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Eine neuartige Methode zum Nachweis von
Stickstoffmonoxid (NO) durch Bildung
fluoreszierender Produkte auf der Basis
cheletroper Spinfinger

Michael Bitz, Hans-Gert Korth* und Reiner Sustmann *

Stickstoffmonoxid ist ein wichtiges intra- und interzelluldres
Signalmolekiil im lebenden Organismus.!!! Wir haben in den
letzten Jahren spezifische Nachweismethoden fiir Stickstoff-
monoxid auf der Basis ,,NOCTs* (Nitric Oxide Cheletropic
Traps; 1) entwickelt, die NO im Sinne einer formal cheletropen
Reaktion in cyclische Nitroxid-Radikale 2 iiberfithren [GI. (a)],
die ESR-spektroskopisch beobachtet werden kénnen.!!
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Diese Methode ist erfolgreich bei Untersuchungen zur Cyto-
toxizitit von NO™! und bei anderen Fragestellungen zur Che-
mie von NO?® eingesetzt worden. Bei der Verwendung von
Nitroxid-Radikalen in biologischen Systemen besteht jedoch ein
genereller Nachteil in der signifikant verkiirzten Lebensdauer
dieser Radikale aufgrund ihres leichten reduktiven Abbaus zu
Hydroxylamin-Derivaten.!*! Wir berichten hier nun {iber eine
neue, auf dem NOCT-Konzept basierende Methode, die den
Einsatz der Fluoreszenz-Spektroskopie als empfindlicher Sonde
fir die Erfassung abgefangenen Stickstoffmonoxids erlaubt.
Wir machen uns dabei zunutze, dal aromatische n-Elektronen-
systeme, die bei Einsatz geeigneter NOCTs durch die Reaktion
mit NO gebildet werden [Gl. (a)] Fluoreszenzeigenschaften ha-
ben. Hierdurch 148t sich einerseits die Nachweisempfindlichkeit
gegeniiber der ESR-Spektroskopie erhéhen und andererseits die
begrenzte Lebensdauer der primér gebildeten Nitroxid-Radika-
le in vorteilhafter Weise nutzen.®! In Analogie zu unserer bishe-
rigen Synthesestrategie haben wir die stabilen cyclischen o-Chi-
nodimethan-Derivate 1 als Prototypen fiir FNOCTs (Fluores-
cence Nitric Oxide Cheletropic Traps) hergestellt!® [Gl. (b)].
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Phencyclon!” reagiert mit Norbornen-2,3-(E)-dicarbonsiure
oder N-Methyl-maleinimid zu den iiberbriickten Ketonen 3a
(84%; Schmp. 282 °C) bzw. 3b (50%; Schmp. 297298 °C).[¥
Die Verbindungen 3a und 3b lassen sich durch 300-nm-Photo-
lyse in 47 % bzw. 45 % isolierter Ausbeute zu 1a bzw. 1b umset-
zen.'®! Die 0-Chinodimethan-Derivate 1a, 1b sind bei Raum-
temperatur in Gegenwart von Sauerstoff stabil und gehen nicht
die fiir o-Chinodimethane charakteristischen Reaktionen (1,5-
H-Verschiebung, {4+ 2]-Cycloaddition, Cyclisierung zu Benzo-
cyclobutenen)?*® ein. Die beiden Carboxygruppen gewihr-
leisten fiir 1a eine hinreichende Léslichkeit in Puffern bei phy-
siologischen pH-Werten.

Die UV/Vis-Spektren von 1a (Abb. 1, Kurve a) und 1b sind
jeweils durch eine breite, fiir o-Chinodimethan-Derivate cha-
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Abb. 1. a) UV/Vis-Spektrum von 1a (10~ * M) in Phosphat-Puffer pH 7.4. b) Spek-
trum von a) nach Zugabe von NO (Endkonzentration 5x 1074 m).

rakteristische Bande bei 4,
Puffer pH 7.4) bzw. A
zeichnet.

Unmittelbar nach Zugabe einer Stickstoffmonoxid-L6sung
im gleichen Losungsmittel 148t sich diese Bande bei NO in leich-
tem UberschuB nicht mehr nachweisen (Abb. 1, Kurve b). Statt
dessen geben sich die erwarteten Nitroxid-Radikale 2a (Abb. 2)
und 2b durch ihre ESR-Spektren zu erkennen. Anhand der
ESR-Aufspaltungsparameter!®! lassen sich den Nitroxid-Radi-
kalen die in Schema 1 gezeigten Strukturen zuordnen.

Die Radikale 2a und 2b sind nicht sehr persistent und zerfal-
len zu nichtradikalischen Produkten. Die zeitliche Verfolgung
der Intensitdtsabnahme der ESR-Signale bei 20 °C ergibt fiir 2a
eine Halbwertszeit von ca. 40 min in Puffer pH 7.4, 2b weist in
THF eine ca. fiinffach héhere Lebensdauer auf.

max (8) = 450 nm (8 300) (in Phosphat-
(¢) = 384 nm (8 700) (in THF) gekenn-

max
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Abb. 2. ESR-Spektrum (9.4 GHz) von 2a in THF bei 20°C.

Schema 1. Aus ESR-Parametern abgeleitete Strukturen von 2a,b.

Die Geschwindigkeit der Reaktion von 1a und 1b mit NO
wurde mit der Stopped-flow-Technik iiber die Abnahme der UV/
vis-Absorptionen bei A = 450 bzw. 384 nm gemessen: Die Re-
aktion von 1a in Phosphat-Puffer pH 7.4 verlduft mit einer Ge-
schwindigkeitskonstanten vonk(1a + NO) = (60 + 8) M 's™!
bei 20°C, 1b reagiert in Benzol mit k(1b+ NO)=
(134 £12)mMm™ s,

Die Losungen der o-Chinodimethane 1a und 1b zeigen bei
einer Anregungswellenldnge von 315 nm nur eine schwache
Fluoreszenz (Abb. 3). Fligt man jedoch zu einer 5x 107 ° m Lo-
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Abb. 3. Fluoreszenz-Spektren von 1a (5 x 10~ 5 M; Phosphat-Puffer pH 7.4), a) vor
und b) 1 min, ¢) 35 min, d) 52 min, ) 78 min und f) 960 min nach Zugabe von NO
im UberschuB (Endkonzentration 5 x 10™* M). Anregungswellenldnge: 315 nm.

sung dieser FNOCTs Stickstoffmonoxid im UberschuB, so be-
obachtet man — in Ubereinstimmung mit den zuvor angegebe-
nen kinetischen Daten — unmittelbar nach Zugabe die charakte-
ristische Fluoreszenzbande des Phenanthren-Systems.[!!! Die
Intensitdt der Fluoreszenzsignale nimmt im Laufe der Zeit lang-
sam weiter zu, bis nach einigen Stunden (ca. 16 hfiir2a,ca. 26 h
fiir 2b) ein konstantes Maximum erreicht wird (Abb. 3).
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Die zeitabhdngige Intensitdtszunahme der Fluoreszenz korre-
liert mit der Abnahme der ESR-Signale und damit mit der Ab-
rektion der Nitroxide 3a, 3b zu nichtradikalischen Foige-
produkten mit intaktem Phenanthren-Fluorophor.!'? Da
Nitroxide als Fluoreszenzléscher wirken konnen,!*® d.h. im
vorliegenden Fall die eigenen Fluoreszenz-Intensititen negativ
beeinflussen, wurde im Hinblick auf eine praktikable MeBme-
thode fiir NO eine Vorgehensweise gewdhlt, bei der nach rascher
Bildung des Nitroxids unmittelbar die maximale Intensitét der
Fluoreszenz durch Zugabe eines geeigneten Reduktionsmittels
erhalten wird. Da 1ainsbesondere fiir Anwendungen in biologi-
schen Systemen konzipiert wurde, haben wir als Reduktionsmit-
tel die in allen lebenden Zellen vorkommende Ascorbinsdure
gewihlt. Abbildung 4 beweist die sehr schnelle Zunahme der
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Abb. 4. Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitit bei 380 nm. a) Nach Reaktion
von 1 a mit NO. b} Nach Zugabe von Ascorbinsiure im UberschuB (103 m). Der
Pfeil markiert den Zeitpunkt der Ascorbinsdurezugabe.

Fluoreszenz auf ihren Maximalwert nach Zugabe von Ascor-
binsdure im UberschuB. Ein analoges Verhalten zeigt sich auch
nach Zugabe anderer ,,physiologischer” Reduktionsmittel wie
Glucose oder Fe?™.

Die beiden hier vorgestellten FNOCTs weisen die fiir biologi-
sche Anwendungen notwendige hohe Nachweisempfindlichkeit
fir NO auf. So konnten neben dem Abfang aus wiBrigen und
nichtwifrigen NO-Losungen nanomolarer Konzentration un-
ter anderem auch in 10 nM Ldsungen (Puffer pH 7.4) der NO-
freisetzenden Verbindung ,,SpermineNONOate“!!'*] mit 1a
(¢ =107 5 M) noch gute Fluoreszenzspektren registriert werden.
(Bei diesen NO-Konzentrationen kénnen keine ESR-Signale
von 2 a mehr detektiert werden). Die Fluoreszenzintensitit ver-
lduft im untersuchten Bereich von 2 nM bis 4 um NO linear
(r* = 0.993, 95% Vertrauensintervall) mit der NO-Konzentra-
tion.

Von entscheidender Bedeutung fiir die biochemische Anwen-
dung der FNOCTs ist weiterhin ihre Stabilitdt gegentiber typi-
schen, in Zellsystemen ubiquitdren, reaktiven Verbindungen,
insbesondere den ,,reaktiven Sauerstoffspezies*. Finige davon
haben wir auf ihre Wirkung gegeniiber 1a getestet: Abbildung 5
verdeutlicht, daB3 der Abfang von NO bei weitem die schnellste
Reaktion ist und z.B. eine weitgehende Unempfindlichkeit
gegeniiber der Zellkultur selbst, Glucose, Superoxid oder
Fe?* besteht. Eine langsame Reaktion tritt mit Wasserstoff-
peroxid ein. Das OH-Radikal-erzeugende Fenton-System
Fe?*/H,0, hat jedoch einen geringeren EinfluB als H,O,
alleine.
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Abb. 3. Zeitlicher Verlauf der UV /vis-Absorption (4 = 450 nm)von 1a (1 x 10~ * M;
Phosphat-Puffer pH 7.4) in a) einer Zellkultur von Rattenleber-Endothelzellen,
b) in reinem Phosphat-Puffer und in Gegenwart von c) Glucose (9 x 107 M),
d) 0; 3x 1072 M), e) Fe2* (7x 10~ M), f) Fe?* + H,0,(4 x 107 M, 1 x 1073 M),
2) H;0,(2x 1073 M), h) NO(2 x 107 % m).

o-

Mit unseren FNOCTSs ist es somit mdglich, die Bildung und
Abreaktion von NO mit drei komplementidren spektroskopi-
schen Methoden zu verfolgen, UV/vis-Spektroskopie, ESR-
Spektroskopie und — insbesondere fiir sehr niedrige NO-Kon-
zentrationen in biologischen Proben — Fluorimetrie. Durch
synthetische Modifizierungen des o-Chinodimethan-Geriistes
sollte sich eine Familie von NO-Féingern mit maBgeschneider-
ten Eigenschaften fiir den Nachweis geringer Mengen NO in
chemischen und biochemischen Systemen gewinnen lassen.

Eingegangen am 13. November 1996,
verdnderte Fassung am 7. Februar 1997 [Z 9766]
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Sigmatrope Verschiebungen bei Allenoxid-
Umlagerungen: der erste allgemeine Zugang zu
[3,4]-Verschiebungen in aliphatischen Systemen**

Ihsan Erden,* Fu-Pei Xu und Wei-Guo Cao

Bei thermischen Umlagerungen geséttigter Fulvenendoper-
oxide konnten wir zuerst Allenoxid- und Cyclopropanon-Zwi-
schenstufen durch inter- und intramolekularen Abfangreaktio-
nen nachweisen.''! AnschlieBend haben wir durch die Isolierung
und Charakterisierung eines stabilen Derivats von 3 das Auftre-
ten von Allenoxiden als Zwischenstufen in diesen Isomerisierun-
gen gesichert (R! = tBu, R? = H).!?) Der Mechanismus der
Fulvenendoperoxid-Allenoxid-Isomerisierung war somit voll-
stindig aufgeklirt (Schema 1).

Anwendungen der Endoperoxid-Allenoxid-Umlagerungen in
der Synthese wurden danach von uns beschrieben, wobei von
Sdureabfangreaktionen und intramolekularen Vinylcyclopro-
panon-Cyclopentenon-Cyclisierungen Gebrauch gemacht wur-
de.13-#1 Bei dhnlichen intramolekularen Abfangreaktionen ha-

el

R _R2 R Re ?
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3 OHC 4

Schema 1. Mechanismus der thermischen Umlagerung von gesittigten Fulvenendoperoxiden.

ben wir nun einen neuartigen Aspekt der Endoperoxid-Allen-
oxid-Methodik entdeckt: eine 3-Butenylgruppe an der exocycli-
schen Doppelbindung der geséttigten Endoperoxide 5 fiihrt
dazu, daB diese Verbindungen in CCl, bei 60-80°C unter
sigmatroper [3,4]-Verschiebung der 3-Butenylgruppe zu den
5-Ox0-6-heptenal-Derivaten reagieren (Schema 2).
[3,4]-Verschiebungen wurden erstmals von Schmid und Mit-
arbeitern bei 1,4-Cyclohexadienol-Benzol-Umlagerungen beob-
achtet, die mit gleichfalls erlaubten [1,2]- und [3,3]-Verschiebun-
gen konkurrierten.!®! Aufgrund ihrer erfolglosen Versuche, die
Cyclohexadienol-Benzol-Umlagerungen auf acyclische Analo-
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