEPIPERAZI/NO, DBA/NO,
DETA/NO) und drei NONOat-Prodrugs (Et-PHEPIPERAZI/NO, Tosyl-PYRRO/NO, Et-
BUPIPERAZI/NO) hinsichtlich ihres Einflusses auf die Durchlassigkeit der Bluthirnschranke in einem
in vitro Modell untersucht. Die Permeabilitdt der Markersubstanz Carboxyfluorescein wird durch die
direkten NO-Donoren verringert, wahrend die Permeabilitit bei den NONOat-Prodrugs Et-
PHEPIPERAZI/NO und Tosyl-PYRRO/NO zunimmt. Das Et-BUPIPERAZI/NO nimmt in Bezug auf die
Veranderung der Durchlassigkeit der Bluthirnschranke eine Mittelstellung ein. Mit Methylenblau
konnten die Permeabilitatsabnehmenden Effekte blockiert werden, die Permeabilitatssteigernden

jedoch nicht.

2.6 Veroffentlichung 6

Neue Ketoconazol-Derivate sowie deren Herstellung und Verwendung als antimikrobielle und
antiinflammatorische Wirkstoffe.

Konter, Joerg; Mélimann, Ute; Lehmann, Jochen. Eingereicht beim Deutschen Patent- und Markenamt
(25.07.2007).

Diese Offenlegungsschrift schitzt rechtlich eine der in Veroffentlichung 3 beschriebenen
Ketoconazol-NO-Donor Hybridverbindungen, sowie die entsprechenden Analogderivate. Der Vorteil
dieser Erfindung ist die variable NO-Freisetzungskinetik gegeniiber anderen antimykotisch wirksamen
Hybridverbindungen durch Veranderungen an der Diazeniumdiolat-Teilstruktur. Antibakterielle und
antiinflammatorische  Wirksamkeit konnten dem genannten Ausfluhrungsbeispiel ebenfalls

nachgewiesen werden.
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Veroffentlichung 1

The NOtizer- A Device for the Convenient Preparation of

Diazen-1-ium-1,2-diolates

Konter, Joerg; Abuo-Rahma, Gamal El-Din Ali Ahmed Hassan; ElI-Emam,
Ali; Lehmann, Jochen. Methods in Enzymology (2005), 396 (Nitric Oxide,
Part E), 17-26.
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Yoshimura, T. (1984). Reaction of nitrosylporphyrinatoiron (II) with nitrogen oxide. Inorg.
Chim. Acta 83, 17-21.

Young, C. L. (1981). Oxides of nitrogen. In “Solubility Data Series” (R. Battino, H. L.
Clever, and C. L. Young, eds.) Vol. 8. Pergamon Press, New York.

[2] The NOtizer—A Device for the Convenient
Preparation of Diazen-1-ium-1,2-diolates

By JOERG KONTER, GAMAL EL-DIN ALI AHMED
HassaN ABuo-RAaHMA, ALI EL-EmMAM, and JOCHEN LEHMANN

Abstract

N-bound diazen-1-ium-1,2-diolates, also known as NONOates or ‘‘solid
nitric oxide” (NO), have become popular tools in biomedical research
since the discovery of NO as a very important multifunctional endogenous
messenger. In contrast to other well-known NO donors, NONOQOates are
capable of releasing NO spontaneously in aqueous media. The rate of NO
liberation is determined by the molecular structure of the diazeniumdiolate
and the pH value and temperature of the medium in which it is dissolved.

In this chapter, we introduce a novel device (the NOtizer) for simple
and convenient preparation of diazeniumdiolates. It not only enables the
user to provide all the necessary conditions for reliable synthesis such as
anaerobic conditions and high pressure of NO gas in the translucent
reaction chamber but also includes software that records the course of
pressure and temperature online and calculates the consumption of NO
by the reaction. The plot of the pressure decay shows the user completion
of the reaction and allows the user to study kinetic characteristics from
synthesis of different NONOates. A brief guide for the synthesis of
PYRRO/NO, DEA/NO, PAPA/NO, SPER/NO, and DETA/NO, which
are the most widely applied diazeniumdiolates, is presented in this chapter.
Finally, characteristics of NONOates that need to be considered
concerning analytics and storage are mentioned.

Introduction

1-Substituted diazen-1-ium-1,2-diolates, also known as NONOQOates, are
compounds of the general structure X-[N(O)NO] . According to the atom
X, diazeniumdiolates can be classified in three major classes: C-, O-/S-, and
N-bound diazeniumdiolates. Because the N-bound NONOates can directly
release the endogenous mediator nitric oxide (NO), they are interesting

METHODS IN ENZYMOLOGY, VOL. 396 0076-6879/05 $35.00
Copyright 2005, Elsevier Inc. All rights reserved. DOI: 10.1016/S0076-6879(05)96002-3



18  BIOCHEMICAL, MOLECULAR, AND REAL-TIME DETECTION OF NITRIC OXIDE [2]

compounds from a biomedical point of view. One mole of diazeniumdio-
late is capable of generating 2 mol of NO by acid-catalyzed dissociation
according to Eq. (1) (Keefer et al., 1996).

R, N-O + R
N ~
N-N7 _Hy \xm o+ 2o (1)

R/ N o R/

Organic nitrates are generally declared to be “NO donors,” but in
contrast to diazeniumdiolates, they need to be bioactivated. The cor-
responding bioactivation processes are not yet completely understood,
and the resulting bioactive species are still under discussion (Chen et al.,
2002; Chung and Fung, 1990). Nitrosothiols [e.g., S-nitroso-N-acetyl-
penicillamine (SNAP)] can be considered NO™ donors rather than NO
donors. In contrast to these compounds, N-diazeniumdiolates have
proven to be excellent tools to demonstrate the physiological properties
of NO in vitro and have gained importance as potential drugs for in vivo
application. Innovative work on the development of novel NONOates and
NONOate prodrugs, such as the liver-selective NO donor prodrug V-
PYRRO/NO, has been performed by Saavedra et al. (1997) and others
have reported on the development of thromboresistant NO-releasing poly-
meric coatings (Batchelor et al., 2003; Keefer, 1998; Maragos et al., 1991,
1993; Saavedra et al., 1992, 1997, 2001; Woodward and Wintner, 1969;
Zhang et al., 2003).

The most useful preparation of N-diazeniumdiolates is the direct expo-
sure of a secondary amine, acting as a nucleophile, to several atmospheres
of gaseous NO under anaerobic conditions in a suitable solvent and added
base to keep the product in a stable anionic form (Keefer and Hrabie, 2002;
Longhi et al., 1962). We now introduce a novel device (NOtizer) that
allows the convenient preparation of diazeniumdiolates, the monitoring
of NO consumption, temperature pattern, and thus kinetic studies on the
NONOate formation.

NONOates as NO Donors in Biological Systems

The rate of NO release is determined by the molecular structure of the
respective NONOate, pH value, and temperature of the solution in which
the compound is dissolved. Concerning pH, the decomposition of diaze-
niumdiolates proceeds extremely slowly at a pH value of more than 9, at a
moderate rate at physiological pH values, and almost instantaneously at
acetic pH values (Davies et al., 2001; Keefer et al., 1996). Depending on the



[2] THE NOTIZER 19

structure of the parent nucleophile, the half-life of diazeniumdiolates
ranges from a few seconds to several days, which grants access to versatile
sources of NO adjustable to the requirements of the experiment (Lehmann
et al., 2002; Thomas et al., 2002). The structures of the most intensively
described diazeniumdiolates and their corresponding half-lives are given in
Table I (Hrabie et al., 1993; Keefer et al., 1996; Maragos et al., 1991;
Saavedra et al., 1997, Thomas et al., 2002). Because the NO releasing rate
of diazeniumdiolates may vary because of different conditions of the
experiment, one should measure the NO release under study rather
than rely on half-lives given in literature (Keefer et al., 1996; Kroncke
and Kolb-Bachofen, 1999).

TABLE I
STRUCTURE AND HALF-LIVES OF THE MOST ESTABLISHED NONOATES
Half-life
Corresponding (37°,
Name amine Structure pH 7.4)
PYRRO/NO  Pyrrolidine oC N—O"Na' 3s
\ I*\-I -z
|
&
DEA/NO Diethylamine O N—O-Na* 24 min
N+
Y
H,;C N, CH,3
N\
PAPA/NO N-propyl-1,3- o . 15 min
propane- \+y
. N
diamine ) |
H;N N
\/\/ \/\CH3
SPER/NO Spermine o —o- 40 min
\+4
IlI NH
2
H,N /\/\NHZJ*/\/\/ \/\/
DETA/NO Diet.hylt.ane— O N—-O- 20h
triamine \+y
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In addition to other advantages of diazeniumdiolates as direct NO
donors (“solid NO”’), NO production in vitro is not influenced by catalytic
copper or iron ions, which guarantees the predictability and reproducibility
of NO release. Besides delivering NO, NONOates themselves interact very
little with other compounds in media, but nevertheless pharmacological
investigations should go along with control experiments, using the amines
resulting by cleavage of the respective diazeniumdiolates (Keefer et al.,
1996; Kroncke and Kolb-Bachofen, 1999; Thomas et al., 2002). For exam-
ple, the physiologically important polyamine spermine is the resulting
nucleophile generated by dissociation of SPER/NO (Keefer et al., 1996;
Maragos et al., 1993).

Synthesis of Diazen-1-ium-1,2-diolates Using the NOtizer

In the 1960s, Drago and Paulik (1960) and Drago and Karstetter (1960)
reported on the reaction of NO with anhydrous diethylamine dissolved in
ether at a temperature of —78° using a three-necked flask and passing NO
through the reaction mixture. In the 1990s, when the role of endogenous
NO was recognized, interest in NO donors increased and the synthesis of
diazeniumdiolates was reinvestigated and improved, mainly by Keefer,
Saavedra, Hrabie, and others. These authors used a glass bottle placed in
a standard hydrogenation apparatus with a pressure of up to 5 atm NO at
room temperature (Lehmann, 2000; Maragos et al., 1991).

To shift the equilibrium toward the product and to keep the evolv-
ing diazeniumdiolate in the stable anionic form, the presence of base is
necessary (Keefer et al., 1996). Usually, equimolar quantities of sodium or
potassium methylate are added. Dry methanol or mixtures of methanol and
ether can be considered solvents of first choice. It is important to consider
that ethanol (specifically ethoxide), under alkaline conditions, reacts with
NO to yield undesired products by Traube’s degeneration (Keefer et al.,
2001; Traube, 1898; Woodward and Wintner, 1969). A study by Arnold
et al. (2002) shows that commonly used acetonitrile is not recommendable,
because it reacts with NO, yielding a C-bound polydiazeniumdiolate as
byproduct. Because oxygen or water will lead to the corresponding ammo-
nium nitrite salts or even toxic nitrosamines, dry solvents and anaerobic
conditions are obligatory (Bonner, 1996; Hansen et al., 1982; Keefer, 1998;
Masuda et al., 2000; Srinivasan et al., 2001).

Together with the Hyscho company, Bonn, Germany, we developed the
NOtizer (Fig. 1), which is a modified hydrogenation apparatus.

As illustrated in Fig. 1, the NOtizer consists of a translucent pressure
vessel as reaction chamber, stirrer, protective grating, regulator valves,
indicators for pressure and temperature, and a computer with the
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CPU for online monitoring

Protective
grating

Regulator
valves for
nitrogen, NO,
and vacuum

Pressure and
temperature
indicators

Stirrer

Reaction chamber

Fic. 1. The NOtizer for the preparation of diazeniumdiolates.

appropriate software to record the data obtained. The computer can plot
the numerical values of pressure and temperature changes and calculate
the consumption of NO in the course of the synthesis. Particularly, the
pressure decay curves are of interest, because they inform about the
progression of the synthesis and can be fitted with appropriate software.
The fit of these curves permits the user to gain information about
the reaction rate, the kinetic rate constant, and the Kkinetic order of the
reaction.

To demonstrate the benefits of the NOtizer, we have synthesized the
diazeniumdiolates displayed in Table I. Exactly 0.05 mol of the respective
amines was assorted with dry methanol to give a final volume of 100 ml.
Before adding the solvent to the amine, 0.05 mol of elementary sodium was
dissolved in the methanol to produce the necessary base. The vessel was
placed in the NOtizer, evacuated, and filled with nitrogen four consecutive
times, and then it was evacuated again and NO was administered to give a
pressure of 4 bar. The recording of the reaction was ended when no more
decrease of pressure occurred. All reactions were performed at room
temperature, and the (either immediately or after concentration) precipi-
tated diazeniumdiolates were obtained by suction filtration and washed
with ether. To compare the reaction rate of the respective amines, one can
superpose the pressure decay curves (Fig. 2).
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FiG. 2. Pressure decay curves for the reaction of diethylamine, N-propyl-1,3-propanedia-
mine, diethylenetriamine, spermine, and pyrrolidine with nitric oxide.

The pressure decay curves in Fig. 2 show that steric and electronic
effects have great influence on the reaction rate. For example, in reflection
to the course of pressure decline, diethylamine shows a much slower
reaction in comparison to pyrrolidine. These attained curves can be fitted
with the appropriate computer software to reveal clues about the kinetic
properties of the respective reaction.

It is noteworthy that if only formation of the product is desired, the
addition of NO to give a pressure of 4-5 atm should be repeated until no
appreciable amount of NO is consumed by the reaction, thus resulting in a
higher yield. Figure 3 demonstrates how the consumption of NO decreases
each time the pressure is raised back to 4.0 bar.

Because the software of the NOtizer also records the temperature
pattern, we could demonstrate that formation of diazeniumdiolates is an
exothermic reaction. Furthermore, it is possible to analyze the changes in
reaction rate that occur with changes in temperature. Figure 4 shows the
superposed pressure decay curves for the synthesis of PYRRO/NO at room
temperature and under cooled conditions to point out this aspect.

As is expected from the collision theory, under ice-cold conditions the
reaction rate slows and the yield of the product is slightly lower. It is
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FiG. 3. Pressure decay curve for the synthesis of SPER/NO when inflowing NO
repeatedly.

noteworthy that no improvement in quality or purity was attained at low
temperature.

Characteristics of Diazeniumdiolates to be Considered

To confirm quality and purity of the synthesized NONOates, nuclear
magnetic resonance (NMR) spectroscopy and elemental analysis are the
most reliable techniques. A suitable solvent for the NMR spectroscopic
analysis is D,O with NaOD for alkaline conditions in which the compounds
are kept in their stable anionic form. Using "H-NMR spectroscopy, the
signal of the protons bound to the alpha-C-atoms shows a downfield shift
usually about 0.4-0.5 ppm compared to the amine. Another criterion for the
quality of the formed product is, of course, that NO is released by the
compound when dissolved in aqueous media. A commercially available
NO-selective sensor can be used to determine the amount of NO being
released. If the compound is pure, 1 mol of NONOate will generate 2 mol
of NO. Because of the volatility of NO from solution, this method is not very
convincing for the evaluation of purity (Thomas et al., 2002). A superior
method for quantitative acquisition of NO from solution is laser magnetic
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Fi1G. 4. Pressure decay curves when synthesizing PYRRO/NO at room temperature and
under cooling.

resonance spectroscopy (LMRS) because NO is detected in its gaseous form

and accumulatively over longer periods (Lehmann et al., 2002).
Concerning the storage of diazeniumdiolates, Keefer et al. (1996) rec-

ommend storage in a refrigerator at 4° under dry nitrogen or argon atmo-

sphere protected from moisture. Initial indications for the decomposition
are agglutination and especially change in color.
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[3] Quantum Mechanical Determinations of Reaction
Mechanisms, Acid Base, and Redox Properties of
Nitrogen Oxides and Their Donors

By ANDREW S. DutTON, JOoN M. FukuTo, and K. N. Houk

Abstract

This chapter reviews computational methods based on quantum me-
chanics and commonly used commercial programs for the exploration of
chemical phenomena, particularly in the field of nitrogen oxides. Examples
from the literature are then used to demonstrate the application of these
methods to the chemistry and biochemistry of various nitrogen oxides.
These examples include determining reaction mechanisms using computed
reaction energies, predicting rates of reactions using transition state theory,
and determining chemical properties such as hydration equilibria, pK,s,
and reduction potentials.

Introduction

Nitrogen oxides have a rich history in the study of atmospheric and
biological chemistry. The studies of Paul Crutzen and others demonstrate
that nitrogen oxides could catalyze the decomposition of ozone. This work
led to the Nobel Prize in Chemistry for Crutzen in 1995. Three years later,
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Nitrogen-bound diazen-1-ium-1,2-diolates (diazeniumdiol-
ates, "NONOates", “solid NO") are generally prepared from
secondary amines and nitric oxide and are compounds of first
choice for the direct release of nitric oxide (NO). First, we
report on the relationships between the structures of the
amines and the formation rates of the corresponding NON-
Oates, second on the structures of the NONOates and the
rate of NO release and finally between the rates of NONOate
formation and NO release from these species. A series of dif-
ferently sized and substituted cyclic and aliphatic amines
were used to quantify the reactivity of amines towards NO
by monitoring the decrease in NO pressure with the NOtizer,
an apparatus developed for this study. The release of NO was
measured amperometrically with an NO-sensitive electrode
and the half-lives of novel diazeniumdiolates were deter-
mined by UV spectroscopy. It was found that steric hindrance

and heteroatomic substituents in the amines’ side chains re-
duce the formation rates of the sodium salts of the NONOates
and also slow down NO release from them. Exceptions were
found with piperidine-2-carboxylic acid derivatives which re-
act to give NONOates more slowly than piperidine but re-
lease NO much faster despite steric hindrance. A secondary
amine carrying an additional primary amine reacted quickly
with NO, but the corresponding NONOate showed slower
releaser of NO owing to the formation of an intramolecular
NONOate salt as well as the sodium salt derivative. Azetid-
ine reacts faster with NO than all of the other amines, but
decomposition of the corresponding NONOate proved to be
unexpectedly slow.

(© Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, 69451 Weinheim,
Germany, 2007)

Introduction

Nitrogen-bound diazen-1-ium-1,2-diolates 2 (NONOates)
are used as biomedical tools to mimic the physiological role
of nitric oxide in vitro, but they are also potential drugs
and have uses as molecular components in NO-releasing
prodrugs, biomaterials and hybrid drugs.?>-®) NONOates
imply the functional group [N(O)NO]™ and in solution they
are capable of donating NO directly into the media in a
pH-, temperature- and structure-dependent manner. The re-
lease of NO is accelerated by lowering the pH and increas-
ing the temperature.[’] Literature data demonstrate that de-
composition rates of NONOates are mainly determined by
their structure (Figure 1).7-"11 Zwitterionic oligoamine
NONOates such as DETA/NO, SPER/NO and PAPA/NO
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have rather long half-lives, whereas sodium salt diazenium-
diolates like DEA/NO, PYRRO/NO, Na-PIPERAZI/NO
and PIPECO/NO are comparatively quick releasers and
within both groups the rate of decomposition is modulated
by the individual structures.

NONOates are generally synthesized in a stainless steel
standard hydrogenation apparatus or an autoclave in which
the dissolved amine is exposed to several atmospheres of
nitric oxide.®?! Sodium methoxide is used in the synthesis
of sodium salt diazeniumdiolates [Equation (1)], whereas no
additional base is needed in the formation of intermolecular
ammonium salts [Equation (2)] or zwitterionic compounds
[Equation (3)].

We recently developed the “NOtizer”, a modified and im-
proved hydrogenation apparatus for the specific synthesis
of NONOates.['?) Besides several attributes that simplify the
synthesis, the NOtizer features a PC-interface linked to a
computer with appropriate software that allows the con-
tinuous on-line recording and graphical illustration of the
pressure and temperature pattern in the reaction chamber.
Further details are provided in the Experimental Section.

The effect of pH, temperature, light and the NONOates’
molecular structure on dissociation rates has been described
in previous publications.®®:13-231 The influence of these pa-

Eur. J. Org. Chem. 2007, 616-624
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rameters on diazeniumdiolate formation, however, has not
been investigated systematically to date. By using the
NOtizer we have been able to study the relationships be-
tween the steric (i.e. constraints due to rehybridization of
the amine nitrogen atom or congestion near to it) and elec-
tronic properties of the secondary amine acting as a nucleo-
phile and the progress and rate of NONOate formation by
measuring the amount (volume) of NO removed per unit
time. Because we would rather focus on the “practical” re-
activity of the amines under conditions that are commonly
applied in diazeniumdiolate synthesis and not on the theo-
retical formation rates, and because all of the experiments
were performed under identical standard conditions, com-
parison of the reactivities of different amines is meaningful.
To simplify matters we use the term “formation rate” to
describe the data we have obtained from the recording of
NO consumed in the reaction with amines. Furthermore,
we have investigated the correlation between the formation
rates of NONOates and their dissociation in order to design
compounds that allow controlled release of nitric oxide.

Eur. J. Org. Chem. 2007, 616-624
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Results and Discussion

The structures of amines la—v leading to corresponding
diazeniumdiolates 2a—v [see Equation (1)] are given in Fig-
ure 2.

Effect of Ring Size of Cyclic Amines/NONQates

A set of cyclic amines with 3-6 methylene groups was
transformed into the corresponding NONOate sodium
salts. The pressure-time plots were recorded in order to esti-
mate the formation rates. The NO release from isolated
NONOates was characterized with a nitric oxide sensor.
The half-lives of the diazeniumdiolates were determined by
UV spectroscopy at pH 7.4 at 37 °C. The results are illus-
trated in Figure 3 and Table 1(I). The decrease in ring size
of the cyclic amine parallels the higher reactivity of the
amine towards nitric oxide. The formation rate for com-
pound 2a is a factor of 1.73 higher than for 2¢, and for 2b
it is 1.44 higher than that of 2¢. The formation rates for
2¢, 2d and 2e are nearly identical. Steric ring strain due to
abnormal bonding angles exists in 1a but not significantly
in 1b. It can be concluded, therefore, that the reactivity of
cyclic amines towards NO increases as the steric inter-
ference around the basic nitrogen atom decreases. This can
be demonstrated impressively by comparing the reactivities
of the sterically rigid pyrrolidine (1b) and the highly flexible
diethylamine (11) (see Figure 3). Furthermore, when com-
paring the mole ratio of NO consumed/amine for cyclic
(Table 1, column D) and aliphatic amines (Table 2, col-
umn D) it is found that all of the cyclic amines, with the
exception of compounds 1h and 1k, have a higher reactivity
towards NO than the aliphatic and benzylamines.

Unexpectedly, 2a turned out to be a rather slow releaser,
whereas the other cyclic NONOates did not show signifi-
cant differences in dissociation at pH 6.4. To verify this re-
sult, the decomposition of NONOates 2a, 2b and 2¢ was
monitored by UV spectroscopy. Figure 4(A) illustrates the
decrease in UV absorption of these compounds dissolved
617
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Figure 2. Amines 1a-v used in the preparation of diazeniumdiolates 2a-v [see Equation (1)].

in phosphate buffer at pH 7.4 at 37 °C. Again, compound
2a decomposes much more slowly (k = 8.13X1073;
half-life ca. 1.5 min) following a first-order kinetic curve
[Figure 4(B)], as demonstrated previously for other NON-
Oates.® 14 It could be expected that the rate of decomposi-
tion of the NONOates increases with decreasing ring size;
however, this only tends to be the case when comparing 2¢—
e with 2b. Possible reasons for the slower release of NO
from 2a are being explored.

Table 1. Formation and NO release data for cyclic amines 1/2a-k.

Effect of Molecular Modifications in Six-Membered Cyclic
Amines/NONOates

Not only steric but also electronic properties affect the
formation and dissociation of NONOates. Some modified
piperidine derivatives (1f-k) were selected to measure the
progress of the reaction with NO and to compare it with
the release of NO from corresponding NONOates 2f-k.
Figure 5 and Table 1(II) illustrate the results obtained using

Compound Formation NO release
Alal B! Clel DUl Maximum [s] Half-life [s]
(NO electrode) (UV spectr.)
I 1af/2a 2.55 (1.73) 16:45 1.25 1.51 75328 85.2
1bl/2b 2.11 (1.44) 19:24 1.45 1.39 293*1.5 3.6
1cl€/2¢ 1.47 (1.00) 19:48 1.99 1.10 36.3*x3.2 18.9
1dl/2d 1.43 (0.97) 31:15 1.82 1.08 29.3+23 3.6
1ell/2e 1.52 (1.03) 21:02 1.92 1.12 29.0*£2.6 4.7
Il 1fel2f 1.40 (0.95) 26:31 1.69 1.08 100.0+11.9 152.3
1gll2g 1.17 (0.80) 24:32 2.16 1.00 82.0x34 263.5
1hl/2h 0.48 (0.33) 23:48 2.78 0.65 32.0x1.0 6.1
1ilel/2i 1.24 (0.84) 20:14 2.19 0.98 39.6 3.0 22.6
1jle1/2; 1.36 (0.93) 21:28 2.01 1.08 38328 29.3
1k/2k 0.45 (0.31) 45:48 2.65 0.61 27.3*x32 6.8

[a] Decrease in pressure (pressure descent) [bar] within the first 7 h (ratio compd./1¢). [b] End of reaction [hh:mm]. [c] Remaining pressure
[bar]. [d] Mole ratio of NO consumed/amine. [e] 0.05 mol amine was used in the synthesis.
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Figure 3. A) Pressure-time plot for the reaction of cyclic amines
and 2l with NO. B) NO release measured with an NO electrode.

2¢ as a reference. Substituents and heteroatoms attached or
incorporated into the cyclic molecules cause a decrease in
the rate of NONOate formation. This is especially pro-
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Figure 4. A) UV absorption for NONOates 2a-¢ at 251 nm in
phosphate buffer at ph 7.4 at 37 °C over 30 min. B) Linear fit of
the natural logarithm of the UV absorption with time for com-
pound 2a.

Table 2. Formation and NO release data for aliphatic and benzylamines 1/2l-v.

C Formation NO release
ompound
Alal BI®! Clel DUl Maximum [s] Half-life [s]
(NO electrode) (UV spectr.)

I 11121 1.04 (1.12) 37:29 1.87 0.57 85.5+4.4 112.3
1m/2m 0.93 (1.00) 61:54 1.70 0.56 70.2+9.8 93.2
1n°)/2n 1.20 (1.29) 38:01 1.68 0.63 131.2+14.9 246.6

I 1020 0.73 (0.78) 44:04 2.11 0.59 266.0=2.0 456.0
1pl/2p 1.29 (1.39) 37:25 1.55 0.66 1765.0 =209.0 7498.9
1q")/2q 1.04 (1.12) 62:48 1.56 0.65 116.4+18.7 206.9

mr - 1rlel2r 2.11 (2.26) 36:54 0.94 0.84 50.6 0.5 56.7
1sl°l/2s 1.00 (1.07) 60:34 1.71 0.62 146.6 = 16.6 302.0
1tlel/2¢ 0.55 (0.59) 69:39 2.66 0.37 911.0+147.2 7036.1
1ul/2u 0.82 (0.88) 65:57 1.88 0.56 233.0*=11.0 537.3
1vil/2y 0.78 (0.84) 38:28 2.10 0.53 260.3*=5.0 679.5

[a] Decrease in pressure [bar] within the first 7 h (ratio compd./1m). [b] End of reaction [hh:mm]. [c] Remaining pressure [bar]. [d] Mole
ratio of NO consumed/amine. [e] 0.1 mol amine was used in the synthesis.
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nounced for amines with a carboxylic functional group in
the ortho-position to the reactive nitrogen atom (1h and 1Kk).
The neighbouring carboxylic function slows down NONO-
ate formation. On the other hand, the carboxylic group
clearly catalyses the decomposition of the corresponding
NONOates to produce NO very rapidly, which was first
demonstrated by Saavedra et al. with PROLI/NO (pro-
line).['”) The presence of heteroatoms, for example in 2f or
2g, slows down the release of NO relative to 2¢ by a factor
of two to three.

NO pressure decline in reaction with: 1k A
404
— 354 Vi
—
@
&
w
r 304
= |
w
%]
W
o
204
T T T T T T T
0000 0400 0800 1200 1600 2000 2400 2800
TIME [hh:mm]
2000 ] MO release from 2k B
2h
1800 —2g
f —2i
Tor |7 = — 3

RESPONSE [pA]

TIME [s]

Figure 5. A) Pressure-time plot for the reaction of substituted cy-
clic amines with NO. B) NO release measured with an NO elec-
trode.

Influence of Substitution in Noncyclic Derivatives

A series of noncyclic amines with different alkyl chains
were transformed into NONOates. Diethyl- (11), dipropyl-
(1m) and diallylamine (In) served as simple alkylamines, the
latter to study the effect of double bonds in the B—y position
with respect to the secondary amine, whereas different hy-
droxy-, amino- and benzyl-substituted amines were studied
to exemplify other electronic and steric effects. Figures 6, 7
and 8 as well as Table 2 show the kinetics for the synthesis
of NONOates and the release of NO.

620 WWW.EUrjoc.org

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

MO pressure decline in reaction witht ——— 1m A

40 — 1

in

PRESSURE [bar]

15
— e
00:00 1200 2400 3600 48:00 600 7200
TIME [hh:mm]

1600 ~ NO release frort —— 2m B

—2
1400 - ~~— 2n
12004

RESPONSE [pA]
8

TIME [s]

Figure 6. A) Pressure—ime plot for the reaction of alkylamines with
NO. B) NO release measured with an NO electrode.

The data in Figure 6 and Table 2(I) demonstrate that the
double bonds in 1n accelerate the synthesis relative to satu-
rated analog 1m, whereas 11 has an intermediate reactivity.
The same sequence, but reversed, appears in the rate of lib-
eration of NO, with 2n being the slowest releaser and 2m
the fastest liberator. The results presented in Figure 7 and
Table 2(IT) show that hydroxy groups (1o compared with 11
and 1m) generally hamper the formation of
NONOates. In contrast, the formation of 2q is faster than
the formation of non-hydroxylated 2m since ethyl is less
bulky than propyl (see Figure 6). The NO release rate is
generally reduced by the presence of hydroxy groups. Ac-
cordingly, the maximum NO release is shifted to the right
to a greater extent with two hydroxy groups (20) than with
just one (2q). By far the slowest NO releaser is 2p. It is
likely that 1p and NO produce the usual NONOate sodium
salt but also the intramolecular ammonium salt as well,
which is a slow releaser, as outlined in the Introduction sec-
tion. The '"H NMR spectrum of 2p exhibits a minor triplet
(20 mol-%) at 6 = 2.6 ppm for the methylene group neigh-
bouring the protonated amine and a major triplet at § =
2.27 ppm for the corresponding methylene group in the so-

Eur. J. Org. Chem. 2007, 616-624
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Figure 7. A) Pressure-time plot for the reaction of substituted alk-
ylamines with NO. B) NO release measured with an NO electrode.

dium salt. Nevertheless, the additional primary amino func-
tion in 1p accelerates the formation of the corresponding
NONOate.

Furthermore, the effect of steric hindrance in the second-
ary aliphatic amines reacting with NO can be demonstrated
with the benzylamine derivatives. As shown in Figure 8§ and
Table 2(I11), an isopropyl moiety (1t) causes a total NO
consumption of just over 1.3 bar within a reaction time of
70 h, while the amine with a methyl moiety (Ir) consumes
more than 3 bar of NO in total and an amount four-fold
higher in the first 7 h. Only minor differences in the reac-
tion rates of 1u, 1v and 1s could be observed. Analysis of
the release of NO again demonstrates that an increase in
steric hindrance decelerates the rate of NO liberation from
the NONOates in solution (compare 2r with 2s, 2s with 2t
and 2u with 2v). The synthesis of diazeniumdiolates derived
from amines like diisopropylamine, di-sec-butylamine, dicy-
clohexylamine or 2,2,6,6-tetramethylpiperidine was not suc-
cessful, as evidenced by an NO consumption that was close
to zero.
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Figure 8. A) Pressure-time plot for the reaction of benzylamines
with NO. B) NO release measured with an NO electrode.

Correlation between NONOate Formation and
Decomposition

The correlation between NONOate formation and de-
composition is visualized in Figure 9. It can be observed
that steric hindrance around the secondary amine as well as
heteroatomic substitutions in the amine’s backbone clearly
hamper the bonding of NO to the amine’s nitrogen atom
and the formation of the NONOate is slowed. Because of
their reduced conformational flexibility, cyclic amines show
much higher reaction rates than aliphatic amines, whereas
the effect of heteroatomic substituents on slowing the reac-
tion progress can be observed in both cyclic and aliphatic
amines. Phenyl substituents in the a position are well-toler-
ated with regard to NONOate formation (compare 11 with
1s and 1u with 1v in Table 2), whereas the introduction of
a second substituent in the o position — even a small methyl
group giving an isopropyl derivative (1t) — inhibits the reac-
tion with NO dramatically (compare 1¢ with 1h and 1j with
1k in Table 1 and 1s with 1t in Table 2).
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Figure 9. Relationship between NONOate formation and NO re-
lease for compounds 1/2a-v. A) Ordinate: maximum release [s]
measured with an NO-sensitive electrode at pH 6.4 at 37 °C. B)
Ordinate: half-lives from UV measurements at pH 7.4 at 37 °C.

In general, a slow formation of NONOates yields slow
NO releasers and vice versa, but remarkable exceptions, for
example, 1/2h.k,p, are evident. Sterically demanding substi-
tution by carboxy or dimethyl (i.e. the isopropyl moiety)
groups in the position a to the amine, as found in com-
pounds 1h, 1k and 1t, causes slow NONOate formation,
but only compound 2t shows the expected slow NO release.
The ortho-carboxy function in 2h and 2k is certainly consid-
ered to be bulky, but on the other hand it clearly catalyzes
the decomposition of the NONOates. Compounds 1/2p are
exceptional as well; the partial formation of the intra-
molecular salt contributes to a rather fast formation the
NONOate, but this product is the slowest NO releaser of
all the compounds investigated. Less obvious, owing to the
scaling in Figure 9, is the exceptional pair of compounds 1/
2a. Compound la was found to be the fastest reacting
622
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amine, but 2a was not the fastest NO releaser. In fact it was
found to be the slowest releaser of the unsubstituted cyclic
NONOates.

Significance of the Results

The direct controlled release of nitric oxide from water-
soluble compounds is of great interest not only for their use
as tools to simulate physiological conditions in vitro, but
also in drugs and biomaterials with therapeutic roles.[*24
The “NOtizer” represents a modified hydrogenation appa-
ratus which simplifies the synthesis of NONOates and al-
lows the decrease in NO pressure to be recorded on-line.
The rates of formation of the NONOates and the end of
the reaction can be easily determined by this approach. The
collected data can be used to predict NONOate formation
and decomposition rates for novel compounds and there-
fore simplify their design.

We have also demonstrated that both amperometry and
UV spectroscopy can be used to determine the liberation
profile of different NONOates. Whether the pH is 6.4 or
7.4, the order of decreasing rate of NO release from
NONOates is nearly identical [compare Figure 9(A) and
(B)]. The advantage of the NO-sensitive electrode lies in its
higher throughput which allows the rate of NO release from
the tested NONOate to be assessed. However, the half-life
cannot be determined by this method which can be re-
garded as a disadvantage.

Experimental Section

Acquisition of Pressure-Time Plots in the Formation of Nonoates:
Chemicals were purchased from VWR International Merck KGaA,
Darmstadt, and Linde AG, Unterschleissheim, Germany (NO gas
2.5 UN-Nr. 1660), and used without further treatment unless
noted otherwise. All reactions in the NOtizer were conducted with-
out any heating or cooling. The structures of amines 1a-v, leading
to the corresponding diazeniumdiolates 2a—v [see Equation (1)], are
given in Figure 2. To ensure comparability, all reactions were per-
formed in methanol, which was dried before use and kept under
an atmosphere of dry nitrogen. Elementary sodium was dissolved
in methanol and the solution was filtered and added to an equi-
molar amount of amine, although two-fold molar quantities of so-
dium were added to amines 1h, 1i and 1k. The initial quantity of
amine was 0.05 mol for cyclic amines 1a-k and 0.1 mol for alkyl-
and benzylamines 11-v. The final volume for every experiment was
adjusted to 100 mL by adding methanol and the solution poured
into the reaction chamber and tightly sealed. In order to provide
an anaerobic atmosphere, the chamber was evacuated and flushed
with dry nitrogen four times and then evacuated again. Finally an
initial pressure of 4.0 bar of nitric oxide was applied, all the regula-
tory valves were closed, the solution stirred magnetically at
700 rpm and the pressure was recorded on-line producing the plots
shown in Figures 3(A), 5-8(A).

The complete NO pressure-time plots were recorded and we also
defined a further four reaction parameters. The end of the reaction
[hh:mm] was fixed at the point when a drop in pressure of 0.05 bar
takes longer than 3 h. The remaining pressure [bar] at this point
was also used to describe the extent of the reaction. The remaining
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pressure at the end of the reaction is due to unreacted NO, but side
reactions such as the disproportionation of NO cannot be ex-
cluded. Furthermore, we compared the reduction in pressure (pres-
sure descent) [bar] within the first 7 h and the mol ratio of NO
consumed by the amine. Because 2 mol of NO bind to 1 mol of
amine the maximum theoretical ratio is 2. Note that after recording
the pressure-time plots the pressure was raised back to high pres-
sure several times until the NO consumption in the reaction was
close to zero to improve the yield of the product as reported pre-
viously.['?!

Isolation and Characterization of the NONOQates: The NONOates
precipitated as solids during the reaction or after concentrating the
final solution. Compounds 20, 2p and 2q formed as resin-like resi-
dues after solvent evaporation. The solids were separated by fil-
tration, washed with diethyl ether and dried in a desiccator under
reduced pressure overnight. Melting points were measured with a
Mel-Temp II, Laboratory Devices Inc., USA. The identity and pu-
rity of the products were verified by 'H NMR spectroscopy (Bruker
Advance 250 spectrometer) and elemental analyses were performed
with a Hereaus Vario EL apparatus. Compounds 2b,c,f-i,l,m,q,r
have previously been reported in the literature and analytical data
were confirmed.[-11:25-30

Sodium 1-(Azetidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolate (2a): Prepared
from la (2.86 g, 0.05 mol). Yield: 6.41 g (92%) as white crystals.
M.p. 173-175°C (dec.). '"H NMR (250 MHz, D,O/NaOD): 6 =
1.93 (q, 3J = 7.5 Hz, 2 H, NCH,CH,), 3.75 (t, 3J = 7.5Hz, 4 H,
2 X NCH;) ppm. C3HgN3;NaO, (139.09): caled. C 25.91, H 4.35, N
30.21; found C 25.59, H 4.25, N 29.88.

Sodium 1-(Azepan-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolate (2d): Prepared
from 1d (4.96 g, 0.05 mol). Yield: 4.23 g (47%) as a white solid.
M.p. 198 °C (dec.). '"H NMR (250 MHz, D,O/NaOD): 6 = 1.39—
1.67 (m, 8 H, 4 X CHs), 3.01 (t, 3J = 5.5 Hz, 4 H, 2 X NCH,) ppm.
CgH,N3NaO, (181.17): caled. C 39.78, H 6.68, N 23.19; found C
39.50, H 6.46, N 22.79.

Sodium 1-(Azocan-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolate (2¢): Prepared from
le (5.66 g, 0.05 mol). Yield: 7.13 g (73%) as a white solid. M.p.
238 °C (dec.). '"H NMR (250 MHz, D,O/NaOD): § = 1.36-1.65
(m, 10 H, 5XCH,), 2.98 (t, 3J = 5.5Hz, 4 H, 2XNCH,) ppm.
C;H4N3NaO; (195.20): caled. C 43.07, H 7.23, N 21.53; found C
43.05, H 7.22, N 21.41.

Sodium 1-(1,2,3,4-Tetrahydroisoquinolin-2-yl)diazen-1-ium-1,2-diol-
ate (2j): Prepared from 1j (6.66 g, 0.05 mol). Yield: 3.74 g (35%) as
a pale yellow solid. M.p. 171 °C (dec.). "H NMR (250 MHz, D,O/
NaOD): 6 = 2.95 (t, 3J = 6.0 Hz, 2 H, NCH,CH,), 3.25 (t, 3J =
6.0 Hz, 2 H, NCH,), 4.17 (s, 2 H, NCH,), 6.97-7.20 (m, 4 H, Ar—
H) ppm. CoH;(N3NaO, (215.18): caled. C 50.23, H 4.68, N 19.53;
found C 50.00, H 4.93, N 19.21.

Disodium  1-(3-Carboxylato-1,2,3,4-tetrahydroisoquinolin-2-yl)di-
azen-1-ium-1,2-diolate (2k): Prepared from 1k (8.86 g, 0.05 mol).
Yield: 6.46 g (46%) as a white solid. M.p. 282-286 °C (dec.). 'H
NMR (250 MHz, D,O/NaOD): ¢ = 2.60-3.16 (m, 2 H, NCHCH,),
3.73-3.95 (m, 2 H, NCH,), 4.14-4.38 (m, 1 H, NCH), 6.92-7.20
(m, 4 H, Ar-H) ppm. C;(HyN3Na,0O, (281.18): caled. C 42.72, H
3.23, N 14.94; found C 43.02, H 3.23, N 14.95.

Sodium 1-(N,N-Diallylamino)diazen-1-ium-1,2-diolate (2n): Pre-
pared from 1n (9.7 g, 0.1 mol). Yield: 11.47 g (64%) as a beige so-
lid. M.p. 147 °C (dec.). '"H NMR (250 MHz, D,O/NaOD): = 3.36
(d, 3J = 6.63Hz, 4 H, 2XNCH,), 4.96-5.19 (m, 4 H,
2 X NCH,CHCH,), 5.52-5.74 (m, 2 H, 2 X NCH,CHCH,) ppm.
CsH(N3NaO; (179.15): caled. C 40.23, H 5.63, N 23.46; found C
39.96, H 5.60, N 23.15.
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Sodium  1-[V,N-Bis(2-hydroxyethyl)amino]diazen-1-ium-1,2-diolate
(20): The use of 1o (10.5 g, 0.1 mol) did not produce a solid com-
pound but rather a viscous fluid which yielded a colourless highly
hygroscopic solid after prolonged drying under reduced pressure.
'H NMR (250 MHz, D,O/NaOD): § = 2.89 (t, 3J = 5.74 Hz, 4
H, 2XNCH,), 3.48 (t, 3J = 5.74 Hz, 4 H, 2 X NCH,CH,) ppm.
C4H(N3NaO, (187.13): caled. C 25.67, H 5.39, N 22.46; found C
25.85, H 5.60, N, 22.12.

Sodium  1-[NV-(2-Aminoethyl)-2-hydroxyethylamino])diazen-1-ium-
1,2-diolate + 1-|/N-(2-Ammonioethyl)-2-hydroxyethylamino]diazen-1-
ium-1,2-diolate (2p): The use of 1p (10.4 g, 0.1 mol) produced a
highly viscous and hygroscopic amber fluid. '"H NMR (250 MHz,
D,0/NaOD): 6 = 2.27 (t, *J = 5.93 Hz, 2 H, NCH,CH,NH,), 2.75
(t, 3J = 5.93 Hz, 2 H, NCH,CH,NH,), 2.81 (t, 3/ = 5.93 Hz, 2 H,
NCH,CH,OH), 3.30 (t, *J = 5.93 Hz, 2 H, NCH,CH,OH) + § =
2.60 (t, 3J = 5.93 Hz, 2 H, NCH,CH,NH;3"), 2.75 (t, 3J = 5.93 Hz,
2 H, NCH,CH,NH;3"), 2.81 (t, 3J = 5.93 Hz, 2 H, NCH,CH,OH),
3.30 (t, 3J = 5.93 Hz, 2 H, NCH,CH,OH) ppm.

Sodium 1-(N-Benzyl-N-ethylamino)diazen-1-ium-1,2-diolate (2s):
Prepared from 1s (13.5 g, 0.1 mol). Yield: 8.47 g (39%) as a white
solid. M.p. 175 °C (dec.). 'H NMR (250 MHz, D,O/NaOD): 6 =
0.60 (t, 3J = 7.10 Hz, 3 H, NCH,CH5), 2.69 (q, 3>/ = 7.10 Hz, 2 H,
NCH,CHs;), 3.67 (s, 2 H, NCH,Ar), 6.87-7.10 (m, 5 H, Ar—
H) ppm. CoH,N3NaO, (217.20): caled. C 49.77, H 5.57, N 19.35;
found C 49.62, H 5.80, N 18.98.

Sodium 1-(/N-Benzyl-N-isopropylamino)diazen-1-ium-1,2-diolate
(2t): Prepared from 1t (14.9 g, 0.1 mol). Yield: 3.4 g (15%) as a
beige solid. The solid was filtered off from a large amount of un-
changed 1t and washed with diethyl ether. M.p. 298 °C (dec.).
'THNMR (250 MHz, D,O/NaOD): 6 = 0.99 (d, 3/ = 6.31 Hz, 6 H,
NCH(CHs3),), 3.90-4.00 (m, 1 H, NCH), 3.56 (s, 2 H, NCH,Ar),
7.10-7.22 (m, 5 H, Ar-H) ppm. C(H4N3;NaO, (231.23): calcd. C
51.94, H 6.10, N 18.17; found C 51.63, H 6.15, N 17.84.

Sodium 1-|N-Benzyl-/V-(2-phenylethyl)amino]diazen-1-ium-1,2-diol-
ate (2u): Prepared from 1u (21.1 g, 0.1 mol). Yield: 14.33 g (49%)
as a white solid. M.p. 217 °C (dec.). 'H NMR (250 MHz, D,0/
NaOD): § = 2.45 (t, 3J = 7.27 Hz, 2 H, NCH,CH,Ar), 2.99 (t, 3J
= 7.27 Hz, 2 H, NCH,CH,Ar), 3.86 (s, 2 H, NCH,Ar), 6.99-7.25
(m, 10 H, Ar-H) ppm. C;sH;,N3NaO, (293.30): caled. C 61.43, H
5.50, N 14.33; found C 61.11, H 5.55, N 14.42.

Sodium 1-(N,N-Dibenzylamino)diazen-1-ium-1,2-diolate (2v): Pre-
pared from 1v (19.7 g, 0.1 mol). Yield: 9.2 g (33%) as a white volu-
minous solid. M.p. 201-203 °C (dec.). '"H NMR (250 MHz, D,O/
NaOD): 6 = 4.01 (s, 4 H, 2XNCH,), 7.20 (m, 10 H, Ar-H) ppm.
C14H14N3NaO; (279.27): caled. C 60.21, H 5.05, N 15.05; found C
60.41, H 4.80, N 14.99.

NO Release Measurement: NO release was measured by using the
Apollo 4000 free-radical analyser system with an ISO-NOP nitric
oxide selective sensor built into a multiport measurement chamber
by World Precision Instruments Inc., USA. The measurement
chamber was tempered with a Lauda M3 circulating thermostat at
37 °C and stirred at 800 r.p.m. All experiments were started after
the initial background signal had fallen below 7000 pA in a channel
range of 10 nA for the electrode. The apparatus was calibrated daily
with 2.0 mL of a 0.1 m KI/0.1 m H,SO, solution in the chamber
and an increasing amount of 50 um NaNO, solution to produce
nitric oxide by reduction. The nitrite solution was applied with an
Eppendorf pipette (10, 20, 30, 40 and 60 pL) to give 249, 493, 728,
952 and 1388 nM solutions of NO, respectively. The dissociation
of the diazeniumdiolates was measured by injecting a 50 pm NON-
Oate/0.01 M NaOH solution (20 pL) into phosphate buffer (2.0 mL,
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pH 6.4) resulting in a 495 nM solution of NONOate. Because 1 mol
NONOate produces 2 mol NO, the redox current flow of a 990 nM
NO solution was measured. Note that the nitric oxide sensor mea-
surement is not accumulative and only measures the arising current
at any given time. For this reason the phosphate buffer at pH 6.4
was used to ensure a sharper signal for slower releasing NONOates.
The maximum of the signal was chosen as a parameter with which
to compare dissociation rates. Figure 10 shows a typical signal
evolving from the decomposition of a diazeniumdiolate (here 2r).
This parameter represents the maximum concentration of nitric ox-
ide reaching the electrode at a certain time. Every measurement
was carried out at least three times and the mean value with the
corresponding standard deviation was calculated.
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Figure 10. Calibration and NO release-time plot of NONOate 2r
in phosphate buffer at pH 6.4 at 37 °C.

The dissociation of the [N(O)NO] functional group rather than
NO release was measured with a Jasco V-570 UV spectrometer in
phosphate buffer at pH 7.4 at 37 °C with a NONOate concentra-
tion of 10*M. The decrease in the absorption was measured at
a wavelength of 251 nm over a period of 30 min. By plotting the
absorption logarithmically and performing a linear regression
analysis the rate constants (k) were determined and used to calcu-
late the half-lives of the respective NONOates using the formula
ti» = In2/k. R? values were greater than 0.998 and every measure-
ment was carried out at least three times to ensure reproducibility
to within =5%.[8
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Abstract

Novel nitric oxide donors and hybrid drugs combining the modified antifungal drug
ketoconazole with a diazen-1-ium-1,2-diolate or an organic nitrate moiety were synthesized and their
activities against a broad variety of bacteria and fungal strains were tested. Whereas the efficacy of
the compounds against bacteria showed little variation, the ketoconazole-NO-donor hybrid drugs
differed in their effectiveness and susceptibility against fungi. The NO-donors alone showed

insufficient effectiveness.



Introduction

Ketoconazole (1a, KT) is a synthetic broad spectrum antifungal drug that was released in the
early 1980s and is used to prevent and treat mycotic infections systemically, but also externally. Due
to its variable bioavailability, liver toxicity and inhibition of steroid biosynthesis, the role of KT as an
orally administered drug has been limited to few indications such as candida-oesophagitis of patients
with acquired immune deficiency syndrome or to suppress glucocorticoid synthesis in the treatment of
Cushing’s disease, for example. Pharmacodynamically, all azole-antimycotics prevent the fungal
synthesis of ergosterole, which is a major constituent in fungal cell membranes, by enzyme inhibition
of the cytochrome P450 dependent 14-a-demethylase [2]. The inhibitory effect of KT against bacterial
growth in mycobacteria and streptomycetes is based on the interaction with cytochrome P450 as well
(3.

Previous studies have demonstrated the antimicrobial activity of endogenously derived nitric
oxide (NO) from the inducible NO synthase isoform (iNOS) as well as from exogenously NO-delivering
NO-donors[4-8]. Nitrogen bound diazen-1-ium-1,2-diolates (diazeniumdiolates, NONOQates, “solid NO”)
represent a commonly used biological tool in nitric oxide related research and are NO-donating
compounds with the general structure R{R;N[N(O)NO]J. The predictable and exclusive release of the
reactive nitrogen species (RNS) NO' in a temperature, pH and structure dependent manner with half-
lives reaching from a few seconds to many hours, depending on the compound used, are the most
mentionable advantages of this class of NO-donor [9-12]. In order to prevent the immediate
decomposition when dissolved in aqueous solution and further modulate the liberation of NO,
NONOates can be derivatized to prodrugs that require enzymatic and/or chemical activation to result
in the corresponding diazeniumdiolate. Recent reports show that not only the NONOate DETA/NO
itself exerts inhibitory effects against Candida species, but also in synergy when applied in
combination with azole antimycotics such as KT, fluconazole and miconazole [13].

Contrary to NONOates, organic nitrates require reduction of the nitrogen from oxidation state
+V to +ll in order to deliver NO. Glutathione reductase, cytochrome P450, xanthine oxidoreductase
and mitochondrial aldehyde dehydrogenase were recognized to be mediators in the bioactivation of
organic nitrates [14-18]. Furthermore, organic nitrates are supposed to induce NO-like biological
effects without generating free NO radicals and may be addressed as NO-mimetics rather than NO-
donors. Therapeutically, organic nitrates are used for prophylaxis and acute treatment of angina
pectoris, whereas most of the nitrate hybrid drugs introduced up to now possess a dihydropyridine or
NSAID structure as second active principle [19,20].

In this investigation we report on the synthesis of a series of phenylpiperazine — which is a part
of the ketoconazole structure - and ketoconazole derivatives bearing a diazen-1-ium-1,2-diolate or
organic nitrate moiety and the NO-liberation profile of the NONOate compounds. The NO-donors and
KT-NO-donor hybrid drugs were tested for their in vitro antimicrobial activity on a series of bacterial-

and fungal strains by determining the zone of inhibition and minimum inhibitory concentration (MIC).

Chemistry
For the conversion of KT (1a) into a NO-donating hybrid drug, we focused on the

phenylpiperazine substructure as pointed out in Scheme 1. In order to make 1a accessible for



derivatization, the acetyl residue was cleaved from the phenylpiperazine moiety with NaOH solution.
As mentioned above, the time profile of NO liberation from NO-donors (e.g. NONOates) depends
greatly on their individual chemical structure. To differentiate whether biologic effects rise from the
released NO or from the synergy of KT and NO, all of the chemical modifications of the deacetylated
KT (2a) were performed with phenylpiperazine (2b) as well.

The sodium salt NONOates 3a and 3b were produces by exposing the respective amines to 5
bar of NO under exclusion of oxygen and water in 1:1 methanol/THF for 3a and dry methanol for 3b
[21]. We used the NOtizer® apparatus as described previously [12,22]. The halflives (t;) of the
NONOates were determined both via UV-spectroscopic decomposition of the diazeniumdiolate group
and by direct NO measurement with a nitric oxide sensitive electrode reported previously [23,12]. The
halflife of NO release for 3a/3b was approximately ti,»= 4.5 min with no significant difference in kinetics
(see Supporting Information). The alkylation of 3a/3b with bromoethane and chlormethyl methylether
yielded 4a/4b and 5a/5b respectively, which do not release NO until the residues bonded to the O*-
atom of the diazen-1-ium-1,2-diolate group are cleaved. While the metabolism of 4a/4b in vitro is
enzyme related, compounds 5a/5b are capable of being hydrolyzed chemically to the respective
NONOate, formaldehyde and methanol.

The NONOates 6al/6b, resulting from the reaction of 2a/2b with chloroacetyl chloride followed
by the addition of the sodium salt of 1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolate (PYRRO/NO), are
reliant on bond cleavage as well in order to liberate NO, yielding the bare NONOate and the
hydroxyethanone derivative. The halflife of the resulting PYRRO/NO is approximately t;,= 3-5 s under
physiologic conditions [24]. In contrast to 4a/4db and 5al5b, this prodrug synthesis strategy
advantageously allows the design of drugs with any kinetic of NO-release just by appropriate
modification on the NONOates structure. For instance, the NO release from 6a/6b can be slowed
down easily by changing the amine backbone linked to the diazeniumdiolate group to a bulky
alkylamine or polyamine [12,23]. Additionally, the amide carbonyl function attached to the
phenylpiperazine moiety enhances the similarity to KT.

The organic nitrates 7al/7b differ to 8a/8b only through the carbonyl group, introduced by
acylation of 2a/2b with carbonyldiimidazole (CDI) activated nitratoacetic acid, whereas 8a/8b was
prepared by alkylation of 2a/2b with 2-bromoethyl nitrate. These two stets of organic nitrates were
designed to assess the importance of the amide moiety in association with the NO mimetic group.
Furthermore, the nitratopivalinic acid amides 9a/9b were synthesized to study the effect of structural

changes in the organic nitrate moiety on biologic activity.

Biological Testing

For antimicrobial activity assays we used Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus
SG 511, S. areus SG 134/94 (MRSA), Escherichia coli SG 458, Pseudomonas aeruginosa SG 137, P.
aeruginosa K799/61, Enterococcus faecalis 1528 (VRE), Mycobacterium vaccae IMET 10670,
Aspergillus fumigatus ATCC 46645, A. terreus DSM 826, A. niger DSM 737, Fusarium oxysporum
i1205, Candida albicans BMSY 212, C. glabrata DSM 6525, Sporobolomyces salmonicolor SG 549
and Penicillium notatum JP 36.



Antimicrobial activity was determined qualitatively by agar diffusion tests according to:
European Pharmacopoeia, 3ed Edition, 1997; 13: 118, Deutscher Apotheker Verlag Stuttgart, as
described [25]. Shortly, 100 pL suspension of the test organism with a density of McFarland standard
0.5 were inoculated into 32 mL of sterile melted agar medium and poured into petri dishes. Holes of 9
mm in diameter were cut in the agar and filled with 50 yL of a 0.2 mM (or as stated otherwise) solution
of the compound. Exceptionally, compounds 3a/3b were diluted in 0.1 M NaOH solution, only the last
dilution step was performed in the given media and used immediately. Inhibition zones were read after
overnight incubation.

Antifungal activity of the compounds was studied quantitatively by determination of minimal
inhibitory concentrations (MIC) according to the NCCLS guidelines using the broth microdilution
method [26,27]. The bacteria were grown overnight at 37 °C in Mueller-Hinton broth (MHB)(Difco). 50
pL of a compound solution of 2 mM in DMSO/Methanol (1:10) were serially diluted by factor two with
MHB. Exceptionally, compounds 3a/3b were diluted in 0.1 M NaOH solution, only the last dilution step
was performed in the given media and used immediately. Then the wells were inoculated with 50 pL of
testorganisms to give a final concentration of 5x10° CFU/mL. After microtiter plates were incubated at
37 °C for 24 h, the MIC values were read with a Nepheloscan Ascent 1.4 automatic plate reader
(Labsystems, Vantaa, Finland) as the lowest dilution of antibiotic allowing no visible growth. Candida
albicans was grown in yeast nitrogen base (Difco) supplemented with 1 % glucose and incubated at
30 °C.

Results and Discussion

In order to compare the antimicrobial activity of compounds 1a-9a qualitatively, a 200 pM
solution of the respective KT-NO-donor-hybrid drug was exposed to the different bacterial strains
mentioned in Table 1. No considerable inhibition of growth was found for any of the compounds when
applied to E. coli, P. aeruginosa or E. faecalis. Significant differences in the zone of inhibition diameter
or spectrum change were found for the compounds 3a, 6a, 7a and 9a in comparison to the KT-
derivative 1a. The NONOate-group leading to spontaneous NO release from 3a enhances the
antibacterial activity slightly for all KT sensitive strains, but especially for M. Vaccae. Interestingly, the
derivatives 6a, 7a and 9a loose their efficacy against methicillin-resistant S. aureus SG 134/94
(MRSA) compared to the other tested compounds, which showed similar results against S. aureus and
methicillin-resistant S. aureus. The only chemical structure similarity of these three compounds is the
derivatisation of the acetyl moiety on the phenylpiperazine which may represent an essential element
in S. aureus susceptibility, since the deacetylated KT (2a) showed no activity against S. aureus or
MRSA.

Significant differences were found in the zone of inhibition diameter for compounds 1a-9a
tested on fungal strains of Aspergillus fumigatus, A. terreus, A. niger, Fusarium oxysporum, Candida
albicans, C. glabrata, Sporobolomyces salmonicolor and Penicillium notatum (Data in Table 1 of
Supporting Information) necessitating MIC-value determination. Table 2 displays the MIC for the KT-
NO-donor Hybrids 3a-9a compared to KT (1a) and N-deacetyl-KT (2a) on the different fungal strains.
For better comparison, the respective fractional inhibitory concentration (FIC = MIC compound / MIC

KT) was calculated, whereas values under 1 represent higher antifungal activity than KT alone. The N-



deacetyl-ketoconazole 2a is a major metabolite of KT and its activity has been tested on Plasmodium
falciparum, Candida albicans and C. tropicalis previously [28,29]. Literature data of no significant
differences between 1a and 2a in activity against these Candida isolates could be confirmed by us for
C. glabrata as well. However, major loss of antifungal activity for 2a against Aspergillus isolates and
Penicillium notatum can be recognized in our study. The MIC of 2a is 30-60 fold higher for some of the
strains compared to the N-acetylated 1a. The direct NO-donor derivative of KT carrying a
diazeniumdiolate moiety (3a) shows similar antifungal potency against all strains tested compared to
1a. NO-donor 3a exclusively releases the redox-species NO" with a half-life of approximately t, = 4.5
min at pH 7.4 and 37 °C (see Supporting Information). After complete NO liberation from 3a, the
secondary amine equivalent to structure 2a, remains. Obviously the NO released from 3a is beneficial
for the antifungal activity due to the higher activity compared to 2a, but not synergistic enough to
pursue 1a. The strategy of synthesizing diazeniumdiolate-prodrugs 4a and 5a with an ethyl- and
methoxymethyl moiety bound to the O*-atom of the NONOate-group respectively, enhances the
antifungal properties of these compounds tremendously compared to the sodium salt NONOate 3a.
Both of these compounds are more active than KT, especially against the tested Aspergillus strains,
but no significant differences were found on Candida albicans. A possible explanation is that this
species lacks the means necessary to metabolize 4a and 5a to its active NO-donor. No difference in
efficacy is observed when comparing compound 6a to KT. Cleavage of 6a results, amongst other, in
the fast releasing NONOate PYRRO/NO with t;, = 3 s for NO release. Perhaps the low synergistic
effect of this KT-NO-donor hybrid is due to higher immobility thru membranes compared to the
NONOate-prodrugs 4a/5a or maybe a result of the very short half life of the NO-donor.

The synergistic antimicrobial effects of organic nitrates with KT have not been investigated
before. With this NO-donor class it is difficult to distinguish if the observed activity results from the
synergy of KT with NO, another nitrogen species or even receptor-related interaction. The organic
nitrates 7a and 9a, which are bound to the KT structure as amides, showed to be more potent than KT
alone, especially compound 9a against the tested Aspergillus strains. It is clearly recognizable, that
the spectrum of antifungal activity of the tested KT-NO-donors is different from the spectrum of KT,
mainly a higher potency against Aspergillus species. Unexpectedly, the alkyl nitrate residue
incorporated in compound 8a turned out to be less potent than KT, suggesting that the combination of
amide linkage and organic nitrate is obligatory if antifungal properties are desired.

The NO-donor compounds 2b-9b lacking the KT structure showed no inhibition of test
organism growth in all agar diffusion tests on a broad spectrum of bacterial and fungal strains at a
concentration of 0.2 mM. The NONOate DETA/NO has been previously reported to have a MIC-value
of about 2000 pg/mL (12.5 mM) on Candida species, DPTA/NO even up to 5000 ug/mL (26.2 mM)
[13,30]. Therefore, as expected, the NONOate, NONOate-prodrugs and organic nitrates of the
phenylpiperazine derivative (2b-9b) showed no reckonable antimicrobial activity at a concentration of
200 uM if applied exclusively, but only in synergy with the antifungal KT-backbone.

The difference in antimicrobial activity of the KT-NO-donors in comparison to KT can be
explained thru several possible mechanisms that can vary in the respective pathogen species. For
instance, from a chemical point of view the entry of the hybrids into microbial cells can differ thru

properties such as lipophilicity or molecular weight of the compounds. Microbial cellular targets for NO



such as proteins, lipids or DNA can be altered or detoxified by pathogen specific defense mechanisms
such as NO-scavengers like homocysteine or glutathione, detoxifying enzymes or DNA repair
mechanisms [6]. Concerning the synergistic effect of KT with NO it is also conceivable that NO
interacts with the hemoprotein CYP450 of the 14-a-demethylase and hence amplifies the antimicrobial
target of KT.

Conclusion

Ketoconazol-NO-donor hybrid drugs represent a useful approach in antimicrobial and
antifungal treatment. For KT carrying a diazeniumdiolate moiety, derivatization to prodrugs is
obligatory to ensure stability of the compounds. Hybrid drugs of KT with an organic nitrate group are
highly active against the tested strains as well, whereas variation in structure seems to have greater
influence on in vitro efficacy than for NONOate-hybrids. This study demonstrates that it is not
regardless which type of NO-donor is used to show synergy with antimycotic agents, but also that the
spectrum of susceptibility against different strains can alter from the one of the antimycotic agent
alone. The KT-NO-donor Hybrids would advantageously ensure a kind of drug targeting for the NO
and other RNS in comparison to fixed combinations of KT and NO-donor that have different
distribution properties in vitro and in vivo. It is also considerable that the antiinfective properties of
these compounds in vivo could be much greater, since amongst the versatile NO activities is its
important regulatory role in the immune system or in inflammatory processes that would indirectly

contribute against microbial pathogens.

Experimental Section

(i) Deacetylation of 1a to 2a. KT (1a) was purchased from Caesar & Loretz GmbH Hilden,
Germany (Art. Nr. 5270-25G) and 8 g (15 mmol) were dissolved in 175 mL methanol under reflux.
Afterwards, 20 % aqueous NaOH solution (40 mL) was slowly added and kept under reflux until
completion of the reaction (TLC controlled). Chopped ice was added to the solution and the
precipitated product was filtered and dried under vacuum to give 2a in quantitative yield.

(ii) General Procedure for Synthesis of 3a/3b. Equimolar amounts of elementary sodium
were dissolved in dry methanol (75 mL) and the solution filtered and added to 2a (5 mmol) and 2b (50
mmol) respectively. Additionally, dry tetrahydrofuran (75 mL) was only poured to the mixture
containing 2a. The solutions were transferred into the reaction chamber of the NOtizer® apparatus and
closed tightly. The chamber was evacuated and flushed with dry nitrogen four consecutive times, then
evacuated again. An initial pressure of 5 bar nitric oxide was applied and the solutions stirred
magnetically at 700 rpm. The pressure was raised back to 5 bar until remaining constant. The
precipitated products after solvent concentration were filtered, washed with ether and dried in a
desiccator under reduced pressure over night.

(iii, iv) General Procedure for Synthesis of 4a/4b and 5a/5b. A mixture of pulverized
anhydrous Na,CO; (2 g) and 3a/3b suspended in 50 mL hexamethylphosphoric triamide (HMPA) was
stirred at 4 °C and an equimolar amount of the respective alky halide added dropwise. After ice bath
removal, the mixtures were stirred at room temperature for 72 h. Insoluble solids were removed by

filtration and the solution poured into NaHCO; saturated water. The products were extracted with ethyl



acetate (2 x 30 mL) and washed with water (5x30 mL). The residues after solvent evaporation were
purified by column chromatography on silica gel using the given eluent to furnish 4a, 4b, 5a or 5b
respectively.

(v) General Procedure for Synthesis of 6a/6b. A mixture of pulverized anhydrous Na,CO; (2
g) and 1.5 molar excess chloroacetyl chloride in 20 mL dichloromethane (DCM) was stirred at 4 °C
and 2a/2b dissolved in 40 mL DCM added dropwise and stirred until completion of the reaction (TLC
controlled), respectively. Solids were filtered off and the filtrate washed with saturated NaHCO;
solution (1x50 mL) and water (3x50 mL). The organic phase was dropped to a freshly prepared
suspension of Na,CO3; and equimolar amount of sodium 1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolate
(PYRRO/NO) in 50 mL HMPA in sito at room temperature. A stream of dry nitrogen was passed
through the mixture until the DCM was disposed and stirred for 72 h afterwards. The suspension was
filtered into 60 mL of NaHCO; saturated water, extracted with ethyl acetate (2x50 mL) and the organic
phase washed with water (5x75 mL). The residues after solvent evaporation were purified by column
chromatography on silica gel using the given eluent to furnish 6a or 6b respectively.

(vi and viii) General Procedure for Synthesis of 7a/7b and 9a/9b. Compounds 2a/2b (1
mmol) dissolved in 30 mL dichloromethane were slowly added via a syringe through a septum to a
solution of CDI activated nitratoacetic acid or nitratopivalinic acid (1.5 mmol) in 20 mL
dichloromethane under dry nitrogen atmosphere and stirred for 24 h at room temperature. The
solutions were washed with NaHCO; saturated water (3x40 mL) and the organic phase evaporated to
yield residues of 7a, 7b, 9a or 9b that were purified thru silica gel column chromatography or
recrystallization respectively.

Note that the much simpler acetylation of the secondary nitrogen atom with bromoacetyl
bromide and subsequent nitration using silver nitrate in acetonitrile to produce compounds 7a/7b only
worked for the preparation of 7b. The acetal group incorporated in the KT molecule was cleaved upon
work up preventing this reaction to furnish 7a.

(vii) General Procedure for Synthesis of 8a/8b. A given amount of 2a/2b dissolved in
dichloromethane (10 mL) was slowly added to a twofold excess of 2-bromoethyl nitrate and stirred at
60 °C for 48 h. The organic phase was washed with NaHCO5/H,O (3%x20 mL) and evaporated to give
brown fluids that required column chromatography purification on silica gel to yield 8a/8b.

Acknowledgement: We thank Uta Wohlfeld and Gabi Schwinger for the
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Supporting Information Available: Includes detailed experimental protocols, physical-,
spectroscopic- and elemental analysis data for compounds 2a, 3-9a/b and NO-release measurements
data for compounds 3a/3b. Inhibition zones for all compounds on a broad spectrum of fungi is

presented.
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PYRRO/NO, rt, 72 h; (vi) CDI activated nitratoacetic acid, rt, 24 h; (vii) 2-bromoethyl nitrate, rt, 72 h;
(viii) CDI activated nitratopivalinic acid, rt, 24 h.
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Table 1. Antibacterial Activities In Vitro of Ketoconazole and the Ketoconazole-NO-Donor Hybrid
Drugs 1a-9a and the Phenylpiperazine Analogs 2b-9b. Inhibition Zone [mm].

B'. . S. aureus E. coli P. aeruginosa E. faecalis M. vaccae
subtilis

Compd ATCC SG SG SG SG K 1528

200 \M 6633 511 134/94 458 137 199/61 (VRE) IMET 10670
1a 10.5/17p 9.5/15p 9.5/15p 0 0 0 0 17.5p
2a 10 0 0 0 0 0 0 17.5p
3a 12/21.5p 17.5p 15p 0 0 0 0 24/34p
4a 11.5/17p 14.5 11p 0 0 0 0 16.5/24p
5a n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
6a 10.5/15p 11.5/15p 0 0 0 0 0 10/19p
7a 11/18p 13/16p 0 0 0 0 0 22p
8a 15 14 14 10.5p 0 0 10p 16
9a 13p 10p 0 0 0 0 0 10/16p

2b-9b 0 0 0 0 0 0 0 0

p = partial inhibition
n.t. = not tested

Table 2. Antifungal Activities In Vitro of Ketoconazole and the Ketoconazole-NO-Donor Hybrid Drugs
1a-9a. MIC-Value [uM].

Asperg. Asperg. Asperg. Fusarium Candida Candida Sporobolom. Penicillium

Compd. fumigatus terreus niger oxysporum albicans glabrata salmonicolor notatum
1a=KT 62.5 31.25 62.5 500 25 12.5 1.56 8
2a 2000 2000 2000 2000 25 50 25 250
(32) (64) (32) (4) (1) (4) (16) (31.25)
3a 200 100 100 200 100 12.5 1.25 20
(3.2) (3.2) (1.6) (0.4) (4) (1 (0.8) (2.5)
4a 12.5 3.13 1.56 50 50 3.13 0.16 1.25
(0.2) (0.1) (0.025) (0.1) (2) (0.25) (0.1) (0.16)
5a 8 8 4 250 25 3.13 2 1.56
(0.13) (0.26) (0.06) (0.5) (1) (0.25) (1.3) (0.2)
6a 125 62.5 62.5 1000 25 12.5 2 8
2) 2) (1) (2) (1) (1) (1.3) (1)
7a 25 12.5 12.5 100 25 1.56 0.16 2.5
(0.4) (0.4) (0.2) (0.2) (1) (0.12) (0.1) (0.31)
8a 1000 1000 250 1000 12.5 6.25 15.6 62.5
(16) (32) 4) (2) (0.5) (0.5) (10) (7.81)
9a 3.13 1.56 1.56 25 6.25 3.13 0.6 8
(0.05) (0.05) (0.025) (0.05) (0.25) (0.25) (0.38) (1)

(FIC = MIC Compound / MIC KT)
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Supporting Information

NO Donors, Part 17: Synthesis and Antimicrobial Activity of Novel Nitric
Oxide Donors; Ketoconazole-Hybrid Drugs Possessing a Diazen-1-ium-1,2-
diolate or Organic Nitrate Moiety

Joerg Konter, Ute Méllmann* and Jochen Lehmann®*

The supporting Information contains detailed experimental protocols, physical-, spectroscopic- and elemental analysis data
for compounds 2a, 3-9a/b and NO-release measurements data for compounds 3a/3b. Purity of the compounds is in the “Purity
Appendix” in tabular form. Supporting results from biological testing are presented.

General Methods and Materials: Chemicals (including 2b) were purchased from VWR International Merck KGaA,
Darmstadt and Linde AG, Unterschleissheim, Germany (NO gas 2.5 UN—Nr. 1660) and used without further treatment unless
noted otherwise. Ketoconazole (1a) was purchased from Caesar & Loretz GmbH Hilden, Germany (Art. Nr. 5270-25G). Melting
points are uncorrected and were measured in open capillary tubes, using a Gallenkamp melting point apparatus. 'H and "*C-
NMR spectral data were obtained from a Bruker Advance 250 spectrometer (250 MHz) and Advance 400 spectrometer (400
MHz), respectively. Elemental analysis was performed on a Hereaus Vario EL apparatus and TLC on silica gel F254 plates
(Merck). MS data were determined by GC/MS, using a Hewlett Packard GCD-Plus (G1800C) apparatus (HP-5MS column; J&W
Scientific) or a mass spectrometer type SSQ-710 from Finnigan MAT (El and FAB).

NO Release Measurements: NO release was measured using the Apollo 4000 free radical analyzer system with an ISO-
NOP nitric oxide selective sensor built in a multi-port measurement chamber by World Precision Instruments Inc., USA. The
measurement chamber was tempered with a Lauda M3 circulating thermostat at 37 °C and stirred at 800 RPM. All experiments
were started after the initial background signal was below 7000 pA at a channel range of 10 nA for the electrode. Calibration
was conducted daily with 2.0 mL of 0.1 M KI / 0.1 M H,SO, solution in the chamber and an increasing amount of 50 pM NaNO,
solution to produce nitric oxide by reduction. The nitrite solution was applied with an Eppendorf pipette (10, 20, 30, 40, 60 pL)
resulting in 249, 493, 728, 952 and 1388 nM solutions of NO, respectively. The dissociation of the diazeniumdiolates was
measured by injecting 20 pL of a 50 yM NONOate / 0.01 M NaOH solution into 2.0 mL of phosphate buffer pH 6.4 resulting in a
495 nM solution of NONOate. Since one mol NONOate produces two moles NO, the redox current flow of a 990 nM NO solution
was measured. Note that the nitric oxide sensor measurement is not accumulative and only measures the arising current at the
given time. For this reason a phosphate buffer pH 6.4 was used to ensure a sharper signal.1 Figure 1 shows the amperometric
NO release signal for 3a and 3b. Both signals reach their maximum after approximately 120 s and quantification resulted in 95
% for 3a and 94 % for 3b of theoretical 100 % detection.
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Figure 1. Nitric oxide redox current from compounds 3a and 3b measured with an NO sensitive electrode at pH 6.4, 37 °C.

Not directly NO release, but the dissociation of the —-[N(O)NO]" functional group was measured with a Jasco V-570 UV-
spectrometer in phosphate buffer pH 7.4 at 37 °C with a NONOate concentration of 10~ M. The decrease of absorption was
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measured at a wavelength of 251 nm over a period of 30 minutes. By plotting the absoption logarithmically and linear regression
analysis the rate constants (k) were determining and used to calculate the half-lives [s] of the respective NONOates using the
formula i, = In2/k. R*-values were higher than 0,998 and every measurement was carried out at least three times to ensure
reproducibility within £ 5 %.2" The decrease in UV-absorption for compound 3a and 3b is presented in Fig. 2. The calculated
half-life for 3a is t= 256 s with a rate constant of k = 2.705x10” and t,, = 264 s with k = 2.63x10” for 3b.
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Figure 2. UV-absorption of the [N(O)NO] group at 251 nm for compounds 3a and 3b at pH 7.4, 37 °C.

Biological Testing:

Table 1. Antifungal Activities In Vitro of Ketoconazole and the Ketoconazole-NO-Donor Hybrid Drugs 1a-9a and the
Phenylpiperazine Analogs 2b-9b. Inhibition Zone [mm].

c Asperg. Asperg. Asperg. Fusarium Candida Candida Sporobolom. Penicillium
ompd. : ; ] h
fumigatus terreus niger oxysporum albicans glabrata salmonicolor notatum
1a 21 25 25 19pp 20/42p 22 42 30
2a n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
3a 15pp 18pp 19 0 20 23 44 24
4a 22 25 27 20p 18p 30 48 30
5a 24 27 29 0 19 29 46 30
6a 15p 14 19 0 16p 18 40 25
7a 25 27 29 20p 18p 31 48 32
8a 0 0 0 0 19 19p 26 12
9a 25/33p 30 31 15pp 20/42p 26 38 25
2b-9b 0 0 0 n.t. 0 n.t. 0 0
p = partial inhibition
pp = weak partial inhibition
n.t. = not tested
Chemistry:
1-(4-{[2-(2,4-dichlorophenyl)-2-(1H-imidazol-1-ylmethyl)-1,3-dioxolan-4-yllmethoxy}phenyl)piperazine  (2a): White

powder (99 % yield); mp 173 °C; 'H-NMR: 400 MHz (CDCls): 5 3.03 (s, 8H), 3.32-3.36 (dd, J = 9.6, 6.7 Hz, 1H), 3.72-3.77 (dd, J
= 8.2, 4.9 Hz, 2H), 3.86-3.90 (dd, J = 6.7, 6.6 Hz, 1H), 4.31-4.37 (quin, J = 5.7 Hz, 1H), 4.39-4.53 (dd, J = 40.7, 14.8 Hz, 2H),
6.76 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.88 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.97 (d, J = 13.6 Hz, 2H), 7.25 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 14.7 Hz, 2H),
7.57 (d, J = 8.4 Hz, 1H); "*C-NMR: 400 MHz (CDCl,): & 46.3, 51.3, 51.8, 67.6, 67.8, 74.9, 108.0, 115.3, 118.1, 121.1, 127.2,
128.6, 129.5, 131.3, 133.0, 134.7, 135.9, 138.8, 146.8, 152.3; EI-MS m/z (%): 83 (15), 173 (20), 183 (39), 432 (28), 445 (61),
460 (100), 471 (32), 489 (16, [M+H]") Anal. (CH26C1:N;03): C, H, N.

Sodium  1-(4-{[2-(2,4-dichlorophenyl)-2-(1H-imidazol-1-ylmethyl)-1,3-dioxolan-4-ylmethoxy}phenyl)-4-(diazen-1-ium-
1,2-diolat)piperazine (3a): Crude white solid (82 % yield); mp 165-170 °C dec.; 'H-NMR: 400 MHz (DMSO-D6): 5 3.05 (m, 4H),
3.28-3.41 (m, 5H), 3.72-3.77 (dd, J = 8.2, 4.9 Hz, 2H), 3.86-3.90 (dd, J = 6.7, 6.6 Hz, 1H), 4.31-4.37 (quin, J = 5.7 Hz, 1H), 4.39-
4.53 (dd, J =40.7, 14.8 Hz, 2H), 6.76 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.88 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.97 (d, J = 13.6 Hz, 2H), 7.25 (d, J = 8.1 Hz,
1H), 7.48 (d, J = 14.7 Hz, 2H), 7.57 (d, J = 8.4 Hz, 1H); Anal. (C24H25CI,NsNaOs): C, H, N.

Sodium 1-(phenylpiperazin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolate (3b): White powder (86 % yield); mp 148 °C dec.; 'H-NMR: 250
MHz (NaOD): & 3.10-3.31 (m, 8H), 6.82-6.94 (m, 3H), 7.15-7.21 (m, 2H); Anal. (C1oH13N4NaO;): C, H, N.
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1-(4-{[2-(2,4-dichlorophenyl)-2-(1H-imidazol-1-ylmethyl)-1,3-dioxolan-4-yllmethoxy}phenyl)-4-(O*-ethyl-diazen-1-ium-
1,2-diolat)piperazine (4a): From 1.4 mmol 3a a brown solid after column purification with ethanol:acetone (1:1) as eluent (62 %
yield); mp 181 °C; 'H-NMR: 250 MHz (CDCls): & 1.39 (t, J = 7.0, 3H) 3.07 (m, 4H), 3.26-3.41 (m, 5H), 3.72-3.77 (dd, J = 8.2, 4.9
Hz, 2H), 3.86-3.90 (dd, J = 6.7, 6.6 Hz, 1H), 4.25-4.53 (m, 5H), 6.74 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.88 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.97 (d, J =
13.6 Hz, 2H), 7.25 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 14.7 Hz, 2H), 7.59 (d, J = 8.4 Hz, 1H); *C-NMR: 250 MHz (CDCl,): 5 14.4,
46.3, 51.3, 51.8, 67.6, 67.8, 69.8, 74.9, 108.0, 115.3, 118.6, 121.1, 127.2, 128.6, 129.3, 131.7, 133.0, 134.7, 135.9, 138.8,
145.8, 152.9; Anal. (C26H30Cl2NsOs): C, H, N.

O’-Ethyl-1-(phenylpiperazin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolate (4b): Brown plates (72 % yield); mp 198 °C; 'H-NMR: 250 MHz
(CDCl3): © 1.40 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 3.37 (t, J = 5.0 Hz, 4H), 3.58 (t, J = 5.1 Hz, 4H), 3.31 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 6.88-6.96 (m, 3H),
7.26-7.33 (m, 2H); ®C-NMR: 250 MHz (CDCl,): 5 14.5, 48.8, 51.3, 69.8, 117.2, 120.6, 129.3, 150.3; Anal. (C1,H1sN,O,): C, H, N.

1-(4-{[2-(2,4-dichlorophenyl)-2-(1H-imidazol-1-ylmethyl)-1,3-dioxolan-4-ylJmethoxy}phenyl)-4-(O*-methoxymethyl-

diazen-1-ium-1,2-diolat)piperazine (5a): From 1.0 mmol 3a a beige solid after column purification with
dichloromethane:methanol (9:1) as eluent (47 % yield); mp 186 °C; 'H-NMR: 400 MHz (CDCls): 5 3.05 (m, 4H), 3.28-3.41 (m,
5H), 3.52 (s, 3H), 3.73-3.77 (dd, J = 8.2, 4.9 Hz, 2H), 3.83-3.95 (dd, J = 6.7, 6.6 Hz, 1H), 4.30-4.39 (quin, J = 5.7 Hz, 1H), 4.39-
4.53 (dd, J = 40.7, 14.8 Hz, 2H), 5.24 (s, 2H), 6.73 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.89 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.97 (d, J = 13.6 Hz, 2H), 7.29
(d, 3 = 8.1 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 14.7 Hz, 2H), 7.56 (d, J = 8.4 Hz, 1H); ®*C-NMR: 400 MHz (CDCls): 5 49.3, 51.3, 51.7, 57.0,
67.7,67.8,74.7,97.9, 108.0, 115.3, 118.7, 121.1, 127.2, 128.4, 129.5, 131.3, 133.0, 134.6, 135.9, 138.8, 145.8, 152.4; FAB-MS
m/z (%):255 (40), 257 (33), 307 (100), 432 (20), 446 (28), 459 (33), 487 (43), 518 (50), 593 (24, [M+H]"); Anal. (C26H30Cl2NeOg):
C,H,N.

0O?-Methoxymethyl-1-(phenylpiperazin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolate (5b): Yellow solid (61 % yield); mp 187 °C; 'H-NMR:
250 MHz (CDCls): 8 3.36 (mc, 4H), 3.51 (s, 3H), 3.64 (mc, 4H), 5.24 (s, 2H), 6.89-6.97 (m, 3H), 7.25-7.29 (m, 2H); *C-NMR:
250 MHz (CDCls): 6 48.3, 51.0, 57.0, 97.9, 117.2, 121.2, 129.3, 150.3; Anal. (C12H1sN4O3): C, H, N.

Oz-(1 -(4-{[2-(2,4-dichlorophenyl)-2-(1H-imidazol-1-ylmethyl)-1,3-dioxolan-4-ylmethoxy}phenyl)piperazine-4-
carboxymethyl)-1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolate (6a): Column purification ~ on silica gel with
ethylacetate:acetonitrile (1:1) then methanol washout to give orange solid (38 % yield); mp 237 °C; 'H-NMR: 400 MHz (CDCls):
5 1.93 (m, 4H), 3.02-3.13 (m, 8H), 3.32-3.36 (m, 1H), 3.55 (mc, 4H), 3.72-3.77 (m, 2H), 3.86-3.90 (dd, J = 6.7, 6.6 Hz, 1H),
4.31-4.37 (quin, J = 5.7 Hz, 1H), 4.39-4.53 (dd, J = 40.7, 14.8 Hz, 2H), 4.80 (s, 2H), 6.76 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.90 (m, 2H), 6.97
(m, 2H), 7.25 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.49 (d, J = 14.7 Hz, 2H), 7.57 (d, J = 8.3 Hz, 1H); ">C-NMR: 400 MHz (CDCl,): 5 22.9, 36.8,
51.3, 51.7, 53.5, 67.6, 67.7, 71.4, 74.8, 108.0, 115.3, 118.8, 121.2, 127.2, 128.4, 129.5, 131.3, 133.0, 134.6, 135.9, 138.8,
145.6, 152.9, 166.7; FAB-MS m/z (%): 202 (48), 217 (55), 235 (50), 255 (100), 432 (38), 446 (51), 459 (70), 471 (63), 489 (64),
517 (39), 547 (82), 600 (69), 660 (42, M*+H), 682 (19, [M+Na]"), 698 (17, M*+K); Anal. (C3oH35CI2N;Og): C, H, N.

O?[(1-Phenylpiperazine-4-carboxymethyl)-1-(pyrrolidin-1-yl)]diazen-1-ium-1,2-diolate (6b): Column purification with
ethanol:acetone (1:1) as eluent gave orange oil (58 % yield); "H-NMR: 250 MHz (CDCls): 5 1.80 (m, 4H), 2.58 (m, 4H), 3.16
(mc, 4H), 3.37 (s, 2H), 3.76 (mc, 4H), 6.87-6.95 (m, 3H), 7.25-7.31 (m, 2H); C-NMR: 250 MHz (CDCls): & 23.8, 41.7, 43.4,
49.4,49.9, 53.9, 58.5, 116.5, 120.4, 129.3, 151.0, 168.6; Anal. (C1sH23N503): C, H, N.

1-(4-{[2-(2,4-dichlorophenyl)-2-(1H-imidazol-1-ylmethyl)-1,3-dioxolan-4-yllmethoxy}phenyl)piperazine-4-
carboxymethylnitrate (7a): Crude light orange solid after column purification with methanol on silica gel (86 % yield); mp >250
°C; 'H-NMR: 250 MHz (CDCls): & 3.03 (m, 4H), 3.27 (m, 5H), 3.47 (s, 2H), 3.72-3.78 (m, 2H), 3.83-3.90 (dd, J = 6.6, 6.6 Hz,
1H), 4.30-4.57 (m, 3H), 6.76 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.88-6.98 (m, 4H), 7.25 (mc, 1H), 7.48 (d, J = 14.4 Hz, 2H), 7.49 (d, J = 8.4 Hz,
1H); "*C-NMR: 250 MHz (CDCls): & 39.6, 50.1, 50.7, 51.2, 51.7, 67.5, 67.6, 74.7, 108.0, 115.3, 119.2, 121.2, 127.2, 128.5,
129.5, 131.4, 133.0, 134.6, 135.9, 138.8, 145.1, 153.3; Anal. (CxH27CIoNsO): C, H, N.

1-Phenylpiperazine-4-carboxymethylnitrate (7b): Red crystals after recrystallization with ethanol/ether (74 % yield); mp
243 °C; "H-NMR: 250 MHz (CDCl3): & 3.21 (m, 4H), 3.70 (mc, 4H), 5.07 (s, 2H), 6.91-6.97 (m, 3H), 7.26-7.34 (m, 2H); *C-NMR:
250 MHz (CDCls): 6 42.0, 44.5, 49.4, 67.7, 116.9, 121.0, 129.3, 150.6, 162.9; Anal. (C12H15N304): C, H, N.

1-(4-{[2-(2,4-dichlorophenyl)-2-(1H-imidazol-1-ylmethyl)-1,3-dioxolan-4-yllmethoxy}phenyl)piperazine-4-ethylnitrate
(8a): Yellow plates after column purification with methanol on silica gel (62 % yield); mp >250 °C; "H-NMR: 400 MHz (CDCls): &
2.64-2.81 (m, 6H), 3.22 (mc, 4H), 3.35 (mc, 1H), 3.72-3.91 (m, 3H), 4.30-4.37 (quin, J = 5.7 Hz, 1H), 4.42-4.65 (m, 4H), 6.76-
6.91 (m, 4H), 6.97 (d, J = 13.6 Hz, 2H), 7.25-7.53 (m, 4H); "*C-NMR: 400 MHz (CDCls): 5 49.1, 52.9, 53.4, 57.7, 67.6, 67.8,
70.4, 74.6, 108.0, 115.3, 117.9, 121.0, 127.2, 128.6, 129.5, 131.3, 133.2, 134.7, 136.0, 138.8, 146.7, 152.3; Anal.
(CstnglstOe): C, H, N.

1-Phenylpiperazine-4-ethylnitrate (8b): Yellow solid after column chromatography first with methanol, then
dichloromethane:n-hexane (2:8) as eluent (55 % yield); mp >250 °C; 'H-NMR: 250 MHz (CDCl3): 6 2.65-2.79 (m, 6H), 3.50 (mc,
4H), 4.62 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 6.85-6.95 (m, 3H), 7.25-7.30 (m, 2H); C-NMR: 250 MHz (CDCls): 5 49.0, 52.9, 55.0, 70.7, 116.2,
119.9, 129.0, 151.1; Anal. (C42H17N303): C, H, N.

1-(4-{[2-(2,4-dichlorophenyl)-2-(1H-imidazol-1-ylmethyl)-1,3-dioxolan-4-ylmethoxy}phenyl)-4-(2,2-dimethyl-3-
oxopropylnitrate)piperazine (9a): White crude product after column purification with dichloromethane:ethanol (9:1) as eluent
(70 % yield); mp >250 °C; '"H-NMR: 400 MHz (CDCls): 8 1.41 (s, 6H), 3.03-3.20 (mc, 8H), 3.28 (m, 1H), 3.67-3.90 (m, 3H), 4.34-
4.53 (m, 3H), 4.59 (s, 2H), 6.74-6-88 (mc, 4H), 6.99 (d, J = 13.6 Hz, 2H), 7.25 (m, 1H), 7.48-7.55 (m, 3H); "*C-NMR: 400 MHz
(CDCl;): d 18.4, 22.4, 421, 45.0, 50.8, 51.3, 58.4, 67.6, 67.8, 74.8, 108.0, 115.3, 118.6, 121.2, 127.2, 128.4, 129.5, 131.4,
133.0, 134.6, 135.9, 138.8, 145.5, 153.0, 172.7; EI-MS m/z (%): 203 (24), 215 (29), 245 (46), 255 (100), 257 (74), 432 (38), 446
(56), 459 (30), 487 (32), 488 (21), 556 (48), 587 (33), 634 (45, [M+H]"); Anal. (C29H33CI:NsO7): C, H, N.

1-Phenyl-4-(2,2-dimethyl-3-oxopropylnitrate)piperazine  (9b): Colourless crystals after recrystallization from
dichloromethane:n-hexane (1:1) (92 % yield); mp >250 °C; 'H-NMR: 250 MHz (CDCls): 5 1.42 (s, 6H), 3.19 (t, J = 5.0 Hz, 4H),
3.80 (, J = 5.0 Hz, 4H), 4.60 (s, 2H), 6.89-6.95 (m, 3H), 7.26-7.33 (m, 2H); *C-NMR: 250 MHz (CDCls): 5 22.4, 42.1, 44.9, 49.5,
79.2,116.5, 120.6, 129.3, 150.8, 172.7; Anal. (C4sH21N304): C, H, N.
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Intermediate compounds for synthesis of 6a/6b, 7a/7b, 8a/8b and 9a/9b: Sodium 1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-
diolate, nitratoacetic acid, 2-bromoethyl nitrate and nitratopivalinic acid were synthesized as described in literature and
analytical data was confirmed.["*#%¢

Appendix (Purity):

M, Calcd Found
Compd. Formula
(g/mol) %C %H %N %C %H %N
2a C24H26CloN4O; 489.4 58.90 5.35 11.45 58.90 5.36 11.38
3a C24H25Cl,NgNaOs 571.4 50.45 4.41 14.71 50.54 4.06 14.37
3b C1oH13NsNaO, 2442 49.18 5.37 22.94 49.22 5.37 22.88
4a C26H30Cl2N6Os 577.5 54.08 5.24 14.55 53.98 5.23 14.22
4b C12H1sN4O2 250.3 57.58 7.25 22.38 57.69 7.28 22.22
5a C26H30Cl2N6Og 593.5 52.62 5.10 14.16 52.95 5.21 13.82
5b C12H1sN4O5 266.3 54.12 6.81 21.04 54.25 6.78 20.86
6a C30H35CloN7Og 660.5 54.55 5.34 14.84 54.17 5.43 14.78
6b C16H2sN503 333.4 57.64 6.95 21.01 57.53 6.99 21.17
7a C26H27ClNsO; 592.4 52.71 4.59 11.82 53.01 4.53 11.68
7b C12H15N304 265.3 54.33 5.70 15.84 54.01 5.56 15.56
8a C26H29ClN5O6 578.4 53.99 5.05 12.11 54.02 4.78 12.14
8b C12H17N304 251.3 57.36 6.82 16.72 57.47 7.09 16.63
9a C29H33ClNsO; 634.5 54.89 5.24 11.04 54.91 5.61 10.94
9b C15H21N304 307.3 58.62 6.89 13.67 58.75 6.89 13.62
Reference List:
(1) Konter, J.; Abuo-Rahma, G. E.-D.; EI-Emam, A.; Lehmann, J. Synthesis of diazen-1-ium-1,2-diolates monitored by

the "NOtizer" apparatus: relationship between formation rates, molecular structure and the release of nitric oxide.
European Journal of Organic Chemistry 2007, 4, 616-624.

(2) Hrabie, J. A.; Klose, J. R.; Wink, D. A.; Keefer, L. K. New nitric oxide-releasing zwitterions derived from polyamines.
Journal of Organic Chemistry 1993, 58, 1472-1476.

3) Saavedra, J. E.; Billiar, T. R.; Williams, D. L.; Kim, Y.-M.; Watkins, S. C.; Keefer, L. K. Targeting nitric oxide (NO)
delivery in vivo. Design of a liver-selective NO donor prodrug that blocks tumor necrosis factor-a-induced apoptosis
and toxicity in the liver. Journal of Medicinal Chemistry 1997, 40, 1947-1954.

(4) Kochergin, P. M.; Titkova, R. M.; Tsyganova, A. M. Synthesis of organic preparations and intermediates based on
nitro esters. XIl. New synthesis of glyoxylic acid and its ethyl ester from glycolic acid. Khimiko-Farmatsevticheskii
Zhurnal 1967, 1, 30-32.

(5) Olah, G.; Noszko, L.; Kuhn, I.; Szelke, M. Preparation of nitrosamines, alkylnitriles, and alkyl nitrates with nitrosyl and
nitryl tetrafluoroborate. Hung. Acad. Sci. 1956, 89, 2374-2377.
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Potency and In Vitro Tolerance of Organic Nitrates:
Partially Denitrated Metabolites Contribute to the
Tolerance-Devoid Activity of Pentaerythrityl Tetranitrate

Andreas Koenig, MS,* Kathrin Lange, MS,* Joerg Konter, MS,* Andreas Daiber, PhD, |
Dirk Stalleicken, MD,} Erika Glusa, MD,* and Jochen Lehmann, PhD*

Abstract: Neither therapeutic dosage of nitrovasodilators nor the
development of tolerance correlates with nitrate groups in these
molecules. Clinically, low dosages of glyceryl trinitrate (GTN)
develop tolerance, but 100-fold higher dosages of pentaerythrityl
tetranitrate (PETN) do not. Vasorelaxation was studied on prosta-
glandian F,, (PGF,,)-precontracted porcine pulmonary arteries in
organ bath procedure. In vitro tolerance was induced by incubating
the arteries with different nitrate concentrations and thereafter con-
centration-response curves were repeated. Furthermore, 14 mg/kg
PETN were daily administered to rats by gavage; PETN and meta-
bolites were measured in feces and blood. In vitro, the vasodilator
potencies increased from mononitrates to tetranitrates (pD,: 4.14 to
8.18); PETN was the most potent vasodilator. In vitro tolerance was
found with PETN and trinitrates but not with dinitrates and mono-
nitrates. Thus, in vitro tolerance correlated with the in vitro potency of
nitrates but not with the vasodilator potency of NO donors in general,
because S-nitroso-N-aectyl-D-penicillamine and N-phenylpiperazin-
NONOate were more potent than GTN but did not induce tolerance.
After feeding of rats with PETN, pentaerythrityl dinitrate (PEdiN)
and mononitrate (PEmonoN) but neither PETN nor PEtriN (both
detected in feces) were found in the blood. The missing systemic
bioavailability of PETN and PEtriN may explain the discrepancy
between in vitro and in vivo findings. We conclude that the partially
denitrated metabolites PEdiN and PEmonoN contribute to the
moderate and tolerance-devoid clinical activity of PETN.

Key Words: organic nitrates, pentaerythrityl tetranitrate, vasodila-
tion, nitrate tolerance, bioavailability

(J Cardiovasc Pharmacol™ 2007;50:68—74)

Organic mononitrates, dinitrates, trinitrates, and tetrani-
trates are used therapeutically for vasodilation in cardio-
vascular diseases. Among these, pentaerythrityl tetranitrate
(PETN) develops little or no nitrate tolerance and fewer
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patients suffer from headaches in comparison to a treatment
with other nitrates such as glyceryl trinitrate (GTN).'™ Various
explanations for the phenomenon of nitrate tolerance have
been proposed and investigations are still ongoing.**> Detailed
studies with GTN suggest a mechanism of tolerance that is
based in part on the inhibition of the mitochondrial aldehyde
dehydrogenase (ALDH-2), which catalyzes the bioactivation
of highly potent vasodilators such as GTN.® Inhibition of
ALDH-2 diminishes the GTN-induced vasorelaxation ten-
fold. However, because bioactivation of higher concentrations
of GTN is thought to be performed by an ALDH-2-
independent mechanism that is not susceptible to exhibit
tolerance, a reduced vasodilator activity is still maintained.
These findings were confirmed by studies with mtALDH"
mice.” Furthermore, tolerance to GTN is accompanied by an
increase in vascular reactive oxygen species production.’

Peroral therapeutic dosage of organic nitrates differs
extremely from each other. Clinically, there is no correlation
between the number of nitrate groups and the vasodilators
efficacy represented by the dosage, or to the development of
nitrate tolerance. Application of a comparatively low dose of
the trinitrate GTN (0.4 to 2.4 mg/day) develops tolerance; the
tetranitrate PETN, which has to be administered in high
dosage of 100 to 240 mg/day, does not. One objective of our
pharmacological in vitro study using isolated vessels was to
investigate and compare the vasorelaxant effects and the
development of acute tolerance, respectively, for PETN
and for its potential metabolites pentaerythrityl trinitrate
(PEtriN), pentaerythrityl dinitrate (PEdiN), pentaerythrityl
mononitrate (PEmonoN), as well as for other nitrates such as
GTN, isosorbide-dinitrate (ISDN), and isosorbide-5-mononitrat
(ISMN). The NO/NO" donor S-nitroso-N-aectyl-D-penicillamine
(SNAP), which is bioactivated differently from the nitrates,
and sodium 1-(Phenylpiperazin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolate
(PHEPIPERAZI/NO), which releases NO spontaneously with-
out bioactivation, were also included. In preliminary studies,
we found that porcine pulmonary arteries respond very
sensitively and reproducibly to organic nitrates. These vessels
possess an endothelium with a high capacity for NO synthesis,
and therefore they are suitable for measuring NO-mediated
endothelium-dependent relaxation.® Porcine pulmonary ar-
teries are simple to handle with regard to the preparation and
the measurement of vascular tone.

So far, such a wide range of NO-based vasodilators have
not been investigated under the same conditions and the same

J Cardiovasc Pharmacol™ * Volume 50, Number 1, July 2007
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vessel. The objectives of our study are to identify the relations
between the structure of a NO donor and its vasodilator
potency and its tendency to induce in vitro tolerance,
respectively. Furthermore, in combination with in vivo bio-
availability studies on rats with PETN, we want yield new
insights into the moderate and tolerance-devoid clinical
activity of PETN.

MATERIALS AND METHODS

Substances

The following drugs were used: bradykinin triacetate
and prostaglandin F,, (PGF,,; Serva, Heidelberg, Germany),
NCnitro-L-arginin methyl ester (L-NAME) and 1H-[1,2,4]
oxadiazole[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ); Sigma, Deisenhofen,
Germany), GTN (Merck, Darmstadt, Germany). ISDN and
ISMN were obtained as gifts from Schwarz-Pharma AG
(Monheim). SNAP was synthesized in our laboratory as des-
cribed recently.” Pure PETN was synthesized by treating pen-
taerythritole with a mixture of nitrous and sulfuric acid. PEtriN,
PEdiN, and PEmonoN were obtained by selectively reducing
PETN using hydrazine hydrate. Sodium 1-(Phenylpiperazin-1-yl)
diazen-1-ium-1,2-diolate (PHEPIPERAZI/NO) was prepared
by treating N-phenylpiperazine and sodium methoxide with
four bar nitric oxide in the NOtizer.'’

Tissue Preparation

According to a previously described protocol,!' lungs
from adult pigs were obtained from the local slaughterhouse.
Small branches of pulmonary arteries were removed, cleared
of parenchyma and connective tissue, and kept in a modified
Krebs-Henseleit solution composed of the following com-
pounds (mM): NaCl 118, KCI 4.7, CaCl, 2.5, MgSO, 1.2,
KH,PO, 1.2, NaHCO; 25.0, and glucose 11.5 (pH 7.4).
Vessels to be used the next day were kept in the refrigerator
(4°C) overnight.

Measurement of Vascular Tone

Pulmonary arteries were cut into rings (2-mm long, 1.5
to 2 mm diameter). In experiments with endothelium-denuded
rings, the endothelium was removed by gently rubbing the
inner surface with a rough plastic rod. The rings were
suspended between two L-shaped platinum hooks and
mounted in a 10-mL organ bath filled with modified Krebs-
Henseleit solution. The solution was kept at 37°C and aerated
with 95% 0,/5% CO,. Preparations were connected to an
isometric force transducer (Hugo Sachs Elektronik, March-
Hugstetten, Germany) to continuously measure changes
in tension. A resting tension of 20 mN was maintained
throughout the experiment. After an equilibration period of 60
min, contractions were induced at intervals of 45 min. The ring
segments were initially made to contract with KCl (45 mM)
and subsequently with PGF,, (2-3 X 3 pM) until the
contractions became constant. Endothelial integrity was
assessed by the bradykinin (10 nM)-induced relaxation of
PGF,,-precontracted vessels. In mechanically endothelium-
denuded arterial rings, pretreated with 0.2 mM L-NAME,
the relaxation induced by bradykinin was less than 10%. The
relaxation response to organic nitrates was studied after

© 2007 Lippincott Williams & Wilkins

the second or third PGF,,-induced contraction had stabilized,
by constructing a cumulative concentration-response curve.
Relaxation responses were expressed as a percentage of the
PGF,, (3 wM)-induced contraction in each tissue.

Measurement of In Vitro Tolerance

To study the relaxation responses after a repeated
exposure of the vessels to the vasodilators, two different
experimental protocols were used. In protocol A, the com-
pounds were given cumulatively up to a maximum relaxation
of 100% and after 30 min a washout time of 45 min was
performed (3 times changing the medium). Thereafter the
cumulative concentration-response curve was repeated. In
protocol B, after 30-min incubation with a bolus of 300 uM of
the compound and a washout period of 45 min, the cumulative
concentration-response curve for the relaxation by the
respective nitrates was performed again. In protocol A, the
arterial rings were pretreated with concentrations of equivalent
vasorelaxation potency; in protocol B, concentrations of the
same molarity were added.

Quantification of PETN Metabolites in Rat
Blood and Feces

The levels of PETN and its metabolites in whole blood
and feces samples were measured on three consecutive days,
using an improved high-performance liquid chromatography
(HPLC)-based method with chemoluminescence nitrogen
detection (CLND) as described previously.'? After cleavage
of conjugates by an aryl sulfatase/glucuronidase-mixture
(VWR International; 5 hours at 40°C), blood samples were
diluted 1:1 with methanol and centrifuged 15 min at 3000 rpm,
completely separating denaturated proteins. Then 100 L of
the clear supernatant were injected directly into the HPLC.
Feces samples were solubilized by freeze drying and then
extracted under reflux with ethyl acetate, isopropanol, and
acetonitrile. The extracts were dried in a nitrogen stream,
resolved in 1 mL of the eluent (methanol/water), and analyzed
by HPLC.

The animal experiments were carried out in the labo-
ratories of the Second Medical Clinic, Johannes Gutenberg-
University Mainz, Germany; details of the experimental
procedures are described elsewhere.® Male Wistar rats (200 g,
Charles River, Sulzfeld, Germany) were fed by gavage
(feeding tube) at intervals of 12 hours with either 7 mg/kg
PETN (suspension in water) or the solvent for 3 days. After
3 days, rats were sacrificed after blood samples were taken
from anesthetized rats. Feces were collected during the last day
of treatment. All animal treatment was in accordance with the
Declaration of Helsinki and the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals as adopted and promulgated by the U.S.
National Institutes of Health. The study was approved by the
Ethics Committee of the University Hospital Eppendorf and
the University Hospital Mainz.

Data Analysis

Data are given as means = SEM for tissues from n ani-
mals. Agonist concentration-response curves were constructed
using GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Prism Software, San
Diego, CA). The calculated pD, presented the negative
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logarithm of the molar concentration producing 50% of the
maximum response. Results were compared using Student’s
t test followed by Bonferroni corrected ¢ test for stepwise
comparison. P values <0.05 were considered to be significant.

RESULTS

Vasorelaxant Effects of Nitrates, SNAP,
and PHEPIPERAZI/NO

In PGF,,-precontracted porcine pulmonary arteries with
intact endothelium, all of the compounds were able to elicit
avasodilation in a concentration-dependent manner (Fig. 1). In
all experiments, a maximum vasodilation has been achieved
(Emax ~100%). PETN proved to be the most potent nitrate,
followed by PEtriN and GTN; the pD,-values of these
trinitrates did not differ significantly (Table 1). The dinitrates
and mononitrates induced less vasodilation. However, ISDN
exhibited a more pronounced relaxant response than did the
respective pentaerythrityl derivative PEdiN. In conclusion, the
results demonstrate that the relaxation potency of the organic
nitrates investigated correlated with the number of nitrate
groups in the molecule. The nitrosothiol SNAP was found
to be nearly equipotent and the phenylpiperazine-derived
diazeniumdiolate PHEPIPERAZI/NO even more potent than
the most active nitrate PETN (Fig. 1, Table 1).

In order to examine whether the relaxant effects of the
organic nitrates depends on the integrity of endothelium,
endothelium-denuded vessels that did not relax to bradykinin
were used. In addition, the endothelial NO-synthase (eNOS)
was inhibited by preincubation with L-NAME (0.2 mM). Com-
pared to the vessels with intact endothelium, the concentration-
response curves in the endothelium-denuded vessels did not
shift significantly, with the exception of PEmonoN, which was
clearly more effective in denuded arteries (Table 1).

To ensure that all tested organic nitrates stimulate the
soluble guanylyl cyclase (sGC) in smooth muscle cells, the
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FIGURE 1. Concentration-response curves for the vasorelaxant
effects of the NONOate PHEPIPERAZI/NO, S-nitroso-N-acetyl-
D-penicillamine (SNAP), PETN, PEtriN, PEdiN, PEmonoN,
GTN, ISDN, ISMN, on PGF,, (3 wM)-precontracted porcine
pulmonary arteries in vitro. Data are means = SEM from 3 to
9 independent experiments.
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vessels were treated with ODQ, a selective inhibitor of the NO-
sensitive sGC. Preincubation of isolated pulmonary arteries
with 10 wuM ODQ shifted the concentration-response curves
for the nitrate-induced relaxation significantly to the right (data
not shown).

Studies of In Vitro Tolerance

Two different procedures (see Methods) were used to
investigate any development of in vitro tolerance by repeated
exposure to the vasodilators. Preincubation was performed
with concentrations of the same vasodilator potency (protocol
A: ECjg0) and in some experiments with a 300 wM bolus
(protocol B) depending on the ECjsy-values of the tested
compounds.

The tetranitrate PETN and the trinitrates PEtriN and
GTN were significantly less potent in the second exposure
(Figs. 2 and 3, Table 2). Depending on the preincubation
procedure, the ECs, values were enhanced by factors ranging
from 11 to more than 30 compared to the control. The bolus
application induced the strongest rightward shift of the
concentration-relaxation curves. Due to its low solubility
and high vasorelaxation potency, a 300 wM bolus could not be
applied to PETN; only a prerelaxation to 100% (protocol A)
was used for this compound (Fig. 3), resulting in a significant
increase of the ECs, value from 7 nM to 102 nM. The
trinitrates PEtriN and GTN induced in vitro tolerance in the
same order of magnitude (Figs. 2 and 3). ISDN developed
some in vitro tolerance after preincubation with a 300 pM
bolus, but generally and in contrast to the trinitrate and the
tetranitrate, the dinitrates (PEdiN, ISDN) and mononitrates
(PEmonoN, ISMN) exhibited no or negligible in vitro toler-
ance in all experimental procedures (Table 2, Figs. 4 and 5).
Protocol B was not performed with mononitrates because the
EC, oo values were already in the range of the 300 uM
bolus. SNAP and the diazeniumdiolate PHEPIPERAZI/NO
were more potent vasodilators than GTN but did not induce
in vitro tolerance, which was exemplified by using protocol A
(Table 2, Fig. 6).

Studies on Bioavailability of PETN in Rats

After feeding rats with 7 mg/kg PETN 2 times per day
by gavage for 3 days, on day 3 we found considerable amounts
of PETN (up to 120.8 to 136.7 ng/g), low amounts of PEtriN
(18.1 to 21.9 ng/g), and very low amount PEdiN (6.4 to 11.6
ng/g) in the feces (Table 3). Neither PETN nor PEtriN was
found in the blood (LOD: 4 ng/mL). PEdiN was quantified in
blood (17 to 33 ng/mL), PEmonoN could not be quantified
because the short retention time of this compound in the HPLC
protocol applied caused it to coelute with other nitrogen-
containing compounds in the blood, but it was indicated by
peak-broadening.

DISCUSSION

The results of our comparative study demonstrate the
vasorelaxant responses of isolated porcine pulmonary arteries
to different types of nitric-oxide-based vasodilators, includ-
ing therapeutically used organic nitrates, their bioactive
metabolites, a nitrosothiol (SNAP), and a diazeniumdiolate
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TABLE 1. Vasodilatatory Effects (pD, Values) of Organic Nitrates and Other NO
Donors on PGF,.-Precontracted Porcine Pulmonary Arteries With Intact Endothelium
and on Endothelium-Denuded + L-NAME (0.2 mM) Pretreated Vessels In Vitro

pD; (n)
Vasodilator Structure Intact Vessels Denuded Vessels
PETN ONO, 8.18 = 0.03 (7) 8.28 = 0.04 (5)
O,NO,
ONO,
O,NO
PEtriN /ONOZ 7.53 = 0.04 (8) 7.94 = 0.08 (4)
HO,
N
ONO,
0,NO”
PEdiN /OH 5.68 = 0.02 (6) 5.72 = 0.03 (6)
HO
]
ONO,
0,NO”
PEmonoN OH 4.14 = 0.02 (7) 4.70 = 0.02 (6)
HO,
ONO,
HO
GTN ONO, 7.44 * 0.02 (6) 7.60 = 0.04 (5)
EONO2
ONO,
ISDN ONO, 6.37 £ 0.03 (7) 6.24 = 0.01 (3)
g‘Iﬁ
O,NO
ISMN ONO; 448 + 0.03 (9) 448 = 0.07 (3)
(o]
H
SNAP NHAc 7.97 = 0.02 (6) ND
HO\“/§_%
o —NO
PHEPIPERAZI/NO Q /\ +,C)' Na* 8.67 = 0.06 (5) ND
N  N—N{
\__/ °N-O

Data are means = SEM from n separate experiments.

(PHEPIPERAZI/NO). In contrast to previous studies reported
in the literature, for the first time the complete set of thera-
peutically relevant organic nitrates together with other types of
NO donors were tested comparatively at the same vascular
preparation and under the same experimental conditions.
The most potent nitrates were PETN, PEtriN, and GTN.
These findings agree with previous organ-bath studies on
isolated vessels from different species, such as rabbit aorta and
bovine coronary arteries, resulting in pD, values for the
relaxant effects which are in the same range as those found in
our study.”*'> The dinitrates and mononitrates were less
effective than the tetranitrates and trinitrates; similar results
were shown by other groups with rat and rabbit aortas.®'?
The dinitrate and mononitrate of isosorbide exhibit a stron-
ger relaxant response than the corresponding pentaerythrityl

© 2007 Lippincott Williams & Wilkins

derivatives. The correlation between vasodilator potency and
number of nitrate groups in the vasodilator substances became
obvious from our results. But apart from this, it is noteworthy
that different physicochemical parameters of the nitrate carrier
molecule further influence the vasorelaxant potency. Using
isolated porcine coronary arteries, we have previously demon-
strated that in a group of mononitrates the benzyl mononitrate
induces a vasorelaxation that was 300 times stronger than that
of cyclohexyl mononitrate.'® Furthermore, it was shown that
the vasodilator potency of differently substituted benzyl
nitrates varied significantly depending on the nature and the
position of the substituents in the benzyl nitrate molecule.'¢
There are contrary reports about the influence of
endothelium on the GTN-induced relaxation. Alheid et al
found an increase in the response to nitrates after removal of
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FIGURE 2. The relaxation to GTN in control and GTN-tolerant
PGF,.(3 pM)-precontracted porcine pulmonary arteries with
intact endothelium. The ECs, values of tolerant vessels are
significantly different from the control (P < 0.05). Data are
means = SEM from 4 to 8 independent experiments.

% Relaxation

endothelium,'” whereas Kojda et al found an endothelium-

independent relaxation.'® Our studies revealed that the
concentration-dependent relaxations induced by the tested
nitrates in pulmonary arteries were roughly similar in vessels
with denuded and with intact endothelium. Moreover, the
results confirmed that the mechanism underlying the vaso-
relaxant response is mediated by the activation of guanylyl
cyclase because inhibiting the enzyme by ODQ diminished the
vasodilator effects of nitrates.

So far, investigations into development of tolerance
in vitro have mainly been carried out for GTN and ISMN.'*"?
The strong attenuation of the vasodilator response to GTN
after repeated administration was also seen in our studies with
isolated porcine pulmonary arteries. Furthermore, we now
demonstrate the appearance of in vitro tolerance for PETN and
PEtriN similarly to GTN. The dinitrates and mononitrates

25 1

1-e PETN-control
50 4 O~ PETN-tolerant after
incubation with EC 4qq
1 & PEtriN-control

75 4 T PEtriN-tolerant after
incubation with EC 449

{ 48 PEtriN-tolerant after

incubation with 300pM
100 T T T T T T
=10 -9 -8 -7 -6 -5 -4

Concentration [logM]
FIGURE 3. PETN- and PEtriN-induced in vitro tolerance of
PGF,.(3 pM)-precontracted porcine pulmonary arteries with
intact endothelium. The “‘tolerant” curves are significantly
different from control (P < 0.05). Data are means = SEM from
4 to 8 independent experiments. Details shown in Methods.
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TABLE 2. Comparison of the Mean of ECs, for the Relaxant
Responses of Different Vasodilators on Nontolerant (Control)
and Tolerant (Preincubation With EC;4) Segments of Porcine
Pulmonary Arteries

ECsy (M)

Control ECs (tolerant)

Vasodilator (Nontolerant) Tolerant ECsg (control)
PETN 6.67 X 107° 1.02 X 1077 15.3
PEtriN 3.55 X 1078 4.00 X 1077 11.3
PEdiN 234 X 10°¢ 3.07 X 107 1.3
PEmonoN 532 % 107° 7.23 X 1073 1.4
GTN 221 x 1078 2.58 X 1077 11.7
ISDN 496 x 1077 6.20 X 1077 13
ISMN 3.96 X 107° 6.67 X 1073 1.7
SNAP 137 X 1078 1.14 X 1078 0.8
PHEPIPERAZI/NO 2.54 X 107° 334 x 107° 13

The ratio of ECso soterans and ECsg conor represents the x-fold reduction of the
vasodilator potency.

developed little or no tolerance in vitro, with PEdiN showing
less attenuation than ISDN (Figs. 4 and 5) after preincubation
with a 300 M bolus. Similar findings were reported for [SMN
compared to GTN."?

We conclude that the development of in vitro tolerance
obviously increases with the number of nitrate groups in
the molecule and hence with the potency of the nitrate, but
generally not with the vasodilator properties of NO donors.
Both the nitrosothiol SNAP and the spontaneously NO-
releasing diazeniumdiolate PHEPIPERAZI/NO exhibited
higher vasodilator potency than GTN but, in contrast to GTN
and PETN, they did not develop in vitro tolerance (Table 2;
Figs. 2, 3, and 6). Obviously, the phenomenon of nitrate
tolerance in vitro might be associated with the bioactivation
processes of the vasodilators. SNAP is bioactivated differently
from the organic nitrates, and the spontaneously NO-releasing

25

1 = PEdiN-control

50 4 2 PEdiN-tolerant after
incubation with EC 409

1 -A- PEdiN-tolerant after
incubation with 300 uM

-8~ PEmonoN-control

1 -O- PEmonoN-tolerant after
incubation with EC 100

% Relaxation

75

100 : ' T '

-8 7 -6 5 4 -3
Concentration [log M]

FIGURE 4. The relaxation to PEdiN and PEmonoN in control

and tolerant PGF,,(3 pM)-precontracted porcine pulmonary

arteries with intact endothelium. The curves are not signifi-

cantly different from control (P < 0.05). Data are means = SEM

from 5 to 8 independent experiments.

© 2007 Lippincott Williams & Wilkins



J Cardiovasc Pharmacol™ ¢ Volume 50, Number 1, July 2007

Potency and In Vitro Tolerance of Organic Nitrates

25

4=k~ ISDN-control

=/ ISDN-tolerant after
50 - incubation with EC 4o

% Relaxation

-A- ISDN-tolerant after
incubation with 300uM

. ISMN I
75 s -contro

ISMN-tolerant after
incubation with EC 4o

100 T T T
-8 -7 -6 -5 -4 -3

Concentration [log M]

FIGURE 5. The relaxation to ISDN and ISMN in control and
tolerant PGF,,(3 nM)-precontracted porcine pulmonary ar-
teries with intact endothelium. Data are means = SEM from 5
to 8 independent experiments.

diazeniumdiolate PHEPIPERAZI/NO needs no bioactivation.
Within the organic nitrates, only the high-potency compounds
GTN, PETN, and PEtriN undergo ALDH2-catalyzed bio-
activation, and they are sensitive to development of in vitro
tolerance unlike the low-potency dinitrates and mononitrates.”
However, the in vitro tolerance allows only few insights in the
mechanism of clinical tolerance caused by chronic treatment;
additional factors may play an important role in vivo. There are
various reports in the literature that the therapy with PETN
does not induce oxidative stress and this is supposed to be
a key factor in preventing clinical tolerance.? Especially, the
increased heme oxygenase (HO)-1 expression and ensuing
formation of cytoprotective bilirubin may contribute as well.*°

All of our in vitro findings are in contrast to the
therapeutic use of PETN, which requires high oral dosage and

25 4

50 -1-@- NONOate-control
] -O- NONOate-tolerant after
incubation with EC 4¢9
75 - -l SNAP-control

{F SNAP-tolerant after
incubation with EC 4g9
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FIGURE 6. Vasorelaxation induced by PHEPIPERAZI/NO
(NONOate) and SNAP in control and tolerant PGF,,(3 pwM)-
precontracted porcine pulmonary arteries with intact endo-
thelium. The ““tolerant’”” curves are not significantly different
from control (P < 0.05). Data are means = SEM from two
independent experiments.
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TABLE 3. Whole Blood and Feces Levels of PETN and Its
Metabolites Upon Administration of 7 mg/kg PETN 2 Times
Per Day by Gavage for 3 Days to Rats (n = 12)

Sample Source PETN PEtriN PEdiN
Blood (ng/mL) ND ND 17-33
Feces (ng/g)
Day 1 38.6-53.9 13.5-16 6.6-8.6
Day 2 38.5-129.5 19.1-24 5.4-8.6
Day 3 120.8-136.7 18.1-21.9 6.4-11.6

ND, not determined because the concentrations in the blood samples were mostly
(n =10) at the LOQ of 11 ng/mL. Only two samples have shown higher amounts. Feces
samples were collected from three animals.

does not develop significant tolerance.”> The missing bio-
availability for PETN—and also PEtriN—due to poor
absorption or a fast hydrolytic degradation to less vasoactive
metabolites may explain the discrepancy between in vitro and
in vivo.?"*? Recently, we could excluded hydrolytic degrada-
tion of PETN in different mediums.'? Only rapid degradation
in vitro occurred after adding thiol. Thus, PETN is supposed to
undergo enzymatic denitration by intestinal microorganisms
yielding the lower nitrate metabolites PEtriN, PEdiN, and
PEmonoN.** After peroral application of PETN to humans, it
was found in the feces and remained present throughout a
3-day period after the drug was administered.?' To our knowl-
edge, PETN has never been quantified in the blood and PEtriN
has only been detected occasionally at very low concen-
trations. Only PEdiN and PEmonoN have been found at higher
concentrations in the blood.>* In healthy volunteers, the
plasma half-life time of PEdiN and PEmonoN amounted to
4 to 5 hours and 10 to 11 hours, respectively.” After feeding rats
PETN, we found considerable amounts of PETN in the feces,
but little PEtriN and very little PEdiN. In agreement with
human investigations, neither PETN nor PEtriN were detected
in the blood of rats; only PEdiN could be quantified by the
HPLC protocol. Therefore, according to the in vivo findings,
in the future in vitro studies on the pharmacological effects of
PETN should also include the effects of PEdiN and PEmonoN.

We conclude that, in vivo, PETN is highly stable and
very poorly soluble and absorbable. Biotransformation and
absorption produce successively limited blood levels of PEdiIN
and PEmonoN. As shown by our investigations, these two
metabolites contribute to the moderate, long-acting, and
tolerance-devoid activity of the PETN.
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Abstract

The influence of nitric oxide (NO) and NO-donors on the permeability of the blood-brain barrier (BBB)
is still not well understood and the literature is quite controversial. Some studies revealed increasing,
others decreasing or even no effects of NO-donors on the BBB permeability. In this work we report
about the influence of three diazeniumdiolates, which release NO spontaneously and three different
diazeniumdiolate prodrugs, which have to be cleaved chemically or enzymatically before releasing
NO, on the BBB permeability of a primary porcine endothelial cell monolayer. By measuring the flux of
a small polar molecule (carboxyfluorescein: CF) we could show, that the releasers PHEPIPERAZI/NO,
DBA/NO, DETA/NO reduced the BBB permeability. In contrast, the prodrugs Et-PHEPIPERAZI/NO
and Tosyl-PYRRO/NO increased the permeability, whereas the prodrug Et-BUPIPERAZI/NO reduced
it. Blocking the effect of the BBB permeability reducing compounds could be done by methylene blue,

whereas permeability increasing effects could not be blocked.

Keywords: Diazeniumdiolate; NO-donor; NONOate; blood-brain barrier; primary porcine endothelial

cells; permeability



Introduction

Nitric oxide (NO) has been found to exert positive [1; 2; 3; 4] and negative [5; 6] influence on the
permeability of venules of different origin. Most of the investigations were done by using NO agonists
or NO synthase inhibitors to discern its role on vascular permeability. Further studies used NO-donors
or gaseous NO to investigate the permeability changing. The findings of these studies are
controversial, since some authors have shown a decrease in peripheral vascular permeability or no
effect [7; 8; 9; 10; 11], while others have found an increase by the use of NO-donors [12; 13; 14].
Studying the effect of different NO-donors on the cerebrovascular endothelium showed an increasing
effect on the permeability [15; 16] especially by using higher concentrations of the NO-donor in the
blood-brain barrier model [17]. What kind of influence a NO-donor exerts on cells is also dependent on
the “kind of NO” which is released [18]. The three different redox forms NO’, NO" and NO™ can be
released depending on the used type of NO-donor. In this in vivo investigation three diazen-1-ium-1,2-
diolate derivatives, also called NONOates, and three different prodrugs of these direct releasers were
synthesized and tested (Fig. 1). The nitrogen bound NONOates, used in this study, release the NO
radical exclusively and are ideal tools to study the effects of nitric oxide on the BBB, due to their
predictable first order NO liberation and variable half lives depending on the NONOate used. But,
because of the short half-life of some compounds in aqueous buffer, the actual intracellular NO
concentration is questionable which limits their usefulness in in vivo experiments or even as drugs with
a therapeutic aim. One possibility to circumvent this limitation is the design of prodrugs that can not
release NO unless they are chemically or enzymatically converted to the drug.

The cell culture model used in this study was formed by freshly isolated porcine brain endothelial cells,
growing on the upper side of a Transwell® filter insert. To obtain information on the tightness of the
endothelial monolayer, the transendothelial electrical resistance (TEER) was measured by using a
chopstick electrode. In order to gain information on the influence of different NONOates and NONOate
prodrugs on the permeability of the blood-brain barrier model, the flux of a marker substance (CF) was
determined.

The first goal of this study was to examine the general influence of NO on the permeability of
monolayers of primary porcine endothelial cells. The second aim was to find out if there are

differences in the effect of spontaneously releasing NONOates and the NONOate prodrugs.

Materials and methods

Materials and Chemicals

The cell culture media M199 and Dulbecco’s minimal essential medium/Ham’s F12 (DMEM/Ham'’s
F12), 10-fold hanks balanced salt solution (HBSS), horse serum used for the cell culture media,
penicillin/streptomycin 100-fold solution and the trypsin were purchased from PAA Laboratories GmbH
(Austria). Puromycin for purity improvement of the cells was purchased from Calbiochem®, Merck
Biosciences GmbH (Germany), the enzymes dispase and collagenase from Invitrogen GmbH

(Germany). Rat tail collagen solution (4 mg/ml) was obtained from SERVA Electrophoresis GmbH



(Germany). Carboxyfluorescein, dimethylsulfoxide (DMSO), hydrocortision and chemicals for the
synthesis of the NONOate derivatives were purchased from Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Germany),
cell culture flasks from Greiner Bio-One GmbH (Germany) and the Costar® Transwell® cell culture

inserts from Corning B.V Life Sciences (The Netherlands).

Synthesis of NONOate derivatives

The sodium salt NONOates sodium 1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolate (PYRRO/NQO), sodium
1-(phenylpiperazin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolate (PHEPIPERAZI/NO), sodium 1-(butylpiperazin-1-
yl)diazen-1-ium-1,2-diolate (BUPIPERAZI/NO) and sodium 1-(N,N-dibutylamino)diazen-1-ium-1,2-
diolate (DBA/NO) were synthesized by the general procedure described previously [19; 20]. The
intramolecular salt 1-[N,N-di-(2-aminoethyl)amino) diazen-1-ium-1,2-diolate (DETA/NO) was
synthesized as reported in literature [21].

The synthesis of the prodrugs Et-PHEPIPERAZI/NO, Et-BUPIPERAZI/NO and Tosyl-PYRRO/NO was

accomplished as described below, the latter one by a modified procedure given in literature [22].

Oz-EthyI-l-(phenyIpiperazin-l-yl)diazen-l-ium-l,z-diolate (Et-PHEPIPERAZI/NO):

1 g (@4 mmol) of pulverized sodium 1-(phenylpiperazin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolate
(PHEPIPERAZI/NO) was added to a suspension of 800 mg sodium carbonate in 60 mL
hexamethylphosphoramide (HMPA) at 5°C under stirring. A solution of 6 mmol iodoethane in 10 mL
HMPA was added dropwise keeping the temperature below 10°C. The ice bath was removed and
stirring was continued over night. The remaining solids were filtered off, equal amounts of water and
ethyl acetate were added to the filtrate, the ethyl acetate was extracted and washed with water several
times, and afterwards dried over sodium sulfate and evaporated. The resulting light brown oil was
purified by silica column chromatography with ethanol:hexane (1:2) and yielded 820 mg (82%) of a
brownish solid. "H-NMR (CDCl3) & 1.37 (t, 3H, J= 7.0 Hz), 3.29 (t, 4H, J= 5.3 Hz), 3.50 (t, 4H, J= 5.3
Hz), 4.24 (q, 2H, J= 7.0 Hz), 6.88 (m, 3H), 7.21 (m, 2H). Anal. Calcd. for C4,HgN4O, (250,x): C 57.58,
H 7.25, N 22.38, O 12.78; Found: C 57.66, H 7.02, N 22.36.

O’-Ethyl-1-(butylpiperazin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolate (Et-BUPIPERAZI/NO):

This compound was prepared and purified as described for Et-PHEPIPERAZI/NO from the sodium salt
of BUPIPERAZI/NO and purified through silica column chromatography with dichlormethane. Pale
brown oil (93%) was obtained. "H-NMR (CDCl3) & 0.9 (t, 3H, J= 7.1 Hz), 1.25-1.54 (m, 4H, J= 7.1 Hz),
1.38 (t, 3H, J= 7.1 Hz), 2.34 (t, 2H, J= 7.1 Hz), 2.59 (t, 4H, J= 5.0 Hz), 3.42 (t, 4H, J= 5.0 Hz), 4.25 (q,
2H, J= 7.1 Hz). Anal. Calcd. for C4oH2N40, (230): C 52.15, H 9.63, N 24.33, O 13.89; Found: C 52.12,
H 9.76, N 23.96.

O?-(p-Methylbenzen-sulfonyl)-1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolate (Tosyl-PYRRO/NO):

0.58 g (3.8 mmol) of pulverized sodium 1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolate (PYRRO/NO) was
added to a suspension of 800 mg of sodium carbonate in 50 mL of tert-butyl methyl ether at 5°C under
stirring. 1.0 g (5.25 mmol) of p-tosyl chloride dissolved in 10 mL tert-butyl methyl ether was added

dropwise under cooling to the suspension and then stirred for 48 h at room temperature. After suction



filtration, the clear colorless filtrate was kept refrigerated until white crystals precipitated (62% yield).
'H-NMR (CDCl;) 3 1.97 (t, 4H, J= 5.0 Hz), 2.46 (s, 3H), 3.60 (t, 4H, J= 5.0 Hz), 7.36 (d, 2H, J= 8.1
Hz), 7.89 (d, 2H, J= 8.1 Hz). Anal. Calcd. for C41H4sN30,4S (285): C 46.30, H 5.30, N 14.73, © 22.43, S
11.24; Found: C 46.21, H 5.09, N 14.92, S 11.16.

The half-lives for the NO release from the NO donors was determined with a Jasco V-570 UV-
spectrometer in phosphate buffer pH 7.4 at 37°C with a NONOate concentration of 10*M. The
decrease of absorption was measured at a wavelength of 251 nm over a period of 30 minutes. By
plotting the absoption logarithmically and linear regression analysis the rate constants (k) were
determining and used to calculate the half-lives [s] of the respective NONOates using the formula t;,=
In2/k. R*-values were higher than 0,998 and every measurement was carried out at least three times

to ensure reproducibility within £5% [22].

Isolation of porcine brain endothelial cells

The isolation procedure was described in detail by Franke et. al. [23]. In brief, three fresh porcine
brains obtained from the slaughterhouse were purged from meninges and capillaries, followed by the
digestion of brains with the enzyme dispase to release the capillaries. After separating the capillaries
by centrifugation and filtration a second enzymatic digestion was carried out using a mixture of
dispase and collagenase (1+1). The obtained endothelial cells were seeded in T175-cell culture flasks

with rat-tail-collagen-coated surfaces. For one brain two T175-cell culture flasks were needed.

Cell culture conditions

For culturing the porcine endothelial cells, puromycin-containing medium M199 was used on the first
two days after extraction, to assure the highest possible purity of the endothelial cells. The puromycin-
containing medium contained 10 % horse serum, 200 units/ml penicillin, 0.2 mg/ml streptomycin and 2
pg/ml puromycin. After the first two days, the medium was replaced with a horse-serum containing
M199 medium without puromycin. This medium was changed on the 4" day after the extraction of the
porcine endothelial cells to a serum free Dulbecco's Modified Eagle Medium/Ham’s F12 medium
(DMEM/Ham’s F12 medium). DMEM/Ham’s F12 contained 200 units/ml penicillin, 0.2 mg/ml
streptomycin and 550 yM hydrocortisone.

Coating of flasks and filters

All surfaces on which endothelial cells grew and formed cell monolayers had to be coated with rat-tail
collagen [24]. For coating of the T175-flasks with a surface of 175 cm?, 3 ml of the 0.1 mg/ml rat-tail
collagen solution were added to the flask and then the flask was dried for 3 days at 37 °C. No further
washing steps were performed, before the cell suspension was added to the flask. For the coating of
the Costar® Transwell® filter inserts, a solution of 0.04 mg/ml rat tail collagen was prepared. 100 pl of
the rat tail collagen solution was added to the filter insert and incubated over night in an incubator at

37 °C. Finally the inserts were totally dried in the air flow of the laminar air flow workstation.



Permeability experiments

To control the tightness of the endothelial monolayer the transendothelial electrical resistance (TEER)
was measured by using a chopstick electrode and the Millicell®-ERS-device. Since the monolayer is
tight when the resistance is above 300 Ohm*cm? [23], all permeability experiments were done with
monolayers showing a resistance higher than 300 Ohm*cm?. Monolayers with lower resistance were
not included in the investigation. In order to estimate the permeability of the endothelial monolayer, the
CF flux was determined. The medium in the acceptor compartment of the inserts was replaced with
the hank’s balanced salt solution (HBSS). For the control experiment, CF was added to the inner
compartment of the inserts at a concentration of 1 yM and the amount of CF in the acceptor
compartment was measured spectroscopically. To estimate the influence of NO-donor substances the
NO-donor was dissolved in 0.1 N NaOH (1ul) and then added to the inner compartment of the
Transwell® insert parallel to the addition of CF. NO-donor prodrugs were dissolved in DMSO (1ul) and
then added to the inner compartment. During the experiment the Corning® Transwell® filter containing
12-well plate was shaken at 500 rpm. Every 10 minutes a sample of 100 yl was withdrawn from the
acceptor compartment and poured into a well of a 96-well-plate. The acceptor compartment was
refilled with 100 ul of the fresh buffer solution. The fluorescence of the sample was measured in a
plate reader (BMG FLUOstar Optima, Germany) and the CF concentration was calculated by the
calibration curve analysis. The CF concentration used for the calibration curve ranged from 0.0001 pM
to 1 uM.

Methylene blue experiments

The effect of methylene blue on the influence of NO-donors and NO-donor prodrugs was investigated
in a separate experiment.

A concentration of 50 uM of methylene blue was chosen to inhibit the intracellular available guanylate
cyclase. 5 pl Methylene blue solution (5 mM) was added 10 minutes before the addition of the NO-
donor compounds to ensure that methylene blue penetrates into the endothelial cells and inhibit the
guanylate cyclase. 1.25 yl per insert of a 100 mM solution of sodium salt NONOates or NO-donor

prodrugs were used.

Estimation of the apparent permeability coefficient (Papp)

To estimate the P,,,, we used the method described in literature [25; 26]. The Pgy-value was
calculated by using the following equation:

Papp=dQ/t*Va/A*1/100%*1/x

dQ/dt represents the slope of the diagram concentration versus time (%/sec), Va represents the
volume of the acceptor compartment (1.5 ml), A represents the surface of the filter insert (1.13 cm?)
and x represents the ratio between the volume of the acceptor compartment and the volume of the

donor compartment (x was 3 in all experiments).

Statistical analysis
Data are presented as means + standard errors of the mean (SEM). Comparisons between groups

were made using Student’s t test. Differences were considered significant at p < 0.05 level.



Results
Effect of direct NONOates on the BBB.

For this study we used the three NO-donors: PHEPIPERAZI/NO, DBA/NO and DETA/NO (see Fig. 1),
that liberate NO directly after dissolution in aqueous media. The half-life of the NO-donors at pH 7.4
range from minutes for PHEPIPERAZI/NO and DBA/NO to several hours for DETA/NO. The
investigated NONOate salts decreased the permeability of the endothelial cell monolayer for CF in a
dose-dependant manner (Figs. 2-4). In Fig. 2 the CF concentration in the acceptor compartment
versus time is shown, after treatment with three different concentrations of PHEPIPERAZI/NO (which
has a half-life of approximately four minutes). PHEPIPERAZI/NO induced a significant decrease of the
Papp €ven at the lowest used concentration of 100 uM. By increasing the NO-donor concentration, the
BBB permeability further decreased. The P, for the treatment at 100 uM was 9.00 x 10° + 3.32 x 10
cm*s™, 3.00 x 10 + 1.07 x 10 cm*s™ for 250 uM and only slightly lower when treated with 500 yM of
PHEPIPERAZI/NO (2.18 x 10° + 0.80 x 10° cm*s™). The untreated monolayer showed a significant
higher permeability with a permeation coefficient of 27.74 x 10 + 8.61 x 10° cm*s™. Furthermore, the
increase of CF concentration — on a lower level compared to control — was quite linear with time. In
conclusion, the treatment with PHEPIPERAZI/NO in different concentrations lowered the permeability
in a dose dependent manner. By using 100 uM the permeability coefficient was reduced to 38.0 + 8.7
% of the control, further reductions were achieved with higher concentrations (250 uM: -12.7 + 2.8 %
and 500 uyM: - 9.2 £ 2.1 %).

DBA/NO reduced the permeability for CF in all investigated concentrations (100 pM, 250 yM and 500
MM) compared to the untreated monolayers (Fig. 3). The half-life for DBA/NO is approximately 1.5 min
at pH 7.4. The increase of the CF concentration in the acceptor compartment was very low compared
to the experiment with PHEPIPERAZI/NO. Note that this was due to the higher tightness of the
monolayer in the batch used for this experiment. The apparent permeability coefficients of the CF flux
after the treatment with the three investigated concentrations of DBA/NO were lower than the apparent
permeability coefficient of the flux of the untreated cells. In contrast to the action of PHEPIPERAZI/NO,
there was no significant difference between the three investigated concentrations (100 uM, 250 uM,
500 uM) of DBA/NO and the permeation coefficients were found to be similar: for 100 uM the P,,, was
0.64 x 10° + 0.005 x 10® cm*s™, for 250 pM it was 0.66 x 10° + 0.21 x 10° cm*s™ and using the
highest concentration of 500 uM the P.,, was 0.46 x 10° + 0.14 x 10° cm*s”. The untreated
monolayer reached a P,,, of 1.83 x 10° + 0.17 x 10° cm*s™. The reduction of the apparent
permeability coefficient for the 100 uM and the 250 uM concentration of DBA/NO was nearly the same
(35.0 £ 1.5 % and 36.3 £ 7.4 % of the control). After applying DBA/NO in a concentration of 500 uM
the P,pp-value was reduced to 25.2 + 4.9 % of the control.

Similarly, the treatment with DETA/NO (compound with the longest half-life of the investigated non-
prodrug NO-donors, i.e. ~20 hours in a solution of pH 7.4 at 37°C [27]), resulted in the reduction of the
permeability of the marker substance (Fig. 4) and lowered permeability coefficients, especially at
higher concentrations. The influence of the low concentration of DETA/NO, i.e. 100 uM, was weak and

there is no significant difference in the permeation coefficients of 100 yM NO-donor treatment and



untreated control cells. For untreated endothelial cells (control) a P, of 27.74 x 10° + 8.61 x 10°
cm*s” was found which slightly decreased with the use of the 100 uM DETA/NO to a value of 24.04 x
10 + 4.34 x 10° cm*s™. The 250 uM DETA/NO solution yielded a higher significant reduction of the
permeability, especially in the first 60 minutes (Papp: 11.10 X 10 + 2.00 x 10°® cm*s'1) after addition.
Surprisingly, at a concentration of 500 uM no further permeability decrease was observed (11.63 x 10
®+2.07 x 10° cm*s’). The use of the 100 yM DETA/NO did not change the permeability coefficient
compared to the control (101.6 + 15.5 % of the control). However, P,,, decreased using higher
concentrations of DETA/NO (250 uM: -46.9 £ 7.2 % and 500 uM: - 49.2 £ 7.5 %).

Nitric oxide donor prodrugs

NO donor prodrugs like Et-PHEPIPERAZI/NO, Et-BUPIPERAZI/NO and Tosyl-PYRRO/NO (Fig. 1)
have to be cleaved by cell enzymes in order to produce the corresponding NO releasing NONOates
PHEPIPERAZI/NO (t,,= 4 min); BUPIPERAZI/NO (t;,= 3 min) and PYRRO/NO (t;,= 3 sec.).

A concentration vs. time plot (Fig. 5) shows the influence of increasing concentrations of the NO-
donor-prodrug Et-PHEPIPERAZI/NO on the permeability of CF in the BBB model. In contrast to the
treatment with the corresponding “drug” PHEPIPERAZI/NO, the permeability of the marker CF
increases dramatically in a dose dependent manner. In this experiment, the untreated cells (control)
showed a permeation coefficient of 1.88 x 10° + 0.17 x 10°® cm*s™. The lowest increase was obtained
with 100 uM of Et-PHEPIPERAZI/NO, and the corresponding apparent permeation coefficient was
7.77 x 10° £ 0.008 x 10° cm*s™, which is 416.8 + 22.1 % of the untreated monolayer. The 250 uM
solution of Et-PHEPIPERAZI/NO increased the permeability further (P, of 38.91 x 10° £ 6.54 x 10
cm*s™ = 2086.4 + 238.8 % of control) and the highest concentration of Et-PHEPIPERAZI/NO resulted
in the highest flux of CF (Papp = 57.23 x 10 + 3.55 x 10° cm*s™ = 3068.9 + 174.9 % of the control).
TOSYL-PYRRO/NO, the substance with is cleaved to the fast releaser PYRRO/NO, also increased the
flux through the endothelial monolayer (Fig. 6): P, = 31.69 x 10° £ 1.18 x 10° cm*s™ for the 100 uM
concentration, 92.03 x 10° + 4.94 x 10° cm*s™ for 250 uM and 83.93 x 10° + 2.07 x 10° cm*s™ for
the highest concentration of TOSYL-PYRRO/NO (Control: 4.57 x 10° + 0.16 x 10° cm*s™). This
increase of the CF flux was obviously not further enhanced by the use of the highest concentration of
TOSYL-PYRRO/NO (500 uM). The lowest concentration increased the permeation to 708.9 + 15.1 %
of the control, the median concentration of 250 uM led to the highest permeation (2019.2 + 66.2 % of
the control), while the highest investigated concentration (500 uM) led only to 1841.4 + 45.8 % of the
control.

The third NONOate prodrug Et-BUPIPERAZI/NO influenced the primary porcine endothelial cell
monolayer differently compared to other NO-donor prodrugs. Similar to the directly NO donating
NONOates it did not increase, but it reduced the flux of CF in a concentration dependant manner (Fig.
7). With increasing the concentrations from 100 uM to 500 uM, the increase of the concentration of the
marker substance in the acceptor compartment was lower in respect to the control. The corresponding
apparent permeation coefficients illustrate this effect. For the 100 uM solution of Et-BUPIPAZI/NO the
Papp Was 3.70 x 10° £ 0.21 x 10°® cm*s™, for the 250 UM solution the P, was 2.13 x 10° + 0.24 x 10
cm*s™, and by applying the 500 uM Et-BUPIPERAZI/NO a P,,,-value of 1.81 x 10°  0.44 x 10° cm*s’



! was obtained. These low values represent reductions of 81.1 + 2.7 % (100 M), 46.7 + 2.7 % (250
uM) and 39.6 £+ 4.9 % (500 pM) of the control. For the untreated cells we found a permeation
coefficient of 4.57 x 10° + 0.16 x 10°® cm*s™. A significant difference to the control was only observed
by using higher concentrations, i.e. 250 uM and 500 uM solution of this prodrug, whereas the curve for
the 100 uM Et-BUPIPERAZI/NO treatment was nearly identical to control.

Methylene blue experiments

Many biological effects of nitric oxide are performed by stimulating the soluble guanylate cyclase
(sGC), thus increasing the intracellular amount of cyclic guanylate monophosphate (cGMP).
Methylene blue is known to inhibit this enzyme [28; 29] and additionally acting as a NO scavenger [30;
31]. Therefore, it may block physiological effects in the cell culture system caused by subsequent
addition of NO-donors.

The results of the investigation of the methylene blue addition prior to the addition of the NO-donors or
NO-donor prodrugs to the monolayer of the endothelial cells are summarized in Table 1.

The use of the 250 yM DETA/NO resulted in a permeability P.p, of 51.7 + 2.7 % relative to control,
thus showing a significant reduction compared to the control. Upon applying DETA/NO together with
the radical scavenger methylene blue, the permeation coefficient raised to 141.4 + 12.4 % of the
control. The same was observed using the NO-donor DBA/NO, i.e. the Py, increased from 67.0 + 6.4
% of the control value without methylene blue to 146.7 + 12.9 % with methylene blue. The highest
effect of methylene blue on the change of the Py -value was observed using PHPIP/NO. The
permeation coefficient raised to 314.0 = 20.5 % when PHPIP/NO was added. The combination of both
PHEPIPERZI/NO and methylene blue reduced the P,yp-value to 67.1 + 1.3 % of the control. Addition
of methylene blue led to a significant change of the Py,-values for all investigated NO-donors which
spontaneously release nitric oxide in aqueous medium at pH 7.4 (Fig. 8).

It was not possible to block the permeability increasing effect of TOSYL-PYRRO/NO, Et-
PHEPIPERAZI/NO and Et-BUPIPERAZI/NO using methylene blue (Fig. 8). This fact is also illustrated
by the percentage enhancement of the apparent permeability coefficient. In the case of the NO-donor
prodrug TOSYL-PYRRO/NO the percentage of the permeation coefficient enhancement was 1539.5 +
48.0 % of the control for the experiment without methylene blue, whilst in the experiment with
methylene blue the value was 1356.0 + 45.6 % of the control. The value of the percentage
enhancement of the Py, for the experiment with Et-PHEPIPERAZI/NO was 1210.0 = 184.9 % of the
control without methylene blue and 1361.3 + 85.3 % for the treatment with NO-donor prodrug and
methylene blue. Methylene blue was able to further increase the effect of the prodrug Et-
BUPIPERAZI/NO. The permeation coefficient raised from 283.0 £+ 19.3 % of the control in the
experiment with Et-BUPIPERAZI/NO to a value of 938.3 + 49.9 % of the control in the test with
methylene blue and Et-BUPIPERAZI/NO.



Discussion

The main function of the blood-brain barrier (BBB) is the maintenance of the cerebral liquor
composition and the environment of the nerve cells. Many factors influence the regulation of the
permeability of the BBB. Nitric oxide has been reported to be one of them [10; 18; 32; 33].

Primary endothelial cells are considered to be the blood-brain barrier model closest to the in vivo
situation. They retain most of the cell properties of the brain capillary endothelial cells. Despite of this,
the biggest disadvantage in using primary endothelial cells as model is the loss of some features
during cultivation. In fact, one should not work with cells which are often passaged to gain information
which are related closer to the in vivo situation. Therefore, we worked with primary endothelial cells
which were passaged only once to ensure that all data generated on the influence of the NO-donating
compounds on the permeability of the BBB are as close as possible to the in vivo conditions.

All of the investigated NO-donors, which spontaneously release NO in the aqueous solution
(PHEPIPERAZI/NO, DBA/NO, DETA/NO), decreased the permeability of the endothelial monolayer in
our BBB model in a dose dependant manner. The strongest “tightening” effect was found for DBA/NO
and the resulting permeability coefficients were the lowest measured. PHEPIPERAZI/NO and
DETA/NO were found to be less effective and less dose dependent, i.e. the effect on the endothelial
cells could not be increased by increasing the concentration of the NO-donor above 250 uM.

In the investigation of Wong et al. [34] DETA/NO showed an increasing effect on the transendothelial
electrical resistance (TEER) and similarly a decreasing effect on the permeability for horse radish
peroxidase in an in vitro-model formed by confluent human brain microvessel endothelial cells. By
using 100 uM DETA/NO there was seen a 20% increase in TEER and a 50 % reduction for the horse
radish permeability. These data are in good correlation with our findings for the DETA/NO treatment of
endothelial monolayers. The use of 250 yM and 500 uM of DETA/NO reduced in our experiment the
permeability coefficient for CF to 50 % of the control. Boje and Lakhman [18] treated rats with
DETA/NO and found that this NO-donor has no effect on the permeability in the in vivo experiment
compared to untreated animals. The other NONOates used in the study of Boje and Lakhman showed
slight to moderate permeability increasing effects on the permeability of the blood-brain barrier. Our
results and the results of Wong et al. [34] are not in accordance with this effect, i.e. we could show a
permeability decreasing effect of direct NO-donor substances on the endothelial cells, at least for the
tested marker substance CF. This result could be an indication, that the in vitro results are not
vigorous enough to be seen in vivo. Mayhan [33] investigated SIN-1 and SNAP by performing several
in vivo experiments. In contrast to our findings upon using NONOates, they observed a permeability

increase after infusion of SIN-1 or SNAP obtained by an increased clearance of FITC-dextran-10k.

NO-donor prodrugs have not been investigated before in this context. Therefore we synthesized three
novel diazeniumdiolate prodrugs (Et-PHEPIPAZI/NO, TOSYL-PYRRO/NO, Et-BUPIPERAZI/NO). Due
to their stability in aqueous solution and their higher lipophilicity, the resulting intracellular amount of
NO in our model is supposed to be higher than by using NONOate sodium salts which instantaneously
start to liberate NO extracellulary after being dissolved in the buffer. According to this, we conclude
that the effects of these prodrugs are based on an intracellular release of NO exclusively. A possible

explanation of the action of NO-donor prodrugs on endothelial cells is the increase of cGMP by



activation of intracellular guanylate cyclase by the released NO [6]. Chi et al. [35] showed a dose
dependent increase in the permeability of brain microvessels by cGMP. The possibility that the
permeability increase is simply caused by cytotoxic effects from higher intracellular NO concentration
is unlikely, as the third prodrug Et-BUPIPERAZI/NO did not show this effect. Cytotoxic studies done by
our group showed no cytotoxic effect of NO-donors and NO-donor prodrugs on primary endothelial
cells (Data not shown).

Hurst and Fritz [32] have shown this intracellular effect of NO by using the intracellular accumulating
substance Roussin’s black salt which is not able to release nitric oxide outside the cells. This
compound reduced the resistance of a co-culture model of human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC-304) in a dose-dependent manner. In that investigation it was possible to inhibit the
described effect by the use of haemoglobin and methylene blue.

Our results are in accordance with these findings, i.e. we could also inhibit the permeability reducing
effect of the investigated NO-donors PHEPIPERAZI/NO, DBA/NO and DETA/NO by the use of
methylene blue. The permeability increasing effect of TOSYL-PYRRO/NO and Et-PHEPIPERAZI/NO
could not be reduced by using the substance methylene blue. Methylene blue acts in two ways. It can
block the guanylate cyclase activity [28; 29] and it may act additionally as a NO-scavenger via
generation of the superoxide anion [30; 31]. The amount of methylene blue could be to low to prevent
the activation of the guanylate cyclase by the high amount of NO released by the NO-donor
substances TOSYL-PYRRO/NO and Et-PHEPIPERAZI/NO.

The generation of the superoxide anion by methylene blue reduces the amount of NO in the donor
compartment released by the spontaneously releasing NO-donor substances. Hence the permeability
reducing effect of NO-donors was blocked when methylene blue was administered to the endothelial
cells.

We conclude that the mechanism of increasing the permeability of the endothelial cells induced by
NO-donor prodrugs was different compared to the mechanism of decreasing the permeability upon
treatment with spontaneously NO-releasing compounds.

The influence on the permeability of endothelial cells depends mainly on the released NO species; this
was shown by the investigation of Boje and Lakhman [18]. We only used compounds in our
investigations which release the radical form NO™ and therefore observed influences only depend on
this. Hence, the influence on endothelial cells should be comparable between NO-donors and NO-
donor prodrugs. Our different findings for NO-donors, which reduce the permeability of endothelial
cells, and NO-donor prodrugs, which increase dramatically the permeability could certainly not be a
result of different NO-species.

The amount of NO which is present to react with the intracellular guanylate cyclase is lower by the use
of direct NO-releasers, while the intracellular NO concentration is higher using permeable NO-donor
prodrugs. The level of cGMP produced by the cells, increases by the influence of the NO-donor
prodrugs. We conclude that increasing intracellular levels of cGMP can decrease the permeability,
while low levels of cGMP accordingly increase the permeability of the blood brain barrier.

The present study demonstrates that the newly developed NO-donor prodrugs showed a different

behaviour compared to the spontaneous NO releasers.
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Table 1. Apparent permeation coefficient for the NO-donor treatment compared with NO-donor
treatment after incubation of the cells with methylene blue and compared with untreated cells, Pgpp-

values are mean + SEM (x 10°® cm*s'1), experiments were done as triplicate

Control without NO- 250 yuM NO-donor 250 uM NO donor +

donor 50 uM methylene blue
PHEPIPERAZI/NO 0.85+0.00 267 +0.35 0.57 +0.02
DBA/NO 1.83+0.17 1.18+0.14 2.58 +0.26
DETA/NO 1.83+0.17 0.91+0.02 2.56 +0.32
Et-PHEPIPERAZI/NO 4.57 £0.16 55.15 + 16.72 62.05 + 7.46
TOSYL-PYRRO/NO 4.57 £0.16 70.17 £ 3.60 61.81 £ 3.53
Et-BUPIPERAZI/NO 1.83+0.17 5.21+0.36 17.34 £ 0.39
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Fig. 1. Chemical structure of the used NONOates (A) and NONOate prodrugs (B)
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Fig. 2. Time course for the concentration of the marker substance carboxyfluoresceine in the acceptor
compartment for the untreated cells (control) and by adding the NO-donor PHEPIPERAZI/NO at
concentrations of 100 uM, 250 uM and 500 uM, values are mean + SEM

14



% of initial donor compartment concentration of
Carboxyfluoresceine in the acceptor compartment

—=— control without treatment with NO-donor
—— 100 uM
—v— 250 uM
—4— 500 pM

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
time [min]

Fig. 3. Time course for the concentration of the marker substance carboxyfluoresceine in the acceptor

compartment for the untreated cells (control) and by adding the NO-donor DBA/NO at concentrations
of 100 uM, 250 uM and 500 pM, values are mean + SEM
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Fig. 4. Time course for the concentration of the marker substance carboxyfluoresceine in the acceptor

compartment for the untreated cells (control) and by adding the NO-donor DETA/NO at concentrations
of 100 uM, 250 uM and 500 pM, values are mean + SEM
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Fig 5. Time course for the concentration of the marker substance carboxyfluoresceine in the acceptor

compartment for

the untreated cells (control) and by adding the NO-donor-prodrug Et-

PHEPIPERAZI/NO at concentrations of 100 yM, 250 uM and 500 pM, values are mean = SEM
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Fig 6. Time course for the concentration of the marker substance carboxyfluoresceine in the acceptor

compartment for the untreated cells (control) and by adding the NO-donor-prodrug TOSYL-
PYRRO/NO at concentrations of 100 uM, 250 uM and 500 uM, values are mean + SEM
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Fig. 7. Time course for the concentration of the marker substance carboxyfluoresceine in the acceptor
compartment for the untreated cells (control) and by adding the NO-donor-prodrug Et-

BUPIPERAZI/NO at concentrations of 100 uM, 250 uM and 500 puM, values are mean £ SEM
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Fig. 8. Change of the P,p-value compared to the control for the methylene blue (MB) influence
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endothelial cells with methylene blue (filled bars), %-values are mean £ SEM, experiments were done
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Beschreibung der Erfindung

Neue Ketoconazol-Derivate sowie deren Herstellung und Verwendung als antimikrobielle

und antiinflammatorische Wirkstoffe

[0001] Die Erfindung betrifft neue Derivate von Ketoconazol (INN: Ketoconazolum; IUPAC: 1-(4-
{[2-(2,4-dichlorophenyl)-2-(1H-imidazol-1-ylmethyl)-1,3-dioxolan-4-yl] methoxy}phenyl)piperazine;
sieche Formel lll) und strukturelle Analoga, die in der Lage sind, auf molekularer Ebene
Stickstoffmonoxid (NO) und andere reaktive Stickstoffspezies (RNS) freizusetzen bzw. zu
erzeugen und als antimikrobiell wirksame Derivate in der antiinfektiven Therapie Einsatz finden
kénnen, sowie Verfahren zu ihrer Herstellung. Antiinflammatorische Eigenschaften der neuen

Verbindungen unterstiitzen zusatzlich die Therapie.

[0002] Als NO-freisetzende funktionelle Gruppe der Verbindungen, dienen strukturell

unterschiedliche Derivate der Diazen-1-ium-1,2-diolate (kurz: Diazeniumdiolate oder NONOate).

[0003] Die Freisetzung von NO und anderen RNS aus diesen Verbindungen kann durch
geeignete analytische Messverfahren, wie zum Beispiel der Amperometrie oder UV-VIS-
Spektroskopie, verfolgt werden. Das Messen definierter Halbwertszeiten (HWZ; t;,) der NO-
Freisetzung aus den Verbindungen dient der Abschatzung der mdglichen Expositionsdauer von

Mikroorganismen mit NO und anderen RNS.

[0004] Ketoconazol gehdrt zu der Gruppe der Azol-Antimykotika und ist wirksam gegen

Mikroorganismen, beispielsweise Pilze, Bakterien und Parasiten, wie z. B. Plasmodien.

[0005] Ketoconazol ist pharmakodynamisch ein Hemmstoff der Ergosterolbiosynthese, dem
Cholesterin-Aquivalent des Plasmalemms der Pilze. Ein Zwischenschritt dieser Biosynthese ist die
Demethylierung von Lanosterin zu 14-Desmethyl-Lanosterin, katalysiert durch ein Cytochrom P450
abhangiges Enzym, der 14-a-Demethylase. Dessen Hemmung erfolgt durch die Bindung des
Imidazol-Restes von Ketoconazol an das Ham-Eisen der Cytochrom P450. Durch die Hemmung
entstehen, statt des Ergosterol, strukturell falsche Sterole, deren Einlagerung in das Plasmalemm

der Pilze zu Instabilitat der Zellwande und folglich dem Tod der Pilzzellen fihrt.

[0006] Die Einlagerung dieser strukturell falschen Sterole in die Zellwand wirkt auf das
Pilzwachstum fungistatisch, verursacht durch Stabilitdtsstérungen der Membran und durch die
Beeintrachtigung der Funktion membranstandiger Enzyme. In sehr hohen Dosierungen kommen
durch die direkte Einlagerung der Azole in das Plasmalemm und dem damit verbundenen Austritt

essentieller Zellbestandteile auch fungizide Effekte zustande.
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[0007] Ketoconazol zeichnet sich durch eine hohe Wirksamkeit bei Systemmykosen, Candida-
Infektionen des Mundraumes und des Gastrointestinaltraktes, rezidivierenden Vaginalmykosen und
Dermatophytenbefall der Haut aus. Bei der oralen Gabe kdnnen lebertoxische Effekte sowie durch
Hemmung der Testosteronsynthese bedingte Gynakomastie auftreten. Auerlich wird Ketoconazol

bei Pilzbefall der Haut, wie z. B. Kopfschuppen, angewendet.

[0008] Eines der bedeutendsten Merkmale des NO, in Bezug auf seine physiologische Funktion,
ist die sehr hohe Affinitdt zu Ham-Proteinen, die fester Bestandteil vieler Enzyme, wie z. B. der

I6slichen Guanylatcyclase (sGC), der Cyclooxygenase und der Cytochrome ist.

[0009] Fdr die Erfindung steht neben den vielfaltigen Wirkungen des NO und anderer RNS die

e Relaxation der Gefallmuskulatur und damit auch bessere Durchblutung

e die NO-vermittelte Immunabwehr, z. B. durch Aktivierung von antigenprasentierenden
Zellen, Zytokinen und T-Zellen

o der direkte Effekt gegen Angriff von Viren, Bakterien, Pilzen und Parasiten durch
Modulation der reproduktionsvermittelnden Cysteinproteasen und anderer zellularer
Zielstrukturen

¢ antiinflammatorische Eigenschaften

im Vordergrund.

[0010] Diazeniumdiolate setzten als wasserlésliche Natrium-Salze nach der allgemeinen

Formel |
R, o R,
N H N + )
NN — N—NH + 2NO + Na
R, N—O Na* R2/

direkt und spontan zwei Molekule NO in Lésung frei.
Die Kinetik der Freisetzung héngt in gewissen Grenzen ab von:
e dem pH-Wert der Lésung
e der Temperatur
e der Art des verwendeten Losungsmittels
e und insbesondere von der Struktur des sekundaren Amin (R1R2N-), welches die
—[N(O)NQOJ Gruppe bindet.

Niedrige pH-Werte und Erhéhung der Temperatur beschleunigt die Freisetzung. Die Reste des
Amin (R4, Ry) kdnnen, je nach Struktur, die NO-Freisetzung beschleunigen oder verlangsamen. Als

Feststoffe sind Diazeniumdiolate bei entsprechender Lagerung stabil, weshalb sie auch als “solid
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NO* bezeichnet werden. Geldst in wassrigen Medien setzen Diazeniumdiolate sofort, direkt und
spontan nach den oben genannten GesetzmaRigkeiten NO frei. Diese Instabilitdt in Losung
schrankt die Verarbeitung der Diazeniumdiolate zu potentiellen Arzneiformen ein.

Uber diese besagten Grenzen hinaus, welche in der Regel und gerade fiir medizinische
Anwendungen durch anwendungsspezifische Bedingungen vorgegeben und damit festgelegt sind,
ist die Freisetzungskinetik fiir die bisher bekannten Ketoconazol-Derivate nicht beeinflussbar.
Darlber hinaus sind Diazeniumdiolate an sich (in Konzentrationen, die in vivo erreichbar sind)
ohne mikrobielle und antiinflammatorische Wirkung und koénnen demzufolge nicht als
diesbezugliche Wirkstoffe verwendet werden.

[0011] Diazeniumdiolate, die zusitzlch am O®*-Atom kovalent an einen Rest (z. B. Alkyl)
gebunden sind, bedirfen einer vorangehenden chemischen und/oder enzymatischen
Metabolisierung um dann, nach den gleichen GesetzmaRigkeiten, wie unter [0010] beschrieben,
NO freizusetzen:

R1\ +/o Metabolisierung R1\ +/O H+ R1\
N—N_ — NN — N—NH + 2NO (1)
R/ N—q T R/ 'N—O RS
Rs3

[0012] Ein modifiziertes Ketoconazol, das durch Deacetylierung des Phenylpiperazin-Gerists
und anschlieBender Begasung mit NO und Natrium-methanolat als Basenzusatz zum
Diazeniumdiolat umgesetzt wurde (siehe Formellll), ist bereits von Bonifant et al. (WO
2001092215) beschrieben worden.

% [
S/
7’ . (1)
Ketoconazol
N N
10 % NaOH N\) /NiN N o o
Reflux o \—/ \7\<\

Diese Ketoconazol-NO-Verbindung, wie auch Analoga die im molekularen Gerlst des

Ketoconazol-Teils strukturell variierbar sind, haben alle eine identische NO-Freisetzungskinetik und
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Halbwertszeit. Bei allen Analoga ist die [N(O)NO] -Gruppe an den Phenylpiperazin-Rest
gebunden, welcher bei 37 °C und pH 7,4 die Kinetik und Geschwindigkeit der NO-Freisetzung
bestimmt. Die gemessene Halbwertszeit dieser Verbindungen betragt t;, = 4.5 Minuten (bei 37 °C,
pH 7,4). Es gelten die gleichen, bereits unter [0010] beschriebenen Nachteile fir die NO-
Freisetzungskinetik und die Verwendbarkeit.

Winschenswert ware es, diese NO-Freisetzungskinetik je nach bestimmungsgemalem
Verwendungszweck variieren zu kdnnen. Ferner ware es wiinschenswert, einen auch in wassrigen
Medien stabilen Wirkstoff zu erhalten, der einer Weiterverarbeitung zur Arzneiform standhalt und

eine ausreichende Haltbarkeit aufweist.

[0013] Der Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zu Grunde, neue, bestandige und als anti-
mikrobielle sowie antiinflammatorische Wirkstoffe einsetzbare Verbindungen bereitzustellen, bei
denen die Freisetzung von Stickstoffmonoxid und anderen reaktiven Stickstoffspezies in weiten
Grenzen verandert werden kann.

Insbesondere soll die Freisetzung von Stickstoffmonoxid fir medizinische Anwendungen je nach

deren Erfordernissen verlangert oder verkirzt werden kénnen.

[0014] Zur Lésung der Aufgabe werden neue Ketoconazol-Derivate mit Diazen-1-ium-1,2-diolat

gemal der allgemeinen Formel IV

: N/_\N—©70
O-\N+:N/ o—} \—_/ \TQQC (IV)
R1_N\R2 @ cl

vorgeschlagen,

wobei:

- R4, Ro: unabhangig voneinander geradkettiges oder verzweigtes Alkyl, Arylalkyl,
Aminoalkyl, Alkylaminoalkyl sein kann,

- R1und R;: miteinander Kohlenwasserstoff Zyklen mit einer Ringgréfie von 3-10 Atomen
bilden kdnnen. Diese Zyklen kdnnen ein oder mehrere Heteroatome wie z. B. O-, S- oder
N-Atome enthalten,

- R4, Rz: unabhéngig voneinander Teil eines Polymeren darstellen und

- Z: Methylen, geradkettiges oder verzweigtes Alkylen darstellt.

[0015] Eine Verbindung nach dieser allgemeinen Formel IV verknlipft mit einer speziellen Bin-

dung das an sich bekannte Ketoconazol mit einem strukturell variierbaren Diazen-1-ium-1,2-diolat-
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Grundgerust und soll als Ketoconazol-NO-Hybrid mit zwei Funktionszentren bezeichnet werden.
Zum einen ist die an sich bekannte Wirkung des Ketoconazol mit seiner bekannten mikrobiellen
und antiinflammatorischen Wirkung gegeben, zum anderen enthalt das neue Ketoconazol-Derivat

das speziell gebundene Diazen-1-ium-1,2-diolat-Grundgerist mit der vorgenannten Variierbarkeit.

[0016] Uberraschend hat sich gezeigt, dass sich durch die besagte spezielle Anbindung des
Diazen-1-ium-1,2-diolat-Grundgeriists an das Ketoconazol fir die erfindungsgemafien Derivate mit
geeigneter Wahl der Substituenten des Diazen-1-ium-1,2-diolat-Grundgeriists  die
Freisetzungskinetik fur Stickstoffmonoxid und andere reaktive Stickstoffspezies in weiten Grenzen
beeinflussen lasst, so dass die Freisetzung von NO und anderer RNS je nach
bestimmungsgemaflem Einsatz des jeweils als Wirkstoff vorgesehenen Ketoconazol-NO-Hybrids
verlangert oder verkirzt werden kann. Auf diese Weise kommen die bei Diazeniumdiolaten an sich
bekannten Mdoglichkeiten der Beeinflussung der Freisetzungsmdglichkeiten fir NO und andere
RNS nunmehr auch fir die neu gefundenen Ketoconazol-Derivate zum Tragen, wodurch erstmals
Ketoconazol-haltige Wirkstoffe (mit antimikrobiellen und antiinflammatorischen Eigenschaften)
hergestellt werden kénnen, welche eine steuerbare Freisetzungskinetik von NO und anderen RNS
in weiten Grenzen gestatten.

In der Tabelle unter [0030] sind Beispiele fiir unterschiedliche Substituenten des Diazen-1-ium-1,2-

diolat-Grundgerusts mit jeweils ermittelten Freisetzungszeiten angegeben.

[0017] Eine Verbindung der allgemeinen Verbindung IV kann somit nach chemischer und/oder
enzymatischer Metabolisierung Uber ein intermedidres freies Ketoconazol-Diazeniumdiolat-Hybrid

in das N-Hydroxyacetylderivat des Ketoconazols und NO gespaltet werden.

[0018] Die Struktur von Ry und R, des freien Diazeniumdiolat bestimmen und variieren das NO-
Freisetzungsprofil in Bezug auf die Kinetik und Halbwertszeit der NO-Freisetzung aus dem
Ketoconazol-NO-Hybrid.

[0019] Die Erfindung soll nachstehend anhand von Ausfiihrungsbeispielen naher erldutert

werden.

[0020] Die Synthese der Diazeniumdiolate, die flr die Umsetzung zum Ketoconazol-NO-Hybrid
verwendet werden, erfolgt durch Begasung der Amine mit 4-5 bar NO-Gas in sauerstofffreier
Atmosphare in einer daflir geeigneten Apparatur mit dem Namen NOtizer®. Die Amine werden in
trockenem Methanol oder Acetonitril gelost. Fir Diazeniumdiolate, die als Natrium-Salze hergestellt
werden, wird in dem Losungsmittel Methanol zusatzlich eine aquimolare Menge elementaren
Natriums geldst. Nach Abklingen der Reaktion fallt das Diazeniumdiolat aus oder wird ausgefallt,

indem das Losungsmittel aufkonzentriert und gegebenenfalls mit Diethylether versetzt wird.
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Ausfiuhrungsbeispiel 1a beschreibt die Synthesevorschrift am reprasentativen Beispiel von Natrium

1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat.

[0021] Die Synthese der Ketoconazol-NO Hybride erfolgt durch Deacetylierung des Phe-
nylpiperazin-Restes von Ketoconazol mit NaOH, anschlielender Haloacetylierung des
Phenylpiperazin-Rest und darauffolgender Umsetzung mit dem entsprechenden Diazeniumdiolat.
Die detaillierte Arbeitsvorschrift anhand der beispielhaften Synthese des O*(1-(4-{[2-(2,4-
dichlorophenyl)-2-(1H-imidazol-1-ylmethyl)-1,3-dioxolan-4-yllmethoxy}phe-nyl)piperazine-4-
carboxymethyl)-1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat ist in Ausfiihrungsbeispiel 1b aufgefiihrt.

[0022] Die Freisetzung aus den Diazeniumdiolaten, die fir die Umsetzung zum Ketoconazol-

Hybrid verwendet werden, erfolgt mittels amperometrischer NO-Detektion und UV-Spektroskopie.

[0023] Amperometrische NO-Detektion:

Die Kinetik der NO-Freisetzung wird mit einer Stickstoffmonoxid selektiven ISO-NOP Elektrode
eingebaut in eine temperierbare, abgeschlossene Messkammer und angeschlossen an das Apollo
4000 free radical analyzer system der Firma WPI Inc., USA, gemessen. Die Messkammer wird bei
37 °C temperiert.

Es werden 20 pl einer 50 yM Diazeniumdiolat / 0.01 M NaOH Lésung in 2.0 ml Phosphatpuffer 6.4

injiziert und der entstehende Redoxstrom gemessen.

[0024] UV-Spektroskopische Diazeniumdiolat-Zerfallsmessung:

Der Zerfall der [N(O)NOJ - Gruppe wird bei 251 nm Uber einen Zeitraum von 30 min mit einem
temperierbaren Jasco V-570 Spektrometer aufgezeichnet. Bei 37 °C werden 4 pl einer 50 mM
Diazeniumdiolat / 0.01 M NaOH Ldsung in 2.0 ml Phosphatpuffer 7.4 injiziert und die
Lichtabsorption gemessen. Die Datenwerte werde logarithmisch geplottet und eine linerare
Regressionsanalyse durchgefiihrt. Die Steigung ergibt die Zerfallskonstante k, aus der nach der
Formel ti,= In2/k die Zerfallshalbwertszeit des Diazeniumdiolates bestimmt wird.

Beispielhaft sind die amperometrisch und UV-Spektroskopisch gemessenen NO-Freisetzungs-
kinetiken aus Diazeniumdiolaten, die fir die Umsetzung zum Ketoconazol-NO-Hybrid verwendet

werden, in Ausfiihrungsbeispiel 2 dargestellt.

[0025] Untersuchungen der antibakteriellen Eigenschaften:

Es wurden Stdmme von Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus SG 511, S. aureus
SG 134/94 (MRSA), Escherichia coli SG 458, Pseudomonas aeruginosa SG 137, Enterococcus
faecalis 1528 (VRE) und Mycobacterium vaccae IMET 1528 als Testorganismen verwendet. Fir
den Agardiffusionstest wurden 100 ul des jeweiligen Testorganismus mit einer Konzentration von
0.5 McFarland Standard zu einer sterilen, geschmolzenen 1 % Trypticase Soja Bouillon Agarose

(32 ml) beimpft, auf 50 °C abgekihlt und in Petri-Schalen gegossen. Ldcher von 9 mm
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Durchmesser wurden in die Agarose-Schicht geschnitten und mit 50 pL einer 200 yM Ketoconazol-
NO Hybrid Lésung befiillt. Die Inhibitionszonen fiir das Keimwachstum wurden nach 24 Stunden

Bebriitung bei 37 °C gemessen.

[0026] Untersuchungen der antimykotischen Eigenschaften:

Es wurden Stamme von Aspergillus fumigatus ATCC46646, Aspergillus terreus DSM 826,
Aspergillus niger DSM 737, Fusarium oxysporum 1205, Candida albicans BMSY 212, C. glabrata
DSM 6525, Sporobolomyces salmonicolor SG 549 und Penicillium notatum JP 36 als
Testorganismen verwendet. Nach der Methode unter [0025] beschrieben wurden zuséatzlich die
Minimale Inhibitorische Konzentration (MIC) der Ketoconazol-NO Hybride bestimmt. Hierzu wurden
in die einzelnen Locher 50 pyL einer Ketoconazol-NO Hybrid Verdinnung befillt und die
Inhibitionszonen fiir das Pilzwachstum wurden nach 24 Stunden Bebritung bei 37 °C gemessen.
Die niedrigste Ketoconazol-NO-Hybrid-Verdiinnung die ein Pilzwachstum inhibierte, wurde als
MIC-Wert bestimmt.

[0027] Untersuchungen der antiinflammatorischen Eigenschaften:

Es wurde die durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) induzierte Oxidation von Luminol per
Chemilumineszenz gemessen. Die “oxidativen bursts® (ROS Produktion und Freisetzung) aus
polymorphen, mononuklearen Leukozyten (PMNL vom Schwein) wurden in einer Konzentration
von 1 x 10° Zellen/ml Suspension bei 37 °C gemessen.

Die antiinflammatorischen Effekte sind ausgedrickt in Prozent-Inhibition der Luminol Oxidation

gegeniber der Positiv-Kontrolle ausgel6st durch Liponsaure und 4-Aminobenzoesaurehydrazid.

Ausflihrungsbeispiel 1a:

[0028] Natrium 1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat
o} O'Na'
N, /
N—N
N

In 100 ml trockenem Methanol werden 0.05 mol (1.15g) elementares Natrium gelést und zu
0.05 mol Pyrrolidin filtriert. Die Mischung wird in das druckbestandige Reaktionsgefall des
NOtizers® gegossen und dicht verschlossen. AnschlieRend evakuiert man das Gefa, begast bis
3 bar mit Stickstoff, evakuiert erneut und wiederholt den Vorgang noch zweimal. Das evakuierte
Gefall wird mit 4.5 bar Stickstoffmonoxid begast und 48 Stunden gerihrt. SchlieBlich wird

nochmals mit Stickstoff gespllt, das Reaktionsgemisch entnommen und bei 60 °C unter
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vermindertem Druck aufkonzentriert. Der gebildete weilRe Niederschlag wird abfiltriert, mit
Diethylether gewaschen und getrocknet.

'H-NMR 250 MHz (NaOD): & 1.63 (t, 4H, J= 6.5 Hz), 2.95 (t, 4H, J= 6.7 Hz)

Elementaranalyse:

berechnet fiir C4HgN3sNaO,: C= 31.38, H=5.27, N= 27.44

gefunden: C= 31.36, H=5.47, N= 27.40

NO-Freisetzungsprofil: t1,= 3.6 s; Maximum=29.3+ 1.5s

Ausflihrungsbeispiel 1b:

[0029] O°-(1-(4-{[2-(2,4-dichlorophenyl)-2-(1H-imidazol-1-ylmethyl)-1,3-dioxolan-4-
yllmethoxy}phenyl)piperazine-4-carboxymethyl)-1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat

: N/_\N—<: :)—O
A /O}U \T@OQG
Ji d

NZ=N

N ///
N

Ketoconazol (8 g, 15 mmol) wird in 175 ml Methanol gel6ést und unter Rickfluss erhitzt. Langsam

werden 40 ml einer 20 %ig wassrigen NaOH Lésung zugetropft und weiterhin erhitzt bis die

Reaktion vollstandig abgeklungen ist (DC kontrolliert). Dem Reaktionsgemisch wird zerhacktes Eis

zugesetzt und das weille Prazipitat abfiltriert und getrocknet. Erhalten wurde das deacetylierte

Ketoconazol in fast quantitativer Ausbeute.

Das trockene deacetylierte Ketoconazol (1 g, 2 mmol) 16st man in 40 ml Dichlormethan und tropft
es langsam zu einer Mischung aus wasserfreiem Na,CO; und Chloracetylchlorid (0.34 g, 3 mmol)
in 20 ml Dichlormethan bei 4 °C und rihrt 2 Stunden. Das Gemisch wird filtriert und das Filtrat mit
gesattigter NaHCO; Lésung (3 x 50 ml) gewaschen.

Im Anschluss wird die organische Phase einer frisch hergestellten Suspension aus Na,CO; und
Natrium 1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat in 50 ml Hexamethylphosphorsauretriamid bei
Raumtemperatur in sito zugetropft. Durch das Reaktionsgemisch wird trockenes Stickstoffgas
durchgeleitet, bis das Dichlormethan verflichtigt ist; anschlieRend wird 72 Stunden geruhrt. Die
Suspension wird filtriert, mit 60 ml gesattigter NaHCO; Losung versehen, mit Ethylacetat
(2 x50 ml) extrahiert und die organische Phase mit Wasser gewaschen (5x 75 ml). Nach

Entfernen des Losungsmittels wird der Rickstand durch Saulenchromatographie auf Kieselgel mit
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Ethylacetat:Acetonitril (1:1) und anschliellender methanolischer Auswaschung gereinigt zu einem
orangefarbenen Pulver.

Ausbeute: 38 %

Schmelzpunkt: 237 °C

'H-NMR: 400 MHz (CDCl3): 5 1.93 (m, 4H), 3.02-3.13 (m, 8H), 3.32-3.36 (m, 1H), 3.55 (mc, 4H),
3.72-3.77 (m, 2H), 3.86-3.90 (dd, J = 6.7, 6.6 Hz, 1H), 4.31-4.37 (quin, J =5.7 Hz, 1H),
4.39-4.53 (dd, J = 40.7, 14.8 Hz, 2H), 4.80 (s, 2H), 6.76 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.90 (m, 2H), 6.97 (m,
2H), 7.25 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.49 (d, J = 14.7 Hz, 2H), 7.57 (d, J = 8.3 Hz, 1H)

®C-NMR: 400 MHz (CDCls): & 22.9, 36.8, 51.3, 51.7, 53.5, 67.6, 67.7, 71.4, 74.8, 108.0, 115.3,
118.8, 121.2, 127.2, 128.4, 129.5, 131.3, 133.0, 134.6, 135.9, 138.8, 145.6, 152.9, 166.7

FAB-MS m/z (%): 202 (48), 217 (55), 235 (50), 255 (100), 432 (38), 446 (51), 459 (70), 471 (63),
489 (64), 517 (39), 547 (82), 600 (69), 660 (42, M"+H), 682 (19, [M+Na]"), 698 (17, M"+K)
Elementaranalyse:

berechnet fir C3gH35CIbN7Og: C=54.55, H=5.34, N= 14.84

gefunden: C=54.17, H=5.43, N= 14.78

Antibakterielle Eigenschaften von Ausflihrungsbeispiel 1b gemaf [0025]:

Hemmbhofdurchmesser (Inhibitionszonen fiir Keimwachstum) nach 24 h.

Bacillus | Staph. | Staph. E. Pseud. Enterococcus | Mycobact.
subtilis | aureus | aureus | coli | aeruginosa faecalis vaccae
(MRSA)
Hemmhof-
durchmesser 15 15 0 0 0 0 19
[mm]

Antimykotische Eigenschaften von Ausfihrungsbeispiel 1b geman [0026]:
MIC-Werte [uM] des O (1-(4-{[2-(2,4-dichlorophenyl)-2-(1H-imidazol-1-ylmethyl)-1,3-dioxolan-4-
yllmethoxy}phenyl)piperazine-4-carboxymethyl)-1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat an

Pilzstammen.

Asp. Asp. Asp. | Fusarium | Candida | Candida | Sporobolom. | Penicillium
fumigatus | terreus | niger | oxysp. | albicans | glabrata | salmonicolor | notatum
MIC
125 62.5 62.5 1000 25 12.5 1.56 8
[uM]
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Antiinflammatorische Eigenschaften von Ausfuhrungsbeispiel 1b gemaf [0027]:

Hemmung ausgedriickt durch Verringerung der AUC (area under the curve) im Vergleich zur
Positiv-Kontrolle (100 %). Eine 80 yM Lésung von O*(1-(4-{[2-(2,4-dichlorophenyl)-2-(1H-imidazol-
1-ylmethyl)-1,3-dioxolan-4-ylJmethoxy}phenyl)piperazine-4-carboxymethyl)-1-(pyrrolidin-1-

5  yl)diazen-1-ium-1,2-diolat verringert die Flache auf 4 %, eine 8 yM Lésung auf 13 % und eine
0.8 uM L6ésung auf 36 % im Vergleich zur Positiv-Kontrolle (100 %).

Ausfuhrungsbeispiel 2:

[0030] Tabellarische Aufstellung ausgewahlter Diazeniumdiolate, die fur die Umsetzung zum

10 Ketoconazol-Hybrid verwendet werden, mit dazugehdrigem NO-Freisetzungsprofil:

Diazeniumdiolat

Maximum [s]
(amperometrisch)

NO-Freisetzungsprofil

Halbwertszeit [s]
(UV-spektroskopisch)

N 75.3+2.38 85.2
LN
/O Na
/O-
N—N~ 29.3+1.5 3.6
\N/O_ Na+
/O-
{ N—N+\ 36.3+3.2 18.9
\N—O-Na+
o
/
N—N\ 29.3+2.3 3.6
N—O'Na"’
o
/
N—N\\ 29.0+2.6 4.7
N—O'Na"
0
/ \ /
o N—N\‘\ 100.0+11.9 152.3
— N—ONa"
/SN L
N N—N
\ / \\N_O_Na+ 82.0+34 263.5
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.
/
N—N
N\ 32.0+1.0 6.1
N—O Na
COOH
/OV
HOOC N—N" 39.6+3.0 22.6
AN
N—O Na
o
{ 38.3+28 29.3
N—N\
\N—O_Na
/o-
N—N’ 27.3+3.2 6.8
AN .
N—=O Na
COOH
(l)-Na)'
O\T&N 85.5+4.4 112.3
Hac\/N\/CHS
?Na+
0. N
\T& 70.2+9.8 93.2
N
I g
?Na+
o_ _N
\T*/ 131.2+14.9 246.6
HZC/\/N\/\CH
?_Na+
°\T+4N 266.0 + 2.0 456.0
HO/\/N\/\OH
(I)>Na|+
0 _ N
T z 1765.0 + 209.0 7498.9
N
Ho/\/ \/\NH2
(]D-Na+
(o} N
\hlr? 116.4 + 18.7 206.9
N CH
HO/\/ ~_— 3
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o_ _N
\N*/v© 50.6 + 0.5 56.7
H3C/N

A 146.6 + 16.6 302.0

A
v@ 911.0 + 147.2 7036.1
HacYN
O_\N+¢N
\ 233.0+11.0 537.3

i

o. _N

@v\.lw 260.3 + 5.0 679.5
N

Es hat sich gezeigt, dass die tabellarisch aufgefiihrten Diazeniumdiolate fir die erfindungsgemalie

Herstellung neuer Ketoconazol-Derivate geeignet sind. Dabei zeigten die Ketoconazol-Derivate
das von der Struktur des jeweiligen Diazeniumdiolates abhangige, charakteristische NO-

5  Freisetzungsprofil.
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Patentanspriiche

1. Neue Ketoconazol-Derivate mit Diazen-1-ium-1,2-diolat, gekennzeichnet durch eine Verbindung

der allgemeinen Formel 1V:

OO
O_\N+_ /o—z H\\\s ] j QC' (1V)
/ —N

wobei:

- Ry, Ry unabhangig voneinander geradkettiges oder verzweigtes Alkyl, Arylalkyl,
Aminoalkyl, Alkylaminoalkyl sein kann,

- Ryund R;: miteinander Kohlenwasserstoff Zyklen mit einer Ringgréfe von 3-10 Atomen
bilden kénnen. Diese Zyklen kdnnen ein oder mehrere Heteroatome wie z. B. O-, S- oder
N-Atome enthalten,

- R4, Ro: unabhangig voneinander Teil eines Polymeren darstellen und

- Z: Methylen, geradkettiges oder verzweigtes Alkylen darstellt.

2. Verfahren zur Herstellung der neuen Ketoconazol-Derivate gemalR Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass Diazen-1-ium-1,2-diolat mit N-Haloacyl-Ketoconazol-Derivat durch

nukleophile Substitution umgesetzt wird.

3. Verfahren gemal Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die

QN/N\N/O_ Na'
(V)

4. Verfahren gemal Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die

/
N—N{
Q N—one’ (VI)

Verbindung

eingesetzt wird.

Verbindung
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eingesetzt wird.

5. Verfahren gemall Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die

(¢
N—N
\\N—O'Na+ (V I )

6. Verfahren gemafll Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die

Verbindung

eingesetzt wird.

Verbindung
o
/

AN (VI

N—O'Na’

eingesetzt wird.

7. Verfahren gemafll Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die

Verbindung

(1X)
eingesetzt wird.

8. Verfahren gemal Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die

Verbindung

— \\N—O'Na* (X)

eingesetzt wird.

9. Verfahren gemal Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die

SN\ f
Qu_\\_ (X1)

Verbindung

eingesetzt wird.
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10. Verfahren gemafly Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die

Verbindung
o
{
N—N\
\N—o'Na*
(X11)
COOH

eingesetzt wird.

11. Verfahren gemaly Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die

/O-
Hooo—<:>N—N*
\\N—O'Na* (XI I I)

12. Verfahren gemafl Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die

Verbindung

eingesetzt wird.

Verbindung

N—N’ (X1V)
eingesetzt wird.

13. Verfahren gemaf Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die

Verbindung
o
{
N—N
\\N—O'Na+ (XV)
COOH

eingesetzt wird.

14. Verfahren gemaf Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die

Verbindung

| (XVI)

eingesetzt wird.
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15. Verfahren gemafl Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die

Verbindung

+

(l)'Na

| XVII
H3C/\/N\/\CH3 ( )

eingesetzt wird.

16. Verfahren gemaf Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die

Verbindung

Zz—0O,

P

| (XVIII)
Hzc/\/ \/\CHz

eingesetzt wird.

17. Verfahren gemaly Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die

Verbindung

| (XIX)
eingesetzt wird.

18. Verfahren gemal Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die

Verbindung

Ho/\/N\/\NH2 (XX)

eingesetzt wird.
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19. Verfahren gemafly Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die

Verbindung

o o)

eingesetzt wird.

20. Verfahren gemal Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die

O—\T+¢N
N Ji ] (XXII)

21. Verfahren gemafl Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die

Verbindung

eingesetzt wird.

Verbindung

~~ (XXI111)

eingesetzt wird.

22. Verfahren gemal Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die

Verbindung

HC_ N (XXIV)

eingesetzt wird.
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23. Verfahren gemaly Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die
Verbindung

(XXV)

eingesetzt wird.

5
24. Verfahren gemafl® Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Diazen-1-ium-1,2-diolat die
Verbindung
(l)_Na+
o'\T+ N
N (XXVI)

eingesetzt wird.

10

25. Verwendung der neuen Ketoconazol-Derivate gemaR Anspruch 1 als Wirkstoff gegen

mikrobielle Krankheitserreger, wie z. B. Pilze, Bakterien und Parasiten.

26. Verwendung der neuen Ketoconazol-Derivate gemafl Anspruch 1 als antiinflammatorische
15 Wirkstoffe.

27.Verwendung gemafl Anspruch 25 und/oder26, dadurch gekennzeichnet, dass das
Ketoconazol-Derivat in einer pharmazeutischen Formulierung als lokal, oral, rectal, transdermal,
parenteral oder intraperitoneal zu verabreichender Wirkstoff, beispielsweise in Form von Shampoo,
20 halbfesten oder fliissigen Emulsionen oder Suspensionen, Tabletten, Dragees, Kapseln, Zapfchen,

transdermalen Plasten, Injektionen oder Infusionen vorliegt.
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Zusammenfassung

1. Neue Ketoconazol-Derivate sowie deren Herstellung und Verwendung als antimikrobielle und

antiinflammatorische Wirkstoffe

2.1. Aufgabe war es, bestandige und als antimikrobielle sowie antiinflammatorische Wirkstoffe
einsetzbare Verbindungen bereitzustellen, bei denen die Freisetzung von Stickstoffmonoxid und

anderen reaktiven Stickstoffspezies in weiten Grenzen verandert werden kann.

10 2.2. Es wurden neue Ketoconazol-Derivate mit Diazen-1-ium-1,2-diolat gefunden, gekennzeichnet

durch eine Verbindung der allgemeinen Formel IV:

2.3. Die neuen Derivate finden beispielsweise in der Medizin Einsatz bei der antiinfektiven Therapie.

15
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4 Bisher unveroffentlichte Ergebnisse

In diesem Kapitel werden Ergebnisse prasentiert, die bisher nicht veroffentlicht wurden. Geman der
Gliederung der Zielstellungen dieser Arbeit wird zunachst auf chemische Aspekte, dann auf
biologische Aktivitdten der neu synthetisierten Derivate eingegangen. Die Beschreibung der
verwendeten Materialien und Methoden sind, wenn unverandert, den einzelnen Verdffentlichungen zu
entnehmen und werden an entsprechender Stelle zitiert. Auf Abweichungen zu den zitierten

Protokollen wird explizit hingewiesen.

4.1 Chemische Aspekte

4.1.1 Beobachtung der NONOat-Synthese mit dem NOtizer

Reaktionsenthalpie

Wie in Veroffentlichung 1 schon erwahnt, verfiigt der NOtizer Uber einen Druck- und einen
Temperatursensor, deren Messsignal durch einen Computer online aufgezeichnet werden kann. In der
Literatur wird lediglich Uber einen leichten Temperaturanstieg wahrend der NONOat-Synthese
berichtet, wobei es sich aber bei dem apparativen Aufbau um ein offenes System mit standiger NO-
Begasung handelt. Um das Ausmal} dieser Exothermie besser einschatzen zu kénnen, wurde eine
relativ grofle Menge (0.25 mol) des schnell reagierenden Pyrrolidin mit einer dquimolaren Menge
Natrium in 300 ml Methanol geldst und einem 4.5 bar hohen Druck an NO-Gas ausgesetzt. Wie in
Abbildung 14 (A) zu erkennen ist, wurde, um die Reaktion zu unterhalten, bei einem Druckabfall unter
2 bar erneut NO' eingeleitet und der Temperaturverlauf aufgezeichnet. Um sicherzustellen, dass der
Temperaturanstieg ausschliellich aus der Reaktion des NO' mit dem Amin resultiert, wurde eine

Vergleichsmessung ohne Pyrrolidin unter denselben Bedingungen durchgeflhrt (sieche Abb. 14 (B)).

50 28 50 28
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Abb. 14 (A) Druck- und Temperaturverlauf bei der Reaktion von Pyrrolidin mit NO-Gas

(B) Druck- und Temperaturverlauf bei der Reaktion von Natrium-methanolat mit NO-Gas
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Der deutliche Temperaturanstieg bei der NONOat-Bildung von Uber 5 °C ist angesichts des grof3en

Lésungsmittelvolumens  erstaunlich  hoch.  Abbildung 14 (B) verdeutlicht, dass keine

Temperaturanderung ohne Pyrrolidin als Reaktionspartner auftritt. Der Druckabfall von 0.5 bar
(entspricht 13 mmol NO) innerhalb der ersten 20 Minuten ist bedingt durch die Loslichkeit des NO
unter Druck in den 300 ml Methanol. Dieses Experiment zeigt zum einen, dass die Bildungsenthalpie
exotherm ist (AH; < 0) und zum anderen, dass unter den Standardreaktionsbedingungen (100 ml
Methanol; 0.05 mol Amin) fir die reaktionskinetischen Vergleiche (Verdffentlichung 2) keine falschen

Druckverlaufe durch temperaturbedingte Gasexpansion aufgezeichnet werden.

Temperatureinfluss auf die NONOatbildung

Als Modellamin wurde fur diese Experimente ebenfalls Pyrrolidin verwendet. Die Durchfiihrung
entspricht der General Procedure aus Veroffentlichung 1 und 2 mit jeweils 0.05 mol Amin und

Natrium, gel6st in trockenem Methanol und 4 bar Stickstoffmonoxid. Vor der NO-Begasung wurde die

Temperatur mit einem Kryostat oder einer Heizplatte eingestellt. Abbildung 15 stellt die

aufgezeichneten Druckverlaufe und Tabelle 3 die Werte der definierten Reaktionsparameter dar.
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Abb. 15 Druckverlauf wéhrend der Reaktion von Pyrrolidin mit NO-Gas in Abhangigkeit von der
Temperatur

Durch Kihlen wird die Reaktionsgeschwindigkeit verlangsamt und die isolierbare Ausbeute ist etwas
geringer als bei der Synthese mit Raumtemperatur. Die gemessene Druckabnahme bei 80 °C
entspricht nicht dem tatsachlichen NO-Verbrauch, da das Reaktionsgemisch unter diesen
Bedingungen siedet und somit schon allein fiir einen erhéhten Druck verantwortlich ist. Trotzdem ist

zu erkennen, dass die Umsetzung von Amin und NO' langsamer verlduft, wenn nicht sogar ganz
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verhindert wird und ein anderes Produkt entsteht. Die Aufarbeitung nach Abklingen der Reaktion
ergab kein isolierbares einheitliches Produkt, sondern ein Gemisch aus 1-Nitrosopyrrolidin (GC/MS
m/z= 100 [M+H]"), Pyrrolidin und Natriummethanolat. Tiefe Temperaturen scheinen also die Bildung
reiner Diazeniumdiolate zu beglinstigen, wahrend bei hoheren Temperaturen das korrespondierende
Nitrosamin als Nebenprodukt entsteht.

Tab. 3 Charakteristische Reaktionsparameter bei der Reaktion von Pyrrolidin und NO-Gas bei

unterschiedlichen Temperaturen

Temperatur
80 °C 5°C 25°C
Druckverlust nach 7 h [Bar] 0.72 1.8 2.1
Dauer der Reaktion [hh:mm] -- 17:30 19:24
Restdruck [Bar] 2.73 1.71 1.45
Molverhéltnis NO/Amin -- 1.42 1.61

In Bezug auf die Reaktionsgeschwindigkeit in Abhangigkeit von der Temperatur bildet Piperazin als
Amin eine Ausnahme. Eine Besonderheit bei der Umsetzung von Piperazin mit NO' ist, wie in der
Literatur beschrieben, dass sich unterschiedliche Piperazin-NONOate bilden, je nachdem welches
Lésungsmittel, welche Temperatur und welcher Basenzusatz verwendet wird %59 Abbildung 16 fasst

die Strukturformeln der méglichen Piperazin-NONOate zusammen.
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Abb. 16 Piperazin-NONOat Salze

Beschrieben ist, dass sich in heiRem Methanol Uberwiegend die Verbindung 1a bildet, 1b in Acetonitril
und 2a in kaltem Methanol entsteht. Die entsprechenden Natriumsalze 1c und 2b werden durch
lonenaustausch mit Natriummethanolat hergestellt. Die Druckabnahmekurven aus den Reaktionen
von 0.05 mol Piperazin mit NO" in 100 ml Methanol bei unterschiedlichen Temperaturen sind in
Abbildung 17 dargestellt.
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Abb. 17 Stickoxidverbrauch wahrend der Reaktion mit Piperazin in Abhéangigkeit von der Temperatur

Wie schon bei der Reaktion des Pyrrolidins mit NO zu beobachten war, wird die
Reaktionsgeschwindigkeit durch Kalte verlangsamt. Anders ist jedoch, dass bei der Reaktion von
Piperazin in heilem Methanol eine leichte Beschleunigung der NO' Druckabnahme gegeniber der
Reaktion bei Raumtemperatur zu beobachten ist. Das scheinbar friihe Abklingen der Reaktion hangt
zum einen mit der oben diskutierten temperaturbedingten Gasvolumenexpansion zusammen, zum
anderen mit der Mdglichkeit, dass in der Hitze nicht das NONOat, sondern ein oder mehrere andere
Produkte gebildet werden. Die Aufarbeitung dieses Ansatzes hinterlie einen dunkelbraunen, 6ligen
Riickstand, dessen 'H-NMR die Bildung des 1-Nitrosopiperazin belegt und nicht etwa die der
Verbindung 1a (siehe Abb. 18). Die Signale der Protonen aus Position 5/5 (m, 2.65 ppm), 3/3’ (m,
2.88 ppm), 2'/6’ (m, 3.71 ppm) und 2/6 (m, 4.05) des 1-Nitrosopiperazin stimmen mit Literaturdaten
tiberein.”! Fir Verbindung 1la fande man im 'H-NMR Spektrum fir das mono-protonierte Piperazin

laut Literatur ein Singulett (bedingt durch den raschen Protonenaustausch der N-Atome) bei 3.7
ppm. !



Bisher unverdffentlichte Ergebnisse

114

3.7265
3.7051
—3.6829

———2.6746
2.6524
2.6303

TIITy ' TINYS
L < T
II\IO
SH N HZ
6 Hj: jiHZ
5'H H3 Methanol Piperazin
54 N 3
H
2,6 2'6' 3,3 5,9°
.
€
g 8 ] S ]
£ S S S g
" a2 4o 38 36 34 "32 30 28 3 24

(ppm)

Abb. 18 'H-NMR Spektrum von 1-Nitrosopiperazin in D,O/NaOD

Druckabhéngigkeit der Reaktion

Um die Druckabhangigkeit der Diazeniumdiolat-Synthese zu untersuchen, wurden jeweils 0.05

mol Pyrrolidin und Natrium in 100 ml Methanol gelést und einem Druck von 2 bar NO-Gas ausgesetzt.

In einem der Experimente wurde zusatzlich Stickstoff eingeleitet, um einen Gesamtdruck von 4 bar zu

erhalten. Die unterschiedlichen Kurven sind in Abbildung 19 dargestellt.
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Abb. 19 Stickoxidverbrauch wahrend der Reaktion mit Pyrrolidin in Abh&ngigkeit vom Anfangsdruck
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Es ist deutlich zu erkennen, dass bei einem Gesamtdruck von 4 bar die Reaktion schneller und
quantitativer ablauft. Der Druckverlust innerhalb der ersten sieben Stunden nach Reaktionsbeginn
betragt 0.8 bar fir die Synthese bei 2 bar NO und 1.3 bar bei der Reaktion mit Stickstoffanteil. Obwohl
in beiden Reaktionskammern dieselbe Stoffmenge Stickstoffmonoxid vorhanden ist, ist der
Gesamtdruckverlust bei der Hochdruckreaktion doppelt so gro wie bei der Niedrigdruckreaktion, was
einen quantitativeren Verlauf der NONOat-Bildung belegt. Bestatigt wird diese Aussage durch die fast
30 % hohere isolierbare Ausbeute an PYRRO/NO nach Beendigung der Reaktion.

Einfluss des Losungsmittels

Fir die Synthese von intramolekularen Diazeniumdiolat-Salzen aus Oligoaminen wird haufig
Acetonitril als Ldsungsmittel verwendet. Um den Einfluss anderer LOsungsmittel zu untersuchen
wurde Diethylentriamin als Ausgangssubstanz verwendet, um die Bildung des bekannten
Diazeniumdiolates DETA/NO zu Uberwachen. Da fur die Produktion dieses intramolekularen Salzes
kein Basenzusatz erforderlich ist, konnte auch auf unpolare, leicht flichtige Ldsungsmittel wie
Diethylether und Tetrahydrofuran (THF) zurlickgegriffen werden. Abbildung 20 zeigt die NO-
Druckabnahme bei der Reaktion mit Diethylentriamin jeweils in Diethylether, THF, Methanol und

Acetonitril als Lésungsmittel.
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Abb. 20 Stickoxidverbrauch wahrend der Reaktion mit Diethylentriamin in unterschiedlichen

L&sungsmitteln

Die Druckabnahme innerhalb der ersten 7 Stunden nach Reaktionsbeginn war mehr als doppelt so
hoch bei der Synthese in Acetonitril im Vergleich zu Methanol und THF, sogar funf mal héher als in
Diethylether. Lediglich in Acetonitril bildete sich im Verlauf der Reaktion das weil3e Prazipitat von
DETA/NO. In Diethylether und THF fiel das Produkt nach einengen des Reaktionsgemisches in

geringen Mengen aus, dagegen konnte das NONOat aus Methanol nicht isoliert werden.
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Einfluss der Basenstarke/Gegenion

Eine treibende Kraft, um das Reaktionsgleichgewicht in Richtung der NONOat-Bildung zu
fordern, ist der Zusatz einer Base. In verschiedenen Experimenten mit Pyrrolidin als Ausgangsamin
wurde der Reaktionsverlauf aufgezeichnet, bei denen zum einen die starke Base Methanolat, zum
anderen das Pyrrolidin selbst als Base verwendet wurde. In zwei Experimenten entstand das
Methanolat durch Ldésen dquimolarer Mengen (0.05 mol) von elementarem Natrium oder Lithium in
Methanol, in einem dritten Ansatz wurde die doppelte Stoffmenge (0.1 mol) Pyrrolidin eingesetzt. Als
Produkt entstand in allen drei Fallen das PYRRO/NO, jeweils als Na-, Li- oder Pyrrolidinium-Salz. Die

aufgezeichneten Druckabnahmekurven sind in Abbildung 21 dargestelit.

.
/
—— 2 N—H + 2NO —» N—N, H,N
N\
40 N—oO

354 . o
.,
g e NaOCH, 4

= ~—. —— N—H + 2NO —p N—N
g 304 i —— - CH,0H \\ .,
= "l N—~O Na
w
o EY
5 254 % o
%2] ?,‘n ; /
w =N LIOCH, /
@ ", — N—H + 2NO ——» N—N
o 20 o, - CH,0H \ .
o ‘\:k‘\&‘ N—O'Li

1 H‘“"::‘:‘ —

5- —me—e

1,0 ——r

T T T T T 1 T
00:00 0400 0800 1200 1600 2000 2400 2800
TIME [hh:mm]

Abb. 21 Stickoxid Druckabnahme wahrend der Reaktion mit Pyrrolidin und unterschiedlichen Basen

Die Experimente, bei denen Lithium- bzw. Natrium-Methanolat verwendet wurde, zeigten keinen
signifikanten Unterschied in der Reaktionsgeschwindigkeit und boten auch eine vergleichbare
Ausbeute von ca. 90 %. Dies verwundert nicht, da in beiden Fallen das Methanolat-Anion die Base
darstellt. Sehr viel langsamer verlief die Umsetzung zum PYRRO/NO-Pyrrolidinium Salz, welches aus
dem Losungsmittel prazipitierte. Die Messung der NO-Freisetzung aus den drei Salzen ergab
praktisch identische Zerfallshalbwertszeiten von t;,= 3-6 s.

Um festzustellen, ob eine mehr als aquimolare Stoffmenge an Methanolat die Reaktion
beschleunigt, wurde in einem Versuch die doppelte Menge Natrium (0.1 mol) zugesetzt. Die
aufgezeichnete Druckabnahme zeigte sich jedoch deckungsgleich mit der Kurve aus der Synthese mit

aquimolarem Basenzusatz.



117 Bisher unverdffentlichte Ergebnisse

4.1.2 HPLC Untersuchungen der NONOate

Wie schon in der Einleitung (Kapitel 1.2.5) erwahnt, gibt es bis heute keine universell
einsetzbare HPLC-Methode um die Reinheit einer Diazeniumdiolat-Probe zu beurteilen. In der Arbeit
von Fitzhugh et al. wird fir die Detektion der NONOate und deren potentiellen Verunreinigungen ein
Dynamax PDA-2 Dioden Array Detektor verwendet mit einer fest eingestellten Wellenlange von 250
nm."? Wahrend der Messung wurde in regelmafRigen Abstanden ein Spektrum von 190-400 nm
aufgezeichnet um eventuelle Verunreinigungen wie Nitrosamine zu erfassen. Als FlieRmittel kam ein
Acetonitril/Wasser-Gemisch (97:3) mit 0.1 % Diethylamin auf einer Rocket-Platinum-NH,-Saule (7 x 53
mm, 100 A PorengroRe, 3 um PartikelgroRe) mit einer Flussrate von 2.5 ml/min zum Einsatz.!"?
Problematisch an dieser Methode ist, dass nicht UV-aktive Verunreinigungen, wie die meisten
Ausgangsamine, nicht erfasst werden. Gerade diese stellen jedoch beim Zerfall der NONOate, z.B.
durch unsachgemale Lagerung oder schlichtes Altern der Probe, die Hauptverunreinigung dar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden einige HPLC Vorversuche erarbeitet, um ebenfalls nicht UV-
aktive Amine zu erfassen. Um dies zu ermdglichen, wurde der UV-Detektion bei 251 nm ein
Chemilumineszenz-Stickstoffdetektor (CLND; siehe Kapitel 1.3.4) nachgeschaltet. Da die von
Fitzhugh et al. verwendeten FlieBmittelgemische aus Acetonitril und Diethylamin jedoch durch ihren
Stickstoffanteil fir diese Detektionsart nicht geeignet sind, wurden Methanol/Wasser,
Propanol/Wasser und Methanol/DMSO/Wasser Gemische in jeweils unterschiedlichen
Zusammensetzungen verwendet. Um die Stabilitdt der NONOate zu gewahrleisten, enthielten die
FlieBmittel eine 0.01 N Konzentration an NaOH. Um diesen Bedingungen standhalten zu kénnen,
musste eine alkalistabile Gemini Saule von der Firma Phenomenex® (Gemini 5u C18, 4.6 x 250 mm,
110 A PorengréRe; inklusive 4 x 3 mm Gemini Vorsdule) verwendet werden. Die Flussrate von 0.5
ml/min blieb Uber den Messzeitraum von 40 min konstant. Injiziert wurden 10 pl einer 0.3 mM
NONOat/0.01 N NaOH-Lésung von MORPH/NO oder PYRRO/NO (siehe Abb. 22).

SN P .
\
/" ‘N—O Ng' C/
MORPH/NO PYRRO/NO

Abb. 22 Strukturformeln der fir die HPLC Untersuchungen verwendeten Diazeniumdiolate

Die Retentionszeiten der NONOate waren bei den FlieBmittelgemischen Methanol/Wasser und
Propanol/Wasser nahezu identisch, ausschlaggebend ist lediglich der Wasseranteil, der, wie zu
erwarten, in héheren Konzentrationen die Retention der polaren NONOate verringert. Exemplarisch ist
in Abbildung 23 das CLND- und UV-Chromatogramm einer frisch hergestellten MORPH/NO Probe
dargestellt. Das hier verwendete FlielRmittelgemisch ist Methanol/Wasser (8:2) mit 0.01 N NaOH
Anteil.
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Abb. 23 HPLC-Chromatogramm von MORPH/NO links: CLN-Detektion, rechts: UV-Detektion

In dem gemessenen Zeitraum von 40 Minuten wurde unter diesen Bedingungen nach 5 min ein Signal
detektiert, das sowohl bei der CLND als auch bei der UV-Detektion praktisch 100 % der Gesamtflache
im Chromatogramm ausmacht und somit die Reinheit des MORPH/NO verglichen mit Daten aus der
Elementaranalyse bestatigt.

Um festzustellen, ob die Abbauprodukte der NONOate unter diesen Messbedingungen
nachweisbar sind, wurde eine Charge weilles PYRRO/NO eine Woche offen auf einem Uhrglas im
Abzug gelagert. Nach diesem Zeitraum war auf der Charge die charakteristische Gelbfarbung des
pulvrigen Granulats deutlich zu erkennen, welche auf den Zerfall des NONOates zuriickzufiihren ist.

Abbildung 24 stellt das Chromatogramm dieser Probe unter der oben genannten Messanordnung dar.
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Abb. 24 HPLC-Chromatogramm von PYRRO/NO links: CLN-Detektion, rechts: UV-Detektion

Das Chromatogramm verdeutlicht die Problematik der einfachen UV-Detektion. Nach etwa 6.5 min
wird durch den UV-Detektor das PYRRO/NO-Signal mit einem Flachenanteil von 86 % aufgezeichnet.
Dagegen ist der Flachenanteil dieses Signals, das durch Chemilumineszenz erfasst wurde, deutlich
geringer. Das bei 251 nm nicht lichtabsorbierende Pyrrolidin macht nach 4.1 min Retentionszeit mit

fast 60 % des Flachenanteils den tatsachlichen Hauptbestandteil der untersuchten Probe aus.
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Da der Hauptfokus dieser Arbeit nicht die Entwicklung einer verbesserten HPLC-Methode sein
sollte, wurden keine detaillierten Untersuchungen diesbezuglich angestellt. Die oben genannten
Vorversuche sollten lediglich feststellen, ob die HPLC mit CLN-Detektion prinzipiell ein geeignetes
Mittel fir Untersuchungen an NONOaten darstellt.

4.1.3 Synthese von Diazen-1-ium-1,2-diolat Prodrugs
In diesem Kapitel sollen die synthetisierten Diazeniumdiolat-Prodrugs, die in keiner der

Veroffentlichungen der vorliegenden Arbeit erwahnt werden, monographiert werden.

Tosyl-PYRRO/NO

O?(p-Methylbenzen-sulfonyl)-1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat: 0.58 g (3.8 mmol) fein

disperses Natrium 1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat (PYRRO/NQO) werden zusammen mit 800
mg Natriumcarbonat bei 4 °C in 50 ml tert-Butylmethylether suspendiert. 1.0 g (5.25 mmol) Toluol-4-
sulfonylchlorid geldst in 10 ml tert-Butylmethylether werden tropfenweise der gekihlten Suspension
zugesetzt und anschlief3end fiir 48 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Feststoffe werden abfiltriert
und das farblose Filtrat im Kihlschrank gelagert bis sich weie Kristalle abscheiden (62% Ausbeute).
'H-NMR 250 MHz (CDCl3) & 1.97 (t, 4H, J= 5.0 Hz), 2.46 (s, 3H), 3.60 (t, 4H, J= 5.0 Hz), 7.36 (d, 2H,
J=8.1 Hz), 7.89 (d, 2H, J= 8.1 Hz); *C-NMR 250 MHz (CDCl;) 8 21.7, 23.3, 50.3, 128.8, 129.7, 132.1,
145.7; E.A. ber. fur: C11HsN304S (285): C 46.30, H 5.30, N 14.73, O 22.43, S 11.24; gef.: C 46.21, H
5.09, N 14.92, S 11.16.

Um sicher zu stellen, dass nicht falschlicherweise durch den vorzeitigen PYRRO/NO-Zerfall
einfach das Pyrrolidin-Analogum gebildet wird, wurde die oben beschriebene Reaktion ebenfalls mit
Pyrrolidin statt PYRRO/NO durchgefiihrt, um eine Referenzsubstanz zu erhalten. Im 'H-NMR
Spektrum ist deutliche zu erkennen, dass die Protonen der zum Pyrrolidin N-Atom benachbarten
Kohlenwasserstoffe statt bei & 3.60 ppm bei dieser Verbindung zu & 3.21 ppm hochfeldverschoben
sind.
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Me-PYRRO/NO
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e

0% (Methyl)-1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2diolat: 0.58 g (3.8 mmol) fein disperses Natrium 1-
(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat (PYRRO/NO) wird zusammen mit 800 mg Natriumcarbonat bei

4 °C in 50 ml tert-Butylmethylether suspendiert. Eine aquimolare Menge (0.5 g) Dimethylsulfat gelést
in 10 ml tert-Butylmethylether wird vorsichtig zugetropft und 24 h bei Raumtemperatur geruhrt.
AnschlieRendes Filtrieren und Einrotieren des Filtrats ergibt ein gelbes Ol, das keiner weiteren
Reinigung bedarf (83 % Ausbeute). 'H-NMR 250 MHz (D,0) & 1.70 (m, 4H), 3.26 (m, 4H), 3.76 (s,
3H); E.A. ber. fir: CsH41N3O, (145): C 41.37, H 7.64, N 28.95, O 22.04; gef.: C 41.31, H 7.31, N 28.99.

Et-BUPIPERAZI/NO, Prop-PIPER/NO, Pent-PIPER/NO, MTME-PIPER/NO, 1,5-di-PYRRO/NO-pentan
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1,5-di-PYRRO/NO-pentan

Fir die Derivatisierung des O*Atoms an NONOaten mit Alkylhalogeniden wurde folgende allgemeine
Arbeitsvorschrift (AAV) entwickelt:

AAV 1: Etwa 800 mg fein verriebenes Natriumcarbonat in 50 ml Hexamethylphosphorsauretriamid
(HMPA) suspendieren, auf 4 °C abkiihlen und die angegebene Menge fein disperses NONOat geben.
Langsam einen 1.5-fach molaren Uberschuss des entsprechenden Alkylhalogenides zutropfen und 72
h bei Raumtemperatur riihren lassen. Anschlielend in eine gesattigte, wassrige NaHCO; Loésung

filtrieren und zweimal mit Ethylacetat extrahieren. Das Ethylacetat 5-6 mal mit NaHCO; Ldsung
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waschen und einrotieren. Der Rickstand wird sdulenchromatographisch dber Kieselgel mit

geeignetem Eluent gereinigt.

In der Literatur findet man haufig Dimethylformamid (DMF) als verwendetes Losungsmittel fir ahnliche
Reaktionen. Allerdings verlauft die Synthese bei der Verwendung von HMPA vollstéandiger ab und der
Lésungsmittelriickstand 1asst sich besser entfernen. Experimente das HMPA durch weniger giftigen
Tetramethylharnstoff als Ldsungsmittel zu ersetzen, waren aufgrund eines schlechteren

Ausbeute/Nebenprodukt Verhéltnisses nicht erfolgreich.

O Ethyl-1-(butylpiperazin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat (Et-BUPIPERAZI/NO): 4 mmol (900 mg)
Natrium 1-(butylpiperazin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat (BUPIPERAZI/NO) wurde nach AAV 1 mit
Ethyliodid umgesetzt und mit Dichlormethan sdulenchromatographisch zum hellbraunen Ol gereinigt
(93 % Ausbeute). "H-NMR (CDCl5) 8 0.90 (t, 3H, J= 7.1 Hz), 1.25-1.54 (m, 4H, J= 7.1 Hz), 1.38 (t, 3H,
J= 7.1 Hz), 2.34 (t, 2H, J= 7.1 Hz), 2.59 (t, 4H, J= 5.0 Hz), 3.42 (t, 4H, J= 5.0 Hz), 4.25 (q, 2H, J= 7.1
Hz); *C-NMR 250 MHz (CDCl3) & 13.9, 14.6, 20.6, 28.9, 51.3, 52.0, 57.7, 69.6; E.A. ber. fir:
C1oH22N40, (230): C 52.15, H 9.63, N 24.33, O 13.89; gef.: C 52.12, H 9.76, N 23.96.

O2-Propyl-1-(piperidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat _(Prop-PIPER/NO): 6 mmol (1 g) Natrium 1-
(piperidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat (PIPER/NO) wurde nach AAV 1 mit Propyliodid zu einer rot-

braunen Fliissigkeit umgesetzt, die keiner weiteren Reinigung bedarf (76 % Ausbeute). 'H-NMR
(CDCI3) 8 0.96 (t, 3H, J= 7.4 Hz), 1.45-1.54 (m, 2H), 1.71-1.82 (m, 6H), 3.31 (t, 4H, J= 5.5 Hz), 4.17
(t, 2H, J= 6.9 Hz); E.A. ber. fur: CgH7;N;O, (187): C 51.32, H 9.15, N 22.44, O 17.09; gef.: C 51.33, H
9.23, N 22.28.

O%Pentyl-1-(piperidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat _(Pent-PIPER/NO): 6 mmol (1 g) Natrium 1-
(piperidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat (PIPER/NO) wurde nach AAV 1 mit 1-lodpentan zu einer

braunen Flissigkeit umgesetzt. Der Riickstand wurde mit Chloroform/Ethylacetat/N-Hexan (35:15:50)
chromatographisch gereinigt. (23 % Ausbeute). "H-NMR (CDCl3) 6 0.90 (m, 3H), 1.31-1.52 (m, 8H),
1.63-1.80 (m, 4H), 3.31 (t, 4H, J= 5.6 Hz), 4.23 (t, 2H, J= 6.9 Hz); E.A. ber. fir: C4oH2/N30, (215): C
55.79, H9.83, N 19.52, O 14.86; gef.: C 56.23, H 9.53, N 19.28.

0O%Methylthiomethyl-1-(piperidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat (MTME-PIPER/NO): 6 mmol (1 g)
Natrium  1-(piperidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat (PIPER/NO) wurde nach AAV 1 mit
Chlormethylmethylsulfid zu einer rot-braunen Flissigkeit umgesetzt, die keiner weiteren Reinigung
bedarf (95 % Ausbeute). 'H-NMR (CDCl3) & 1.72-1.82 (m, 6H), 3.34 (t, 4H, J= 5.5 Hz), 3.52 (s, 3H),
5.28 (s, 2H); E.A. ber. fur: C;HsN30,S (205): C 40.96, H 7.37, N 20.47, O 15.59, S 15.62; gef.: C
40.63, H 7.23, N 20.28.

02,0%-Pentylen-bis-1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat (1,5-di-PYRRO/NO-pentan): Abweichend
von AAV 1 wurde ein 3-facher molarer Uberschuss Natrium 1-(pyrrolidin-1-yl)diazen-1-ium-1,2-diolat
(PYRRO/NO) mit 2.2 mmol (0.5 g) 1,5-dibromopentan umgesetzt. Braunes Ol (61 % Ausbeute). 'H-
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NMR (CDCls) & 1.46-1.55 (m, 2H), 1.73-1.82 (m, 4H), 1.86-2.00 (m, 8H), 3.50 (mc, 8H), 4.16 (m, 4H);
E.A. ber. fiir: C13H,6NsO4 (330): C 47.26, H 7.93, N 25.44, O 19.37; gef.: C 46.74, H 8.14, N 25.86.

4.2 Biologische Aktivitat einiger synthetisierter NO-Donoren

4.2.1 Vasodilatation in vitro

Drei der in Veroffentlichung 2 beschriebenen Diazeniumdiolate und ein Diazeniumdiolat-
Prodrug aus Verdffentlichung 3 (siehe Abb. 25) wurden fur weitere Untersuchungen an isolierten
Gefalringen der Arteria Pulmonalis vom Schwein verwendet. Die praktische Durchfihrung dieser
pharmakologischen Untersuchungen entspricht denen, die auch in Verdffentlichung 4 beschrieben

sind und erfolgten in Kooperation mit Herrn Apotheker Andreas Konig.

/ \ /O_ _ /O_
N N—N\\+ 00C N—NY .2 Na'
" N-o Na' N—O

Trivialname: PHEPIPERAZI/NO Trivialname: ISONIPECO/NO
Bezeichnung in Veroffentlichung 2: 2g Bezeichnung in Veroffentlichung 2: 2i
H3C
2 RN
N—N\\* N - \\*
/—/ N—O Na /" “N-o
HaC \—CH;
Trivialname: DPA/NO Trivialname: Et-PHEPIPERAZI/NO
Bezeichnung in Veroffentlichung 2: 2m Bezeichnung in Veroffentlichung 3: 4b

Abb. 25 Fur pharmakologische Untersuchungen verwendete Diazeniumdiolate

Um die vasodilatatorische Potenz der Substanzen besser einschatzen zu konnen, wurde das
therapeutisch haufig eingesetzte Glyceroltrinitrat (GTN) als Referenzsubstanz verwendet. Abbildung

26 und Tabelle 4 skizzieren die durch die Substanzen ausgeldste Vasorelaxation.
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Abb. 26 Vasodilatierende Aktivitat der Diazeniumdiolate und Glyceroltrinitrat (GTN) als Referenz an
PGF,vorkontrahierten Pulmonalarterien mit intaktem Endothel. Die geféRrelaxierende
Wirkung ist in Prozent zu der durch PGF,, ausgeltdsten Vorkontraktion dargestellt. Mittelwerte

+SEM

Das direkt NO-freisetzende NONOat PHEPIPERAZI/NO I6st bereits bei einer Konzentration von 2.12
x 10° M den halbmaximalen Effekt an den isolierten GefaRen aus. Etwa um den Faktor 3 schwécher
ist das Dipropylamino-NONOat DPA/NO und ISONIPECO/NO stellt von den Diazeniumdiolat-Natrium
Salzen mit einem ECso-Wert von 2.06 x 10® M die schwachste Verbindung dar. Fir diese drei spontan
freisetzenden  NO-Donoren sind in Tabelle 4 die UV-spektroskopisch ermittelten

Freisetzungshalbwertszeiten (t,, bei pH 7.4, 37 °C) angegeben (vergl. Verdffentlichung 2).

Tab. 4 Ermittelte ECso-, pD,-Werte und Zerfallshalbwertszeiten der NONOate und Glyceroltrinitrat

(GTN) als Referenz an PGF, - vorkontrahierten Pulmonalarterien vom Schwein mit intaktem

Endothel
Halbwertszeit (ty;) der NO-
Substanz ECso [mol/l] pD, (n) . ]
Freisetzung [min]
PHEPIPERAZI/NO 2.12x 107 8.67 (5) 4.5
DPA/NO 6.37 x 10 8.20 (2) 1.5
ISONIPECO/NO 2.06 x 10°® 7.69 (3) 0.5
GTN 1.91x 107 7.44 (6) -
Et-PHEPIPERAZI/NO 1.09x 10° 4.96 (2) -

Vergleicht man die NO-Freisetzung mit der vasodilatatorischen Aktivitat, so stellt man fest, dass die
langsamer freisetzenden NONOat-Natrium Salze die grofRere GefalRerweiterung auslésen. Der Grund
hierfur ist die héhere Verflugbarkeit des NO am Gefaliring. Je schneller ein NONOat freisetzt, desto
mehr NO' wird in dem mit Carbogengas (95% Sauerstoff!) durchspilten Nahrmedium zum NO,
oxidiert, welches dann wiederum rasch mit Wasser (berwiegend zum Nitrit weiterreagiert (vergl.

Kapitel 1.1). Da die schnell freisetzenden NONOate in einem kurzen Zeitraum mehr Stickstoffmonoxid
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freisetzen als am Gefaldring in dieser Zeit einen biologischen Effekt ausldésen kann, geht ein relativ
groBer Teil des theoretisch verfligbaren NO' verloren. Das Organonitrat GTN und das NONOat-
Prodrug Et-PHEPIPERAZI/NO setzen im Organbad erst nach biologischer Aktivierung
Stickstoffmonoxid frei. Die im Vergleich zu den NONOat-Na Salzen erst verzogert eintretende Wirkung
lasst sich dadurch erklaren, dass der geschwindigkeitsbestimmende Schritt, anders als bei den direkt
und spontan freisetzenden NONOat-Na Salzen, die Enzymaktivitat ist. Die deutlich geringere Aktivitat
des NONOat-Prodrugs Et-PHEPIPERAZI/NO muss somit ebenfalls mit der Aktivitdt und/oder der
geringeren Konzentration des metabolisierenden Enzyms zusammenhangen. Messungen mit der
zuvor schon beschriebenen NO-Sonde zeigten, dass eine chemische Hydrolyse dieses Prodrugs im
Nahrmedium nicht stattfindet.

Eine Prainkubation der isolierten Gefaliringe mit dem kompetitiven Antagonisten der I6slichen
Guanylatcyclase ODQ (10 pM) bewirkte eine starke Rechtsverschiebung der Konzentrations-
Wirkungskurve wahrend der Messung mit ISONIPECO/NO. Der ermittelte ECso-Wert ergab eine
Konzentration von 1.02 x 10 mol/l im Vergleich zu 2.06 x 10® mol/l ohne ODQ-Inkubation. Wie
erwartet konnte somit die Wirkungsabhangigkeit von der sGC fur das ISONIPECO/NO nachgewiesen

werden.

4.2.2 Neuroregenerative Eigenschaften von DETA/NO und Et-BUPIPERAZI/NO in vivo

In Kooperation mit dem Arbeitskreis von Dr. Redecker und seiner Mitarbeiter, insbesondere
Frau Dr. Silke Keiner, wurden Diazeniumdiolate zur Verfligung gestellt, um die Zellproliferation und —
differenzierung in der Umgebung experimentell induzierter Hirninfarkte bei der Ratte zu untersuchen.
Bei diesem in vivo Modell wird durch unterschiedliche Verhaltenstests, sowie einer Reihe von zyto-
und histologischen Untersuchungen post mortem, die neuroregenerativen Eigenschaften applizierter
Substanzen beurteilt. Da die Untersuchungen noch nicht vollstandig abgeschlossen und ausgewertet
sind, soll an dieser Stelle nur kurz auf die bisher vorliegenden Ergebnisse aus den Vorversuchen
eingegangen werden.

Als NO-Donoren wurden das direkt NO'-freisetzende Diazeniumdiolat DETA/NO (siehe
Veroffentlichung 1) und das NONOat-Prodrug Et-BUPIPERAZI/NO (siehe Kapitel 4.1.3 und
Veroffentlichung 5) verwendet. Die genauen Durchfiihrungen dieser Vorversuche sind der zitierten
Literatur zu entnehmen, eine kurze Zusammenfassung ist wie folgt:[gg'm” Zwei Tage vor der Induktion
des fokalen kortikalen Infarktes im Vorderpfotenkortex, ausgeldst durch Kaltlicht Photothrombose am
geoffneten Schadel der narkotisierten Ratten, wurde den Versuchstieren eine tagliche Dosis von 30,
60 oder 600 ug/kg Koérpergewicht an Et-BUPIPERAZI/NO verabreicht. Anderen Tieren wurde zum
Vergleich das DETA/NO in einer Dosierung von 400 ug/kg ebenfalls intraperitoneal appliziert.
Zusammen mit jeder Wirkstoffapplikation wurde den Versuchtieren BrdU (Bromdesoxyuracil) in einer
Konzentration von 50 mg/kg Kérpergewicht injiziert. BrdU ist ein Proliferationsmarker und 1&sst somit
die Quantifizierung von neugebildetem Gewebe zu. Die tagliche NO'-Donor- und BrdU Gabe wurde bis
zum 14. Tag nach Auslésen der Photothrombose fortgesetzt. Am 14. Tag nach Hirninfarktinduktion

wurde das Tiermaterial getotet, die Gehirne freiprapariert und anschlieRend makro- und mikroskopisch
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untersucht. Um das Ausmal an neugebildetem Gewebe zu bestimmen, wurde zum einen die Anzahl
BrdU-positiver Zellen in der Subgranuldrzone des Gyrus dentatus im Hippocampus bestimmt, zum
anderen das globale Hirnvolumen und das Volumen der photothrombotischen Lasion
(Photothrombose-Volumen).
In Abbildung 27 ist die Anzahl BrdU-positiver Zellen und das Volumen der Photothrombose
Lasion in Abhangigkeit vom applizierten NONOat und der jeweiligen Dosierung graphisch dargestellt.
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Abb. 27 links: BrdU-positive Zellen in der Subgranularzone des Hippocampus der Rattenhirne und
rechts: Photothrombose-Volumen nach NONOat-Applikation

Die héchste Dosis von 600 pg/kg (entspricht 2.45 umol/kg) Et-BUPIPERAZI/NO ergab in den
Versuchstieren die hochste Proliferation an neuronalem Gewebe. Das direkt NO'-freisetzende
DETA/NO veranlasst bei etwa gleicher molarer Dosis (400 ug/kg entspricht 2.5 ymol/kg) das Auffinden
von nur halb soviel markierten Zellen. Eine direkte Dosis-Wirkungskorrelation fir das Et-
BUPIPERAZI/NO konnte in diesen Vorversuchen jedoch nicht festgestellt werden. Wahrend der
Betrag des globalen Hirnvolumens bei allen vier Versuchsreihen mit 1000 +/-75 mm?® gleich war, ist
dass Photothrombose-Volumen bei den Versuchsreihen mit Et-BUPIPERAZI/NO auffallend geringer.
Die durch das Kaltlicht verursachte Verletzung ist bei den Versuchstieren, die mit Et-BUPIPERAZI/NO

behandelt wurden, in ihrem Volumen somit geringer als bei denen, die DETA/NO erhielten.
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5. Gesamtdiskussion

51 Bewertung der NOtizer®-Apparatur fiir die Synthese von Diazen-1-ium-1,2-

diolaten

Die ersten NONOate wurden 1960 von Drago et al. synthetisiert, indem NO-Gas bei einer
Temperatur von -78 °C durch Losungen von Aminen in Ether geleitet wurde."®®! Nachdem die
physiologische Bedeutung des NO erkannt war, wurde die Synthese der NONOate in den 1990er
Jahren verbessert. Unter erhdohtem Druck und Basenzusatz in einem Autoklav konnten neue
NONOate in verbesserter Ausbeute als einheitlichere Produkte dargestellt werden."%'% Nachteil
dieser Methode blieb die fehlende Uberwachung des Syntheseverlaufs, sowohl durch Temperatur-
und Druckaufzeichnung, als auch durch schlichtes visuelles Beobachten des Reaktionsgemisches.
Mogliche Prazipitatbildung, Veranderungen in Farbe des Reaktionsgemisches oder des Gasraumes,
z.B. durch Oxidation des farblosen NO' zu braunem NO, und N,Os, blieben bis zum Abbruch der

Reaktion und Offnen des Autoklaven unerkannt.

5.1.1 Vorteile der NOtizer®-Apparatur und der erarbeiteten Methode

Der Einsatz des NOtizers® und die Anwendung der in Veroffentlichung 1 beschriebenen
Methode stellen gegenlber den literaturbekannten Verfahren in erster Linie eine erhebliche
Steigerung in Ausbeute und Reinheit der gewonnenen NONOate dar. Durch die Aufzeichnung des
NO-Druckverlaufs kann auch nach wiederholter Druckerhéhung genau erkannt werden, wann der NO-
Verbrauch, und somit die Reaktion, zum Stillstand kommt. Ferner ist es mdglich, durch Quantifizierung
der verbrauchten Stoffmenge an NO die zu erwartende Stoffmenge des jeweiligen NONOates
absehen zu kénnen, was gerade bei erstmaliger Synthese eines neuen Diazeniumdiolates von
Bedeutung ist. Hieraus resultieren wichtige Erkenntnisse bezuglich mdglicher Verbesserungen der
anschlieBenden Produktisolierung. AuBerst hilfreich und sehr wichtig fir die Reinheit des NONOates
ist ferner die Moglichkeit, das Reaktionsgemisch beobachten zu koénnen. Als eine Art
“Inprozesskontrolle* kann die O,-Freiheit der Reaktionskammer Uberprift werden, wenn sich beim
Einleiten des farblosen NO-Gases weder der Gasraum noch die Lésung gelb oder braun verfarbt
durch eventuelle NO-Oxidationsprodukte, die zu Nebenproduktbildung fiihren (vergl. Gleichung 4 bis
6, Kapitel 1.2.5). Ebenso ist es vorteilhaft, wenn das NONOat aus der Reaktionslésung prazipitiert, da
Einengen des Ldsungsmittels nach Abschluss der Reaktion immer die Gefahr der Mitisolierung von
Edukt birgt. Beispielsweise ist weilles Natriummethanolat visuell nicht von den meisten NONOaten zu
unterscheiden. Das zur Ausfallung des Diazeniumdiolates fihrende ideale Lésungsmittel kann so

relativ leicht fir neue, bisher unbekannte NONOate experimentell bestimmt werden.
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5.1.2 Nachteile der NOtizer®-Apparatur und der erarbeiteten Methode

Da es sich bei der Reaktionskammer um eine druckbestandige Glasflasche handelt, kann die
druckabhangige Gleichgewichtsreaktion zum NONOat nur einem maximalen Druck von 5-6 bar
ausgesetzt werden. Dies ist ein Nachteil, wenn Diazeniumdiolate mit sterisch anspruchsvollen
Substituenten am Amin hergestellt werden sollen (vergl. Verdffentlichung 2), wie es z.B. bei

M9 Fir solche Zwecke ware ein

stickstoffhaltigen Polymeren der Fall sein kann.
hochdruckbestandiges Gefall nétig um verwertbare Produktausbeuten zu erhalten. Ein Nachteil, der
nicht direkt mit der NOtizer®-Apparatur zusammenhangt, sondern ein genereller Nachteil bei der
Synthese von Diazeniumdiolaten ist, dass wahrend der Reaktion keine Proben des
Reaktionsgemisches entnommen werden koénnen, beispielsweise flir reaktionskinetische

Untersuchungen.

5.2 Untersuchungen zur Bildung und Zerfall von Diazen-1-ium-1,2-diolaten

5.2.1 Bildung von Diazen-1-ium-1,2-diolaten

Die unmittelbare Bildung der NONOate Iasst sich aus den oben genannten Griinden weder mit
den bisher beschriebenen Methoden, noch mit dem NOtizer® beobachten. Um Proben wihrend der
Umsetzung entnehmen zu kénnen, misste ein offenes System oder eine geeignete Apparatur
verwendet werden. Idealerweise misste die Reaktionskammer so gestaltet sein, dass z.B. UV-
spektroskopisch die Bildung des NONOates verfolgt werden kann. Auf diese Art ware auch die
Synthese von Diazeniumdiolaten nachvollziehbar, die einen hohen Druck an NO-Gas bendtigen, um
iiberhaupt entstehen zu kénnen. Mit der NOtizer®-Apparatur kann jedoch im Gegensatz zu den
literaturbekannten Methoden der NO-Druckverlauf aufgezeichnet und analysiert werden. So kann
indirekt auch die NONOat-Bildung verfolgt werden, wobei vor allem die Registrierung der
Reaktionsgeschwindigkeit und des Reaktionsendpunktes sehr wertvoll ist. Abbildung 28 stellt den
Druck-Zeit Verlauf bei der Synthese des PYRRO/NO dar.
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Abb. 28 schwarze Kurve: Druck-Zeit Verlauf bei der Reaktion von Pyrrolidin mit NO-Gas
rote Kurve: exponentieller Fit 1.0rdnung

blaue Kurve: exponentieller Fit 2. Ordnung

Mit entsprechender Software kann der Kurvenverlauf, und somit der NO-Gas Verbrauch, einem
Zeitgesetz zweiter Ordnung zugeordnet werden. Eine Ubertragung dieses Zeitgesetzes auf die
Bildung des NONOates ist jedoch, ohne die Produktbildung zu verfolgen, nicht moglich. Ein
Rickschluss auf die Reaktionsmolekularitat oder den Mechanismus ist ebenfalls nur spekulativ (vergl.
Kapitel 1.2.5). Eine wertvolle Information, die sich jedoch aus den Daten mit dem NOtizer® bestimmen
Iasst, ist neben der verbrauchten Stoffmenge NO pro Zeit (nyo/dt) die Umsatzrate (rate of conversion
€). Die IUPAC definiert die Umsatzrate wie folgt:!'*!

df 1 dn,-
dt Vi dt

Wobei: n;= Stoffmenge eines Edukts i zur Zeit ¢

v; = stochiometrischer Faktor von Edukt j

Geht man davon aus, dass aus dem NO ausschlief3lich und sofort das NONOat entsteht, so kann man
annehmen, dass die Umsatzrate des NO der Bildungsrate (rate of formation) des Diazeniumdiolats
proportional ist. Um eine bessere Differenzierung zu ermdéglichen, wurde der Begriff “formation rate® in
Veroéffentlichung 2 um einige Aspekte erweitert:

- der NO-Druckabfall innerhalb der ersten 7 h nach Synthesebeginn [bar]

- Ende der Reaktion [hh:mm]

- NO-Restdruck am Ende der Reaktion [bar]

- Stoffmengenverhaltnis von NO-Verbrauch und Amin
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5.2.2 Zerfall von Diazen-1-ium-1,2-diolaten

Der Zerfall der Diazeniumdiolate lasst sich sehr gut UV-spektroskopisch verfolgen, wobei das
Absorptionsmaximum der [N(O)NO] Gruppe bei 251 nm liegt. In Abbildung 29 ist das Wellenlangen-
Absorptionsspektrum des zerfallenden PIPER/NO in Abhangigkeit von der Zeit dargestellt.
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Abb. 29 Wellenldngen-Absorptions Spektrum des PIPER/NO in Phosphatpuffer 7.4, 37°C in
Abhéngigkeit von der Zeit

Wenn die Absorptionsabnahme logarithmisch gegen die Zeit aufgetragen wird, erhalt man eine
Gerade, was zum einen eine Zerfallskinetik 1. Ordnung belegt, zum anderen das Berechnen der
Zerfallshalbwertszeit t;,, nach der Formel t», = In2/k ermdglicht (siehe Veroffentlichung 2, Fig. 4). Die
Zerfallskonstante k ist dabei die Steigung der Geraden nach linearer Regressionsanalyse. Dieser
indirekte NO-Nachweis eignet sich vor allem, um die Bestandigkeit des NONOates in einem
bestimmten Medium zu untersuchen und Struktur-Freisetzungs Beziehungen der jeweiligen
Diazeniumdiolate miteinander vergleichen zu kénnen.

Als direkte NO-Nachweismethode aus NONOaten wurde die amperometrische Detektion in
einer speziellen NO-Freisetzungszelle verwendet (siehe Kapitel 1.3.5). Da das NO direkt
nachgewiesen wird und nicht die [N(O)NO]-Gruppe, wird fir quantitative Untersuchungen vorteilig
keine Referenzsubstanz bendtigt, sondern die Eichung kann bequem durch Nitrit Reduktion erfolgen,
wobei der gemessene Redoxstromfluss der NO Menge proportional ist. Abbildung 30 zeigt eine

typische Eichkalibrierung der NO-Sonde.



Gesamtdiskussion 130

5000 1388 nM'._ __
5000 ~
E A000 952 nM )
=" 4
[}
<< 3000
g 728 nM
2000
j
n 493 nM
1000
249 nM
0. >
: T T T T s T N 1
0 100 200 300 400 500
Zeit [s]

Abb. 30 Gemessene Redoxstromstdrke einer zunehmend héher konzentrierten NO-L6sung
(durchReduktion von Nitrit)

Die in Veroffentlichung 2 dargestellten Redoxstromflisse lassen sich somit quantifizieren,
vorausgesetzt man  verwendet die Eichgerade des jeweiligen Messtages.  Als
Geschwindigkeitsmerkmal ist die Zeit bis zum Redoxstromfluss-Maximum der zu verwendende
Parameter. Ab dem Maximum fallt der Kurvenverlauf wieder ab, was natlrlich mit der geringer
werdenden NO-Freisetzung zu tun hat, jedoch durch die Repolarisation der Elektrode erheblich
gestort wird. Die Repolarisation der Elektrode dauert in etwa zehn Minuten und aufert sich durch eine
kontinuierliche Abnahme des “gemessenen Stromflusses®, obwohl sich in der Losung kein NO mehr
befindet. Die Halbwertszeit der NO-Freisetzung lasst sich somit nicht Gber die AUC (area under the
curve) bestimmen, da das Integral der Kurve nicht ausschlieBlich den gemessenen Redoxstrom
darstellt, sondern auch die Repolarisation der Elektrode. Als nachteilig hat sich auch die geringe
Robustheit dieser Methode herausgestellt. Die Reproduzierbarkeit ist zwar sehr hoch, jedoch ist sehr
darauf zu achten, dass alle Parameter wie z.B. die channel range, das Hintergrundsignal der
Elektrode, sowie dullere Umstande mdglichst gleich sind, um eine gleichbleibende Empfindlichkeit zu

gewabhrleisten.

5.2.3 Zusammenhang zwischen Aminstruktur, NONOat-Bildung und NO-Freisetzung

Die in Veroffentlichung 2 prasentierten Ergebnisse verdeutlichen, dass sterische Hinderung in
direkter Nachbarschaft zum Stickstoff des Amins, sowie elektronenziehende Substituenten die
Reaktivitdt mit NO verringern. Wahrend nur ein sterisch anspruchsvoller Rest die Reaktion ein wenig
verlangsamt, bewirkt ein zweiter, wie es z.B. beim Diisopropylamin oder Dicyclohexylamin der Fall ist,
praktisch das Scheitern der Synthese unter diesen Bedingungen. Die immense Bedeutung der
Zuganglichkeit des N-Atoms fir das NO lasst sich besonders am Vergleich der Umsatzraten der

zyklischen mit den aliphatischen Aminen beobachten. Die NONOat-Bildung verlauft bei allen
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untersuchten konformativ rigidisierten Aminen um ein vielfaches schneller und vollstandiger im
Vergleich zu den aliphatischen Aminen, wie z.B. Diethylamin oder Dipropylamin. Einen sehr viel
geringeren Einfluss auf die Bildungsgeschwindigkeit haben elekironenziehende Heteroatome, die die
Nukleophilie des Stickstoffs verringern, sofern mindestens eine Methylengruppe diese vom
Aminstickstoff trennt. Ein Rest, der eine weitere Aminfunktion beinhaltet, wie z.B. das primare Amin in
N-[(2-Aminoethyl)aminol]ethanol, kann die Umsatzrate auch erhdhen. Die bereits diskutierte Bildung
des intramolekularen NONOat Salzes dieser Verbindung als Verunreinigung ist unabhangiger von der
Anwesenheit einer Base und verursacht somit die erhéhte Umsatzrate des NO. Abbildung 31 zeigt die
NO-Freisetzungsgeschwindigkeit von 22 Diazeniumdiolaten aus Verdffentlichung 2, aufgetragen
gegen den NO-Druckabfall bei der Bildung der gleichen Diazeniumdiolate, was als MaR fir die

Reaktionsgeschwindigkeit gilt.
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Der Einfluss der Aminstruktur auf die NO-Freisetzung ist in einigen Fallen weniger gut
nachvollziehbar als bei der Bildungsgeschwindigkeit. Allgemein gilt: NONOate die sich langsam
bilden, setzen auch vergleichsweise langsam NO frei. In Kapitel 1.2.5 wurde bereits erwahnt, dass der
saurekatalysierte Zerfall der NONOate anhand von Computersimulationen wahrscheinlich durch
Protonierung am [N(O)NOJ] bindenden Aminstickstoff stattfindet, und nicht wie bisher angenommen
am O?*Atom der NONOat-Gruppe.”*'%! Diese Annahme ist eine Erklarung fiir die in Veréffentlichung
2 beschriebene Strukturabhangigkeit des NONOat-Zerfalls. Somit ist vor allem die raumliche
Abschirmung des Aminstickstoffs ausschlaggebend fur die Geschwindigkeit der NO-Freisetzung.
Diese Hypothese erklart allerdings nicht, weshalb Oligoamin-NONOate wie das DETA/NO oder die in
Veroéffentlichung 2 erwahnte Verbindung 2p (1-[N-(2-Ammonioethyl)-2-hydroxyethylamino]diazen-1-
ium-1,2-diolat) eine so langsame NO-Freisetzung zeigen. Abbildung 32 verdeutlicht, wie die raumliche
Anordnung der Seitenkette bei intramolekularen Oligoamin-NONOat Salzen den [N(O)NO] bindenden
Aminstickstoff entschirmen kénnten. Es ist zwar denkbar, dass die Stabilisierung der NONOat-Gruppe

den Zerfall dieser Verbindungen verlangsamt, jedoch bleibt diese Diskussion offen.

_ic|>

R, O N,
\ -,tl\\\ N N/ 7 H

Abb. 32 Mébgliche Entschirmung des Aminstickstoffs und gleichzeitige Stabilisierung der NONOat-

Gruppe durch Verzweigungen der Seitenkette in intramolekularen NONQat Salzen

Die ebenfalls von der allgemeinen Regel abweichenden schnell freisetzenden aber langsam
entstehenden Diazeniumdiolate 2h und 2k verfligen beide Uber eine Carboxylatgruppe in a-Position
zum Aminstickstoff, der das NONOat bindet. Eine mdgliche Erklarung fir die Beschleunigung der NO-
Freisetzung durch diesen Substituenten ist, dass die sonst Z-standige [N(O)NO] Gruppe in die sehr
viel instabilere E-Konfiguration gezwangt wird. Dies kdnnte auch der Grund fur die ausgepragte
Hygroskopie dieser NONOate sein.

Das identische NO-Freisetzungsprofil des PHEPIPERAZI/NO (Phenylpiperazin-NONOat) und
dem Ketoconazol-NONOat verdeutlicht, dass nicht die Gesamtstruktur, sondern lediglich der
[N(O)NO] bindende Molekiilteil das Freisetzungsverhalten bestimmt (Veroffentlichung 3, dort

Supporting Information).
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5.3 Identitats- und Reinheitsuntersuchungen der Diazen-1-ium-1,2-diolat-Prodrugs

und Ketoconazol-Hybridverbindungen

An dieser Stelle sollen exemplarisch die 'H- und C-NMR Spektren eines Diazeniumdiolat-
Prodrugs, dem Et-BUPIPERAZI/NO aus Verdffentlichung 5 und der aktivsten Verbindung aus
Veroffentlichung 3, der Ketoconazol-Nitratopivalinsaure Hybridverbindung, dargestellt und diskutiert

werden.

5.3.1 Et-BUPIPERAZI/NO

Dieses Diazeniumdiolat-Prodrug wurde in erster Linie an einem in vifro Modell der
Bluthirnschranke, sowie in vivo an Ratten getestet, bei denen klnstlich durch Photothrombose ein
Hirninfarkt induziert wurde (siehe Veroffentlichung 5, Kapitel 4.2.2). In Abbildung 33 und 34 sind die
'H- und ™C-NMR Spektren des Et-BUPIPERAZI/NO mit der entsprechenden Signalzuordnung
abgebildet.
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Abb. 33 '"H-NMR Spektrum von Et-BUPIPERAZI/NO aufgenommen in CDCl;
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Abb. 34 *C-NMR Spektrum vom Et-BUPIPERAZI/NO aufgenommen in CDCly

Das wichtigste Identitatskriterium des NONOates ist das Signal im 'H-NMR Spektrum bei 3.41 ppm

(Signalzuordnung f). Wirde es sich statt des NONOates um das alkylierte Piperazin Derivat handeln,

so wiurde sich dieses Signal weiter Hochfeld, etwa bei 2.6 ppm befinden.

5.3.2

Ketoconazol-Nitratopivalinsaure Hybridverbindung

Diese Verbindung wurde als “Vergleichs NO-Donor zu den Diazeniumdiolat-Ketoconazol

Derivaten synthetisiert und hinsichtlich antimikrobieller Eigenschaften untersucht (Verdffentlichung 3).

In Abbildung 35 sind die >*C-NMR Spekiren des Ketoconazol-Nitratopivalinsiure Hybrids (rot) und

zum Vergleich das der Phenylpiperazin-Nitratopivalinsaure Verbindung (blau) Gbereinandergelegt.
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Abb. 35 Uberlagerte BC-NMR Spektren der Ketoconazol-Nitratopivalinsdure Hybridverbindung (rot)

und des entsprechenden Phenylpiperazin Analogen (blau) aufgenommen in CDCl;

Wahrend die Identitat des Phenylpiperazin-Nitratopivalinsaure Derivats schon anhand des 'H- und
®C-NMR Spektrums festgestellt werden kann, ist es aufgrund der Komplexitdt der analogen
Ketoconazol-Derivate sinnvoll, zusatzlich FAB-MS Daten mit einzubeziehen. Die geeignete Methode
um die Reinheit aller synthetisierten Derivate festzustellen, ist die Elementaranalyse. Verfahren wie
z.B. GC-MS, konnten aufgrund der Temperaturinstabilitdt oder des hohen Molekulargewichts vieler
Derivate nicht etabliert werden.

5.4  Antimikrobielle Eigenschaften der Ketoconazol-NO-Donor Hybridverbindungen:
Diskussion moglicher Targets, Unterschiede im Wirkspektrum und Ursachen

des Synergismus

Wie bereits in Kapitel 1.1.1 erwahnt, sind die biologischen Effekte des NO' als die Summe
eines multifaktoriellen Geschehens zu sehen, das sich aus NO und seinen Folgeprodukten wie z.B.
Peroxynitrit, S-Nitrosothiolen, Stickstoffdioxid oder Distickstofftrioxid ergibt. Die in Kapitel 1.1.2
dargestellte physiologische Funktion des NO' im Immunsystem, wie z.B. die Aktivierung von Zytokinen

und Lymphozyten, spielen bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten antimikrobiellen
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Untersuchungen in vitro keine Rolle. Die direkte Wirkung des NO und anderer RNS auf

Mikroorganismen sowie potentielle zelluldre Targets soll deswegen folgend im Vordergrund stehen.

5.4.1 Mikrobielle zellulare Targets fiir NO und andere RNS

Ein wichtiges direktes Angriffsziel der RNS in Mikroorganismen sind die Nukleinsduren. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass durch NO-Donoren die DNA vieler Bakterienstamme in vitro
desaminiert wird. So werden z.B. die Nukleotide des Cytosin zu Uracil und des Guanin zu Xanthin
desaminiert. Als Mechanismus wird angenommen, dass das Amin durch N,Oj3 erst N-nitrosyliert und
anschlieRend hydrolysiert wird."'® Ebenso sind Peroxynitrit und Stickstoffdioxid in der Lage
Nukleinsauren zu oxidieren. Die so entstehenden DNA Schaden, wie z.B. Strangbriiche, werden
insbesondere durch die Oxidation von Guanidin, bzw. genauer des entsprechenden Guanosin-
Nukleotids, zu 8-Oxo-7,8-dihydro-guanidin verursacht.['®”!

Die Interaktionen der RNS mit Proteinen und Kofaktoren ist um einiges vielfaltiger als auf DNA
Ebene. So sind zum einen direkte Reaktionen mit Thiolen, Aminen, aromatischen Aminosauren, Ham-
Gruppen oder Eisen-Schwefel-Cluster mdglich, zum anderen auch unspezifische Oxidationen an
EiweiRen durch ONOO™ und NO,. Unter physiologischen Bedingungen wird die Bildung von
Nitrosothiolen der von Nitrosaminen bevorzugt. Ebenso ist die Modifikation in Form von Thiol-Gruppen
Oxidation zu Disulfiden eine haufig stattfindende Reaktion. Die Nitrierung aromatischer Aminosauren,
z.B. von Tyrosin, kann direkt oder durch das Unterbinden von Phosphorylierungsreaktionen die
Proteinfunktion modifizieren. Die Inaktivierung von Eisen-Schwefel-Cluster-haltigen Enzymen (Fe-S-
Cluster) kann zu einer erheblichen Beeintrachtigung des Stoffwechsels im Mikroorganismus fuhren.
Beispielhaft ist die Aconitase ein solch Fe-S-Cluster-haltiges Enzym, das Citrat im Citrat- und im
Glyoxylatzyklus zu Isocitrat umsetzt.'°® Dieser gehemmte Abbau organischen Materials ist gerade bei
Pilzen eine mdgliche Erklarung fiir die antimykotische Aktivitat des NO.

Die in Kapitel 1.1.2 ausfiihrlich besprochenen Reaktionen der RNS mit Lipiden stellen
natdrlich auch einen moglichen Mechanismus der mikrobiellen Schadigung dar. Die Lipide sind, neben
Chitin und Hemicellulosen, ein weiterer Hauptbestandteil der Zellwdnde bei Pilzen. Die

Lipidperoxidation wird dabei Uberwiegend durch Peroxynitrit und Stickstoffdioxid verursacht.

5.4.2 Mdgliche Ursachen der Unterschiede im Wirkspektrum und des Synergismus

Das NO und die sich daraus ableitenden RNS sind nicht als “magic bullets* gegen jede Art
von Mikroorganismen zu sehen. So wurde in der Literatur bereits beschrieben, dass NO selbst gegen
Escherichia coli kaum antibakterielle Wirkung entfaltet, was sich aus den im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Testungen bestitigen lasst (siehe Verdffentlichung 3).1'°) In dieser Studie konnte
gezeigt werden, dass die Expression der durch das Stress Regulon OxyR regulierten Gene eine
Reihe von enttoxifizierenden Enzymen hervorbringt. Als Beispiel sei die Glutathion-Reduktase

genannt, die intrazellular vorhandenes S-Nitrosoglutathion abbaut. Ein Abwehrmechanismus von
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Mikroorganismen gegen RNS verursachte Modifikationen an Nukleinsduren sind z.B. die
Reparatursysteme der DNA. Sehr viel artspezifischer, und somit eine mdgliche Erklarung der
unterschiedlichen Wirksamkeit der von uns getesteten NO-Donoren gegen das breite Spektrum an
Mikroorganismen, ist die Expression der Superoxid Dismutase (SOD). Die SOD Kkatalysiert die
Disproportionierung des Superoxidanion-Radikals (O,) zu molekularem Sauerstoff und
Wasserstoffperoxid. Das Fehlen von 'O, als potentiellen Reaktionspartner fir NO verhindert die
Bildung des hochreaktiven Peroxynitrits und somit einer wichtigen RNS fiur mdgliche
Zellmodifikationen. Ebenso artspezifisch ist die Moglichkeit Radikal-scavenger bereitzustellen, die in
der Lage sind, die RNS zu entgiften. In diesem Zusammenhang wird in der Literatur haufig das
Glutathion (GSH) erwahnt.'®"™ Der ohnehin schon komplexe Stoffwechsel des GSH ist, als
Reaktionspartner fir NO, in erster Linie abhangig von der Konzentration aller Reaktionspartner und
der Anwesenheit anderer Thiole oder Sauerstoff. AuRerdem konnte schon gezeigt werden, dass
spezialisierte Permeasen im Stande sind, S-Nitroso-GSH gezielt sowohl in die Zelle ein- wie auch
auszuschleusen.""” Ein weiterer bedeutender NO-scavenger ist das Homocystein (HC). Die oben
erwahnten zelluldren Targets und die defensiven Mechanismen der Mikroorganismen gegen die RNS

sind in Abbildung 36 zusammengefasst.

proteine

- Thiole, Amine, Aromaten = RNS Targets

- Fe-S-Cluster

- Hdm-Gruppen Stress

PP Regulons = Defensive Faktoren
| Enttoxifizierende Enzym‘eﬁ DNA
\|Scavenger (GSH, HC)| | Reparatursysteme /
Inhibitoren der
K SOD RNS Produktion J

Abb. 36 Zelluldre Angriffspunkte der RNS und unterschiedliche Abwehrmechanismen

Es ist wahrscheinlich, dass einige der diskutierten Abwehrmechanismen gegen die RNS bei einigen
Pilz- oder Bakterienarten unterentwickelt oder gar nicht vorhanden sind. Diese Theorie wiirde die in
Veroffentlichung 3 beschriebene, dulerst hohe Empfindlichkeit der drei Aspegillus Stdmme und des
Fusarium oxysporum Stamms gegenuber der Ketoconazol-NO-Donor Hybridverbindungen erklaren.
Die synergistischen Effekte von Ketoconazol und NO' lassen sich ebenfalls nicht quantitativ in
einer definieten Pharmakodynamik begrinden. In der Literatur wird berichtet, dass die
Diazeniumdiolate DPTA/NO und DETA/NO in fixer Kombination mit Ketoconazol, Amphotericin B oder
Terbinafin in vitro nicht immer gleich effektiv sind."™ Es konnte ein Synergismus fiir die Kombination

der NO-Donoren mit Ketoconazol und Amphotericin B, weniger aber fir die Kombination mit
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Terbinafin nachgewiesen werden. Ein Grund kdnnte sein, dass der Synergismus nur zustande kommt,
wenn der NO-Donor durch die veranderte Zellpermeabilitat leichter und somit in hoheren
Konzentrationen in die Pilzzelle gelangt. Im Gegensatz zu den beiden anderen Antimykotika ist der
zellmembrandestabilisierende Effekt des Terbinafin nicht bedingt durch den Einbau strukturell falscher
Sterole, sondern mehr durch die Squalen-Epoxidase Hemmung verursachten Uberschuss an Squalen
gegeniiber Ergosterol.” Dieser Theorie nach ist die synergistische Wirkung in erster Linie abhangig
von der intrazellularen NO-Konzentration, sei es durch erhdhte Zellpermeabilitdt oder durch aktive
Transportvorgénge. Die um ein Vielfaches hdhere synergistische Wirkung der im Rahmen dieser
Arbeit synthetisierten Ketoconazol-NO-Donor Hybridverbindungen lasst sich dadurch erklaren, dass
durch die chemisch stabile Verbindung der beiden Wirkprinzipien das NO nur in Kombination mit dem
Ketoconazol in die Pilzzelle gelangt. Dort erfolgt der NO-freisetzende Metabolismus und fihrt folglich
zu einer hoéheren intrazellularen NO Konzentration als bei fixer Kombination von Ketoconazol und NO-
Donor. Versucht man den Grund des Synergismus zu erdrtern, ist es auch durchaus denkbar, dass
die Anbindung des Azol-Antimykotikums an die Cyt-P450 abhangige 14-a-Demethylase (siehe Kapitel
1.4.2) durch das NO verstarkt wird. Wie schon erwahnt, bindet der Azol-Rest des Ketoconazol an das
Ham-Eisen der Cyt-P450, wodurch die 14-a-Demethylase gehemmt wird. Die hohe Affinitat des NO an
Ham-Eisen zu binden kénnte denselben oder sogar verstarkt hemmenden Effekt haben.

Fir das Zutreffen der oben genannten Hypothesen sprechen einige Daten aus
Veroffentlichung 3. Der relativ geringe Synergismus der direkt und spontan NO-freisetzenden
Ketoconazol-Diazeniumdiolat Hybridverbindung lasst sich dadurch begriinden, dass das NO bereits
freigesetzt wird bevor die Verbindung in die Zelle gelangen kann. Die Stabilisierung der NONOat-
Gruppe durch die Umsetzung zum Prodrug, durch Anbinden des Ethyl- oder Methoxymethylen-
Restes, bewirkt die fur synergistische Effekte ausschlaggebende hohere intrazelluldare NO

Konzentrationen und somit vielfach gréRere antimykotische Aktivitat dieser Derivate.

55 Struktur-Wirkungsbeziehung zwischen Diazen-1-ium-1,2-diolaten und ihren

biologischen Effekten

5.5.1 Vasodilatorische Effekte

Eine genaue Struktur-Wirkungsbeziehung der Diazeniumdiolate in Hinblick auf eine Ligand-
Rezeptor Interaktion ist bezlglich vasodilatorischer Effekte nicht mdglich, da man davon ausgehen
kann, dass ausschlie3lich das NO die I6sliche Guanylatcyclase aktiviert und nicht die untersuchten
NONOate oder NONOat-Prodrugs selbst. Andere Angriffspunkte als die sGC fir NO und der
resultierenden RNS spielen, wenn Uberhaupt, nur eine untergeordnete Rolle. Ausschlaggebend ist
somit nur die in Verdffentlichung 4 und Kapitel 4.2.1 diskutierte NO-Freisetzungskinetik. Die relativ
hohe Konzentration des Prodrugs Et-PHEPIPERAZI/NO, die bendtigt wird um den halbmaximalen
Effekt an den isolierten Gefalringen auszulésen, lasst sich dadurch begriinden, dass die
Metabolisierung des Prodrugs zum freien NONOat den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
darstellt.
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5.5.2 Einfluss auf die Durchlassigkeit der Bluthirnschranke

Um den Einfluss der untersuchten NO-Donoren auf die Bluthirnschranke diskutieren zu
kénnen, sollen der Ubersicht wegen folgende Ergebnisse und Informationen aus Verdéffentlichung 5

zusammengefasst werden:

1. Die direkten (also spontan in Losung freisetzenden) NO-Donoren "verdichten" die
Bluthirnschranke (blood-brain-barrier; BBB). Methylenblau (MB) blockiert diesen Effekt,
wodurch die BBB wieder permeabler wird.

2. Die NONOat-Prodrugs erhéhen die Durchlassigkeit der Bluthirnschranke und dieser Effekt
wird durch MB nicht blockiert.

3. MB ist nur in einem geringen Mal3e intrazellular verfugbar, verhindert die cGMP-Bildung der

Guanylatcyclase und kann ebenfalls als scavenger NO abfangen.!'*"!

Geht man davon aus, dass NO die BBB fiir den Marker Carboxyfluorescein weniger permeabel macht,
Iasst sich folgende Erklarung fir die unterschiedliche Wirkung der NONOate und der NONOat-
Prodrugs aufstellen. Die direkt NO-freisetzenden NONOate setzen unmittelbar nach ihrer Applikation
NO in das Medium frei, wobei ein eher geringer Teil tatsachlich in die Zellen eindringt. Durch die
Aktivierung der l6slichen Guanylatcyclase wird eine biochemische Kaskade in Gang gesetzt, die dann
die Zellen weniger permeabel macht. MB blockiert diesen Effekt, da ein Teil des NO schon im Medium
abgefangen wird, der intrazellular verfiigbare NO-Gehalt dann aber nicht ausreicht, um fir das MB an
der Guanylatcyclase eine Konkurrenz darstellen zu kénnen. Es ist bereits bekannt, dass zwischen
dem Actin im Zytosklett eukaryotischer Zellen und cGMP-abhangigen Proteinkinasen ein
Zusammenhang besteht.["'® Die Prodrugs wiederum mussen erst in die Zellen gelangen, um dort NO
freisetzen zu konnen. Dies flihrt zu einer sehr viel héheren intrazelluldren NO-Konzentration als bei
den direkten NO-Donoren. Diese Konzentration koénnte unter Umstanden aufgrund der schon
erwahnten oxidativen-, nitrierenden- oder nitrosylierenden Reaktionen schadigend fiir die Zellen sein.
Das simple Absterben der Zellen verursacht dann die Erhéhung der BBB-Permeabilitat, was auch

unabhangig von einer MB-Zugabe geschieht.

5.5.3 Neuroregenerative Eigenschaften und Verringerung des Photothrombosevolumens

Die teilweise spekulativen Interpretationen Gber genaue Wirkmechanismen des NO' finden bei
der Diskussion mdglicher Zielstrukturen im ZNS ihre Fortsetzung. Zum Beispiel findet man Studien, in
denen ein klarer Zusammenhang zwischen neuronaler Zytotoxizitdt und erhéhter NMDA-Rezeptor
Aktivitat beschrieben wird. Diese NMDA-Rezeptor vermittelte Neurotoxizitat I&sst sich durch NOS
Inhibitoren, wie N-Monomethyl-L-arginin, verringern, bei nNOS knockout Mausen verschwindet sie
sogar fast vollig."""""® Inwiefern NO direkt den NMDA-Rezeptor moduliert oder eventuell friiher in die

Reaktionskaskade eingreift, z.B. durch Vermittlung der Glutamat-Freisetzung, ist unklar. Im
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Gegensatz dazu konnte in einem in vitro Modell die durch NMDA ausgeldste Neurotoxizitat durch
Zugabe verschiedenartiger NO-Donoren signifikant verringert werden."" Firr das Diazeniumdiolat
DETA/NO konnte bereits festgestellt werden, dass nach intravendser Applikation an Mausen, die
neuronale Zellproliferation im Gyrus dentatus signifikant zunimmt.l"?” Bei dieser in vivo Studie wurden
neben den histologischen Befunden ebenfalls erhéhte kortikale cGMP-Spiegel und die Amplifikation
des Ca2+—SignaIs durch NMDA-Rezeptor Stimulation festgestellt. Es ist natirlich mdglich, dass nicht
diese biochemischen Prozesse, sondern andere flur die NO-induzierte Neuroneogenese verantwortlich
sind. Fir das cGMP findet man jedoch haufig Berichte Gber Zusammenhange zwischen dem cGMP-
Spiegel und essentiellen Neurogenese Aktivitaten, wie z.B. Axonstreckung und Axonkontraktion.'?"%"]

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten und im Kapitel 4.2.2 beschriebenen in vivo
Untersuchungen konnten die neuroregenerativen Eigenschaften des Diazeniumdiolats DETA/NO
bestatigen. Das flr diese Studie neu entwickelte Diazeniumdiolat-Prodrug Et-BUPIPERAZI/NO zeigte
diesbeziglich jedoch eine hdhere Aktivitat. Die Grinde fir dieses Ergebnis kénnten in der héheren
Bioverfugbarkeit des Prodrugs liegen, sei es durch erleichterte Passage der Bluthirnschranke oder der
gréReren Stabilitdt des NO-Donors im Blut. Da die Ergebnisse dieser Studie noch nicht vollstandig
vorliegen, insbesondere die der phanotypischen Bestimmung der proliferierten Zellen, ist eine

genauere Diskussion Uber mogliche neurobiochemische Prozesse nicht maglich.
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6. Zusammenfassung

Entsprechend der Gliederung in Kapitel 1.5 seien die wesentlichen Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit zusammengefasst.
6.1 Chemische Aspekte

Anhand der durchgefiihrten Experimente konnte gezeigt werden, dass die Synthese von
Diazeniumdiolaten durch die NOtizer® Apparatur hinsichtlich Reaktionszeit, Reinheit und Ausbeute der
Produkte eine Verbesserung darstellt. Die Reaktionsendpunkte sind, abhangig von eingesetztem
Amin und den Reaktionsbedingungen, sehr unterschiedlich und lassen sich durch die Aufzeichnung

des NO-Gasverbrauchs feststellen (Verdffentlichung 1).

1. Gibt es Zusammenhange zwischen der Struktur des eingesetzten Amines und der

Bildungsgeschwindigkeit des resultierenden NONOates?

Die 22 unterschiedlichen aliphatischen- und alizyclischen Amine, dargestellt in Verdéffentlichung 2,
wurden entsprechend dieser Fragestellung analysiert. Aus den Reaktionsdaten wird deutlich, dass
sterisch anspruchsvolle Substituenten und Heteroatome in der Umgebung des sekundéaren
Aminstickstoffs die Reaktion verlangsamen. Zyklische Amine mit sterisch entschirmtem Stickstoff
reagieren besser als konformativ beweglichere aliphatische Amine, wobei Ringspannung die
Reaktivitat weiter steigert. Die abnehmende Reaktivitat der untersuchten Amine gegeniber NO' lasst
sich folgendermalRen zusammenfassen (Verdffentlichung 2):
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2. Welche Abhangigkeiten bestehen zwischen der Bildungsgeschwindigkeit der NONOate und
Parameter wie Reaktionstemperatur, NO-Druck, Lésungsmittel und Natur der zugesetzten

Base?

Die Umsetzung der Amine mit NO* wurde in mehreren Beispielen als exotherme Reaktion erkannt und
wird durch Kihlen des Reaktionsgemisches verlangsamt. Bei Temperaturen von 80°C bildet sich nicht
nur das NONOat, sondern auch das korrespondierende Nitrosamin. Eine Erhéhung des Drucks, auch
bei NO/Inertgas Mischungen, beschleunigt die NONOat-Bildung und erhdht die Ausbeute. Als ideales
Losungsmittel konnte Methanol fir die Synthese von NONOat-Natriumsalzen und Acetonitril far
intramolekulare NONOat-Ammoniumsalze bestatigt werden. Starke Basen, wie z.B. das Methanolat-
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Anion, verschieben das Reaktionsgleichgewicht zugunsten des Produktes, die Natur des NONOat-
Gegenions spielte bei den durchgefiihrten Experimenten keine Rolle (Kapitel 4.1.1 und

Veroffentlichung 1).

3. Welche Zusammenhédnge gibt es zwischen Struktur des NONOates und der

Freisetzungsgeschwindigkeit von Stickstoffmonoxid aus ihnen?

Der Zusammenhang zwischen  NONOat-Struktur und  NO-Freisetzungsgeschwindigkeit
(Veroffentlichung 2) ist im Vergleich zur Bildungsgeschwindigkeit weniger einheitlich. Allgemein lasst
sich festhalten, dass sterisch anspruchsvolle Substituenten in direkter Umgebung des [N(O)NOJ-
Gruppe bindenden N-Atoms, sowie weitere protonierbare Amine im NONOat die NO-Freisetzung
verlangsamen. Eine Ausnahme bilden benachbarte Carboxylat-Gruppen, welche den Zerfall des
NONOates beschleunigen. Ebenso spielen aufl3ergewothnlich ringgespannte Bindungswinkel am
sekundaren Amin fur die Freisetzungsgeschwindigkeit eine entscheidende Rolle. So zeigte
Uberraschend das sehr rasch zu synthetisierende Azetidin-NONOat von allen untersuchten zyklischen
NONOaten die mit Abstand langsamste NO-Freisetzung. Die fur diese Untersuchungen verwendete
amperometrische Messmethode (direkter NO-Nachweis) konnte mit der UV-spektroskopischen

Messmethode (indirekter Nachweis) verglichen und die Ergebnisse gegenseitig gesichert werden.

4. Welche Zusammenhange gibt es zwischen der Bildungsgeschwindigkeit von

Diazeniumdiolaten und den NO-Freisetzungsprofilen aus ihnen?

Tragt man die Daten aus der Bildungs- und Freisetzungsgeschwindigkeit der NONOate in einem
Diagramm gegeneinander auf, so kann man allgemein festhalten, dass generell NONOate die sich

langsam bilden, auch langsam NO" freisetzen und umgekehrt (Veroffentlichung 2 und Kapitel 5.2.3).

5. Synthese von Diazeniumdiolat-Prodrugs.

Die Alkylierung und Acylierung einiger NONOate zu NONOat-Prodrugs erfolgte durch Anpassung
literaturbekannter Methoden an die speziellen Anforderungen des jeweiligen NONOates. Einige
Methoden, wie z.B. die Synthese des Tosyl-PYRRO/NO (Kapitel 4.1.3) oder der Prodrugs in

Veroffentlichung 3 und 5, wurden neu entwickelt.

6. Synthese von Stickstoffmonoxid freisetzenden Hybridverbindungen.

Neben dem spontan NO-freisetzenden Ketoconazol-NONOat 3a wurden drei unterschiedlich
bioaktivierbare Ketoconazol-NONOat-Prodrugs 4a, 5a, 6a hergestellt. Besonderheit von 6a ist, dass
es als Pyrrolidin-basiertes “inverses NONOat-Prodrug”“, nach biologischer Aktivierung, eine andere
und schnellere NO-Freisetzungskinetik aufweist, als die anderen durch Phenylpiperazin-basierten
Ketoconazol-NONOat Prodrugs. Zuséatzlich wurden Ketoconazol-Organonitrat Hybride 7a, 8a, 9a

hergestellt. Strukturelle Variationen am Organonitrat-Rest erfolgten, um mdogliche Struktur-Wirkungs
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Prinzipien erkennen zu lassen. Um auch die alleinige Ketoconazol-unabhangige NO-Wirkung und NO-
Freisetzungskinetik zu charakterisieren, wurden alle oben erwahnten Derivatisierungen auch mit der
Ketoconazolteilstruktur Phenylpiperazin (b-Reihe) durchgefihrt (Verodffentlichung 3 und 6). Das

folgende Schema fasst die oben genannten Derivatisierungen zusammen (1la = Ketoconazol):
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6.2 Biologische Aspekte

7. Untersuchung der vasodilatorischen Potenz von NONOaten und NONOat-Prodrugs an

isolierten Pulmonalarterien des Schweins.

Die NONOate PHEPIPERAZI/NO, DPA/NO, ISONIPECO/NO zeigten an den isolierten Gefalringen
hohe Aktivitat mit ECso-Werten im nanomolaren Bereich und waren potenter als die Referenzsubstanz
Glyceroltrinitrat (GTN). Die GTN-typische Tachyphylaxie blieb bei allen untersuchten NONOaten aus.
Eine Prainkubation der Gefal3ringe mit dem Inhibitor der l6slichen Guanylatcyclase ODQ verschob die
Konzentrations-Wirkungskurven nach rechts zu groReren ECso-Werten. Die geringere Aktivitat des
NONOat-Prodrugs Et-PHEPIPERAZI/NO ist bioaktivierungsbedingt (Verodffentlichung 4, Kapitel 4.2.1).

8. Einfluss von NONOaten und NONOat-Prodrugs auf die Durchléssigkeit der Bluthirnschranke

in einem in vitro Modell mit kultivierten cerebralen Endothelzellen.

Drei direkt NO'-freisetzende NONOate (PHEPIPERAZI/NO, DBA/NO, DETA/NO) und drei NONOat-
Prodrugs (Et-PHEPIPERAZI/NO, Tosyl-PYRRO/NO, Et-BUPIPERAZI/NO) wurden hinsichtlich ihres
Einflusses auf die Durchléssigkeit der Bluthirnschranke in einem in vitro Modell untersucht. Die

Permeabilitat der Markersubstanz Carboxyfluorescein wird durch die direkten NO-Donoren verringert,
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wahrend die Permeabilitdét nach Inkubation mit den NONOat-Prodrugs Et-PHEPIPERAZI/NO und
Tosyl-PYRRO/NO zunimmt. Das Et-BUPIPERAZI/NO nimmt in Bezug auf die Veranderung der
Durchlassigkeit der Bluthirnschranke eine Mittelstellung ein. Mit Methylenblau konnten die
permeabilititssenkenden Effekte blockiert werden, die permeabilitatssteigernden jedoch nicht

(Veroffentlichung 5).

9. In vivo Untersuchungen des Einflusses von NONOaten und NONOat-Prodrugs auf

neuroregenerative Prozesse nach experimentell induzierten Hirninfarkten bei Ratten.

Die bisher vorliegenden Ergebnisse ergaben, dass die Gabe des NONOat-Prodrugs Et-
BUPIPERAZI/INO noch mehr als der direkte NO-Donor DETA/NO als Referenz, bei den
Versuchstieren die Anzahl BrdU-positiver Zellen (Indikator fiir Proliferation) deutlich erhéht und das

infarktbedingte Photothrombose-Volumen stérker verringert.

10. Antimykotische und antibakterielle Wirkprofile verschiedener Ketoconazol-Diazeniumdiolat-

Hybride und verwandter Strukturen.

Die antimikrobielle Aktivitat der Ketoconazol-NO-Donor Hybridverbindungen wurde an einem breiten
Bakterien- und Pilzspektrum untersucht. Die Hemmung des Bakterienwachstums wies bei den
untersuchten Derivaten nur geringe Unterschiede gegentber Ketoconazol auf. Dagegen wurden fir
die Inhibition des Pilzwachstums deutliche Unterschiede festgestellt. Die Ketoconazol-Hybride mit
Organonitrat- und Diazeniumdiolat-Prodrug-Gruppe zeigten eine hdhere Aktivitat und ein veréndertes
Wirkspektrum im Vergleich zu Ketoconazol. Eine entsprechende Patentschrift wurde eingereicht. Die
NO-Donor Referenzsubstanzen ohne das gesamte Ketoconazol-Grundgerist (b-Reihe) zeigten eine
vergleichsweise geringe Inhibition des Pilz- und Bakterienwachstums (Veroffentlichung 3). Fir das
Ketoconazol-PYRRO/NO-Prodrug Hybrid konnten zuséatzlich antiinflammatorische Eigenschaften

nachgewiesen werden (Verdffentlichung 6).
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7. Conclusion

Nitrogen-bound diazen-1-ium-1,2-diolates (diazeniumdiolates, “NONOates”, “solid NO”) are
generally prepared from secondary amines and nitric oxide (NO) and are compounds of first choice for
a direct release of NO. A series of differently sized and substituted cyclic and aliphatic amines were
used to quantify the reactivity towards NO by monitoring the decrease of NO pressure with the
NOtizer®, an apparatus developed for this study. The release of NO was measured amperometrically
with an NO sensitive electrode and the half-lives of novel diazeniumdiolates were determined via UV-
spectroscopy. It was found that steric hindrance and heteroatomic substituents in the amines side
chains decrease the formation rates of sodium salt NONOates and also slow down NO release from
them. Exceptions were found to be piperidine-2-carboxylic acid derivatives which react to NONOates
slower than piperidine, but released NO much faster despite steric hindrance. A secondary amine
carrying an additional primary amine reacted fast with NO, but the corresponding NONOate showed to
be a slow releaser due to formation of an intramolecular NONOate salt together with the sodium salt
derivative. Azetidine reacts faster with NO than all of the other amines, but decomposition of the
corresponding NONOate showed to be unexpectedly slow. The usefulness of the amperometric NO-
detection (direct NO measurement) could be demonstrated in comparison to the UV-spectroscopic
method (indirect measurement). In a series of different experiments it could be shown that the reaction
of secondary amines with NO is exothermic and that external heating above 80 °C leads to the
formation of the corresponding N-nitrosamine as a byproduct to the NONOate. The pressure
dependence of the reaction was quantified by using mixtures of NO/inert-gas in the reaction with

amines and plotting the decrease in pressure.

Novel nitric oxide donors and hybrid drugs combining the modified antifungal drug ketoconazole with a
diazeniumdiolate or an organic nitrate moiety were synthesized and their activities against a broad
variety of bacteria and fungal strains were tested. Whereas the efficacy of the compounds against
bacteria showed little variation, the ketoconazole-NO-donor hybrid drugs differed in their effectiveness
and susceptibility against fungi. The ketoconazole-NO-donor hybrids with an alkylated NONOate
group or organic nitrate moiety showed to be much more effective than ketoconazole alone, especially
against Aspergillus species, proving a change in the susceptibility spectrum. The NO-donors bound to

phenylpiperazine alone, which is part of the ketoconazole structure, showed insufficient effectiveness.

The sodium salt NONOates PHEPIPERAZI/NO, DPA/NO and ISONIPECO/NO were measured in vitro
on isolated porcine pulmonary arteries and showed nanomolar efficacies concerning vasodilatation.
Also, tolerance-devoid activity for the tested compounds could be demonstrated and compared with
glyceryl trinitrate and pentaerythrityl tetranitrate. The comparable lower activity of the NONOate

prodrug Et-PHEPIPERAZI/NO was related to bioactivation processes.

Three direct NO releasing agents (PHEPIPERAZI/NO, DBA/NO, DETA/NO) and three NONOate
prodrugs (Et-PHEPIPERAZI/NO, Tosyl-PYRRO/NO, Et-BUPIPERAZI/NO) were tested on their effect

on the permeability of the blood-brain-barrier (BBB) in an in vitro model procedure. By measuring the
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flux of a small polar molecule (carboxyfluorescein) it could be shown, that the releasers
PHEPIPERAZI/NO, DBA/NO, DETA/NO reduced the BBB permeability. In contrast, the prodrugs Et-
PHEPIPERAZI/NO and Tosyl-PYRRO/NO increased the permeability, whereas the prodrug Et-
BUPIPERAZI/NO showed a medial setting. Blocking the effect of the BBB permeability reducing
compounds could be done by methylene blue, whereas permeability increasing effects could not be
blocked.

Neuroregenerative properties were tested for the NONOate prodrug Et-BUPIPERAZI/NO in
comparison to the direct releaser DETA/NO on an in vivo model of rats after experimentally induced
brain stroke. The prodrug showed to produce higher amounts of BrdU-positive cells (as an indicator
for proliferation) than DETA/NO. Additionally, the stroke related volume of the thrombus was

significantly reduced.
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