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VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN

BS-NO S-Nitrososerumalbumin

cGMP zyklisches Guanosin-3‘-5'-Monophosphat
Cys-NO S-Nitroso-L-Cystein

DTT Dithiotreitol

e Molekularer Extinktionskoeffizient [Mcm]
EDRF Endothelium derived relaxing factor
GSNO S-Nitrosoglutathion

GTP Guanosin-5'-Triphosphat

INOS induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase
NADPH Nicotinamid-Adenindinucleotid-Phosphat
NO Nitric Oxide, Stickstoffmonoxid

NO, Nitrit

NOs Nitrat

NOS Stickstoffmonoxidsynthase

NNOS Neuronale Stickstoffmonoxidsynthase

RSNO S-Nitrosothiol (R = organischer Rest)
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1. EINLEITUNG

Innerhalb der letzten Jahre ist der Stoffwechsel und die Bedeutung von
Stickstoffmonoxid (NO) zum Gegenstand einer grof3en Fille von Forschungsprojekten
geworden. Aus der Zahl der Publikationen in der medizinisch-biologischen Literatur
seit 1980 (ca. 50000) wird die Viefalt des erzeugten Wissens deutlich. Die géangigen
Bezeichnungen sind Stickstoffmonoxid oder Stickoxid im deutschen, sowie Nitric
Oxide im anglo-amerikanischen Sprachgebrauch, sowie Ubergreifend das chemische
Symbol NO.
Die medizinische Bedeutung von NO ist weitreichend. Stickstoffmonoxid wird eine
wesentliche Rolle zugeschrieben unter anderem bei Herzinsuffizienz, Atherosklerose,
Nitrattoleranz, Muskeldystrophie, Kreislaufschock und Erektionsstérungen des Mannes
(Gail et al. 2001). Therapeutisch wird gasformiges NO bisher hauptsachlich benutzt als
Vasorelaxanz bel pulmonaler Hypertonie. NO ist aber letztlich Wirkprinzip bei einigen
der gangigsten blutdrucksenkenden Medikamenten wie z.B. organischen Nitraten.
Was aber ist Stickstoffmonoxid? Lange Zeit kannte man den Begriff Stickoxid lediglich
aus Autozeitschriften oder Meldungen Uber Schadstoffemissionen. Stickstoffmonoxid
ist kein neu gefundenes Gas. Es ist wahrscheinlich schon eines jener Gase gewesen, von
denen Joseph Priestley im Mé&rz 1772 in seinen Vorlesungen mit dem Titel
"Observations on different kinds of air" vor der Royal Philosophical Society in London
berichtet.

In diesen Erkl&rungen alein findet sich noch nicht das rege Interesse, das heute

diesem kleinen, labilen Radikalmolekil entgegengebracht wird, begriindet.



1.1 Stickstoffmonoxid (NO), ein biologisches Signalmolek il

1.1.1 Geschichtliches und Wirkungen

Die Bedeutung des Endothels fir die Regulation des Gefaldtonus begann sich
abzuzeichnen, als 1980 zuerst Furchgott und Zawadzki (Furchgott et al.), und 1981
Chand und Altura (Chand et al.), eine acetylcholinvermittelte Relaxation isolierter
Gefél3e beschrieben, die unabdingbar ein intaktes Endothel voraussetzt. Weitere
Arbeiten fuhrten zu dem Schluf3, daf3 die Endothel zellen sowohl kontinuierlich a's auch
unter Stimulation einen kurzlebigen Stoff abgeben, der fir diese Reaktion
verantwortlich ist. Man schrieb ihm die beobachtete Relaxation der glatten
Gefalimuskulatur und dartiber hinaus eine Hemmung der Anheftung von Thrombozyten
an die Gefaldwand zu. Beschrelbend wurde diese Substanz ,,Endothelium derived
relaxing factor® (EDRF) bezeichnet (Bassenge et al.1988, 1990, Furchgott et al.
1983,1989, Vanhoutte et a. 1986). Verschieden Arbeitsgruppen fanden in den Jahren
1987 und 1988 durch unterschiedliche Methoden Hinweise darauf, dal3 es sich bel
ERDF um Stickstoffmonoxid (NO) handeln kénnte (Palmer et a. 1987, Ignarro et a.
1987, Kelm et al. 1988, 1989). Schliefdich konnte die Identitdt von NO as EDRF
stichhaltig bewiesen werden. Die Kontroverse um andere Stickoxide as potentielle
Agonisten von NO mit dnlicher Wirkung war beendet ( Feelisch et a. 1994).

In kurzer Zeit wurde der Stoffwechselweg der NO-Bildung in seinen Einzelschritten
aufgedeckt (Bredt et al. 1990, Knowles et a. 1994, Marletta et al. 1994, Moncada et al.
1993, Nathan et al. 1994, Pamer et a. 1988, Rees et al. 1989, Sakuma et al. 1988,
Schmidt et al. 1988).

Die kardiovaskulare Wirkung von NO, die urspriinglich den Anfang der Forschungen
begriindet hatte, blieb nicht die einzige, aber die herausragende wichtige Rolle, die NO
im Stoffwechsel zugeordnet werden konnte. Das Endothel in seiner Gesamtheit wird
heute immer mehr as ein disseminiertes Organ betrachtet, das die Durchblutung und
damit die Funktion zahlreicher Organe beeinflufd. Zusammengerechnet wiegt dieses
Organ etwa 1,5-2.5 kg und hat eine Oberflache von etwa 700 Quadratmetern (Deussen
et a. 1991). NO ist nicht aleiniger Regulator dieses Organsystems. Neben dem NO
System sind weitere Regulationsmechanismen aufgedeckt und ndher erforscht worden.

Dies sind unter anderem das Renin-Angiotensin- und das Kalikrein-Kininsystem,



natriuretische Peptide, Endothelin, mechanosensitive Ionenkandle, Prostanoide,
Katecholamine und endothelabhéngiger hyperpolarisierender Faktor (Dzau et al. 1994).

Die kardiovaskuldre Wirkung des von Endothelzellen gebildeten NO ist vielféltig.
Nach luminal freigesetztes NO hemmt die Aggregation von Thrombozyten, sowie die
Adhasion von neutrophilen Granulozyten und Monozyten an die Gefal3wand (Moncada
et al. 1993, Radomski et al. 1993). Die Anlagerung dieser Zellen an die Gefaldwand ist
einer der SchlUsselprozesse fur die Entstehung von Atherosklerose (Ross 1986).
Beeinflussung des NO Metabolismus und der NO Synthese konnen sogar zur
Rickbildung von atherosklerotischen Veranderungen fuhren (Moncada et al. 1993).
Nach abluminal freigesetztes NO wirkt vor allem durch die 16diche Guanylatcyclase
vermittelt relaxierend auf die glatte Muskulatur (Moncada et al. 1993, Mulsch et a.
1993,1994). Das wesentliche Signalmolekil hierbei ist das zyklische
Guanosinmonophosphat (Ignarro et al. 1985, Radomski et al. 1991, Walter 1989). Das
Endothel Ubt auf diese Weise einen wesentlichen Einfluld3 auf den Gefé&3onus, und
damit auf die Durchblutung, sowie den Blutdruck aus (Rees et a. 1989). Diese
Wirkungen aus dem Tiermodell konnten auch fir den Menschen nachgewiesen werden
(Lefroy et al. 1993, Stamler et al. 1994). Das endothelial gebildete NO wirkt aber nicht
nur parakrin auf benachbarte Zellen, sondern greift auch autokrin in den Stoffwechsel
der Endothelzelle selbst ein (Ignarro 1990). Es gibt Hinweise, dal? die Angiogenese, die
Expression von Adhésionsmolekillen, sowie die vaskuldre Permeabilité durch NO
reguliert werden (Kubes 1993, Moncada 1989, Pipli-Synetos 1993).

Etwa zeitgleich zur Entdeckung von NO als EDRF wurde nachgewiesen, dal3d NO das
aktive Wirkprinzip der organischen Nitrate darstellt (Feelisch 1987).

Durch die kontinuierliche Freisetzung von NO durch die Endothelzellen und seine
Wirkung auf den Gefaldtonus entstand die Hypothese, die Erhthung des peripheren
arteriellen Widerstands und damit eine Erhohung des diastolischen Blutdrucks, sowie
weitere  intensivmedizinische  Zusténde, beispielsweise  bel septischen
Kreislaufverhdtnissen oder adult respriatory distress syndrome (ARDS), dem
Lungenversagen des Erwachsenen, konnten mit einer Verdnderung der endothelialen
NO Freisetzung zusammenhangen. Unabdingbare Voraussetzung, solche Modelle zu

verifizieren ist die Moglichkeit, die freigesetzte NO Menge zu quantifizieren.



Der Wirkmechanismus der Geféldrelaxation ist bekannt. In der glatten Muskelzelle
wird die l6sliche Guanylylcyclase durch NO aktiviert (Murat, Ignarro Review, Snyder
et a. 1992). Es wird Guanosin-Triphosphat (GTP) in zyklisches Guanosin-
Monophosphat (cGMP) umgewandelt. Durch eine cGMP-aktivierbare Proteinkinase
werden verschiedene Protiene phosphoryliert, wodurch u.a. die intrazellulare
Konzentration an freien Kaziumionen (Ca #") sinkt, was die Relaxation der glatten
Gefalimuskulatur bewirkt (Kukovetz et al., 1985). AulRerdem aktiviert die Proteinkinase
G die Myosin-Leichte-Ketten-Phophatase (MLCP), was zur Dephosphorylierung der
MCL und somit zu einer Desensitivierung der kontraktilen Filamente gegentber
Kalziumionen fihrt ( Meyer et al., 1994).

1.1.2 Reaktions- und Stoffwechsalwege des Stickstoff monoxid

Stickstoffmonoxid Synthase

In einer phylogenetisch sehr alten Reaktion wird NO durch Stickstoffmonoxid-
Synthasen (NOS) aus L-Arginin gebildet. Diese Reaktion konnte sogar in Hamatozyten
eines Pfeilschwanzkrebses nachgewiesen werden, der einem
entwi cklungsgeschichtlichen Stand von vor 300 Millionen Jahren entspricht (Moncada
et al. 1991).
Bel der NOS werden drei Isoformen unterschieden: die neuronale NOS(NOS 1), die
makrophagozytdre NOS (NOS Il) und die endotheliale NOS (NOS I11I) (Knowles,
Moncada 1994). L-Arginin wird in NO und L-Citrullin umgewandelt. Eines der beiden
Guanidino-Stickstoffatome des L-Arginins wird dabei unter Verbrauch von
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADPH) as Elektronendonator und
Sauerstoff in NO umgewandelt.



L-Arginin + O, » NO +L-Citrullin
NADPH

Bildung von NO aus L-Arginin durch NO-Synthasen

Die NOS bestehen jeweils aus zwe identischen Untereinheiten und haben vier
prostheti sche Gruppen: ein Flavinadenindinukleotid, ein Flavinmononukleotid, ein H&m
und ein Tetrahydrobiopterin. Die Elektronen vom NADPH werden von den Flavinen
auf das Ham Ubertragen, welches dann den Sauerstoff aktiviert (Marletta, 1994, Griffith
& Stuehr, 1995). Die Wirkung von Tetrahydrobiopterin ist noch nicht geklart.
Wahrscheinlich wirkt es allosterisch und nicht direkt katalytisch an der Reaktion mit
(Giovandlli et al, 1991).

Nach ihrer Aktivitdt werden die verschiedenen NOS unterteilt in die konstitutive, zu
denen die neuronale NOS und die endotheliale NOS gerechnet werden, und die
induzierbare NOS (iNOS), die makrophagozytére NOS.

Die Aktivitét der konstitutiven NOS wird durch die intrazellulare Konzentration der
Kaziumionen Uber Kazium/Kazium-Kamodulin Komplexe, sowie auch Uber
mechani sche Einflisse wie Schubspannung der Gefél3wand gesteuert. Die Induktion der
INOS erfolgt unabhangig von der Kalziumkonzentration Uber eine Genaktivierung
durch Cytokine und bakterielle Endotoxine (Griffith & Stuehr, 1995).

Das gebildete NO hat in physiologischen Salzlosungen eine sehr kurze
Halbwertszeit. In Gegenwart von Sauerstoff ist sie mit kirzer as 6 Sekunden
beschrieben ( Ignarro, 1988). Im Blut, wo NO mit Oxyhamoglobin sehr schnell zu
Nitrat und Methdmoglobin reagiert, liegen die Habwertszeiten im Bereich von
Millisekunden (Kelm et al. 1988). Das auferst reaktive NO reagiert besonders in Form
von Additions- und Redoxresktionen. Im physiologischen Medium kommen dafir
besonders Oxyhamoglobin, Sauerstoff (O,), Sauerstoffsuperoxid (O.,) und freie
Ubergangsmetallionen  infrage. Die  Reaktionsprodukte  kdénnen  sodann
Additionsreaktionen mit nucleophilen Zentren eingehen, die sich im Korper besonders
in Form von freien oder proteingebundenen Thiolgruppen finden (Stamler et al. 19923,
Mohr et a. 1994).
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1.2 S-Nitrosothiole, NO-Transportmolekiile mit intrinsischer Wirkung

Nach dem oben beschriebenen Muster wird das freigesetzte NO im Korper schnell
umgewandelt. Die Wirkungen von NO zeigen jedoch nicht die drastischen
Schwankungen, die diese kurze Halbwertszeit nahe legen wirde. Fur diesen Effekt
konnten S-Nitrosothiole mitverantwortlich  sein (Stammler et a. 1992b).
Sulfhydrylgruppen von Proteinen werden im Koérper durch oxidiertes NO, aso NO,
oder N,Os, nitrosyliert (Stamler et al. 1992b, Wink et a. 1994, Pietraforte et al. 1995).
Es entstehen S-Nitrosothiole. Albumin ist das Plasmaprotein mit der hdchsten
Konzentration. Es hat dementsprechend auch den groften Anteill an den im Plasma
vorliegenden S-Nitrosothiolen (82%, Stamler et al. 19924). Der Uberwiegende Tell des
Plasma-NO liegt in nitrosylierter Form vor (20 nM gegeniiber einer Konzentration von
3 nM des freien NO, Stamler et al. 1992c). S-Nitrosothiole werden als extrazellulérer
NO-Speicher angesehen. Dartiberhinaus haben sie aber auch selbst eine sehr grol3e

Bandbreite von Wirkungen, die in der folgenden Tabelle zusammengefasst sind.
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Tabelle: S-Nitrosothiole und ihre Funktion (n. Bartsch)

Protein Funktion Nachweis Referenz

NM DA -Rezeptor Herabsetzung der Re- indirekt Le etd., 1992
zeptoraktivitét

L-Typ-Ca’*-Kanale Steigerung des Ca*- indirekt Campell et al., 1996
Einstroms

Calcium rel ease cannel Aktivierung direkt Xuetal. 1998

Ca*-abhangige K*-Kandle Aktivierung indirekt Bolotinaet al., 1994

Neurophile NADPH-Oxidase Hemmung indirekt Clancy et al., 1992

G-Proteing/p21®?2 IAktivierung direkt Lander et al., 1994

Proteinkinase C Hemmung indirekt Gopalakrishna et a., 1993

IAdenylatcyclase (Typ 1) Hemmung indirekt Duheet d., 1994

BM-SH antibakterielle Wirkung indirekt Morriset a., 1984

GAPDH Hemmung indirekt Padgett et al., 1996

SNAP-25 Hemmung der Palmi- indirekt Hesset al., 1993
toylierung des Proteins

GAP-43 Hemmung der Palmi- indirekt Hesset al., 1993
toylierung des Proteins

tissue plasminogen activator Aktivierung direkt Stamler et a., 1992c

Kathepsin B Hemmung direkt Stamler et al., 1992d

Aldolase Hemmung indirekt O’Leary, Solberg 1976

IAlkoholdehydrogenase Hemmung direkt Gergel, Cederbaum, 1996

indirekt McDonald, Moss, 1993

Gluthathionperoxidase Hemmung direkt Asahi et al., 1995

Gamma-Glutamy!- Hemmung indirekt Han et al., 1995

cysteinylsynthetase

OMDM-Transferase Hemmung indirekt Laval, Wink, 1994

Aktin ADP-Ribosylierung indirekt Clancy et al., 1993

Glutathion* Speicherung von NO indirekt Gaston et al., 1993

Albumin® Speicherung und Trans- direkt Stamler et a., 1992a
port von NO

S-Nitrosohamogl obin* Modulation der Sauer- direkt Jiaetal., 1996
stoffabgabe ins Gewebe

NF-kappaBp50 'Verminderung der direkt DelaTorreet a., 1997
DNA-Bindungsaffinitéat

AP-1 Hemmung indirekt [Tabuchi et al.,1994

OxyR* Aktivierung direkt Hausladen et al., 1996

H*-ATPase Hemmung indirekt \Wolosker et al., 1996

Calpain Hemmung indirekt Michetti et al., 1995

Caspase Hemmung indirekt Mohr et al., 1997

direkt Rossing et al, 1999

ADP-Ribose- Hemmung indirekt Ribeiro et a., 1995

Pyrophosphatase |

5 Ektonuklease Hemmung indirekt Siegried et a., 1996

Phosphotyrosin Protein- Hemmung indirekt Casdlli et d., 1994
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Phosphatase

EGFR-Tyrosinkinase Hemmung indirekt Estrada et al., 1997
Entkopplung der Rezeptor-G-

M uskarini scher-M 2-Rezeptor Protein-K opplung indirekt IAronstam et a ., 1995

GSH-Reduktase Hemmung direkt Bose et al., 1996

direkt: direkter Nachweis der S-NO Bindung

indirekt: kein direkter Nachwels der S-NO Bindung
Fortsetzung Tabelle: S-Nitrosothiole und ihre Funktion
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NO + Oxidant T NO"

NO" + Protein-SH - » Protein-SNO + H*

Bildung von S-Nitrosothiolen

Eine Freisetzung des gespeicherten NO wird durch verschiedene Metallionen, wie das
Cu?*, bewirkt ( Mathews et al. 1993, Singh et al. 1996, Stamler 1994, Wiliams 1996).

Cu2+
Protein-SNO +20H @——p Protein-S + NO, + H,O
Cu” +Protein-S ~ o——» Protein-SCu’
Protein-SCu" B Cu’ + Protein-S*
Cu’ +Protein-SNO ——» Cu** + Protein-S + NO
2 Protein-S* —> ProteinS-S-Protein

Freisetzung von NO aus S-Nitrosothiolen durch Kupferionen Kupfer(l) ist das aktive Prinzip, das die
NO-Freisetzung aus S-Nitrosothiolen katalysiert. (Wiliams, 1996) Protein S* ist ein proteinstandiges
Cysteinylradikal. Die Nettoreaktion ist die Bildung von Disulfidgruppen am Protein und freien NO aus
dem S-Nitrosoprotein.

Die MolekilgroRe der Reste an der Thiolgruppe hat einen Einflul auf die
Freisetzungskinetik. Aus niedermolekularen Verbindungen, wie dem S-Nitrosocystein
erfolgt eine Freisetzung etwa doppelt so schnell, wie aus dem hochmolekularem S-
Nitrosoalbumin (Meyer et al. 1994, Scharfstein et al. 1994).

Ebenfalls moglich ist eine Ubertragung des NO von einem freien Thiol auf ein
Proteinthiol oder umgekehrt. So kann man aus S-Nitrosoproteinen niedermolekulare S-
Nitrosothiole herstellen, indem man die niedermolekularen Thiolreste im Uberschul?

zusetzt. Diese Reaktion wird Transnitrosylierung genannt (Meyer et a. 1994, Pietraforte
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et al. 1995, Scharfstein et al. 1994). Diese Art Reaktion soll bel der Freisetzung von NO
aus der gespeicherten Form an den Wirkort eine Rolle spielen (Stamler et al. 1992a).
Vermutet werden spezifische Rezeptoren auf der Zellmembran von Leukozyten,
Endothelzellen und Thrombozyten as Ort der Reaktion (Mordvintsev et a. 1986, Bates
et a. 1990, Simon et al. 1993, Stamler et a. 1994).

R:SNO + R,SH «——> R;SH + R,SNO

Ry Albumin
R,: Cystein

Transnitrosylierung. Die S-Nitrosogruppe kann von einem Thiol auf ein anderes Ubertragen werden. Die
Gleichgewichtskonstante k der Resktion und das Konzentrationsverhdtnis von nieder- und
hochmolekularen Thiolen bestimmen das Verhdtnis von nieder- und hochmolekularem S-Nitrosothiol.

1.3 Bisherige Methoden zur S-Nitrosothiolmessung

Andere sensitive Verfahren zur Quantifizierung von S-Nitrosothiolen spalten zuerst
das NO aus der Verbindung ab, um es dann quantitativ zu erfassen.
Nach einem von Saville beschriebenen Verfahren wird NO erst mit Quecksilber aus der
Verbindung abgespalten und dann in einer Methode nach Griess bestimmt (Saville
1958).
Bei der Ultraviolett-Photometrie nach Griess wird Nitrit in ein Diazoniumsalz Gberfihrt
und nach Azokupplung von Betanaphthol an Naphtyldthylendiamin bei einer
Wellenlange von 550 nm quantifi ziert (Griess 1879).
Ein weiterer Nachweis beruht auf der NO-induzierten Bildung von Methdmoglobin aus
Oxyhamoglobin und Messung der Extinktionsdnderung beider Hamoglobinformen im
Differenzspektrophotometer (Feelisch, 1987, Kelm et al. 1988).
Bel einem anderen Verfahren wird das NO mittels UV-Licht aus dem S-Nitrosothiol
gel6st und Uber die Chemilumineszenzreaktion mit Ozon nachgewiesen (Stamler et al.
1992 b).
Die beiden letztgenannten Methoden sind jedoch experimentell sehr aufwendig. Es
werden komplexe, kommerziell nicht erhdtliche Apparaturen benétigt und der

Zeitaufwand, unter anderem fir die Herstellung der benttigten Losungen ist
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betrachtlich. Dadurch sind diese Methoden weit von der klinischen Anwendbarkeit
entfernt.

1.4 Aufgabenstellung:

Entwicklung eines Verfahrens zur guantitativen Bestimmung von S-Nitrosothiolen in

biologischen Medien mittels eines amperometrischen NO-Detektors

Ziel der Untersuchungen war, ein Verfahren zu finden, mit dem das in S-Nitrosothiolen
gebundene NO schnell und quantitativ in eine fir die amperometrische Detektion
messbare Form Uberfuhrt wird.

Diese Technik sollte fur verschiedene Anwendungen entwickelt werden. So sollten
niedermolekulare und proteinstandige S-Nitrosothiole in wassriger, gepufferter Losung,
und im Blutplasma reproduzierbar detektiert und quantifiziert werden. Dabel sollten
falsch positive Messsignale durch andere NO-Verbindungen (NO3z, NO,) vermieden
werden. Ebenfalls sollte die Spezifitdt der erhaltenen Messsignale fir NO nachgewiesen
werden. Physikalische und chemische Storfaktoren sollten systematisch erfasst werden,

um die Rahmenbedingungen fir eine zuverlassige Arbeitsmethode zu etablieren.

Eine Freisetzung von NO aus héhermolekularen S-Nitrosothiolen durch Kupferzugabe
findet nur sehr langsam statt. Aufgrund der langsamen Freisetzung und der kurzen
Halbwertszeit von NO im Plasma ist anzunehmen, dass die Konzentrationen des freien
NO unterhalb der Nachweisgrenze liegt. Bei niedermolekularen S-Nitrosoverbindungen
ist die Freisetzungskinetik deutlich gunstiger. Es ergeben sich bel der Spaltung von S
Nitrosocystein deutlich hohere Spiegel. Daher sollte zur Detektion von
hohermolekularen ~ S-Nitrosothiolen  noch  ein  Transnitrosylierungs-Schritt
zwischengeschaltet werden.

Der chemische Hintergrund des Verfahrens findet sich in der Verkntpfung von zwel

ei ngangs beschriebenen Reakti onen:
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CysSNO+Cu"  ——» Cys-S + NO + Cu**

Kupfer katalysierte Freisetzung von NO aus S-Nitroso-Cystein . Durch Kupferionen kann NO aus der
Nitrosylgruppe niedermolekularer S-Nitrosothiole, wie dem S-Nitrosocystein, abgespal ten werden.

Protein-S-NO + Cystein-SH 4— CysSNO + Protein-SH

Transnitrosylierungsreaktion zwischen Proteinthiol und S-Nitrosocystein. Die Nitrosogruppe wird von
der einen Thiolgruppe auf eine andere Ubertragen. die Reaktion folgt dem Massenwirkungsgesetz. Durch
eine hohe Cysteinkonzentration wird das Gle chgewicht auf die Seite des S-Nitrosocysteins verschoben.

Die Transnitrosylierung sollte vorzugsweise durch die Zugabe einer sehr groféen Menge von
Cystein bewirkt werden, unter der Vorstellung, nach dem Massenwirkungsgesetz ein
Ubergewicht auf der Seite der niedermolekularen S-Nitrosothiole zu schaffen. Diese setzen
dann, wie oben beschrieben durch Zugabe von Kupferionen NO frei, welches an der Sonde

oxidiert und so amperometrisch nachweisbar ist.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Messgerét

|SO-NO-Meter
Benutzt wurde das amperometrische System der Firma WPI, bestehend aus den
Sonderel ektroden, einem Anzeigegerat und einem Computer as Datenerfassungsgerét.

Der Aufbau wir im Folgenden noch gesondert beschrieben.

Elektroden: ISO-NOP (2 mm Durchmesser)
ISO-NOP200 (0,2 mm Durchmesser)
Allesvon WPI, World Precision Instruments, Sarasota, FI, USA
PC zur NO-Elektrode, Targa-PC, 486, 66 Mhz
Registrierungs- und Auswerte-Software Duo 18 von WPI

Abbildung 1: Das|so-NO M essger &t mit ver schiedenen Sonden.

Die Messeinheit kann mit einem Aufzeichnungs- und Auswertungsgerét, z.B. einen PC verbunden
werden. Naheres s. Text. (Abbildungen aus dem WPI-Manual)
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2.1.2 Sonstige Materialien

L-Ascorbinsaure, Bovines Serum Albumin, L-Cystein, Diethylentriaminpentaessigsaure
(DETAPAC), Natriumnitrit Schwefel saure Phosphatpuffer, (50 mmol/l) pH 7,4:
Di-Natriumhydrogenphosphat: Sigma, Deishofen,

Kaliumiodid (KJ), K,SO,4, Kupfer(ll)sulfat-Pentahydrat, Kaliumdihydrogenphosphat:
Merck, Darmstadt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Plasmagewinnung

Fur die Versuche mit Plasma wurde periphervendses Blut in klinikiblichen Monovetten
von nichternen Probanden abgenommen und zur Antikoagulation mit  3,8%
Natriumzitrat im Verhéltnis 1:10 ml gemischt. Durch Zentrifugation bei 4°C wurde
Plasma gewonnen. Dieses wurde entweder frisch verwendet oder bel -22°C aufbewahrt.
Bel der Gewinnung des Plasmas war es wichtig, die Plasmaschicht unvermischt von den
Erythrozyten abzupipettieren, da Hamoglobin die freie NO Konzentration im Plasma
herabsetzt.

2.2.2 Die NO-Elektrode von WPI

Die quantitative Bestimmung der NO Konzentration wurde mittels eines
amperometrischen Systems, basierend auf einer NO-selektiven Mikroelektrode,
durchgeftihrt (ISO-NO-Meter, WPI, World Precision Instruments, Sarasota). An dieser
Elektrode werden die NO-Molekile bei einer Arbeitsspannung von + 0.865 V oxidiert.
Die Elektrode ist von der Probenlésung durch eine gasdurchlassige Polymermembran
getrennt. Obwohl auch andere Gase wie N, und O, in den Elektrodenraum gelangen, ist
das Signal proportional zur NO-K onzentration an der &uf¥eren Oberflache der Membran,
well bel der gegebenen Elektrodenspannung nur das NO oxidiert wird. So ist die Sonde
hochsensitiv ausschlief3lich fir NO tber einen Mef3bereich von 1 nM bis 20 uM.

Die hier benutzten Sonden mit Spitzendurchmessern 0,2 und 2,0 mm wurden jeweils
mit einem Anzeigegerdt verbunden. Auf einem mit dem System verbundenen PC
wurden mit einer entsprechenden Software (Duo 18) die Daten kontinuierlich registriert
und als Echtzeit Strom-/Zeitdiagramm auf dem Monitor dargestellt. Die Anzahl der
Messpunkte pro Zeitintervall und die Spreizung der Zeitachse auf dem Monitor, sowie
die Empfindlichkeit der Messung waren frei wahlbar. Nach einigen Minuten stellte sich
ein stabiler Wert ein, der als Nullwert eingestellt wurde. Nach einem Membranwechsel
dauerte es ca. 12 Stunden bis die Sonde mit der neuen Membran stabil polarisiert ist.
Daher wurde ein zusétzliches System bestehend aus einer Sonde und einem
Polarisationsgerat benutzt, um immer ein funktionsfdhige Sonde in Bereitschaft
vorzuhal ten.
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Abbildung 2 : Aufbau des M essgeratszur Kalibrierung der Sonde

Die Eichlésung befindet sich in einem 10 ml Glasgefal, das mit einem Septum verschlossen ist. Durch
Kanillen im Septum wird kontinuierlich mit Reinst N, begast. Weiterhin wird durch das Septum die NO
Elektrode eingetaucht. Die Losung wird mit einem Magnetrihrer kontinuierlich durchmischt. Zur
Zusammensetzung der Eichldsung s. Text. (Abbildungen nach dem WPI-Manual)

schutzhllse

. aus Edelstahl
Gaspermeable . VerschluBkappe
Membran i X Handgrifi
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'. v I/ der Sonde

i
e 5 J;f-'
] e &
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Arbeits-und —___ ofeckverbindung
Zahlelektrode zum Messgerat

Abbildung 3: Aufbau der 2 mm 1SO-NO Sonde

Die Sonde besteht aus einem Handgriff mit Verbindungskabel, an dessen Ende sich die eigentliche Sonde
befindet, und einer auswechselbaren Stahlhiille, die am Ende mit der Polymermembran abschlief}t
Naheres s. Text. (Abbildungen nach dem WPI-Manual)
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Die Elektrode ist eine Kombination aus Arbeitsanode und einer Referenzelektrode/
Gegenelektrode. Die 2 mm Sonde wird jewells selbst zusammengebaut, indem die
Elektrode in eine Stahimuffe geschoben wird, an deren Ende sich die Membran
befindet. Hier mul3 lediglich die Muffe mit der Membran ausgewechselt werden, wenn
die Sonde keine verlailichen Werte mift.

VerschluBBkappe
/ Handgriff

‘_GH / der Sonde

» ..
i s <
: s Ny

Arbeits-und \ Steckverbindung -

Zahlelektrode zum Messgeréat

Abbildung 4: Aufbau der 0,2 mm Sonde

Die Sonde besteht aus einem Handgriff mit Verbindungskabel, an dessen Ende die eigentliche Sonde
aufgesteckt wird, bei der 0,2 mm Sonde ist die Messeinheit in die Membran an der Sondenspitze
integriert. Naheres s. Text. (Abbildungen nach dem WPI-Manual)

Bel der 0,2 mm Sonde sind Elektrode und Membran integriert. Hier mul3 das ganze
System bel Bedarf gewechselt werden.

2.2.3 Eichung der Elektrode mittels KNGO,

Das verwendete Verfahren zur Eichung der Sonde basiert auf einer stéchiometrischen
Bildung einer definierten Menge von NO aus Kaliumnitrit (KNO) in Gegenwart von

lodid und unter sauren Bedingungen, unter Ausschluf3 von O, (N,-Begasung).

2KNO2+ 2Kl +2H2S04+ 2K2SO4— . 2NO + 2+ 2 H20 + 4 K2SOs

Gleichung: Chemische Reaktion bei Eichung der Elektrode
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Die Eichung der Sonde wurde nach Membranwechsel (2 mm Sonde) oder
Sondenwechsal (0,2 mm Sonde) durchgefuhrt, um ihre Sensitivitét zu Gberprifen. Es
ergab sich kein Anhalt fir eine abnehmende Sensitivitét der Sonde nach dem Wechsdl.
Allerdings nahm die Empfindlichkeit der Sonde nach mehrstiindigem Einsatz in Plasma
deutlich ab. Die gnerelle Funktionsfahigkeit der Sonde wurde zu Beginn durch eine
Aquilibrierung in stark konzentrierter Kochsalzlosung gepriift. Stellte sich hier keine

stabile Grundlinie ein, so war die Sonde oder die Sondenmembran auszutauschen.

Zugabe von 238 nM

I 100pA
: : Kaliumnitrit

D1 max

10s

Abbildung 5: Originalregistrierung: Eichkurveeiner 2mm WPI Sondebei der Eichung mit
Kaliumnitrit.

Bel Zugabe von Kaliumnitrit lassen sich konzentrationsabhéngige Stromamplituden messen.
Stromstérkenzunahme nach oben und Zeitachse nach links. Die Sonde zeigte einen stabilen Ruhestrom.
Nach Zugabe von 238 nM Kaiumnitrit erfolgte eine transiente Anderung des Sondenstroms mit D1z
600 pA.
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Eichung mit der 2 mm Sonde
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Abbildung 6: Korrelation von Sondenstrom und Kaliumnitritkonzentration mit der 2 mm Sonde

Bel Zugabe von Kaliumnitrit lassen sich konzentrationsabhéngige Stromamplituden messen. Die
Konzentration von Kaliumnitrit wird jeweils 238 nMangehoben. Auf die Zugabe erfolgt eine transiente
Schwankung des Sondenstrom. Die Stromstérkendnderungen (D1 ) Werden gegen die Konzentration
aufgetragen.

Eichung mit der 0,2 mm Sonde
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Abbildung 7: Korrelation von Sondenstrom und Kaliumnitritkonzentration mit der 0,2 mm Sonde

Bel Zugabe von Kaliumnitrit lassen sich konzentrationsabhéngige Stromamplituden messen. Die
Konzentration von Kaliumnitrit wird jeweils 238 nMangehoben. Auf die Zugabe erfolgt eine transiente

Schwankung des Sondenstrom. Die Stromstérkendnderungen (D1 ,») Werden gegen die Konzentration
aufgetragen.
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Die Elektrode wurde in einer Stickstoff-Atmosphére unter Sauerstoff Ausschlufd in
einer 0,1 molaren Kaliumjodid-Phosphatpufferlésung (10 ml) aquilibriert, bis eine
stabile Grundlinie entstanden war. Die Ldsung wurde mit einem Magnetrihrer
bestandig durchmischt. Durch die Zugabe von definierten Volumia (50, 100, 150, 200,

250 pl) einer 5x10° molaren KNOz-L 8sung konnte so eine Eichkurve erstellt werden.

2.2.4 Benutzte L 6sungen

Synthese von S-Nitrosothiolen

Die benétigten S-Nitroso-BSA-, S-Nitroso-Glutathion- und S-Nitroso-Cystein-
Stammlésung as Eichlosungen wurden jewells nach dem gleichen Verfahren
hergestellt.
Dazu wurden 2 mM fettsurefreies Rinder-Serumalbumin (BSA), oder 50 mM Cystein
oder 50 mM Glutathion in 1 ml Wasser be Raumtemperatur aufgelést. War durch
leichtes Schwenken die ganze Menge in LOosung gegangen, wurde die Losung in en
breites Glasgefal? gegeben. Unter konstanter Kiihlung auf Eis und bestandigem Riihren,
wurde die Lésung mit 1 M Salzsaure angesduert (1 ml auf 2,5 ml entspricht etwa 0,4
M). Die Saure wurde vorsichtig und langsam eingebracht, damit kein Eiweil3 denaturiert
wurde. Wurde nun &quimolar das Nitrit (NaNO,, Sigma S$-2252) in 0,5 ml Wasser
aufgel6st hinzugegeben, so kam unter Ausbildung eines charakteristischen Geruchs die
Reaktion in Gang. Nach 10 minttiger Inkubation war die Reaktion beendet. Die L &sung
bekam einem leichten Rosastich. Der typische Geruch war bei dieser Konzentration nur
ganz schwach zu bemerken. Die ermittelten Konzentrationen wurden mit dem
Photometer anhand  der  folgenden  Absorptionskoeffizenten  bestimmt
(Beispielextinktionskurve s. Kap. 3):

S-Nitroso BSA: &= 16,1 M *xcm™ (Meyer 1994)
Nitroso-Gluthation &= 16,1M *xcm ™ (Kowaluk 1990)
S-Nitroso-Cystein &= 16,7M txcm ™ (Stamler 1993)

Es zeigte sich eine vollstandige Umsetzung des Nitrits und des Proteins zu S
Nitrosothiol. Die photometrisch bestimmten Konzentrationen bewegten sich im Bereich
von 470£50 uM S-Nitrosothiol bei Konzentrationen der Ausgangsstoffe von 500 uM
(n=6).
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Die fertige Losung wurde in flissigem Stickstoff getropft und die gefrorenen Tropfen in
flissigem Stickstoff aufbewahrt. Fir die Versuchsreihen, bel denen man durch Zugabe
weniger Mikroliter (1-10) Konzentrationen von 30-300 nM herstellen wollte, mufde die

Lésung dann jeweils entsprechend verdinnt werden.

Phosphatpuffer 0,025 M

Es wurden jewells 1 M Loésungen von Di-Natriumhydrogenphosphat und
Kaliumdihydrogenphosphat hergestellt, die dann zu einer Losung vom pH-Wert 7,4
zusammen gegeben wurden. Die 1 M Stammldsung wurde bis auf die gewinschte
Konzentration mit Aqua bidest. verdinnt.

L-Cysteinldsung

Die jeweils benttigte Menge L-Cysteinlosung (Sigma, MW: 176) wurde in
Phosphatpuffer hergestellt. Dabei lag die maximae Léslichkeit von Cystein in der
Pufferlésung bel einer Konzentration von ca. 3 M. Hoherkonzentrierte Cysteinlésungen
konnten unter Erwarmung nur kurzzeitig hergestellt werden, da sich bei Erkalten der
Losung Cysteinkristalle absetzten. Diese L6sung hatte einen pH-Wert von 1 und mufite
mit Natronlauge neutralisert werden, was die Konzentration durch den
Verdiinnungseffekt wiederum herabsetzte.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Detektion von S-Nitrosothiolen mit der 2 mm WPI-Sonde

Das Messverfahren zur Detektion von S-Nitrosothiolen sollte zunéchst mit einer NO-
Elektrode mit 2 mm Spitzendurchmesser und auswechselbarer Elektroden-
Schutzmembran etabliert werden, da diese Elektrode von der Firma WPl als
kostenguinstige Standardelektrode angeboten wird. Es wurden die Einfliisse von pH-
Wert, lonenstdrke, Cystein-Konzentration und humanem Blutplasma auf die
Detektierbarkeit von niedermolekularem  S-Nitroso-L-Cystein (Cys-SNO) und
proteinstandiger S-Nitroso-Gruppen in  S-nitrosyliertem Rinderserumalbumin (S

Nitrosoa bumin) untersucht.

3.1.1 Zersetzung von S-Nitrosothiolen durch die Detektionsldsung und Stabilitét der

Eichl6sung

Zur Kontrolle der Stabilitdt der S-Nitrosothiol Standardldsungen  bei
mehrwochiger Lagerung in flissigem Stickstoff und der Effektivitdt der Umsetzung der
S-Nitrosothiole durch die Detektionddsung wurden die tiefgefrorenen S
Nitrosoalbumin- und S-Nitroso-L-Cystein  Stammlésungen bei  Raumtemperatur
aufgetaut und die Konzentration wie beschrieben (Kap. 2) spektralphotometrisch
Uberprift. Unmittelbar nach Préparation betrug die Extinktion der S-Nitrosoa bumin
Losung 0,008 bei Wellenldnge 547 nm. Die Extinktion der Losungen betrug nach 2
monatiger Lagerung in flissigem Stickstoff ebenfalls 0,008.

Die Konzentration der S-Nitrosothiole war durch Einfrieren, Lagerung fir zwel
Monate und Auftauen nicht signifikant verandert worden (S-Nitrosoalbumin: 98 + 3 %
der Ausgangslsung, 3 Messungen, S-Nitrosocystein: 96 + 5%, ebenfalls 3 Messungen).

Um die Wirksamkeit der Detektionddsung zur Zerstbrung der S
Nitrosothiolgruppe zu Uberprifen, wurde frisch angesetzte Detektionslésung (450ul
Cystein, 3 M und 50 pl Kupfersulfat, 100 mM) zu 1 ml konzentrierter Standardlésung
gegeben und unmittelbar darauf das Absorbtionsspektrum im UV/VIS-Bereich
registriert. Es zeigte sich, dal3 die Detektionsdsung sofort zum Verschwinden (Kurve
2)des fur S-Nitrosoalbumin typischen Absorbtionsmaximums bei 547 nm (Kuve 1)
fahrt. Damit konnte unabhangig von der anperometrischen Detektion die Effektivitét

der Detektionsldsung zur NO-Freisetzung aus S-Nitrosothiolen nachgewiesen werden.
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Abbildung 8: Originalregistrierung der Absor ptionsspektren von S-Nitrosothiol-Eichlésungim
Spektralphotometer

Im Spektralphotometer wird das Absorptionsspektrum der Eichldsung bestimmt. Es zeigt sich das
typische Absorptionsmaximum bei 547 nm. Um die Aufspaltung der S-Nitrosothiolgruppe zu Uberpriifen,
wurde frisch angesetzte Detektiond dsung (450pl Cystein, 3 M und 50 pl Kupfersulfat, 100 mM) zu 1 ml
konzentrierter Standardlésung gegeben und unmittelbar darauf das Absorbtionsspektrum im UV/VIS-
Bereich registriert. Es zeigte sich, dal3 die Detektionddsung sofort zum Verschwinden des fir S
Nitrosoal bumin typischen Absorptionsmaximums bel 547 nm fuhrt.

Aus diesen Ergebnissen ist zu schlief3en, dal3 die Standardlésungen die urspringlichen
Konzentrationen S-Nitrosothiol enthielten und dal3 die chromophore S-Nitrosogruppe
durch Zugabe von hochkonzentriertem L-Cystein und Kupfersulfat zerstért wurde.
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3.1.2 Detektion von S-Nitrosothiolen in humanem Plasma, Einflul der L-Cystein

Konzentration in der Detektiond 6sung

Mit der nachfolgend beschriebenen Versuchsreihe sollte die optimale L-Cystein
Konzentration zur Detektion von S-Nitrosothiolen in humanem Plasma ermittelt
werden. Dazu wurde die NO-Elektrode in eine Probe humanem Plasma (Gewinnung
Kap. 2) eingetaucht, die frisch angesetzte Detektionsldsung (wéssrige Lésung von L-
Cystein und Kupfersulfat) zugemischt, und nach Stabilisierung des Sondenstroms S
Nitrosothiole in definierter Konzentration zugesetzt. Die Konzentration des L-Cysteins
wurde variiert, die anderen Messparameter jedoch konstant gehalten.

Dazu wurde die Elektrodenspitze mit Hilfe einer Mikrometerschraube vorsichtig in
eine mit Humanplasma und frisch angesetzter Detektionsdsung gefillte Vertiefung
einer 96-fach Mikrotiterplatte gesenkt. Nach Stabiliserung der Stromanzeige
(Grundlinie) nach ca. 1 Minute wurde eine wassrige L6sung von S-Nitrosocystein oder
S-Nitrosoalbumin (30 ul, 1,2 bzw. 1,3 uM; pH 7,0) vorsichtig zupipettiert, wobel die
Messldsung durch dreimaliges schnelles Fullen und Leeren der Pipettenspitze (30 ul)

durchmischt wurde.

Cystein 7M

Die Konzentration von Cystein in der Detektionsldsung wurde mit 7 M angesetzt. ES
wurden 50 m Detektionslosung (45 ul 7 M Cysteinlosung, die mit 1 N NaOH auf pH
7,4 eingestellt wurde, mit 5 pl 90 mM Kupfersulfatlésung) und 250 m Plasma
eingesetzt. Die Plasmaprobe (200 ul) wurde in einer 96-fach Mikrotiterplatte vorgelegt
und auf Raumtemperatur aquilibriert. Anschlief3end wurde die NO Elektrode etwa 1mm
tief eingetaucht und die Stabilisierung des Sondensstroms abgewartet (ca 5 min).

Das Ansetzen der hochkonzentrierten L-Cysteinlésung bereitete Schwierigkeiten.
Das Cystein loste sich nur sehr langsam unter Erwdrmung vollsténdig auf. Bel
Aufbewahrung im Kidhlschrank kristalliserte das L-Cystein aus, so dass die

Konzentration nicht mehr definiert war.
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Durch Zugabe des Detektionsreagenz (50 pl) wurde ein transienter Abfall der
Grundlinie um etwa 1500 + 100 pA beobachtet (Mittelwert aus 15 Versuchen,
Beispielregistrierung s. Abbildung 9). Anschlief3end stieg der Sondenstrom innerhalb
von 10 Sekunden auf etwa die Halfte des Ausgangswertes an; erst in ca. 15 Minuten
wurde die Ausgangsspannung in etwa wieder erreicht. Die Anderungen des
Sondenstroms nach Zugabe der Detektionsl6sung waren so grof3, dal3 auch nach Zugabe
von 10 uM S-Nitrosocystein zum Plasma kein spezifisches Messsignal beobachtet
werden konnte. Mittels dieser Technik war die endogene S-Nitrosothiolkonzentration
im Plasma nicht zu bestimmen, da das Sondensignal bei e@ner Plasmakonzentration von
etwa 100 nM S-Nitrosothiol (s. Kap 1) in der Grofdenordnung von etwa 100 pA zu

erwarten gewesen ware.

- -| Zugabe des
¢ Detektionsreagenz

Abbildung 9: Originalregistrierung mit 2 mm WPI-Sondein Plasma

Durch Zugabe von 50 m Detektionsldsung (90 pl 7 M Cysteinldsung, die mit 1n NaOH auf pH 7,4
eingestellt wurde, mit 10 pul 90 mM Kupfersulfatlésung) zu 200 m unbehandeltem Plasma wurde ein
transienten Abfall des Sondenstroms um ca. 1500 pA innerhalb einer Minute augel6st, der sich Uber einen
Zeitraum von ca 15 Minuten etwa wieder auf den Ausgangswert einstellte. Abszisse: Stromstéarke
Punktabstand 250 pA, Ordinate; Zeit, Punktabstand 5 Sek.
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Cystein6 M

Die Konzentration von Cystein in der Detektionsl6sung wurde auf 6 M reduziert und
der Versuchsansatz geringfiigig modifiziert. Zur Herstellung der Detektions6sung
wurden 90 ul 6 M Cysteinlésung, die mit 1 N NaOH auf pH 7,4 eingestellt wurde, mit
10 pl 90 mM Kupfersulfatldsung gemischt. Die Plasmaprobe (200 ul) wurde vorgelegt
und auf Raumtemperatur &quilibriert. Anschlief3end wurde die NO Elektrode etwa 1 mm
tief eingetaucht und die Stabilisierung des Sondensstroms abgewartet (ca. 5 min). Auf
Zugabe der frisch angesetzten Detektionsreagenz (50 ul) wurde ein transienter Abfall
der Grundlinie um etwa 1500 = 100 pA beobachtet (Mittelwert aus 15 Versuchen).
Anschlieflend stieg der Sondenstrom innerhalb von 10 Sekunden auf etwa die Halfte des
Ausgangswertes an; erst nach ca. 15 Minuten wurde die Ausgangsspannung in etwa
wieder erreicht. Bei anschlief3ender S-Nitrosothiolzugeabe (1,3 UM S-Nitrosocystein,
1200 nM S-Nitrosoalbumin) konnte ein schneller, transienter Anstieg des Sondenstroms
beobachtet werden. Das Dl o nahm bel 1,3 uM S-Nitrosocystein Werte um 24000 +
2000 pA ab, die nach ca. 15 Sekunden auf den Ausgangswert zurtickfielen. Nach
Zugabe von S-Nitrosoalbumin (1200 nM) wurden schwache Signale registriert, die
jedoch von der Losungsmittelkontrolle (Zugabe von 50 pl Phosphatpuffer) nicht zu
unterscheiden waren.

In einem abgewandelten Versuchsanstz wurde die Reithenfolge der Substanzzugabe
gedndert. Das Plasma (200 pl) wurde mit S-Nitrosothiol prapariert und anschlief3end die
Detektionslésung zum Ansatz zugegeben. Zugabe von S-Nitrosothiol (S
Nitrosoalbumin 1200 nM) induzierte nur sehr schwache Anderungen des NO
Elektrodenstroms (10-20 pA). Nach Zugabe von Detektionddosung (90 pul 6 M
Cysteinlosung, die mit 1 N NaOH auf pH 7,4 eingestellt wurde, mit 10 pl 90 mM
Kupfersulfatlésung) war lediglich das oben beschriebene Artefakt auf Zugabe des
Detektionsreagenz zu beobachten, welches sich nicht von dem im nicht mit S

Nitrosothiol dotierten Plasmas unterschieden lief3 (Daten nicht gezeigt).

Die Versuche wurden mit verschiedenen Sonden abwechselnd durchgefthrt, um die
Reproduzierbarkeit zu tGberprifen. Die drel benutzten Membranen zeigten hinsichtlich
Grole des Mischartefakts, SignalgrofRe und Zeitverlauf des Messsignals nach S
Nitrosothiol-Zugabe identische Ergebnisse. Gleichartige Artefakte zeigten sich bei der
Zugabe von L-Cystein zum Plasma, unabhangig von der Anwesenheit von S

Nitrosothiolen.
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Cystein 3M

Die Konzentration von Cystein in der Detektionslosung wurde daher auf 3 M
verringert und der gleiche Versuchsansatz wie mit 6 M Cystein durchgefihrt. Zur
Herstellung der Detektionsl6sung wurden 90 pl 3 M Cysteinldsung, die mit 1 N NaOH
auf pH 7,4 eingestellt wurde, mit 10 pul 90 mM Kupfersulfatldsung gemischt. Die
Plasmaprobe (200 ul) wurde vorgelegt und auf Raumtemperatur aquilibriert.
Anschliel?end wurde die NO Elektrode etwa 1 mm tief eingetaucht und die
Stabilisierung des Sondensstroms abgewartet (ca. 5 min). Die Zugabe der
Detektionslésung mit der 3 M Cysteinlosung zum Plasma ergab einen Anstieg des
Sondenstroms um ca. 120 + 40 pA. Bei anschlief3ender S-Nitrosothiolzugabe (1,3 pM
S-Nitrosocystein, 1,2 uM S-Nitrosoalbumin) konnte ein schneller, transienter Anstieg
des Sondenstroms in gleicher Grolenordnung wie bei 6 M Cystein beobachtet werden
(s. Abb 10). Das DI 4 Stieg mit der Konzentration des S-Nitrosocysteins an, bei 1,3 pM
wurden ebenfalls Werte um 24000 £ 2000 pA (n = 4) gemessen, die jedoch erst nach ca.
5 Minuten auf den Ausgangswert zuriickfielen (Registrierung nicht gezeigt). Nach
Zugabe von S-Nitrosoalbumin (1200 nM) wurden schwache Signalebeobachtet, die
jedoch ebenfals, wie bei 1 M Cystein, von der Ldsungsmittelkontrolle nicht zu

unterschei den waren.

Abbildung 10: Originalregistrierung einer amper ometrischen Detektion von S-Nitroso-Cysteinin
Plasma.

Auf die Zugabe von S-Nitroso-Cystein (1,2uM) in den Messansatz (200 pl Plasma, 90 pl 3 M
Cysteinldsung, die mit 1 N NaOH auf pH 7,4 eingestellt wurde, 10 pl 90 mM Kupfersulfatlésung) wurde
eine transiente Zunahme des Sondenstroms beobachtet, der wenige Sekunden nach der Zugabe begann,
nach etwa 20 Sekunden ein Maximum von 24000 + 2000 pA erreichte (Dimax.), um nach etwa 15
Sekunden in den Bereich des Ausgangswertes abzusinken. 2 mm WPl Sonde, Raumtemperatur, statische
Ldsung. Abszisse: Stromstérke Punktabstand 4000 pA, Ordinate: Zeit, Punktabstand 10 Sek.
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In einem abgewandelten Versuchsanstz wurde die Reihenfolge der Substanzzugabe
gedndert. Das Plasma (200 pl) wurde mit S-Nitrosothiol prépariert und anschlief3end die
Detektionslésung zum Ansatz zugegeben. Zugabe von S-Nitrosothiol (S
Nitrosoalbumin 1200 nM) induzierte nur sehr schwache Anderungen des NO
Elektrodenstroms (10-20 pA) Nach Zugabe von Detektiondosung (90 pul 3 M
Cysteinlosung, die mit 1 N NaOH auf pH 7,4 eingestellt wurde, mit 10 pl 90 mM
Kupfersulfatlésung) wurden nur schwache Dl beobachtet, die sich nicht von den
Stroménderungen des nicht mit S-Nitrosothiol dotierten Plasmas unterschieden (Daten
nicht gezeigt).

Cystein 1M

Zur Herstellung der Detektionslésung wurden 90 pl 1 M Cysteinlésung, die mit 1 N
NaOH auf pH 7,4 eingestellt wurde, mit 10 pl 90 mM Kupfersulfatlésung gemischt. Die
Plasmaprobe (200 pl) wurde vorgelegt und auf Raumtemperatur &quilibriert.
Anschlief?end wurde die NO Elektrode etwa 1 mm tief eingetaucht und die
Stabilisierung des Sondersstroms abgewartet (ca 5 min). Auf Zugabe der frisch
angesetzten Detektions dsung wurde eine schwache Zunahme des Sondenstroms um ca
50 pA beobachtet, der nach ca 10 Minuten auf den Ausgangswert abfiel. Bel
anschlief¥ender Zugabe von niedermolekularem S-Nitrosothiol (S-Nitrosocystein)
konnte ein schneller, transienter Anstieg des Sondenstroms registriert werden. Dl yax
stieg mit der Konzentration des S-Nitrosocysteins an, bel 1,3 uM wurden Signale bis
25000 pA registriert.

Bel Zugabe von S-Nitrosoalbumin (1-10 pl; entsprechende 1-10 pM in der
Mesdsung) wurden nur sehr geringe transente Zunahmen des Sondenstroms

beobachtet (Dl = 30 - 180 pA). Zudem war die Streuung der DI . Werte so grof3, dafi3
keine Konzentrationsabhangi gkeit festgestellt werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Dieser Befund zeigte, dal’ die Detektionddsung, 1 M Cystein und 3 mM CuSO,, eine
guantitative Messung von niedermolekularen S-Nitrosothiolen in einer Matrix aus
humanem Plasma ermoglicht. Jedoch war es nicht moglich, unter gleichen Bedingungen
eine NO-Freisetzung aus S-Nitrosoalbumin in Konzentrationenen bis 10 pM
nachzuweisen. Offenbar erfolgte keine ausreichende Transnitrosylierung vom

proteingebundenen S-Nitrosothiol zum freien L-Cystein.
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In einem abgewandelten Versuchsanstz wurde die Reihenfolge der Substanzzugabe
gedndert. Nun wurde das Plasma (200 pl) mit S-Nitrosothiol prapariert und
anschlief3end die Detektionsl6sung zum Ansatz zugegeben. Zugabe von S-Nitrosothiol
(S-Nitrosoalbumin 1200 nM) induzierte nur sehr schwache Anderungen des NO
Elektrodenstroms (10-20 pA). Nach Zugabe von Detektionsiésung (90 pl 1 M
Cysteinlosung, die mit 1 N NaOH auf pH 7,4 eingestellt wurde, mit 10 pul 90 mM
Kupfersulfatlésung) wurden nur schwache Dl . beobachtet, die sich nicht von den
Stroménderungen des nicht mit S-Nitrosothiol dotierten Plasmas unterschieden (Daten
nicht gezeigt).

3.1.3 Detektion von S-Nitrosothiolen im Phosphatpuffer

Um Matrixeinflisse durch Serumbestandteile auszuschlief3en wurde zunéchst die
Detektierbarkeit von S-Nitrosothiolen in einer Phosphat-gepufferten wassrigen Losung
(Zusammensetzung s. Kap.2) bei Raumtemperatur untersucht. Dazu wurden die
Elektrodenspitze mit Hilfe einer Mikrometerschraube vorsichtig in eine mit 200 pl
Phosphatpuffer und 100 ul frisch angesetzter Detektionslésung (90 ul Cystein, 2 M, pH
7,0; 10 pl Kupfer(ll)sulfat, 3 mM) gefillte Vertiefung einer 96-fach Mikrotiterplatte
gesenkt. Nach Stabilisierung der Stromanzeige (Grundlinie) nach ca. 1 Minute wurde
eine wassrige L6sung von S-Nitrosocystein oder S-Nitrosoalbumin (1-10 ul, 0,7-7uM;
pH 7,0) vorsichtig zupipettiert, wobei die Messlésung durch dreimaliges schnelles
Fillen und Leeren der Pipettenspitze durchmischt wurde. Représentative
Originalregistrierungen sind in der Abbildung 11 bzw. 13, die summerische Auswertung
mehrerer Registrierungen in Abb. 12 bzw. 14 dargestellt.



Zugabevon -
SNitroso-
BSA 7uM

Abbildung 11: : Originalregistrierung einer amperometrischen Detektion von S-Nitroso-BSA in
Phosphatpufferldsung.

Auf die Zugabe von S-Nitroso-BSA (7uM) in den Messansatz mit Cystein und Kupfer ( 90 pl Cystein, 2
M, pH 7,0; 10 pl Kupfer(ll)sulfat, 3 mM) wurde eine transiente Zunahme des Sondenstroms beobachtet,
die wenige Sekunden nach der Zugabe begann, nach etwa 15 Sekunden ein Maximum(Dl ... 600 pA),
erreichte, um nach etwa 70 Sekunden in den Bereich des Ausgangaswertes abzusinken. 2mm WPI Sonde,
Raumtemperatur, Phosphatpuffer pH 7,4, statische Ldsung. Abszisse: Stromstarke Punktabstand 150 pA,
Ordinate: Zeit, Punktabstand 10 Sek.
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Abbildung 12: Korrelation zwischen S-Nitroso-BSA-K onzentration und Sondenstrom (Dl ,a.)

Detektion von S-Nitroso-BSA in Phosphatpuffer. Die maximale Stromstdrkenzunahme (Dl,.) nach
Zugabe verschiedener Konzentrationen von S.-Nitroso-BSA wurden gemittelt und Funktion der
jeweiligen Konzentration dargestelIt. Symbole reprasentieren Mittelwert £ Standardabweichung, n=4.
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Zweimalige Zugabe von
S-Nitroso-Cystein (13uM)

Abbildung 13: Originalregistrierung einer amperometrischen Detektion von S-Nitroso-Cystein.

Auf die Zugabe von S-Nitroso-Cystein (13 pM) in den Messansatz mit Cystein und Kupfer ( 90 pl
Cystein, 2 M, pH 7,0; 10 pl Kupfer(ll)sulfat, 3 mM) wurde eine transiente Zunahme des Sondenstroms
beobachtet, der wenige Sekunden nach der Zugabe begann, nach etwa 5 Sekunden ein Maximum
arreichte (Dl . 1100 pA), um nach etwa 70 Sekunden in den Bereich des Ausgangaswertes abzusinken.
2 mm WPl Sonde, Raumtemperatur, Phosphatpuffer pH 7,4, statische Losung. Abszisse: Stromstérke
Punktabstand 250 pA, Ordinate: Zeit, Punktabstand 10 Sek.
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Abbildung 14: Korrelation zwischen S-Nitr oso-Cystein-K onzentration und Sondenstrom (Dl ,,4.)-

Die Stromamplituden bei verschiedenen Konzentrationen werden gemittelt und als Funktion der
jeweiligen Konzentration dargestellt. Angegeben: Mittelwert, Standardabweichung, Funktion der
Ausgleichsgeraden. n=4.
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Die Zugabe von S-Nitrosothiolen induzierte einen konzentrationsabhangigen
transienten Anstieg des Elektrodenstroms, wobei zwischen dem S-Nitroso-L-Cystein
und dem S-Nitrosoabumin unterschiedliche Kinetiken beobachtet wurden. Die
Stromstérke erreichte beim S-Nitrosocystein ca. 5 Sekunden nach Zugabe des S
Nitrosothiols ein transientes Maximum, beim S-Nitrosoal bumin deutlich langsamer erst
nach ca. 15 Sekunden (s. Abb.11 und 13). Die Anstiegs- und Abnahmegeschwindigkeit
der Signale war weitgehend unabhéngig von der Konzentration der S-Nitrosothiole. Bel
Auftragen der jewelligen Maximalwerte Dl gegen die Konzentration des S
Nitrosothiols ergab sich im untersuchten Konzentrationsbereich fur S-Nitrosoalbumin
und Cys-NO eine annédhernd lineare Abhangigkeit (Abb. 12 und 14). Ohne Zusatz der
kompletten Detektionsldsung (L-Cystein und Kupfer(l1)sulfat) wurden nach Zugabe von
S-Nitrosocystein (13 uM) und S- Nitrosoalbumin (7 uM) nicht die zuvor beschriebenen
Anderungen des Elektrodenstroms beobachtet, sondern lediglich
Stromstérkenschwankungen im Bereich der Mischartefakte (+ 50 pA).

3.1.3.1 Einfluss von CuSO,

Um zu Uberprifen, ob Kupferionen fur den Nachweis von S-Nitrosothiolen mit der
NO Elektrode notwendig sind, wurden Versuche mit kupferfreier Detektionslésung
durchgefuhrt. Als Detektionsldsung wurden 100 pl 3 M Cysteinlésung, die mit 1 N
NaOH auf pH 7,4 eingestellt wurde, ohne Kupfersulfat benutzt. Der Phosphatpuffer
(200 pl) wurde vorgelegt und auf Raumtemperatur aquilibriert. Anschlief3end wurde die
NO Elektrode etwa 1 mm tief eingetaucht und die Stabilisierung des Sondensstroms
abgewartet (ca 5 min). Auf Zugabe der frisch angesetzten Detektionsdsung wurde eine
schwache Zunahme des Sondenstroms um ca 50 pA beobachtet, der nach ca 10 Minuten
auf den Ausgangswert abfiel. Es zeigten sich auf Zugabe S-Nitrosoalbumin (1,2 uM, 30
m) und S-Nitrosocystein (1,3 uM, 30 m) die gleichen unspezifischen
Stromstérkendnderungen, die sich nicht von den durch Losungsmittelzugabe (30 nt)
alleine ausgel 6sten unterschieden (Dl Von 10-15 pA). Es zeigte sich kein Unterschied
mehr in der Detektierbarkeit von S-Nitrosocystein und S-Nitrosoabumin.

Ohne Kupfersulfat lie3en sich keine reproduzierbaren Ergebnisse mit
niedermolekularem S-Nitrosocystein und makromolekularem S-Nitrosoalbumin bei
Konzentrationen von 1 uM erhalten. Die Kupferionen waren fir die Dekomposition des

S-Nitrosothiols unabdingbar.
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3.1.3.2 Einfltsse durch Art der Herstellung der Detektionsl 6sung

Beim Ansetzen der Detektionslésung mit einer 3 M Cysteinlésung und der 100 mM
Kupersulfat-Stammldsung reagierten beide Komponenten. Nach etwa 15 Minuten kam
es zu einer Prézipitatbildung. Um zusdtzliche  Artefakte  durch
Konzentrationsveranderungen infolge der Prézipitation auszuschlief3en, wurde die L-
Cystein- und die Kupfersulfat-L 6sung bei allen beschriebenen Versuchen erst kurz vor

Zugabe zur Messl6sung gemischt.

3.1.3.3 Spezifitdt des Messverfahrens fir S-Nitrosothiole bei saurem pH-Wert, Einflul3
des pH-Werts der Detektionsl6sung

In den nachfolgenden Untersuchungen sollte die Spezifitét der amperometrischen
NO Detektion fur S-Nitrosothiole unter verschiedenen Messbedingungen Uberprift
werden. Als wichtigster Storfaktor, der eine erhdhte S-Nitrosothiolkonzentration
vortauschen koénnte, mufite das Nitrit berticksichtigt werden, das einerseits etwa 1-2 %
des NO-Gehalts der S-Nitrosothiol-Stadardldsungen ausmachte, andererseits z.B. im
Plasma in Konzentrationen von 200 nM vorliegt (Kelm et a. 1999). Nitrit wird

besonders in saurer Losung zu NO umgesetzt:

2NO; + 2H"==>H,0+NO + NO,

Daher wurden die S-Nitrosothiolbestimmungen soweit méglich unter neutralen
Bedingungen (pH 7,4) durchgefiihrt. Bei der Neutralisation der 7 M L-Cystein-Ldsung
konnte wegen der Uberschreitung der Loslichkeit des Cysteins die Konzentration nicht
gehalten werden.

Es wurde untersucht, in welchem Konzentrationsbereich Nitrit unter sauren
Bedingungen (pH 2) ein Messsignal generiert. Der oben (Kap 3.1.2) benutzte
Versuchsansatz mit 200 pl Probenlésung (Plasma oderPhosphatpuffer) und 100 pl
Detektionsl6sung wurde hierfir modifiziert. Zu 200 pl Phophatpuffer (250 mM) wurden
100 pl HCI (1 M) zugesetzt, um den pH auf 2 einzustellen. Nach Eintauchen der Sonde
in die Probenlésung stellte sich nach etwa einer Minute ein stabiler Sondenstrom ein.
Auf Zugabe von Nitrit (0,54 puM, 1 ul) wurden, schnell ansteigende, transiente
Stromstérkendnderungen gemessen (Abb. 15), die mit einer Halbwertszeit von 60 s auf

das Ausgangsniveau abfiedlen. Auf Zugabe von 4 pupM  Nitrit  konnten
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Stromstarkenanderungen mit Dl ,o Von 200 £ 10 pA gemessen werden. Die Dl -

Werte zeigten eine Konzentrationsabhangigkeit (Abb. 16).

Nitrit
(4uMm)

|

Abbildung 15: Originalregistrierung einer amperometrischen Detektion von Nitrit.

Auf die Zugabe von Nitrit (4 pM) in den Messansatz Phosphatpuffer (200 pl) mit Kupfer 200 mM (5 ul)
und Cystein (95 pl, pH 2,0) wird eine transiente Zunahme des Sondenstroms beobachtet, der wenige
Sekunden nach der Zugabe begann, nach etwa 8 Sekunden ein Maximum erreichte, um nach etwa 90
Sekunden in den Bereich des Ausgangaswertes abzusinken. 2 mm WPl Sonde, Raumtemperatur,
Phosphatpuffer pH 2,0, statische Losung, Abszisse: Stromstérke Punktabstand 50 pA, Ordinate: Zeit,
Punktabstand 10 Sek.

39



250
y=409x + 385

R?=0,9198
200

150
100 /
50 -
z

0 0,5 1 15 2 25 3 3,5 4 45
Nitrit (M)

delta | max. (pA)

Abbildung 16: Korrelation zwischen Nitrit-K onzentration und Sondenstrom (Dl ay.)

Die DlWerte w bei verschiedenen Konzentrationen wurden gemittelt und as Funktion der
Nitritkonzentration dargestellt. Der Wert von 40+ 15 pA bei einer Nitrikonzentration von 0 uM ist durch
den Mischartefakt bei Losungsmittelzugabe bedingt. Symbole reprasentieren  Mittelwert  +
Standardabweichung, n = 4.

Der Mischartefakt (y Achsenabschnitt bei O uM Nitrit) entsprach etwa dem durch 1 uM
Nitrit ausgeldsten DI, (40 = 15 pA). Die Sensitivitét der 2 mm Sonde zur Detektion
von Nitrit unter sauren Bedingungen ist etwa halb so grol3 wie die Sensitivitét zur

Detektion von S-Nitrosothiolen unter neutralen, aber sonst identischen Bedingungen.

In einem weiteren Versuchsansatz wurde untersucht, mit welcher Empfindlichkeit Nitrit
in angesauertem Plasma detektiert wird. Dazu wurde eine Plasmaprobe (200 pl) mit 100
pl HCI, 1 N angesduert. Nach Eintauchen der Sonde stellte sich nach ca 3 Minuten ein
stabiler Sondenstrom ein. Zugabe von Nitrit (1 - 4 uM, 1 - 4 pl) wurde eine transiente
Zunahme des Sondenstroms beobachtet, der den gleichen Zeitgang wie in

Phosphatpuffer aufwies.

Damit konnte gezeigt werden, dal3 Nitrit unter sauren Bedingungen auch im Plasma
detektiert wird und bei der amperometrischen Detektion ein erhdhte S
Nitrosothiolkonzentration vortauschen kann. Es ist daher fur die spezifische Detektion
von S-Nitrosothiolen unabdingbar, die Messungen unter neutralen pH Bedingungen

durchzufthren.
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3.2 Detektion von S-Nitrosothiolen mit der 0,2 mm WPI-Sonde
Dadie Sensitivitét der 2 mm WPI-Sonde zur Detektion von S-Nitrosothiolen nicht

ausreichte, um die im Plasma zu erwartenden Konzentrationen von S-Nitrosoprotein
nachzuweisen (< 100 nM), wurde untersucht, ob mit einer kleineren Sonde (0,2 mm)
eine hohere Empfindlichkeit zu erzielen ist.

Laut Hersteller detektiert die 0,2 mm Sonde NO viermal so sensitiv wiedie 2 mm

Sonde (www.wpiinc.com).

3.2.1 Detektion von S-Nitrosothiolen mit der 0,2 mm Sonde in wassriger Pufferl 6sung

3.2.1.1 S-Nitrosocystein

In dieser Versuchsreihe wurde die NO-Elektrode in Phoshatpuffer (200 ul, pH 7,4)
eingetaucht und bei Raumtemperatur aquilibriert. Anschliefend wurde die NO
Elektrode etwa 1 mm tief eingetaucht und die Stabilisierung des Sondensstroms
abgewartet (ca5 min).

Zugabe
von 4,2
UM S-

Nitroso-
Cystein

Abbildung 17: Originalregistrierung einer amperometrischen Detektion von S-Nitroso-Cystein.

Auf die Zugabe von S-Nitroso-Cystein (4,2uM) in den Messansatz mit Kupfer und Cystein wird eine
transiente Zunahme des Sondenstroms beobachtet, der wenige Sekunden nach der Zugabe begann, nach
etwa 10 Sekunden ein Maximum erreichte, um nach etwa 120 Sekunden in den Bereich des
Ausgangaswertes abzusinken. 0,2mm WPI Sonde, Raumtemperatur, Phosphatpuffer pH 7,4, statische
Losung. Abszisse: Stromstérke Punktabstand 1500 pA, Ordinate: Zeit, Punktabstand 10 Sek.
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Auf Zugabe der frisch angesetzten Detektionslosung (100 pl, davon 90 pl 2 M
Cysteinlésung, die mit 1 N NaOH auf pH 7,4 eingestellt wurde und 10 pul 90 mM
Kupfersulfatl 6sung) wurde ein starker Negativausschlag der Sonde beobachtet, der nach
ca 3 Minuten bel Dl von ca -20000 pA sein Maximum erreichte und nach ca 15
Minuten auf den Ausgangswert zurlickkehrte. Bel anschlieflender Zugabe von
niedermolekularem S-Nitrosothiol (S-Nitrosocystein) konnte ein schneller, transienter
Anstieg des Sondenstroms registriert werden (Abb 17). Dl Stieg mit der
Konzentration des S-Nitrosocysteins an, bei 7 uM wurden Signale bis 10000 pA
registriert. Dies ist etwa eine Zehnerpotenz grof3er, als mit der 2 mm Sonde. Der
Artefakt nach Zugaben von 30 pl Wasser zur Mefddsung betrug ca. 80 pA (Abb. 19).
Die Dl Werte nahmen mit steigender S-Nitrosothiol Konzentration zu. Die
Empfindlichkeit zum Nachweis des S-Nitrosocysteins bertrug ca. 2 pA/nM. Die 0,2 mm
Sonde detektierte daher das S-Nitrosocystein mit ca. 22,6 mal hoherer Sensitivitét als
die 2 mm Sonde (Abb. 18).
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Abbildung 18: Korrelation zwischen S-Nitr oso-Cystein-K onzentration und Sondenstrom (Dl ,4y.)

Amperometrische Detektion von S-Nitrosocystein in Phosphatpuffer mit der 0,2 mm WPI-Sonde. Die
D Werte be verschiedenen Konzentrationen wurden gemittelt und as Funktion der S
Nitrosocysteinkonzentration dargestel It. Symbole reprasentieren Mittelwert, + Standardabweichung,. n=4.
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3.2.1.2 S-Nitrosoa bumin

Anaog zu den Versuchen mit S-Nitrosocystein wurde in dieser Versuchsreihe die
NO-Elektrode in Phoshatpuffer (200 ul, pH 7,4) eingetaucht und bei Raumtemperatur
aquilibriert. Anschlief3end wurde die NO Elektrode etwa 1 mm tief eingetaucht und die
Stabiliserung des Sondensstroms abgewartet (ca 5 min). Auf Zugabe der frisch
angesetzten Detektionslésung (100 pl, davon 90 pl 2 M Cysteinlésung, die mit 1 N
NaOH auf pH 7,4 eingestellt wurde und 10 pl 90 mM Kupfersulfatlésung) wurde der
selbe Negativausschlag der Sonde wie in den Vorversuchen mit S-Nitrosocystein
beobachtet, der nach ca 3 Minuten bel Dl o von ca -20000 pA sein Maximum erreichte
und nach ca 15 Minuten auf den Ausgangswert zurlickkehrte. Bei anschlief3ender
Zugabe von héhermolekularem S-Nitrosothiol (S-Nitrosoalbumin) konnte ein schneller,
transienter Anstieg des Sondenstroms registriert werden, der etwa 4 Sekunden nach der
Zugabe begann und nach weiteren 10 Sekunden eanen Maximalwert erreichte. Nach ca
40 Sekunden ging die Stromstérke wieder auf den Ausgangswert zurtick (Abb 19). DI
stieg mit der Konzentration des S-Nitrosothiols an, bei 1,2 UM wurden Signale bis 1500
PA registriert. Der Artefakt nach Zugaben von 30 pl Wasser zur Mef36sung betrug ca.
80 pA (Abb. 20).

Zweimalige Zugabe
S-Nitrosos-BSA (1,2

Abbildung 19: Originalregistrierung einer amper ometrischen Detektion von S-Nitroso-BSA.

Auf die Zugabe von S-Nitroso-BSA (1,2uM) in den Messansatz mit Kupfer und Cystein wird eine
transiente Zunahme des Sondenstroms beobachtet, der wenige Sekunden nach der Zugabe begann, nach
etwa 10 Sekunden ein Maximum erreichte, um nach etwa 60 Sekunden in den Bereich des
Ausgangaswertes abzusinken. 0,2mm WPl Sonde, Raumtemperatur, Phosphatpuffer pH 7,4, statische
Losung. Abszisse: Stromstérke Punktabstand 250 pA, Ordinate; Zeit, Punktabstand 10 Sek.

43



Die DI Werte nahmen mit steigender S-Nitrosothiol Konzentration zu. Die
Empfindlichkeit zum Nachweis des S-Nitrosoalbumins bertrug ca. 1 pA/nM. Die 0,2
mm Sonde detektierte daher das S-Nitrosoalbumin mit ca. 11 mal hoherer Sensitivitét
asdie 2 mm Sonde (Abb. 20).
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Abbildung 20: Korrelation Zwischen S-Nitroso-BSA-K onzentration und Sondenstrom (Dl ay.)

Amperometrische Detektion von S-Nitrosoalbumin in Phosphatpuffer mit der 0,2 mm WPI-Sonde. Die
D Werte be verschiedenen Konzentrationen wurden gemittelt und as Funktion der S
Nitrosoalbuminkonzentration dargestellt. Symbole représentieren Mittelwerte + Standardabweichung,.
n=4.

3.2.2 Einflu von Konvektion wahrend der M essung

Der im vorigen Kapitel beschriebene Versuchsansatz war fir eine Messung von
unbekannten Proben nicht geeignet, da nicht die Detektionsldsung dem Ansatz mit dem
S-Nitrosothiol zugegeben wurde, sondern die Eichlésung mit dem S-Nitrosothiol erst
nach der DetektionslGsung. Weiterhin bestand das Problem des sehr grof3en Artefaktes
bei Zugabe der Detektionslésung aus Cystein und Kupfer (s.0.). Die beschriebenen
Ergebnisse waren jeweils nach der Einstellung eines stabilen Hintergrundstroms nach
Zugabe der Detektionddsung aus Cystein und Kupfer. Deshalb wurden welter
Untersuchungen der Ursache dieses Ausschlags notwendig.



3.2.3 Einflul3 der lonenstérke

Die Beobachtung der Amplitudenschwankung bei Zugabe der Detektionsldsung legten
einen lonenstérkeneffekt nahe, entstehend durch die starken
Konzentrationsschwankungen in  der Probenlésung durch die Zugabe der
Detektionslésung. Eine Angleichung der lonenstérken der Lésungen sollte erreicht
werden.

Ein Versuch die lonenstérke der Pufferldsung mittels Zugabe von NaCl auf das Niveau
der Detektionddsung zu bringen ergab keine Minimierung des Artefakts. Eine
Mischung von Detektionddsung und der mit NaCl versetzten Pufferldsung ergab
unabhangig von der Rei henfolge der Zugabe einen positiven Ausschlag von 4500 pA
(Daten nicht gezeigt).

Um zu kléren, ob der Artefakt durch das Cystein verursacht wurde, wurden Versuche

mit unterschiedlicher Cysteinkonzentration durchgeftihrt.

3.2.4 Einflul? der Cysteinkonzentration in der Detektions dsung.

Um das Problem des Mischartefaktes bei Zugabe der Detektionsreagenz zu minimieren

wurde in weiteren Versuchen die Cysteinkonzentration weiter verringert.

Cysteinkonzentration 0,1 M

Zur Herstellung der Detektionsldsung (100 pl) wurden 90 pl 0,1 M Cysteinldsung,
die mit 1 N NaOH auf pH 7,4 eingestellt wurde, mit 10 pl 90 mM Kupfersulfatl6sung
gemischt. Der Phosphatpuffer (150 pl) wurde vorgelegt und auf Raumtemperatur
aquilibriert. Anschlieffend wurde die NO Elektrode etwa 1 mm tief eingetaucht und die
Stabilisierung des Sondensstroms abgewartet (ca. 5 min). Auf Zugabe der frisch
angesetzten Detektionslésung wurde eine schwache Zunahme des Sondenstroms um ca.
200 pA beobachtet, der nach ca 5 Minuten auf den Ausgangswert abfiel. Bel
anschlief®ender Zugabe von niedermolekularem S-Nitrosothiol (S-Nitrosocystein)
konnte ein schneller, transienter Anstieg des Sondenstroms registriert werden
(Registrierung s. Kap 3.1.2). Dl 4 Stieg mit der Konzentration des S-Nitrosocysteins an,
bei 1,3 UM wurden Signale bis 25000 pA registriert.
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Abbildung 21: Originalregistrierung einer amper ometrischen Detektion von S-Nitroso-BSA.

Auf die Zugabe von S-Nitroso-BSA (30 pl, 1,2 pM) in den Messansatz mit Kupfer (5 pl, 90 mM) und
Cystein (90 pl, 0,1 M) wird eine transiente Zunahme des Sondenstroms beobachtet, der wenige Sekunden
nach der Zugabe begann, nach etwa 15 Sekunden ein Maximum erreichte, um nach etwa 10 Sekunden in
den Bereich des Ausgangaswertes abzusinken. 0,2mm WPl Sonde, Raumtemperatur, Plasma. Dargestellt

ist ebenfalls der Artefakt durch die Zugabe von Wasser. Abszisse: Stromstérke Punktabstand 250 pA,
Ordinate: Zeit, Punktabstand 30 Sek.

Durch die schwach konzentrierte Cysteinldsung wurde der Artefakt etwas reduziert.
Die ausgeldste Schwankung lag im Bereich von bis zu Dl + 1000 pA. Die
Schwankung durch die Beimengung von 30 pl Wasser lag im Bereich von 200 pA.
Durch 30 ul verdinnter S-Nitrosoalbumin-EichlGsung, entsprechend 1,2 uM, wurden
Signale von 1500-2000 pA ausgelost. Bei Zugabe von S-Nitrosoalbumin (1 - 10 pl;
entsprechende 40 - 400 uM in der Messl6sung) wurden nur sehr geringe transiente
Zunahmen des Sondenstroms beobachtet (Dl = 105 £ 75 pA). Zudem war die

Streuung der Dl Werte so grol3, dald eine Konzentrationsabhangigkeit nicht
festgestellt werden konnte (Daten nicht gezeigt).
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Cysteinkonzentration 100 uM

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Cysteinkonzentration im Vesuchsansatz
auf 100 uM reduziert. Der Ubrige Ansatz blieb wieim Vorversuch beschrieben.

Zur Herstellung der Detektionslésung (100 pl) wurden 90 pl 100 uM Cysteinldsung,
die mit 1 N NaOH auf pH 7,4 eingestellt wurde, mit 10 pl 90 mM Kupfersulfatl6sung
gemischt. Der Phospatpuffer (150 pl) wurde vorgelegt und auf Raumtemperatur
aquilibriert. Anschlief3end wurde die NO Elektrode etwa 1 mm tief eingetaucht und die
Stabilisierung des Sondensstroms abgewartet (ca. 5 min). Die Schwankung der
Grundlinie bel der Zugabe von Cysteinlosung und Ldsungsmittel war in etwa gleich.
Auf einen Abfall der Sondenstromstérke von bis zu 2000 pA folgte ein Anstieg des
Sondenstroms von bis zu Do 450 pA. Auf Zugabe von 30 pl S-Nitrosoalbumin-
Eichlosung (1,2 pM) konnten in diesem Ansatz transiente Anderungen des
Sondenstroms von gleicher Grof3e wie bei Cystein (1 mM) beobachtet werden, mit DI
= 1400 £ 500 pA (n = 3). Eine Zugabe von 30 pl Phospatpuffer bewirkte eine Zunahme
des Sondenstroms 600 = 100 pA (n = 3). Wurde im Ansatz das Cystein weggel assen, so
induzierte die Zugabe von 1,2 puM S-Nitrosoalbumin gleichgrof3es Signa wie
L 6sungsmittel.

Bei noch niedrigerer Cysteinkonzentration wurde der Artefakt nicht weiter reduziert.
Die Anderungen des Sondenstroms betrugen + 2000 pA.

Eine weitere Reduktion von Cystein brachte keine Verbesserung des Signal/Artefakt-
Verhdtnisses. Wurde die Konzentration von Cystein in der Detektionsldsung unter 1
mM reduziert, so verringerte sich auch die Sendtivitdt zum Nachweis fir S
Nitrosothiole. Der Artefakt auf Cysteinzugabe dagegen reduzierte sich nur wenig. Fir
die maximal erwartete Plasmakonzentration von S-Nitrosothiolen lagen die zu

erwartenden Mef3signale wiederum nur im Bereich der Mischartefakte.

3.2.5 Einfluf der Volumina von Detektions- und Probenl§sung

Ein veranderter Ansatz sollte die durch Schwankung des Fullstands im Reaktionsgefal3
verursachten Mischartefakte verringern. Die zugegebenen Volumina wurden halbiert.
Eswurden jetzt 50 pl einer 2 mM Cysteinldsung und 5 pl Kupfersulfat (90 mM) zu 250
ml Phosphatpuffer gegeben. Die Form und Groél3e des Mischartefaktes war identisch wie
be Verwendung der 1 mM Cysteinlésung. Das Verhédltnis der Grofe der Artefakte
durch Cysteinzugabe Sondenstromanderungen durch S-Nitrosothiolzugabe wurde nicht
besser, so dal3 dieser Ansatz nicht weiter verfolgt wurde (Registrierung nicht gezeigt).
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3.26 FErsatz von Cystein durch DTT in de Detektiondosung bei S

Nitrosothiolbestimmung in wassriger phosphatgepufferter L 6sung

Well das Verhditnis von Artefakt und Melisigna mit Cystein als Mediator der
Transnitrosylierung eine Detektion von S-Nitrosoalbumin nicht erméglichte, wurden
Versuche angeschlossen mit Dithiotreitol (DTT) als alternativer Transnitrosylierungs-
Mediator.

Zur Herstellung der Detektionslosung (55 pl) wurden 50 pl 1 mM DTT (mit 1 N
NaOH auf pH 7,4 eingestellt) mit 5 pl 90 mM Kupfersulfatlosung gemischt (finale
Konzentration: 160 pM DTT, 1,47 mM Cu**). Der Phospatpuffer (250 pl) wurde
vorgelegt und auf Raumtemperatur aquilibriert. Anschlief3end wurde die NO Elektrode
etwa 1 mm tief eingetaucht und die Stabilisierung des Sondensstroms abgewartet (ca. 5
min). Auf Zugabe der Einzelkomponenten der Detektionsldsung wurde fir die Zugabe
von DTT eine Zunahme des Hintergrundstroms von ca. +500 pA beobachtet, die nach
Zugabe von Kupfer wieder in den Bereich des Ausgangsnieveaus zurtickfiel. Wurde
eine Mischung beider Komponenten zugegeben, so ergab sich lediglich eine transiente
Anderung des Sondenstroms im Bereich des Mischartefaktes von Losungsmittel 150 +
50 pA. Nach 10 Sekunden stellte sich wieder ein stabiler Hintergrundstrom ein.

Bei anschlief3ender Zugabe von S-Nitrosoalbumin (1200 nM, 30 ul) konnte ein
schneller, transienter Anstieg des Sondenstroms registriert werden mit DI, Werten von
1800 + 300 pA (Abb 22). Die Mischartefakte, ausgelést durch dreimaliges Ein- und
Ausziehen der 30 pl Pipette oder Zugabe 30 pl Puffer, bewegten sich im Bereich

schnell transienter Schwankungen von 140 £80 pA.
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Zweimalige Zugabe von S-Nitroso-BSA, 1,2 M

Zugabevon
Kupfer

Zweimaliges

Zugabevon DTT Durchmischen, 30 ul

Abbildung 22: Originalregistrierung einer amper ometrischen Detektion von S-Nitroso-BSA.

Auf die Zugabe von S-Nitroso-BSA (30 pl, 1,2uM) in den Messansatz mit Kupfer und DTT (50 pl 1 mM
DTT, 5 ul 90 mM Kupfersulfat) wird eine transiente Zunahme des Sondenstroms beobachtet, der wenige
Sekunden nach der Zugabe begann, nach etwa 10 Sekunden ein Maximum erreichte, um nach etwa 40
Sekunden in den Bereich des Ausgangaswertes abzusinken. 0,2mm WPl Sonde, Raumtemperatur,
Phosphatpuffer pH 7,4, statische Lésung. Abszisse: Stromstérke Punktabstand 300 pA, Ordinate: Zeit,
Punktabstand 20 Sek.

Eine Erhohung der DTT Konzentration vergrofderte den Mischartefakt. Mit einer
Anhebung der Kupferkonzentration liefd sich dieser Effekt nicht ausgleichen. Zugabe
von 50 pyl 10 mM DTT zu 250 pl Phosphatpuffer induzierte eine Zunahme des
Sondenstroms  von Dl 4500 pA, das bedeutet, die Verschiebung des

Hintergrundstroms der Sonde stieg mit der DTT-Konzentration linear an.

Wurden statt der S-Nitrosothiol-Eichlosung 30 ul Nitritlésung, 1 uM, zugegeben, so
wurden transiente Anderungen des Sondenstroms im Bereich der Mischartefakte
beobachtet. Gegebenenfalls vorhandenes Nitrit in der Eichlosung beeinflufte den
Messwert demnach nicht.

Wurden im Versuchsansatz DTT oder Kupfersulfat durch Ldsungsmittel ersetzt, so
ergaben sich andere Anderungen des Sondenstroms auf S-Nitrosothiolzugabe. Ohne
DTT wurde ein sehr langsamer Anstieg auf etwa +400 pA nach Zugabe von 1,2 uM S
Nitrosoal bumin-Eichlésung beobachtet. Das entsprach nur einem Viertel des Werts in
Anwesenheit von DTT. In Abwesenheit von Kupfersulfat wurde durch S

Nitrosoalbumin alein kein Mef3signal induziert.
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Abbildung 23: Korrelation Zwischen S-Nitroso-BSA-K onzentration und Sondenstr om (Dl a.) Mit
der 0,2 mm Sonde und DT T-Detektionsl6sung

Zusammenfassung von 4 Versuchen mit unterschiedlichen S-Nitrosoalbuminkonzentrationen. Die
Stromamplituden bei verschiedenen Konzentrationen werden gemittelt und as Funktion der jeweiligen
Konzentration dargestellt. Pufferlésung. Angegeben: Mittelwert, Standardabweichung, Funktion der
Ausgleichsgeraden. n=4.

Nach diesem Protokoll konnte S-Nitrosoalbumin mit hoher Sensitivitét nachgewiesen
werden. Die GrofRe der Artefakte bewegte sich in einem bisher nicht erreichten
Minimum. Nitrit in gleicher Konzentration wie S-Nitrosoalbumin induzierte kein
Sondensignale, die Uber den Mischartefakt hi nausgingen.

Auf diese Weise konnte eine Eichkurve fur S-Nitrosoalbumin in wéssriger Pufferlésung
erstellt werden (Abb 23). Steigende Konzentrationen S-Nitrosothiol ergaben
ansteigende Dl ,.x Werte.
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3.2.7 Einfluld der Reihenfolge der Zugabe von S-Nitrosothiol und Detektionsl 6sung auf

die Detetktierbarkeit des S-Nitrosothiols

Im bisherigen Protokoll wurde das S-Nitrosothiol dem Mef3ansatz erst nach Zugabe
von DTT und Kupfer zugeflgt. Bei der Bestimmung von S-Nitrosothiolen in
biologischen Proben, z.B. Patientenplasma liegt das S-Nitrosothiol jedoch schon in der
Mefdosung vor, und die Detektionddsung mufld zugefigt werden. In weiteren
Untersuchungen wurde daher Uberprift, ob die amperometrische Detektion von S
Nitrosothiol mit der DTT/Cu2+-haltigen DetektionsGsung auch mit bereits in der
Mefddsung vorhandenem S-Nitrosothiol mdglich ist.

Dabei wurde der Phospatpuffer (250 pl) vorgelegt und auf Raumtemperatur
aquilibriert. Anschlief3end wurde die NO Elektrode etwa 1 mm tief eingetaucht und die
Stabilisierung des Sondensstroms abgewartet (ca. 5 min).

Anschliel?end wurde vor Zugabe der Detektionsreagenz das S-Nitrosothiol
(Nitrosoalbumin, 1200 nM, 30 ul) zugefiigt. Dies induzierte Stromstérkendnderungen
von Dl 100 £ 150 pA. Die Mischartefakte, ausgeldst durch dreimaliges Ein- und
Ausziehen der 30 pl Pipette oder 30 pl Pufferzugabe, bewegten sich ebenfalls im
Bereich von Dl 150 £ 100 pA.

Zur Herstellung der Detektionslésung (55 pl) wurden 50 gl 1 mM DTT (mit 1 N
NaOH auf pH 7,4 eingestellt) mit 5 pl 90 mM Kupfersulfatldsung gemischt. Bel Zugabe
des Reagenz wurde ein schneller, transienter Anstieg des Sondenstroms registriert mit
Dl max Werten von 1900 + 900 pA (n = 8). Bei anschlieffender erneuter Zugabe von S
Nitrosothiol (Nitrosoalbumin, 1200 nM, 30 ul) konnte abermals ein schneller,
transienter Anstieg des Sondenstroms registriert werden mit Dl o Werten um 1800 +
300 pA (Abb. 24).

Zugabe des Detetktionsreagenz (DTT/Cu) zur S-Nitrosothiol-freien Mefddsung ergab
sich lediglich eine transiente Anderung des Sondenstroms im Berich des
Mischartefaktes von Losungsmittel 150 + 50 pA. Nach 10 Sekunden wurde wieder das

Ausgangsniveau des Sondenstroms erreicht.
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Abbildung 24: Originalregistrierung einer amperometrischen Detektion von S-Nitroso-BSA mit

DTT als Detetionsreagenz mit S-Nitroso-BSA dotiertem Phosphatpuffer und
Kontrolle.

Auf die Zugabe von 55 pl Detektionsreagenz (50 pl 1 mM DTT, 5 pl 90 mM Kupfersulfat) zu
Phosphatpufferldsung 250 pl mit S-Nitroso-BSA (30 pl, 1,2uM) wurde eine transiente Zunahme des
Sondenstroms beobachtet, der wenige Sekunden nach der Zugabe begann, nach etwa 15 Sekunden ein
Maximum erreichte, um nach etwa 120 Sekunden in den Bereich des Ausgangaswertes abzusinken.
Desweiteren dargestellt sind die Stromstérkenénderungen von einer erneuten Zugabe von Nitroso-BSA
gleicher Konzentration. 0,2mm WPI Sonde, Raumtemperatur, Phosphatpuffer pH 7,4, statische Ldsung.
Abszisse: Stromstérke Punktabstand 300 pA, Ordinate: Zeit, Punktabstand 25 Sek.
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3.3 Detektion von S-Nitrosothiolen mit der 0,2 mm WPI Sonde im Plasma

In den folgenden Versuchen wurde eine Ubertragbarkeit der im vorigen Absatz
beschriebenen Methode (250 pl Matrixlésung (Plasma), 50 pl DTT, 1 mM, 5 ul 90 mM
Kupfersulfatldsung, statischer  Ansatz) der S-Nitrosothiol detektion in
Phosphatpufferldsung auf eine Anwendbarkeit im Plasma untersucht.

Zur Herstellung der Detektionslésung (55 pl) wurden 50 pl 1 mM DTT (mit 1 N
NaOH auf pH 7,4 eingestellt) mit 5 pl 90 mM Kupfersulfatlésung gemischt. Die
Plasmaprobe (250 pl) wurde vorgelegt und auf Raumtemperatur &quilibriert.
Anschlief3end wurde die NO Elektrode etwa 1 mm tief eingetaucht und die
Stabilisierung des Sondensstroms abgewartet (ca. 5 min). Auf Zugabe der
Detektionslésung zeigte sich lediglich eine transiente Schwankung des Sondenstroms
im Bereich des Mischartefaktes von zuerst — 800, dann +500 pA. Nach 20 Sekunden
stellte sich wieder ein stabiler Hintergrundstrom ein.

Bel anschlief3ender Zugabe von S-Nitrosothiol (S-Nitrosoalbumin, 1200 nM, 30 ul)
konnte eine schwache Schwankung des Sondenstroms registriert werden mit Dimax
Werten um 30 £ 200 pA registriert (s. Abb. 25). Die Umruhrartefakte, ausgel0st durch
dreimaliges Ein- und Ausziehen der 30 ul Pipette oder 30 ul Pufferzugabe, bewegten

sich im Bereich schnell transienter Schwankungen von 40 £ 50 pA.
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Abbildung 25: Originalregistrierung einer amper ometrischen Detektion von S-Nitrosoalbuminin
Plasma.

Auf Zugabe der Detektionsldsung (50 pl 1 mM DTT, 5 ul 90 mM Kupfersulfat) wurde eine schwache
Schwankung des Sondenstroms registriert mit DI, Werten um 30 + 200 pA . Auf die Zugabe von S
Nitrosoalbumin (30 pl, 1,2uM) in den Meffansatz mit Kupfer und DTT zeigte sich lediglich eine
transiente Schwankung des Sondenstroms im Berich des Mischartefaktes von zuerst — 800, dann +500
pA. 0,2 mm WPI Sonde, Raumtemperatur, Plasma, statische L ésung. Abszisse: Stromstérke Punktabstand
200 pA, Ordinate: Zeit, Punktabstand 20 Sek.

Eine Ubertragung der Ergebnise in eine Plasmamatrix ergab deutlich andere
Stromstérkendnderugen als die Vorversuche im Phosphatpuffer. Die Zugabe von 1,2
UM Eichlésung bewirkten transiente Stromstérkenanderungen im Bereich von lediglich
100 pA, und hoben sich damit nicht signifikant auswertbar von ebenfalls beobachteten
Artefakten durch Matrixbewegungen ( 50-200 pA s. 3.1) bei Zugabe ab. Die
gemessenen Strome, die sich bei Ersatz der Pufferldsung durch menschliches Plasma
einstellten, waren wesentlich kleiner (Faktor 10), as im Phosphatpuffer. Die
weiterfiihrenden Uberlegungen sollten mogliche Griinde hierfiir herausfinden.
Das freigesetzte NO konnte nicht an der Elektrode, an der es oxidiert werden soll,
detektiert werden. Es wurden verschieden mogliche Ursachen hierfir untersucht.
Grundsétzlich gab es zwel Arten von moglichen Ursachen zu unterscheiden:
A. Einflisse aus dem Plasma setzen die Sensitivitét der Sonde selbst herab.
B. Das entstehende NO wird zu schnell umgesetzt. Es werden entsprechend
geringere Konzentrationen an der Sonde erzielt.



3.3.1 Einflufd von Konvektion wahrend der Mef3ung

Unter der Annahme, dass Ablagerungen aus dem Plasma an der Membran der Sonde
ein Durchdringen der Membran fur das zu messende NO erschwerten, wurde der
Versuchsaufbau grundsétzlich verandert. Das Probenvolumen wurde von 300 pl auf 500
pulin ener 56-Loch-Mikrotiterplatte erhdht und mittels eines Magnetrihrers
kontinuierlich mit etwa 500 Umdrehungen pro Minute durchmischt. Neben der
Verhinderung von Ablagerungen an der Membran hatte dieses Verfahren zusétzlich den
Vortell, dal} eine zusétzliche Durchmischung der Probe nach Zugabe von Lésungen
entfiel, und damit auch Durchmischungsartefakte, etwa das dreimalige Aufziehen der 30
I Pipette, wie oben beschrieben.

Zur Herstellung der Detektionslsung (110 pl) wurden 100 pl 1 mM DTT (pH 7,4)
mit 10 pl 90 mM Kupfersulfatlésung gemischt. Die Plasmaprobe (500 ul) wurde
vorgelegt und auf Raumtemperatur &quilibriert. Anschlief3end wurde die NO Elektrode
etwa 1 mm tief eingetaucht und die Stabilisierung des Sondensstroms abgewartet (ca. 5
min). Bel Zugabe von S-Nitrosothiol (S-Nitrosoabumin, 1200 nM, 60 pl) konnte eine
schwache Schwankung des Sondenstroms von -400 pA registriert werden. Nach 10
Sekunden stellte sich stabiler Hintergrundstrom ein. Auf Zugabe der Detektionsl 6sung
zeigte sich lediglich eine transiente Schwankung des Sondenstroms mit DI, Werten
um 2100 = 500 pA (n = 3) ein. Gleichgrole Artefakte ergabensich bei Zugabe der
Detektionsl6sung in Abwesenheit von S-Nitrosoalbumin. Nach 20 Sekunden stellte sich
wieder ein stabiler Hintergrundstrom ein. Eine erneute Zugabe von Detektions 6sung
ergab lediglich Dl Werten um 100 = 60 pA (n = 3, Abb 26). Mischartefakte durch
150 ul Pufferlésung lagen im Bereich schnell transienter Schwankungen von etwa 70
PA.
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Detektionsreagenz

"

Detektionsreagenz i
Nitroso-BSA, 60 ul.

1200 nM

1

Abbildung 26 : Originalregistrierung einer amperometrischen Detektion von S-Nitrosoalbumin in
Plasma, bewegte L 6sung.

Auf Zugabe von S-Nitrosoalbumin (60 pl, 1,2 uM) zum Plasma zeigte sich eine transiente Schwankung
des Sondenstroms mit DI, von 350+ 175 pA. Auf die Detektionsreagenz (100 ul 1 mM DTT, 10 pl 90
mM Kupfersulfat) wurde eine Schwankung des Sondenstroms registriert mit Dl .., Werten um 2100 + 500
pA. Eine weitere Zugabe von Detektionsreagenz in den Mef3ansatz mit Kupfer und DTT bewirkte eine
transiente Schwankung des Sondenstroms im Berich des Mischartefaktes 100+60 pA. 0,2 mm WPI
Sonde, Raumtemperatur, Plasma, bewegte LOsung. Abszisse: Stromstérke Punktabstand 250 pA,
Ordinate: Zeit, Punktabstand 20 Sek.

Diese Ergebnisse lieffen sich nicht reproduzieren. Die Stromstérkenénderung bel
Zugabe der Detektionslésung war unabhangig von der Dotierung des Plasmas mit S-
Nitrosoalbumin. Es gelang nicht, die Ursache flr die stark variierenden Ergebnisse zu
finden.

Die mechanische Belastung der stetigen Bewegung fur die sehr empfindliche Membran
erschien als mogliche Ursache genauso denkbar wie eine schwankende Sensitivitdt der
Sonden selbst. In dieser Phase wurden zwei Sonden parallel benutzt und ein erweitertes
Protokoll zur Sondenpriifung entwickelt. Eine Anzahl von Sonden warf die Frage nach
ihrer gleichbleibenden, vergleichbaren Funktionsfahigkeit auf. Trotz Uberpriifung
verschiedenster Parameter, wie Austausch aler verwendeten Losungen waren letztlich
keine aussagekréftigen Ergebnisse zu reproduzieren. Auch mit Sonden, die intakt und
sensitiv erschienen gelang dies nicht. So wurde eine weitere Suche nach anderen
Grinden fur einen verstarkten NO-Abbau angeschl ossen.
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3.3.2 Verldngerung der Halbwertszeit von NO im Plasma

Wie eingangs im Kapitel Stoffwechsel beschrieben, wird in vivo das freigesetzte NO
durch verschiedene Substanzen, wie Superoxidanionen, eisenhaltige Molekile, usw.,
schnell abgefangen. Diese Einflisse kommen as Erkldrung der verminderten
Mel¥arkeit im Plasmain Frage.

Abtrennung der korpuskul&ren Anteile des Bluts durch langere Zentrifugation

Zur Gewinnung Erythrozyten-freien Plasmas wurde das Zitrat-Vollblut 30 Minuten,
anstatt 10 Minuten, bei 1000 g zentrifugiert. Die Messungen wurden nach dem gleichen
Protokoll wiein 3.3.1 beschrieben durchgefihrt.

Bei den Versuchen konnte S-Nitrosoabumin in der Pufferlésung mit der gleichen
Sensitivitdt, wie in  3.3.1.2 beschrieben, bestimmt werden. Die Ergebnisse der
Messungen in Plasma ergaben keine besseren Ergebnisse als in den vorbeschriebenen
Versuchen ab (3.2.1). Die Stromstérkendnderungen auf Zugabe von S-Nitrosoalbumin
blieben relativ zu den Artefakten auf Zugabe von Losungsmittel oder Plasma zu

schwach fir eine Auswertung.
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3.4 Artefakte und physikochemische Einfllsse mit 0,2 und 2 mm Sonden

Bel der Handhabung der Sonden stellte sich heraus, dal3 eine Reihe von Faktoren einen
Einfluld auf die Ergebnisse haben. Besonders zu erwdhnen ist hier der in den einzelnen
Versuchen beschrieben Artefakt auf Zugabe einer anderen Ldsung.

Das Einbringen einer Menge Flussigkeit in die Probe ergab transiente
Stromstérkendnderungen (Artefakte), die es jeweils von den zu beobachtenden
potentiellen Mel3werten abzugrenzen galt. Um NO sensitiv nachweisen zu koénnen,
mussen die Stromstérkenschwankungen durch die Zugabe von Losungen moglichst

klein sein. Diese Mischartefakte lief3en sich minimieren durch Optimierung von:

M echanischen Einfllssen: Die Mengen der Flissigkeitszugabe war moglichst klein zu
halten. Die Grof3e der Schwankung ist abhangig von dem Volumen der FlUssigkeit die
zugegeben wird.

Temperatur: Bel der Zugabe von Flissigkeiten ist eine gleiche Temperatur der
Komponenten von Bedeutung. Mischartefakte sind grof3er, wenn die Lésungen grofiere
Temperaturunterschiede aufweisen.

pH-Wert: Ungepufferte Losungen erzeugen starkere Schwankungen.

lonenstarke: Grof3ere |onenstarkeunterschiede ergeben stérkere Schwankungen.
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4. Diskussion

4.1 Hintergrund und Fragestellung

S-Nitrosothiole im Plasma gelten als Monitor fir endogenes NO und die endogene NO-
Synthese (Stammler 1992). Sie sind Intermediate des NO-Metabolismus mit deutlich
langerer biologisch-chemischer Halbwertszeit als freies NO, das wegen seiner
Fluchtigkeit und Oxidationsempfindlichkeit im Plasma ex vivo nicht bestimmt werden
kann. Weiterhin wird die S-Nitrosothiolkonzentration im Plasma durch exogene NOx
Aufnahme (Nahrung) nicht im gleichen Ausmal} verfadscht wie die Konzentration der
stabilen NO-Metabolite Nitrit und Nitrat. Beide Aspekte, Stabilitét und Unabhéngigkeit
von didetischen Einflissen lassen vermuten, da3 die Bestimmung der S
Nitrosothiolkonzentration im Plasma ein zuverlassiger Indikator fir die endogene NO-
Produktion sein konnte.

Deshalb wurde in dieser Studie untersucht, ob mit Hilfe eines amperometrischen
Detektionsverfahrens eine zuverladssige Bestimmung im Plasma mdglich ist. Dazu
wurden NO-selektive Elektroden der Firma WPI eingesetzt, die freies NO in wassriger
Losung im nM Konzentrationsbereich nachweisen kénnen. Aus der Literatur war
bekannt dal3 die Konzentration von S-Nitrosothiolen in Humanplasma im Bereich von
20-100 nM liegen sollte, wobel der Uberwiegende Teil als S-Nitroso-Serumalbumin
vorliegt (Stammler 1992). Es war das Ziel der Untersuchung die Mef3bedingungen
gezielt so zu modulieren, dal3 das NO in S-Nitrosoproteinen freigesetzt und mit hoher
Sengitivitédt im Plasma nachgewiesen werden kann. Das Prinzip der Methode bestand
darin, zunachst durch einen Transnitrosylierungsschritt das NO aus dem stabilen S
Nitrosoalbumin auf ein niedermolekulares Thiol zu Ubertragen, und NO aus diesem mit
Hilfe von Kupferionen freizusetzen (s. Kap 2).

In Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dal3 beide Sondentypen (2 mm und
0,2 mm Sonde) NO, das aus Kaiumnitrit chemisch freigesetzt wurde, mit grof3er
Sensibilitét detektieren (s. Abb. 41,42). Die Maxima der transienten Anderungen des
Sondenstroms nahmen im Konzentrationsbereich von 0,2-1 pM linear zu. Eine
Auftragung der Signalamplitude gegen die Konzentration ergab Ursprungsgeraden. Die
Empfindlichkeit der 2 mm Sonde betrug ca. 2pA/nM NO und die der 0,2 mm Sonde ca.
8 pA/nM NO. Unter Berlcksichtigung der in der Literatur angegebenen S
Nitrosothiolkonzentration von 20 -100 nM war be gleicher Empfindlichkeit von S

Nitrosothiol- und Nitrit-Detektion mit Stromstarkenédnderungen von 40-800 pA zu
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rechnen. In der Folge wurde versucht, ein Mef3protokoll zu entwickeln, das diese
Empfindlichkeit zur RSNO Detektion gewahrleistete.

4.2 Detektion von S-Nitrosothiolen mit der 2 mm WPI-Sonde

Zersetzung von S-Nitrosothiolen duch die Detektionddsung und Stabilitat der
Eichl6sung

Eine photometrische Kontrolle der S-Nitrosothiol-Standardldsung nach zweimonati ger
Lagerung in flissigem Stickstoff ergab keinen Hinwels auf eine Abnahme der
Konzentration der S-Nitrosothiole in der Losung. Die Konzentration konnte anhand der
typischen Absorbtionsmaxima der S-NO-Gruppe bestimmt werden. Wurde das
Detektionsreagenz  aus Kupfer und Cystein  zugegeben, so konnten diese
Absorbtionsmaxima nicht mehr nachgewiesen werden, d. h., das S-Nitrosothiol wurde
vollstandig zersetzt.
Die Eichlosung lie3 sich demnach fur diesen Zeitraum ohne signifikante
Konzentrationsabnahme aufbewahren. Vorhandene S-Nitrosothiole wurden durch die
Zugabe der Detektiond dsung zersetzt.

Detektion von S-Nitrosothiolen in wassriger Pufferldsung mit der 2 mm Sonde und
Cystein als Agens fr die Transnitrosylierung.

Cystein Ubernahm im Versuchsansatz die Funktion eines intermedidren NO-Akzeptors
bei der Transnitrosylierung. Durch eine hohe Konzentration an Cystein sollte das
Reaktionsgleichgewicht auf die Seite des S-Nitrosocystein verschoben werden. Cystein
selbst verursachte im Mef3ansatz ein  konzentrationsabhangiges Artefakt, das zu
erwartende Stromstarkenadnderungen durch S-Nitrosothiol-Dekomposition tberdeckt (s.
Abb. 9). Die Stromstéarkenanderungen selbst zeigten eine positive Korrelation mit der
Cysteinkonzentration. In Versuchsreihen sollte die optimale Cysteinkonzentration zur
Erzeugung moglichst geringer  Artefakte bel  gleichzeitig  groftmaoglicher
Stromstérkendnderung auf S-Nitrosothiolzugabe gefunden werden. Es zeigte sich, dal3
eine Detektion mittels einer Loung aus 90 pul M Cystein (3 M) und 10 pl Kupfersulfat
(3 mM) auf 200 pl Probenlosung fur einen Bereich von 500 nM bis 7 pM S
Nitrosoalbumin mdglich war. Die Empfindlichkeit betrug aber nur ca. 90 pA/uM S
Nitrosoalbumin. Dieser Nachweis gelang in wéssriger Pufferlésung und bel
nachtréglicher Zugabe des S-Nitrosothiol zum Reaktionsansatz. In Humanplasma

gelang der Nachweis nicht. Ebenso gelang eine Detektion von bereits in der
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Probenlosung enthaltenem S-Nitrosothiol mittels cysteinhaltiger Detektionsl Gsung
nicht, da allein die Zugabe von Cystein eine Stromstérkenanderung ausl6ste, die das
Mef3signal bel weitem Uberdeckte.

Einflufd von Kupfer

Der Versuchsansatz mit Cystein und Kupfer als Detektionddsung erlaubte eine
Detektion von S-Nitrosoalbumin und S-Nitrosocystein in  Phosphatpuffer. Ohne
Kupferionen in der Detektionsldsung blieben die beobachteten Stromstérkenamplituden
auf S-Nitrosothiol zugabe aus.

Ohne Kupfer konnten weder S-Nitrosoalbumin  noch niedermolekulares S
Nitrosocystein nachgewiesen werden. Kupferionen waren fur die NO Freisetzung aus S

Nitrosocystein unabdingbar.

Herstellung der Detektionsl6sung, Spezfitat der Messung im sauren pH-Wert
Eine hochkonzentrierte Cysteinldsung hatte einen sauren pH-Wert von 2. Eine nicht
neutralisierte Detektionsldsung bewirkte einen ebenfalls stark sauren pH-Wert von ca
2 im Versuchsansatz. Dadurch wurde im Ansatz vorhandenes Nitrit in NO Uber
intermediére Bildung von HNO, umgewandelt und ebenfalls mitdetektiert. Eine ohere
S-Nitrosothiolkonzentration wurde dadurch vorgetduscht. Eine Neutralisation der
Detektionsl 6sung zeigte sich deshalb a's unabdingbar.

Wurden die Cystein- und Kupferlésung gemischt, so zeigten sich nach etwa 15
Minuten Préazipitate, die eine genaue Konzentrationsangabe unméglich machten. Die
beiden Komponenten durften daher erst kurz vor der Zugabe zur Probenl dsung gemischt

werden.

4.3 Detektion von S-Nitrosothiolen mit der 0,2 mm WPI-Sonde

Bei der Detektion mit der fur NO Detektion sensitiveren 0,2 mm Sonde (nach
Herstellerangaben 4 ma sendtiver als die 2 mm Sonde) waren deutlich grofiere
Messingale zu beobachten. Es wurde der gleiche Versuchsansatz mit Cystein und
Kupfer as Detektionsreagenz benutzt wie in den Versuchen mit der 2 mm Sonde.
S-Nitrosocystein

Fur den Konzentrationsbereich von 1 bis 7 uM konnte S-Nitrosocystein in wassriger
Pufferlosung nachgewiesen werden. Die Empfindlichkeit betrug 2 pA/nM. Das
entsprach einer 22,6 fach héheren Empfindlichkeit als mit der 2 mm Sonde.
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S-Nitrosoalbumin
Fir den Konzentrationsbereich von O bis 1200 nM konnte S-Nitrosoalbumin in
wassriger Pufferlésung nachgewiesen werden. Die Empfindlichkeit betrug etwa 1,3

pA/nNM. Das erntsprach einer 14-fach hoheren Empfindlichkeit als mit der 2 mm Sonde.

Diese Ergebnisse wurden erreicht, indem eine definierte Menge an S-Nitrosothiol zu
einem Ansatz, der die Detektionsdsung bereits enthielt, zugegeben wurde. Dieser
Ansatz eignete sich nicht dafir, die in einer ProbenlGsung bereits enthaltenen S
Nitrosothiole durch nachfolgende Zugabe der Kupfer/Cysteinlésung zu detektieren, da
hierdurch ein grof3er Messartefakt entstand. Es wurden Modifikationen des Verfahrens
entwickelt, die zu einer Verringerung der Artefakte und damit zu einer besseren
Detektion von S-Nitrosothiolen unbekannter Konzentration in Probenldsungen fihren
sollten.

—9—1,2 UM S-Nitrosoalbumin #1 2 uyM S-Nitrosocystein —A—Artefakt|
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Abbildung 27: Korrelation von Messignal zu Cysteinkonzentration im Detektionsreagenz fir die 2
mm Sondein Humanplasma

Dargestellt sind die Messignale (n = 3) bel der Zugabe von S-Nitrosothiolen (1,2 uM S-Nitrosoa bumin,
1,2 uM S-Nitrosocystein zu Versuchsansétzen mit unterschiedlichen Konzentrationen von Cystein in der
Detektionsreagenz und der jeweilige Artefakt bel Zugabe des Detektionsreagenz zum Versuchsansatz.

62



——1.2 uM S-Nitr lbumin 1.2 uM S-Nitr in —&—Artefak
30000

25000 I

20000

15000 /‘/

10000

5000
£ o o —e

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
Cysteinkonzentration (M)

Delta | max (pA

Abbildung 28: Korrelation von Messignal zu Cysteinkonzentration im Detektionsreagenz fur die
0,2 mm Sonde in Phosphatpufferldsung

Dargestellt sind die Messignale (n = 3) bel der Zugabe von S-Nitrosothiolen (1,2 uM S-Nitrosoa bumin,
1,2 uM S-Nitrosocystein zu Versuchsansétzen mit unterschiedlichen Konzentrationen von Cystein in der
Detektionsreagenz und der jeweilige Artefakt bel Zugabe des Detektionsreagenz zum Versuchsansatz.

Arbeiten zur Angleichung der lonenstérkenunterschiede zwischen den Losungen, zur
Messung in einem stetig durchmischten Probengefél, eine Optimierung der
Cysteinkonzentration (Abb. 27, 28), sowie Veranderungen der Probenvolumina
verbesserten die Auswertbarkeit nicht. In den Abbildungen der Unterschied zwischen
der Artefaktgrol3e und dem Messignal gegeniibergestellt.

Im Versuchsansatz wurde Cystein als Agens fur die Transnitrosylierung in der
Detektionslésung durch DTT (Dithiotreithol) ersetzt. Mittels DTT konnte S
Nitrosoalbumin in wassriger Pufferldsung tber einen Konzentrationsbereich von O bis
1200 nM mit einer Empfindlichkeit von etwa 1 pA/nM detektiert werden. Mit diesem
Verfahren war es im gleichen Konzentrationsbereich ebenfals mdglich, bereits in der

Probenl dsung enthaltenes S-Nitrosoa bumin zu detektieren.
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4.4 Einflul der Matrix

Bewertung der Ergebnisse im Plasma

Das Ziel einer verlasslichen Messung von S-Nitrosotholen im menschlichen Plasma
konnte in der vorliegenden Arbeit nicht realisiert werden. Es wurden verschiedene
stérende EinflUsse untersucht. Letztlich konnte nicht eindeutig herausgefunden werden,
warum die Ergebnisse im Plasma derart unterschiedlich sind, und wie man eine sichere
Messung durchftihren kann. Es muss diesbeziiglich einen Einflul? aus der Matrix geben,
der bisher nicht zu identifizieren war.
Ein Ansatzpunkt fir weitere Arbeiten kann der Umstand sein, dass sich immer
besonders verlassliche Messungen erzielen lassen, wenn man die Eichlésung mit den S
Nitrosothiolen zum Ansatz von Puffer und Detektionslésung hinzugibt, wahrend die
Zugabe von Detektionddsung zum Ansatz von Puffer/Plasma und Eichlosung keine

validen Antworten ergeben.

4.5 NO-Freisetzungskinetik

Die Freisetzung von NO aus niedermolekularen S-Nitrosothiolen erfolgt sehr rasch.
Die Transnitrosylierung scheinen langsamer abzulaufen. Wahrend also geringe Menge
an Nitosocystein entstehen, wird dieses sehr schnell zur NO-Abgabe angeregt. Die
entstehenden NO-Konzentrationen sind daher relativ klein und damit schwer zu
erfassen. Wunschemswert wére eine schnelle, fast explosionsartige Umsetzung aller

Reaktionsschritte, so dal? hohe NO-K onzentrationen an der Sonde anfallen wirden.

4.6 Plasmabehandlung

Es wurden bereits mogliche Ansétze zur notwendigen Behandlung des Plasmas
gepruft. Alleine mit einer langeren Zentrifugation konnten keine besseren Ergebnisse
erzielt werden.

4.7 Artefakte

Mit dem in der vorliegenden Arbeit benutzten ISO-NO System steht ein Instrument
zur Verfigung, mit dem sich in wassrigen Ldsungen sehr geringe Konzentrationen von
frelem NO messen lassen. Nach den Herstellerangaben lassen sich die beschriebenen
Eichgeraden gut erstellen. In den vorliegenden Versuchen stellte sich die NO selektive
Polymermembran as Schwachstelle des Systems heraus. Die Lebensdauer der

Membranen ist sehr unterschiedlich. In unseren Versuchen schwankte sie zwischen
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Stunden und Wochen. Der bei den 2 mm Sonden notwendige Wechsel der Membranen
ist zeitaufwendig, da die ausgewechselten Membranen 12 Stunden zur Einstellung einer
stabilen Grundlinie brauchen. Bei der Herstellung der Membranen scheint es schwierig
Zu sein, eine exakt gleichbleibende Qualité sicher zustellen. Manche defekt
ausgelieferte Membran wurde erst wahrend des Gebrauchs identifiziert.

Die 0,2 mm Sonde ist fur die Detektion von S-Nitrosoabumin um etwa ene
Zehnerpotenz senditiver as die 2 mm Sonde. Die bei der Handhabung des Geréts

auftretenden Stérungen sind aber ebenfalls grofder.

4.8 Schluf¥folgerung

Eine Messung von S-Nitrosothiolen anhand der Freisetzung von NO ist grundsétzlich

moglich. Das entstandene NO kann mittels einer amperometrischen NO-selektiven
Sonde quantifiziert werden. Hohermolekulare S-Nitrosoverbindungen, wie das fur
Plasmamessungen besonders wichtige S-Nitrosoalbumin, konnen Uber den
Zwischenschritt der Transnitrosylierung in niedermolekulare S-Nitrosoverbindungen
Uberfuhrt werden, die schneller das gespeicherte NO abgeben. Die Abspaltung des NO
kann durch die Zugabe von Kupferionen erreicht werden.
Die hohe Reaktionsbereitschaft von NO und damit seine kurze Halbwertszeit bedingen
eine besondere Ausrichtung der Reaktionsschritte wahrend der Umsetzung. Es ist fir
die quantitative Erfassung in diesen geringen Konzentrationen wichtig, dass moglichst
das gesamte enthaltene NO innerhalb kurzer Zeit freigesetzt wird. Nur so kdnnen an der
Elektrode Konzentrationen erreicht werden, die sich von den Stérfaktoren der Messung
deutlich absetzen. Diese Storfaktoren zu identifizieren und auszuschalten ist eine
weitere existentiell wichtige Bedingung fir verléailiche Ergebnisse. Besonders wichtig
ist dieser Punkt fur eine zukirftige Methode zur Messung von S-Nitrosothiolen im
Blutplasma.
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6. Zusammenfassung

Stickstoffmonoxid (NO) ist in den letzten Jahren als Kreislaufregulator und
biologischer Botenstoff in den Mittelpunkt des Interesses gertickt. Inzwischen gilt als
sicher, dass NO an vielen Schlisselstellen, nicht nur in der Kreislaufregulation, aber
dort besonders, eine prominente Rolle spielt. Das Endothel als disseminiertes Organ
betrachtet ist als Produktionsort des zu Beginn der Forschungen phanomenologisch
.endothelium derived relaxing factor* genannten NO scheinbar von groferer
Bedeutung, als zunéachst angenommen. Anstelle einer einfachen Gefélauskleidung ist
das Endothel Regulator vieler wichtiger Prozesse. Diskutierte Wirkungen reichen vom
septischen  Kreislaufversagen bel  Uberschief?ender NO-Produktion, bis  zur
Atherosklerose bei gestérter Endothelfunktion mit verminderter NO-Produktion. ES gibt
hier ,gute® und ,bbose Wirkungen, so das hier von einer Januskopfigkeit, also
Doppelgesichtigkeit, gesprochen wird. NO wird hier jewells eine SchlUsselrolle als
Botenstoff und Effektor zugewiesen. Bisher gibt es aber keine praktikablen Verfahren,
um die effektive NO-Produktion zeitnah und in vivo zu quantifizieren. In der
vorliegenden Arbeit ist im AnschluR an vorbestehenden Uberlegungen und Verfahren
eine Methode entwickelt worden, mit deren Hilfe Rickschlisse auf die jewellige
Produktion und den Plasmaspiegel von NO gezogen werden kénnen.

Stickstoffmonoxid hat eine Halbwertszeit von wenigen Sekunden im Plasma. Ein
wichtiges Stoffwechselprodukt aus dem Abbau des freien NO sind S-Nitrosothiole.
Freies NO geht eine Verbindung mit Thiolgruppen von Plasmaproteinen ein. Diese
gebundene Form von NO ist relativ stabil und gilt als Plasmaspeicher von NO. Es kann
aus dieser Verbindung wieder herausgel 6st werden und liegt dann wieder als freies NO
vor. In der vorliegenden Arbeit werden die Grundlagen geschaffen fir ein Verfahren,
mit dem der Plasmaspiegel von S-Nitrosothiolen bestimmt, und Rickschlisse auf die
NO Produktion gezogen werden konnen. Die Methode basiert auf dem Umstand, dass
man mittels Metalionen, wie beispielsweise Kupferionen, S-Nitrosothiole zur
Dekomposition bringen kann. Das freigesetzte NO wurde dann mittels einer
amperometrischen  NO-selektiven Sonde gemessen. Die zu  erwartenden
Konzentrationen sind sehr gering und einer verlésslichen Messung nur bedingt
zugéanglich, da die Abspaltung von NO aus hochmolekularen S-Nitrosothiolen, wie dem
S-Nitrosoalbumim, nur sehr langsam ablauft. Gunstiger ist die Zerfallskinetik von
niedermolekularen S-Nitrosoverbindungen. Daher wird der Zwischenschritt der
Transnitrosylierung, der Ubertragung der Nitrosylgruppe von Albumin auf einen
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niedermolekularen Baustein mit einer Nitrosogruppe, eingeschaltet.

Die Konzentrationen des zu messenden NO bleiben aber sehr gering, so dass die
Minimi erung der Storeinfltisse der Methodik einen grof3en Teil der Arbeit einnimmt.

Es konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass S-Nitrosoabumin mittels des
beschriebenen Verfahrens quantitativ bestimmbar ist. Eine Ubertragung des Verfahrens
auf Messungen im Blutplasma wird der Gegenstand weiterer Forschungen sein.
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