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5.3  Neuere Anwendungen der FNOCT-Methode

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit sollte die Anwendung des FNOCT-Moleküls 7 zur Charakterisierung der physikochemischen Eigenschaften von NO-Donatoren sein. Die Zerfallskinetik dieser Verbindungen wurde bislang meist mittels UV/Vis-Spektroskopie bestimmt.[26,27,88] Gelegentlich findet auch die NO-Elektrode[18] ihren Einsatz bei solchen Messungen. Über die UV/Vis-Spektroskopie kann z. B. der Zerfall von Diazeniumdiolaten bei definierten Wellenlängen (meist um 250 nm)[101] verfolgt werden. Da aber nur die Absorption der Eduktmoleküle detektiert wird, kann nur indirekt die Stöchiometrie der NO-Freisetzung bestimmt werden. Auch kann man keine Aussage darüber machen, was nach der Bildung mit Stickstoffmonoxid geschieht, ob es z. B. mit anderen Komponenten der jeweiligen Messlösung reagiert. Mit der NO-Elektrode kann die stationäre Konzentration von NO gemessen werden, d. h. es kann ermittelt werden, wieviel NO sich zu einem bestimmten Zeitpunkt in der Messlösung befindet. Vorteilhaft ist hierbei, dass man die Menge an freigesetztem NO über eine Kalibrierungskurve quantifizieren kann. Ein Nachteil ist, dass eine Erfassung der Gesamtmenge an NO nur durch lange Messzeiten und eine anschliessende numerische Integration der Fläche unter der gemessenen Konzentrations-Zeit-Kurve möglich ist. 

Die FNOCT-Methode kann als komplementäre Methode hier von großem Nutzen sein, da die NO-Freisetzung direkt kinetisch verfolgt werden kann. Ausserdem erhält man unter geeigneten Bedingungen (z.B. Ausschluss von Sauerstoff) eine nahezu quantitative Aussage über die Gesamtmenge an NO, die in der Messlösung detektiert wird, da es sich um eine akkumulative Methode handelt. 

Ein weiterer Vorteil der FNOCT-Methode ist, dass unter Umständen Aussagen über die Reaktivität des gebildeten Stickstoffmonoxids gegenüber möglichen Reaktionpartnern gemacht werden können. Reagiert z. B. eine Komponente einer Messlösung mit Stickstoffmonoxid, sollte dies zu Abweichungen von der beim Zerfall des NO-Donors in Abwesenheit dieser Komponente erwarteten Messkurve führen. 

In den folgenden Abschnitten werden einige ausgewählte Möglichkeiten der Anwendung des FNOCT-Systems aufgeführt. Verwendet wurde für alle Messungen FNOCT 7 (wird im weiteren Textverlauf nur als „FNOCT“ bezeichnet). Die im Folgenden angegebenen Messkurven wurden alle bei einer Anregungswellenlänge von (exc = 320 nm und einer Emission von (em = 458 nm gemessen.

5.3.1 Allgemeine Untersuchungen zum Zerfall von N-Diazeniumdiolaten (NONOaten)

Der Zerfall von N-Diazeniumdiolaten ist eine interessante Anwendung für das FNOCT-System, weil diese NO-Donatoren ihren Einsatz als Medikamente finden könnten. N-Diazeniumdiolate sind in basischer Lösung oder als Feststoff (gekühlt) stabil, zersetzen sich jedoch thermisch in neutraler bis saurer Lösung oder durch Lichteinwirkung. Diese Faktoren beeinflussen auch die Halbwertszeit der unterschiedlichen N-Diazeniumdiolate. In dieser Arbeit wurden die kommerziell erhältlichen N-Diazeniumdiolate MAHMA/NO, PAPA/NO und Spermin/NO (Beschreibung siehe Kap. 1.1) für die Messungen mit dem FNOCT-System eingesetzt. 

Die erste Experimentalserie umfasste Untersuchungen des Zerfalls von PAPA/NO in sauerstofffreier Pufferlösung (pH = 7.25). Hier sollte bestimmt werden, welche Mengen an NO aus diesem N-Diazeniumdiolat freigesetzt werden und ob mit Hilfe der FNOCT-Methode Rückschlüsse auf die Halbwertszeit eines NONOates gezogen werden können. 

In der Literatur[89] ist angegeben, das ein Molekül PAPA/NO zwei Moleküle NO freisetzen kann. Daher sollten 25 µM dieses NONOates bei Reaktion mit 50 µM FNOCT dieses vollständig umsetzen und zur gleichen maximalen Fluoreszenz-intensität führen wie 50 µM PAPA/NO (d. h. 100%iger NO-Überschuss). Ent-sprechend sollte bei 12.5 µM NONOat eine um die Hälfte reduzierte maximale Fluoreszenzintensität gefunden werden. Die Reaktion von FNOCT mit NO verläuft mit einer Geschwindigkeitskonstanten k2 = 170 M-1s-1 [63] und ist damit keine extrem schnelle Reaktion. Somit muss gewährleistet sein, dass dem System hinreichend Zeit zur Reaktion bleibt, ohne dass mögliche Neben- oder Folgereaktionen zu einem Abbau von NO und/oder FNOCT-NO führen. Diese Vorüberlegungen konnten durch die Messungen bestätigt werden. Die Ergebnisse dieser Experimente sind in Abbildung 5.15 dargestellt.
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Abb. 5.15: Untersuchung des Zerfalls von PAPA/NO. Messung mit A) 50 µM, B) 25 µM und C) 12.5 µM PAPA/NO. Alle Messungen wurden im sauerstofffreien Phosphatpuffer (pH = 7.25) unter Zusatz von 50 µM FNOCT 7, 50 µM Glutathion und 10 % Pluronic durchgeführt.

Bei 50 µM NONOat, entsprechend 100 µM NO, d.h. bei erwartetem vollständigen Umsatz von FNOCT , wird eine Endfluoreszenz von etwa 25000 Einheiten gefunden (Kurve A). Diese wird nach etwa 70 min erreicht. Da zu diesem Zeitpunkt FNOCT vollständig verbraucht ist, spiegelt dieser Wert näherungsweise die Halbwertszeit des Zerfalls von PAPA/NO (Freisetzung von 50 µM NO) wieder. Eine nahezu identische Endfluoreszenz liefern 25 µM NONOat nach 150 min (Kurve B). Hier liegen äquimolare Mengen an FNOCT  und NO vor. Somit gibt diese Kurve den kinetischen Verlauf der Reaktion von Stickstoffmonoxid mit FNOCT wieder. Die aus Kurve B abgeschätzte Halbwertszeit der NO-Freisetzung von t1/2 = 75 min stimmt gut mit dem Literaturwert[89] von 77 min für den Zerfall von PAPA/NO bei 22-25°C überein. Dies zeigt, dass unter den vorgegebenen Bedingungen die NO-Bildung aus dem NONOat der geschwindigkeitsbestimmende Schritt im Reaktionssystem ist. Die Reaktions-geschwindigkeit ist bei diesem Versuch gegenüber Kurve A reduziert, da es sich bei bei der Reaktion von FNOCT mit NO um eine Reaktion 2. Ordnung handelt. Somit besteht eine Abhängigkeit zwischen Anfangskonzentration und Reaktionsge-schwindigkeit. Ein Zusatz von 12.5 µM NONOat lieferte erwartungsgemäss eine ca. halb so grosse maximale Fluoreszenzintensität von etwa 13000 Einheiten. Dieser Wert wird aufgrund der niedrigeren Anfangskonzentration von NO erst nach über 200 min erreicht. 

Eine quantitative Auswertung der experimentellen Messkurven zur Ermittlung der kinetischen Konstanten erfolgte über eine mathematische Anpassung der Daten an ein zur Beschreibung der Kurven geeignetes Gleichungssystem. Das hier vorliegende Reaktionssystem kann in einfacher Weise durch die nachstehenden Reaktionssequenzen beschrieben werden:
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Dabei ist die Freisetzung von NO aus dem NONOat mit k1 = 1.6 x 10-4 M-1s-1 [89], die nach einer Kinetik 1. Ordnung abläuft, der geschwindigkeitsbestimmende Schritt (Gleichung 1). Wird für Reaktion 2 der experimentelle Wert k2 = 170 M-1s-1 [63] eingesetzt und vorausgesetzt, dass es sich bei Reaktion 3 um eine schnelle Reaktion (k3 ( 103 M-1s-1) handelt, sollten die Messdaten mit einem geeigneten Programm (z.B. Predici
 oder CKS
) simuliert werden können. Hierbei zeigte sich jedoch, dass keine „gute“ Übereinstimmung der simulierten Daten mit den experimentellen Kurven erreicht werden konnte. Insbesondere die Kurven A und B zeigen starke Abweichungen. Diese Beobachtungen sprechen für einen komplexeren Mechanismus des Fluoreszenzaufbaus, als er durch die oben angegebenen Reaktionen 1 - 3 beschrieben werden kann. Da bei Anwendung äquimolarer Mengen an FNOCT und NO die gleiche Endfluoreszenz erreicht wird wie bei einem Überschuss an NO, kann diese Abweichung nicht durch einen Verbrauch von NO erklärt werden. Vielmehr scheinen die Abweichungen zwischen Simulation und Messdaten auf einen „verzögerten“ Aufbau der Fluoreszenz zurück zu führen zu sein. Hierzu können einige mögliche Effekte diskutiert werden:

Einerseits kann es zur physikalischen Fluoreszenzlöschung durch Wechselwirkung des fluoreszierenden Produktes mit Reaktanden oder noch unbekannten Intermediaten kommen. Zum Beispiel wären Wechselwirkungen des NONOates mit FNOCT oder FNOCT-NO denkbar. Hierfür würde sprechen, dass Kurve C (Überschuss an FNOCT gegenüber NO) besser einer einfachen Exponentialfunktion folgt als die Kurven A und B. 

Andererseits könnte der verzögerte Fluoreszenzaufbau auch auf chemischen Ursachen beruhen. Denkbar wäre die Möglichkeit der Bildung eines nicht fluoreszierenden, NO-haltigen Zwischenproduktes, das im Verlauf der Reaktion schneller, evtl. autokatalytisch NO wieder freisetzt. Es könnte weiterhin auch eine zweistufige NO-Bildung aus dem NONOat zugrunde liegen. Für beide Fälle wurden Modellsimulationen mit CKS unter Einsatz der beschriebenen Reaktionsge-schwindigkeitskonstanten aus den Gleichungen 1 - 3 für die Basisreaktionen durchgeführt. Keine der beiden Alternativen führte jedoch zu einer befriedigenden Übereinstimmung mit den experimentellen Intensitäts-Zeit-Verläufen. Dies legt die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen des Reaktionsverlaufes, evtl. mittels anderer spektroskopischer Methoden, nahe. 

Aus den derzeitig ermittelten Daten können jedoch durch empirische, mathematische Anpassungen
 „experimentelle“ Halbwertszeiten der NO-Freisetzung aus NONOaten ermittelt werden (siehe oben). Ausserdem kann die Menge an NO, die durch das NONOat freigesetzt wird, näherungsweise abgeschätzt werden. So steht mit FNOCT eine Substanz zur Verfügung, mit der auch „neue“ NONOate hinsichtlich der Menge und Geschwindigkeit ihrer NO-Freisetzung untersucht werden können. 

5.3.2 Untersuchung der Reaktion von Superoxid mit Stickstoffmonoxid mittels Fluoreszenzspektroskopie

Die Reaktion von Stickstoffmonoxid mit Superoxid führt zur Bildung von Peroxynitrit.[90]
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Abb. 5.16: Bildung von Peroxynitrit

Wird bei Zusammengabe eines Superoxid-Bildners mit einem NO-Donator keine Bildung von Stickstoffmonoxid beobachtet, kann dies mit einer Abreaktion des NO mit O2(( erklärt werden. Die fluoreszenzspektroskopische Untersuchung dieser Reaktion ist eine interessante Anwendung für das FNOCT-System, da hier auf einfache Weise die NO-Bildung und auch der Verbleib von NO verfolgt werden können. Als vorteilhaft im Gegensatz zur NO-Elektrode erweist sich die Möglichkeit, ohne grossen apparativen Aufwand in Abwesenheit von Sauerstoff zu messen. 

Kirsch et. al.[91] fanden Hinweise darauf, dass bei der Autooxidation (Luftoxidation) der biologisch aktiven Verbindung Tetrahydrobiopterin (H4B) freie Superoxid-radikalanionen (O2(() gebildet werden. Tetrahydrobiopterin (Abbildung 5.17) wird im Säugetierorganismus synthetisiert[92] und tritt dort als CO-Faktor der NO-Synthase auf.[93,94] Wirkt die Substanz als Reduktionsmittel für Sauerstoff, können bei einer gleichzeitigen Bildung von NO über die Bildung von Peroxynitrit (Abbildung 5.16) reaktive Sauerstoff/Stickstoff-Verbindungen, wie z.B. NO2- und OH-Radikale auftreten, die eine schädigende Wirkung im Organismus ausüben. 
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Abbildung 5.17: Chemische Formeln von PAPA/NO und Tetrahydrobiopterin.

Das zu untersuchende System bestand aus dem NO-Donator PAPA/NO (Halbwertszeit 77 min bei 22°C) und 1 mM Tetrahydrobiopterin. Bei Luftsättigung (~ 220 µM O2) sollte entsprechend den Messdaten von Kirsch[91] die Halbwertszeit der Tetrahydrobiopterin-induzierten O2((-Bildung zwischen 60 und 80 min liegen. So stellen diese beiden Systeme im gleichen Zeitraum vergleichbare Mengen der Reaktanden NO und O2(( zur Verfügung. Wird also beim Zerfall von PAPA/NO in einer sauerstoffhaltigen, mit Tetrahydrobiopterin versetzten Lösung NO frei, sollte durch dessen sofortige Abreaktion mit Superoxid keine oder nur geringe Fluoreszenz mit FNOCT zu beobachten sein. Wird unter gleichen Bedingungen in Abwesenheit von Sauerstoff gemessen, sollte nahezu die maximale Fluoreszenzintensität beobachtet werden. Abbildung 5.18 zeigt die experimentellen Ergebnisse.
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Abb. 5.18: Untersuchung der sauerstoffabhängigen Reaktion von NO mit Superoxid. Bedingungen: Phosphatpuffer (pH = 7.24) mit 50 µM FNOCT, 10 % Pluronic, 50 µM Glutathion (GSH) und 1 mM Tetrahydrobiopterin (H4B) A) 50 µM PAPA/NO in Abwesenheit von H4B ohne Sauerstoff, B) 50 µM PAPA/NO mit Sauerstoff und SOD, C) 50 µM PAPA/NO, sauerstofffrei mit H4B, D) 50 µM PAPA/NO mit Sauerstoff und H4B. E) wie D, jedoch nach 12 min Zugabe von 200 Units SOD, F) ohne PAPA/NO, mit Sauerstoff und H4B.

Diesen Messergebnissen können theoretische Überlegungen zur Deutung der beobachteten Konzentrations-Zeit-Verläufe gegenüber gestellt werden. So sollen die Kurven A - E (Abbildung 5.18) im Folgenden auf der Basis der in Abbildung 5.19 dargestellten Reaktionsgleichungen 4 - 13 diskutiert werden. 
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Abb. 5.19: Reaktionsgleichungen zur Deutung der in Abb. 5.18 dargestellten Messergebnisse.

Kurve A zeigt den Verlauf der Fluoreszenzintensität nach Zugabe von PAPA/NO in Abwesenheit von H4B und Sauerstoff, jedoch in Gegenwart des Reduktionsmittels Glutathion (GSH). Hier wird die maximal mögliche Fluoreszenzintensität bei voll-ständigem Abfang des gebildeten Stickstoffmonoxids erhalten. Dieser Kurve liegen also die Gleichungen 4 und 5 zugrunde. Die Endfluoreszenz von ca. 25000 relativen Einheiten bei 50 µM FNOCT stimmt mit den Ergebnissen, die bereits bei vorangegangenen Untersuchungen der NONOate (siehe auch Kapitel 5.3.1) erhalten wurden, überein. 

Kurve B wurde unter sonst gleichen Bedingungen wie Kurve A in luftgesättigter Lösung (ca. 220 µM Sauerstoff) erhalten. Die Zugabe von SOD hatte weder einen Einfluss auf den Konzentrations-Zeit-Verlauf noch auf die unter diesen Bedingungen erreichte Maximalfluoreszenz (Messdaten ohne SOD-Zusatz aus Günden der Übersichtlichkeit nicht gezeigt). Die um ca. 40 % erniedrigte Maximalfluoreszenz der Kurve B ist somit auf den konkurrierenden Verbrauch von NO durch Luftoxidation zurückzuführen (Reaktion 6).

Interessanterweise führte die Zugabe von 1 mM Tetrahydrobiopterin zum FNOCT-NONOat-Reaktionssystem auch in Abwesenheit von Sauerstoff (Kurve C) zu einer um ca. 50 % erniedrigten Endfluoreszenz bei einem gleichzeitig verlangsamten Anstieg der Fluoreszenzintensität. Dies bedeutet, das Tetrahydrobiopterin in guter Näherung die Hälfte des gebildeten Stickstoffmonoxids verbraucht haben muss. Eine direkte Reaktion von NO mit Tetrahydrobiopterin kann jedoch relativ sicher ausgeschlossen werden, da mit einem sehr grossen Überschuss an H4B gearbeitet wurde. Daher wäre dann ein vollständiger Verbrauch an NO zu erwarten gewesen. Eine wahrscheinlichere Erklärung für die erniedrigte Endfluoreszenz ist die Annahme, dass H4B in Konkurrenz zum Glutathion (nur in einer Konzentration von 50 µM enthalten) als gutes Reduktionsmittel (Einelektronendonator)
 für das anfänglich aus FNOCT mit NO gebildete Nitroxid-Radikal wirkt und dies nach Protonenübertragung in das fluoreszierende Endprodukt FNOCT-NOH überführt (Reaktion 7). Das dabei gebildete H3B-Radikal kann nun in einer sehr schnellen (möglicherweise nahezu diffusionskontrollierten) Reaktion mit weiterem NO zu nichtradikalischen Produkten abreagieren (Reaktion 8). Diese Reaktionsfolge würde der beobachteten Stöchiometrie (50 %iger NO-Verbrauch) entsprechen. Für Kurve C gelten demnach die Reaktionen 4, 5, 7 und 8.

Wenn dieser Versuch (Anwesenheit von H4B) statt in sauerstofffreier in sauerstoffhaltiger (luftgesättigter) Pufferlösung durchgeführt wird, wird nur eine sehr geringe, langsam ansteigende Fluoreszenz beobachtet (Kurve D), die nahe am Blindwert (Kurve F, Fluoreszenzverlauf in Abwesenheit eines NO-Donators) verläuft. Diese Beobachtung zeigt, dass bei gleichzeitiger Anwesenheit von Tetrahydrobiopterin und Sauerstoff praktisch kein NO durch FNOCT abgefangen wird. Erklären lässt sich diese Tatsache mit der bereits durch andere Versuche bewiesenen[91] Bildung von O2(( bei der Autooxidation von Tetrahydrobiopterin (Re-aktionen 9 - 11 mit k9 = 0.6 M-1s-1, k10 = 3.9 x 105 M-1s-1[95], k11 = 3.2 x 103 M-1s-1[91]). Da O2(( diffusionskontrolliert mit NO zu Peroxynitrit, ONOO(, reagiert (Reaktion 12, k12 = 4.8 x 109 M-1s-1[96]) kann FNOCT aufgrund der wesentlich geringeren Reaktionsgeschwindigkeit mit NO (k2 = 170 M-1s-1[63]) nicht mehr in Konkurrenz zur Reaktion von NO mit Superoxid treten. Peroxynitrit bzw. seine korrespondierende Säure, HOONO zerfallen bei einem pH-Wert von 7.2 innerhalb von Sekunden zu Nitrat, Nitrit und Sauerstoff[98] und reagieren mit FNOCT zu nicht-fluoreszierenden Produkten. Kurve D wird somit durch die Reaktionen 4, 6, und 9 - 12 beschrieben, wobei Reaktion 10 aufgrund ihrer viel geringeren Reaktionsgeschwindigkeit gegen-über Reaktion 12 keinen wesentlichen Beitrag liefern sollte.

Einen klaren Beweis, dass unter diesen Bedingungen freie O2((-Radikalanionen gebildet werden, lieferte ein Experiment, bei welchem dem Reaktionsansatz mit FNOCT, H4B, NO und Sauerstoff Superoxiddismutase (SOD) zugesetzt wurde (Kurve E). SOD überführt O2(( in einer nahezu diffussionskontrollierten Reaktion in H2O2 und Sauerstoff, d.h. SOD kann mit NO um O2(( konkurrieren und letzteres dem Reaktionssystem entziehen. Damit steht NO wieder für die Reaktion mit FNOCT zur Verfügung. 

Vor der SOD-Zugabe wurde die in Kurve D beobachtete geringe Fluoreszenz gefunden. Die SOD-Zugabe erfolgte dann 12 min nach der NONOat-Zugabe und führte zu einem spontanen Anstieg der Fluoreszenz bis zu einem (extrapolierten) Grenzwert, der noch oberhalb der Kurven B und C liegt. Diese erzielte höhere Endfluoreszenz kann damit erklärt werden, dass nun über die Bildung von H2O2 (Reaktion 13) die Sauerstoffkonzentration und über Reaktion 11 die H3B-Stationärkonzentration erniedrigt werden. Somit wird der NO-Verbrauch über die Reaktionen 6 und 8 vermindert. 

Diese Experimente liefern demnach eine weitere Bestätigung dafür, dass Tetrahydrobiopterin direkt Sauerstoff zum Superoxidradikalanion reduzieren kann. Ebenso kann aus den Versuchen abgeleitet werden, dass Superoxid mit gleichzeitig gebildetem Stickstoffmonoxid zu Peroxynitrit reagiert.

5.3.3 Untersuchung der Reaktion von Ascorbinsäure und Sauerstoff mit Stickstoffmonoxid

Ascorbinsäure (Vitamin C) ist eine essentielle Verbindung, die im Säugetier-organismus vielfältige Funktionen ausübt[99]. Neben der Verhinderung von Krankheiten wie Skorbut[99] wirkt sie als generelles Antioxidans (Radikalfänger). Beschrieben ist der Abfang von Superoxidradikalen[100] durch Ascorbinsäure unter Bildung von H2O2. Ascorbinsäure kommt in vielen Geweben des Körpers vor. Die höchste Anreicherung findet man in Geweben mit hohem Stoffwechsel, z. B. in der Leber (10-16 mg/100 g Gewebe) oder in den Nebennieren (30-40 mg/100 g Gewebe)[101]. Die Reaktionen der Ascorbinsäure beinhalten auch Wechselwirkungen mit Stickstoff-Sauerstoffverbindungen, wie Nitrit und Nitrosaminen. Dabei kann Ascorbinsäure die Bildung von Nitrosaminen aus Nitrit verhindern, indem sie das im Magen aus zwei Molekülen NO2- gebildete N2O3, welches als Nitrosierungsreagenz auftritt, zu NO reduziert. Aus Ascorbinsäure bildet sich bei dieser Reaktion das Ascorbylradikal. 

Ihre Wirkung als Reduktionsmittel macht die Ascorbinsäure auch für die hier behandelte Thematik interessant. So wurde in vorangegangenen Arbeiten[63,71] das aus FNOCT 7 durch Reaktion mit NO gebildete Nitroxid-Radikal 7-NO mittels Ascorbinsäure zum Hydroxylaminanion 7-NO( reduziert, welches bei physiologi-schem pH-Wert spontan zum Hydroxylamin 7-NOH protoniert wird. Hierbei wurde meist mit NO-Lösungen gearbeitet, um das Hydroxylamin gezielt darstellen zu können. Ascorbinsäure erwies sich bei diesen Untersuchungen als das wirksamste der getesteten Reduktionsmittel. 

Bei Experimenten mit NONOaten (z. B.: MAHMA/NO, PAPA/NO und Spermin/NO), deren Zerfall in sauerstoffhaltiger Lösung detektiert werden sollte, bereitete der Zusatz der Ascorbinsäure jedoch einige Schwierigkeiten. Es wurde nicht die erwartete Zerfallskinetik der NONOate mittels FNOCT gemessen, sondern abweichend davon eine S-förmige Kurve (Abbildung 5.20). In der Literatur[102] war ein vergleichbares Phänomen bereits beschrieben worden. Man beobachtete eine verzögerte Relaxation der Muskulatur von Rattenaorten durch Spermin/NO in Anwesenheit von Ascorbinsäure gegenüber der Muskelrelaxation durch Spermin/NO in Abwesenheit von Ascorbinsäure, die nicht geklärt werden konnte.
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Abb. 5.20: Verzögerte NO-Detektion bei Anwesenheit von 50 µM Ascorbinsäure in einer Messlösung mit 50 µM FNOCT 7, 10 % Pluronic in Phosphatpuffer, pH = 7.24 und A) 50 µM PAPA/NO, bzw. B) 50 µM Spermin/NO. Anwesenheit von Sauerstoff, 25°C.

Für die kinetischen Untersuchungen wurde folglich ein anderes Reduktionsmittel gesucht, bzw. die Messungen wurden ohne Zusatz eines Reduktionsmittels durchgeführt. Als alternatives Reagenz empfielt sich Glutathion (GSH). Es kommt in noch höherer Konzentration als Ascorbinsäure in den meisten Zellen des Säugetier-organismus vor. Da der Reduktionsmechanismus dem der Ascorbinsäure ähnlich ist, kann diese somit im Experiment gut durch GSH substituiert werden. Ascorbinsäure ist jedoch das stärkere der beiden Reduktionsmittel, da es, wie Abbildung 5.21 zeigt, zwei Elektronen abgibt, während Glutathion ein Einelektronendonor ist. 

Die Messungen unter Zusatz von Glutathion und ohne Reduktionsmittel sind in Abbildung 5.22 zusammengefasst.


[image: image5.wmf]O

O

H

O

H

O

H

O

O

H

O

O

H

O

H

O

O

O

O

O

H

O

H

O

O

O

-

 

2

 

H

-

 

2

 

e

A

s

c

o

r

b

i

n

s

ä

u

r

e

 

A

s

c

o

r

b

a

t

D

e

h

y

d

r

o

a

s

c

o

r

b

i

n

s

ä

u

r

e

A

)

B

)

G

S

H

G

S

G

S

G

S

G

S

S

G

-

 

H

G

S

S

G

-

e

 

e

A

s

c

o

r

b

y

l

-

 

 

r

a

d

i

k

a

l


Abb. 5.21: Mechanismus der reduktiven Wirkung von A) Ascorbinsäure und B) Glutathion. Ascorbinsäure reagiert unter Abgabe zweier Protonen zu Ascorbat, das dann über ein Ascorbylradikal durch Abgabe von zwei Elektronen zur Dehydroascorbinsäure oxidiert wird. Diese ist eine instabile Substanz, die schnell mit Wasser zu 2,3-Diketogulonsäure umgesetzt wird[103]. Bei der Oxidation des Glutathionats aus GSH zum Radikal wird ein Elektron frei. Anschliessend entsteht ein Disulfid[104].
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Abb. 5.22: Detektion der NO-Freisetzung ohne Reduktionmittel, bzw. mit Glutathion (GSH) als Reduktionmittel: jeder Ansatz enthält 50 µM FNOCT 7 und 10 % Pluronic in Phosphatpuffer, pH = 7.24. Dazu kommt A) 50 µM PAPA/NO und 50 µM GSH, B) 50 µM Spermin/NO und 50 µM GSH, C) 50 µM PAPA/NO, und D) 50 µM Sper-min/NO. Alle Messungen wurden unter Sauerstoffeinfluss bei 25°C durchgeführt.

Vergleicht man alle Kurven aus Abbildung 5.20 und 5.22 miteinander, wird deutlich, dass Ascorbinsäure abhängig von der Halbwertszeit des verwendeten NONOates einen hemmenden Effekt auf die Detektion von Stickstoffmonoxid ausübt. Mit Glutathion wird dies ebensowenig beobachtet wie ohne Reduktionsmittel. Die Kurven, die ohne Zusatz eines Reduktionsmittels aufgenommen wurden, verlaufen um ca. 4000 Einheiten der relativen Fluoreszenzintensität geringer als die mit GSH gemessenen Kurven. Dies ist wahrscheinlich auf Abreaktion des Nitroxids 7-NO zu nicht fluoreszenzfähigen Nebenprodukten zurückzuführen.

Die Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass durch die Ascorbinsäure in Gegenwart von Sauerstoff ein Abbau der NO-Konzentration ermöglicht wird. Dies wurde durch Zugabe von Ascorbinsäure zu einer Probe geklärt, in der sich bereits ein NONOat ohne Reduktionsmittel im Zerfall befindet. Der Einfluss einer Ascorbinsäure- Zugabe nach 15 min bzw. 20 min des Zerfalls von Spermin/NO im Vergleich mit einer unbeeinflussten NO-Bildung ist in Abbildung 5.23 dargestellt. 

Die Zugabe der Ascorbinsäure wirkt sich spontan auf die Detektion des NO aus: sie kommt sofort zum Stillstand. Dafür sind zwei Erklärungen denkbar. Zum einen könnte das NONOat in der Freisetzung von NO gehemmt werden. Da sich aber in der Lösung eine stationäre Konzentration an NO befindet, sollte dies nicht zu einer spontanen, sondern eher einer langsameren Abnahme der NO-Konzentration führen. Weiterhin sollte bei einer Hemmung der NO-Freisetzung, d. h. einer chemischen Reaktion von Spermin/NO mit Ascorbinsäure, das FNOCT nicht mehr in der Lage sein, weiteres NO abzufangen. Dies ist aber der Fall, da es bei beiden Versuchen nach ca. 70 min wieder zu einem Anstieg der Fluoreszenz kommt, was bedeutet, dass weiterhin NO freigesetzt wird. So ist die zweite Variante, dass durch das NONOat gebildetes NO schnell durch Ascorbinsäure abgefangen wird, wahrscheinlicher. Der langsame Wiederanstieg der beiden Kurven nach ca. 70 min spricht für diesen Weg, da dieser Zeitverlauf einen vollständigen Verbrauch der Ascorbinsäure zu diesem Zeitpunkt anzeigt. 
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Abb. 5.23: Zerfall von 50 µM Spermin/NO in Phosphatpuffer (pH = 7.24) mit 50 µM FNOCT und 10 % Pluronic A) ohne Zusatz eines Reduktionsmittels, B) mit Zusatz von 50 µM Ascorbinsäure nach 15 min und C) nach 20 min. Bedingungen: Anwesenheit von Sauerstoff, 25°C.

Ascorbinsäure ist jedoch nicht der einzige Parameter, der die Veränderung der Kinetik hervorruft. Ein weiteres wichtiges Kriterium ist die Anwesenheit von Sauerstoff. Vergleicht man den kinetischen Verlauf ascorbinsäurehaltiger Mess-ansätze mit und ohne Sauerstoff, werden gänzlich unterschiedliche Kinetiken beobachtet (Abbildung 5.24). 

Am Beispiel des Zerfalls von PAPA/NO kann gezeigt werden, dass unter Sauerstoffausschluss (Kurve A) eine erheblich höhere relative Fluoreszenzintensität (ca. 25.000 Einheiten) und ein sehr schwacher sigmoider Kurvenverlauf gefunden wird. Zerfällt PAPA/NO unter Sauerstoffeinfluss (Kurve B), folgt die Fluoreszenz-intensität einer sigmoiden Kurve mit einer etwa um die Hälfte geringeren Endfluoreszenz von ca. 10.000 Einheiten. 
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Abb. 5.24: Zerfall von 50 µM PAPA/NO in einer Phosphatpufferlösung (pH = 7.24) mit 100 µM Ascorbinsäure bei unterschiedlichem Sauerstoffgehalt: A) sauerstofffrei und B) luftgesättigt (ca. 220 µM O2). Es wurden 50 µM FNOCT 7 und 10 % Pluronic zugesetzt. 

Da alle durchgeführten Messungen neben Ascorbinsäure auch noch den Fluoreszenzfarbstoff FNOCT 7 und den Lösungsvermittler Pluronic F127 enthalten, muss ausgeschlossen werden, dass es diese Komponenten sind, die in Wechselwirkung mit Ascorbinsäure und Sauerstoff zu einem Verbrauch von NO führen. Als Konsequenz daraus ergibt sich die Notwendigkeit, eine andere Messmethode einzusetzen. Im vorliegenden Fall wurde die NO-Bildung in einer Phosphatpuffer-Lösung von Spermin/NO mittels einer NO-Elektrode verfolgt. 

Die NO-Elektrode ist in der Lage, stationäre Konzentrationen an gebildetem NO in einer Messlösung zu erfassen. Eine integrative Messung, wie sie bei der FNOCT-Methode vorliegt, ist nicht oder nur eingeschränkt möglich. Die Elektrode ermöglicht aber quantitative Bestimmungen der Konzentration an NO in der Messlösung mit Hilfe eines Standards. Um für die folgenden Experimente den Messbereich festzulegen, wurden zunächst Bestimmungen der stationären NO-Konzentration nach Zugabe unterschiedlicher Mengen an Spermin/NO vorgenommen. Hierzu wurde die NO-Bildung aus 10, 20 und 30 µM Spermin/NO in Phosphatpuffer (pH = 7.25) über einen Zeitraum von ca. 20 min beobachtet. Über die zuvor durchgeführte Kalibrierungsmessung konnte die Konzentration an NO bestimmt werden. Die Kurven sind in Abbildung 5.25 aufgeführt. 
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Abb. 5.25: Konzentrationsbestimmung mit der NO-Elektrode: NO-Bildung aus A) 10 µM, B) 20 µM und C) 30 µM Spermin/NO in Phosphatpuffer (pH = 7.25) in Gegenwart von Luftsauerstoff.

Die Messkurven zeigen, dass die Stationärkonzentration des Zerfalls von 30 µM Spermin/NO nur etwa 1.2 µM NO beträgt. Dies beweist, dass ein grosser Teil des gebildeten Stickstoffmonoxids direkt mit dem in der Lösung vorhandenen Sauerstoff abreagiert. 

Um die Wirkung der Ascorbinsäure auf die NO-Freisetzung zu untersuchen, wurden die nachfolgenden Experimente mit 30 µM Spermin/NO durchgeführt. Das NONOat zerfiel bis zur Gleichgewichtskonzentration. Dann wurden unterschiedliche Konzen-trationen an Ascorbinsäure zugesetzt. Abbildung 5.26 zeigt die resultierenden Kurven. 
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Abb. 5.26: A) Zerfall von 30 µM Spermin/NO in Phosphatpuffer (pH = 7.25) bei 25°C unter Sauerstoffeinfluss: nach ca. 12 min erfolgte die Zugabe der Ascorbinsäure bis zu einer Endkonzentration von B) 0.50 µM, C) 1.25 µM und D) 2.50 µM Ascorbinsäure. 

Die Konzentrationen an Ascorbinsäure wurden der Stationärkonzentration an gebildetem NO angepasst. So wurde bei NO-Konzentrationen von 1.27 µM mit 0.50 µM, 1.25 µM und 2.50 µM Ascorbinsäure gemessen. Mit 0.50 µM Ascorbinsäure wird nach kurzem Abfall der Messkurve ein langsamer Wiederanstieg innerhalb von ca. 17 min beobachtet. Setzt man 1.25 µM, also eine etwa äquimolare Menge an Ascorbinsäure zu, wird ein Abfall der Messkurve auf etwa 0.7 µM NO beobachtet. Ein Wiederanstieg der Kurve tritt innerhalb von 20 min ein. Nach Zugabe von 2.50 µM Ascorbinsäure findet ein vollständiger Verbrauch der Ascorbinsäure innerhalb kürzester Zeit (ca. 3 min) statt. Die Kurve steigt nach ca. 23 min wieder langsam an. Bei keiner der gemessenen Kurven mit Ascorbinsäure wird das Niveau der Kurve erreicht, das in Abwesenheit von Ascorbinsäure gemessen wird. Dies ist, da NO aus der Messlösung entfernt wurde, auf das langsame Absinken der NO-Gleichgewichtskonzentration mit fortschreitendem Zerfall des NONOates zurückzuführen.

Mit den vorliegenden Experimenten an der NO-Elektrode konnten die Ergebnisse aus den Fluoreszenzmessungen bestätigt werden. Wichtig ist, festzustellen, dass ein Einfluss des FNOCT-Systems auf die Reaktion der Ascorbinsäure und des Sauerstoffes mit NO ausgeschlossen werden kann. Es zeigte sich aber vor allem, dass Ascorbinsäure in Gegenwart von Sauerstoff kein universell geeignetes Reduktionsmittel für das FNOCT-System darstellt. Insbesondere für Messungen mit kleinen stationären NO-Konzentrationen, wie sie bei langsam zerfallenden NO-Donatoren oder geringen NO-Mengen auftreten, wird die Messung hinsichtlich der Fluoreszenzintensität und des kinetischen Verlaufes stark beinflusst. In sauerstoff-freien Messansätzen zeigt Ascorbinsäure jedoch keinen negativen Einfluss und auch bei hohen Stationärkonzentrationen an NO, wie z. B. bei der Messung von NO-Lösungen, ist ihr Einfluss im Zusammenhang mit Sauerstoff vernachlässigbar. 

Als besseres Reduktionsmittel hat sich Glutathion für die Anwendung mit dem FNOCT-System in sauerstoffhaltiger Lösung erwiesen, da GSH auch bei hoher Konzentration nur eine geringe Reaktivität gegenüber NO zeigt. 

Die Reaktion von Ascorbinsäure mit Stickstoffmonoxid unter Sauerstoffeinfluss gehört zu den in der Literatur wenig beschriebenen Reaktionen des Stickstoff-monoxids. So stellt sich die Frage, wie eine solche Reaktion ablaufen könnte. Dies erfordert einige Betrachtungen hinsichtlich der Reaktivität sowohl von NO als auch von Ascorbinsäure in wässriger, sauerstoffhaltiger Lösung.

Stickstoffmonoxid ist in der Lage, mit Sauerstoff zu reagieren. Diese Reaktion liefert weitere reaktive Spezies, die ihrerseits in der Lage sind, mit Stickstoffmonoxid zu reagieren. Einige wichtige Reaktionen sind in Abbildung. 5.27 zusammengefasst. 
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Abb. 5.27: Reaktionen von Stickstoffmonoxid mit Sauerstoff und daraus resultierende Folgereaktionen. [105,106,107]
Eine direkte Reaktion von Ascorbinsäure mit Stickstoffmonoxid ist eher auszuschliessen. Wahrscheinlicher ist die Bildung eines Ascorbylradikals, welches dann NO angreift. Das Ascorbylradikal kann durch unterschiedliche Reaktionen aus Komponenten, die in einer wässrigen, sauerstoffhaltigen NO-Lösung auftreten, gebildet werden (Abbildung 5.28). In der Literatur[108] wurde das Ascorbylradikal unter vergleichbaren Bedingungen (Messlösung mit Sauerstoff und Ascorbinsäure; Zusatz von NO-Gas) mittels ESR detektiert. Die Bildung des Ascorbylradikals erfolgte erst nach Zugabe des Stickstoffmonoxidgases zur Messlösung. So scheint tatsächlich die Reaktion zwischen Sauerstoff und NO die zur Bildung des Ascorbylradikals notwendigen reaktiven Stickstoff-Sauerstoff-Verbindungen zu liefern.
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Abb. 5.28: Ascorbinsäure bzw. Ascorbat kann durch N2O3 (A) oder durch NO2 (B) zum Ascorbylradikal umgesetzt werden[101]. Die Abreaktion könnte über Weg C[109] oder Weg D ablaufen. 

Basierend auf den Untersuchungsergebnissen von Gorbunov et al.,[108] dass in sauerstoff- und stickstoffmonoxidhaltiger Lösung nach dem oben beschriebenen oder einem anderen Mechanismus ein Ascorbylradikal gebildet werden kann, sollten mit diesem Reaktionen mit Stickstoffmonoxid möglich sein. Zwei Vorschläge zur Abreaktion des Ascorbylradikals zeigt Abbildung 5.28. Über Weg C könnte Dehydroascorbinsäure und NO- gebildet werden. Weg D könnte durch Radikalrekombination eine Nitrosooxo-Verbindung liefern. Ähnliche Verbindungen sind in der Literatur[110] bekannt. 

Die vorstehend beschriebenen Experimente belegen eine bislang wenig beschriebene Reaktion von Ascorbinsäure und Sauerstoff mit Stickstoffmonoxid. Die Ergebnisse, die mit Hilfe des FNOCT-Systems erhalten wurden, konnten durch Messungen mit der NO-Elektrode bestätigt werden. Über den zugrunde liegenden Mechanismus kann an dieser Stelle jedoch nur spekuliert werden, da sich zu dessen Klärung weitergehende Experimente, wie z. B. Analysen der Reaktionsprodukte, anschliessen müssen. 

Der Einfluss der Ascorbinsäure auf den NO-Spiegel in luftgesättigten Systemen kann aber noch in weiterer Hinsicht von Interesse sein. Da mit Hilfe der FNOCT-Methode Untersuchungen an biologischen Systemen erfolgen können, die zum einen Sauerstoff und zum anderen auch Antioxidantien, wie z. B. die Ascorbinsäure enthalten, sollte in einer gesonderten Experimentalserie der Einfluss von Sauerstoff und Ascorbinsäure auf die Zerfallskinetik von NONOaten bei verschiedenen Konzentrationen an NO, bzw. auf die Reaktion von FNOCT mit NO untersucht werden. Das hierfür verwendete N-Diazeniumdiolat war in diesem Fall MAHMA/NO, welches mit einer Halbwertszeit von etwa 3 min bei 25°C[89] sehr schnell zerfällt, so dass schon zu Beginn der Reaktion genügend NO zur Detektion vorliegt. Dadurch kommt die Wirkung der Ascorbinsäure unter Sauerstoffeinfluss weniger stark zur Geltung als bei langsam zerfallenden NONOaten (vergl. PAPA/NO und Spermin/NO, Abbildung 5.20).

Die zugesetzten Mengen an MAHMA/NO wurden so gewählt, dass das NONOat als Unterschusskomponente vorlag. So wurde einer Messlösung mit 50 µM FNOCT und 50 µM Ascorbinsäure MAHMA/NO bis zu Endkonzentrationen von 8, 17, 25 und 33 µM zugesetzt und der jeweilig resultierende Anstieg der relativen Fluoreszenz-intensität beobachtet (Abbildung 5.29). 
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Abb: 5.29: Detektion von NO aus MAHMA/NO unter Sauerstoffeinfluss (Luftsättigung, 220 µM O2) bei 25°C in Phosphatpuffer (pH = 7.25) mit 10 % Pluronic, 50 µM FNOCT und 50 µM Ascorbinsäure. Zusatz von A) 0 µM (Leerwert), B) 8 µM, C) 17 µM, D) 25 µM und E) 33 µM NONOat.

In Gegenwart von Sauerstoff und Ascorbinsäure wurde insgesamt eine relativ geringere Fluoreszenzintensität von maximal 6500 Einheiten beobachtet, verglichen mit einer bestimmten Maximalfluoreszenz von etwa 23600 Einheiten nach dem Zerfall von MAHMA/NO unter Einfluss von Ascorbinsäure, aber in Abwesenheit von Sauerstoff (Messdaten nicht gezeigt). Eine naheliegende Erklärung für diesen Effekt ist die Annahme, dass ein Teil des gebildeten Stickstoffmonoxids direkt mit Sauerstoff abreagiert. Die bei dieser Reaktion gebildeten Stickstoffoxide NO2 und N2O3 werden mit FNOCT nicht erfasst. Ein weiterer Teil reagiert wahrscheinlich mit dem gebildeten Ascorbylradikal. Die Konzentrationen an MAHMA/NO wurden so gewählt, dass sie etwa in gleichen Abständen von 8 - 9 µM lagen. So konnte man in Abbildung 5.29 bereits erkennen, dass auch die Abstände zwischen den Endwerten der Messkurven etwa gleich sind. Erwartungsgemäss wird auch hier eine Abhängigkeit zwischen der Reaktionsgeschwindigkeit und der Anfangskonzentration, wie zuvor beim PAPA/NO (siehe Kapitel 5.3.1), beobachtet. 

An diese Kurven konnte eine Exponentialfunktion besser angepasst werden, als dies bei dem Experiment mit PAPA/NO möglich war. Trotzdem zeigten die Kurven vor allem zu Beginn des Zerfalls, bei noch sehr kleinen NO-Konzentrationen, starke Abweichungen, die durch einen sigmoiden Verlauf gekennzeichnet waren. Dies wird häufig für den letzten Schritt von Folgereaktionen[111] beobachtet, insbesondere, wenn der vorletzte Schritt langsamer ist als der Letzte. Zudem wirkt sich hier ebenfalls der Einfluss der Ascorbinsäure auf die Reaktion aus, da diese mit einem Teil des Stickstoffmonoxids reagiert. Dies führt dazu, dass insbesondere kurz nach Zugabe des NONOates, d. h., wenn erst kleine Mengen an NO gebildet wurden, der Abfang von NO durch Ascorbinsäure einen starken Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit ausübt. Dieser Effekt ist allerdings bei MAHAMA/NO bei weitem nicht so stark ausgeprägt wie bei den NONOaten mit längerer Halbwertszeit. 

Um die vorhandenen Messdaten einer kinetischen Analyse zu unterziehen, musste zunächst ein erweitertes Gleichungssystem zugrunde gelegt werden, welches die parallel ablaufenden Reaktionen von NO mit Sauerstoff und Ascorbinsäure berücksichtigt:
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Es wird vorausgesetzt, dass das NONOat auch unter Sauerstoffeinfluss zunächst zwei NO[89] freisetzt. Das NO-Radikal kann nun entweder mit FNOCT erst zu dem bekannten Nitroxid und nach Reduktion zum Hydroxylamin reagieren (Reaktion 2 und 3) oder mit dem in der Lösung enthaltenen Sauerstoff (etwa 220 µM O2) weitere Stickoxide bilden (Reaktion 15 und 16). Durch das so gebildete NO2-Radikal kann eine Elektronentransferreaktion mit dem in der Lösung befindlichen Ascorbat erfolgen, sodass neben NO2( ein Ascorbylradikal entsteht (Reaktion 14). Dieses könnte nach dem in Abbildung 5.28 beschriebenen Mechanismus mit NO zu weiteren Produkten reagieren. Die Reaktion von NO mit Sauerstoff ist insgesamt 3. Ordnung, 2. Ordnung in Bezug auf NO und 1. Ordnung in Bezug auf Sauerstoff. Dies könnte bedeuten, dass mit Erhöhung der NO-Konzentration die Geschwindigkeit dieser Reaktion im Gegensatz zur bimolekularen Reaktion von NO mit FNOCT stärker gesteigert wird. Das führt zu einem erhöhten NO-Verbrauch mit steigender NO-Konzentration. Dies zeigt sich, wenn der extrapolierte Endwert der Fluoreszenz I( der einzelnen Messkurven aus Abbildung 5.29 gegen die Konzentration des NONOates aufgetragen wird, wie Abbildung 5.30 zeigt. Die Werte für I( wurden durch Anpassung einer Exponentialfunktion an die entsprechende Kurve ermittelt. 
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Abb. 5.30: Abhängigkeit zwischen der Konzentration des MAHMA/NO und der relativen Fluoreszenzintensität (Bedingungen wie in Abbildung 5.29). Bei den verwendeten Werten handelt es sich um die aus empirischen Exponentialfunktionen errechneten Daten für I(. A) lineare Abhängigkeit, B) empirisch ermittelte Expo-nentialfunktion.

Der offensichtlich nicht-lineare Anstieg der Datenpunkte
 stimmt mit der oben erwähnten Hypothese, dass mit Erhöhung der NO-Konzentration ein ebenfalls erhöhter NO-Verbrauch einhergeht, überein. 

Der Versuch, an die Messdaten durch eine Simulation mit CKS (s.o.) eine mathematische Funktion anzupassen, der die Gleichungen 1, 2, 3, 14, 15, 16 und 17 zugrunde lagen, gelang hier wie auch in dem Experiment mit PAPA/NO (Kapitel 5.3.1) nur unzureichend. Eine Begründung hierfür ist, dass in dieser Berechnung noch mehr Einflussfaktoren berücksichtigt werden müssen, als in dem zuvor diskutierten einfacheren Reaktionssystem mit PAPA/NO ohne Sauerstoff und Ascorbinsäure.

Aus den in Abbildung 5.29 dargestellten Kurven kann jedoch auch bei dieser komplizierteren Reaktionsfolge die Halbwertszeit des NONOates empirisch abgeschätzt werden: Wie in Kapitel 5.3.1 wurde der Endwert der Fluoreszenz-intensität, berechnet aus der zugrundeliegenden Exponentialfunktion (It(() halbiert und die Zeit, nach der der Wert It((/2 erreicht war, von der Zeitskala in Abbildung 5.29 abgelesen. Die Werte für die so ermittelte Halbwertszeit liegen mit 4.7 min (Kurve B) bis 3.5 min (Kurve E) bei 25°C etwas über dem für MAHMA/NO angegebenen Literaturwert von 3 min bei 25°C[89]. Somit scheint sich die Anwesenheit von Sauerstoff und Ascorbinsäure möglicherweise leicht geschwindig-keitshemmend auf den Aufbau der Fluoreszenz auszuwirken. Trotzdem kann somit auch in solchen, an biologische Gegebenheiten angelehnten, Systemen näher-ungsweise die Halbwertszeit der NO-Freisetzung aus einem NONOat bestimmt werden. 

5.3.4 Untersuchung des Zerfalls von Angelis Salz

Im Rahmen der Untersuchung der NO-Bildung mittels Superoxiddismutase (SOD) aus dem Nitroxidanion NO¯ wurde die Zersetzung von Angelis Salz, dem Dinatriumsalz der Oxosalpetrigen Säure, (Na2N2O3) beobachtet. Dieses setzt neben NO¯ und NO2¯ auch NO und weitere radikalische und nicht-radikalische Spezies nach dem in Abbildung 5.31 beschriebenen Schema[98,112,113] frei. 
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Abb. 5.31: Hypothetischer Zerfall von Angelis Salz. Beschreibung zu den Reaktionen im nachfolgenden Text.

Das N2O32- -Ion wird zunächst protoniert. Die monoprotonierte Form könnte auf Reaktionsweg a neben Nitrit auch die O-protonierte Form des Nitroxylanions (HON) liefern, welches sowohl im Singulett- als auch im Triplettzustand vorliegen kann. Der Triplett-Zustand ist laut quantenchemischer Rechnungen der Grundzustand. Nach Deprotonierung wird hieraus NO¯ (b), ebenfalls im Singulett- oder Triplettzustand (der wiederum dann der Grundzustand ist), freigesetzt. Singulett-NO( wird dann über Weg c zu Bishyposalpetriger Säure umgesetzt, die sich schnell zu N2O (Lachgas) und Wasser zersetzt (d). Zu diesen Verbindungen reagiert das protonierte Angelis Salz auch über Weg e ab. Hier wird zunächst Hyposalpetrige Säure gebildet (f), die wiederum sehr schnell zur Bishyposalpetrigen Säure dimerisiert (g). Triplett-NO- kann mit anwesendem (Triplett)-Sauerstoff über Weg h zu NO und Superoxid reagieren[98]. Diese Verbindungen können dann Peroxynitrit bilden. Diese Reaktion kann auch über Weg i verlaufen.

Für die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen sind Weg a und die Wege e und f, die zur Bildung protonierter Nitroxylanionen führen und Weg h, auf welchem NO gebildet wird, interessant. Die Wege a, e und f sollten ohne Einfluss von Sauerstoff ablaufen können und in wässrigrer Lösung NO¯ im Triplett- und/oder Singulettzustand liefern. In Anwesenheit von Sauerstoff sind die Reaktionen h und i möglich. Liefe Reaktion h ab, so stünde NO für die Bildung des Nitroxids 7-NO zur Verfügung. Eine Freisetzung von NO sollte ohne Anwesenheit von Sauerstoff nicht stattfinden und es sollte kein Anstieg der FNOCT-NO-Fluoreszenz erfolgen können, vorausgesetzt, dass FNOCT 7 nicht direkt mit NO( reagiert. Experimente zum Zerfall des Angelis Salz zeigen jedoch, dass auch unter Anoxie das fluoreszierende NO-Addukt 7-NOH gebildet wird (siehe Abbildung 5.32). 
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Abb. 5.32: Detektion von Produkten aus dem Zerfall von Angelis Salz. Beobachtung der Hydroxylamin-Bildung aus FNOCT 7 unter anaeroben (A) und aeroben Bedingungen (B). Zusammensetzung des Versuchsansatzes für beide Proben: 50 µM FNOCT, 100 µM Ascorbinsäure, 10 % Pluronic in Phosphatpuffer pH = 7.25. Zugabe von 200 µM Angelis Salz.

In Abwesenheit von Sauerstoff (Kurve A) wurden höhere Fluoreszenzintensitäten beobachtet als bei Anwesenheit von O2 (Kurve B). Dies ist naheliegend, da NO¯.schnell mit Sauerstoff zu Peroxynitrit reagiert, d. h. sowohl bei NO-Bildung als auch bei direkter Reaktion von NO¯ mit FNOCT würde eine erniedrigte Fluoreszenz zu beobachten sein. Aus diesem Experiment liesse sich folgern, dass FNOCT direkt mit NO¯zum FNOCT-NOH reagieren kann:

FNOCT  +  NO¯   ((   FNOCT-NOH

Dies würde dann bedeuten, dass FNOCT nicht spezifisch für das NO-Radikal ist.

Die bei „sauerstofffreier“ Reaktionslösung gemessene Kurve kann allerdings auch widerspruchsfrei erklärt werden, wenn man annimmt, dass durch Spuren von Sauerstoff oder durch eine Nebenreaktion etwas NO gebildet wird. Eine geringfügige NO-Bildung unter diesen Bedingungen wurde durch Messungen mit einer NO-Elektrode bestätigt.[114] Durch diese geringen Mengen NO wird das NO¯-Addukt 7-NO¯ aus FNOCT 7 gebildet. Da NO¯ ein Elektron auf ein Radikal übertragen kann,[115,116] würde diese Elektronentransferreaktion dann zur Reduktion von 7-NO( unter Freisetzung eines NO-Radikals führen, d. h. im Sinne einer Kettenreaktion würde schliesslich sämtliches NO¯ zu NO( bzw. FNOCT-NOH umgewandelt werden. Die Reaktion ist in Abbildung 5.33 wiedergegeben.
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Abb. 5.33: A) Elektronentransfer von NO- auf das NO-Radikal. B) Durch Reaktion A gebildetes NO reagiert mit FNOCT 7; ein Nitroxidradikal wird gebildet, welches zum Anion reduziert wird. C) Reaktion zum Hydroxylamin 7-NOH.

Die alternative Erklärung ist, dass FNOCT direkt mit NO¯ im Sinne einer cheletropen Reaktion zum (deprotonierten) FNOCT-NOH reagiert. Dies würde bedeuten, dass FNOCT nicht spezifisch für das NO-Radikal ist.

Untersuchungen mit der NO-Elektrode zeigten, dass die Anwesenheit von Ascorbinsäure ebenfalls zu einer geringfügigen Freisetzung von NO aus Angelis Salz führt.[114] Diese Mengen können möglicherweise sowohl unter hypoxischen (hierzu liegen aus technischen Gründen keine Messungen vor) wie auch unter normoxischen Bedingungen die Bildung von NO und damit nach Reaktion mit FNOCT zu einem Anstieg der Fluoreszenzintensität führen. Dies würde für den in Abbildung 5.34 beschriebenen Mechanismus sprechen. Um einen Einfluss der Ascorbinsäure auszuschliessen, wurden die Messungen in Abwesenheit von Ascorbinsäure wiederholt. Die Kurven sind in Abbildung 5.34 aufgeführt.
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Abb. 5.34: Detektion von Produkten aus dem Zerfall von Angelis Salz in Abwesenheit von Reduktionsmitteln. Beobachtung der Hydroxylaminbildung aus FNOCT 7 in Abwesenheit von Sauerstoff (A), mit 21 % Sauerstoff (luftgesättigt) (B) und sauerstoffgesättigt (C). Sonstige Bedingungen: 50 µM FNOCT und 10 % Pluronic in Phosphatpuffer pH = 7.25. Zugabe von je 200 µM Angelis Salz.

Die Messungen zeigen, dass auch ohne Einfluss von Ascorbinsäure ein Anstieg der Fluoreszenz bis zum erwarteten Maximalwert zu beobachten ist. Dies deutet darauf hin, dass das freigesetzte Nitroxidanion durch FNOCT ebenso wie NO abgefangen wird. Allerdings kann aufgrund der vorliegenden Messungen nicht eindeutig entschieden werden, welcher der oben beschriebenen Mechanismen tatsächlich abläuft. Demnach können auch keine eindeutigen Angaben über die Spezifität des FNOCT-Farbstoffes gemacht werden. 

5.4 Zusammenfassung

Um den Fluoreszenzmarker FNOCT 7 für Anwender in Biologie, Physiologie und Chemie interessanter zu machen, wurden die Eigenschaften der Verbindung auf der Grundlage der bereits vorhandenen Arbeiten[20,63] weitergehend untersucht. Dabei wurde neben den Fluoreszenzeigenschaften vor allem die Wirkung des jeweiligen Lösungsmittels auf die Fluoreszenz, die Spezifität des Nachweisreagenz, seine Lagerstabilität und Toxizität gegen biologische Systeme untersucht. 

Die Untersuchungsergebnisse der Fluoreszenzeigenschaften von FNOCT 7, seiner Ketonvorstufe 6 und des Reaktionsproduktes mit NO, dem Hydroxylamin 7-NOH sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst:

	Verbindung
	Lösungsmittel
	(exc [nm]
	(em [nm]
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Die Wahl des Lösungsmittels kann sich entscheidend auf die fluoreszenz-spektroskopischen Untersuchungen auswirken. Da sich FNOCT und Hydroxylamin nur mässig in Phosphatpuffer lösen, sollte ein Lösungsvermittler, z. B. Pluronic F127 zugefügt werden, der jedoch Auswirkungen auf das Fluoreszenzspektrum haben kann. Als beste Zusatzmenge erwies sich in den Experimenten ein Anteil von 10 % Pluronic. Die Untersuchung der Lagerstabilität ergab, dass FNOCT unter Inertgasatmosphäre nach 7 Tagen bei Zimmertemperatur noch keine Qualitäts-verluste aufweist. Die Toxizität der Substanz wurde mittels LDH-Test untersucht. Für die bei Versuchen in biologischen Systemen relevanten Konzentrationen von bis zu 50 µM zeigten von vier unterschiedlichen Zelltypen nur TIBS-Makrophagen eine leicht erhöhte Empfindlichkeit gegen FNOCT. 

Um die variable Eignung des FNOCT-System auch für Anwendungen in chemischen Systemen zu zeigen, wurde zunächst der Zerfall des kommerziell erhältlichen NONOats PAPA/NO untersucht. Dabei wurde deutlich, dass die Geschwindigkeits-konstante der NO-Freisetzung nicht durch ein einfaches kinetisches Modell bestimmt werden kann. Die Halbwertszeit kann jedoch aus den Messkurven gut abgeschätzt werden und entspricht mit 75 min etwa dem Literaturwert von 77 min bei 25°C.[89] Wichtig ist, dass der Einfluss von Sauerstoff auf den Abfang von NO untersucht werden kann, was durch die NO-Elektrode nicht möglich ist, da hier nicht unter Ausschluss von Luft gearbeitet werden kann. 

Ein zusätzlicher Beweis für die Reaktion von Superoxid mit NO konnte durch Untersuchung der Reaktivität von Tetrahydrobiopterin, einem Cofaktor der NO-Synthase erbracht werden. Dabei wurde auch der Beweis geliefert, dass Tetrahydrobiopterin Sauerstoff zu Superoxid reduziert. Gleichzeitig konnte eine Reaktion des FNOCT mit Superoxid ausgeschlossen werden.

In früheren Arbeiten wurde bei Verwendung von FNOCT den Messlösungen häufig Ascorbinsäure als Reduktionsmittel beigegeben. Kinetische Untersuchungen in dieser Arbeit zeigten jedoch, dass Ascorbinsäure in Gegenwart von Sauerstoff mit Stickstoffmonoxid reagieren kann, was zu Veränderungen des Intensität-Zeit-Verlaufs führt. Diese Ergebnisse wurden durch zusätzliche Messungen mit der NO-Elektrode bestätigt. Als besseres Reduktionsmittel erwies sich Glutathion, dessen Wirkung auf den NO-Spiegel nur sehr gering ist. Für die Reaktion von Ascorbinsäure mit NO in Gegenwart von Sauerstoff wurde ein hypothetischer Mechanismus aufgestellt, der jedoch im Rahmen dieser Arbeit und mit den verwendeten Methoden nicht eindeutig überprüft werden konnte. Zusätzlich wurde unter Verwendung von MAHMA/NO eine Messreihe zur Untersuchung dieses NONOates und seiner Halbwertzeit in Abhängigkeit von Sauerstoff und Ascorbinsäure angeschlossen. So konnte auch unter Ablauf dieser Parallelreaktionen in guter Näherung die Halbwertzeit von MAHMA/NO (gefunden: t1/2 = 4 min, Literatur:[89] t1/2 = 3min bei 25°C) experimentell bestimmt werden. 

Im Rahmen der Untersuchung der Spezifität von FNOCT wurde der Zerfall von Angelis Salz (Abgabe des Nitroxidanions) gemessen. Dabei zeigte sich, dass anscheinend entweder Angelis Salz neben NO¯auch noch NO abgibt, oder dass FNOCT in der Lage ist, auch mit NO¯ zu einem fluoreszierenden Produkt zu reagieren. Mit den verwendeten Untersuchungsmethoden konnte aber nicht zweifelsfrei geklärt werden, um welche Reaktionsvariante es sich handelt. Diese Experimente stellen einerseits natürlich die Spezifität des Farbstoffes in Frage, andererseits könnten sich aber auch interessante Anwendungen aus diesen Versuchen ergeben. In jedem Fall sollten sowohl der Mechanismus des Zerfalls von Angelis Salz wie auch die Spezifität von FNOCT weitergehend erforscht werden. 

� Programm zur Bestimmung kinetischer Daten für technisch-chemische Anwendungen.


� Chemical Kinetics Simulator von IBM.


� Es wird eine mathematische Funktion gewählt, die den Kurvenverlauf gut wiedergibt. Als Anpassungsfunktionen wurden einfache „Übergangsfunktionen“ (sigmoide Verläufe) gewählt. Der Zeitpunkt, bei dem der halbe Sättigungswert ( It((/2) erreicht ist, wird als empirische Halbwertszeit angesehen.


� Die guten Reduktionseigenschaften des H4B sind bekannt:[97] das Oxidationspotential liegt bei E0 = 0.27 V (gegen NHE). Für GSH beträgt es E0 = 1.3 V (gegen NHE).


� Für die Abschätzung der Messgenauigkeit wurden die beobachteten Schwankungen der Fluoreszenzintensitäten nach Ablauf der Reaktion (Erreichen des Plateauwertes) aus einer Vielzahl unabhängiger Einzelmessungen gemittelt. Dieser abgeschätzte statistische Messfehler beträgt etwa 600 Einheiten der relativen Fluoreszenzintensität.
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