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Siebenfach koordinierte Mn"-Komplexe von Pentaazama-
krocyclen sind die stdrksten synthetischen Mimetika der na-
tiirlichen Superoxiddismutase (SOD). Sie katalysieren die
Dismutierung von Hyperoxid (O,) zu O, und H,0, mit einer
Effizienz, die die der mitochondrialen MnSOD iibertreffen
kann.! Mehrere Studien belegten die Fihigkeit dieser SOD-
Mimetika, Zellen und Gewebe vor oxidativer Schidigung
durch Hyperoxid (und/oder Peroxynitrit, das Produkt aus der
Reaktion von Hyperoxid mit Stickstoffmonoxid) zu schiitzen,
z.B. bei Entziindungsprozessen und Reperfusionsscha-
den.”* Diese Verbindungsklasse befindet sich in den USA in
klinischen Studien der Phase I11.2% Es wurde betont, dass der
hauptsichliche Vorteil der Mn"-Pentaazamakrocyclen ge-
geniiber anderen SOD-Mimetika in der hohen Selektivitét fiir
0O, und der fehlenden Reaktivitit mit NO besteht.>¢¢ NO
ist ein Schliisselmolekiil in biologischen Prozessen.” Jedoch
gibt es bis jetzt noch keine direkten Studien iiber die Reak-
tion von NO mit dieser Komplexklasse zur Untermauerung
der obigen Aussage.

Viele Metallkomplexe, darunter auch Manganverbin-
dungen,** reagieren bereitwillig mit NO, entweder zu Me-
tallnitrosylen oder durch NO-Disproportionierung zu N,O
und Metall-Nitrit-Komplexen.**®! In Metallnitrosylen kann
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koordiniertes NO in einem seiner drei formalen Redoxzu-
stinde NO*, NO und NO~ <9l existieren. Einige der NO*-
und NO™-Komplexe sind fiir ihre Reaktionen mit bestimmten
Nucleophilen bzw. Elektrophilen bekannt.! Wir zeigten
kiirzlich, dass natiirliche MnSOD-Enzyme mit NO nach
einem definierten katalytischen NO-Disproportionierungs-
mechanismus (Dismutierung) reagieren, der zu beiden reak-
tiven Spezies NO™ und NO~ fiihrt.>”!

All dies fiihrte uns dazu, die Reaktion dieser Komplexe
mit NO erneut zu untersuchen. Unsere Studie hatte zum Ziel,
erstens die Reaktivitdt der Komplexe gegeniiber NO zu er-
griinden, zweitens die mechanistischen Details der Reaktion
aufzukldren und drittens die Bedeutung der Komplexreakti-
on mit NO in biologischer Umgebung zu demonstrieren.

In der vorliegenden Studie verwendeten wir [Mn'-
(pyane)Cl,] (1)®! als allgemeinen Vertreter dieser Klasse von
SOD-Mimetikal sowie sein SOD-inaktives Imin-Analogon
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[Mn"(pydiene)CL,]™ (2), um kliren zu konnen, ob der Un-
terschied an Reaktivitdt gegeniiber O, Auswirkungen auf
Reaktion mit NO hat. Wir prisentieren hier Belege, dass
Mn'"-Pentaazamakrocyclen mit NO reagieren und die NO-
Dismutierung anregen.”” Wir schlagen einen Mechanismus
vor, der mit den Beobachtungen in Einklang ist. Des Weite-
ren wird die Beeinflussung der NO-Reaktionen durch die
Mn"-Pentaazamakrocyclen in biologischen Ex-vivo-Model-
len gezeigt.

Zuerst untersuchten wir die Reaktion von 1 und 2 mit
einem grofen NO-Uberschuss, wobei der NO-Verbrauch
durch die untersuchten Komplexe in anaeroben wissrigen
Losungen gemessen wurde.'” Da die Mangan-Nitrosyl-
Komplexe lichtempfindlich sein konnten,'™ wurden alle
Experimente unter Lichtausschluss durchgefiihrt. Die
Zugabe einer mit Ar gespiilten Losung von 1 oder 2 zu einer
anaeroben wissrigen NO-Losung fiihrte zum raschen Ver-
schwinden des NO (Abbildung 1 sowie SI1 in den Hinter-
grundinformationen). Der Effekt war in Gegenwart von re-
duziertem Glutathion (GSH) (Abbildung 1 und SI11) deutlich
grofBer: In Gegenwart von GSH wurde die mehr als zehnfache
Menge an NO im Vergleich zur Menge an 1 oder 2 ver-
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Abbildung 1. Anaerober NO-Abbau (250 um), angeregt durch 1 bei
pH 7.4 und 23 °C ohne und mit GSH (250 um), gemessen mit NO-
Elektrode.

braucht, was auf einen Katalysezyklus hinweist. In einer
Kontrollreaktion von GSH mit NO (ohne Komplexe) wurde
kein NO-Verbrauch beobachtet, was eine Reaktion des GSH
mit NO™! als Grund fiir den NO-Verbrauch ausschlieBt. Wir
iiberpriiften, ob 1 oder 2 die NO-Dismutierung anregen,>°!
indem wir in der Reaktionslosung den Gehalt an S-Nitroso-
glutathion (GSNO) und Hydroxylamin, den Reaktionspro-
dukten von GSH mit NO*- bzw. HNO/NO-Spezies, be-
stimmten!'!¥ (Reaktionsbedingungen siche Hintergrundin-
formationen). Wir bestimmten 80 pum an S-Nitrosoglutathion
(GSNO) und 65 um an Hydroxylamin in Gegenwart von 1
(10 um) sowie 55 um an GSNO und 45 pm an Hydroxylamin in
Gegenwart von 2 (10 um). Dies entspricht den Mengen des
wihrend der Reaktion mit 1 oder 2 verbrauchten NO (Ab-
bildung 1 und SI1).

Die geringere Reaktivitidt von NO gegeniiber 1 und 2 bei
Abwesenheit von GSH (Abbildung 1 und S1) verdient ndhere
Erkldrung. Wir beobachteten, dass 1 seine SOD-Aktivitét
nach anaerober Behandlung mit NO ohne GSH verliert, was
auf eine Strukturdnderung des Komplexes hinweist, die dazu
fithrt, dass der Komplex als Dismutierungskatalysator ge-
geniiber sowohl O, als auch NO inaktiv wird. Zur Aufkli-
rung der Strukturdnderung von 1 wurde NO in die anaerobe
Losung ([1]=10 mm) in THF eingeleitet, und die Reakti-
onsprodukte wurden massenspektrometrisch analysiert. Das
ESI-Massenspektrum (Positivionendetektion) des mit NO
behandelten Komplexes 1 (Abbildung SI2 in den Hinter-
grundinformationen) zeigt einen groBen Molekiilionenpeak
bei m/z 139.6, der aus der Kombination M* =
{1-3H43NO}J*" resultiert, sowie einen kleinen Peak bei m/z
365.2, der dem modifizierten Liganden ohne Mangan, M* =
{(pyane)—3H+3NO}", entspricht. Daher interpretieren wir
das Produkt als dreifach (wahrscheinlich N-) nitrosyliertes
Derivat von 1. Zum Vergleich dazu zeigt das ESI-Massen-
spektrum (Positivionendetektion) von 1 einen Molekiil-
ionenpeak bei m/z 110.6, was M*>" = {1}** entspricht. Die an-
aerobe Behandlung von 2 (0.5 mg in 1 mL of THF) mit NO
ergab unlosliche Reaktionsprodukte, die nicht weiter analy-
siert wurden.

Die Ergebnisse belegen klar, dass GSH, das effektiv die
bei der anaeroben Behandlung von 1 und 2 mit einem grof3en
Uberschuss an NO entstehenden reaktiven NO-Spezies be-
seitigt, die Komplexe vor Strukturmodifikationen schiitzt, die
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zu ihrer Desaktivierung fithren wiirden. Dadurch wird die
Erhohung des NO-Umsatzes in Gegenwart von GSH verur-
sacht. Zu beachten ist dabei, dass der SOD-aktive Komplex 1
etwas effizienter in der NO-Dismutierung als der SOD-in-
aktive Komplex 2 ist, verursacht durch seine groflere Stabi-
litdt in Losung.®

O, reagiert bereitwillig in Wasser mit NO zu NO,~ .l Wir
priiften daher, ob 1 und 2 mit O, um NO unter aeroben Be-
dingungen konkurrieren konnen. Abbildung 2a belegt, dass
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Abbildung 2. Aerobe Reaktion von 1 und 2 mit NO. a) NO-Abbau

(1 um) unter aeroben Bedingungen, verursacht durch die Reaktion mit
O, (Kontrollreaktion) sowie nach Zugabe von 1 und 2 (je 15 um). Die
Reaktionen wurden an einer NO-Elektrode verfolgt (pH 7.4, 23°C).

b) Reduktive Nitrosylierung von MetHb (50 pm) zu HbNO. Die aero-
ben Lésungen von 1 (@) und 2 (m) (je 15 um, pH 7.4, 23°C) sowie die
Kontrollreaktion (ohne Komplexe; A) wurden um MetHb ergénzt, und
aufeinanderfolgende Zugaben (je 10 pL) an NO-Lésung wurden vorge-
nommen, bis eine Konzentration von [NO]=10 um erreicht war.

beide Komplexe unter aeroben Bedingungen die Geschwin-
digkeit des NO-Abbaus erhohen. Die Auftragungen der be-
obachteten Geschwindigkeitskonstanten als Funktion der
Komplexkonzentrationen ist linear, wobei die Steigungen den
Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung fiir die aerobe
Reaktion von NO mit 1 (891m 's™") und 2 (466 M 's™!) ent-
sprechen (23°C; Bedingungen pseudo-erster Ordnung,
Komplex im Uberschuss). Der Achsenabschnitt entspricht
der Geschwindigkeit des ausschlielich von O, verursachten
NO-Abbaus (Abbildung SI3 in den Hintergrundinformatio-
nen).

Da Stickstoffoxide, die bei der Reaktion von NO mit O,
gebildet werden, eine Quelle fiir NO*-Spezies sind,"® unter-
suchten wir nur die Umsetzung von NO zu HNO/NO*-Spe-
zies durch aerobe Reaktion von 1 und 2 mit NO. Sowohl die
reduktive Nitrosylierung von MetHb (Methdmoglobin) zu
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HbNO,™ dem NO-Addukt von Hiimoglobin (Abbildung 2b
und Abbildung SI4a in den Hintergrundinformationen), als
auch die thiolabhingige Bildung von Hydroxylamin!™ (Ab-
bildung SI4b) untermauern die Bildung der HNO/NO*-Spe-
zies durch aerobe Reaktion von 1 und 2 mit NO.

Basierend auf der Literaturinformation zu den Reaktio-
nen von NO mit anderen Metallkomplexen, die die Substi-
tution labiler Losungsmittelmolekiile einschliefen,**! schla-
gen wir vor, dass 1 und 2 mit NO nach den Gleichungen (1)
und (2) (L =Pentaazamakrocyclus, S=Ldsungsmittelmole-
kiil) zu labilen Mangan-NO-Addukten reagiert, die als
, Triger von NO* und NO™~ fungieren. Die Ergebnisse un-
serer IR- und EPR-Studien stiitzen vollstindig diese An-
nahme.

€

[LMN($);] =5 [ (NOXS)] . o
— (LM NOY(S)] == [(LMA"(NO)]

[(@)Mn'(S)] = [(L)M"(NO™)(S)] )

Da 1 keine IR-Banden' im fiir NO-Streckschwingungen
charakteristischen ~Bereich zeigt (1900-1630 cm™),[ =
konnte ATR-FTIR-Spektroskopie zur Verfolgung der Reak-
tion von 1 mit NO in THF angewendet werden. Wird eine
Losung von 1 (5 mm) in THF an Luft NO (10 mMm) ausgesetzt,
erscheinen drei deutliche Banden von NO-Streckschwingun-
gen (bei 1840 cm™', 1732 cm™' und ein Dublett bei 1653 und
1647 cm™'), die den Mn-Nitrosyl-Spezies aus den Gleichun-
gen (1) und (2) entsprechen (Abbildung 3)."” Die Banden
konnen folgenden Spezies zugeordnet werden: Mn"™-NO™
(1840 cm™"), Mn"-NO (1732cm™') sowie den sechs-
(1653 cm™!) und siebenfach koordinierten Formen (1647
cm ) des Mn"-NO~-Addukts [GI. (1) und (2)].[*=-11
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Abbildung 3. ATR-FTIR-Spektrum (1600-2000 cm™') nach Zugabe der
NO-Lésung in THF zu einer Lésung von 1 in THF (Anfangskonzentra-
tionen in der Reaktionslésung: [NO]=10 mm, [1]=5 mm) an Luft bei
Raumtemperatur.

Um die Anderung des Oxidationszustandes des Man-
ganzentrums bei der Komplexbildung mit NO [GL. (1) und
(2)] zu bestitigen, wurden die EPR-Spektren von 1 und 2
(nicht abgebildet) nach deren Reaktion mit NO aufgenom-
men. Abbildung 4 zeigt, dass die Peakhohen im EPR-Spek-
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Abbildung 4. Anderungen im EPR-Spektrum wihrend der Reaktion von
NO mit 1 (100 pum) in Gegenwart von GSH (1 mm) (25°C, 50 mm Kali-
umphosphat(KPi)-Puffer bei pH 7.4). Als NO-Quelle wurde der synthe-
tische NO-Donor 2-(N,N-Diethylamino)diazenolat-2-oxid (DEA-
NONOat) verwendet (1 Aquiv. = 50 um). Geriteeinstellungen: Mikro-
wellenfrequenz 9.51 GHz, Leistung 10 mW, Modulationsamplitude 2 G,
Verstarkung 2x 10",

trum von 1 (mit GSH) nach Zugabe des ersten Aquivalents
von synthetischem NO-Donor (bezogen auf 1) abnehmen.
Dies deutet an, dass die Oxidation des Mn" zur mit EPR nicht
detektierbaren Mn"-Form von 1 stattfindet.”! Wichtig ist
dabei, dass der hohe Uberschuss an GSH in der Reaktions-
16sung diesen Prozess nicht stort. Gibt man ein zweites
Aquivalent NO-Donor zu, wird Mn" fast quantitativ zur
EPR-aktiven Mn"-Form von 1 umgesetzt (Abbildung 4).
Analoge Ergebnisse wurden erhalten, wenn das Experiment
mit der Mn™-Form von 1 begonnen wurde (Abbildung SI5 in
den Hintergrundinformationen).

Zu betonen ist, dass diese Klasse von Mangankomplexen
wegen ihres relativ hohen Redoxpotentials (+0.78 V gegen
SHE)P"! nicht mit NO reagiert. Das hohe Redoxpotential
lasst die AufBensphirenoxidation der Komplexe durch NO
nicht zu (die Redoxpotentiale der NO/NO - und NO,H"/
HNO-Redoxpaare betragen —0.8 bzw. —0.5 gegen SHE).["”)
Diese Komplexe neigen jedoch allgemein dazu, mit einzédh-
nigen Liganden zu reagieren, und die NO-Koordination ist
gut moglich.[*! Sobald NO koordiniert ist, verschiebt sich sein
Redoxpotential signifikant zu positiveren Werten. Dies er-
moglicht den Innensphirenelektronentransfer, der zur Mn'"-
NO~-Nitrosylspezies [Gl. (1)] fiihrt.*! Zum Vergleich rea-
giert [Fe"(H,0)s]*" (Redoxpotential +0.77 V gegen SHE)
mit NO zu [Fe"(H,0)s(NO™)]**.” Auch wurde nachgewie-
sen, dass der Katalysezyklus der als SOD-Mimetika wirken-
den Mn"-Pentaazamakrocyclen ebenfalls als Innensphiren-
mechanismus ablauft.*"!

Unter pharmakologischen Bedingungen, die es erfordern,
die Mn"-Pentaazamakrocyclen in Konzentrationen zu ver-
abreichen,” die die hochste pathologische NO-Konzentration
(mikromolar)® iibersteigen, fithrt die Wechselwirkung der
Mn'"-Pentaazamakrocyclen mit NO zur Bildung des NO™-
Komplexes. NO™-Spezies konnen mit verschiedenen Sub-
straten reagieren, was vielféltige Bioeffekte hervorrufen
kann,*?! und sie sind bekannt fiir ihre Reaktion mit Zell-
masse und Proteinthiolen.!'*!*2!]

Wir wollten daher aufkldren, ob die Reaktion der Mn'-
Pentaazamakrocyclen mit NO unter physiologisch relevanten
Bedingungen ablaufen konnte. Wir untersuchten, ob 1 und 2
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mit in Zellkulturen aktivierter Makrophagen produziertem
NOP reagieren und ob sie die NO-inhibierte Thrombozy-
tenaggregation schwichen konnen.™ Abbildung Sa zeigt,
dass in Gegenwart von 1 und 2 die NO-Konzentration in den
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Abbildung 5. Der Effekt von 1 und 2 auf a) die NO-Produktion in akti-
vierten Makrophagen und b) die NO-vermittelte Inhibierung der
Thrombozytenaggregation. a) Murine Makrophagen (3 x10° Zellen)
wurden in Respirationspuffer mit 1 oder 2 (je 100 um) fiir 2 h bei 37°C
vorinkubiert. AnschlieRend wurde der Puffer abgesaugt, und die Zellen
wurden im Puffer unter Zugabe von Lipopolysaccharid (LPS)

(1 pgmL™") und L-Arginin (50 um) resuspendiert. Die NO-Produktion
wurde an einer NO-Elektrode 10 min lang gemessen. Anschlief}end
wurde Himoglobin-Lésung (20 um) zur Entfernung des restlichen NO
zugegeben. b) Thrombozytenreiches Plasma (PRP) (500 pL,

2.5x10% ZellenL™") wurde bei 37°C mit DEA-NONOat (NO-Donor)
oder SIN-1 (NO- und O, -Donor) (je 10 um) vor der Aktivierung mit
Kollagen vorinkubiert. PRP wurde mit 10 um 1 oder 2 vor Zugabe der
NO-Donoren und des Kollagens vorinkubiert.

aktivierten Makrophagen signifikant niedriger als im Kon-
trollversuch ist. Dies deutet an, dass beide Komplexe mit in
den aktivierten Zellen generiertem NO reagieren. Anders als
bei den obigen Ergebnissen, die belegen, dass 1 reaktiver als 2
gegeniiber NO ist, erkennt man in Abbildung 5a, dass der
SOD-inaktive Komplex 2 effizienter als 1im Verbrauch des in
den aktivierten Makrophagen produzierten NO ist. Die Ma-
krophagen erzeugen auch eine grole Menge an O, das sich
schnell mit NO zu Peroxynitrit kombiniert.”” Die Ergebnisse
weisen darauf hin, dass Mn"-Komplexe von Pentaazama-
krocyclen mit NO in biologischer Umgebung reagieren
konnten, sogar in Gegenwart von O,"~. Unter diesen Bedin-
gungen zeigen SOD-aktive Komplexe, die sowohl mit O, als
auch mit NO reagieren, niedrigere Reaktivitit gegeniiber NO
als SOD-inaktive Komplexe, die ausschlie3lich mit NO rea-
gieren. Abbildung 5b belegt, dass sowohl 1 als auch 2 die NO-
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inhibierte Thrombozytenaggregation als Reaktion auf Kol-
lagen schwichen. In Gegenwart von SIN-1A, einem NO- und
O, -Donor, ist der SOD-inaktive Komplex 2 wieder effizi-
enter in der Verhinderung NO-vermittelter Effekte als der
SOD-aktive Komplex 1.

Zusammenfassend belegen unsere Ergebnisse, dass
sowohl 1 als auch 2 die NO-Disproportionierung iiber den
katalytischen Dismutierungsmechanismus anregen. Der Me-
chanismus umfasst die Bildung labiler Metall-Nitrosyl-Ad-
dukte, in denen an das Metallzentrum gebundenes NO den
Charakter und die Reaktivitit von NO™- und NO*-Spezies
zeigt, was sich aus dem Mn'"/Mn"-Redoxzyklus ergibt
[GL. (1) und (2)]. Dieses unseres Wissens neue Reaktions-
verhalten von Metallkomplexen mit NO scheint dem in frii-
heren Studien beschriebenen Verhalten der natiirlichen
MnSODE ¥ zu dhneln. Das Konzept der Selektivitit der Mn'!-
Pentaazamakrocyclen gegeniiber O, und die fehlende Re-
aktivitit gegeniiber NO™ wird durch diese chemische und Ex-
vivo-Studie in Frage gestellt. Die Ergebnisse regen vielmehr
an, die zellschiitzenden Wirkungen der Mn"-Pentaazama-
krocyclen gegen oxidativen Stress®?! besser iiber deren Fi-
higkeit zu erkldren, sowohl O, als auch NO abzubauen und
damit die Bildung des Zellgifts Peroxynitrit zu vermindern.
Wir sind der Auffassung, dass die Hemmung der Hypotonie,
die mit der Interleukin-Therapie durch Mn"-Pentaazama-
krocyclen! in Verbindung gebracht wird, durch die Fihig-
keit der Komplexe, den Uberschuss an NO zu entfernen,
verursacht wird. Wir erwarten, dass die biomedizinischen
Folgerungen der vorliegenden Studie die weitere Suche nach
wirklich selektiven SOD-Mimetika anregen wird.

Experimentelles
Siehe die Hintergrundinformationen.
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