-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byﬁ CORE

provided by Duisburg-Essen Publications Online

Medizinische Fakultit
der
Universitit Duisburg-Essen

Aus dem Institut fiir Physiologische Chemie

Ein spezifisches Nachweisverfahren fiir S-Nitrosothiole

Inaugural-Dissertation
zur
Erlangung des Doktorgrades der Medizin
durch die Medizinische Fakultt
der Universitdt Duisburg-Essen

Vorgelegt von
Marcel André Wiesweg
aus Essen
2013


https://core.ac.uk/display/33797397?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Dekan: Herr Univ.-Prof. Dr. med. J. Buer

1. Gutachter: Herr Prof. Dr. rer. nat. M. Kirsch

2. Gutachter: Frau Prof. Dr. rer. nat. M. Poetsch

3. Gutachter: Frau Univ.-Prof. Dr. med. K. Becker, Giessen

Tag der miindlichen Priifung: 3. Juni 2014



Publikation:

Wiesweg, M., Berchner-Pfannschmidt, U., Fandrey, J., Petrat, F., de Groot, H. und
Kirsch, M. (2013):

Rocket fuel for the quantification of S-nitrosothiols.

Highly specific reduction of S-nitrosothiols to thiols by methylhydrazine.

Free Radical Res., 47 (2), 104-115.



Inhaltsverzeichnis

EINICITUNG..cccceeiiiinnnnriiiiiniinniniccssisnnnticcsssssnssnncsssssssssncssssssssssssssssssssssssssssees 6
StiCKStOTIMONOXIA. ... vieeiiieeiiee et e e e e e e e s e e eanraaeee s 6
S-NTETOSOHIOLE. ..ottt ettt s eenneas 6
Nachweisverfahren fiir S-NitroSothiole...........ooovviiiriiiiiriiieieee e 9

Die Inaktivierung freier Thiole.........cccueeoiieriieiiiiiieeiieieecee e 10
Der Nachweis entstandener Thiole...........cccooociiiiiiiiiniiieiiie e 11
Die Reduktion von NitrosOthiolen...........cccveriieiiiiriieiiieiieeieeeee e 11
MethyIRYATazZin........cccvvieiiiieiie et aae e e e e eenbaeeeeeennes 13
Reaktion mit NitroSOthiolen...........cccueeiiiiiiiiiiinieeiieie e 13
Oxidative Eigenschaften..........ccceevviieiiiiciiiecieceeece e 13

Material und Methoden.........ueeeeiciiiicsnnriccsssssnnnniccssssssssssesssssssssssssssssssssse 15

CheMIKALIEN. ...ttt et ettt e et e e st e e e eneeas 15
Synthese der niedermolekularen S-Nitroso-Verbindungen............cccccevvveennnnenn.n. 15
Synthese des S-Nitrosoalbumin...........ccceeeiiieriieiiienie e 15
Synthese des S-NItroSOPAPAIN.......eeeriieeriieeiiieeiieeeiieeereeeeeeeerreesreeesaeeesaraeeee s 16

IMETROAEN. ...ttt s st e 17
SPEKtrOPROtOMELIIC. ... veeeiiieeiie ettt ettt e e e eaneaeeeeas 17
Quantifizierung von Thiolen und S-Nitrosothiolen..........c..ccecevveiniiiniiiniicnneen. 17
Reaktion des Methylhydrazins mit S-Nitrosothiolen...........ccccoeeveeveiieniieeeeennen. 18
Histologische Praparate..........cccooveeiieiiieiiiieiieeie ettt 19
Das Biotin SWItCh ASSAY.......c.eeiiiiiiiiiiiciie et e e 20
I5N-Kernspinresonanzspektrometrie. . .......oouueeveerieerieeriienieeiienieeiee e eieesiee e 20
Quantenchemische Berechnungen.............ccceeevviieriieeiiieeriee e 21

ErgeDnisse...cccccncceeiiccssisnnnniicsssssnnnneccsssssnsssnessssssssnscsssssssssssssssssssssssssssssssss 22
Reaktion mit DiSulfiden..........ccoeeeviiiiiiiiiiii e 22
Aufkliarung des ReaktionsmechaniSmus...........ccccveeriieeriiieeiiiieeniie e 25
Optimierung der Reaktionsbedingungen............c.ceeevieeiiiieiiiieeiie e 27

AbDbaU VON TRIOIEN......ocuiiiiiiiiieiici e 27
Quantifizierung des Einflusses von antioxidativen Zusdtzen..............ccccceeeuvveeen... 30
Einfluss von einfallendem Licht und Reaktionstemperatur..............cccecveeernnennnns 30

Reduktion unter optimierten Bedingungen...........c.cecvveeviieeiiieeiiiecie e 31

NACKWEISZIENZE. ... ..eeeieeieieiie ettt ettt ettt stt e et e st e e et eeensaeeas 31

Reduktion von S-Nitroso-Proteinen..........cccccueviiiiieiiieeiiieeieeeieeeee e 31

HistologiSche SChNItte...........coviiiiiiiiecie e e e 36

Biotin SWItCh ASSAY...c..eiiiiiiiiiiiieiie ettt et ettt et e s e e ssee e baee e 37



| DY I K] 11 | DO 40

Eignung als Reduktionsmittel...........cooouiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 40
Der ReaktionsSmeChaniSIMUS.........cccvieiiieriieriierie ettt et siaeeaaee e 41
Optimierte ReaktionsbedingUngen...........cceeeiiiieiiiieriie e 42
Die Reduktion von S-Nitrosothiolen in VItro..........cccccecveeeeiierciieeeiiie e e eevee e 43
HistologiSChe SChNItte..........ccviiiiiiiieiiieiiee e e 45
Die Biotin-Switch-TechniK...........cccceiriiiiiiiiiiie e 46
ZusammenfasSUNG.....ccovveeeiiccsssssnerecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 48
LiteraturverzeiChmis........cuveeiicceiissnniiccsssssnnnneccssssssnssscsssssssnssssssssssssssssssnee 49
ANNANG...ccoiiiiinnnriiiiiiiinnnitiicisicsnnntnccsssssssssnsesssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssse 57
AbBKUIZUNZSVEIZEICHNIS. ...cc.iiiiiiiieeciieeciee ettt ebee e bee e e e sabeeesaseeeeenes 57
DanKSABUNEG....uueeriicisisssnnriccssssssnrnecsssssssssnscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 58
| D) 073 1 ] 1 TN 59



Einleitung

Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid (NOe¢) ist einer der zentralen Botenstoffe des Organismus. Es ist
beteiligt an der Regulation von Gefdfltonus und Blutdruck, Plittchenaggregation,
Neurotransmission und der Erregerabwehr durch das Immunsystem. Endogen wird das
Molekiil durch die NO-Synthasen unter Verbrauch von Sauerstoff und NADPH aus der
Aminosdure L-Arginin synthetisiert. Es handelt sich chemisch um ein Radikal, das in
vivo sehr schnell durch Reaktion mit molekularem Sauerstoff (Bunton et al. 1957),
Superoxid (Blough et al. 1985), Him (Palmer et al. 1987) oder Eisen (Lancaster et al.
1990) abgebaut wird. Seine Wirkung entfaltet NOe klassischerweise durch Bindung an
die 16sliche Guanylatzyklase, die, dadurch aktiviert, den Second Messenger cGMP

produziert.

Als nach Anfang der Neunziger Jahre die enorme Bedeutung eines solch kurzlebigen
Molekiils offenbar wurde, stellte sich die Frage, ob es mdglicherweise langlebige

Verbindungen gébe, die der Speicherung oder dem Transport von NOe+ dienen kénnten.

S-Nitrosothiole

Zum ersten Mal richtete sich der Fokus auf eine mdgliche physiologische Rolle von S-
Nitrosothiolen, kleinmolekularen oder proteinogenen Verbindungen, die sich durch die
Nitrosierung ihrer Sulfhydrylgruppen, also die Reaktion von NOe mit R-SH unter
Bildung von R-S-NO, auszeichnen:

R-Se + NO* — — R-S-NO

Diese Verbindungen sind schon seit dem 19. Jahrhundert bekannt (Szacitlowski et al.
2001), ohne dass ihnen grofle Bedeutung beigemessen wurde. S-Nitrosothiole kdnnen in
vitro leicht durch elektrophile Nitrosierung von Thiolen mit Donatoren von NO*
hergestellt werden, in wissriger Losung typischerweise unter Einsatz von Nitrit, das bei

saurem pH dann nitrosierende Spezies bildet wie z.B. N,O; (Williams 2004):

R-SH + HNO, —- — R-S-NO + H,0.



Abhingig von den Eigenschaften des eingesetzten Thiols bilden sich oft instabile
Verbindungen, die nicht in Reinform isoliert werden konnen. Nur wenige Thiole
ergeben langlebige Molekiile mit Halbswertszeiten von Stunden in wéssriger Losung.
Durch solche Stabilitidt zeichnen sich vor allem das S-Nitrosoglutathion (GSNO) und
das S-Nitroso-N-Acetyl-Penicillamin (SNAP) aus, in gewissem Malle auch das S-

Nitrosocystein.

Alle Nitrosothiole zerfallen spontan entweder in einem langsamen thermischen Prozess,
durch Strahlungseinwirkung (Szacitowski et al. 2001) oder unter Katalyse von

Metallionen zum entsprechenden Disulfid unter Freisetzung von NO«:
2 RSNO — RSSR + 2 NOe.

Zudem kann durch Transnitrosierung eine NO'-Gruppe zwischen Nitrosothiol und Thiol

transferiert werden (Barnett et al. 1994):
RSNO + XSH — RSH + XSNO.

Von Bedeutung ist die Zerfallsreaktion unter Katalyse von Kupfer, die um
GroBenordnungen schneller abléuft als der thermische Prozess. Physiologisch sind Cu**
und Thiole zumindest in katalytischer Konzentration verfiigbar, zweiwertiges Kupfer
kann durch Oxidation von Thiolen in einwertiges Kupfer iiberfiihrt werden. Es wurde
ein entsprechender Zerfallsprozess unter Beteilung von Cu’ beschrieben (Askew et al.

1995; Dicks et al. 1996):
RSNO + Cu" — RS + Cu*" + NO-
2 Cu*" +2 RS — 2 Cu'+RSSR

Endogen vorhandene S-Nitrosothiole konnten im Plasma nachgewiesen werden: Das
kleinmolekulare S-Nitrosoglutathion (Gaston et al. 1993), sowie die nitrosierten
Proteine S-Nitrosoalbumin (Stamler, Jaraki, et al. 1992) und S-Nitrosohdmoglobin (Jia

et al. 1996).

Der Entstehungsweg der in vivo nachgewiesenen Nitrosothiole ist nicht vollstindig
aufgeklart, aber es ldsst sich zeigen, dass die Reaktanten Thiole, NO+ und Sauerstoff bei

physiologischem pH Nitrosothiole generieren. Postuliert wird die Mitwirkung



verschiedener Stickoxide wie NO, und N,Os (Kharitonov et al. 1995).

Nitrosothiole zeigen experimentell die gleichen biologischen Eigenschaften beziiglich
Vasodilatation, Hemmung der Plattchenaggregation oder Aktivierung der
Guanylatzyklase wie NOe, pharmakokinetisch langsamer einsetzend, aber lidnger
andauernd (Stamler, Simon, J. A. Osborne, et al. 1992; Butler et al. 1993). Eine
Gleichgewichtseinstellung zwischen S-Nitrosothiolen und endogenen NO-Spiegeln in
Anwesenheit freier SH-Gruppen als unspezifisches Transport- oder Speichermedium

schien also naheliegend.

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde aber ein weitreichenderer Zusammenhang
aufgedeckt: Wurde der ,,Tissue-type“ Plasminogenaktivator (t-PA) an seiner einzelnen
Sulfhydrylgruppe nitrosiert, entwickelte dieses Enzym, neben seiner bekannten
Aktivitdt, der Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin in der Thrombolyse,
zusdtzlich  vasodilatatorische  Eigenschaften und hemmende Effekte auf
Plattchenaggregation (Stamler, Simon, Jaraki, et al. 1992). Zum ersten Mal wurde hier,
unabhingig vom Guanylatzyklase-Mechanismus, die S-Nitrosierung spezifischer freier
SH-Gruppen eines Enzyms, die dann zur Aktivititsdnderung filihrt, als eine weitere
Funktion des NOe diskutiert. Es handelt sich damit um eine posttranslationale
Proteinmodifikation &hnlich etwa der schon lange bekannten Proteinphosphorylierung.
Eine solche Funktion der S-Nitrosierung wiirde in ihrer biologischen Bedeutung weit

iiber eine einfache, unspezifische Transport- und Speicherfunktion hinausreichen.

Ausgehend von dieser ersten Vermutung konnte in den folgenden 15 Jahren tatséchlich
eine Vielzahl von Proteinen identifiziert werden, deren Funktion dynamisch
posttranslational durch spezifische S-Nitrosierung reguliert wird. Damit wiére die
16sliche Guanylatzyklase mit cGMP als Second Messenger nur einer unter vielen NO-
regulierten Signalwegen. So zdhlen etwa der Ryanodin-Rezeptor des Herz- und des
Skelettmuskels, der neuronale Glutamat-Rezeptor vom Typ NMDA, Proteinkinasen
(Januskinase, Proteinkinase C, Src, EGF-Rezeptor), die Caspasen 1-8, der
Transkriptionsfaktor NF-xB, oder das Onkoprotein p21 ras zu gut charakterisierten
Zielen von S-nitrosierenden reaktiven Intermediaten. Die Gesamtheit der S-nitrosierten

bzw. S-nitrosierbaren Proteine eines Organismus, das ,,S-Nitrosoproteom* (Lopez-



Sanchez et al. 2009), umfasst heute weit iiber 100 Proteine (Martinez-Ruiz et al. 2004;
Hess et al. 2005; Stamler et al. 2001b). Das redox-basierte zelluldre Signalsystem wird,
neben der Phosphorylierung, als eines der beiden groflen, evolutiondr stark

konservierten Regulationssysteme angesehen (Stamler et al. 2001a).

Dabei stiitzt sich die iberwiegende Anzahl dieser Ergebnisse fiir den Nachweis eines S-

nitrosierten Proteins auf die sogenannte ,,Biotin-Switch Technique®.

Nachweisverfahren fiir S-Nitrosothiole

Der Nachweis von S-Nitrosothiolen in biologischen Proben trifft auf mehrere
Schwierigkeiten: Die S-NO-Bindung ist relativ schwach und die Zugénglichkeit der S-
NO-Gruppe wird durch Verdanderungen der Proteinkonformation gesteuert. Zudem
liegen die physiologischen Konzentrationen im unteren nanomolaren Bereich, damit an

oder unter der Nachweisgrenze vieler etablierter Verfahren (Gow et al. 2007).

Nitrosothiole besitzen eine typische Absorptionsbande um 336 nm, mit einem
Extinktionskoeffizienten in der GroBe von etwa 1000 M'cm”' — allerdings um
GroBenordnungen zu unempfindlich fiir die photometrische Analyse physiologischer
Proben. Nur bei Untersuchungen zur Chemie der Nitrosothiole in vitro, wie unter
anderem in dieser Arbeit, spielt die Photometrie als Nachweisverfahren eine durchaus

bedeutsame Rolle.

Angesichts des Fehlens direkter Nachweisverfahren basieren alle Techniken daher auf
dem Aufbrechen der S-NO-Bindung in NO- und Thiol. Es ergeben sich zwei Gruppen:
Solche Verfahren, die das freigesetzte NOe messen, und solche, die das entstandene

Thiol nachweisen (Forrester et al. 2009).

Modell fiir die erste Gruppe ist das schon viele Jahrzehnte bekannte kolorimetrische
Saville-Verfahren (Saville 1958), bei dem durch Quecksilberchlorid freigesetztes Nitrit
zu einem Farbstoff reagiert. Es ist allerdings nicht fiir Konzentrationen deutlich unter 1

uM geeignet.

Die Messung von freigesetztem NOe kann hochst sensitiv durch Chemilumineszenz
erfolgen, es stehen eine Reihe technisch weit entwickelter Verfahren zur Verfligung

(Gow et al. 2007; Yang et al. 2003). Alle diese Verfahren sind aber prinzipiell nicht in
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der Lage, das modifizierte Protein zu identifizieren, und konnen daher fiir die
Untersuchung des ,,S-Nitrosoproteoms* (Lopez-Sanchez et al. 2009) nicht unmittelbar

eingesetzt werden.

Ein entscheidender Fortschritt gelang mit der Entwicklung eines Nachweisverfahrens,
das etablierte Gelelektrophorese- und Immunblottechniken mit einem spezifischen S-
Nitrosothiol-Nachweis kombiniert: Die ,,Biotin Switch Technique®, kurz BST (Jaffrey et
al. 2001). Dieses Verfahren besteht aus drei Schritten. Zundchst werden alle freien
Sulfhydrylgruppen in der zu untersuchenden Probe inaktiviert. AnschlieBend werden
vorhandene S-Nitrosothiole zu freien Thiolen reduziert, um dann im dritten Schritt ein

Biotin-Molekiil an die entstandenen Thiole zu koppeln:

HS — Protein — SNO + Thiol-Blockierung — Block — S — Protein — SNO

Block — S — Protein — SNO + Reduktionsmitte]l — Block — S — Protein — SH + Produkte
Block — S — Protein — SH + Thiol-Nachweis ~— Block — S — Protein — S — Nachweis

Mit geeigneten Biotin-bindenden Antikorpern lassen sich die so gekennzeichneten

Proteine beispielsweise in einem Western Blot nachweisen.

Die Inaktivierung freier Thiole

Die Konzentration freier Thiole liegt in biologischen Proben um GroéBenordnungen
hoher als die der S-Nitrosothiole. Die Konzentration von Thiolen im Plasma,
hauptichlich Albumine, liegt im Bereich von 450 uM (Jones et al. 2000). Damit ist klar,
dass bei einem S-Nitrosothiolnachweis mit Hilfe generierter Thiole die nativen Thiole
vorher praktisch vollstindig geblockt werden miissen, um iiberhaupt verwertbare
Resultate zu erhalten. Gliicklicherweise stehen dafiir mehrere Chemikalien zur
Verfiigung: Hiufig eingesetzt wird S-Methylmethanthiosulfonat, MMST (Jaffrey et al.
2001), das, prinzipiell reversibel, Thiole zum Disulfid unter Anlagerung einer

Methylgruppe oxidiert:
R-SH — R-S-S-CH;

N-Ethylmaleinimid, NEM (Li et al. 2003) reagiert mit Thiolen unter praktisch

irreversibler Bildung eines Thioethers:
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R-SH — R-S-C-Maleinimidring

Neben der Verfligbarkeit verschiedener Reagenzien fiir diesen ersten Schritt des
Verfahrens ist es durch entsprechenden Versuchsaufbau mit Hilfe von Positiv- und
Negativkontrollen ohne Weiteres moglich, eine ausreichende Inaktivierung der freien

Thiole sicherzustellen (Gladwin et al. 2006).

Der Nachweis entstandener Thiole

In der klassischen Biotin Switch Technique wird an (entstehende) Thiole ein Biotin-
Molekiil angelagert. Dabei wird mit einem Pyridyldithiol als reaktiver Gruppe unter
Abspaltung eines Pyridin-2-thions eine stabile Disulfidbindung zwischen dem zu
markierenden Thiol und einem Abstandshalter-Molekiil geschaffen, an dessen Ende das
Biotin gebunden ist. Nach diesem Schritt wiederum ist das Protein fiir etablierte
Nachweis- und Stofftrennungstechniken zuginglich, denn zur Bindung von Biotin
stehen sowohl monoklonale Antikérper als auch das bakterielle Protein Streptavidin zur

Verfligung.

Dieser dritte Schritt des Assays gilt als unkritisch, da zum einen Biotin-HPDP in
Untersuchungen effizient und weitgehend vollstindig reagierte (Zhang, Keszler, et al.
2005), zum anderen prinzipiell eine groBe Gruppe an unabhédngigen Thiol-

Nachweisverfahren eingesetzt werden kann (Ying et al. 2007; Wright et al. 1998).

Die Reduktion von Nitrosothiolen

Es ist daher der zweite Schritt des Biotin-Switch Assays, der iiber Spezifitit und
Sensitivitdt des Verfahrens entscheidet, denn fiir diesen Schritt steht bisher einzig
Ascorbinsédure zur Verfligung. In einer Reihe von Verdffentlichungen wurde kritisch die
Frage diskutiert, ob die auf Ascorbinsdure basierende Reduktion zufriedenstellende
Ergebnisse liefert. Zwar konnte ein scheinbar ascorbinsdureabhidngiger systematischer
Fehler (Huang et al. 2006) spéter als vermeidbares Ergebnis einfallenden Tageslichts
identifiziert werden (Forrester et al. 2007). Auch Behauptungen, Ascorbat reduziere
Disulfidbindungen in Tubulin (Landino et al. 2006) oder dem Thiol-Reagenz 5,5-
Dithio-bis(Nitrobenzoesdure) (Giustarini et al. 2008), wurden in einer Ubersichtsarbeit

als unplausibel zuriickgewiesen (Forrester et al. 2009). Wiederholt und

11



unwidersprochen wurde allerdings in Frage gestellt, ob Ascorbinsidure Nitrosothiole mit
ausreichender Ausbeute reduzieren kann. So zeigte ein direkter Vergleich mit einem
Chemilumineszenzverfahren, dass die Ausbeute bei weitem nicht maximal ist (Zhang,
Keszler, et al. 2005). Dieselben Autoren vermuten, Ascorbat erlaube nur ,,die Spitze des
Eisbergs™ zu erkennen (Zhang und Hogg 2005). Ein Vorschlag, Kupfer(Il)-lonen zur
Verbesserung der Ausbeute zuzusetzen (X. Wang et al. 2008), widerspricht
Erkenntnissen, dass die Anwesenheit von Ubergangsmetallen der Entstehung von
Disulfiden Vorschub leistet, wihrend gerade der Reaktionsweg zu freien Thiolen als
Produkt die mdglichst vollstdndige Entfernung von Kupfer verlangt (Askew et al. 1995;
Dicks et al. 1996).

Zuletzt konnte gezeigt werden (Kirsch et al. 2009), dass die Reaktion von Ascorbat mit
Nitrosothiolen Nitroxyl generiert, was wiederum zum Abbau von Sulthydrylgruppen
beitrdgt. Eine vollstindige Ausbeute war in dieser Arbeit nur unter speziellen
Reaktionsbedigungen moglich, sehr hohem pH und Ausschluss von Sauerstoff, die beim

Nachweis physiologischer Proben experimentelle Schwierigkeiten aufwerfen.

Im Licht dieser Erkenntnisse erscheint es wiinschenswert, auch fiir den
Reduktionsschritt der Biotin Switch Technique ein weiteres Reagenz zu finden, um die
weitreichenden, bisher nur mit Hilfe von Ascorbat zusammengetragenen Ergebnisse

bestdtigen zu kénnen.

Die Erfordernisse an einen solchen Stoff sind die der Spezifitidt und Sensitivitit: Das
ideale Reduktionsmittel wiirde einzig und allein mit Nitrosothiolen reagieren, und diese
schnell und vollstindig zu Thiolen umwandeln, ohne weiterer Oxidation der
entstandenen Thiole Vorschub zu leisten. In der Praxis liegt die Schwierigkeit vor allem
darin, dass nicht auch die ubiquitér vorhandenen Disulfide zu Thiolen reduziert werden
diirfen. Es ist zum Beispiel sehr einfach, Nitrosothiole mit Dithiothreitol (DTT), einer
reaktionsfreudigen Thiolverbindung, zu reduzieren, was auch sogar schon als
Verbesserung der BST vorgeschlagen wurde (Kettenhofen et al. 2007). Fiir
physiologische Proben wire diese Methode allerdings unbrauchbar, da auch alle
Disulfide reduziert und anschlieBend ein falsch-positives Signal erzeugt wiirde.

Genauso ist Natriumsulfit (NaSO;) in der Lage, S-Nitrosoglutathion schnell und mit

12



hoher Ausbeute zu reduzieren (Munro et al. 2000), reagiert aber ebenfalls mit

Disulfiden.

Eine Reihe von sekundiren Aminen und Stickstoffnukleophilen, unter anderem auch
Hydrazin, reagiert zwar mit Nitrosothiolen (Munro et al. 1999), aber um

GroBenordnungen langsamer als Ascorbat (Forrester et al. 2009).

In dieser Arbeit wird der FEinsatz der Chemikalie Methylhydrazin
(Monomethylhydrazin, MMH) als Reduktionsmittel fiir Nitrosothiole untersucht.

Methylhydrazin

Methylhydrazin ist ein Derivat des Hydrazins, bei dem eines der beiden Stickstoffatome
methyliert ist. Ahnlich wie die eng verwandten 1,1-Dimethylhydrazin und Hydrazin
selbst wird dieser Stoff seit Jahrzehnten als Raketentreibstoff in Zweistoffsystemen
eingesetzt, so etwa in den Landemodulen der Apollo-Mondmissionen, in bestimmten
Triebwerken des Space Shuttles der NASA (Orbital Maneuvering System), oder in der
Oberstufe der Ariane 5G-Rakete der Europdischen Weltraumagentur.

Reaktion mit Nitrosothiolen

Die Reaktion von Methylhydrazin mit S-Nitrosothiolen ist in der Literatur nicht
beschrieben. Die Muttersubstanz Hydrazin wurde als Reduktionsmittel fiir eine Reihe
organischer Substanzen wie Carbonyl- oder aromatische Nitro-Verbindungen
untersucht. Lediglich in einer Verdffentlichung wurde berichtet, dass Hydrazin S-

Nitrosopenicillamin abbauen kann (Munro et al. 1999).

Oxidative Eigenschaften

Bei den Hydrazinverbindungen handelt es sich — naheliegend bei dem geschilderten
Einsatzzweck als Raketentreibstoff — um hochreaktive Verbindungen, die schon in
Anwesenheit von Sauerstoff in einem recht langsamen Prozess unter Katalyse von
Kupfer und anderen Spurenelementen eine Autooxidation zu Sauerstoff und Stickstoff
zeigen. Es entsteht Wasserstoffperoxid (Gilbert 1929; Audrieth et al. 1951; Gaunt et al.
1966), auch freie Radikale wurden nachgewiesen (Ellis et al. 1960). Hydrazin wurde

sogar kommerziell zur Entfernung von Sauerstoff in Wasserdampfanlagen eingesetzt
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(Lurker 1976; MacNaughton et al. 1978).

Im Kontext eines Nachweisverfahrens fiir Thiole ist die Anwesenheit von Hydrazinen
also potentiell nachteilig, denn Wasserstoffperoxid und andere unter dem Begriff
,oxidativer Stress® zusammengefasste Verbindungen filhren zum Abbau von Thiolen
(Winterbourn et al. 1999). Tatsdchlich fiihrte Hydrazin in Zellkulturexperimenten zum
Abbau des zelluldren Glutathion-Pools unter Zunahme des oxidierten Glutathions und
der Lipidperoxidation (Hussain et al. 2002). Die Induktion chromosomaler Schéiden
konnte durch Zugabe von Cystein abgeschwicht werden (Speit et al. 1980). Das
karzinogene Potenzial des Molekiils konnte unter anderem auf die Bildung reaktiver

Sauerstoffspezies und Alkylradikale zuriickgefiihrt werden (Gamberini et al. 1998).

Die mogliche Auswirkung einer sekundédren Oxidation der entstandenen Thiole auf die

Ausbeute der Reaktion wird also bedacht werden miissen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob Methylhydrazin trotz
der zu erwartenden Hindernisse die Anforderungen an ein spezifisches Reduktionsmittel
fiir Nitrosothiole erfiillt und in den etablierten Nachweisverfahren anstelle von

Ascorbinsédure und in liberlegener Wirksamkeit eingesetzt werden kann.
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Material und Methoden

Chemikalien

Sigma, Taufkirchen Ascorbinsdure, Serumalbumin (vom Rind,
BSA), Cystamin-Dihydrochlorid, 5,5-
Dithio-bis(2-nitrobenzoesdure) (DTNB),
EDTA, Glutathion (GSH), Methylhydrazin
(MMH), Naphthylethylendiamin-
Dichlorid, N-Ethylmaleimid (NEM),
Natriumsulfit, Papain, Triethanolamin
(TEA), 6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carbonsiure
(Trolox), Sulfanilamid,

N-markiertes Hydrazin

Merck, Darmstadt Natriumnitrit (NaNQO,)

Invitrogen, Karlsruhe Bodipy FL L-Cystin,

Fisher Scientific, Schwerte DyLight 549 Maleimid, Tris(2-
carboxyethyl)phosphin (TCEP)

Roche Diagnostics, Mannheim Katalase (Rinderleber, EC 1.11.1.6)

Alle Chemikalien waren von analytischer Reinheit und wurden ohne weitere
Aufreinigung verwendet. Alle anderen Chemikalien waren von der hdochsten

kommerziell erhiltlichen Reinheit.

Synthese der niedermolekularen S-Nitroso-Verbindungen
S-Nitrosoglutathion (GSNO), S-Nitroso-N-acetyl-penicillamin (SNAP), und N-Acetyl-
N-nitrosotryptophan (NANT) wurden wie vorbeschrieben hergestellt (Sonnenschein et

al. 2004).

Synthese des S-Nitrosoalbumin

Fiir die Herstellung von S-Nitrosoalbumin wurden zwei verschiedene Methoden
angewandt. In Anlehnung an die von Marley beschriebene Methode (Marley et al. 2001)
wurde eine 2 mM Albuminlésung zunéchst fiir 72 h mit TCEP (1 mM) inkubiert, um die

je nach Préparation unterschiedlich stark oxidierte SH-Gruppe des Albumins mdglichst
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vollstindig verfligbar zu machen. Zu 1 ml dieser Losung erfolgte dann die Zugabe von
200 pl Phosphatpuffer (1 M, pH 7,9), 10 ul EDTA (100 mM) und 200 pl GSNO (100
mM), um durch Transnitrosierung zwischen GSNO und Albumin das S-Nitrosoalbumin
zu erzeugen. Nach einer Reaktionszeit von 1 Stunde bei 37 °C erfolgte zur Inaktivierung
eventuell nicht reagierter Thiole die Zugabe von 200 ul NEM (100 mM) fiir 1 Stunde.
AnschlieBend wurde die Losung gegen Phosphatpuffer (pH 7.4, 0,9% NaCl, 100 uM
EDTA) iiber 24 h unter bestdndiger Durchmischung bei 5 °C dialysiert (zwei Mal fiir je
1 h mit 1 1 Puffer, dann mit 3 1 fiir 22 h). Das Produkt wurde bei -20 °C gelagert, die
Konzentrationsbestimmung des erzeugten S-Nitroso-Albumins erfolgte vor Gebrauch

mit Hilfe des Saville-Verfahrens.

Alternativ wurde S-Nitrosoalbumin in leichter Abwandlung der von Noble und Williams
entwickelten Methode hergestellt (Noble et al. 2001). Dabei wurden 66.4 mg Albumin
vorsichtig in destilliertem, EDTA enthaltendem Wasser gelost, die Losung auf 1 °C
gekiihlt und HCI1 (1M) hinzugegeben, so dass sich Konzentrationen von 1 mM Albumin,
400 mM HCI und 500 uM EDTA ergaben. Die Konzentration an freien Thiolen der
jeweiligen Albuminpréparation war durch Messung vorbekannt. NaNO, (20 mM, 1 °C)
wurde in entsprechender Konzentration hinzugegeben und die Losung auf Eis fiir eine
Stunde inkubiert. Danach erfolgte durch Titration mit NaOH (IM) und Zugabe von
TEA-Pufter (500 mM, pH 8,7, 500uM EDTA) die Einstellung eines pH-Werts von 8,7.

Das Produkt wurde sofort verwendet und nicht gelagert.

Synthese des S-Nitrosopapain

Die Herstellung von S-Nitrosopapain erfolgte analog zur zuletzt beschriebenen Technik,
nur wurde hierbei das Protein in 200 mM HCI mit 0.9% NaCl und 200 uM EDTA
gelost, und die NaNO,-Konzentration lag bei 400 uM. Die erhaltene Losung wurde auf
einen pH-Wert von 9,5 gebracht, da sie im pH-Bereich zwischen 7,0 und 9,4
lichtundurchldssig und somit unbrauchbar wurde. In einer alternativen
Herstellungsmethode wurden 23 mg Papain in Phosphatpuffer (75 mM, pH 2,7, 200 uM
EDTA) gelost, die Losung mit HCI (1M) auf einen pH-Wert von 2,7 titriert, auf 1 °C
gekiihlt und dann NaNO; (2 M) hinzugefiigt. Nach einer Inkubationsdauer von 45
Minuten erfolgte die Verdiinnung mit TEA-Puffer (100 mM, pH 8,7, 500 uM EDTA) im
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Verhéltnis 1:4 und erneute Einstellung des pH auf 8,7 mit NaOH (1M). Beide

Préaparationen wurden sofort verwendet.

Methoden

Spektrophotometrie

Die spektrophotometrischen Analysen wurden mit einem SPECTROCORD S-100
Dioden-Array-Spektrophotometer (Analytik Jena, Jena) durchgefiihrt, das mit einer
Vorrichtung zur Temperierung der Kiivette ausgeriistet war. Soweit nicht anders

angegeben, erfolgten die Messungen bei 22 °C.

Quantifizierung von Thiolen und S-Nitrosothiolen

Zur Konzentrationsbestimmung der Thiolgruppe im mikromolaren Bereich wurde das
Verfahren nach Ellman eingesetzt (Ellman 1958). Zunéchst wurde eine 30 mM DTNB-
Stammlosung in Phosphatpuffer (100 mM, pH 7,0, 100 uM EDTA, 25 °C) hergestellt.
Die Proben wurden mit demselben Puffer verdiinnt. Zu 1 ml verdiinnter Probe wurden
10 pl der DTNB-Stammldsung gegeben. Nach Inkubation bei Raumtemperatur wurde
die Konzentration des entstandenen p-Nitrothiophenol-Anions photometrisch bestimmt
(e=14,150 M cm™ bei 412 nm gegen Nullwert (Eyer et al. 2003)). Bei allen Proben
mit proteingebundenem Thiol wurde bei der Inkubation Cystamin hinzugefiigt, um auch
sterisch dem DTNB nicht zugédngliche SH-Gruppen erreichen zu kénnen (Riener et al.
2002; Faulstich et al. 1993; Wright et al. 1998). Die notwendige Inkubationszeit wurde
fiir jede unterschiedliche Art von Probe in Kontrollexperimenten bestimmt, um sicher
zu gehen, dass die Reaktion weitgehend komplett erfolgt und ein stabiler

Extinktionswert erreicht war.

Thiolkonzentrationen im nanomolaren Bereich wurden fluoreszenzbasiert mit Hilfe von
Bodipy FL L-Cystin bestimmt. Eine 1 mM Stammlosung wurde durch Losen von 1 mg
Bodipy FL L-Cystin in 1,26 ml Phosphatpuffer (100 mM, pH 7,9) hergestellt, bei -20 °C
gelagert und unmittelbar vor Gebrauch aufgetaut. Die Proben wurden mit TEA-Puffer
(100 mM, pH 8,7, 500 uM EDTA) bis zu einem Volumen von 780 pl verdiinnt und 20
pl der Bodipy-Stammlosung hinzugegeben (Endkonzentration 5 pM). Dabei sollte die
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erwartete Thiolkonzentration zwischen 5 nM und 2 uM liegen. Die Proben wurden in
verdunkelten Reaktionsgefdlen bei Raumtemperatur im Dunkeln fiir 24 oder 48
Stunden inkubiert, dann die Fluoreszenz (Aem = 511 nm, Ak = 504 nm) gemessen. Bei
allen Proben mit proteingebundenem Thiol wurde auch hier, wir oben beschrieben, bei

der Inkubation Cystamin (5 pM) zugesetzt (R. Singh et al. 1993).

Die Konzentrationsbestimmung von S-Nitroso-Verbindungen erfolgte mit dem Saville-

Verfahren (Saville 1958).

Reaktion des Methylhydrazins mit S-Nitrosothiolen

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Versuche in verdunkelten Reaktionsgefaflen
bei 22 °C durchgefiihrt. Als Ausnahme wurden einige Proben zur Untersuchung des
Effekts einfallenden Tageslichts in normalen, transparenten GefiBlen auf einer
Fensterbank im Tageslicht inkubiert. Reaktionspuffer war ein TEA-Puffer (100 mM, pH
8.7, 500 uM EDTA). Zudem enthielt die optimierte Reaktionslosung 400 uM Trolox
und 1300 U/l Katalase. Die S-Nitrosoverbindung wurde der Reaktionslosung
hinzugegeben, der pH durch Zugabe von HCI (1 M) oder NaOH (1 M) wieder auf 8.7
eingestellt, und die Losung, falls benétigt, ins Photometer iiberfiihrt. AnschlieBend
wurde durch Zugabe von Methylhydrazin (Stammldsung 100 mM, Endkonzentration 10
mM, unmittelbar vor Gebrauch in TEA-Puffer geldst) gestartet. In Kontrollen wurden
das Methylhydrazin oder die S-Nitroso-Verbindung weggelassen, oder Ascorbinsdure

(10 mM in Phosphatpuffer, pH 7,9) anstatt Methylhydrazin verwendet.

Bei kinetischen Messungen des Abbaus der S-Nitroso-Gruppe wurde das
Extinktionsband bei 340 nm spektrophotometrisch unter Verwendung folgender

Extinktionskoeffizienten analysiert:

Stoff GSNO SNAP S-Nitrosoalbumin
Absorptions- 336 nm 340 nm 334 nm

maximum

Extinktions- 922 M cm! 1042 M cm 870 M cm!
koeffizient

Literatur (Smith et al. 2000) | (Aquart et al. 2005) |(Meyer et al. 1994)
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Zur Bestimmung der entstandenen Thiole wurden direkt vor und direkt nach Zugabe

von Methylhydrazin und danach in regelmifligen Intervallen Proben entnommen.

Eichgeraden zur Bestimmung der Nachweisgrenze wurden mit Hilfe -einer
Verdiinnungsreihe bekannter Konzentrationen von GSNO und Albumin, Durchfiihrung
der Reaktion mit Methylhydrazin und anschlieBender Bestimmung der
Thiolkonzentration, wie oben beschriecben mit DTNB oder Bodipy FL L-Cystin,

gewonnen.

Histologische Priparate
Paraffinschnitte von 3 pM Schnittdicke des Jejunums gesunder méannlicher Wistar-
Maiuse wurden in Xylol entparaffinisiert, in 100%, 95% und 70% Ethanol hydriert und

mit destilliertem Wasser gewaschen.

Gemal den Angaben im Ergebnisteil wurden die Schnitte in folgenden Einzelschritten

behandelt:

1) Dithiothreitol (50 mM in Phosphatpuffer, 100 mM, pH 7,5, 200 uM EDTA) fiir

30 min

2) N-Acetyl-N-nitrosotryptophan (5 mM, gelést in DMSO und dann mit
Phosphatpuffer verdiinnt) fiir 30 min

3) N-Ethylmaleimid (50 mM in Phosphatpuffer) fiir 30 min
4) Methylhydrazin (mit Katalase und Trolox, wie oben beschrieben) fiir 45 min

5) DyLight 549 Maleimid-Farbstoff (75 uM in Phosphatpuffer, 100 mM, pH 7,5,
200 uM EDTA; der Farbstoff wurde unmittelbar vor Gebrauch aufgetaut, in
Puffer gelost und die gewlinschte Konzentration photometrisch nach dem vom

Hersteller angegebenen Extinktionskoeffizienten eingestellt)

Zwischen allen Schritten und nach der Farbung wurden die Schnitte drei Mal mit
Phosphatpuffer griindlich gewaschen. Da durch Einschluss mehrerer Kontrollen nicht
alle Schnitte allen fiinf Arbeitsschritten unterzogen wurden, mussten die Anfangszeiten
der Deparaffinisierung und die Einzelschritte zeitlich so angeordnet werden, dass fiir

jeden Schnitt nach Moglichkeit Wartezeiten vermieden werden konnten. Nach der
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Féarbung wurden die Schnitte mit feuchtem Einbettungsmedium und Deckglas versehen.
Die Auswertung erfolgte unter einem Laser-Scanning-Mikroskop (LSM 510; Zeiss,
Oberkochen) unter Benutzung des Helium/Neon-Lasers bei 543 nm. Mindestens zwei
Gesichtsfelder wurden pro Schnitt fotografiert und die mittlere Fluoreszenz aus dem
Mittel der Helligkeitswerte im Histogramm oberhalb der Grundfluoreszenz einer

gewebefreien Region berechnet.

Das Biotin Switch Assay

Zur Durchfiihrung des Biotin Switch Assays wurden drei verschiedene Proteine
vorbereitet: In oben beschriebener Technik hergestelltes S-Nitroso-Albumin, natives
Serumalbumin mit einem Anteil freier SH-Gruppen von 37% in der eingesetzten
Charge, sowie natives Serumalbumin, dessen SH-Gruppen durch Behandlung mit NEM,

gefolgt von griindlicher Dialyse, inaktiviert wurden.

Das Assay wurde exakt wie beschrieben (Forrester et al. 2007) ausgefiihrt, nur dass
anstatt Ascorbinsdure bei einigen Proben Methylhydrazin als Reduktionsmittel
eingesetzt wurde. Fiir diese Proben erfolgte der kombinierte Reduktions- und
Markierungsschritt in TEA-Puffer (o.g. Reaktionslosung aus Methylhydrazin, Katalase
und Trolox). Fiir Ascorbinsdure wurden die etablierten Puffer und pH-Werte benutzt,
also ein ,,HEN“-Puffer (HEPES 250 mM, EDTA 1 mM, Neocuproin 0,1 mM, pH 7,7).
Die biotinylierten Proteine wurden in einem Western Blot unter Verwendung von Anti-
Biotin von der Maus als Primirantikdrper und Meerrettich-Peroxidase-gekoppeltem
Anti-Maus-Antikorper von der Ziege als Sekunddrantikdrper dargestellt. Ein ECL

Western Blotting System der Firma Amersham wurde zum Nachweis eingesetzt.

“N-Kernspinresonanzspektrometrie

"N-angereichertes (98,5%) Hydrazin (H,""N'"’"NH,, 400 mM) wurde mit 200 mM von
entweder "N-markiertem GSNO oder GSNO mit natiirlichem Gehalt an ®N (0,37%) in
0.g. Reaktionslosung mit TEA-Puffer, Katalase und Trolox 24h bei Raumtemperatur
und im Dunkeln inkubiert. Entnommene Proben wurden mit 10% D,O versetzt und die
entstandenen Produkte mit 50,67 MHz '“N-NMR-Spektroskopie in einem Bruker
ADVANCE DRX 500-Instrument identifiziert. Die chemischen Verschiebungen (9) sind
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in der Einheit ,,parts per million*, ppm, relativ zu Nitromethan (3 = 0) als externem

Standard angegeben.

Quantenchemische Berechnungen

Quantenchemische Berechnungen auf der Ebene von Complete Basis Set CBS-QB3
(Montgomery et al. 2000) wurden mit der Software Gaussian 03 (Revision A.11.3)
durchgefiihrt. Losungsenthalpien wurden in optimierter Gasphasengeometrie mit der in
die genannte Software integrierten CPCM-Methode evaluiert (Barone et al. 1997). Es ist
bekannt, dass mit beiden Methoden, CBS-QB3 und CPCM / (U)HF/6-31(+)G(d),
Ergebnisse im Bereich der ,,chemischen Genauigkeit, + 1 kcal mol™, erzielt werden

konnen.
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Ergebnisse

Reaktion mit Disulfiden

Dithiothreitol, Glutathion, Natriumsulfit und TCEP sind vier Stoffe, die in der Lage sind
S-Nitrosothiole zu reduzieren, aber nicht die geforderte Spezifitit gegeniiber Disulfiden
aufweisen. Demgegeniiber wird gefordert, dass Methylhydrazin und Ascorbinsdure
Disulfide nicht reduzieren. Um dies zu {iiberpriifen, wurden 1) Nur Cystamin als
Kontrolle, 2) Methylhydrazin, 3) Ascorbinsiure, 4) Ascorbinsiure mit Cu®’, 5)
Ascorbinsidure mit Cu'’, 6) Glutathion, 7) Dithiothreitol, 8) Natriumsulfit, oder 9) TCEP,
mit Bodipy FL L-Cystin als Indikatormolekiil inkubiert. Bei Messung der nur nach
Spaltung der Cystin-Disulfidbriicke auftretenden Fluoreszenz zeigte sich, dass sowohl
Methylhydrazin als auch Ascorbinsdure zu keinem Anstieg iiber den Kontrollwert
filhren, wihrend die erstgenannte Gruppe ein deutlich positives Signal erzeugt und

somit die Disulfid-Briicke reduzierte (Bild 1a).

Zur Bestitigung dieses Ergebnisses wurde die Reaktion von Methylhydrazin und
oxidiertem Glutathion (GSSG) untersucht. Es kam zu keinem Nachweis entstandener
Thiole mit Hilfe des DTNB-Tests, selbst bei Einsatz einer hohen GSSG-Konzentration
von 500 uM (Bild 1b). Kontrollen schlossen unspezifische Reaktionen zwischen

DTNB, Methylhydrazin und / oder reduziertem Glutathion (GSH) aus.

Bei der Reaktion mit GSNO bestitigte sich die Fahigkeit von Methylhydrazin zur
Reduktion des Nitrosothiols zum Thiol, es wurden wihrend einer Stunde ca. 335 uM
generiert. Bei Einsatz von Ascorbat war die Ausbeute mit ca. 450 uM jedoch hoher. Die
Anwesenheit von Kupferionen (10 uM), einwertig oder zweiwertig, verminderte das

Ergebnis deutlich (220 uM).
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Bild 1: Eigenschaften von Methylhydrazin als Reduktionsmittel.

Reaktionpuffer: TEA (100 mM, pH 8,7, EDTA 500 uM, Trolox 400 uM, Katalase 1300
u/).

(A) Reaktion mit Bodipy FL L-Cystin: Cystamin 5 uM (Kontrolle), Methylhydrazin
(MMH) oder Ascorbinsdure (Asc) , je 10 mM, GSH, DTT, Natriumsulfit oder TCEP je
10 uM, Cu(1) und Cu(1l) je 10 uM und unter Verzicht auf EDTA. Reaktionsstart durch
Zugabe von Bodipy FL-Cystin, Messung der Fluoreszenz nach 48h.

(B) Reaktionsstart durch Hinzugabe von MMH (10 mM) zu GSNO (1 mM), GSH (' 1
mM) oder GSSG (500 uM). Messung der Thiolkonzentration nach 1h mittels DTNB.
(C) Reduktion von GSNO (1 mM) durch Ascorbinsdure oder MMH (je 10 mM).
Spektrophotometrische Darstellung bei 335 nm (1cm-Kiivette) bzw. 545 nm (10cm-
Kiivette)
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Bild 2: 15 N-NMR-Spektroskopie der Reaktionsprodukte.
Endprodukte der Reaktion von 19 N-angereichertem (98,5%)
Hydrazin (HyISNISNH), 400 mM) mit

(4) I3 N-markiertem (99,2%) S-Nitrosoglutathion (GS1INO) oder

(B) S-Nitrosoglutathion mit natiirlichem Gehalt an 19N (0,37%)
in TEA-Puffer (100 mM, pH 8,7, EDTA 500 uM, Trolox 400 uM, Katalase 1300 U/I).

I5N-NMR-spektroskopische Messung nach 24h Inkubation bei Raumtemperatur.



Zur weiteren Abklarung des scheinbar schlechteren Reduktionsergebnisses unter Einsatz
von Methylhydrazin anstatt Ascorbinsdure wurden diese beiden Reaktionen in ihrem
Verlauf photometrisch charakterisiert. Da Oxidationsprodukte der Ascorbinsdure Licht
im Bereich von 330 nm absorbieren und daher die Absorptionsbande von GSNO bei
336 nm nicht nutzbar war, wurde der zweite charakteristische Bereich bei 545 nm
gemessen. Nach einer einstiindigen Reaktionszeit war durch die Ascorbinsdure 860 uM
des GSNO umgesetzt, so dass die Ausbeute 52% (450 uM entstandenes GSH / 860 uM
verbrauchtes GSNO) betrug. Mit Methylhydrazin waren nur 350 uM umgesetzt, so dass
eine Ausbeute von 95% (335 uM entstandenes GSH / 350 uM verbrauchtes GSNO)
vorlag (Bild Ic).

Aufkliarung des Reaktionsmechanismus

Die NMR-spektrometrischen Ergebnisse der Reaktion von GS"”NO (98% ""N) mit
H,""N"NH, (98,5% ""N) sind in Bild 2a dargestellt. Neben der Ausgangssubstanz
Hydrazin (H,Ns) wurden insbesondere Ammoniak (NH4") und Distickstoffmonoxid
(N2O) als Reaktionsprodukte identifiziert, zudem einige Nebenprodukte in der
Aminregion (-300 bis -340 ppm). Eine Kernresonanz konnte dem Sulfinamid des
GSNO (GS(O)"°NH,) zugeordnet werden und war nicht detektierbar, wenn die Reaktion
mit GSNO mit natiirlicher Verteilung der Stickstoffisotope (0,37% '°N) durchgefiihrt
wurde (Bild 2b). Bemerkenswerterweise lieBen sich weder Stickstoff (+70 ppm) noch
Nitrit (+229 ppm) als erwartete Endprodukte einer primiren Reduktionsreaktion

nachweisen.

Die "N-NMR-Ergebnisse legen nun den Schluss nahe, dass mit Hydrazin als Substrat
das kurzlebige Intermediat H-NNHNO gebildet wird,

GSNO + H,NNH, — GSH + H.NNHNO
welches die erwarteten Produkte Ammoniak und Lachgas abspaltet
H.NNHNO — NH; + N,O.

Mit Methylhydrazin als Substrat sollte nun das entsprechende Intermediat CH;NH-
NHNO gebildet werden:
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R-SNO + CH;NHNH, — R-SH + CH3;NH-NHNO

Um nun sicherzustellen, dass ein solch instabiles Intermediat gebildet werden kann,
fithrten wir zudem quantenchemische Berechnungen auf der Basis von CBS-QB3 fiir
die Reaktion von S-Nitrosocystein als Modell fiir proteingebundene S-Nitrosothiole mit

Methylhydrazin durch:
Cys-SNO + CH;NH-NH,  — Cys-SH + CH;NH-NHNO. (1)

Es ergab sich auch in wéssriger Losung eine exergone Reaktion (Tabelle 1).

AR(}gas - 8,4 kcal/mol
AR(}solv - 4,0 kcal/mol
ARGiotal — 12,4 kcal/mol

Tabelle 1: Quantenchemische Berechnung der Anderung der Gibbs-Energie der
Reaktion von S-Nitrosocystein mit Methylhydrazin

Die Rechnungen auf hohem theoretischen Niveau erlauben nun den Schluss, dass die

gefundene Nachweisreaktion (Gleichung 1) thermodynamisch erlaubt ist.

Zur Bestimmung der Reaktionskinetik wurde die Reaktion von GSNO und
Methylhydrazin bei vier verschiedenen Temperaturen zwischen 22 °C und 55 °C durch
Messung der  Extinktion bei 336 nm  untersucht, die ermittelten
Reaktionsgeschwindigkeiten gegen 1/T aufgetragen und Steigung und Achsenabschnitt
durch lineare Regression berechnet. Es ergab sich eine Reaktionskinetik erster Ordnung
mit einer Halbswertszeit von 2:20 h bei Raumtemperatur. Die Halbwertszeiten bei vier
verschiedenen Temperaturen wurden bestimmt und in einem Arrheniusgraph dargestellt.
Daraus wurden die Reaktionskonstante erster Ordnung und die Aktivierungsenergie

berechnet (Tabelle 2).

T/K k/10%!'bei295K |A/10"s! E / kJ mol™
295 - 328 8.25+0.49 1.64 +0.15 63.7+0.3

Tabelle 2: Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten der Reaktion von Methylhydrazin und
S-Nitrosoglutathion
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Optimierung der Reaktionsbedingungen

Abbau von Thiolen

Wie schon erldutert, sind Hydrazine hochreaktive Verbindungen, die in Anwesenheit
von Sauerstoff Autooxidation zeigen und reaktive Sauerstoffspezies generieren. Die
praktische Bedeutung dieses Effekts wurde untersucht, indem Glutathion (250 uM) mit
Methylhydrazin fiir 2 h inkubiert wurde. Gemif3 Bestimmung mit DTNB wurde die
Thiolgruppe des GSH in Anwesenheit von Methylhydrazin im Vergleich zur Kontrolle
um 41% =+ 2% oxidiert (Bild 3). Das Durchfiihren der Reaktion unter anaeroben
Bedingungen (Stickstoffatmosphire) oder die Zugabe von Katalase hatten jeweils einen

deutlichen protektiven Effekt.

100+

60
40
30
20
10

0-

GSSG MMH GSSG+ GSH+ GSH+ GSH+
MMH MMH  MMH+ MMH+
hypoxia catalase

Bild 3: Auswirkung der Anwesenheit von Methylhydrazin auf die GSH-Konzentration.
Inkubation von GSH oder Kontrolle (GSSG), je 250 uM, mit Methylhydrazin

(MMH, 10 mM) in TEA-Puffer (100 mM, pH 8,7, EDTA 500 uM, Trolox 400 uM,
Katalase 1300 U/I).

Messung der GSH-Konzentration mit DTNB nach 1h, Angaben relativ zur
Positivkontrolle.

GSH/ %
o
o
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Abgebautes GSNO / yM
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Bild 4: Einfluss von antioxidativen Zusdtzen auf die Reaktionsausbeute.

Reaktion von GSNO (1 mM) mit Methylhydrazin (10 mM) in TEA-Puffer (100 mM, pH
8,7, EDTA 500 uM). Je gleichzeitige Messung und Darstellung des GSNO-Abbaus (m,
spektophotometrisch gemessen) und Ausbeute an Thiolen (e, DTNB-Testverfahren) iiber
die Zeit.

(A4) Aerob,

(B) Anaerob,

(C) Aerob mit Zusatz von Katalase 1300 U/,

(D) Aerob mit Zusatz von Trolox 400 uM,

(E) Aerob mit Zusatz von Trolox 400 uM und Katalase 1300 U/I.
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Bild 5: Effekt einfallenden Tageslichtes.

Reaktion von GSNO (200 uM) mit Methylhydrazin (10 mM) in TEA-Puffer

(100 mM, pH 8,7, EDTA 500 uM, Trolox 400 uM, Katalase 1300 U/I).

Messung der GSH-Konzentration mit DTNB und der GSNO-Konzentration spektro-
photometrisch nach 2h, Angabe der Reaktionsausbeute relativ zum abgebauten GSNO.
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Quantifizierung des Einflusses von antioxidativen Zusitzen

Um den Einfluss der zur Verfiigung stehenden Zusétze zu bewerten, wurde die Reaktion
von GSNO (1 mM) und Methylhydrazin in ihrem zeitlichen Verlauf genauer untersucht.
In regelméBigen Intervallen wurde das abgebaute GSNO durch Messung der Extinktion
bei 336 nm und das entstandene Thiol durch Probenentnahme und DTNB-Assay
untersucht (Bild 4). Dabei wurden mit der Kontrolle (A) die anaeroben Bedingungen
(B), und aerobe Bedingungen unter Zugabe von Katalase (C), Trolox (D) oder Katalase
und Trolox (E) verglichen. In der Kontrolle unter aeroben Bedingungen ohne jeden
Zusatz ergab sich eine maximale Ausbeute von 40%. Der Aufbau einer
Stickstoffatmosphéire konnte diese auf zwei Drittel steigern, jedoch hatten sowohl
Katalase als auch Trolox fiir sich einen noch stirkeren Effekt. Die Kombination von

Katalase und Trolox zeigte in etwa das gleiche Ergebnis wie jede der Einzelsubstanzen.

Einfluss von einfallendem Licht und Reaktionstemperatur

Wie schon in der FEinleitung ausgefiihrt, sind Nitrosothiole empfindlich gegeniiber
photochemischem Zerfall, und es ist bekannt, dass einfallendes Tageslicht falsch
positive Signale im Biotin Switch Assay erzeugt. Dieser Effekt im Zusammenhang mit
mit Methylhydrazin und den antioxidativen Zusédtzen wurde untersucht, indem GSH und
GSNO mit Methylhydrazin in Anwesenheit oder Abwesenheit von Katalase und Trolox,
sowie in normalen Reaktionsgefidllen im Tageslicht, oder in verdunkelten Gefdlen in
einem dunklen Raum, fiir zwei Stunden inkubiert wurde (Bild 5). Es ergab sich ein
starker Effekt beider Faktoren — Licht und chemischer Schutz — auf die Ausbeute an
Thiolen. Bei der Reduktion von GSNO war die Ausbeute mit Zusdtzen im Dunkeln

funffach hoher als ohne Zuséitze im Sonnenlicht.
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Reduktion unter optimierten Bedingungen

Unter den gefundenen optimierten Reaktionsbedingungen - Zusatz von Katalase und
Trolox und Vermeidung einfallenden Lichts — wurde nun die Ausbeute der Reduktion
von S-Nitrosothiolen bewertet. Als niedermolekulare Modellsubstanzen dienten das S-
Nitrosoglutathion (Bild 6a) und S-Nitroso-N-acetylpenicillamin (SNAP, Bild 6b). Die
Reaktion wurde wiederum, wie oben geschildert, in ithrem Verlauf photometrisch und
durch regelmifBige Probenentnahme zur Bestimmung der Thiolkonzentration untersucht.
Fir die Reaktionen bei Raumtemperatur ergab sich ein anndhernd quantitatives
Vorliegen des abgebauten S-Nitrosothiols als reduziertes Thiol. Die Reaktion bei 37 °C
(Bild 6c) verlief zwar deutlich schneller, bot jedoch nach Ablauf einer Stunde keine

quantitative Ausbeute mehr.

Nachweisgrenze

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze der mithilfe von Methylhydrazin reduzierten S-
Nitrosothiole unter Einsatz beider Thiol-Quantifizierungmethoden wurden Eichgeraden
mit GSNO vorbereitet, die S-Nitrosoverbindung unter optimierten Bedingungen mit

Methylhydrazin reduziert und die korrespondierenden Thiole gemessen.

Die Nachweisgrenze bei Einsatz des DTNB-Assays lag bei 5 puM, bzw. einer
Stoffmenge von 4 nmol pro Probe (Bild 7a). Mit dem fluorometrischen Bodipy FL L-
Cystin-Test konnten Konzentrationen unter 20 nM (oder 16 pmol pro Probe)
nachgewiesen werden (Bild 7b), was in dem fiir physiologische Proben erforderlichen

Bereich liegt.

Reduktion von S-Nitroso-Proteinen

Als Modelle fiir S-nitrosierte Proteine wurden das S-Nitrosoalbumin und das S-
Nitrosopapain hergestellt. Analog zu den oben dargestellten niedermolekularen
Substanzen wurde die Reaktion mit Methylhydrazin in ihrem zeitlichen Verlauf

untersucht und es wurden Eichgeraden zur Bestimmung der Nachweisgrenze aufgestellt.

Die Reduktion des S-Nitrosoalbumins lieB sich analog zum S-Nitrosoglutathion

vollstdndig verfolgen (Bild 8a). Die Halbwertszeit lag bei nur zehn Minuten, der Abbau
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erfolgte also 14 mal schneller als fiir das niedermolekulare GSNO. Auch hier lief3 sich

quantitativ das reduzierte Thiol mit DTNB nachweisen.

Die Bestdtigung dieser Ergebnisse mit S-Nitrosopapain als zweitem Modellprotein stief3
auf experimentelle Schwierigkeiten. Die photometrische Beobachtung des S-
Nitrosothiolabbaus bei 336 nm setzt eine ausreichend hohe Konzentration im
dreistelligen mikromolaren Bereich voraus. Eine solche Ldsung nitrosierten Papains
wird aber bei Titration in einen pH-Bereich zwischen 7,0 und 9,4 lichtundurchlissig.
Bei bekannter Empfindlichkeit der SH-Gruppe im aktiven Zentrum des Papains (Xian et
al. 2000; Kanazawa et al. 1994) gegeniiber oxidierenden Einfliissen konnte in der
zwangslaufig bei pH 9,5 ablaufenden Reaktion kein Nachweis entstechenden Thiols
erbracht werden. Jedoch wurde eine Abbaukinetik gezeigt, deren Halbwertszeit von
etwa 10 Minuten dem fiir S-Nitrosoalbumin gefundenen Wert entspricht (Bild 8b).
Durch Analyse der Reaktionskinetik wurde eine Aktivierungsenergie von nur 24,9 + 1,2
k] mol' bestimmt, die somit 61% niedriger war als die Aktivierungsenergie des
niedermolekularen GSNO (Tabelle 1). Die bei beiden Proteinen in gleicher Weise zu
beobachtende Reaktionskinetik legte den Schluss nahe, dass aufgrund der niedrigeren
Aktivierungsenergie bei hochmolekularem Reaktionspartner eine entsprechend

beschleunigte Reaktion auch bei weiteren S-Nitrosoproteinen zu erwarten ist.

Die aus der Fichgeraden des Bodipy FL L-Cystin-Nachweises ermittelte
Nachweisgrenze entsprach der fiir GSNO gefundenen Grenze unter 20 nM (Bild 8c).
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Bild 6: Reduktion von S-Nitrosothiolen zum korrespondierenden Thiol.
Die Reaktion des jeweiligen Nitrosothiols (200 uM) in TEA-Puffer (100 mM, pH 8,7,
EDTA 500 uM, Trolox 400 uM, Katalase 1300 U/l) wurde durch Zugabe von
Methylhydrazin (10 mM) gestartet.

Je gleichzeitige Messung und Darstellung des S-Nitrosothiol-Abbaus (m, spektophoto-

metrisch gemessen) und Ausbeute an Thiolen (e, DTNB-Testverfahren) iiber die Zeit.
(A) S-Nitrosoglutathion,

(B) S-Nitroso-N-acetylpenicillamin,

(C) S-Nitrosoglutathion, 37°C
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Bild 7: Eichgeraden fiir GSNO.
Variierende GSNO-Konzentrationen, Start der Reaktion in TEA-Puffer
(100 mM, pH 8,7, EDTA 500 uM, Trolox 400 uM, Katalase 1300 U/l, 22°C)
durch Zugabe von Methylhydrazin (10 mM).
(4) 10— 50 uM, Messung mit dem DTNB-Verfahren nach 1h.
(B) 5 — 200 nM, fluoreszenzbasierte Messung mit Bodipy FL Cystin

(5 uM, Cystamin 10 uM, Inkubationszeit 48h)
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Bild 8: Reduktion von S-nitrosierter Proteine.

Die Reaktion des jeweiligen Proteins in TEA-Puffer (100 mM, pH 8,7, EDTA 500 uM,
Trolox 400 uM, Katalase 1300 U/l) wurde durch Zugabe von Methylhydrazin (10 mM)
gestartet. (A) S-Nitrosoalbumin (100 uM), je gleichzeitige Messung und Darstellung des
S-Nitrosothiol-Abbaus (m, spektophotometrisch) und der Thiolausbeute (», DTNB-
Testverfahren). (B) Abbau des S-Nitrosopapain (spektrophotometrische Messung).

(C) Eichgerade fiir S-Nitrosoalbumin, 5 — 200 nM, fluoreszenzbasierte Messung mit
Bodipy FL Cystin 5 uM, Cystamin 10 uM, Inkubationszeit 48h. 35



Histologische Schnitte

Als Gel-basiertes Verfahren ist die ,,Biotin Switch Technique* nicht geeignet, S-
Nitrosothiole auf histologischen Schnitten zu quantifizieren. Fiir diesen Zweck ist es
notwendig, nach Reduktion der S-Nitrosothiole andere Thiol-Nachweisverfahren
einzusetzen. So stehen etwa kommerzielle Fluoreszenzfarbstoffe zur Verfliigung, deren
Fluorophor an ein thiolreaktives Maleimid gekoppelt ist. Zum Einsatz kam der Farbstoff
,DyLight Maleimid 549 auf Schnitten von Maiusediinndarm. Zur Validierung des
Verfahrens mit Positiv- und Negativkontrollen wurden die Schnitte nach sieben
verschiedenen Schemata vorbehandelt. Sadmtliche Schnitte wurden als erstes
deparaftinisiert und abschlieBend gefarbt; dazwischen standen folgende vier

Behandlungsschritte zur Verfligung:

I) Weitgehende Aktivierung freier Thiole durch Dithiothreitol

IT) kiinstliche Nitrosierung freier Thiole durch N-Acetyl-N-nitrosotryptophan
IIT) Inaktivierung freier Thiole durch N-Ethylmaleimid

IV) Reduktion von S-Nitrosothiolen mit Methylhydrazin

Diese Schritte wurden nach folgendem Schema angewandt:

I m| I | Iv Bedeutung

1 - - X - |Negativkontrolle: Alle Thiole inaktiviert

2 | X - X X | Negativkontrolle: Abbau aller S-Nitrosothiole, dann
Inaktivierung aller bestehenden und erzeugten Thiole

A X | X X - |Negativkontrolle: Nitrosierung aller Thiole, aber keine
Reduktion der entstandenen S-Nitrosothiole

4) - - - - | Positivkontrolle: Native Thiole

B | X - - - | Positivkontrolle: Induzierbare Thiole (Native und
durch DTT aktivierbare Thiole)

(6) - - X X |Native S-Nitrosothiole

7 | X X X X |S-Nitrosierbare Thiole: Aktivierung aller Thiole,

Nitrosierung, Inaktivierung verbleibender freier
Thiole, Reduktion der S-Nitrosothiole

Die Ergebnisse als mittlere Fluoreszenz unter dem Laser-Scanning-Mikroskop
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(mindestens zwei Gesichtsfelder pro Schnitt und mindestens 12 Gesichtsfelder
insgesamt von fiinf verschiedenen Arbeitstagen) sind in Bild 9 zusammengefasst. Das
Signal der NEM-blockierten Thiole, als Grundwert durch unspezifische
Gewebebindung des Farbstoffs, lag stabil bei 30 + 2,3 Fluoreszenzeinheiten (1).
Deutlich tiber allen anderen lagen das Signal der induzierbaren Thiole ((5), 135,8 +
62,1). Die Werte fiir native Thiole ((4), 52,1 £ 13,4 Einheiten) und S-nitrosierbare
Thiole ((7), 53,0 £ 13,4) befanden sich etwa im gleichen Bereich. Im direkten Vergleich
zu letzterem Wert wurde bei den zwei spezifischen Negativkontrollen (2) und (3) nur
jeweils einer der vier Behandlungsschritte weggelassen. Es ergaben sich Signale nahe

dem Grundwert ((2) 31,1 £0,9; (3) 31,6 = 2,0).

Das Signal fiir native S-Nitrosothiole schlielich lag bei 34,4 + 231
Fluoreszenzeinheiten — statistisch signifikant (p < 0,005) {ber den drei
Negativkontrollen. Entsprechende Versuche wurden, unter diversen
Versuchsbedigungen und mit verschiedenen Farbstoffen, auch mit Ascorbinsdure als
Reduktionsmittel durchgefiihrt. In keinem dieser Versuche gelang es, ein positives

Signal fiir native S-Nitrosothiole zu gewinnen.

Biotin Switch Assay

In einem Biotin Switch Assay wurden die Reduktionsmittel Ascorbinsdure und
Methylhydrazin  miteinander  verglichen. Als Negativkontrolle diente eine
Albuminpréparation, deren Thiole mit NEM inaktiviert worden waren, sowie ein S-
Nitrosoalbumin ohne Zugabe von Reduktionsmittel. Als Positivkontrolle wurde eine
Praparation nativen Albumins genutzt — in genau solcher Konzentration, dass der Gehalt
freier Thiole des nativen Albumins dem S-Nitrosothiol-Gehalt des S-Nitrosoalbumins
entsprach. Der Blot wurde mit 1 pg Protein ausgefiihrt. In dem gezeigten Ergebnis (Bild
10a) zeigt sich, dass fiir das mit Ascorbinsdure reduzierte S-Nitrosoalbumin (Reihe 3)
kein positives Signal gegeniiber den Negativkontrollen vorliegt (Reihe 1 und 2),
wiéhrend das mit Methylhydrazin reduzierte S-Nitrosoalbumin (Reihe 4) anndhernd der
Positivkontrolle entspricht (Reihe 5). Bei Einsatz ansteigender Verdiinnungen des
Proteins von 2 pg bis 0,0625 pg konnte fiir Methylhydrazin, jedoch nicht fiir
Ascorbinsdure, noch bis 0,125 pg ein positives Signal gezeigt werden (Bild 10b).
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Bild 9: Auswertung histologischer Schnitte.

Schnitte von Mdusediinndarm, Fdarbung mit DyLight Maleimid 549, Angabe der
mittleren Fluoreszenz.

Messwerte fiir native Thiole (4), native S-Nitrosothiole (6) und nitrosierte S-
Nitrosothiole (7) signifikant grofer (p<0,005) als die Kontrollen.

38



1 2 3 4 5

Biotin — - - W

Albumin —
5 o 4 o
o o
5 O © 5 AP O
%»\9 o 0¥ o Y o° oV o oY
Biotin — #& w ) g =e ==
Albumin > % - e

Bild 10: Biotin-Switch-Assay (BST) mit S-Nitrosoalbumin.
(4) (1) S-Nitrosoalbumin,
(2) NEM-blockiertes Albumin, Reduktion mit Methylhydrazin,
(3) S-Nitrosoalbumin, Reduktion mit Ascorbinsdure,
(4) S-Nitrosoalbumin, Reduktion mit Methylhydrazin,
(5) Natives Albumin.
(B) Vergleich der Sensitivitdt: Reduktion abnehmender Proteinmengen (ug, wie

angegeben mit Ascorbinsdure (3) oder Methylhydrazin (4), entsprechend den Reihen
(3) und (4) aus dem oberen Bild
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Diskussion

Eignung als Reduktionsmittel
Die Chemikalie Methylhydrazin wird in dieser Arbeit im Hinblick auf ihre Eignung als

Reduktionsmittel zum spezifischen Nachweis von S-Nitrosothiolen untersucht.

In biologischen Proben ist davon auszugehen, dass ubiquitdr Disulfide in hoher
Konzentration vorhanden sind. Da schon eine Reithe von Chemikalien bekannt sind, die
zwar griindlich und effizient S-Nitrosothiole, gleichzeitig aber auch Disulfide
reduzieren, muss zundchst der Nachweis gelingen, dass Methylhydrazin nicht mit

Disulfiden reagiert.

Das Verhalten der beiden Reduktionsmittel Methylhydrazin und Ascorbinséure
gegeniiber Disulfiden wurde mit Bodipy FL L-Cystin als Indikatormolekiil untersucht.
In diesem kommerziell erhiltlichen Thiol-Reagenz ist je ein Fluorophor an die beiden
Aminogruppen eines Cystins gebunden. Im oxidierten Zustand des Disulfids kommt es
zur Fluoreszenzloschung zwischen den beiden ortlich benachbarten Fluorophoren. Wird
die S-S-Briicke aber gespalten, sind beide — voneinander entfernt — in der Lage, Licht zu
emittieren. In der Anwesenheit von Thiolen kommt es zur Einstellung eines
Gleichgewichts aus gemischten Disulfiden, die ebenfalls keiner Fluoreszenzléschung
unterliegen. Genauso aber kann Bodipy FL L-Cystin als sehr empfindlicher Indikator

fiir jede Reduktion oder Spaltung von Disulfiden genutzt werden.

Es wurde gezeigt, dass Methylhydrazin nicht zu einer Spaltung der Disulfid-Briicke
beitrdgt. In einem weiteren Versuch konnte dieses Ergebnis bestdtigt werden, als
Methylhydrazin bei Inkubation mit hoher Konzentration des physiologischen Disulfids
GSSG (oxidiertes Glutathion) nicht zu einem messbaren Auftreten von reduziertem
Glutathion (GSH) fiihrte. Die scheinbar hohere Ausbeute mit Ascorbinsdure konnte auf
eine unterschiedliche Geschwindigkeit der Reduktionsreaktion zuriickgefiihrt werden,
so dass letztlich die Ausbeute mit Methylhydrazin deutlich hoher war als bei
Verwendung von Ascorbinsdure. Bekanntermaflen entstechen im Rahmen letzterer

Reaktion reaktive Zwischenstufen, insbesondere Nitroxyl (HNO/NO ), die Thiole
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oxidieren konnen (Kirsch et al. 2009) und damit das relativ schlechte Ergebnis erkliren.

Der Reaktionsmechanismus

Eine Reaktion zwischen S-Nitrosothiolen und Hydrazin wurde zwar beschrieben
(Munro et al. 1999) aber nicht ndher charakterisiert. Da ""N-angereichertes Hydrazin,
jedoch  nicht Methylhydrazin, kommerziell erhidltlich ist, filhrten wir
kernresonanzspektrometrische Untersuchungen mit diesem eng verwandten Molekiil
durch. Unter der Annahme, dass Hydrazin sich gegeniiber S-Nitrosothiolen als reines
Reduktionsmittel in einem AuBensphidren-Mechanismus verhilt, wiirden zundchst

Diimin (Gowland et al. 1992) und Stickstoffmonoxid entstehen:
2 GSNO + NyH4 — 2 GSH + N>H> + 2 NO (1)

Unter acroben Bedingungen wiirde NO bei alkalischem pH zu Nitrit oxidiert:
4NO+0;,+2H,0 — 4NO, +4H" (2)

und das Diimin zu Hydrazin und Stickstoff dismutieren:
2 NL,H, — N,H; + N, (3).

Somit wiren Nitrit und Stickstoff die Endprodukte des AuBensphédren-Mechanismus.
Aufgrund der chemischen Eigenschaften der S-Nitrosothiole sollte ein
Transnitrosierungsprozess nicht auller Acht gelassen werden, bei dem Nitrosylhydrazin

und das korrespondierende Thiol entstehen wiirden:
GSNO + N,H,4 — GSH + H,NNHNO (7)

Der Zerfall des Nitrosylhydrazins ist hochst komplex. Wenn jedoch durch die
Reaktionsbedingungen, insbesondere bei hoher Hydrazinkonzentration, eine zweite
Transnitrosierung ausgeschlossen werden kann, sind zwei Hauptwege des Zerfalls
gegeben, je nachdem ob Wasser oder Ammoniak abgespalten wird (Gowland et al.
1992). Im stark Sauren zerfillt Nitrosylhydrazin ausschlieBlich unter Abspaltung von

Wasser zu Stickstoffwasserstoffsiure:
H,NNHNO - H,O + HN; (8).

Bei hoherem pH, somit auch bei den gewidhlten Reaktionsbedingungen (pH 8,7),
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iiberwiegt der Ammoniakweg
H.NNHNO — N,O + NHj3 9)

mit Distickstoffmonoxid und Ammoniak als Endprodukten. Tatséchlich konnte
experimentell die Kernresonanz dieser beiden Molekiile nachgewiesen werden, nicht
jedoch Stickstoff oder Nitrit. Somit konnte die Transnitrosierungsreaktion gemaf3
Gleichung (7) als primérer Reaktionschritt nachgewiesen werden, eine Redoxreaktion

nach Gleichung (1) findet nicht statt.

Unter den Nebenprodukte in der Aminregion konnte eines identifiziert werden, das dem
Sulfinamid des GSNO, GS(O)"NH,, entsprach. Zur Bestitigung dieser Annahme
fiihrten wir die Reaktion weiterhin mit '"N-angereichertem Hydrazin, aber einem GSNO
mit natiirlicher Verteilung der Stickstoffisotopen durch. Da die gesehene Resonanz nun
nicht mehr detektiert wurde, durfte die Schlussfolgerung gezogen werden, dass es sich
tatsdchlich um ein vom Stickstoff der GSNO-Nitrosogruppe abhéngiges Produkt und
somit um das genannte Sulfinamid handelt. Nach der Literatur (S. P. Singh et al. 1996)
sind vier GSH-Molekiile erforderlich, um ein GSNO in sein Sulfinamid umzuwandeln.
Diese Nebenreaktion kann daher nur zum Ende der Hydrazin-abhingigen Reaktion mit

sehr geringer Ausbeute ablaufen.

Optimierte Reaktionsbedingungen

Nachdem die prinzipielle Eignung als Reduktionsmittel gesichert und die Natur der
Reaktion bekannt war, galt es, die Ausbeute an reduziertem Thiol zu optimieren. Wie in
der Einleitung ausgefiihrt, liegt hier gerade der Schwachpunkt des etablierten
Reduktionsmittels Ascorbinsdure. Methylhydrazin bringt allerdings als hochreaktive
Chemikalie mit Neigung zur Autooxidation seine ganz eigenen Probleme mit sich.
Insbesondere ist beschrieben, dass Wasserstoffperoxid und freie Radikale entstehen. Es
zeigte sich, dass die Anwesenheit von Methylhydrazin zu einem deutlichen Abau
anwesender Thiole fiihrt. Zu befiirchten war, dass moglicherweise zunéchst effizient

entstandene Thiole in einer Nebenreaktion wieder verloren gehen.

Zwei hiufig eingesetzte Chemikalien boten sich an, um in vifro oxidative Effekt

abzumildern: Das Enzym Katalase baut Wasserstoffperoxid ab; das wasserlosliche
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Vitamin-E-Derivat Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonsaure) ist in

der Lage, freie Radikale chemisch zu inaktivieren (Salgo et al. 1995).

Es konnte ein deutlicher Effekt der Einzelsubstanzen Katalase und Trolox auf die
Ausbeute von freien Thiolen nachgewiesen werden. Ein additiver Effekt durch
Kombinationsgabe zeigte sich, trotz vollstindig verschiedener Wirkmechanismen, nicht.
Im gezeigten Experiment war jedoch die Konzentration der Thiole noch in derselben
GroBenordnung wie die von Trolox, so dass eine Reaktion reaktiver Spezies mit Thiolen
vor einem Kontakt mit Trolox mdglich war. Da ein nachteiliger Effekt der Kombination
hochst unwahrscheinlich, ein giinstiger Effekt bei anderen Reaktionsbedingungen
jedoch plausibel erscheint, wurden in allen folgenden Experimenten beide Additive

eingesetzt.

Ohnehin wird bei Einsatz der ,Biotin-Switch“-Technik einfallendes Tageslicht
vermieden, weil Artefakte beschrieben wurden (Huang et al. 2006) und Nitrosothiole
photochemisch degradieren (Szacitowski et al. 2001). Wir konnten auch fir die
Reduktionsreaktion mit Methylhydrazin einen ausgepridgten ungiinstigen Einfluss
zeigen, so dass die Exposition gegeniiber einfallendem Licht so weit wie moglich

vermieden wurde.

Die Reduktion von S-Nitrosothiolen in vitro

Unter optimierten Bedingungen gelang die anndhernd quantitative Reduktion der
niedermolekularen S-Nitrosothiole GSNO und SNAP. Unter Raumtemperatur kam es
auch nach 90 Minuten nicht zu einem deutlichen Defizit zwischen abgebautem S-
Nitrosothiol (theoretisch maximale Ausbeute) und nachgewiesenem Thiol (tatsdchliche
Ausbeute).

Die Halbswertszeit von GSNO bei Raumtemperatur ist mit 2:20h recht lang, bei 37 °C
lauft die Reaktion schneller ab, allerdings scheint der Thiolabbau durch oxidative
Prozesse noch mehr beschleunigt zu sein. Der Einsatz einer hoheren
Reaktionstemperatur scheidet also aus. GSNO diente lediglich als Modellsubstanz;
praktisch bedeutsam sind S-Nitrosoproteine, die, wie sich in der Folge zeigte, ohnehin

wesentlich schneller mit Methylhydrazin reagieren.
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Man geht davon aus, dass die physiologischen Konzentrationen von S-Nitrosothiolen im
nanomolaren Bereich liegen — aufgrund methodischer Unzuldnglichkeiten bewegten
sich die beschriebenen Werte in iliber 35 Verdffentlichungen der letzten 15 Jahre
zwischen 10 uM und 0 nM (Gladwin et al. 2006). Traditionelle Nachweise wie das
Verfahren nach Ellman (DTNB), aber auch schon empfindlichere enzymbasierte
Methoden wie das ,,Papain-Assay*“ (R. Singh et al. 1993) sind hierfiir ungeeignet. Mit
dem ,,Bodipy FL L-Cystin* liegt gliicklicherweise ein kommerziell erhéltlicher, in der
Praxis bis auf eine leichte Unbequemlichkeit durch die notwendige Inkubationszeit von
48 h, gut anwendbarer Thiolnachweis vor, dessen Nachweisgrenze nach eigenen

Voruntersuchungen im untersten nanomolaren Bereich zu finden ist.

Es lieBen sich fiir die Methylhydrazin-basierte S-Nitrosothiolreduktion Eichgeraden
erzeugen, mit dem klassischen Thiolnachweis DTNB im mikromolaren Bereich, und
mit dem fluoreszenzbasierten Verfahren im nanomolaren Bereich mit einer
Nachweisgrenze unter 20 nM. Damit erlaubt das Verfahren, S-Nitrosothiole im

vermuteten physiologischen Konzentrationsbereich nachzuweisen.

Die Ergebnisse fiir niedermolekulare S-Nitrosothiole konnten mit S-nitrosierten
Proteinen bestitigt werden. Als Modell dienten mit Albumin und Papain zwei Proteine,
die eine einzelne freie Cystein-SH-Gruppe besitzen, bei Papain im aktiven Zentrum des
Enzyms. S-Nitrosoalbumin ist in menschlichem Plasma beschrieben worden (Marley et
al. 2001), S-Nitrosopapain wurde schon zuvor als Modellsubstanz eingesetzt (Kirsch et
al. 2009). Interessanterweise war die Halbswertszeit der S-Nitrosoverbindung beim
Abbau mit Methylhydrazin bei beiden Proteinen mit ca. 10 min fiir einen
fiinfzigprozentigen Abbau sehr viel kiirzer als fiir alle niedermolekularen Substanzen.
Es liegt nahe, Einfliisse der Peptidbindung auf die Thiolgruppe oder eine fiir den Angriff
des Methylhydrazins bessere sterische Position des auf der Proteinoberfliche fixierten
Thiols zu vermuten. Nebenreaktionen zwischen S-Nitrosothiolen und Thiolen kénnen

teils nur mit niedermolekularen Molekiilen vonstatten gehen.
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Histologische Schnitte

Ein Nachweis von S-Nitrosothiolen auf histologischen Schnitten ist bisher noch nicht
beschrieben. Ein solches Verfahren konnte Einsicht in die Verteilung von S-
Nitrosothiolen im Gewebe erlauben und zahlreiche, als Gewebeschnitte vorliegende

Proben der Untersuchung zugénglich machen.

Zunichst musste der Thiolnachweis durch den fluoreszierenden Farbstoft validiert
werden. Das Signal fiir native Thiole auf unbehandelten Schnitten und das etwa
zweieinhalb Mal so groBe Signal der DTT-aktivierten Thiole, das als maximal
moglicher Wert gelten kann, belegten im Vergleich zum Nullwert des NEM-
inaktivierten Schnitts, dass die Messung von Thiolen erfolgt. Die Positivkontrollen
lagen immer deutlich iiber den anderen Messwerten, jedoch ergab sich eine grof3e
Streubreite, weniger zwischen einzelnen Schnitten, vielmehr zwischen verschiedenen
Arbeitstagen. Es erscheint plausibel, dass es in der prdanalytischen Phase der
Autbereitung der Schnitte und Deparaffinisierung und auch wéhrend der Waschschritte
zu nicht vollstdndig kontrollierbarer Thioloxidation auf der Schnittoberfliche kommt,
gerade durch Kontakt mit Luftsauerstoff. Im Gegensatz zu den nativen Thiolen liegen
die nativen S-Nitrosothiole schon in einer chemisch eher ,,geschiitzten* Form vor, die

moglicherweise nicht so empfindlich gegen spontane Oxidierung und Zerfall ist.

Unter Einsatz von Methylhydrazin als Reduktionsmittel und einem kommerziellen
Fluoreszenzfarbstoff konnte ein positives Signal fiir native S-Nitrosothiole auf Schnitten
des Diinndarms gesunder Mause erhalten werden. Die entscheidende Frage ist die nach
der Spezifitit dieses Signals fiir S-Nitrosothiole im FEinsatz mit der in diesem
Zusammenhang noch nicht untersuchten Chemikalie Methylhydrazin. Es gilt
auszuschlieBen, dass es zu unspezifischen Reaktionen zwischen Proteinen des Schnitts
und Methylhydrazin kommt und so moglicherweise Farbstoff gebunden wird. Fiir
diesen Nachweis ist zundchst die Messung der S-nitrosierbaren Thiole notwendig.
Schnitte dieser Gruppe unterlagen vier Behandlungsschritten: Maximal mdglicher
Aktivierung freier Thiole mit DTT, deren S-Nitrosierung mit NANT, der Inaktivierung
noch vorhandener freier Thiole mit NEM und Reduktion der S-Nitrosothiole durch

Methylhydrazin. Das recht hohe erhaltene Signal zeigt, dass das Verfahren grundsitzlich
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S-Nitrosothiole nachweisen kann. Wird die NANT-Nitrosierung unterlassen, liegen
keine S-Nitrosothiole vor, da auch alle nativen S-Nitrosothiole durch DTT abgebaut
wurden. Jedes positive Signal in einer solchen Kontrolle wiére unspezifisch,
moglicherweise durch Einfluss von Methylhydrazin. Wird die Reduktion mit
Methylhydrazin unterlassen, liegen zwar S-Nitrosothiole vor, aber keine freien Thiole.
Auch hier wire jedes positive Signal unspezifisch, wie etwa durch Nebeneffekte des
NANT oder Reste von DTT. Eben diese beiden spezifischen Negativkontrollen waren

aber negativ, wodurch die Spezifitit des S-Nitrosothiolnachweises gezeigt wurde.

Insgesamt ergibt sich ein zwar signifikant positives Signal fiir native S-Nitrosothiole im
Vergleich zur Negativkontrolle, jedoch muss aufgrund der Streubreite der Methode und
der geringen Signalgrofe eine gewisse Skepsis fiir den praktischen Einsatz verbleiben.
Es wiirde in jedem Fall eine Analyse zahlreicher Proben und statistische Auswertung

notwendig sein, um mit der gezeigten Methodik in Zukunft Ergebnisse zu erzielen.

Die Biotin-Switch-Technik

Die ,,Biotin-Switch“-Technik unter Einsatz von Ascorbinsdure als Reduktionsmittel ist
das Standardverfahren zum Nachweis von S-Nitrosothiolen. Ein neues Reduktionsmittel
muss also insbesondere im Rahmen dieser Anwendung eine Verbesserung nachweisen.
Als Negativkontrolle wihlten wir eine Albuminpréparation, deren freie Thiolgruppen
mit NEM blockiert worden waren. Mit dem hierfiir gezeigten negativen Signal konnten
somit unspezifische Interaktionen zwischen Methylhydrazin und dem Protein, etwa eine
Reduktion der bekannten Disulfidbriicken (Markus et al. 1957), oder der physiologisch
vorhandenen (Era et al. 1995; Era et al. 1988) oder im Rahmen der Proteinisolierung

entstandenen (Turell et al. 2009) oxidierten Thiolderivate ausgeschlossen werden.

Als Positivkontrolle diente natives Albumin, dessen Gehalt an freiem Thiol genau der
Konzentration des S-Nitrosothiols im nitrosierten Albumin entsprach und somit den

absoluten Hochstwert des richtig-positiven Signals darstellte.

Wiéhrend mit der initial gewihlten Proteinmenge Ascorbinsdure kein positives Signal
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erzeugt werden konnte, lag Methylhydrazin im Bereich der Positivkontrolle. Diese
Uberlegenheit bestitigte sich im Rahmen einer Verdiinnungsreihe. Im semiquantitativen
Blot ergab sich somit eine etwa vierfach verbesserte Nachweisgrenze und fast

quantitative Ausbeute durch Einsatz von Methylhydrazin anstelle von Ascorbinsdure.
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Zusammenfassung

Stickstoffmonoxid (NO) ist als einer der bedeutendsten physiologischen Mediatoren an
zahlreichen Regulationsvorgéngen beteiligt. Wéahrend NO sehr rasch abgebaut wird,
stellen die aus einer Reaktion von NO mit Thiolen im Organismus entstehenden S-
Nitrosothiole stabilere Verbindungen dar. Nachdem S-Nitrosothiole zunéchst als
mogliche Transport- und Speicherformen des kurzlebigen NO angesehen wurden, kann
die S-Nitrosierung von Proteinen eine posttranslationale Modifikation darstellen und

intrazelluldre Signalwege beeinflussen.

Zur Untersuchung dieser postulierten Abldufe ist letztendlich der analytische Nachweis
der S-Nitrosierung von Proteinen notwendig, was {iiblicherweise mit Hilfe der
sogenannten ,,Biotin-Switch“-Technik erfolgt. Hierbei werden die S-Nitrosothiole zum
korrespondierenden Thiol reduziert, das im Weiteren mit einem Antikdrper
nachgewiesen wird. Diese Reduktion bestimmt die Spezifitit und Sensitivitit des
Nachweises. Als Reagenz fiir diesen entscheidenden Schritt ist auschlieBlich
Ascorbinsdure etabliert, obwohl hiermit nur suboptimale, nicht stochiometrische

Ausbeuten moglich sind.

Im Rahmen dieser Arbeit wird gezeigt, dass der Raketentreibstoff Methylhydrazin als
spezifisches und effektives Reduktionsmittel fiir die Reduktion von S-Nitrosothiolen
eingesetzt werden kann. Die Reaktion generiert ausschlieBlich die korrespondierende
Thiol-Funktion, ohne unspezifisch andere Verbindungen, wie insbesondere Disulfide, zu
reduzieren. Die Ergebnisse konnten mit niedermolekularen S-Nitrosothiolen wie auch
mit S-nitrosierten Proteinen bestitigt werden; es war moglich, durch Optimierung der
Reaktionsbedingungen eine hohe Reaktionsausbeute (>90%) zu erzielen. Der zugrunde

liegende chemische Reaktionsmechanismus wurde aufgeklért.

Durch ein angepasstes Farbeprotokoll mit Einsatz des neuen Reduktionsmittels konnte
erstmals fluoreszenzmikroskopisch ein Signal fiir native S-Nitrosothiole auf
histologischen Schnitte nachgewiesen werden. SchlieBlich gelang es, in der ,,Biotin-

Switch*“-Technik die Uberlegenheit von Methylhydrazin zu demonstrieren.
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Abkiirzungsverzeichnis

AIbSNO
BSA

BST
DMSO
DTNB

DTT
EDTA

GSH

GSNO
GSSG
HEPES

MMH
MMST

NANT
NEM

NO-
SNAP

-SH
TCEP
TEA

Trolox

Anhang

S-Nitroso-Albumin
Bovines (Rinder-) Serumalbumin

Biotin Switch Technique
Dimethylsulfoxid

5,5'-Dithio-bis-(2-Nitrobenzoeséure), auch
Ellmans Reagenz

Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsdure
Glutathion, auch y-L-Glutamyl-L-
cysteinylglycin
S-Nitrosoglutathion
Glutathion-Disulfid

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure

(Mono)methylhydrazin
S-Methylmethanthiosulfonat

N-Acetyl-N-Nitrosotryptophan
N-Ethylmaleimid

Stickstoffmonoxid

S-Nitroso-N-Acetyl-Penicillamin

Thiolgruppe
Tris(2-carboxyethyl)phosphin
Triethanolamin

6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carbonsiure
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